1. GİRİŞ
Kanatlı hayvan yetiştiriciliğinde sık karşılaşılan problemlerden birisi bacak problemleri (tenosynovitis, synovitis, artritis, tibial diskondroplazi, osteomiyelitis, femur başı nekrozu) ve dejenerasyonlarıve bunlara bağlı kayıplardır (Sullivan, 1994). Kümeslerde bacak problemlerine bağlı olarak yem ve suya ulaşamama ile septisemi sonucunda oluşan ölümler görülmektedir. Tüm dünyada olduğu gibi ülkemizde de gözlenen bu sorun mortalite artışı, yemden yararlanamama, ağırlık artışında azalma, yumurta veriminde düşme, karkas kalitesinin düşmesi, bacaklarda gelişen güçsüzlük ve buna bağlı olarak şekillenen topallık olguları, neden oldukları ölüm, dehidrasyon, gelişme gerilikleri ve performans düşüklüğünden dolayı kanatlı endüstrisinde ekonomik kayıplara neden olur. Yurdumuzda bu ekonomik kayıpların ne kadar olduğu ile ilgili bir veri bulunmazken; Amerika’da ticari iskelet problemleri nedeniyle yıllık olarak ekonomik kaybın broylerlerde 80-120 milyon USD arası olduğu bildirilmektedir (Sullivan, 1994). Kanatlılarda bacak problemleri enfeksiyöz veya nonenfeksiyoz olabilir (Lordanidis ve ark, 1998). Enfeksiyöz etkenler viral ve bakteriyeldir. En sık rastlanılan viral etkenin Reovirus (Jones, 2000) olmakla birlikte Adenovirus, Retrovirus ve Herpesvirus gibi viral etkenlere ise daha az rastlanıldığı bildirilmiştir (Heide, 1984). En sık rastlanılan bakteriyel etkenin ise Staphylococcus aureus olduğu (Rodgers ve ark, 1999) bildirilmekle birlikte; Escherichia coli (Chansiripornchai, 2009), Salmonella spp., Pasteurella multocida ve Pseudomonas aeroginosa (Jordan ve ark, 2002), Ornithobacterium rhinotracheale (Hinz ve ark, 1994) gibi Gram negatif;  Streptococcus spp., Enterococcus spp. (Oktay ve ark, 2009), Listeria monocytogenes (Farber ve Peterkin, 1991; Mohan ve ark, 2002), Erysipelothrix rhusiopathiae (Reboli, 2012), Mycoplasma synoviae (Jordan ve ark, 2002) gibi Gram pozitif bakteriler de eklem problemlerinden izole edilen diğer bakterilerdirler. Sefalosporinler, kinolonlar, tetrasiklinler ve trimethoprim sulfamethoksazole kanatlı çiftliklerinde en çok kullanılan antibiyotiklerdir (Pitout, 2012). 
Bu çalışmada ticari broylerlerde artritise neden olan aerobik bakterilerin VITEK II otomatize sistemi (bioMérieux, Fransa) kullanılarak identifikasyonlarının yapılması ve izolatların antibiyotik dirençlilik durumlarının araştırılması amaçlandı. Böylece, broylerlerde artritise neden olan aerobik mikroorganizmaların etiyolojisi aydınlatılmış olunacak ve izolatların antibiyotik dirençlilik durumları belirlenerek bu enfeksiyonların ampirik tedavisine katkı sağlanacaktır.

2. GENEL BİLGİLER
2.1. Broylerlerde Başlıca Bacak Problemleri ve Artritis 
Artritis, vücut tarafından meydana getirilen eklemlerde oluşan iltihabik bir durumdur. Ayak bileği, diz, el bileği gibi eklemlerin şişme ve sertleşmeye yol açan iltihabik hastalıklar eklemlerde ağrı gibi istenmeyen durumların ortaya çıkmasına sebep olurlar.
Broylerlerde rastlanılan başlıca bacak hastalıkları tenosynovitis, synovitis, artritis, tibial dyschondroplasie, osteomyelitis, femur başının nekrozu ve dejenerasyonları olarak rapor edilmektedir (Sullivan, 1994). Osteomyelitis ile birlikte seyreden bakteriyal kondrotidis ve osteomyelitis ile birlikte seyreden bakteriyel kondronekrozis enfeksiyoz iskelet hastalıkları tanımlamak için en uygun terimlerdir. Zaman zaman femur başı nekrozu olarak da bildirilen lezyonların sadece femurda bulunmayıp, tibiotarsal kemiklerde veya uzun kemiklerde de bulunusundan dolayı osteomyelitis ile birlikte seyreden bakteriyel kondronekrosis olarak isimlendirilmesi pek çok arastırıcı tarafından uygun bulunmuştur (Heide, 1984).

Kanatlı hayvanlarda gözlemlenen bakteriyel osteomyelitis-kondronekrosis vakaları ilk olarak 1972 yılında bildirilmiş ve günümüzde de broyler tavuklarda topallığın en çok görülen nedenlerinden birisi olarak kabul edilmektedir. Broyler tavuklarda topallığın sebeplerini aydınlatmak amacı ile yapılmış çalışmalar, bu problemlerin, kanatlılarda ağrıdan ve biyomedikal fonksiyon bozukluklarından dolayı açlık ve dehidrasyondan dolayı mortaliteye artışı, gelişime geriliği ve karkas kalitesinin düşmesi gibi klinik bulgulara neden olduğunu ortaya koymuştur. Osteomyelitis ile birlikte seyreden bakteriyel kondronekrozis broylerlerde çok onemli bir problemdir. En yaygın sebep, S. aureus olmakla birlikte, ayrıca, diğer bakterilerde bu duruma yol açabilir. S. aureus kontrolu zor bir patojendir ve önemli sorunlara yol açar. Bu problemlerin yol açtığı ciddi önemli kayıpları önlemek için zamanında tedbirler alınmalı, hijyen kosullarna dikkat edilmeli ve stafilakoklara ve diğer bakterilere etkili olabilecek antibiyotik tedavisine gidilmelidir (Heide, 1984).
Bacak problemleri broylerlerde genellikle ortalama 30-35 günlük yaşlarda görülmekte ve enfeksiyöz veya nonenfeksiyöz etiyolojiye sahip olabilmektedir. Enfeksiyöz etkenler viral ve bakteriyeldir. En çok rastlanılan viral etkenin Reovirus olduğu (Jones, 2000) bildirilmekle birlikte, bakteriyel etkenin ise S. aureus olduğu bildirilmiştir (Rodgers ve ark, 1999).

2.2. Broylerlerde Artritise Neden Olan Bakteriler
Broylerlerde bacak problemleri çeşitli nedenlerden kaynaklanan tanımlayıcı semptom olup; purulent artritin bacak zayıflığı vakalarının önemli kısmını oluşturabileceği varsayılmaktadır (Itakura ve ark, 1976). Hastalık genellikle 14 ile 70 günlük yaşlarda görülen kanatlılarda görülmekle birlikte çoğu vaka yaklaşık 35 günlük yaşta gelişmektedir. Kanatlılarda görülen bakteriyel artritis, septisemi ya da eklemlere lokalize enfeksiyon sonucu sıklıkla ortaya çıkmaktadır (McNamee ve ark, 2000). 
Hasta kanatlılarda enfeksiyonun en yaygın biçimi tenosinovit (tendon kılıflarının iltihaplanması) ve eklemlerinin artritini içermektedir (Itakura ve ark, 1976). Etkilenen eklemler, genellikle şişkin, sıcak, şiş ve ağrılıdır ve etkilenen kuşlar genellikle deprese olurlar, tenosinovit nedeni ile yürümeye isteksizdirler, tendon kılıflarının sinovyal membranları kalınlaşır ve ödematoz olur, tendon kılıfları içinde ve etrafında fibröz eksüdat (Jordan ve ark, 2002) oluşur, yumurta verimi azalır, erkeklerde saldırganlık ve yem ekipmanıyla ilişkili yaralanmalar armaktadır ve bu dönem enfeksiyonların gelişimine katkıda bulunmaktadır (Butterworth ve ark, 1999).

Broylerlerde en sık görülen bacak problemlerden birisi olan septik artrit, bir veya daha fazla mikroorganizmalardan kaynaklanan eklem enfeksiyonudur. Purulent artritin, topallık vakalarının önemli bir bölümünü oluşturabileceği varsayılmaktadır (Itakura ve ark, 1976). Normal olarak, eklem eklem sıvısı olarak adlandırılan bağlantı az miktarda sinovyal sıvı ile kaplıdır. Normal eklem sıvısı sterildir. Septik artritte, mikroorganizmalar etkilenen eklem sıvısından izole edilebilir. Eklemler üzerindeki etki mikroorganizmaya ve enfeksiyona neden olan predispozan risk faktörlerine bağlı olarak biraz değişebilir (Huang ve ark, 2002). 

En sık rastlanılan aerobik bakteriyel etkenin ise S. aureus olduğu (Rodgers ve ark, 1999) bildirilmekle birlikte; Escherichia coli (Chansiripornchai, 2009), Salmonella spp., Pasteurella multocida, Pseudomonas aeroginosa (Jordan ve ark, 2002) gibi Gram negatif;  Streptococcus spp., Enterococcus spp. (Oktay ve ark, 2009), L. monocytogenes (Farber ve Peterkin, 1991; Mohan ve ark, 2002), E. rhusiopathiae (Reboli, 2012) gibi Gram pozitif bakteriler de eklem problemlerinden izole edilen diğer önemli bakterilerdirler. Mikroaerofilik etkenlerden Ornithobacterium rhinotracheale ve M. synoviae gibi etkenlerin de artritlerden izole edildiği bildirilmektedir (Hinz ve ark, 1994; Jordan ve ark, 2002). Broylerlerde artritise neden olan en önemli bakteriyel patojenler aşağıda özetlenmiştir:
2.2.1. Staphylococcus spp.
S. aureus kanatlı hayvanlarda deride ve solunum yollarının normal florasında bulunan bir bakteridir. Bu organizma dolaşım sistemine girdiğinde hastalığa neden olmaktadır, bu nedenle bakterilerin herhangi bir yoldan (yaralanma, yutma) vücuda girişini sağlayan her durum enfeksiyon olasılığını artırır. Bu organizma dolaşım sistemine hastalığa neden olmak için girmelidir, bu nedenle bakterilerin girişte kızarıklık yaratan herhangi bir yaralanma ile enfeksiyon olasılığı artar (Butterwort, 1999; McNamee ve Smyth,  2000). Stafilokokkozis akut (septisemik) ve kronik formlarda (lokalize) bir seyir izleyen, gençlerde daha ziyade, septisemi, omfalitis, eklemlerde şişkinlik, artritisis/sinovitis, sternal bursitis, osteomiyelitis, bazen deride lezyonlar ve topallık ile karakterize olan nadiren de endokarditis gibi olgularla da ortaya çıkan, sporadik özellikte, bakteriyel bir enfeksiyondur (Jordan ve ark, 2002). Yapılan çalışmalarda Broylerlerde artritis/ tendonitis/ osteomyelitis vakalarından stafilakok türlerinin en yaygın izole edilen aerobik bakteriyel etken olduğu rapor edilmiştir (Rodgers ve ark, 1999; Rasheed, 2011). 
Tavuklarda stafilokokların neden olduğu hastalıkların yaygın olarak görülmektedir. 6 hafta ile 12 hafta arasındaki tavuklarda travmanın yol açtığı stafilokok artritisi, kronik veya sekonder bir hastalıktır  (Andreasen, 2003).  Yapılan çalışmalar broylerlerde osteomiyelitli stafilokoksik kondronekroz insidansının arttığını ortaya koymuştur (Weese ve ark, 2010).
Artritisin en önemli etkenlerinden olan Stafilokok türleri Gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, bazı suşları kapsüllü, aerobik koşullarda üreyebilen, bireysel oval/yuvarlak kokların bir araya gelerek oluşturdukları kümeler şeklinde bir görünüme sahiptir. Uygun sıvı ve katı besiyerlerinde, 24-48 saat içinde 37°C’de iyi bir üreme gösterirler (Jordan ve ark, 2002). 

Mikroorganizma, bir işletmede, kümes ortamında, kuluçkahane, kuluçka makinelerinde, kesimhanelerde ve buralardaki malzemelerde çok fazla bulunur. Etken yumurtalara horizontal olarak bulaşarak embriyo ölümlerine yol açar. Vücu​da genellikle, deri ve mukozalardan, çok daha az ola​rak da sindirim ve solunum sisteminden giren patojenik etken, kanda üreyebilir, kan yolu ile yayılarak çeşitli organ ve dokulara yerleşebilir (Jordan ve ark, 2002). 

Klinik belirtiler ve postmortem muayene bulguları genellikle enfeksiyonu tanılamaya yeterli derecede spesifik değildir. Enfeksiyonun kesin teşhisi için, nekropside lezyonlu eklemlerden alınan biyopsi materyalleri laboratuvara gönderilir (Jordan ve ark, 2002). 

Yapılan bir çalışmada daha önce artritis olan bir broylerden izole edilen S. aureus suşu kültürde üretilmiş ve 3 farklı dilüsyonda (yüksek doz: 2.5x1011 cfu, orta doz 2.5x109 cfu ve düşük doz: 2.5x107 cfu) hazırlanıp 7 haftalık broyler damızlık hayvanlarının damar içine, kas içine ve eklem içine enjekte edilip etkileri gözlemlenmiştir. S. aureus enjeksiyonundan sonra tavukların iştahı kademeli olarak azalmıştır; durgunluk, ateş, tibia tarsal eklemin bazı kısımlarının şişme ve hareket etme konusunda isteksizlik gözlemlenmiştir. Çalışmada, S. aureus’un yüksek ve orta doz damar içi enjeksiyonu, sırasıyla % 100 ve %50 deneysel tavuk ölümlerine yol açtığı, düşük doz enjeksiyonun etkili bir artritise neden olmadığı, göğüs kas içi enjeksiyon sonucunda hiçbir klinik belirti gözlemlenmediği vurgulanmıştır (Gu ve ark, 2013).
2.2.2. Streptococcus spp.

Streptokokkozis, genç hindilerin, akut (septisemik) ve kronik seyirli, vücudun çeşitli bölgelerinde lokalize bozukluklar oluşturan, ayrıca embriyo ölümlerine de yol açan, mortalitesi düşük ve sporadik özellikte bakteriyel bir enfeksiyonudur. Hastalık olgularından genellikle Streptococcus zooepidemicus ile fekal streptokoklardan S. faecalis (Enterococcus faecalis), S. faecium, S. durans, vs. izole ve identifiye edilmiştir. Bu etkenler, aynı zamanda, normal hayvanların bağırsaklarında da bulunmaktadırlar (Jordan ve ark, 2002).
Streptokoklar, mikroskop altında, bireysel Gram pozitif, oval yuvarlak kokların yan yana gelerek oluşan uzun veya kısa zincir görünümündedirler. Bazı suşlar kapsüllü olmak üzere bireysel koklar, hareketsiz, sporsuz, aerobik koşullarda üreyebilen yuvarlak mikroorganizmalardır. Uygun sıvı ve katı besi yerlerinde, 37°C de 2-4 gün içinde kolayca üreyebilirler. Patojenik streptokok türleri ekstrasellüler olarak bazı substanslar sentezlerler (Jordan ve ark, 2002).
Etkenin hayvanlara bulaşması çoğunlukla, horizontal (direkt ve indirekt kontakla) olarak, sindirim, henüz kapanmamış göbek kordonundan ve az olarak da, deri ve solunum sisteminden olmaktadır. Mikroorganizmalar genellikle bağırsaklarda bulunduklarından fekal-oral bulaşmalar her zaman olabilir. Kuluçkahanelerde ve kümeslerde bulunan ve mik​ropla bulaşık çeşitli malzemeler, yemler, sular ve yabani kuşlar etkeni taşımada önemli rol oynarlar (Jordan ve ark, 2002).
Kuluçka makinelerine konan temiz olmayan fekal kirli ve yer yumurtalarında embriyo ölümlerine fazlaca rastlanmaktadır. Hastalığın başlangıcında genel semptomlar ortaya çıkmakta ve hastalık ilerledikçe etkenin yerleştiği yerlere göre spesifik bozukluklar oluşmaktadır. Omfalitis, eklemlerde şişkinlik, artritisis, hayvanlarda topallıklar, yumurta sarı kesesi yangısı, merkezi sinir sistemi bozuklukları, başlıca klinik belirtiler arasındadır. Nekropside, fibrinöz perikarditis, endokarditis, meningitis, artritisis, tenosinovitis, iç organlardan karaciğerde perihepatitis, dalak, böbrek ve karaciğerde büyüme ve bazen de salpingitis gözlenebilen bozukluklar arasındadır (Jordan ve ark, 2002).

Klinik ve nekropsi bulguları, enfeksiyonu kesin olarak tanılamaya yeterli olmayıp enfeksiyöz ve nonenfeksiyöz hastalıkların belirtileriyle karışabilirler (stafilokokkozis, pastörellozis, mikoplasmozis, beslenme bozuklukları, vs). Enfeksiyonun teşhisi için hasta ve öldürülen hayvanlardan alınan muayene materyalleri laboratuvara gönderilir (Jordan ve ark, 2002).

