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OZET

Tavuklarin Arthritis ve Tenosynovitis Olgularindan Enterococcus izolasyonu

Bu calismada, tavuklarin arthritis olgularindan Enterococcus tiirlerinin izolasyonu
amaclandi. 121 adet ticari broyler, 18 adet etlik damizlik ve 11 adet yumurtact damizlik
tavuk olmak tizere toplam 150 adet tavugun eklem doku 6rnegi bakteriyolojik olarak
incelendi. Yiiz elli adet eklem numunesinin 48 (%32) adedinden Enterococcus sp izole
edildi. izolatlarm 37 adedi Enterococcus faecalis,11 adedi Enterococcus faecium olarak
API20 Strep test kiti (Biomerieux) ile identifiye edildi. Ayrica, eklem doku 6rneklerinin
42 (%28) adedinden Escherichia coli ve 33 (%22) adedinden Staphylococcus aureus izole
edilirken, 56 adet eklem doku 6rneginden herhangi bir bakteri izolasyonu yapilamadi.
Enterococcus tiirlerinin higbiri jelatinaz aktivitesi gostermedi. Sadece bir adet

Enterococcus faecalis izolati, sitolizin ve agregasyon maddesi yoniinden pozitif bulundu.

Anahtar Sozciikler: Enterococcus, tavuk, arthritis, tenosynovitis

III



SUMMARY
Enterococcus Isolation From Arthritis and Tenosynovitis Cases Of Chickens

In this study, isolation of Enterococcus species from arthritis cases of chicken has aimed.
A total of 150 articular tissue samples of which 121 samples were from commercial broilers,
18 from broiler breeders, and 11 from layer breeders, was bacteriologically examined. Fourty
eight Enterococcus strains were isolated from these 121 clinical samples. Thirty isolates were
identified as Enterococcus faecalis by using AP120 strep test kit (Biomerieux) while the other
11 were E.faecium. In addition, 42 (%28) Escherichia coli and 33 (%22) Staphylococcus
aureus were isolated from articular tissue samples while no bacterium was detected from the
remaining 56 samples. None of the Enterococcus isolates showed gelatinase activity. Only
one E.faecalis isolate was found to be positive for cytolisin and aggregation substance

production.

Key Words: Enterococcus, chicken, arthritis, tenosynovitis



GIRIS

Kanatli hayvanlarda akut veya kronik formda seyreden arthritis ve tenosynovitis
lezyonlar1 nedeniyle bacaklarda gelisen gii¢siizliik ve buna bagli olarak sekillenen topallik
olgulari, neden olduklar1 6liim, dehidrasyon, gelisme gerilikleri ve performans
diistikliigiinden dolayi kanatli endiistrisinde 6nemli ekonomik kayiplara neden olur.
Amerika Birlesik Devletleri’nde ticari broylerlerde iskelet problemleri nedeniyle yillik
bazda ekonomik kaybin 80-120 milyon USD arasi; hindilerde ise 32-40 milyon USD
arasinda oldugu hesaplanmistir (1-3). Kanada’da ise ticari broyler siiriilerinde iskelet
anormalliklerinin insidensinin %1.72 oldugu ve bunun %1.10’unun sahada 6ldigii ve
geriye kalan %0.62’sinin ise kesim asamasinda selekte edildigi rapor edilmistir (2-4).

Tavuklarda arthritis ile seyreden Femur Bas1 Nekrozu (Femoral Head Necrosis-FHN)
olgular1 ve tenosynovitis olgular1, 1972 yilinda ilk defa rapor edildiginden beri,
giiniimiizde de topalliklarin en énemli nedeni olarak tanimlanmaktadir. Ingiltere’de
FHN’nin, ticari broyler endiistrisine satig fiyati iizerinden 3.78 milyon Pound zarara neden
oldugu hesaplanmistir (2). Yapilan ¢alismalarda, FHN olgularindan basta Staphylococcus
aureus (S.aureus) olmak tizere, koagulaz negatif Staphylococcus tiirleri, Escherichia coli
(E.coli), Mycobacterium avium gibi bakteriler (3) ile Infeksiyoz Laryngotracheitis (ILT)
viriisii gibi virtisler izole edilmistir (5). Ancak Enterococcus tiirlerinin izolasyonu iizerine
oldukca az sayida bilgi mevcuttur.

Enterococcus tiirleri, insanlarda ve ¢esitli hayvan tiirlerinde degisik infeksiyonlara
neden olmaktadirlar. Enterococcus tiirleri, glinlimiizde insanlarda nozokomiyal iiriner
sistem ve cerrahi yara infeksiyonlarindan en sik izole edilen ikinci patojen, bakteriyemide
ise en yaygin goriilen li¢iincii etkendir (6). Kanatli hayvanlarda ise, septisemi ve eklem
lezyonlarina istirak ederek ciddi boyutta ekonomik kayiplara neden olduklar bildirilmistir
(7, 8). Literatiirlerde Enterococcus tiirlerinin kanatli hayvanlarda daha ziyade eklemlerde
amiloid birikimi ile karakterize ve arthritis ile seyreden amyloid arthropathy’ye neden
olduklar1 tizerinde durulmus ve ilk olarak 1994 yilinda Enterococcus faecalis
(E.faecalis)’in sadece kahverengi yumurtaci tavuklarda amyloid arthropathy’ye neden
oldugu, bu konuda en ¢ok deneysel ¢alismalari olan Landman tarafindan bildirilmistir (9).
Yumurtaci tavuklarin yani sira broyler damizlik tavuklarda da unilateral amyloid
arthropathy goriilmiis ve E.faecalis izole edilmistir (10). Oldukga az sayida yapilan bu
deneysel ¢alismalar, Enterococcus tiirlerinin 6nemli arthritis etkenleri arasinda

olabilecegini gdstermektedir. Literatiir taramalarinda ticari broyler, yumurtaci damizlik ve



broyler damizlik tavuklarin arthritise neden olan FHN olgularinda Enterococcus tiirlerinin
sikligini rapor eden bir ¢aligma mevcut degildir.

Bu ¢aligmanin amaci, ticari broyler, broyler damizlik ve yumurtaci damizlik tavuklarda
FHN olgularinin neden oldugu klinik arthritis ve tenosynovitis lezyonlarindan, amyloid
arthropathy’nin potansiyel etkeni olarak diistiniilen Enterococcus tiirlerinin izolasyonunun

ve tiir diizeyinde identifikasyonunun yapilmasidir.



GENEL BIiLGILER

Enterococcus izolasyonu ilk olarak 1899 yilinda Fransiz mikrobiyolog Thiercelin
tarafindan yapilmistir. 1906 yilinda, izolatin adi Andrewes ve Horder tarafindan
Streptococcus faecalis (S.faecalis) olarak degistirilmistir. Lancefield’in 1933 yilinda
yaptig1 serolojik tiplendirme sistemine gore Enterococci grup D’ye kars1 presipitasyon
reaksiyonu vermislerdir. 1937 yilinda ise Streptococcus’lar, 4 gruba ayrilmis ve terim
olarak Enterococcus, fekal Streptococcus ve grup D Streptococcus es anlamda
kullanilmustir. S.faecalis ve Streptecoccus faecium’un Streptococcus genusundan degisik
bir genetik yapiya sahip olmalar1 nedeniyle farkli bir genusa alinmalarini ilk olarak 1970
yilinda Kalina adinda bir bilim adam1 6nermistir (11). 1984 yilinda ise bu Streptococcus
tiirleri Schleifer ve Kilpper-Balnz tarafindan Enterococcus cinsi olarak ayrilmistir (12, 13).
Gliniimiizde Enterococcus cinsine dahil 26 tiiriin bulundugu ve tanimlanan tiirlerin
fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinde farkliliklar bulundugu bildirilmis olup,
Enterococcus tiirleri 16S rRNA sekans bilgilerine gore tiir gruplarina ayrilmustir.

E. faecalis tiir grubu, E.faecalis, Enterococcus haemoperoxidus ve Enterococcus
oraviensis’den; Enterococcus faecium (E.faecium) tiir grubu, E.faecium, Enterococcus
durans (E.durans), Enterococcus hirae (E.hirae), Enterococcus mundtii (E.mundtii),
Enterococcus porcinus ve Enterococcus villorum’dan; Enterococcus avium (E.avium) tiir
grubu, E.avium, Enterococcus pseudoavium, Enterococcus malodoratus (E.malodoratus)
ve Enterococcus raffinosus (E.raffinosus)’dan Enterococcus casseliflavus
(E.casseliflavus) tiir grubu, E.casseliflavus, Enterococcus gallinarum (E.gallinarum) ve
Enterococcus flavescens (E.flavescens); Enterococcus cecorum (E.cecorum) tiir grubu,
E.cecorum ve Enterococcus columbia (E.columbia)’dan; Enterococcus dispar tiir grubu,
Enterococcus dispar ve Enterococcus asini (E.asini)’den ve Enterococcus saccharolyticus
(E.saccharolyticus) tiir grubu, E.saccharolyticus ve Enterococcus sulfureus’dan
olusmaktadir. Enterococcus gilvus, Enterococcus pallens, Enterococcus ratti ve
Enterococcus solitarius gibi diger Enterococcus tiirleri resmi olarak yayimlanmasina
ragmen, molekiiler bilgilerine gore bu tiirler Tetragenococcus genusuna dahil edilmigtir
(13). Bunun yaninda ii¢ yeni tiir olan Enterococcus azikeevi, Enterococcus phoeniculicola
ve Enterococcus rottae onerilmis, fakat heniiz resmi olarak yaymlanmamustir.
Enterococcus seriolicida tiirti, Enterococcus genusunun disinda birakilarak, Lactococcus

garvieae olarak yeniden siniflandirtlmigtir (14).



Enterococcus tiirleri, mikroskop altinda tekli, ikili yada kisa zincirler halinde gozlenen,
fakiiltatif anaerob, Gram pozitif koklardir. Gram pozitif kok morfolojisinde olan
Staphylococcus ve Micrococcus cinslerinden katalaz reaksiyonlarinin negatif olmasiyla
ayrilir. Eger serotiplendirme miimkiin degilse, Pediococcus, Lactococcus ve
Tetragenococcus gibi diger koklardan ayirimi olduk¢a zordur (13). E.casseliflavus,
E.flavescens ve E.gallinarum disinda diger tiim Enterococcus tiirleri hareketsizdir. Ancak,
Chen ve arkadaslar1 (15), E.gallinarum suslarinin %8’in iizerinde hareketsiz oldugunu
belirtmislerdir. Enterococcus tiirlerinin bazilari, koloni morfolojilerine ve biyokimyasal
niteliklerine gore farkliliklar gosterebilmektedir. E.casseliflavus ve E.mundtii tiirleri bitki
orjinlidir ve kolonileri sar1 pigment olustururken; E.avium ve E.malodoratus tiirleri de H,S
olusturmaktadirlar(13, 16). E.cecorum, E.columbia ve E.saccharolyticus disindaki tiirler,
pirolidonil-naftilamidi (PYR), tiim tiirler 16sin-naftilamidi (LAP) hidrolize etmektedir.
Enterococcus tiirlerinin sitokrom enzimleri olmadig: gibi glikozdan da gaz
olusturmamaktadir (17). Enterococcus tiirleri 10-45 °C sicaklik araliginda, pH 9.6°da,
%6.5’1uk tuz konsantrasyonunda tlireyebilmekte ve %40°lik safra varliginda eskulini
hidrolize edebilmektedirler. Cevresel kosullara son derece dayanikli olup, 60 °C’de 30
dakika canli kalabilmektedirler (16, 18-20). Sodyum asit ve safra tuzu, ¢ogu
mikroorganizmalarin liremesini inhibe ederken, Enterococcus tiirlerinin bu maddelere kars1
tolerans gostermeleri sebebiyle bu maddeler besiyerlerinde selektif ajan olarak
kullanilmaktadir (19). Enterococcus tiirleri +4 ile +18° C’de iireme 6zelligine sahiptirler
ve pastorizasyon sicakligina dayanikli olabilirler (16, 21). Enterococcus’lar bu 6zellikleri
ile diger Streptococcus tiirlerinden ayrilirlar. Her iki genus birbirinden DNA-DNA, DNA-
rRNA ve 16S RNA dizilerindeki farkliliklarin gdsterimiyle ayrilmistir (18).
Enterococcus’lar, birkag vitamin ve aminoasite gereksinim duymalari sebebiyle
besiyerlerinde kolaylikla iireyemez. Cevresel kaynaklar, insan ve hayvan diskilar1 gibi
cesitli materyallerden Enterococcus tiirii bakterilerin izolasyonu i¢in ¢esitli besiyerleri
Onerilmistir. Bunlar arasinda SB (Slanetz-Bartley) agar, CATC (Citrate-Azide-Tween-
Corbonate) agar, KAA (Kanamycin-Aesculin-Azide) agar, BEA (Bile Aesculin Azide)
agar gibi besiyerlerinin, kontamine materyallerden Enterococcus tiirlerinin izolasyonu i¢in
kullanilabilecegi bildirilmistir (12, 13, 22). Kontamine materyallerden Enterococcus
cinsini ayirma yeteneginde oldugu i¢in selektif Enterococcus agar siklikla dnerilmektedir
(12). Giinimiizde ¢esitli materyallerden Enterococcus’larin izolasyonu i¢in kullanilan
selektif besiyerlerinin yiizlerce modifikasyonu bulunmaktadir (22). BEA besiyerinde

Enterococcus kolonileri kahverengi-siyah renkte ve etrafi haleli olarak tiremektedir. Ticari



broyler 6rneklerinden Enterococcus tiirlerinin izolasyonu ve selektif sayimi amaciyla
kromojenik Enterococcus selektif besiyeri (Chromocult Enterococci Agar) (Merck,
1.00950.0500) gelistirilmistir. Miranda ve arkadaslar1 (23), bu besiyerinde Enterococcus
kolonilerinin 1-1.5 mm ¢apinda ve parlak kirmizi renkte olustugu ve besiyerinin izolasyon
duyarliliginin %98 oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica, BHIA (Brain Heart Infusion Agar)
ve TSB (Trypticase Soy Broth) gibi selektif olmayan besiyerleri kullanildiginda bol
miktarda ve hizli iiremektedirler (12). Besiyeri tiplerinin oldugu kadar inkubasyon
sicakliginin da Enterococcus tiirlerinin identifikasyonlar1 ve antibiyotik duyarliliklar
tizerine etkisi oldugu bildirilmektedir. Jackson ve arkadaslar1 (24), yaptiklari bir ¢alismada
E.faecalis izolatlarinin M-Enterococcus agarda (Difco, 274610) 37 °C’de, E.faecium
izolatlarinin ise Enterococcosel agarda (Difco, 212205) 45 °C’de daha iyi iirediklerini
bildirmislerdir.