2.2.3. Enterococcus spp.
Enterokok izolasyonu ilk olarak 1899 yılında Fransız mikrobiyolog Thiercelin tarafından yapılmıştır. 1906 yılında, izolatın adı Andrewes ve Horder tarafından Streptococcus faecalis (S. faecalis) olarak değiştirilmiş; 1933’de ise Lancefieldin’ın yaptığı serolojik tiplendirme sistemine göre enterokoklar grup D’ye karşı presipitasyon reaksiyonu vermişlerdir. 1937 yılında ise streptokoklar 4 gruba ayrılmış ve terim olarak Enterococcus, fekal streptekok ve grup D streptekoklar olduğu tanımlanmıştır (Kalina, 1970). 

Enterococcus spp. fakültatif anaerobik, Gram pozitif, katalaz-negatif koklardır. Bu cinsin üyeleri oldukça yaygındır ve memelilerin ve kanatlıların gastrointestinal kanal florasının bir parçasını oluştururlar (Kalina, 1970).  
Enterokok türleri, hayvanların ve insanların genital kanallarında, normal barsak florasında ve aynı zamanda insan ve hayvanların dışkı materyalleri ile kontamine olmuş çevrede sıklıkla bulunmaktadır. İnsanların barsak florasından en sık olarak E. faecalis ve E. faecium izole edilmesine karşın kanatlı hayvanların barsak florasından en sık E. faecium izole edilmiştir (Gunter, 2003).

Enterokokların vertikal bulaşmasının tespiti amacıyla yapılan deneysel bir çalışmada 10 yumurtacı damızlık tavuk intravenöz yolla artropatik ve amiloidojenik E. faecalis suşu ile enfekte edilmiş ve sonuç olarak düşük seviyelerde vertikal bulaşmanın söz konusu olduğu tespit edilmiştir (Landman ve ark, 1999a). 

Kanatlılarda endokarditis, meningitis, yumurta kesesi yangısı, fibrinli artritisis ve tendosinovitis gibi çeşitli klinik durumlarda da rol oynayan enterokokların, aynı zamanda da tavuklarda amiloid artropatiye neden olduğu bildirilmiştir. Amiloidozisin özel bir formu olan amiloid artropati eklemlerde amiloid birikimi ile karakterize olup, insanlarda multiple myelomalı, kronik hemodiyalizli hastaların eklemlerinde gözlenebildiği bildirilmiştir (Terim ve Kutsal, 2008). 
Tavuklarda amiloid artropatiye; E. faecalis, S. aureus, E. coli, S. enteritidis, Mycoplasma synoviae gibi bakteriler ile Reovirus ve chicken anaemi virusu gibi virüslerin neden olabileceği, bu etkenler arasında ise en fazla E. faecalis’e rastlanıldığı bildirilmiştir (Terim ve Kutsal, 2008). 

E. faecalis’in kahverengi yumurtacı tavuklarda amiloid artropatinin major patojeni olduğu saptanmış olup amiloidojenik ve artropatik özelliğe sahip E. faecalis suşunun tavuklarda genellikle artiküler, bazen de sistemik amiloid birikimleri ile karakterize artritisise neden olduğu bildirilmiştir. Amiloid artropati geniş ölçüde kahverengi yumurtacı tavuklarda tanımlanmış olup kronik artritisis ile komplike ve eklemlerde amiloid fibrillerinin birikmesi ile karakterizedir (Jordan ve ark, 2002)
Tavuklarda, amyloidin eklemlere lokalizasyonu ilk olarak kahverengi yumurtacı tavuklarda, büyüme geriliği ve topallıkla karakterize olarak tanımlanmıştır (Landman ve ark, 1999b). Bu konuda birçok araştırmaları olan Landman ve ark (1999a)’nın bakteri izolasyon ve identifikasyonu konusunda yaptıkları çalışmalarda, amyloid pozitif eklemlerin %10-12’sinden E. faecalis izole ettiklerini bildirmişlerdir. Sevimli ve ark (2004) tarafından yapılan deneysel bir çalışmada yemlerle alınan yüksek seviyede A vitamininin E. faecalis ile indüklenmiş kahverengi yumurtacı piliçlerde amiloid artropati oluşum oranını ve şiddetini arttırdığı bildirilmiştir. 
Kahverengi yumurtacı tavukların dışında Steentjes ve ark (2002), amyloid arthropathy teşhisi konulan 30 broyler damızlık tavuğun eklemlerinden alınan sıvap numunelerinin 23 (%77)’ünde E. faecalis izole ve identifiye ettiklerini bildirmişlerdir. Kanatlı hayvanlar dışında amiloid artropati, yalnızca romatoid artritisis belirtileri gösteren iki köpekte ve iki fare türünde bildirilmiştir (Terim ve Kutsal, 2008). 

Yapılan bir çalışmada tavukların artritis olgularından enterokok türlerinin izolasyonu amaçlanmış bu amaçla 121 ticari broyler, 18 etlik damızlık ve 11 yumurtacı damızlık tavuk olmak üzere toplam 150 tavuğun eklem doku örneği bakteriyolojik olarak incelenmiştir. Yüz elli eklem numunesinin 48 (%32) adedinden Enterococcus spp. izole edildiği bildirilmiştir. İzolatların 37’sini E. faecalis, 1’inin E. faecium olarak identifiye edilği bu çalışmada ayrıca, eklem doku örneklerinin 42 (%28)’den E. coli ve 33 (%22)’ünen de S. aureus izole ve identifiye dildiği bildirilirken; 56 eklem doku örneğinden herhangi bir bakteri izolasyonu yapılamadığı bunların sebebinin de viral olabileceği bildirilmiştir (Oktay, 2007).
Enterococcus cecorum’un Broyler ve Broyler damızlık sürülerinde spondilit, femur başı nekrozu, artrit ve osteomiyelit ile ilişkili ortaya çıkan yaygın bir kanatlı patojeni olduğunu bildiren çalışmalar bulunmaktadır (De Herdt ve ark, 2008; Stalker ve ark, 2010). 

2.2.4.  Listeria spp.

L. monocytogenes, kümes hayvanları dâhil olmak üzere hayvanlarda hastalık nedeni olarak uzun bir geçmişi olan ve her yerde bulunan bakteriyel bir patojendir. L. monocytogenes, fakültatif, intraselüler bir patojen bakteri olup, insanlarda meningitis ve septisemiye neden olmakta ve immun sistemi baskılanmış bireylerde yüksek mortaliteye neden olmaktadır. Epidemiyolojik araştırmalarda, özellikle 1981’den sonra görülen sporadik veya epidemik olgularda alimenter yolla bulaşma saptanarak, enfeksiyon kaynağı olarak (özellikle peynirler olmak üzere süt ürünlerinden kaynaklanmasına rağmen, kanatlı eti ve ürünlerinin) listeria ile kontamine gıdaların önemi üzerinde durulmuştur (Hitchins, 1996; McLauchlin, 1997). Listeria türleri nadir de olsa artritis vakalarından izole edilmektedir (Farber ve Peterkin, 1991).
2.2.5.  E. rhusiopathiae

E. rhusiopathiae, doğada yaygın olarak bulunan çeşitli hayvanlarda, özellikle de domuzlarda ve bazen de insanlarda lokal veya sistemik enfeksiyonlara neden olan küçük bir Gram pozitif, ince, pleomorfik, sporsuz, aerobik veya mikroaerofilik basildir. Özellikle diğer Gram pozitif basiller olan L. monocytogenes ve Corynebacterium türleri ile karıştırılabilir. L. monocytogenes, motilite eksikliği, katalaz eksikliği ve koagülaz üretimi ve neomisin direnci ile ayırt edilebilir. E. rhusiopathiae'nin çoğu suşu hidrojen sülfür üremesi L. monocytogenes ve Corynebacterium türlerinden inkübasyonundan 48 saat sonra α-hemoliz oluşturması streptokok türlerinden ayırır (Carter ve Cole, 1990). 
Erizipeloid terimi, E. rhusiopathiae tarafından kutanöz enfeksiyonu ifade eder ve streptokok veya stafilokokların neden olduğu yüzeysel bir selülit olan erizipel ile karıştırılmamalıdır (Carter ve Cole, 1990).
E. rhusiopathiae yaygın bir hayvan patojendir; bununla birlikte, insanlarda en sık görülen klinik semptom lokalize bir kutanöz enfeksiyon olan selülittir (erizipeloid). Etkenin oluşturduğu şiddetli bir hastalık şekli endokardite bağlı bir septisemidir. Yaygın olarak görülen mikroorganizma öncelikle bir hayvan patojeni olup vahşi memelilerden de izole edilmiştir; çeşitli kümes hayvanları, balık ve kabuklu deniz hayvanları, domuz, koyun, sığır ve at gibi evcil hayvanlarda septisemik vakalardan izolasyonları bildirilmektedir (Reboli, 2012).
2.2.6.  Mycoplasma spp.
Mikoplazmozis genç hindi ve tavukların üst solunum yollarında, kronik yangısal reaksiyonlar, aerosakkulitis (hava keselerinin yangısı), sinusların şişmesi, sinusitis, konjunktivitis, burundan ve gözlerden akıntıların gelmesi, öksürük, tıksırık, artritisis ve ayrıca genital organlarda değişik derecede bozukluklar ile karakterize olan, mortalitesi düşük bulaşıcı, genellikle kronik seyirli bakteriyel bir hastalıktır (Jordan ve ark, 2002). Mikoplazma cinsinde yer alan etkenlerden en önemli artritis etkeni Mycoplasma synoviae’dır. 
Mikoplazmalar, hücre duvarı olmayan ve hücre duvarı olan forma dönüşmeyen mikroorganizmalardır. Bağımsız olarak büyüyüp gelişebilen en küçük mikroorganizmalardır. Çok basit hücre yapıları ve çok küçük genoma sahip olmaları evrimsel açıdan bunları ilginç kılmaktadır. Hücre duvarı olmadığından Gram pozitif boyanmıyor olmalarına rağmen bu mikroorganizmalar, filogenetik olarak düşük G+C oranına sahip Gram pozitif bakteriler ile akrabadır. Bu organizmalar muhtemelen bir zamanlar hücre duvarına sahip idi. Ancak, özel habitatlara yerleşme sürecinde duvarlarını kaybetmişlerdir (Madigan ve ark, 2010). 
Mikoplazmalar, hindilere, en fazla aerogen ve ayrıca sindirim sisteminden girerek hastalık oluştururlar. Bazı suşlar da yumurtalara hem vertikal ve hem de horizontal olarak bulaştığı gibi embriyo ölümlerine de yol açarlar. Hastaların burun akıntılarında, aksırıkla çıkan damlacıkları üzerinde ve içinde, kümesin havasında ve havadaki tozların üzerinde de etken fazlaca bulunur ve çok sayıda hayvanı da aerogen yolla infekte edebilir (Jordan ve ark, 2002). 

Kanatlı hayvanlarda görülen semptomlar, enfeksiyon ajanlarının türlerine göre değişiklikler göstermektedir. M. gallicepticum tavuklarda kronik solunum sistemi hastalığını hindilerde ise enfeksiyöz sinusitis meydana getirir. Enfeksiyonun başlangıcında genel semptomlar ortaya çıkarlar. Hastalığa, genç hindiler (5-15 haftalık) daha duyarlıdırlar (Jordan ve ark, 2002). M. synoviae hindilerde enfeksiyöz sinovitis’e veya tenosinovitis’e neden olan bu etkenle yapılan deneysel enfeksiyonlarda, inkubasyon periyodunun 11-21 gün arasında değişebildiği saptanmıştır. Enfeksiyöz sinovitisde, mortalite oranı genellikle, %10-20 arasında bulunmaktadır. Hastalığa gençler duyarlı olup başlangıçta genel semptomlar ve sonraları da spesifik klinik belirtiler ortaya çıkmaktadır. Eklemlerde yangısal reaksiyonlar (Resim 1), şişkinlik topallık, sıcaklık, ağrı hissi ve deri altında fluktuasyon, solunum sistemine ait klinik belirtiler görülebilen başlıca bozukluklar arasındadır (Jordan ve ark, 2002).

Resim 1. Enfekte tavukların bacak eklemlerinde ciddi deformasyonlar (Diney, 2019).
M. synoviae özellikle diğer solunum yolu enfeksiyonuna neden olan patojenler ile birlikte enfeksiyona neden olduğunda tavuklarda ciddi solunum sistemi problemlerine, yumurta veriminde azalmaya ve tendon kılıfının sinoviyal membranlarının yangılanması ile sonuçlanan enfeksiyöz sinovite neden olur; hatta yangı eklem, omurga bursa ve hatta kaslara ve hava keselerine kadar uzanır (Kleven, 1997; Ley ve ark, 2003).

Mikoplazma enfeksiyonlarını tanılamada klinik belirtiler ve nekropsi bulguları yeterli değildir. Solunum sisteminde bozukluklar yapan streptokokkozis, kolibasillozis, pastörellozis, ornitobakteriyozis, bordetellozis gibi bakteriyel Hindi Rhinotracheitis, Newcastle Hastalığı, kanatlı influenza, Reovirus enfeksiyonları gibi viral ve aspergillozis gibi fungal etkenler de benzer bozukluklar oluşturabilirler (Jordan ve ark, 2002).

2.2.7.  E. coli

Kanatlı hayvanlarda ekstraintestinal enfeksiyonlara sebep olan E. coli’ler kanatlı patojenik E. coli (APEC) olarak bilinirler ve kanatlı hayvanlarda hem primer hem de sekonder hastalık etkeni olarak kanatlı sektöründe en fazla karşılaşılan enfeksiyonlara sebep olurlar. Bu patotip broyler ve yumurtacı tavuklarda ekstraintestinal enfeksiyonların en önemli etiyolojik etkenlerinden birisidir ve kolibasillozis olarak bilinene hastalığa neden olur.

Değişik karakter taşıyan enfeksiyonlardan izole edilen E. coli’ler Gram negatif, 0.5-0.7x1.8-2.5 µm boyutlarında, hareketli, sporsuz, kapsüllü, aerobik ve/veya fakültatif anaerobik koşullarda kolayca üreyebilen, biyokimyasal olarak çok aktif bakterilerdir (Jordan ve ark, 2002).

Etken vücuda, genellikle oral çok az olarak da parenteral yollardan (aerojen, göz, deri, vs.) girerek hastalık oluştururlar. Etken kontamine, çatlak ve kırık olan yumurtalardan içeri girerek kuluçkalanma döneminin çeşitli aşamalarında embriyo ölümlerine, infekte civcivlerin çıkmasına ve ölümlerine neden olurlar (Jordan ve ark, 2002). 

Kolibasillozis yüksek morbidite ve mortaliteye neden olarak yurdumuzda da dâhil olmak üzere pek çok ülkede önemli ekonomik kayıplara sebep olmaktadır. E. coli’nin en önemli giriş yolu üst solunum sistemidir. Bu yolla vücuda giren bakteri akciğer, hava kesesi, dalak, karaciğer, kalp,  gibi diğer organlara yayılarak generalize enfeksiyonlara neden olmaktadır. Bir E. coli karekteristik kolibasillozis lezyonlarından izole edildiği zaman APEC olarak tanımlanabilir. E. coli’nin APEC olarak tanımlanabilmesi için adezinleri ve demir kazanımını kodlayan bazı virulens genlerine sahip olmaları gerekir (Nolan ve ark, 2013). 
E. coli’lere doğada, gaita ve gübrelerin bulunduğu ve bulaştığı her yerde çok fazla miktarda bulunurlar. Uygun çevresel koşullar altında, E. coli’ler, gaitada, altlıklarda ve sularda hem çoğalabilir ve hem de aylarca canlı ve infektif kalabilirler. Her E. coli hayvanlarda enfeksiyon oluşturmaz. Ancak, patojenik bir karaktere sahip bazı serotipler (01, 02 ve 078) hastalıklara neden olabilirler  (Nolan ve ark, 2013). 

E. coli’ler broylerlerde özellikle ilk üç haftada septisemi, embriyonal ve civciv ölümleri, omfalitis, enteritis, salpingitis, sinovitis, aerosakkulitis, yumurta sarı kesesi yangısı, konjuktivitis, osteomiyelitis, koligranuloma, sinusitis, artritis vs. sebep olmakta ve newcastle hastalığı, enfeksiyöz bronşit, pneumovirus ve Mycoplasma gibi enfeksiyonlarından da sekonder hastalık etkeni olarak izole edilebilmekte veya hastalık tablosunu ağırlaştırmaktadır. Bu hastalıklar sonucu enfeksiyonun yayılması, tedavi masrafları, et ürünlerinin kalitesinin azalmasına ve hatta ölümlere bağlı olarak büyük ekonomik kayıplar oluşmaktadır (Nolan ve ark, 2013).

Kolibasilllozis’i klinik belirtiler ve nekropsi bulgularına göre tanımlamak genelde kolay değildir. Çünkü çoğu olgularda, E. coli’ler primer etkenden ziyade sekonder bir ajan olarak bulunmakta ve hastalığın seyrini değiştirmektedir. Ayrıca, klinik belirtiler, bazı bakteriyel ve viral etkenlerden ileri gelen benzer bozukluklarla da karışmaktadır (Jordan ve ark, 2002). Bu nedenle enfeksiyonun kesin teşhisi için laboratuvar muayenelerine ve ayrıca, ayırıcı teşhise gereksinim vardır. Bakteriyoskopide Gram negatif başka etkenler (P. multocida, Salmonella spp., Pseudomonas spp., Proteus spp., kontaminantlar, vs.) bulunabileceği gibi ve hem de Gram pozitif çomak veya yuvarlak mikroorganizmalar da görülebilirler. Bu nedenle bakteriyoskopik muayeneye dayanarak etkeni ve dolayısıyla da hastalığı kesin teşhis etmek olası değildir (Jordan ve ark, 2002).