Enterococcus tiirleri, insanlarin ve hayvanlarin genital kanallarinda, normal barsak
florasinda ve ayni zamanda insan ve hayvanlarin digki materyalleri ile kontamine olmus
cevrede siklikla bulunmaktadir (13, 16, 17, 20, 25). Insanlarin barsak florasindan en sik
olarak E.faecalis ve E.faecium izole edilmesine karsin kanatli hayvanlar, sigir, domuz gibi
hayvanlarin barsak florasindan en sik E.faecium izole edilmistir. Enterococcus’larin diger
tiirleri olan E.gallinarum, E.avium, E.durans daha nadir olarak barsaklardan izole
edilmistir (13). Barsak iceriklerinde 10* CFU sayisina kadar bulunabilmektedirler (19, 26).
Enterococcus’lar, canlilar disinda, tath ve tuzlu sulardan da izole edilmis ve suyun
bakteriyolojik kalitesi i¢in indikatdr bakteri olarak tanimlanmistir (27). Bu dogrultuda
Enterococcus’larin kabul edilebilir seviyelerin {izerindeki varlig1 insan veya hayvan
kaynakli digk1 bulasmasini gostermektedir. Harwood ve arkadaslar1 (27) tarafindan
Enterococcus tiirleri i¢inde, 6zellikle E. faecalis’in, tath ve tuzlu sulardan en ¢ok izole
edilen bakteri oldugu rapor edilmistir. Ayrica Wilson ve arkadaslar1 (28) tarafindan igme
sularinda vankomisine direngli Enterococcus tiirlerinin arastirilmasina yonelik yapilan
calismada, igme sularindan vankomisine direncli Enterococcus tiirleri izole edilmemistir.

Enterococcus’lar nozokomiyal infeksiyonlarin en énemlisi olup, nozokomiyal
infeksiyonlarin %12’sinden sorumludur (6,18, 19, 29). Bir insan patojeni olarak
diisiiniilmektedir (30). Insanlarda siklikla {iriner sistemi, kan dolasimini, endokardiyum’u,
abdomen’i, safra kanalini, yanik yaralarini, bunun yaninda merkezi sinir sistemini,
akcigerleri, yumusak dokulari, paranasal sinuslari, kulak, g6z ve peridontal dokular1 da
infekte edebilir (19, 20, 31, 32). Amerika Birlesik Devletleri’nde yillik bazda yaklasik
110.000 adet iiriner sistem infeksiyonlarindan, 25.000 adet bakteriyemi vakasindan, 40.000



adet yara infeksiyonlarindan ve 1100 adet endokardit vakasindan Enterococcus tiirlerinin
izole edildigi bildirilmistir (19). Kan kiiltiirlerinden izole edilen Enterococcus’larin
%69.9’unun gercek bakteriyemi etkeni, bunlarin da %79.9’unun nozokomiyal oldugu
belirtilmistir (33). Gram pozitif patojenler arasinda, Enterococcus tiirleri en yiiksek 6liim
riskini olusturan bakterilerdir ve Enterococcus nedenli septisemilerde 6liim %4 ile % 50
arasinda degismektedir (32). Infeksiyonlardan en sik izole edilen Enterococcus tiirleri ise
E.faecalis ve E.faecium olup (19, 20, 32, 34) diger tiirlerine daha nadir de olsa
rastlanilmistir. Sandoe ve arkadaglari (35), E.raffinosus’un yasl bir insanda vertebral
osteomyelitis’e neden oldugunu rapor etmislerdir. Enterococcus tiirleri, bakteriyel
meningitisin alisiimamig etkenleri oldugu halde, 2005 yilinda Iaria ve arkadaslar (36),
Italya’da 77 yasindaki bir kadinda tesbit edilen bir meningitis vakasinda bir ilk olarak
E.casseliflavus izole edildigini rapor etmislerdir. Tiirkiye’de ise Inan ve arkadaslari (37),
bir meningitis vakasindan vankomisine direngli E. faecium’un izole edildigini rapor
etmislerdir. Yine 2005 yilinda Mohanty ve arkadaslari (38), 19 yasindaki bir gengte tespit
edilen beyin apsesinden ilk kez E.avium izole etmislerdir. Hsueh ve arkadaslari (39),
karaciger sirozu olan 60 yasinda bir hastanin peritonitis vakasindan E.cecorum’u izole
etmislerdir.

Vankomisine direngli Enterococcus’lar, ilk olarak Avrupa’da glikopeptid antibiyotik
olan ve biiylitme faktorii olarak kullanilan avoparcin ile beslenen hayvanlarda, ardindan
etlerde, cevrede ve saglikli insanlarda rapor edilmistir (21, 30, 40, 41). Avoparcin’in
kullanimi1, Avrupa Birligi tarafindan 1997 yilinda (28, 41); Yeni Zellanda’da ise 2000
yilinda (42) durdurulduktan sonra, insan ve hayvanlarin digki numunelerinde vankomisine
direncli Enterococcus’larin prevalansinda diisiis oldugu rapor edilmistir. Manson ve
arkadaslari (41), Yeni Zellanda’da 147 kanath ¢iftligi icinde vankomisine direncli
Enterococcus’larin prevalansinin yaklasik %5.8 oldugunu bildirmislerdir. Pristinamisin ve
virjinamisin, avoparcin gibi antibiyotikler hayvan yemlerinde biiyiitme faktorii olarak
yillardir kullanilmakta oldugundan, insanlardan ve hayvanlardan pristinamisine direncli
Enterococcus tiirleri izole edilmektedir (40). Kanatli hayvan iiriinleri, insanlara gida
zinciri yolu ile gecen vankomisine direngli Enterococcus infeksiyonlarinin en énemli
kaynagidir (28, 30, 42, 43). Robredo ve arkadaslar1 (30), ispanya’da Ekim 1997 ve
Haziran 1998 tarihleri arasinda 18 farkli sipermarketten temin edilen tavuk iiriinlerini,
vankomisine direngli Enterococcus’lar yoniinden incelemis ve %27.2 oraninda

vankomisine direngli Enterococcus tiirii rapor etmislerdir.



Genel olarak Enterococcus infeksiyonlar1 aminoglikozidler ve penisilinlerle tedavi
edilmektedirler. Glikopeptidler; 6zellikle vankomisin, penisilinlere kars1 hassasiyeti olan
hastalarda siklikla kullanilmaktadir. Ancak Enterococcus tiirlerinin penisilin ve
aminoglikozidlere kars1 artan oranda direng gdstermeleri, ayrica kullanimda olan tim
antibiyotiklere kars1 direng gelistirebilme 6zellikleri, bu bakterilere bagli infeksiyonlarin
tedavisinde problemler yaratmaktadir (43). Buna karsin Kagmaz ve Aksoy (44),
Tiirkiye’de Enterococcus tiirlerinin antimikrobiyel direnglilikleri {izerine yaptiklari
calismada Enterococcus suslarinin hi¢birinin glikopeptidlere karst direngli olmadigini ve
E.faecalis’in penisilin ve ampisiline kars1 diger tiirlerden daha duyarli oldugunu
bildirmislerdir. Portekiz’de Poeta ve arkadaslar1 (45), taratindan yapilan ¢alismada, kanath
hayvanlarin digki numunelerinden izole edilen Enterococcus tiirlerinin %10.5 oraninda
ampisiline, %97 oraninda tetrasiklinlere, %87.5 oraninda eritromisine ve %16 oraninda
kloramfenikole yiiksek diizeyde direncli olduklari bulunmustur. Yoshimura ve arkadaslari
(40), ticari broyler ve yumurtaci tavuklarin digki swap numunelerinden izole edilen
Enterococcus tiirlerinin 9 adet antimikrobiyel ajana ve 6 adet biiyiitme faktorii olarak
kullanilan antibiyotiklere karsi duyarliliklarini analiz etmisler ve arastirmanin sonuglarina
gore, ampisilin, clindamisin, eritromisin, streptomisin, tetrasiklin ve tylosin gibi terapdtik
antimikrobiyel ajanlara kars1 kazanilan direncin, ticari broylerlerde, yumurtaci tavuklara
gore daha yogun oldugunu belirtmislerdir. Ayni ¢alismada avilamisin, salinomisin,
virjinamisin gibi bliylitme faktorii olarak kullanilan antibiyotiklere karsi kazanilan direng,
yine ticari broylerlerden izole edilen izolatlar arasinda olduk¢a yaygin bulunmus ve ticari
broylerlerden izole edilen E.faecium izolatlarinin %12.4’{ avilamisine ve %27.4’1
virginamisine direncli, tiim Enterococcus tiirleri salinomisine direnc¢li bulunmustur.
Giintimiizde Enterococcus tiirlerinde bilinen ve VanA, VanB, VanC, VanD ve VanE
olmak {izere isimlendirilen 5 fenotipik glikopeptid direnci tanimlanmustir (15, 28, 46).
VanA fenotipi ilk kez 1988 yilinda Ingiltere ve Fransa’da tanimlanmis olup; halen en sik
rastlanan diren¢ formudur. VanA ve VanB direng fenotipleri kazanilmis direng
ozelligindedir. VanC fenotipi ise baz1 hareketli Enterococcus tiirlerine ait intrensek
ozelliktir ve yapisal olarak eksprese edilir. VanA tipindeki Enterococcus tiirlerinde
vankomisin ve teikoplanine indiiklenebilir tipte direng s6z konusudur. Direng,
konjugasyon yoluyla duyarli Enterococcus’lara transfer edilebilir. Bu fenotipin
ekspresyonu i¢in gerekli ve yeterli genler 11 kb’lik Tn1546 transpozonunda yer
almaktadir. Enterococcus tiirlerinin, cogunlukla VanA ve VanB genleri nedeniyle

glikopeptid antibiyotiklere karsi yiliksek diizeyde direng kazandiklar1 belirtilmistir (46).



Eisner ve arkadaslar1 (47) nin, Avusturya’da insanlarda ve ticari broylerlerde vankomisine
direncli Enterococcus tiirlerinin varligini ortaya koymak i¢in yaptiklari bir ¢calismada, ticari
broyler ve insanlarin digkilarindan swap numuneleri alinmis ve sonugta insanlarda %6
oraninda VanC tipi direncin, ticari broylerlerde ise E.faecium’a kars1 %42 oraninda VanA
tipi direncin baskin oldugunu ortaya koymuslardir.

1980’11 yillarda vankomisine direncgli Enterococcus tiirlerinin ilk olarak izole
edilmesinden itibaren insanlarda nozokomiyal infeksiyonlarin giderek artis gdstermesi ve
gida olarak tiiketilen hayvanlarda vankomisine direngli Enterococcus’larin kolonizasyonu
ile insanlardaki vankomisine direngli Enterococcus’lar arasindaki iliskinin ileri
stiriilmesinden sonra ¢esitli evcil ve kanatli hayvanlardan Enterococcus izolasyonu
yapilmistir (48). Devriese ve arkadaslar1 (49) tarafindan 1990 yilinda giivercinlerin
barsaklarindan E.columbae izole edilmistir. Devriese ve arkadaslar1 (50) kedi ve
kopeklerin tonsil ve anal swaplarindan en sik izole edilen Enterococcus tiiriiniin E.faecalis
oldugunu; buna ragmen kopeklerin anal swaplarindan E.hirae’ninda neredeyse E.faecalis
kadar bulundugunu bildirmislerdir. Yine Manson ve arkadaslar1 (51) bir kopekte mastitis
vakasindan, vankomisine direncli E.faecalis izole etmislerdir. Lapointe ve arkadaslari (52)
yavru kedide E.hirae’nin kolangitis ve pankreatitise neden oldugunu rapor etmislerdir. De
Vaux ve arkadaslar1 (53) eseklerin sekumlarinin bakteriyel flora arastirmasinda E.asini’yi
izole etmiglerdir. Sandhu (54) tarafindan beyaz pekin 6rdeklerinin akut septisemik
infeksiyonlarindan E.faecium izole edilmistir. Devriese ve arkadaslari (55) ineklerin
subklinik mastitis olgularindan %26 oraninda Enterococcus tiirii izole etmisler ve izole
edilen katalaz negatif, eskulin pozitif koklarin %20’sinin E.faecalis oldugunu
bildirmiglerdir. Ayrica Svec ve arkadaslari (56) bahge salyangozlarinin barsaklarindan
E.casseliflavus izole etmislerdir. Devriese ve arkadaslari (57) E.faecalis’in kanaryalarda
tracheitislere neden oldugunu rapor etmislerdir.