2.2.8.  Salmonella spp.

Salmonellalar Gram negatif, genellikle, hareketli (Salmonella Gallinarum ve S. Pullorum hariç, bu etkenler flagellasız olduklarından hareketsizdirler), sporsuz, kapsülsüz, aerobik ve/veya mikroaerofilik karakterde, değişik boyutlarda (0.3-0.5 x 1.0-2.5 µm) çomakçıklar biçiminde bakterilerdir. Etkenler, uygun sıvı ve katı besi yerlerinde 37°C’de 2-3 gün içinde üreyebilirler. Zenginleştirilmiş agar (kanlı veya serumlu) ve selektif katı besi yerleri üzerinde küçük, parlak ve gözle kolayca görülebilen koloniler oluştururlar. Hareketli salmonellalarda, biri somatik O-antijeni ve diğerleri de flagellaya ait H-antijeni (protein, termolabil, formaldehide dirençli) bulunmaktadır. Bunların her ikisinin de immunojenik özelliği vardır. S. Gallinarum ve S. Pullorum’da ise sadece somatik O-antijeni bulunur. Bazı salmonellalar da (S. Gallinarum, S. Pullorum. vs) yumurtalara vertikal olarak bulaşabilir (Jordan ve ark, 2002).

Tavuk ve hindiler diğer kanatlılardan daha fazla salmonella enfeksiyonlarına duyarlıdırlar. Mikroplar vücuda, en fazla, sindirim ve daha az olarak da solunum sisteminden ve deriden girerek hastalık oluştururlar. Bakteriler, infekte hayvanların gaitası, burun akıntıları, salyaları ve vertikal bulaşmış yumurtalarla dışarı çıkarak kanatlıları ve etrafı kontamine ederler (Jordan ve ark, 2002).

Hastalığın inkubasyon süresi, etkenin giriş yoluna, virulensine, miktarına, konakçının duyarlılığına ve çevresel koşulların durumuna göre 3-6 gün arasında değişebilir. Klinik belirtiler de aynı zamanda, etkenlerin türüne, kanatlıların yaşı ve ırkına göre de değişmeler göstermekle birlikte nadiren artrite neden olabilir (Resim 2) (Jordan ve ark, 2002).

Oh ve ark (2010) Kore’de artritis vakalarından izole ettikleri Salmonella Enteritidis ile vertikal olarak enfekte olmuş broyler ve damızlardan elde ettikleri izolatlarda ampisilin, seftiofur, sefalotin, gentamisin'e karşı çoklu ilaç direnci bulunduğunu bildirmişlerdir.
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Resim 2. Kanatlılarda salmonella enfeksiyonlarında bacak lezyonları (Diney, 2019).
Enfeksiyonun mikrobiyolojik teşhisi için yeni ölmüş veya agoni halindeki hayvanlar, serolojik teşhis için ise, hayvanlardan kan veya kan serumu laboratuvara gönderilmelidir. S. Pullorum ve S. Gallinarum'dan ileri gelen Enfeksiyonlarda klinik ve nekropsi bulgularıyla kesin teşhis konulamaz. Her iki etkenden ileri gelen tablolar birbiriyle karışabildiği gibi, pastörollozis, kolibasillozis, paratifo Enfeksiyonları, mikoplazmozis, aspergillozis ve Newcastle hastalığı ile karışabilir. Bu nedenle laboratuvar muayenelerinin yapılması zorunludur (Jordan ve ark, 2002).
2.2.9. P. multocida
Kanatlı hayvanlarda P. multocida’nın etkeni olduğu tavuk kolerası hem evcil hem yabani kanatlıların; çok bulaşıcı ve öldürücü, hemorajik septisemik seyirli bir hastalığıdır. Bakteriye 1883’ten itibaren birçok isim verilmiş, 1957 yılında P. multocida olarak kesinlik kazanmıştır. Hastalık dünyanın birçok yerinde görülmektedir  (Jordan ve ark, 2002) 
P. multocida aerob /fakultatif anaerob, Gram negatif, hareketsiz, sporsuz, kapsüllü, bipolar boyanan bir basildir. P. multocida’nın kapsül ve somatik antijenleri bulunmaktadır. Kapsül antijenine göre A, B, C, D, E, F olarak 6 serotip altında toplanmıştır (Jordan ve ark, 2002).  

Tavuk, hindi, kaz ve ördek, süs kuşları, özellikle kaz, ördek gibi yabani kanatlılar tavuk kolerasının doğal konaklarıdırlar. Hindiler tavuklara, hindi palazları yaşlı hindilere, erişkin tavuklarda gençlere kıyasla enfeksiyona daha duyarlıdırlar. P. multocida sağlıklı hayvanların farenks ve sindirim sisteminde fakultatif patojen olarak bulunmaktadır. Bulaşma deri, sindirim, solunum sistemi, konjunktiva yoluyla olmaktadır. Kronik hastalar hayatları boyunca portördürler. Hasta, portör evcil ve yabani kanatlıların atık ve artıkları başlıca enfeksiyon kaynağıdırlar. Hastalığı atlatanlarda aylarca etkeni etrafa saçarlar (Jordan ve ark, 2002).

Tavuk kolerası birçok ülkede sporadik veya enzootik seyretmektedir. Hastalığın seyrine göre de kimi zaman ölümler yüksek kimi zamanda kayıplar daha az olabilir. Hastalığın İnkubasyon süresi 1-3 gündür. Sakal, sinuslar, kulak, konjunktiva, kafa kemiği, eklemler, sternal bursa, akciğer, peritonal boşluk, ovidukt, ovarium ve ayak tabanı gibi değişik organlarda supratif tabiatta lezyonlar bulunur (Jordan ve ark, 2002).

Akut olaylarda mikroorganizma her yerde bulunduğu için gönderilen kalp kanı, ödem sıvıları, dalak, karaciğer, kemik iliği ve dokulardan preparatlar hazırlanarak Giemsa ile boyanır ve frotide bipolar mikroorganizmalar aranır. Kronik olgularda mikroorganizmalar daha çok organlarda lokalize olmuşlardır. Frotilerde bipolar mikroorganizmaların görülmesi ile kesin tanıya gidilemez. Kültür yapılmalıdır. Tanı konulurken ornithhobakteriyozis,  
CRD, infeksiyöz bronşitis, tifo, koriza, newcastlegibi pek çok hastalıkla da karışabilmektedir (Jordan ve ark, 2002).

2.2.10. P. aeruginosa

P. aeruginosa doğada birçok alanda bulunabilen bir bakteri olmakla birlikte sağlıklı dokulardan ziyade hasar görmüş dokularda enfeksiyon yapan fırsatçı patojendir. Rezervuarı toprak, su, hayvanlar ve bitkilerdir. P. aeruginosa aerob, sporsuz, düz veya hafif kıvrımlı, 0.5-1.0 µm eninde 1.5- 5.0 µm boyutlarında ikili yada kısa zincirler oluşturabilen Gram negatif çomaklar olup tek ve çoklu polar flajellaları ile genellikle hareketlidirler. Hastanede yatan veya ayaktan tedavi gören immun sistemi baskılanmış insanların dışında sağlıklı kişilerde normal mikrobiyal floranın bir parçası olarak nadiren bulunurlar. P. aeruginosa suşları doğal olarak birçok antibiyotiğe karşı dirençlidir (Livermore, 2002). P. aeruginosa üreme standartları ve gereksinimleri diğer fırsatçı patojenlere göre çok düşüktür. Standart buyyon veya %5 koyun kanlı agar içerisinde 37°C’de hızlı ve kolay bir şekilde üreyebilirler (Teixeira ve ark, 2011). 
P. aeruginosa kanatlı patolojisinde büyük önemi olan cinslerden birisinin en önemli temsilcisidir  (Fodor, 2007). Yaygın olarak toprak, içme suyu ve nemli ortamlarla ilişkili olan her yerde bulunur (Mena ve Gerba, 2009). Genel olarak, son on yılda kümes hayvanlarında P. aeruginosa enfeksiyonu konusunda yapılan çalışmalar çok azdır. Temel olarak, kuşlarda P. aeruginosa enfeksiyonları üzerine yapılan araştırmalar, elde edilen izolatların antimikrobiyal duyarlılığının test edilmesinin yanı sıra morfolojik, kültürel ve biyokimyasal özelliklerin çalışılmasını amaçlamıştır (Walker ve ark 2002; Ogunleye, 2012). Az sayıda rapor, P. aeruginosa'nın kuşlarda patojenitesinin başlıca septisemik ve solunum yolu enfeksiyonları, sinüzit, keratit, keratokonjonktivit ve kuluçkahanelerde embriyonik ölüm oranları ile ilişkili olduğunu göstermektedir (Hussein ve ark, 2008; Hai-ping, 2009)

2.2.11. O. rhinotracheale
O. rhinotracheale, tüm dünyada solunum sistemi hastalıkları ile ilgili olarak evcil ve yabani kanatlı hayvanlarda yaygın olarak bulunmaktadır. O. rhinotracheale başta tavuk ve hindiler olmak üzere keklik, sülün, güvercin, karga, bıldırcın, ördek, hint sülünü, devekuşu, kaz ve beç tavuğu gibi birçok kanatlı hayvan türünde enfeksiyon oluşturabilmekte ve dünyanın birçok bölgesinde infekte hayvanlardan izole edilebilmektedir (Hafez, 1996).

O. rhinoracheale Gram negatif, pleomorfik çomak şekilli, 0.2-0.6 x 0.6-5 µm boyutlarında, hareketsiz, spor oluşturmayan, rRNA Süperfamilya-5 içerisinde yer alan; taksonomik olarak da Cytophaga, Riemerella, Flavobacterium, Weeksella, Sporocytophaga ve Capnocytophaga gibi cinsler ile yakınlık gösteren bir mikroorganizmadır. O. rhinotracheale suşlarının G+C içerikleri %37-39 mol arasındadır (Vandamme ve ark, 1994). 

O. rhinotracheale için optimal üreme 37oC’de, %5-10 CO2’li mikroaerofilik (%5 O2, %3.5 CO2, %7.5 H2 ve %84 N2 içeren mikroaerobik koşullarda) ortamda, 24-48 saatlik inkübasyondan sonra sağlanmıştır. O. rhinotracheale nazlı üreyen bir bakteri olduğundan üremesi için optimal koşullar sağlanmalıdır (Vandamme ve ark, 1994).
O. rhinotracheale enfeksiyonlarında en sık görülen semptomlar hava kesesi yangısı ve pnömonidir. Solunum sistemi belirtilerinin dışında hayvanlarda klinik olarak artritis ve topallık da şekillenebilir, günlük yem tüketiminde azalma ve canlı ağırlık artışında düşme gibi klinik belirtiler de şekillenebilir (van Empel ve Hafez, 1999). 

O. rhinotracheale genellikle çevresel strese maruz kalmış viral ya da bakteriyel bir patojen ile immun sistemi baskılanan hindi ve broylerlerde enfeksiyon oluşturabilmektedir. Broylerlerde iklim ile hastalık arasındaki ilişki oldukça belirgindir. Özellikle soğuk geçen kış aylarında solunum sistemi enfeksiyonlarında bir artışın olduğu ve salgınların daha şiddetli seyrettiği bildirilmektedir (van Empel ve Hafez, 1999). 

Enfeksiyon horizontal olarak aerosol yolla ve vertikal olarak da yumurta yoluyla bulaşabilmektedir. Enfeksiyonun evcil kanatlı hayvanlar arasında aerosol yolla bulaşmasının yanında, yabani kanatlı hayvanların da tavuk ve hindilerin infekte olmalarında rol oynayabilecekleri düşünülmektedir (van Empel ve Hafez, 1999).
O. rhinotracheale enfeksiyonu tavuklarda saha koşullarında en çok E. coli, Pasteurella enfeksiyonları ve şişkin kafa sendromu ile karışabilmektedir. E. coli’nin neden olduğu hava kesesi lezyonlarının aksine, O. rhinotracheale’nin nemli, köpüklü, krema kıvamında ve yoğurt benzeri hava kesesi yangısına neden olduğu bildirilmektedir. Pasteurella enfeksiyonları ile O. rhinotracheale enfeksiyonlarını ilk aşamada birbirlerinden ayırmak oldukça güçtür. O. rhinotracheale enfeksiyonlarında oluşan lezyonlar kadar, mortalite şekli de kanatlı kolerasına benzer bulunmuştur. Lezyonlar arasında histopatolojik olarak belirgin farklılık bulunmamaktadır (van Empel ve Hafez, 1999). Nekropside makroskobik olarak karaciğer loblarının periferinde hepatositlerin nekrozu O. rhinotracheale enfeksiyonlarında saptanabilen bir bulgu iken, P. multocida enfeksiyonlarında karaciğerde tamamen nekroz görülmektedir. Bakteriyolojik olarak, P. multocida önemli derecede kemik iliği, karaciğer ve akciğerlerden izole edilebilirken; O. rhinotracheale sıklıkla hastalıklı tavuk ve hindilerin solunum sisteminden izole edilebilmektedir. O. rhinotracheale enfeksiyonlarında tavuklarda baş bölgesinde görülen şişlik şiş kafa sendromu ile karışabilmektedir. O. rhinotracheale enfeksiyonlarında deri kaldırıldığında derialtında yangılı parçacıklar görülebilir. Şiddetli durumlarda sinüzitise bağlı olarak daha büyük şişkinlik ve burun akıntısı ortaya çıkabilir. Kafa kemiğinin yumuşaması ve süngerimsi bir hal alması hastalık için spesifik bir bulgudur (Hinz ve ark, 1994; van Empel ve Hafez, 1999). 
O. rhinotracheale’nin identifikasyonunda, konvansiyonel identifikasyon tekniklerinin yanında, API 20 NE ve etkenin enzimatik özelliklerini ortaya koyan API ZYM identifikasyon test sistemleri gibi ticari sistemler de yaygın olarak kullanılmaktadır. İzole ve identifiye edilen O. rhinotracheale suşlarının serotiplendirilmesinde ise Agar Jel Presipitasyon (AGP) testi kullanılmaktadır. İzolatların serotiplendirilmesinde ELISA tekniği de kullanılabilmesine karşın, AGP testi daha pratik bulunmuş ve serotiplendirme yöntemi olarak AGP testi, ELISA tekniğine tercih edilmiştir (Hinz ve ark, 1994; van Empel ve Hafez 1999)

O. rhinotracheale enfeksiyonlarından korunmanın en iyi yolu tavuk ve hindilerin canlı bir aşı kombinasyonuyla üç haftalık olduklarında aşılanmalarıdır (van Empel ve Hafez, 1999). 
2.3. VITEK II İdentifikasyon Sistemi 

Günümüzde bakteri identifikasyonu ve antibiyotik duyarlılık testlerini daha kısa sürede ve daha güvenilir bir şekilde yapmak için yarı ve tam otomatize cihazlar geliştirilmiştir. VITEK sistemi Gram pozitif ve Gram negatif birçok bakterinin identifikasyon ve antibiyotik duyarlılık sonuçlarının belirlenmesinde kullanılan otomatize bir sistemdir. BioMerioux firması tarafından üretilen VITEK 1 sisteminin daha da geliştirilmesiyle üretilen VITEK II sistemi 1999 yılında Amerika’da kullanılmaya başlanmıştır. Sistemde Gram pozitif ve Gram negatif mikroorganizmaların identifikasyon ve duyarlılık kartları farklıdır ve çoğu önemli Gram pozitif ve Gram bakterinin otomatize identifikasyonu amaçlanmıştır. VITEK II sistemi karbon kaynağı kullanımı, enzimatik aktiviteler ve direnci ölçen kanıtlanmış biyokimyasal metodlar ve yeni geliştirilmiş substratlar kullanılmakatdır. İdentifikasyon karbon kaynağı kullanımı, enzimatik aktivite ve direnci ölçen biyokimyasal testler dayanmaktadır. İdentifikasyon sonuçları yaklaşık olarak 8-10 saat içinde verilmektedir (WEB- 1). 

Bu sistem, kart dolumu gibi aşamaları yaparak, kartları otomatik olarak okuyucu inkübatör sistemine aktarır, işlem bitince kartları otomatik olarak atar. 19-20 antimikrobiyal ajan bulunan 64 kuyucuklu kart içerir ve 60 izolatın eş zamanlı identifikasyonu ve antibiyotik duyarlılığı yapılabilir. Antimikrobiyal duyarlılık test inokulum dilüsyonları, sistem tarafından yapılmakta, organizma ve duyarlılık parametrelerine göre 4-18 saat içinde sonuç vermektedir Sistemde karbon kaynağı kullanımı, enzimatik aktivite ve direnci ölçen biyokimyasal testler mevcuttur (WEB-1).  