Kanatli hayvanlarin barsak florasinda E.faecalis, E.faecium, E.durans ve E.hirae en
baskin tiirler olarak bulunmustur (43, 58). Tejedor ve arkadaslar1 (43) nin yaptiklari bir
arastirmada 100 adet kanathi hayvandan diski numuneleri alinmig ve 55 tanesinde
Enterococcus tiirleri izole edilmistir. Bu izolatlarin %63.6’s1 E.faecalis, %12.7’si
E.mundtii, %9.1°1 E.faecium, %7.3’t E.casseliflavus, %3.7’si E.durans ve %3.6’s1 E.hirae
olarak identifiye edilmistir. Ayni ¢alismada, E.gallinarum ve E.avium izole edilmemistir.
Kuntz ve arkadaslar1 (59) tarafindan yapilan diger bir ¢aligmada, ticari broylerin
digkilarindan izole edilen 1092 adet Enterococcus izolatinin %48’i E.faecalis olarak

identifiye edilmistir. E.hirae’nin birkag¢ evcil hayvanin barsak florasinin yaninda suda ve



hayvansal orjinli gidalarda bulundugu (60) civcivlerde septisemi ve beyinde fokal
nekrozislere; psittacine kuslarda septisemilere neden olabilecegi belirtilmistir (57, 60).
Chadfield ve arkadaslar1 (61) Danimarka’da ticari broyler siiriilerinde goriilen septisemi ve
endokarditis vakalarindan E.hirae’nin izole edildigini bildirmislerdir. E.hirae ve
E.durans’in yavru farelerde, taylarda, yavru kedi ve kopeklerde, yavru domuzlarda siitten
kesilmeden Once enteropatilere neden olabilecegi (60) tavuklarda ise bakteriyemi,
ensefalomalasi, sinirsel rahatsizliklar ve endokarditisten sorumlu tutulabilecegi
belirtilmistir (62). E.cecorum’un 12 haftaliktan biiyiik tavuklarin barsak florasinin sayisal
olarak en 6nemli iiyesi oldugu tanimlanmis olup; son zamanlarda E.cecorum’un ticari
broylerlerde kemik lezyonlarinin ve topalliklarin en 6nemli nedeni oldugu belirtilmistir
(63).

Amyloid Arthropathy Enterococcus tiirlerinin tavuklarda olusturdugu 6nemli
infeksiyonlarindan birisidir (8-10, 64). Son yillarda, 6zellikle kahverengi yumurtaci
tavuklarda amyloid protein A (AA) tipi amiloidozisin eklemlere yerlesimi
gbzlemlenmektedir (65). Tavuklarin disinda AA tip amyloid arthropathy, sadece romatoid
arthritis bulgular1 bulunan iki kopek ve iki fare tiiriinde de bulunmustur (66, 67). AA tip
amiloidozisin olusumunda kronik infeksiyonlar, yangisal durumlar, timor olusumlari ve
diger predispoze faktorlerin rol oynadigi, viral ve bakteriyel infeksiyonlar sirasinda serum
amiloid A (SAA) diizeyinin yiikseldigi, dokularda pargalanip ¢okerek spesifik amiloid
fibrillerini olusturdugu belirtilmistir (68). SAA, karaciger basta olmak iizere fibroblast,
monositler ve synovial hiicrelerden de iiretilebilmektedir (69). Amiloidozisin olusumunda
immun sistemin son derece dnemli bir etkisi oldugu diisiiniilmektedir. SAA’nin hepatik ve
ekstrahepatik sentezinin interleukin-1 (IL-1), interleukin 6 (IL-6), tumor nekrozis faktor
(TNF) ve macropahage colony stimulating factor (M-CSF) gibi sitokinler tarafindan
artirlldig1 ve SAA’nin pargalanip ¢okmesine g¢esitli serin proteinazlarin neden olduklari,
SAA’nin parcalanmasinin biiyiik olasilikla doku makrofajlarinin hiicre yiizeyleri etrafinda
gelistigi bildirilmektedir (70).

[lk olarak 1970 yilinda Maestrini ve Pascucci tarafindan Guinea kus (Numida
meleagris) siiriilerinin ve hindilerin eklemlerinde (71), 1998 yilinda Hindistan peafowl
(Pavo cristatus) siiriilerinde de amyloid birikimi bildirilmistir (72). Tavuklarda,
amyloid’in eklemlere lokalizasyonu ilk olarak kahverengi yumurtaci tavuklarda, biiytime
geriligi ve topallikla karakterize olarak tanimlanmustir (9, 10, 65, 73). Bu konuda bir¢ok
arastirmalart olan Landman ve arkadaslari (65, 73)’nin bakteri izolasyon ve

identifikasyonu konusunda yaptiklari ¢aligmalarda, amyloid pozitif eklemlerin %10-



12’sinden E.faecalis izole etmislerdir. Sevimli ve arkadaslari (74) tarafindan yapilan
deneysel bir ¢alismada yemlerle alinan yiiksek seviyede A vitamininin E.faecalis ile
indiiklenmis kahverengi yumurtaci piliglerde amiloid artropati olusum oranini ve siddetini
arttirdig1 bildirilmistir. Kahverengi yumurtaci tavuklarin disinda Steentjes ve arkadaslari
(10), amyloid arthropathy teshisi konulan 30 adet broyler damizlik tavugun eklemlerinden
alinan swap numunelerinin 23 adedinde (%77) E.faecalis izole etmislerdir.

Enterococcus tiirlerinin disinda S.aureus, Salmonella enteritidis, E.coli, Mycoplasma
synoviae gibi bakteriler ile Reoviris, Chicken Infectious Anemi Viris (CAV) gibi viriislerin
de amyloid arthropathy’e neden olduklari bildirilmistir (75).

Enterococcus’larin vertikal bulagmasinin tespiti amaciyla yapilan deneysel bir
calismada 10 adet yumurtact damizlik tavuk intravendz yolla artropatik ve amiloidojenik
E.faecalis susu ile infekte edilmis ve sonug olarak diisiik seviyelerde vertikal bulasmanin
s0z konusu oldugu belirtilmistir (76). Landman ve arkadaslar1 (77) kuluckahanelerde bir
giinliik civcivlere uygulanan Marek asisi siispansiyonunun E.faecalis ile
kontaminasyonunun, amiloidojenik patotipler mevcut ise geng civcivler i¢in infeksiyonun
olas1 bir kaynagi olabilecegini belirtmislerdir.

Enterococcus infeksiyonlarinin patogenezisinde ¢ok 6nemli roller iistlenen bir¢ok
virulens faktorleri tesbit edilmis olup, bu faktdrlerin Enterococcus infeksiyonlarina baslica
kolonizasyon, adhezyon ve konak¢1 dokulara invazyon gibi farkli yollarla katkida
bulundugu bildirilmistir (78). Baslica virulens faktorleri; Agregasyon maddesi (AS),
sitolizin (hemolizin), jelatinaz, lipoteikoik asit, hyaluronidaz, AS-48, lipaz, hemagliitinin,
ylizey karbonhidratlari, ekstraseliiler yiizey proteini ve ekstraseliiler siiperoksit dizmutazlar
(SOD) olarak belirtilmistir (20, 32, 79, 80). Virulens faktorleri arasinda sitolizin,
agregasyon maddesi ve jelatinazin geriye kalan diger virulens faktorlerine gore
Enterococcus infeksiyonlarinda daha 6nemli rolleri bulunmaktadir (32). Bu virulens
faktorlerinden agregasyon maddesi, jelatinaz, sitolizin ve yiizey proteinleri E.faecalis
tirtinde bulunmus olup; hyaluronidaz ve enterokokkal yiizey proteinleri E.faecium tiiriine
spesifiktir (79).

Virulens faktorleri 6zelliklerinin ilk sistematik aragtirmasi 1934 yilinda Todd
tarafindan sitolizinin arastirilmasiyla yapilmistir (81). Onceki yillarda hemolisin olarak
adlandirilmis olan sitolizin, cogunlukla plasmidler tarafindan kodlanan fakat kromozomal
olarak da kodlanabilen protein karakterinde bir toksin (20) olup; litik aktivite gosteren L
kism1 ve aktivator olarak calisan A kismi olmak tizere iki komponenti tanimlanmistir (32,

79). Sitolizinin plasmidlerle tasindig1 ve en ¢cok pAD1 konjugatif plasmidi {izerinde
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bulundugu bildirilmistir (32). Eritrositler ve makrofajlar baslica hedef hiicreleridir (20).
Sadece insan, at ve tavsan eritrositlerini lize ederek, bu hayvanlarin kaninin ilave edildigi
kanli agarda beta hemolitik reaksiyona neden olmakta, buna karsin koyun kanli agarda beta
hemolize neden olmamaktadir (80, 82). Bakteriyosin etkiside bulunan sitolizinin, 1949
yilinda diger bakterilerin gelismesini inhibe eden beta hemolitik D grubu Streptococcus’lar
rapor edilmis ve 1960’11 yillarda 16 adet beta hemolitik E.faecalis susunun her birinin,
cogu gram pozitif bakterilerin gelisimini inhibe ettigi, ancak gram negatif bakterilere etki
etmedigi bulunmustur (32). Yapilan bir aragtirmada sitolizin ve bakteriyosin faktorlerine
sahip Enterococcus suslarinin UV radyasyonuna maruz birakildiktan bir siire sonra bu
aktivasyonlarmin kayboldugu; UV radyasyonunun diizeltilmesinden sonra ise bu iki
ozelligin tekrar kazanildig1 gézlenmistir. Elde edilen bu sonug ta sitolizin ve
bakteriyosinin ayni maddeler oldugunu agiklamaktadir (32). Japonya’da hasta insanlardan
izole edilen klinik izolatlarin %60’ 1min sitolizin iirettigi, buna karsilik infekte olmayan
kaynaklardan izole edilen izolatlarin %17’sinin sitolizin {irettigi belirtilmistir (20, 32, 83).
Ingiltere’de yapilan benzer bir aligmada 77 adet E.faecalis izolatinin %52’sinin sitolitik
oldugu belirtilmis ve bu izolatlarin ¢ogu antibiyotiklere diren¢li bulunmustur (32).
E.faecalis’in virulensine sitolizinin katkisi, izojenik suslar kullanilarak ¢esitli hayvan
modellerinde degerlendirilmistir. Fare periton i¢i infeksiyonlarin toksisitesine sitolizinin
katkis1 LDsg ile degerlendirilmis olup; sitolitik izotipin, sitolizin negatif izotipe gore en az
10 kat daha toksik oldugu bulunmustur (81, 82). E.faecalis’in patogenezisine sitolizinin
katkis1 tavsan modelinde de degerlendirilmistir. Shankar ve arkadaslari1 (81) endokarditiste
feromon duyarli plasmidlerle kodlanan sitolizin ve agregasyon maddesinin mortaliteye
sinerjistik olarak etki ettigini bildirmislerdir. Diger bir ¢alisma olan tavsan endophtalmitis
modelinde, E.faecalis’e kars1 kortikosteroidlerle beraber yapilan antibiyotik tedavisinin,
non sitolitik suslarda etkili oldugu; ancak sitolitik suslarda yararli olmadig1 saptanmus,
retinadaki siddetli yapisal ve hiicresel hasarlar sitolizine atfedilmistir (80). Boylece
sitolizinin E.faecalis’in virulensine 6nemli 6l¢lide katki yaptigi bulunmustur. Sitolizin
hayvan modellerinde E.faecalis’in virulens faktorii olarak tanimlanmis ve bakteriyemi
vakalarindan izole edilen E.faecalis izolatlarinin %16’sinin sitolizin olusturdugu rapor
edilmistir (20, 83).

Diger bir virulens faktorii olan jelatinaz, ilk olarak Bleiweis ve Zimmerman tarafindan
tanimlanan, 28-32 kDa agirliginda ¢inko igeren metalloproteinaz yapisinda bir enzimdir ve
gelE geni tarafindan kodlanmaktadir (20, 32, 83). Bu enzim jelatini, kollajeni, kazeini,
hemoglobini ve diger kiigiik biyolojik aktif peptidleri de ayristirabilme 6zelligindedir (20,
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32, 82, 84). Jelatinaz 6zelligi, %3 jelatin veya %1.5 siit tozu katilmis yari-kati
besiyerlerinde kolaylikla ortaya konulabilmektedir (32, 83). Konak¢1 dokuda mikrobiyel
invazyonu kolaylagtirarak ve bakterinin yasamini siirdiirmesine yardim ederek, direk ve
indirek hasara neden olur (82). Jelatinazin insanlarin Enterococcus tiirti infeksiyonlarinin
patogenesisindeki dnemleri hakkindaki bilgisi olduk¢a sinirlidir. Elsner ve arkadaglari (83)
yaptiklar1 bir ¢alismada, bakteriyemi vakalarindan izole edilen E.faecalis suslarinin

%55 1nin jelatinaz 6zelligi tasidigini, ancak E.faecium izolatlarinda ise jelatinazin
bulunamadigini rapor etmislerdir. Nitekim Kanemitsu ve arkadaslari (85) insanlardan
izole ettikleri 93 adet E. faecalis izolatlarinin %45’inin jelatinaz 6zelligi tasidigini; fakat
izole ettikleri 49 adet E. faecium izolatin higbirinin jelatinaz aktivitesinin olmadigin
bildirmislerdir. Almanya’da yapilan bir calismada cerrahi ve ndrocerrahi birimlerinden
izole edilen Enterococcus tiirleri arasinda E.faecalis’in %63.7 oraninda jelatinaz tirettigi
rapor edilmistir (32). Diger bir caligmada endokarditis vakalarindan izole edilen E.faecalis
izolatlarinin %54 iiniin jelatinaz {irettigi, diger kan kiiltiirii izolatlarinin ise %68’inin
jelatinaz 6zeligine sahip oldugu bildirilmis, ayni ¢calismada saglikli bireylerden elde edilen
Enterococcus izolatlarinda %12 oraninda jelatinaz saptanmistir (32). Baldassari ve
arkadaslar1 (86) endokarditis vakasindan izole ettikleri 11 adet E. faecalis izolatlarinin 8
adedinin jelatinaz Urettigini belirtmislerdir. Tavuklarda amyloid arthropathy {izerine
enterokokal virulens faktorlerinin etkisinin incelendigi Cift¢i (87) tarafindan yapilan
deneysel bir ¢caligmada, intraartikiiler ve intravendz yolla jelatinaz 6zelligine sahip
E.faecalis suslar1 inokule edilen tavuklarda sirasiyla %65.2 ve %75 oraninda amyloid
artropathy’nin sekillenmesi, jelatinazin amyloid arthropati olusumunda énemli bir roliiniin
oldugunu gostermistir. Ayrica ayni ¢alismada AS ve sitolizin 6zelligi tasimayan E.faecalis
suslarinin intraartikiiler ve intravendz yolla inokule edilmesiyle amyloid arthropathy
olugmasi, buna karsin jelatinaz 6zelligi tasimayan suslarin intraartikiiler ve intravendz
yolla inokule edilmesiyle amyloid arthropathy’nin olusmamasi bu ¢alismay1 desteklemistir.
E.faecalis’in jelatinaz 6zelligi dis hastaliklarinda da tanimlanmustir (20).