Gelişmiş kolorimetrik ID analizi otomatik duyarlılık testi, ID ve AST sonuçlarını onaylar ve uygunluğunu kontrol eder, elde edilmiş MIC değerlerini belirler. Terapötik değerlendirmede bulunan kategori değerini kullanır veya yeni kategori değeri önerir. 100.000 referans yayın içeren literatur taranarak elde edilen veritanında 20.000 MIC dağılımı ve 2.000 fenotip bulunmaktadır (WEB-1).  
3. GEREÇ ve YÖNTEM
3.1. Gereç

3.1.1. İzolasyon Örnekleri

Bu çalışmanın materyalini üç aylık bir süre boyunca (2019 yılı Şubat-Nisan) Uşak’ın Eşme ilçesinde özel bir kanatlı hayvan hastalıkları teşhis laboratuvarına, artritis şikâyeti ile getirilen, Ross ırkı 152 ticari broylerden, veteriner hekim tarafından lezyonlu eklem sıvılarından kültür için alınan örnekler oluşturdu. Materyallerin son iki hafta içerisinde antibiyotik kullanılmamış broylerlerden alınmasına dikkat edildi.
3.1.2. Standart Suşlar 

E. faecalis ATCC 29212, S. aureus ATCC 29213, E. coli ATCC 25922 ve S. Typhimurium ATCC 14028 suşları %3’lük KOH deneyinde Gram pozitif/negatif bakteri kontrol suşu, besiyeri kalite kontrol suşu ve VITEK II Compact otomatize cihazı kullanıma başlamadan önce suşların identifikasyon kontrolü ve duyarlılıklarını test etmek amacıyla haftalık rutin kalite kontrol suşu olarak kullanıldılar. 
3.1.3. Besiyerleri

Çalışmada Stuart Sıvı Transport besiyeri (SST), Mueller Hinton Broth-(MHB) (%6.5 Tuzlu), Mannitollü Tuzlu Agar (MSA), Enterococcosel Broth (EB), Enterococcosel Agar (EA), Eozin Metilen Blue agar (EMB), Tamponlamış Peptonlu Su (TPS), Muller-Kauffmann Tetrathionate/Novabiocin Broth (MKTTn), Rappaport Vassiliadis Soya Pepton Broth (RVSPB), Ksiloz Lizin Deoksikolat (XLD) Agar, Brillant Green Phenol-Red Agar  (BGPRA), %5 koyun kanlı agar (KA), Nutrient Agar (NA) ve %20 gliserinli BHIB kullanıldı.
3.1.3.1. Stuart sıvı transport besiyeri ((D BBL)
Stuart sıvı transport besiyeri pamuklu eküvyon çubuğu ve taşıma besiyeri içeren tüpten oluşan kullanıma hazır, steril bakteriyolojik üründür. Besiyerli kültür tüpü, analiz edilecek bölgelerden örnek alınmasını, alınan örnekteki kültürün bir süre canlılığını kaybetmeden muhafazasını ve uygun koşullarda taşınmasını sağlar. Bu çalışmada lezyonlu eklem sıvılarının alınan sıvaplar besiyerlerine ekim yapılıncaya kadar Stuart Sıvı Transport besiyerinde bekletildi. 

Stuart Sıvı Besiyeri İçeriği:
Kalsiyum Klorür……………………………………………………………  0.1 g

Merkaptoasetik Asit………………………………………………………..
1.0 mL

Sodyum Gliserofosfat……………………………………………………… 10.0 g (WEB-2).
3.1.3.2. Mueller hinton broth (%6.5 Tuzlu) (MHB, Merck 1.05437)

MHB……………………………………………………………………….
21 g

NaCl………………………………………………………………………..
65 g

Distile su……………………………………………………………………1000 ml

Karışımın pH’sı 7.2–7.4’e ayarlandı. 5 ml miktarda tüplere dağıtıldı. 121(C’de onbeş dakika otoklavda sterilize edildi. Hazırlanan besiyeri stafilokların üretilmesi için ön zenginleştırme besiyeri olarak kullanıldı (Reynolds, 2011).

3.1.3.3. Mannitolü tuzlu agar (Merck 1.05404)

Besiyeri 108 g/L olacak şekilde ısıtılarak çözdürüldü. Karışımın pH’sı 7.2-7.4’e ayarlanmış, 121°C’ye ayarlı otoklavda 15 dk sterilize edildikten sonra, 50°C’ye kadar soğutulup petrilere döküldü. MSA Staphylococcus spp. izolasyonunda kullanıldı. Bu besiyeri bileşimindeki yüksek tuz konsantrasyonu refakatçi florada bulunan diğer bakterilerin gelişimini baskılarken; mannitol S. aureus'un gelişimini desteklemektedir. Aynı zamanda koloni etrafında fenol red ile belirlenen sarı zon oluşumunu sağlamaktadır. Standart yayma yöntemi ile ekim ve 35-37°C'da 2 güne kadar yapılan inkübasyon sonunda parlak kırmızı besiyerinde gelişen ve etrafı sarı zonlu büyük parlak sarı-opak koloniler S. aureus, pembe kloniler Staphylococcus spp. olarak değerlendirildi (WEB-3).
3.1.3.4. Chromocult® enterococci broth (Merck 1.01299)
Besiyeri 18.0 g/L olacak şekilde ısıtılarak çözdürüldü. Beş ml olacak şekilde tüplere dağıtılıp otoklavda 121oC 'da 15 dakika sterilize edildi. Hazırlanan besiyeri berrak ve sarı renkli olup, pH'sı 25oC 'da 7.5±0.2'dir. Bu besiyeri enterokok izolasyonu için ön zenginleştirme amacı ile kullanıldı. Besiyerinin bileşiminde bulunan sodyum azid Gram negatif bakterilerin gelişmesini baskılar. 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-glucopyranoside (X-GLU)'in parçalanması özel peptonlar ile desteklenir. X-GLU'nun parçalanması sonunda oluşan mavi-yeşil renk oluşumu enterokoklar için karakteristiktir (WEB-3).
3.1.3.5. Enterococcosel agar (BD)
Besiyeri 56 g/L olacak şekilde ısıtılarak çözüldürüldü. Karışımın pH’sı 7.2-7.4’e ayarlandı, 121°C’ye ayarlı otoklavda 15 dk sterilize edildi. Besiyeri 50ºC’ye kadar soğutulup petrilere döküldü. Bu besiyeri enterokok izolasyonunda kullanıldı. Besiyerinde bulunan iki pepton besin sağlar. Grup D streptokoklar (enterokok da dahil olmak üzere) eskülini eskületin ve glikoza hidrolize eder. Eskületin bir demir tuzu ile reaksiyona girerek koyu kahverengi veya siyah bir kompleks oluşturur. Ferrik sitrat bir indikatör olarak dahil edilir ve kahverengi ila siyah bir kompleks oluşturmak üzere eskületin ile reaksiyona girer. Sodyum azid, Gram-negatif mikroorganizmalar için inhibitördür. Enterokoklar kahverengimsi-siyah ila siyah bölgelere sahip yarı saydam koloniler oluşturur (WEB-3). 

3.1.3.6. Eosine methylene blue agar (Merck 1.01347)

Besiyeri 36 g/L olacak şekilde ısıtılarak çözüldürüldü. Karışımın pH’sı 7.2±0.2 ayarlanarak otoklavda 121ºC’de 15 dakika sterilize edildi. Otoklav sonrasında 45-50ºC'ye soğutulup petrilere döküldü. Besiyerindeki boyalar, Gram pozitif bakterilerin gelişimini baskılamakta ve bileşimindeki laktoz ve sakkaroz nedeni ile asıl olarak Salmonella ve Shigella türlerinin ayrımı için geliştirilmiş olmakla beraber, yaygın olarak E. coli tanımlanmasında kullanılmaktadır. 35-37ºC’de 24 saat inkübasyon sonunda saydam, amber renkli koloniler Salmonella ve Shigella gibi laktoz ve sakkaroz negatif bakterileri, menekşe renkli ve yansıyan ışıkla yeşilimsi metalik parlak görülen koloniler E. coli'yi, pembe-menekşe renkli, mukoid, gri kahverengi merkezli koloniler Enterobacter, Klebsiella ve diğer koliformları gösterir (WEB-3).
3.1.3.7. Tamponlanmış peptonlu su (TPS, Merck 1.07228)

Besiyeri 25.5 g/L olacak şekilde ısıtılarak çözüldürüldü. Tüplere 9 ml olacak şekilde dağıtıldı. Otoklavda 121°C'da 15 dakika sterilize edildi. Salmonella türlerinin ön zenginleştirme işlemi için kullanıldı (ISO 6579-1, 2017).
3.1.3.8. Muller-Kauffmann tetrathionate/novabiocin broth (MKTTn, Oxoid CM 1048)

Besiyeri 82 g/L olacak şekilde ısıtılarak çözüldürüldü. 45°C’ye kadar soğutuldu. Kullanmadan hemen önce, daha önce hazırlanmış olan 20 ml iodine solüsyonu eklendi. 4 adet sulandırılmış Novobiocin Selective Supplement içeriği ilave edildi. İyice karıştırıldı. Steril tüplere 10 ml miktarında dağıtıldı. Salmonella türlerinin seçici zenginleştirme işlemi için kullanıldı (ISO 6579-1, 2017).
3.1.3.9. Rappaport Vassiliadis soya pepton broth (RVSPB, Merck 1.07700)
Besiyeri 41.8 g/L tartılarak tüplere 10 ml dağıtıldı, otoklavda 115oC'de 15 dakika steril edildi. Salmonella spp. seçici zenginleştirme işlemi için kullanıldı (ISO 6579-1, 2017).
3.1.3.10. Ksiloz lizin deoksikolat agar (XLD agar, Merc 1.05287)

Besiyeri 55 g/L olacak şekilde kaynar su banyosunda ısıtılarak çözüldü. pH 7.4±0.2 olacak şekilde ayarlandı. Besiyeri otoklava girmez. 45-50°C soğuduğunda aseptik ortamda petrilere döküldü. Besiyeri Salmonella izolasyon ve identifikasyonunda kullanıldı (ISO 6579-1, 2017). Besiyeri bileşiminde bulunan tiyosülfat ve demir tuzu ile hidrojen sülfür oluşumu, ksiloz ve/veya laktoz ve/veya sakkarozun kullanımı pH indikatörü olan fenol red ile belirlenir. Lizinin dekarboksilasyonu ile kadeverin oluşması koloni etrafındaki pH yükselmesine bağlı olarak menekşe renkli bir zon ile görülür. Salmonella kolonileri besiyeri ile aynı renkte, yarı saydam, bazen siyah merkezli olurlar (WEB-3). 

3.1.3.11. Brillant green phenol-red agar  (BGPRA) (Oxoid CM 0329)

Besiyeri 60 g/L olacak şekilde 50°C’de ısıtılarak çözündürüdü. Otoklav edilmez. pH 6.9+0.2 olacak şekilde ayarlandı. 45-50°C soğuduğunda aseptik ortamda petrilere döküldü. Salmonella izolasyon ve identifikasyonu amacıyla kullanıldı (ISO 6579-1, 2017). Bu besiyerinde refakatçi floranın gelişimi yükseltilmiş brilliant green konsantrasyonu ile baskılanır. Salmonella kolonileri etrafı parlak kırmızı bir zon ile çevrili pembe-kırmızı renklidir. Bu görüntü koloninin laktoz ve sakkarozu kullanamadığını gösterir. Proteus, Pseudomonas türleri de bu morfolojiyi gösterir. Etrafı sarı bir zon ile çevrelenmiş sarı koloniler ise laktoz ve/ veya sakkarozu kullanabilen E. coli, Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella türlerine ait olabilir (WEB-3).
3.1.3.12. Kanlı agar (Merck 1.10886)

Besiyeri 40 g tartıldı üzerine 1 litre saf su eklendi, mikrodalga fırında agar eritildi. Karışımın pH’sı 7.2±0.2 ayarlanarak otoklavda 121ºC’de 15 dakika sterilize edildikten sonra 45-50ºC'ye kadar soğutulup %5-7 oranında steril insan kanı ilave edildi ve petrilere döküldü. Selektif besiyerlerinde üremeyen bakterilerin üretilmesi için kullanıldı. BHIB’dan bu besi yerine pasaj yapıldı. 37 (C’de 24–48 saat inkube edildi. 

3.1.3.13. Nutrient agar (Merck 1.05450)

Besiyeri 20.0 g/L olacak şekilde distile su içinde ısıtılarak eritilip, otoklavda 121 oC'da 15 dakika sterilize edildi. 45-50oC'a petri kutularına döküldü. 

3.1.3.14. Brain hearth infusion broth (%20 gliserinli) (Oxoid-CM1135) 
Besiyeri 3.7 g tartıldı üzerine 80 ml saf su ve 20 ml gliserin eklendi, mikrodalga fırında agar eritildi. Karışımın pH’sı 7.2±0.2 ayarlandı, 1.5 ml’lik ependorf tüplere 1ml dağıtıldı. Otoklavda 121ºC’de 15 dakika sterilize edildi (Bilgehan, 2009).

3.1.4. Gram Boyama Seti (Merck-111885)

İzolatların Gram boyanma morfolojilerinin belirlenebilmesi amacı ile kullanıldı. Ticari olarak temin edilen Gram boyama seti oda ısısında tutuldu. 
3.1.5. %3 KOH Deneyi

Gram pozitif ve Gram negatif kültürlerinin tanımlanması için ikincil bir testtir. %3 KOH, ince bir peptidoglikan tabakasına sahip Gram negatif hücre duvarlarını çözer, ancak kalın bir peptidoglikan tabakasına sahip olan Gram pozitif hücre duvarını çözemez. Gram negatif hücre duvarının çözülmesi, DNA da dâhil olmak üzere hücreyi parçalar. Gram negatif hücre duvarları, kromozomal DNA'yı serbest bırakarak lize olur. DNA çok viskozdur ve ve bu durum süspansiyonun sertleşmesine ve mukoid bir hal almasına yolaçar. Gram pozitif hücrelerde ise viskozite gözlenmez. Geleneksel Gram boyamasından daha hızlı ve daha kolay bir performans sergilemektedir (Carter and Cole, 1990).

3.1.6. Antiserumlar
Salmonella polivalan O, grup ve tip spesifik antiserumlar (BioRad, Richmond, USA) firmasından sağlandı.

3.1.7. VITEK II Compact Cihazı ile Bakteriyel İdentifikasyon 

Gram morfolojileri belirlenen bakterilerin tür düzeyinde identifikasyonları VITEK II (bioMérieux, Fransa) Compact otomatize identifikasyon sistemi kulla​nılarak VITEK II cihazında, cihazının kolorimetrik 21341 referans numaralı Gram-negatif identifikasyon kartı (GN ID) ve 21342 referans numaralı Gram-pozitif identifikasyon kartı (GP ID) kullanılarak gerçekleştirildi. VITEK® 2 ID kartları VITEK®2 cihaz ailesiyle kullanılmak üzere geliştirilmiş uygun ve güvenli paketlenmiş bağımsız tek kullanımlık kartlardır.
3.1.8. VITEK II Compact Cihazı ile Antibiyotik Duyarlılık Testi
İzolatların antibiyotik hassasiyetleri VITEK II Compact otomatize cihazında gerçekleştirildi. Antibiyogram çalışmasında Gram pozitif bakteriler için 421826 referans numaralı VITEK II AST-GP80 ve Gram negatif bakteriler için 422000 referans numaralı VITEK II AST-GN97 kartları kullanıldı. Sonuçlar CLSI kriterleri doğrultusunda belirlediği MIC breakpoint değerlerine göre; duyarlı, orta duyarlı ve dirençli olarak değerlendirildi. VITEK II kartlara göre değişen prensiplere sahiptir. Tanımlama kartları kolometrik olarak, AST antibiyogram kartları ise turbidometrik (bulanıklık) prensibe göre okunur (WEB-1).   
3.2.Yöntem

3.2.1. Örneklerin Alınması

Çalışmanın materyalini toplam 152 broyler tavuğun lezyonlu femoro-tibial eklem boşluklarındaki sıvılarından veteriner hekim tarafından kültür için alınan sıvaplar oluşturdu. Topallık problemi olan broylerlerin kesim döneminden önce ölmeleri durumunda hayvanlardan teşhis amacı ile eklem sıvısı örnekleri alındı. Ölmeyen broylerler ise kesim dönemine kadar ayrı bölmelere alınıp, kesim dönemi geldiğinde yani broylerler 40 günlük olduklarında alınan materyaller bakteriyolojik ekimler için kullanıldı. Kesimden en az iki hafta önce broylerlerin antibiyotik tedavisi almamış olmasına özen gösterildi. Materyal alınırken eklemin dış yüzeyi %70’lik alkol ile temizlenip kurulandıktan sonra eklem açıldı sıvap ile örnek alındı. Sinovial sıvı örnekleri sıvabın ucu, yalnızca enfeksiyon şüphesi olan bölgeye değidirilerek, ıslatılmış steril pamuk eküvyonlarla sağa ve sola birkaç kez çevirmek suretiyle Stuart Transport Medium’a alındı. Hasta adı ve bilgileri tüp etiketine kaydedildikten sonra transport medium içerisindeki örnekler ekim yapılıncaya kadar 37oC’de tutuldular.