AS, E.faecalis’in feromon uyarimli plasmidlerin kodladig bir yiizey proteini olup,
hiicre yiizeyinde kil benzeri yapilar seklinde goriilmektedir (20, 32). Feromon ise alici
Enterococcus susu tarafindan iiretilen, 7-8 aminoasit uzunlugunda, kromozomal olarak
kodlanan kiiciik hidrofobik peptidlerdir (20). AS kodlayan plazmidlerin en 6nemlileri
pAD1 ve pCF10 plazmidleridir. Fibrinonektin ve diger proteinlerde bulunan Arg-Gly-
Asp-Ser ve Arg-Gly-Asp-Val gibi aminoasit motifleri icermektedir (20, 88). Bu sayede de

Enterococcus tiirlerinin barsak epitel hiicreleri, bobrek tubulleri ve kalp endotelyal
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hiicreleri gibi konake1 hiicrelerine adhezyonuna arabuluculuk etmekte ve ayni1 zamanda
konakg¢inin doku sivilarinda kalict olmasinda rol oynamaktadir. AS’nin dokularda
harabiyetle sonuglanan siiperantijen aktivitesi de bulunmaktadir (80). Bunun yaninda
AS’nin kollajen tip 1’1 igeren ekstraselliiler matrix proteinlerine baglanmada arabuluculuk
yaptig1 da bulunmus ve AS iireten E.faecalis OG1X(pAM721) susunun kollajen tip 1’¢
baglanmasinin, AS tiretmeyen E.faecalis OG1X(pAM944) susuna gore 2 kat daha fazla
oldugu rapor edilmistir (20). Coque ve arkadaslar1 (89), AS’nin klinik E.faecalis
izolatlarinda en yaygin faktor oldugu bildirilmistir. Valdivia ve arkadaslar1 (90),
tarafindan Ispanya’da yapilan bir arastirmada da benzer sonuglar alinmistir. Bu galigmada
klinik E.faecalis izolatlarinin %33 {iniin, igme suyundan elde edilen izolatlarin %4 {iniin
sex feromonuna yanit verdigi belirtilmistir.

Virulens faktorlerinin, Enterococcus infeksiyonlarindaki roliiniin incelenmesine dair
yapilan deneysel ¢alismalardan elde edilen bulgular neticesinde, Enterococcus
infeksiyonlarin patogenezisi agiklanabilmektedir. infeksiyon olusumu icin ilk basamak
bakteriyel adherenstir. Bakteriyemiye neden olan Enterococcus suslari, barsaktan,
apselerden, tliriner sistemden ve direk intravendz yoldan kana gec¢ebilmekte ve endositozis
yoluyla, sekum, kolon mukozasi epitel hiicreleri veya fagositoz yoluyla intraepiteliyal
makrofajlar tarafindan alindiktan sonra makrofajlarin i¢cinde veya epitel hiicrelerinin apikal
uclarindan mezenterik lenf diiglimlerine ulasip, burada ¢ogaldiktan sonra, kan yoluyla
karaciger, dalak, bobrek gibi i¢ organlara yayilmaktadirlar (32).

Enterococcus tiirlerinin, infeksiyonlara neden olabilmesi i¢in konakg1 sistemlerinin
acik fonksiyonlarinin iistesinden gelmelidir. Polimorf niikleer 16kositler (PNL), bakteriyel
infeksiyonlara kars1 konak¢inin immun yanitinda 6nemli bir komponenttir. Bakteriler,
komplement proteinleriyle veya spesifik antikorlarla kaplanarak PNL tarafindan fagosite
edilir. Opsonizasyon olarak adlandirilan bu durum fagositozu kolaylastirmaktadir.
Insanlarin Enterococcus infeksiyonlarinda, Enterococcus’lara karsi antikorlar
saptanmasina ragmen (91), infeksiyonun 6nlenmesinde E.faecalis’e kars1 antikorlarin
etkinligi lizerinde yapilan ¢aligmalar oldukga ¢eliskilidir. Huebner ve arkadaslar1 (92)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, fare infektif modelinde kapsiiler polisakkaritlere karsi
olusan antikorlarin profilaktik ve teropatik etkisinin oldugu bildirilmistir. Ayrica, yapilan
bir caligmaya gore, Enterococcus kaynakli bir endokarditis vakasinda AS igin spesifik
konake1 antikorlarinin bulunmayisi, endokarditisin 6nlenmesinde AS i¢in antikorlarin

roliiniin oldugunun gostergesi olabilir (93). Endokarditislerin 6nlenmesinde AS’ye karsi
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antikorlarin etkinligi konusunda yapilan diger bir calismada ise herhangi bir koruma
oldugu bildirilmemistir (94).

Ulkemizde, kanatl hayvanlarda arthritis semptomlart ile karakterize Amyloid
Arthropathy olgularinda Enterococcus tiirlerinin rolleri lizerine ¢aligmalar yapilmasina
karsin (74, 87) FHN olgularinda Enterococcus tiirlerinin varliginin saptanmasi iizerine,
gerek saha taramasi gerekse deneysel ¢alisma olarak herhangi bir yayina
rastlanmamaktadir. Bu nedenle, arastirmada kanath sektoriinde oldukea biiyilik ekonomik
kayiplara neden olan bu tiir eklem lezyonlarindan, Enterococcus’larin sikliginin

belirlenmesi amaglanmustir.
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GEREC ve YONTEM