3.2.2. Örneklerin Besiyerlerine Ekilmesi
Daha sonra 50 µl homojenizat kültür işlemi için uygun selektif sıvı ve katı besiyerlerine (S. aureus izolasyonu için %6.5 tuzlu MHB’a ve sonra üreme olan tüplerden MSA’a, enterokok izolasyonu için EB’a ve sonra renk değişimi olan tüplerden EA’a, E. coli izolasyonu için EMB agara, Salmonella türlerinin izolasyonu için ön zenginleştirme amacıyla TPS’ya, seçici zenginleştirme için MKTTn ve RVSPB’a ve son olarak da ayırd edici besiyerleri olan XLD agar ve BGPR’lara) ve bu besiyerlerinin dışında üreyebilecek tüm aerobik bakterilerin izolasyonu amacı ile  %5 koyun KA’lara ekimler yapılıp, buyyonlar/petriler 24-48 saat 37°C aerobik inkübasyona bırakıldı (Quiun ve ark, 2002; Brown, 2005).  Salmonella spp. aranması için analiz akış şeması ise Şekil 1’de gösterilmiştir.
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Şekil 1. Salmonella spp. aranması için analiz akış şeması (ISO 6579-1, 2017).
3. 2. 3. Ekim Sonuçlarının Değerlendirilmesi
Selektif (MSA, EA, EMB, XLD/BGPRA) ve kanlı agarlarda aerobik koşullarda 24 saat bekletilen kültürler üreme olup olmaması yönünden değerlendirildi (Quiun ve ark, 2002). Besiyerlerinde üreyen bakteri kolonileri saflaştırıldıktan sonra Gram boyama yapıldı. %3’lük KOH ile muamele edilip bakterilerin Gram morfolojileri teyit edildi.  Kültürde üreme tespit edilen Gram pozi​tif bakteriler için katalaz, Gram negatif bakteriler için ise oksi​daz testleri yapıldı. Kültürde üremesi tespit edilen bakterilerin boyanma özelliklerine göre VITEK II tam otomatize identifikasyon sistemi kullanılarak identifikasyonları yapıldı. Biyokimyasal özellikleri ile Salmonella serotipi olduğu tespit edilen suşlar Nutrient Agar’da üretildikten sonra Salmonella polivalan O antiserumu ile aglutinasyona tabi tutuldular.
3. 2. 3. 1. Gram boyama 
Gram boyama için lam üzerine damlatılan bir damla serum fizyolojik içerisinde üreyen kültürden alınan koloni homojenize edildi. Havada kurutulduktan sonra üç defa alevden geçirilerek fiziksel tespit yapıldı. Kristal viyole ile iki dakika boyandıktan sonra, üzerine lugol eklendi. İki dakika tekrar bekletildikten sonra preparat yıkandı. 5-10 saniye alkolde dekolorizasyon yapıldıktan sonra yıkandı. Otuz saniye sulu fuksin ile muamele edilerek su ile son olarak yıkandı. Havada kurutulan örnekler immersiyon objektifi ile incelenip değerlendirildi. Mikroskopta Gram negatif bakteriler pembe-kırmızı renkli; Gram pozitif bakteriler mavi-mor renkli olarak değerlendirildi (Bilgehan, 2009). 

3. 2. 3. 2. %3’lük KOH testi

Temiz bir lam üzerine %3’lük KOH’den bir damla damlatıldı. Taze bakteri kültüründen bir öze dolusu alındı. Lam üzerindeki %3’lük KOH çözeltisi ile iyice karıştırıldı. Süspansiyon sürekli olarak 60 saniye boyunca karıştırıldı. Gram negatif bakteri hücre duvarları, kromozomal DNA'yı serbest bırakarak, süspansiyonun sertleşmesine neden olan lizise olur. Süspansiyon öze ile değildiğinde tipik olarak iplik gibi uzamaktadır. Gram pozitif hücreler lize olmaz ve bu nedenle viskoz bir karışım oluşmaz (Resim 3) (Carter and Cole, 1990). 
[image: image20.emf] 

1  

[image: image21.emf] 

1  

 [image: image4.png]) M Gelnkuusu sty x | By GoogeGei X | G GamponiimiGer X | G wtOHwtiGoe x | @k x @rone  x [+ R

C Y @ nhttps//wwwslideshare.net/SaySinith/kohtest B %  Duskatici @ i

Uygulamalar M Gelen Kutusy - sturk

IN . Slideshare Upload Login  Signup

Home  Explore Presentation Courses  PowerPoint Courses | by Linkedin Leaming

‘Oniine Course - Linkedin Leaming

3% KOH test

Microbiology review blood
Bea Galang

a5 £ow0 A KOH
et e pau_alejo

Muet listening

Prepared 3% KOH Placeone dropof 3%K  USTENNGBOU1  pgry oo

reagent slide e

Metrorragia del tercer trim
Roberto Jimenez C.

KOH test 7,877 views

W Parasitc disease of CNS
Mike Smih

Sinith Say, Senior Medical Lab Technician/ Lab Capacity Building Trainer Assistant/ Safety
Officer Point Contact >




[image: image5.png]) M Gelnkuusu sty x | By GeogeGein X | G GamponiimiGer X | G %3tOHwtiGoe x | @rohen  x @ronen  x [+ R

C Y @ nhttps//wwwslideshare.net/SaySinith/kohtest B ¥  Duskatici @)

Uygulamalar M Gelen Kutusy - sturk

Upload Login  Signup

IN . Slideshare

Home  Explore Presentation Courses  PowerPoint Courses | by Linkedin Leaming
‘Oniine Course - Linkedin Leaming

Microbiology review blood
Bea Galang

E——
e paul_aleio

13%KOH Place one drop of 3% KOHon
slide

Muet listening

USTENNG800!  pengil pan Pemadam

Metrorragia del tercer trim
Roberto Jimenez C.

7,877 views

W Parasitc disease of CNS
Mike Smih

Sinith Say, Senior Medical Lab Technician/ Lab Capacity Building Trainer Assistant/ Safety
Officer Point Contact




[image: image6.png][ M Gelen Kutusu - sturky X | B Google Geviri X | G Gram pozitfmiGram X | G %3KOH testi-Goog X | [ KOMtest x| [ KOHtest O

C Y @ nhttps//wwwslideshare.net/SaySinith/kohtest B ¥  Duskatici @)

Uygulamalar M Gelen Kutusy - sturk

In . Slide Upload Login  Signup

Home  Explore Presentation Courses  PowerPoint Courses | by Linkedin Leaming

‘Oniine Course - Linkedin Leaming

Microbiology review blood

Bea Galang
e KOH
e paulaleo
nd sirorganism with Fp—— | |
the reagent cuture
Muet listening

USTENNG800!  pengil pan Pemadam

Metrorragia del tercer trim
Roberto Jimenez C.

KOH test 7,877 views

W Parasitc disease of CNS
Mike Smih

Sinith Say, Senior Medical Lab Technician/ Lab Capacity Building Trainer Assistant/ Safety
Officer Point Contact >




[image: image7.png]) M Gelnkuusu sty x | By GoogeGein X | G GamponifmiGer X | G w3kOHwiGoe x | @rohen  x @ronen  x [+ R

C Y @ nhttps//wwwslideshare.net/SaySinith/kohtest B %  Duskatici @ i

Uygulamalar M Gelen Kutusy - sturk

IN . Slideshare Upoad | Logn  Signup

Home  Explore Presentation Courses  PowerPoint Courses | by Linkedin Leaming

‘Oniine Course - Linkedin Leaming

Microbiology review blood

8ea Gaang
- KOH
e paulaleo
Mix and sirorganism with [ Picoony trom || NEE
the reagent cuture
Muet listening

USTENNG800!  pengil pan Pemadam

Metrorragia del tercer trim
Roberto Jimenez C.

KOH test 7,877 views

W Parasitc disease of CNS
Mike Smih

Sinith Say, Senior Medical Lab Technician/ Lab Capacity Building Trainer Assistant/ Safety
Officer Point Contact >




[image: image8.png][ M Gelen Kutusu - sturky X | B Google Geviri X | G Gram pozitfmiGram X | G %3KOH testi-Goog X | [ KOMtest x

c O

M Gelen Kutusu - sturl

@ httpsy//wwwslideshare.net/SaySinith/kohtest

Uygulamalar
IN . Slideshare

Presentation Courses

Home

Explore

3% KOH Positive 3%KOH Negative

USTENING 8001
Observed result when raise the loop off slide

7,877 views

Sinith Say, Senior Medical Lab Technician/ Lab Capacity Building Trainer Assis

Officer Point Contact

[ Kok test

Upload

PowerPoint Courses

& %

Login  Signup

by Linkedin Leaming

‘Oniine Course - Linkedin Leaming

Microbiology review blood
Bea Galang

KOH
paul_alejo

Muet listening
Pensil Dan Pemadam

Metrorragia del tercer trim
Roberto Jimenez C.

Parasitic disease of CNS'
Mike Smith

HO S

burakiatiss @)




Resim 3. %3’lük KOH Testinin yapılışı. 1. %3’lük KOH hazırlanması 2. %3’lük KOH’in lam üzerine damlatılması 3. Saf kültürden bir öze dolusu alınması 4. %3’lük KOH ile bakteri kültürünün süspanse edilmesi 5.a. %3’lük KOH testi ile pozitif (E. coli ATCC 25922) ve 5. b. negatif reaksiyon (E. faecalis ATCC 29212).
3. 2. 3. 3. Katalaz testi 

Çoğunlukla aerobik ve fakültatif anaerobik bakterilerinn sahip olduğu katalaz enzimi, ortamdaki hidrojen peroksiti; oksijen ve suya ayrıştırır. Test yapılırken üreyen şüpheli koloniler lamın üzerine damlatılan serum fizyolojik içinde homojenize edildi. Üzerine %3’lük H2O2 damlatılarak katalaz enzimine sahip bakteriler, oksijen açığa çıkartacağı için oluşan hava kabarcıkları bunlar gözle değerlendirildi (Bilgehan, 2009).  
3. 2. 3. 4. Oksidaz testi 
Sitokrom oksidaz enziminin varlığını saptayan bir testtir. Bu enzim demir içeren bir hemoproteindir, nonfermentatif solunuma katılır. İncelenen bakteride bu enzim bulunuyorsa ayıraçı indofenol mavisi’ne oksitler ve mavi-mor renk açığa çıkar. Çalışmada ticari oksidaz ayıraçları (dimethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride) kullanılarak test yapıldı. Koloniler üzerine oksidaz ayıracı damlatıldıktan sonra hemen mavi-mor rengin oluşması pozitif olarak değerlendirildi (Bilgehan, 2009).
3. 2. 4. VITEK II Compact Cihazı ile Bakteriyel İdentifikasyon 

Kültür sonucunda elde edilen izolatlar VITEK II Compact identifikasyon sistemi kullanılarak identifikasyonları yapıldı. İdentifikasyon kart işlemleri için iki adet dilüsyon tüpüne 3 ml tuzlu su konuldu. Aynı cins ve taze 3–5 koloni seçildi. Bu tüpler küçük bir vorteks yardımıyla homojenize edildikten sonra VITEK II DENSICHEKTM cihazı ile mikroorganizma süspansiyonunun yoğunluğu 0.50-0.63 McFarlanda ayarlandı. GN ID ve GP ID kart ile birlikte cihazın ilgili kasetlerine yüklenmesi VITEK II Compact cihazının dolum kısmına yerleştirildi. Dolum işleminin tamamlanmasının ardından GN ID kartları identifikasyon için cihazın okuyucu bölümüne yerleştirilmiş ve 6-8 saat sonra sonuçlar alındı (Resim 4) (Biomerieux, 2016).
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Resim 4. VITEK II Compact identifikasyon cihazının kullanımı (Şeker, 2011).
GN kartı belirlenmiş biyokimyasal yöntemlere ve karbon kaynağı kullanımını, enzimatik aktiviteleri ve direnci ölçen yeni geliştirilmiş substratlara dayanır. 47 biyokimyasal test ve bir negatif kontrol kuyucuğu bulunur. Dekorboksilaz Negatif Kontrol Kuyucuğu (kuyucuk 52) dekorboksilaz test kuyucukları için başlangıç referansı olarak kullanılır. Nihai sonuçlar yaklaşık 10 saat ve daha az sürede hazırlanır. VITEK®2 GN ID kartı geniş çeşitlilikte 150’den fazla fermantatif & non-fermentatif Gram negatif  enterikler, non- enterikler ve yüksek oranda patojenik organizmaların hızlı ve doğru bir biçimde tanımlanmasını sağlayan etkin bir araçtır. Tablo 1’de GN ID kart üzerindeki biyokimyasal testler verilmiştir (Biomerieux, 2016).
GP tanıma kartı, belirlenmiş biyokimyasal yöntemlere ve yeni geliştirilmiş substratlara dayanır. Karbon kaynagı kullanımını, enzimatik aktiviteleri ve direnci ölçen 43 biyokimyasal test vardır. Nihai sonuçlar yaklaşık sekiz saatte veya daha az sürede hazırlanır. VITEK®2 GP ID kartı geniş çeşitlilikte klinik olarak önemli 120 Gram-pozitif mikroorganizmanın tür düzeyinde hızlı ve doğru bir biçimde tanımlanmasına imkân tanır. Tablo 2’de GP ID kart üzerindeki biyokimyasal testler verilmiştir (Biomerieux, 2016).
Tablo 1. GN kuyucuk içeriği 

	Kuyucuk
	Test
	Mnemonik
	Miktar/Kuyucuk

	2
	Ala-Phe-Pro-ARILAMIDAZ
	APPA
	0.0384 mg

	3
	ADONITOL
	ADO
	0.1875 mg

	4
	L-Pirolidonil-ARILAMIDAZ
	PyrA
	0.018 mg

	5
	L-ARABITOL
	IARL
	0.3 mg

	7
	D-SELOBIYOZ
	dCEL
	0.3 mg

	9
	BETA-GALAKTOSIDAZ
	BGAL
	0.036 mg

	10
	H2S ÜRETIMI
	H2S
	0.0024 mg

	11
	BETA-N-ASETIL-GLUKOSAMINIDAZ
	BNAG
	0.0408 mg

	12
	Glutamil Arilamidaz pNA
	AGLTp
	0.0324 mg

	13
	D-GLUKOZ
	dGLU
	0.3 mg

	14
	GAMMA-GLUTAMIL-TRANSFERAZ
	GGT
	0.0228 mg

	15
	FERMANTASYON/ GLUKOZ
	OFF
	0.45 mg

	17
	BETA-GLUKOSIDAZ
	BGLU
	0.036 mg

	18
	D-MALTOZ
	dMAL
	0.3 mg

	19
	D-MANITOL
	dMAN
	0.1875 mg

	20
	D-MANNOZ
	dMNE
	0.3 mg

	21
	BETA-ZILOSIDAZ
	BXYL
	0.0324 mg

	22
	BETA-Alanin arilamidaz pNA
	BAIap
	0.0174 mg

	23
	L-Prolin ARILAMIDAZ
	ProA
	0.0234 mg

	26
	LIPASE
	LIP
	0.0192 mg

	27
	PALATINOZ
	PLE
	0.3 mg

	29
	Tirosin ARILAMIDAZ
	TyrA
	0.0276 mg

	31
	ÜREAZ
	URE
	0.15 mg

	32
	D-SORBITOL
	dSOR
	0.1875 mg

	33
	SAKKAROZ/SÜKROZ
	SAC
	0.3 mg

	34
	D-TAGATOZ
	dTAG
	0.3 mg

	35
	D-TREHALOZ
	dTRE
	0.3 mg

	36
	SITRAT (SODYUM)
	CIT
	0.054 mg

	37
	MALONAT
	MNT
	0.15 mg

	39
	5-KETO-D-GLUKONAT
	5KG
	0.3 mg

	40
	L-LAKTAT alkalinleşmesi
	ILATk
	0.15 mg

	41
	ALFA-GLUKOSIDAZ
	AGLU
	0.036 mg

	42
	SUKKINAT alkalinizasyonu
	SUCT
	0.15 mg

	43
	Beta-N-ASETIL-GALAKTOZAMINIDAZ
	NAGA
	0.0306 mg

	44
	ALFA-GALAKTOSIDAZ
	AGAL
	0.036 mg

	45
	FOSFATAZ
	PHOS
	0.0504 mg

	46
	Glisin ARILAMIDAZ
	GlyA
	0.012 mg

	47
	ORNITIN DEKARBOKSILAZ
	ODC
	0.3 mg

	48
	LISIN DEKARBOKSILAZ
	LDC
	0.15 mg

	52
	DEKARBOKSILAZ BAZI
	0DEC
	N/A

	53
	L-HISTIDIN asimilasyonu
	IHISa
	0.087 mg

	56
	KOUMARAT
	CMT
	0.126 mg

	57
	BETA-GLUKURONIDAZ
	BGUR
	0.0378 mg

	58
	O/129 DIRENÇ (comp.vibrio.)
	O129R
	0.0105 mg

	59
	Glu-Gli-Arg-ARILAMIDAZ
	GGAA
	0.0576 mg

	61
	L-MALAT özümlenme
	IMLTa
	0.042 mg

	62
	ELLMAN
	ELLM
	0.03 mg

	64
	L-LAKTAT asimilasyonu
	ILATa
	0.186 mg


Tablo 2. GP kuyucuk içeriği
	Kuyucuk
	Test
	Mnemonik
	Miktar/Kuyucuk

	2
	D-AMIGDALIN
	AMY
	0.1875 mg

	4
	FOSFATIDILINOSITOL FOSFOLIPAZ C
	PIPLC
	0.015 mg

	5
	D-KSILOZ
	dXYL
	0.3 mg

	8
	ARJININ DIHIDROLAZ 1
	ADH1
	0.111 mg

	9
	BETA-GALAKTOSIDAZ
	BGAL
	0.036 mg

	11
	ALFA-GLUKOSIDAZ
	AGLU
	0.036 mg

	13
	Ala-Phe-Pro ARILAMIDAZ
	APPA
	0.0384 mg

	14
	SIKLODEKSTRIN
	CDEX
	0.3 mg

	15
	L-Aspartat ARILAMIDAZ
	AspA
	0.024 mg

	16
	BETA GALAKTOPIRANOSIDAZ
	BGAR
	0.00204 mg

	17
	ALFA-MANOSIDAZ
	AMAN
	0.036 mg

	19
	FOSFATAZ
	PHOS
	0.0504 mg

	20
	Lösin ARILAMIDAZ
	LeuA
	0.0234 mg

	23
	L-Prolin ARILAMIDAZ
	ProA
	0.0234 mg

	24
	BETA GLUKURONIDAZ
	BGURr
	0.0018 mg

	25
	ALFA-GALAKTOSIDAZ
	AGAL
	0.036 mg

	26
	L-Pirolidonil-ARILAMIDAZ
	PyrA
	0.018 mg

	27
	BETA-GLUKURONIDAZ
	BGUR
	0.0378 mg

	28
	Alanin ARILAMIDAZ
	AlaA
	0.0216 mg

	29
	Tirosin ARILAMIDAZ
	TyrA
	0.0276 mg

	30
	D-SORBITOL
	dSOR
	0.1875 mg

	31
	ÜREAZ
	URE
	0.15 mg

	32
	POLIMIKSIN DIRENCI
	POLYB
	0.00093 mg

	37
	D-GALAKTOZ
	dGAL
	0.3 mg

	38
	D-RIBOZ
	dRIB
	0.3 mg

	39
	L-LAKTAT alkalinleşmesi
	ILATk
	0.15 mg

	42
	LAKTOZ
	LAC
	0.96 mg

	44
	N-ASETIL-D-GLUKOSAMIN
	NAG
	0.3 mg

	45
	D-MALTOZ
	dMAL
	0.3 mg

	46
	BACITRASIN DIRENCI
	BACI
	0.0006 mg

	47
	NOVOBIYOSIN DIRENCI
	NOVO
	0.000075 mg

	50
	%6.5 NaCl'DE ÜREME
	NC6.5
	1.68 mg

	52
	D-MANITOL
	dMAN
	0.1875 mg

	53
	D-MANNOZ
	dMNE
	0.3 mg

	54
	METIL-B-D-GLUKOPIRANOSID
	MBdG
	0.3 mg

	56
	PULLULAN
	PUL
	0.3 mg

	57
	D-RAFINOZ
	dRAF
	0.3 mg

	58
	O/129 DIRENÇ (comp.vibrio.)
	O129R
	0.0084 mg

	59
	SALICIN
	SAL
	0.3 mg

	60
	SAKKAROZ/SÜKROZ
	SAC
	0.3 mg

	62
	D-TREHALOZ
	dTRE
	0.3 mg

	63
	ARJININ DIHIDROLAZ 2
	ADH2s
	0.27 mg

	64
	OPTOKIN DIRENCI
	OPTO
	0.000399 mg


Not: 1 ile 64 arasında bu tabloda belirtilmemiş diger kuyucuk numaraları boştur.

3. 2. 5. VITEK II Compact Cihazı ile Antibiyogram 

İzolatların antibiyotik hassasiyetleri VITEK® 2 Gram Negatif ve Gram Pozitif Antibiyotik Duyarlılık Kartı kullanılarak gerçekleştirildi. Bunun için iki adet dilüsyon tüpüne 3 ml steril tuzlu su alındı taze ve benzer koloniler seçildi. Süspansiyon homojen edilip 280 µL 0.50–0.63 McFarland bakteri hazırlandı. Kasetlere pipetlendi ve cihaza okunması için yerleştirildi. 8 saat sonunda cihazın yazılım programından sonuç almak söz konusu olmaktadır. Kullanılan antibiyotikler, konsantrasyonları ve raporlanabilir aralıkları Tablo 3 ve Tablo 4’de verilmiştir.
Tablo 3. VITEK II AST-GN97 kartında yer alan antibiyotikler, konsantrasyonları ve raporlanabilir aralıkları
	Antibiyotik Adı
	Kod
	Konsantrasyon 
	Değerlendirme
≤                     ≥
	Antibiyotik Sınıfı ve Etki Mekanizması

	1. Gentamisin
	GM
	4, 16, 32
	1
	16
	Aminoglikozid Protein sentezini inhibe eder (30 S inhibitörü)

	2. Neomisin
	N
	8, 16, 64
	2
	64
	Aminoglikozid Protein sentezini inhibe eder (30 S inhibitörü)

	3. Amikasin
	AN
	8, 16, 64
	2
	64
	Aminoglikozid Protein sentezini inhibe eder (30 S inhibitörü)

	4. Amosasilin/
Klavulanik Asid
	AMC
	4/2, 16/8, 32/16
	2/1
	32/16
	Penisilin 
Hücre duvarı sentezini inhibe eder

	5. Ampisilin
	AM
	4, 8, 32
	2
	32
	Penisilin 
Hücre duvarı sentezini inhibe eder

	6. Sefalotin
	CF
	2, 8, 32
	2
	64
	Sefalosporin 
Hücre duvarı sentezini inhibe eder

	7. Sefaleksin
	CN
	8, 32, 64
	4
	64
	Sefalosporin Hücre duvarı sentezini inhibe eder

	8. Seftiofur
	CFT
	1, 2
	1
	8
	Sefalosporin 
Hücre duvarı sentezini inhibe eder

	9. Sefpodoksim
	CPD
	0.5, 1, 4
	0.25
	8
	Sefalosporin 
Hücre duvarı sentezini inhibe eder

	10. Kloramfenikol
	C
	4, 16, 32
	2
	64
	Fenikol Protein sentezini inhibe eder 
(50 S inhibitörü)

	11. Doksisiklin
	DO
	1, 4, 16
	0.5
	16
	Tetrasiklin Protein sentezini inhibe eder (30 S inhibitörü)

	12. Tetrasiklin
	TE
	2, 4, 8
	1
	16
	Tetrasiklin Protein sentezini inhibe eder (30 S inhibitörü)

	13. Enrofloksasin
	ENR
	0.25, 1, 4
	0.12
	4
	Kinolon 
DNA giraz enzimini inhibe eder

	14. Marbofloksasin
	MRB
	1, 2
	0.5
	4
	Kinolon 
DNA giraz enzimini inhibe eder

	15. Nitrofurantoin
	FT
	16, 32, 64
	16
	512
	Nitrofurantoin Bakterinin karbonhidrat metabolizması üzerine etki eder.

	16. Trimetoprim 
Sulfametoksazol
	SXT
	1/19, 4/76, 16/304
	20 (1/19)
	320 (16/304)
	Folat Yolu İnhibitörü 
Folat sentezini inhibe eder

	17. İmipenem
	IPM
	1, 2, 6, 12
	0.25
	16
	Karbapenem 
Hücre duvarı sentezini inhibe eder

	Genişletilmiş spektrumlu beta-laktamaz (ESBL)
	ESB
	
	NEG
	POS
	


Tablo 4. VITEK II AST-GP80 kartında yer alan antibiyotikler, konsantrasyonları ve raporlanabilir aralıkları

	Antibiyotik Adı
	Kod
	Konsantrasyon 
	Değerlendirme

≤                     ≥
	Antibiyotik Sınıfı ve Etki Mekanizması

	1. Gentamisin
	GM
	8, 16, 64
	0.5
	16
	Aminoglikozid Protein sentezini inhibe eder (30 S inhibitörü)

	2. Neomisin
	N
	16, 32, 64
	2
	32
	Aminoglikozid Protein sentezini inhibe eder (30 S inhibitörü)

	3. Kanamisin
	K
	32, 64, 128
	4
	64
	Aminoglikozid Protein sentezini inhibe eder (30 S inhibitörü)

	4. Amosasilin/Klavulanik Asid
	AMC
	4/2, 8/4, 16/8
	2
	32
	Penisilin Hücre duvarı sentezini inhibe eder

	5. Benzilpenisilin

Enterococcus spp. 

Staphylococcus spp.

S. agalactiae
	P
	0.125, 0.25, 1, 2, 8, 64
	-

0.12

0.03

0.12
	-

64

0.5

64
	Penisilin 
Hücre duvarı sentezini inhibe eder

	6. Sefoksitin Tarama
	OXSF
	6
	NEG
	POS
	Penisilin Hücre duvarı sentezini inhibe eder

	7. Oksasillin
	OX1
	0.5, 1, 2
	0.25
	4
	Penisilin Hücre duvarı sentezini inhibe eder

	8. Seftiofur
	CFT
	0.5, 2, 4
	0.5
	8
	Sefalosporin Hücre duvarı sentezini inhibe eder

	9. Kloramfenikol
	C
	2, 8, 16
	4
	64
	Fenikol Protein sentezini inhibe eder (50 S inhibitörü)

	10. Doksisiklin
	DO
	0.25, 1, 2, 4
	0.5
	16
	Tetrasiklin Protein sentezini inhibe eder (30 S inhibitörü)

	11. Tetrasiklin
	TE
	0.5, 1, 2
	1
	16
	Tetrasiklin Protein sentezini inhibe eder (30 S inhibitörü)

	12. Enrofloksasin
	ENR
	1, 2
	0.5
	4
	Kinolon 
DNA giraz enzimini inhibe eder

	13. Marbofloksasin
	MRB
	0.5, 2
	0.5
	4
	Kinolon 
DNA giraz enzimini inhibe eder

	14. Trimetoprim
Sulfametoksazol
	SXT
	8/152, 16/304, 32/608
	10(0.5/9.5)
	320(16/304)
	Folat Yolu İnhibitörü 
Folat sentezini inhibe eder

	15. Eritromisin
	E
	0.25, 0.5, 2
	0.25
	8
	Makrolit Protein sentezini inhibe eder (50 S inhibitörü)

	16. İndüklenebilir Klindamisin Direnci
	ICR
	
	NEG
	POS
	Linkozamid Protein sentezini inhibe eder (50 S inhibitörü)


Sonuçlar üretici firmanın Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) kriterleri doğrultusunda belirlediği MIC breakpoint değerlerine göre; duyarlı (S), orta derecede duyarlı (I) ve dirençli (R) olarak değerlendirildi.
4. BULGULAR
4.1. Klinik 

Broylerlerde topallığa sebep olan artritis, tenosynovitis, femur başı lezyonları ve osteomyelitis, hareket etmede isteksizlik gibi ayak problemleri yaklaşık 2 haftalık yaştan itibaren görülmeye başlandı. İlerleyen vakalarda yeme veya suya ulaşamama sebebi ile yem/su tüketiminde azalma, zayıflama ve ölüm görüldü.
4.2. Makroskobik 

Hasta broylerlerin femur başlarında ve kıkırdak kapsüllerinde erozyon, ülser, yırtılma, kanama, nekroz, parçalanma, kırık oluşumu mevcut idi. Femoro-tibial eklemlerde ise tek veya çift taraflı şişkinlik, tendolarda şişme sertleşme, apse oluşumu, eklemlerde kanlı veya purulent içerik, ekelemi çevreleyen deri ve deri altı dokularda ödem, kanama ve purulent yangı görüldü.

4.3. İzolasyon 

Bu çalışmada, artritis şikayeti ile laboratuvara getirilen 152 broyler tavuğun lezyonlu eklem sıvılarından alınan örnekler incelendi. 37°C’de 24-48 saatlik inkübasyon sonucunda öncelikle selektif besiyerleri ve kanlı agarlardaki ekim sonuçları birlikte değerlendirildi. Buna göre MSA, EA, EMB, XLD agar ve BGPRA’larda referans suşlarla (S. aureus ATCC 29213, E. faecalis ATCC 29212, E. coli ATCC 25922, S.Typhimurium ATCC 14028) benzer görünümdeki bakteri kolonileri seçildi. Dolayısı ile MSA’da etrafı sarı zon ile çevrili büyük parlak sarı-opak koloniler S. aureus pembe koloniler Staphylococcus spp., EA’da siyah-koyu kahverengindeki koloniler Enterococcus spp., EMB agarda menekşe renkli ve yansıyan ışıkla yeşilimsi metalik parlak görülen koloniler E. coli, pembe-menekşe renkli, mukoid, gri kahverengi merkezli koloniler Enterobacter spp. veya diğer koliformlar, XLD agarda menekşe renkli ve BGPRA’da ise etrafı parlak kırmızı bir zon ile çevrili pembe-kırmızı renkli koloniler Salmonella spp. olarak değerlendirildi. Selektif besiyerlerinde üremeyen ve KA’da üreyen mikroorganizmalarına ön tanısı amacıyla öncelikle koloni morfolojisi, Gram boyama, %3 KOH testi, katalaz, oksidaz testleri uygulandı. KA’da smooth koloni morfolojisine sahip kolonilerden izolasyon yapıldı (Resim 5). (Koneman ve ark, 1997; Bilgehan, 2009). 
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Resim 5 Selektif besiyerlerinde üreyen mikroorganizmalar A. MSA’da mannitol negatif (üstte) ve mannitol pozitif (altta, S. aureus ATCC 29213) üreyen stafilokoklar B. EA üreyen E. faecalis ATCC 29212 suşu C. EMB agarda üreyen E. coli ATCC 25922 D. BGPRA’da üreyen S. Typhimurium ATCC 14028 suşu E.  XLD agarda üreyen S. Typhimurium ATCC 14028 suşu F. Kanlı agarda üreyen diğer bakterilerin koloni görünümleri.
Ön identifikasyon sonrasında 152 broylere ait eklem sıvısı örneklerinden kültür yapıldıktan sonra 53 (%34.9) broylere ait eklem sıvısı örneğinden herhangibir üreme gözlemlenmezken; 99 (%65.1) broylerden 52 (%46.4) Gram negatif ve 60 (%53.6) Gram pozitif olmak üzere toplamda 112 bakteri izole edildi. Seksen altı örnekten saf etken izole edilirken; 13 örnekten iki mikroorganizma birlikte üredi. Kültür pozitif örneklerin klasik konvansiyonel yöntemler kullanılarak 56 (%50.0)’sından  Staphylococcus spp., 44 (%39.3)’ünden Escherichia spp., 7 (%6.2)’sinden Salmonella spp., 4 (%3.6)’ünden Enterococcus spp., 1 (%0.9)’inden Enterobacter spp. olmak üzere toplam beş cins aerobik bakteri izole edildi.

4.4. İdentifikasyon 
Kültür pozitif 112 örneğin VITEK II Compact sisteminde GN ID ve GP ID kartları kullanılarak identifikasyonları yapıldı. İzole edilen bakteri cinslerinin identifikasyon sonuçları Tablo 5 ve Şekil 2’de gösterilmiştir.

Tablo 5. Tüm izolatların identifikasyon sonuçları 

	Bakteriler
	İzolat Sayısı (N=112)
	İzolasyon Oranı (%)

	E. coli
	44
	39.3

	S. xylosus
	19
	16.9

	S. aureus
	10
	8.9

	S. saprophyticus
	7
	6.2

	Salmonella spp.
	7
	6.2

	S. lentus
	4
	3.6

	S. hominis ssp. hominis
	4
	3.6

	S. cohnii ssp. urealyticus
	4
	3.6

	S. capitis
	2
	1.8

	E. faecium
	2
	1.8

	E. faecalis
	2
	1.8

	S. sciuri
	1
	0.9

	S. epidermidis
	1
	0.9

	S. auricularis
	1
	0.9

	S. lugdunensis
	1
	0.9

	S. kloosii
	1
	0.9

	S. warneri
	1
	0.9

	E. aerogenes
	1
	0.9

	TOPLAM
	112
	100
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Şekil 2. Örneklerden izole edilen bakterilerin oranları

Gram negatif bakteriler içerisinde E. coli  (44 izolat, %39.3) en yüksek orada elde edilen Gram negatif bakteri olurken; bunu, sırasıyla Salmonella spp. (7 izolat, %6.2) ve E. aerogenes (1 izolat, %0.9) izledi. Gram pozitif bakteriler içerisinde koagulaz negatif stafilokoklar  (46 izolat, %41.1) en yüksek orada üretilen Gram pozitif bakteri grubu olurken bunu S. aureus (10 izolat, %8.9), E. faecalis (2 izolat, %1.6) ve E. faecium (2 izolat, %1.6) izledi. İzole edilen KNS’ların 19 (%16.9)’i S. xylosus,  7 (%6.2)’si S. saprophyticus, 4 (%3.6)’ü S. lentus,  S. cohnii spp. urealyticus ve S. hominis ssp. hominis,  2 (%1.8)’si S. capitis, 1 (%0.9)’i S. sciuri, S. epidermidis, S. auricularis, S. lugdunensis, S. kloosii ve S. warneri olarak identifiye edildi.
4.5. Antibiyotik Dirençlilik 

İzole edilen 52 Gram negatif bakterinin dokuz (aminoglikozid, penisilin, sefalosporin, fenikol, tetrasiklin, kinolon, nitrofurantoin, folat yolu inhibitörü, karbapenem ) antimikrobiyal aileye ait 17 antibiyotiğe karşı direnç profilleri incelendi (Tablo 6, Şekil 3).
Tablo 6. Gram negatif bakterilerin antibiyotiklere direnç oranları

	Antibiyotikler
	E. coli
(n=44) (%)
	Salmonella spp.

(n=7) (%)
	E. aerogenes

(n=1) (%)
	Dirençli Gram (-) bakteri  (n=52) (%)

	Gentamisin
	14 (31.8)
	5 (71.4)
	0
	19 (36.5)

	Neomisin
	12 (27.2)
	4 (57.1)
	1 (100.0)
	17 (32.7)

	Amikasin
	17 (31.8)
	6 (85.7)
	0
	23 (44.2)

	Amosasilin/Klavulanik Asid
	13 (29.5)
	0
	1 (100.0)
	14 (26.9)

	Ampisilin
	33 (75.0)
	0
	1 (100.0)
	34 (65.4)

	Sefalotin
	33 (75.0)
	7 (100.0)
	1 (100.0)
	41 (78.8)

	Sefaleksin
	39 (88.6)
	7 (100.0)
	1(100.0)
	47 (90.4)

	Seftiofur
	6 (13.6)
	0
	0
	6 (11.5)

	Sefpodoksime
	29 (65.9)
	2 (28.6)

	0
	31 (59.6)

	Kloramfenikol
	32 (72.7)
	2 (28.6)

	0
	36 (69.2)

	Doksisikline
	29 (65.9)
	7 (100.0)
	1 (100.0)
	37 (71.2)

	Tetrasiklin
	29 (65.9)
	6 (85.7)
	1 (100.0)
	36 (69.2)

	Enrofloksasin
	24 (54.5)
	0
	0
	24 (46.2)

	Marbofloksasin
	24 (54.5)
	0
	0
	24  (46.2)

	Nitrofurantoin
	24 (54.5)
	7 (100.0)
	1(100.0)
	32 (61.5)

	Trimetoprim Sulfametoksazol
	18 (40.9)
	0
	0
	18 (36.4)

	Imipenem
	2 (4.6)
	0
	0
	2 (3.9)

	ESBL
	8 (18.2)
	0
	0
	8 (15.4)
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Şekil 3. Gram negatif izolatların antibiyotiklere duyarlılık ve direnç oranları 
İncelenen 52 Gram negatif bakteri izolatının %90.0’ı sefaleksine, %78.8’i sefalotine,  %71.2’si doksisikline, %69.2’si tetrasiklin ve kloramfenikole, %65.4’ü ampisiline, %61.5’, nitrofurantoine, %59.6’sı sefpodoksime, %46.2’si enrofloksasin ve marbofloksasine, %44.2’si amikasine, %36.5’i gentamisine, %36.4’ü trimetoprim sulfametoksazol %32.7’si neomisine, %26.9’u amosasilin/klavulanik aside, %11.5’i seftiofura, %3.9’u imipeneme dirençli olarak belirlenirken; 8 E. coli izolatının geniş spektrumlu beta laktamaz aktivitesine sahip olduğu belirlendi.  Antibiyotik dirençleri incelenen Gram negatif izolatların en fazla sefalosporin grubu antibiyotiklere dirençli olduğu bulunurken bunu sırası ile tetrasiklin, fenikol, penisilin ve folat yolu inhibitörleri izledi. 

İzole edilen 60 Gram pozitif bakterinin dokuz (aminoglikozid, penisilin, sefalosporin, fenikol, tetrasiklin, kinolon, folat yolu inhibitörü, eritromisin, linkozamid) antimikrobiyal aileye ait 16 antibiyotiğe karşı direnç profilleri incelendi.
İncelenen 60 Gram pozitif bakteri izolatının %78.3’ü marbofloksasine, %75.0’i amosasilin/klavulanik aside, %68.3’ü benzilpenisiline, %66.6’sı klindamisine, tetrasikline ve doksisikline, %63.3’ü ve kloramfenikole, %60.0’ı enrofloksasin ve eritromisine, %45.0’i Oksasilline, %25.0’i trimetoprim sulfametoksazol, %15.0’i Seftiofura, %13.3’ü neomisine,  %10.0’u gentamisin ve kanamisine dirençli olarak belirlenirken; izolatların %11.6’sında indüklenebilir klindamisin direnci mevcuttu ve 12 KNS izolatında sefoksitin direnci vardı. Antibiyotik dirençleri incelenen Gram pozitif izolatların en fazla kinolon grubu antibiyotiklere dirençli olduğu bulunurken bunu sırası ile penisilin, linkozamid, tetrasiklin ve fenikol grubu antibiyotikler izledi (Tablo 7, Şekil 4).
Tablo 7. Gram pozitif bakterilerin antibiyotiklere direnç oranları

	Antibiyotikler
	KNS

(n=46)
	S. aureus

(n=10)
	E. faecalis

(n=2)
	E. faecium

(n=2)
	Dirençli Gram (+) bakteri  (n=60) (%)

	Gentamisin
	1 (2.2)
	1 (10.0)
	2 (100.0)
	2 (100.0)
	6 (10.0)

	Neomisin
	4 (8.8)
	0
	2 (100.0)
	2 (100.0)
	8 (13.3)

	Kanamisin
	2 (4.4)
	0
	2 (100.0)
	2 (100.0)
	6 (10.0)

	Amosasilin/Klavulanik Asid
	34 (73.9)
	7 (70.0)
	2 (100.0)
	2 (100.0)
	45 (75.0)

	Benzilpenisilin
	34 (73.9
	7 (70.0)
	0
	0
	41 (68.3)

	Oksasillin
	21 (45.6)
	3 (30.0)
	2 (100.0)
	1 (50.0)
	27 (45.0)

	Seftiofur
	4 (8.8)
	1 (10.0)
	2 (100.0)
	2 (100.0)
	9 (15.0)

	Kloramfenikol
	29 (63.0)
	6 (60.0)
	2 (100.0)
	1 (50.0)
	38 (63.3)

	Doksisikline
	29 (63.0)
	7 (70.0)
	2 (100.0)
	2 (100.0)
	40 (66.6)

	Tetrasiklin
	31 (67.3)
	5 (50.0)
	2 (100.0)
	2 (100.0)
	40 (66.6)

	Enrofloksasin
	28 (60.8)
	5 (50.0)
	1 (50.0)
	2 (100.0)
	36 (60.0)

	Marbofloksasin
	37 (80.4)
	6 (60.0)
	2 (100.0)
	2 (100.0)
	47 (78.3)

	Trimetoprim Sulfametoksazol
	10 (22.0)
	1 (10.0)
	2 (100.0)
	2 (100.0)
	15 (25.0)

	Eritromisin
	27 (58.6)
	6 (60.0)
	1 (50.0)
	2 (100.0)
	36 (60.0)

	Klindamisin
	29 (63.0)
	8 (80.0)
	2 (100.0)
	1 (50.0)
	40 (66.6)

	İndüklenebilir Klindamisin Direnci
	2 (4.4)
	1 (10.0)
	2 (100.0)
	2 (100.0)
	7 (11.6)

	Sefoksitin Tarama
	12 (26.1)
	0
	0
	0
	12 (20.0)
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Şekil 4. Gram pozitif izolatların antibiyotiklere duyarlılık ve direnç oranları
5. TARTIŞMA
Broylerlerde bacak problemleri çeşitli nedenlerden kaynaklanan semptomatik bir durumdur. Purulent artritin, bacak problemleri vakalarının önemli bölümünü oluşturduğu düşünülmektedir (Itakura ve ark, 1976). Broylerlerde artritis genellikle 14 ila 70 gün arasında değişen yaşta kanatlılarda görülmekte ve kümeslerde bacak problemlerine bağlı olarak yem ve suya ulaşamama ile septisemi sonucunda oluşan ölümler görülmektedir (McNamee ve ark, 2000). Tüm dünyada olduğu gibi ülkemizde de gözlenen bu sorun enfeksiyöz veya nonenfeksiyoz etiyolojiye sahiptir (Lordanidis ve ark, 1998). Dünyada (Rasheed ve ark, 2011; Tawfik ve ark, 2016) olduğu kadar ülkemizde (Oktay ve ark, 2009) broylerlerde artrite neden olan aerobik bakterilerin tümünün incelendiği güncel çalışma sayısı çok azdır. Bu nedenle, bu çalışmada ticari broylerlerde klinik artritise neden olan aerobik bakterilerin klasik konvansiyonel yöntemler kullanılarak identifikasyonlarının yapılması ve izolatların antibiyotik dirençlilik durumlarının araştırılması amaçlandı.
Bu çalışmada artritli broyler eklem sıvılarından %65.1 (99/152) aerobik bakteri izolasyonu yapıldı. Materyallerin %34.9 (53/152)’ünden aerobik bakteriyel etken izole edilememesinin muhtemel iki sebebi olabilir: ilk olarak, bu örneklerin alındığı kanatlı hayvanlar antibiyotikler kullanılmış olabilirler. Bununla birlikte mikroaerofilik (O. rhinotracheale, E. rhusiopathiae, M. synoviae) veya viral (Reovirus, Adenovirus, Retrovirus, Herpesvirus) olan diğer etkenler de artrite neden olmuş olabilir.
Artritisli broyler eklemlerinden izole edilen bakteri türlerinin izolasyon oranları kümeslerde hayvanların yetiştirilme şekilleri, yaşları, uygulanan hijyen yöntemlerine bağlı olarak değişebilir. Geçmiş yıllarda yapılan çalışmalarda broylerlerde en sık rastlanılan bakteriyel aerobik artrit etkeninin S. aureus olduğu (Rodgers ve ark, 1999) bildirilmekle birlikte; E. coli (Chansiripornchai, 2009), Salmonella spp., P. multocida ve P. aeroginosa (Jordan ve ark, 2002), Streptococcus spp., Enterococcus spp. (Oktay ve ark, 2009), L. monocytogenes (Farber ve Peterkin, 1991; Mohan ve ark, 2002) gibi bakteriler de artritislerden izole edilmiştir. Tawfik ve ark (2016) inceledikleri 40 örneğin %70’inden E. coli, %25’inden S aureus, %5’inden S. Enterica, %10’undan M. synoviae izolasyonu gerçekleştirmişlerdir. Bu çalışmada örneklerin %50.0’sinde  Staphylococcus spp., %39.3’ünde Escherichia spp., %6.2’sinde Salmonella spp., %3.6’sında Enterococcus spp., %0.9’unda ise Enterobacter spp. olmak üzere toplam beş cins aerobik bakteri izole ve identifiye edildi. 
Feizi ve ark (2012) İran'ın doğusundaki Doğu Azerbaycan’daki Broyler damızlık sürülerdeki Staphylococcus türlerinin yaygınlığını araştırmış ve prevalansın %85.7’i olduğunu bildirmişlerdir. Bu çalışmada da, önceki çalışma (Feizi ve ark, 2012) kadar yüksek oranda olmamakla birlikte, izole edilen bakterileri cins düzeyinde değerlendirdiğimizde en yüksek oranda ( %50.0) Staphylococcus spp. izole edildi.  
S. aureus, tavukların cilt ve üst solunum yollarının normal florasında bulunan fırsatçı bir patojendir. Kanatlı hayvanların önemli hastalıkları arasında yeralan S. aureus enfeksiyonu broylerler arasında %0-15 ölüm oranıyla önemli ekonomik kayıplara neden olur ve kanatlıların üretim performansını azaltır (Shiozawa ve ark, 1980). Kanatlı hayvan yetiştiricilerinde özellikle yem dağıtımından kaynaklanan stres stafilokok enfeksiyonuna yatkınlığa sebep olur. Etkilenen eklemler genellikle sıcak, şişmiş ve ağrılıdır ve etkilenen kuşlar genellikle depresedir, tenosinovitte, tendon kılıflarının sinovyal zarları kalınlaşır ve tendon kılıflarının içinde ve çevresinde fibrinöz eksüdat birikir eklem ödemli bir hal alır (Jordan ve ark, 2002). Kanatlı hayvanlarda S. aureus artrit, osteomiyelit, sinovit, selülit, dermatit, endokardit, septisemi, yara enfeksiyonu, oftalmitis ve omfalitse neden olmaktadır (White, 2003). Rasheed (2011) artrit semptomları gösteren 30-55 günlük 60 civciv üzerinde çalışmış ve S. aureus'un neden olduğu septik artrit prevalansını %50.1 olaraki saptamıştır. Çalışmada ayrıca, 10 tavuk deneysel olarak 107cfu/ml S. aureus ile intravenöz olarak deneysel enfeksiyon oluşturulmuş, septik artrit tavukların %80’inde görüldüğü bildirilmiştir. Gu ve ark (2013) S. aureus'u Broyler damızlık tavuklarda bakteriyel artritin en yaygın nedeni olarak bildirmişlerdir. Şişmiş eklem lezyonları, kazeöz eksüdaları, kıkırdak hasarı ve enflamatuar hücrelerin infiltrasyonu ile sinovyal membran kalınlaşması olan piliçlerde mortalite %51.1 olarak bildirilmiştir. Bu çalışmada ise S. aureus E. coli ve S. xylosus’dan sonra üçüncü en sık izole edilen bakteri türü oldu.
S. aureus, genellikle septik artritin en önemli etkeni olarak bildirilmekle birlikte diğer koagulaz pozitif stafilokoklar (S. hyicus) ve koagulaz negatif stafilokokların (S. xylosus ve S. simulans) da artrit vakalarından azımsanmayacak düzeyde izole edildiği bilinmektedir (McNamee ve ark, 2000; Andreasen, 2003). Hastalık durumu bakterilere bağlı olarak değişir ve enfeksiyonlar genellikle kemiklerde, eklemlerde, tendon kılıflarında, deride, sternal bursada, göbek, yumurta sarısında, karaciğerde, akciğerlerde ve göz kapaklarında rapor edilmiştir (McNamee ve ark, 2000; Andreasen, 2003). Stafilokokal artrit, broylerlerde eklemleri kademeli olarak ciddi düzeyde etkileyen bir hastalıktır. Enfekte olmuş eklemlerde geri dönüşümsüz eklem yıkımına ve ciddi ölümlere neden olur.  En sık 6-12 haftalık Broyler yetiştiricilerinde yaygındır (Merck ve Corp, 2011). Bu çalışmada ise kültür pozitif örneklerin 56 (%50.0)’sından Staphylococcus spp. izole edilmekle birlikte izolatların identifikasyon çalışmaları sonucunda 12 farklı (S. xylosus,  S. saprophyticus, S. lentus,  S. cohnii ssp. urealyticus, S. hominis ssp. hominis,  S. capitis ve S. sciuri, S. epidermidis, S. auricularis, S. lugdunensis, S. kloosii ve S. warneri) KNS’un artritten izole edildiği tespit edilmiş ve çok farklı stafilokok türlerinin de eklem problemlerine neden olabileceği görülmüştür. Koagülaz negatif stafilokokların hem insanlarda hem de hayvanlarda oportünistik infeksiyonlara yol açtıkları bilinmektedir (Quiun ve ark, 2002). S. xylosus, memelilerin ve kuşların derisinde kolonize edebilen, kommensal olarak kabul edilen, koagülaz negatif stafilokok türlerdir (Dordet-Frisoni ve ark, 2007). Bu bakterinin evcil hayvanlardan veya ürünlerinden insanlara da bulaşabildiği düşünülmektedir (Bannerman, 2003). Bu çalışmanın sonuçları bakteri türü düzeyinde değerlendirildiğinde S. xylosus E. coli’den sonra en yüksek oranda tür düzeyinde identifikasyonu yapılan ikinci bakteri türü olmuştur.
Broylerde septik artritisin en önemli nedenlerinden birisi de E. coli dir. E. coli’nin neden olduğu artritis formunda topallık ve şişmiş ağrılı sıcak eklemler dikkat çeker. Semptomlar, morbidite ve mortalite hastalığın ortaya çıkışı hayvanların yaşlarına göre değişmekte, solunum sistemi üzerine etkili olanlar çoğunlukla genç yaştaki hayvanlarda semptom oluşturmaktadırlar. Morbidite %50 iken, mortalite %5-10'a kadar ulaşabilmektedir (Nolan ve ark, 2013). Tawfik ve ark (2016) inceledikleri 40 örneğin %70’inde E. coli izole ettiklerini bildirmişlerdir. Bu çalışmada da E. coli (%39.3) tür düzeyinde en çok izole edilen aerobik bakteriyel etken olmuştur. İzole edilen E. coli’lerden 9 tanesi stafilokok türleri ile birlikte izole edilirken; 35 tanesi saf olarak elde edilmiştir.

Broylerlerde ayak hastalıklarından S. aureus (Rodgers ve ark, 1999) ve E. coli (Chansiripornchai, 2009) izolasyonu sık olarak bildirilmekle birlikte, Salmonella spp. izolasyonu nadir olarak bildirilmektedir. Bu güne kadar en çok bildirilen salmonellalar S. Infantis, S. Pullorum, S. Gallinarum ve S. Typhimurium’dur. Oh ve ark (2010) Kore’de S. Enteritidis’in septisemik enfeksiyona neden olarak broyler ve damızların artritis vakalarından izole edilebileceğini bildirmişlerdir.  Reece ve ark (1986) kanatlılardaki ayak hastalıklarından 766 kümesin %1’inden S. Typhimurium, %1’inden S. Infantis izole ettiklerini bildirmişlerdir. Hussein (2015) salmonellozisli broylerlerin eklemlerinden konvansiyonel yöntemler kullanılarak %45 Salmonella spp. izolasyonu yapmıştır. Bu çalışma broylerlerde artrit vakalarından %6.2 Salmonella spp. izolasyonu yapıldı. Elde edilen 7 Salmonella izoltının 6 tanesi saf olarak ürerken 1 tanesi S. cohnii ssp. urealyticus ile birlikte üredi. Benzer şekilde Enterobacter spp. de eklemlerden nadir izole edilen bakterilerdir (Reece ve ark, 1986) ve bu çalışmada da az miktarda (%0.9) izolasyon yapıldı.

Oktay ve ark (2009) tavukların artritis olgularından enterokok türlerinin izolasyonu amacıyla gerçekleştirdikleri çalışmalarında 121 ticari broyler, 18 broyler damızlık, 11 yumurtacı damızlıktan elde edilen toplam 150 femur başı nekrozu incelemişler ve iki farklı 48 Enterococcus spp. (37 E. faecalis, 11 E. faecium) izole etmişlerdir. Ayrıca aynı örneklerden iki Enterococcus türünden biri ile birlikte ya da ayrı olarak 42 (%28) E. coli ve 33 (%22) S. aureus izole ederlerken 56 örnekten hiçbir bakteri saptanmadıklarını bildirmişlerdir. Bu çalışmada 2 E. faecalis (%1.6) ve 2 E. faecium (%1.6) olmak üzere toplamda 4 enterokok izole edildi. İzole edilen 2 E. faecalis ve 1 E. faecium stafilokoklar ile birlikte izole edilirken 1 E. faecium izolatı saf olarak üredi.  

Bakteriyel hastalıklar günümüzde antibiyotik direnci sebebi yeniden önem kazanmaya başlamıştır.  Hızla gelişen kanatlı sektöründe ıslah çalışmaları sayesinde hastalıklara karşı korunma sağlanmasına rağmen; antibiyotikler halen çok farklı amaçlarla sıklıkla kullanılmaktadır. Antibiyotiklerin uygun şekilde kullanılmamasına bağlı olarak gelişen dirençli suşlarda direnç genlerinin aktarımı sadece patojen mikroorganizmalara değil, endojen mikroflorada da olabilmekte ve bu durumda dirençli bakateriler hayvansal gıdalardan insanlara geçebilmektedir.

Kanatlı hayvanlardan izole edilen E. coli izolatlarında antibiyotik direncine yönelik İsveç’te yapılan bir çalışmada izolatların tetrasiklin, ampisilin, sefepim, sefotaksim, streptomisin, trimetoprim/sülfonamid, siprofloksasin, kloramfenikol ve gentamisine çok düşük sıklıkta veya hiç direnç görülmemesine rağmen, Hollanda, Fransa ve İngiltere’deki kanatlılardan izole edilenlerde özellikle tetrasiklin, ampisilin, streptomisin ve trimetoprim/sülfonamidlere karşı orta veya yüksek sıklıkta direnç gelişmiş olduğu bildirilmiştir. Bununla birlikte aynı ülkelerde siprofloksasin, gentamisin ve kloramfenikole düşük sıklıkta direnç gelişirken, sefalosporinlere direnç gelişmediği ifade edilmiştir (Bywater ve ark, 2004). Bu çalışmada ise izolasyonu yapılan E. coli izolatlarının ampisilin, sefalotin ve kloramfenikol dirençlerinin en yüksek olduğu saptandı.

İnsanlarda enfeksiyon yapan enterobakteriler arasında ESBL sentezleyen bakterilerin artması önemli tedavi ve halk sağlığı sorunu oluşturmaktadır. Gıda kaynağı olarak tüketilen hayvanların, özellikle de kümes hayvanlarının, doğrudan temas veya kontamine et ürünlerinin tüketilmesi yoluyla insanlara genişletilmiş spektrumlu beta-laktamaz üreten bakterilerin aktarılması için potansiyel bir kaynak olduğu bilinmektedir (Lazarus ve ark, 2014). Geniş spektrumlu beta laktamaz üreten bakteriler, ilk kez 1983’de saptanmalarından bu yana geçen sürede tüm dünyada görülmeye başlanmıştır. Bu yayılım, klonal çoğalma, ESBL genlerinin plazmidler üzerinde aktarılmaları ve nadiren de yeni enzimlerin ortaya çıkmasının bir sonucudur. Antimikrobiyal ilaçlara karşı geniş bir direnç spektrumuna neden olan ESBL üretimi, hem tedavide kullanılabilecek antibiyotiklerin sayısını sınırlamakta hem de bu ilaçların etkilerinin azalmasına neden olmaktadır (Özsoy ve ark, 2001). E. coli’de beta-laktamlara dirençte de ilginç bulgular dikkati çekmektedir. Sefalosporinlerin kanatlılarda tedavi ve korunma amacıyla kullanımının Belçika’da 2000’den itibaren yasak olmasına rağmen, yapılan bir çalışmada etlik piliçlerden elde edilen E.coli izolatlarında seftiofura direnç tespit edildiği gösterilmiştir (Smet ve ark, 2008). ESBL üreten kanatlı E. coli izolatları yurdumuzda ve dünyanın çeşitli yerlerinde bildirilmiştir. Bununla birlikte yapılan çalışmaların çoğu tavukların dışkılarından (Pehlivanoğlu ve ark, 2017; Bhave ve ark, 2019) izole edilen E. coli’ler üzerine odaklanmıştır. Artritlerden izole edilen ESBL üreten E. coli üzerinde yapılmış bir çalışma şu anki bilgilerimize göre bulunmamaktadır. Bizim çalışmamızda da 44 E. coli izolatının %18.2’sinin ESBL ürettiği bulunmuştur. Bu bulgu, tavuk etinde ESBL üreten E. coli’lerin daha yüksek olduğu rapor edilen önceki çalışmaların bulgularından daha düşüktür (Beninati ve ark, 2015; Kwoji ve ark, 2019). Genişlemiş spektrumlu beta-laktamaz üreten bakterilerin etken olduğu infeksiyonların tedavisinde kullanılabilecek en etkili antibiyotiklerin karbapenemler olduğu bildirilmektedir (CLSI, 2017). Bu çalışmada elde edilen izolatların iki tanesi imipeneme dirençli bulunmuştur. 
Kanatlı hayvanlardan izole edilen Salmonella türlerinin antibiyotiklere karşı dikkat çekici özellikte farklı şekil ve sıklıkta direnç gösterdiği görülmektedir. Burada direnci kodlayan konjugatif veya aktarılabilir plazmidlerin etkinliğinin, direncin yayılmasında önemlidir. Bununla birlikte antibiyotik direncindeki farklılıklar kanatlı türü ve tipine, ülkelere veya bölgelere, yıllara, Salmonella serovarlarına, bir çiftlikten ötekine ve antibiyotiğin etki şekline göre de değişebilmektedir (Filazi ve ark, 2015). Bu çalışmada antibiyotik dirençleri incelenen Salmonella izolatlarının sefalotin, sefaleksin, doksisiklin ve nitrofurantoine %100 dirençli olduğu saptanmıştır. 
Rasheed ve ark (2011) farklı Broyler tavuk çiftliklerinden topladıkları artrit semptomları gösteren 30-55 günlük altmış tavukların %51’inden S. aureus'un izolasyonunu yaptıklarını ve izolatların hepsinin amoksisilin duyarlı, gentamisin ve novobiosin dirençli olduklarını bildirmişlerdir. Antibiyotik duyarlılık testinde S. aureus'un, amoksisiline duyarlı; gentamisine novobiyosinin ve dirençli olduğu tespit edilmiş bu bulgu da yine diğer çalışmalar ile parallel olduğu görülmüştür (Adayel, 2005). Bu çalışmada ise izolasyonu yapılan hem S. aureus hem de KNS izolatlarının klindamisin, doksisiklin, amoksisilin klavulonik asit ve benzilpenisiline dirençlerinin en yüksek oranda olduğu saptandı.
Klindamisin özellikle makrolid dirençli (eritromisin) stafilokokların neden olduğu deri ve yumuşak doku enfeksiyonlarının tedavisinde iyi bir seçenektir (Nwokah ve Abbey 2016). Klindamisine karşı gelişen direnç yapısal veya indüklenebilir yapıdadır. İndüklenebilir direnç konvansiyonel antibiyotik duyarlılık testleriyle belirlenemez. İndüklenebilir direnç rutin olarak araştırılmazsa klindamisine gerçek direnç oranları olduğundan düşük bildirilir. İndüklenebilir klindamisin direnci bir makrolidin klindamisinin etkisi üzerinde oluşturduğu antagonist etkiyle saptanabilir (WEB-4). Bu çalışmada toplam 56 stafilokok izolatının %58.9’u eritromisin dirençli idi. Eritromisin dirençli 33 izolatın %9.1 (2 KNS, 1 S. aureus olmak üzere toplam 3 izolat)’inde ise indüklenebilir klindamisin direnci mevcuttu. Bazı araştırmacılar daha yüksek bir indüklenebilir klindamisin direnci insidansı bildirirken, diğerleri daha düşük bir insidansı bildirmiştir (Kumurya, 2015; Nwokah ve Abbey, 2016)
Stafilokoklarda en sık rastlanan metisilin direnç mekanizması penisilin bağlayan protein olan PBP2a’nın kazanılması ile meydana gelir. Moleküler biyolojik çalışmalar PBP 2a’nın sentezini sağlayan genetik bilginin mecA geninde taşındığını göstermiştir. Bu gen yalnızca metisilin dirençli stafilokoklarda mevcuttur. Transdüksiyon ile duyarlı suşlara aktarılabilir. Metisiline dirençli olan izolatlar tüm β-laktam antibiyotiklere, penisilinlere, sefalosporinlere, karbapenemlere ve bunların türevlerine dirençlidir (Hartman 1984; Franciolli 1991).  mecA geninin heterojen ekspresyonu nedeniyle, metisilin direncinin fenotipik olarak gösterilmesi halen bir sorun oluşturmaktadır. Polimeraz zincir reaksiyonu ile mecA geninin tespit edilmesi altın standart yöntem olmakla birlikte, çoğu laboratuvarda moleküler yöntemlerin çalışılabileceği olanaklar bulunmadığından, otomatize sistemle minimum inhibisyon konsantrasyonun belirlenmesi güvenilir bir yöntem olarak kullanılmaktadır. Bununla birlikte, bazı yeni çalışmalar oksasilin tarama testinin sefoksitin ile karşılaştırıldığında düşük duyarlılık ve düşük özgüllük göstermesi nedeni ile sefoksitin tarama testinin metisilin dirençli izolatların belirlenmesinde daha iyi bir belirleyici olduğu bildirilmektedir (CLSI, 2017). Bu çalışmada da VITEK II otomatize sistem kullanılarak KNS izolatlarının %26.2’sinin sefoksitin direncinin pozitif olduğu belirkenirken; S. aureus izolatlarının hiçbirisinde sefoksitin direncine rastlanmadı. Araştırmamızda KNS’larda metisilin direnç oranı  %26.2 olarak tespit edilirken; dünyada yapılan çalışmalarda MRSA oranı Çekoslovakya’da %12.5 iken (Beninati ve ark, 2015) Almanya'da kanatlı hayvan gıda ürünlerinde daha yüksek oranda (%37.2) rapor edilmiştir (Fessler ve ark, 2011). Son zamanlarda metisilin dirençli stafilokokların artışı halk sağlığı açısından bir tehdit oluşturmaktadır. Metisilin dirençli KNS türleri önemli infeksiyonlara yol açarken hayvanlar ve insanlar arasındaki taşıyıcılığı da önemli bir risk halini almıştır (Rich, 2015).
6. SONUÇ ve ÖNERİLER
Artritisli broyler eklemlerinden izole edilen bakteri türlerinin izolasyon oranları çeşitli faktörlere bağlı olarak değişebilir. Bunun muhtemel nedenleri arasında hayvanların yetiştirilme şekilleri, yaşları, uygulanan hijyen yöntemleri sayılabilir. Gerçekleştirilen bu çalışmada, artritisli broyler eklemleriden 60 Gram pozitif bakteri izole edilirken 52 Gram negatif aerobik bakteri izole ve identifiye edildi.
Artritli broyler eklem sıvılarından aerobik bakteri izolasyon oranının yüksek olması (%65.1) artrit etiyolojisisinde aerobik bakterilerin önemini ortaya koyarken; azımsanmayacak oranda da mikroaerofilik veya viral etkenlerinde artrite neden olabiceği düşülmektedir. Bundan sonra yapılacak olan çalışmalarda mikroaerofil bakteri ve viral artrit etkenleri incelenebilir.
İzolasyon oranlarını tür düzeyinde değerlendirdiğimizde E. coli en yüksek oranda (%39.3) izole edilen etken olduğu görüldü. Bu durum kümeslerde hijyenik koşulların yeterince iyi olmadığını ve broylerlerde sistemik enfeksiyonların olabileceğini akla getirmektedir. İzolasyon oranlarını cins düzeyinde değerlendirdiğimizde ise stafilokoklar izolatlarımızın %50’sini oluştururken, KNS’ların yüksek izolasyon oranı  (%41.1) oldukça dikkat çekici idi. Dolayısı ile broyler artrit vakalarında KNS’ların dikkate alınmasının gerekli olduğu sonucuna varıldı. Bu çalışma ile broyler tavukların eklem lezyonlarına çok farklı türde KNS’ler sebep olabileceği gösterilmiştir. Stafilokoklar, eklemlerin eklem yüzeyi gibi kollajen bakımından zengin yüzeyler ve eklemlerin ve tendonların etrafına yerleştirilmiş sinovyal kılıflar için yüksek bir afiniteye sahiptir. Bu organizma ayrıca aktif olarak büyüyen kemiklerin büyüme plakasında lokalize olma eğilimindedir. Stafilokok enfeksiyonu, artritin Broyler tavuklarında ekonomik kayıplara neden olan artritin en önemli nedenlerinden biridir, yüksek morbidite şişmiş eklem olarak, bu nedenle kanatlılarda stafilokok enfeksiyonunu kontrol etmeye özen göstermeliyiz.

Her ne kadar Salmonella Enteritidis kanatlılar arasında çoğunlukla doğrudan horizontal yollarla bulaşsa da dikey aktarım mekanizmalarla vertikal yayıldığı da bilinir ve bu durum salmonella epidemiyolojisinin önemli bir yönü olmuştur. Tek bir enfekte broyler damızlık sürü dahi enfeksiyonun yayılması üzerine önemli etkisi olabilir. Bu çalışmada da izole edilen tüm bakteriler içerisinde %6.2 oranında Salmonella spp. izole edilmesi artritis etiyolojisinde Salmonella türlerininların rolünü göstermektedir.
Gıda olarak tüketilen hayvanlarda bulunan ESBL üreten bakteriler ve MRSA’lar insandaki enfeksiyon insidansının artmasına katkıda bulunabilir. Bakterilerde geniş spektrumlu beta laktamazlar aracılığıyla gelişen direnç, plazmidler yardımıyla diğer bakteri türleri arasında aktarılmakta, salgınlar oluşturabilmekte ve enfeksiyöz hastalıklarda mortalite oranlarını yükselmektedir. Geniş spektrumlu beta laktamazlar enzimi salgılayan bakteriler tarafından taşınan plazmidler, çoğunlukla diğer antibiyotiklere karşı direnci de taşımaktadır. Bu çalışmada da Gram negatif bakteri izolatlarının %15.4’ünün ESBL pozitif olduğu saptanmıştır. Sefoksitin tarama testi sonucunda izolatların %20’sinde sefoksitin direnci tespit edilmesi, zoonotik karakterli olabilen bu izolatların insanlara bulşatığında ciddi sağlık sorunlarına neden olması sebebi ile, bulaşın önlenmesi için gerekli tedbirlerinin alınması ve taşıyıcılığı ile ilgili mücadele programlarının başlatılması gerekliliğini ortaya çıkarmıştır. 
Bu çalışmanın sonuçlarına göre Türkiye’nin batısında broylerlerden izole edilen E. coli’lerde ESBL; KNS’larda ise metisilin direnci oluşmaya başlamıştır. Her iki direnç de bir halk sağlığı sorunu olarak karşımıza çıkmaktadır. Bundan sonra yapılacak olan çalışmalarda hem metisilin dirençli hemde ESBL dirençli bakterilerde direncin moleküler epidemiyolojisi ve antimikrobiyal direnç mekanizmalarının birlikte incelenmesinin faydalı olacağı düşünülmektedir. 
Genel olarak değerlendirildiğinde hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilerde antibiyotiklere direnç oranlarının yüksek olduğu görülmüştür. Tedavi başarısızlığı görülen enfeksiyonlarında ESBL ve metisilin direnci olasılığı mutlaka düşünülmelidir. Tedavi başarısızlığını önlemek amacıyla; antibiyotik kullanma kalitesi iyileştirilmeli, antibiyotik kullanımı konusunda klinisyenler bilgilendirilmeli, bölgesel direnç oranları saptanmalı ve buna göre antibiyotik kullanım politikaları oluşturulmalıdır. Kanatlılardaki antibiyotik direnci ile ilgili Türkiye’de geniş kapsamlı bir çalışma yapılıp direnç haritasının çıkarılmadığı ve bu konunun ciddi bir eksiklik olduğu görülmektedir.

Bu çalışmada antibiyotik dirençleri incelenen Gram negatif izolatların en fazla sefalosporin Gram pozitif izolatların ise kinolon grubu antibiyotiklere dirençli olduğu belirlenmiştir. Sefalosporinler, kinolonlar, tetrasiklinler ve trimethoprim-sulfamethoksazole kanatlı çiftliklerinde en çok kullanılan antibiyotiklerdir olması dolayısı ile ekstraintestinal patojenik izolatlar en çok bu ilaçlara karşı direnç gelişimi normal görülmektedir. Şu anki duruma göre artrite sebep olan Gram negatif bakteriyel enfeksiyonların tedavisinde imipenem ve seftiofur Gram pozitif bakterilerin tedavisinde de kanamisin ve gentamisin en iyi tedavi seçenekleri olarak görünmektedir.
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