GEREC
1. Tavuklarda Lezyonlu Eklem Doku Ornekleri: Aralik 2004-Agustos 2005 tarihleri
arasinda teshis laboratuvarina getirilen ve arthritis belirtileri gésteren 30.000 kapasiteli
Ross 1rki ticari broyler kiimesinden 121 adet, 4000 kapasiteli Isa Brown 1rk1 yumurtaci
damizlik kiimesinden 11 adet ve 4000 kapasiteli Ross 1rki etlik damizlik kiimesinden 18
adet olmak iizere toplam 150 adet tavugun eklem doku 6rnegi (FHN) steril otopsi makasi
ve pensi araciligi ile steril petri kaplarina alindi.
2. Standart Suslar: E.faecalis kontrol susu Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda Yrd.Dog¢.Dr Alper Cift¢i’den saglandi.
E.faecalis OG1X susu ve virulens faktorleri yoniinden izojenik varyantlari igeren 6 sus,
Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda
Yrd.Dog¢.Dr Serap Savasan’dan (Dr D.B.Clewell, Department of Biologic and Materials
Sciences, School of Dentistry, University of Michigan, Ann Arbor, Michigan, ABD orjinli)
saglandi. E.coli ATCC 35283 standart susu ile beraber S.aureus susu Uludag Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kanatli Hastaliklar1 Teshis
Laboratuarindan saglandi ve calismada kontrol suslar1 olarak kullanildi. Tiim suglar
kullamilana kadar -20 °C’de saklandi.
3. Besiyerleri

3.1. Izolasyon besiyerleri: Enterococcus spp, S.aureus ve E.coli izolasyonlarinda,
alinan eklem doku 6rneklerini homojenize etmek amaciyla TSB (Tryptic Soy Broth)
(Merck, 1.05459) kullanildi. E.coli izolasyonu i¢in; MacConkey Agar (Merck, 1.05465),
Staphylococcus izolasyonu i¢in; MSA (Mannitol Salt Phenol-Red Agar) (Merck,
1.05404.0500), BA (Kanli Agar) (Biomerieux lot no 796351401), Enterococcus
izolasyonunda asagida igerigi belirtilen EPB (Enterococci Presumptive Broth) hazirlandi
ve selektif zenginlestirme amaciyla kullanildi (87).

Enterococci Presumtive Broth

Yeast extract 50g
Tryptone 50¢g
Dextrose 50g
Sodium azide 04¢g
Brom thymol blue 0.032 ¢
NaClI 65.0¢g
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Distile su 1.0OL
pH=8
Enterococcus izolasyonu i¢in Enterococcosel Agar (Difco, 212205, Becton Dickinson,
USA) kullanildi. Virulens testleri i¢in Enterococcus izolatlarinin pasajlarinda BHIA
(Brain Heart Infusion Agar) (Oxoid, CM0375), BHIB (Brain Heart Infusion Broth) (Oxoid,
CM225) kullanildi. Tiim ticari besiyerleri liretici firmalarin belirttigi formiilasyona gore
hazirlandi.

3.2. Biyokimyasal Test Besiyerleri: E.coli’nin biyokimyasal karakterizasyonu amaci
ile TSI (Triple Sugar Iron) Agar (Merck, 1.03915), Urea Agar Base (Merck, 1.08492),
%40’ lik iire soliisyonu (Merck, 1.08487), D(-)Mannitol (Merck, 1.05982), D(+)-Glucose
monohydrate (Merck, 1.08346.1000), Lactose monohydrate (Merck, 1.07657), SIM Agar
(Oxoid, CM435) kullanildi. Staphylococcus izolatlarini koagulaz reaksiyonlarina gore
gruplandirmak i¢in Staphylase (Oxoid, DR0595A) test kiti kullanildi. Staphylococcus ve
Enterococcus cinslerinin ayrimi amaciyla %3’liik katalaz reaktifi hazirlandu.
Enterococcus izolatlarinin biyokimyasal karakterizasyonu amaciyla API 20 Strep Test kiti
(Biomerieux) kullanildi.

3.3. Virulens Testlerinde Kullanilan Besiyerleri: Virulens testlerinde kullanilan
suglar iiretmek i¢in asagida icerigi belirtilen Todd-Hewitt Broth hazirlandi (87).
Todd-Hewitt Broth

Yeast extract 100 g
Tryptone 200¢g
Dextrose 20¢g
Sodium Bicarbonat 20¢g
Disodium phosphate 04¢g
NaCl 20¢g
Distile su 1OL
pH=7.8

Virulens faktorii olan agregasyon maddesinin belirlenmesinde kullanilan N2GT buyyon,;
Nutrient Buyyon No.2 (Oxoid) i¢ine %0.2 glukoz ve 0.1M Tris-HCI (pH 7.5) katilarak
hazirlandi (87).

Todd-Hewitt Broth’a %1.5 agar ve %4 at kan1 (Todd-Hewitt Agar) ilave edilerek sitolizin

testi i¢in; %3 jelatin ilave edilerek jelatinaz testi i¢in test ortami saglandi (87).
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4. Membran Filtre-Minisart (Sartorius, 16534K): E.coli’nin identifikasyonunda
kullanilan sekerlerin sterilizasyonu ve Enterococcus tiirlerinin virulens faktorii olan

agregasyon maddesi testinde kullanildi.

YONTEM

1. Enterococcus ve Diger Aerobik Bakterilerin izolasyonu: Alinan eklem doku
ornekleri steril bir havanda 10 ml TSB eklenerek kiigiik pargalara ayrildi ve karisim
santrifiij tlipline aktarilarak 3000 devirde 15 dk santrifiije edildi. Santrifiij sonrasi,
stipernatanttan 10 pl alinarak E.coli izolasyonu amaciyla MacConkey agara,
Staphylococcus izolasyonu amaciyla MSA’ya ekim yapildi. Enterococcus izolasyonu igin
siipernatanttan 1 ml alinarak EPB’ye inokule edildi. Tiim besiyerleri aerobik kosullarda
37 °C’de 24-48 saat inkube edildi. EPB’nin mavi renginin sartya déniismesi, besiyerinde
Enterococcus iiremesinin gostergesi olarak degerlendirildi. Sar1 renk goriilen
buyyonlardan 6ze ile Enterococcosel agara ekim yapildi. Besiyeri 37 °C’de aerobik
kosullarda 24-48 saat siireyle inkube edildi. Siirenin sonunda iireyen kahverengi-siyah
renkli koloniler, Enterococcus yoniinden incelenmek iizere pasaj edildi. MacConkey
agarda tireyen siipheli koloniler, E.coli yoniinden incelenmek iizere pasaj edildi. MSA’da
tireyen Staphylococcus kolonileri, koagulaz reaksiyonuna gore gruplandirilmak tizere pasaj
edildi.

2. identifikasyon Yontemleri: Besiyerinde kahverengi-siyah renkli iireyen
Enterococcus stipheli kolonilere Gram boyama ve lam iizerinde katalaz testi yapildi. Gram
pozitif kok seklinde goriilen ve katalaz negatif olan kolonilerin identifikasyonlar1 i¢in kanl
agara pasajlar1 yapildi ve 37 °C’de 24-48 saat inkube edildi. Siire sonunda tiim siipheli
koloniler API 20 Strep test kiti (Biomerieux) ile identifiye edildi. Staphylococcus siipheli
kolonilerden Gram boyama ve lam {izerinde katalaz testi yapildi. Gram pozitif kok
seklinde goriilen ve katalaz pozitif olan kolonilere Staphylase test kiti ile liretici firmanin
belirttigi kullanim talimatina gore koagulaz testi yapildi. E.coli siipheli kolonilerden
Gram boyama yapildi. Gram negatif basil seklinde goriilen kolonilere BHI buyyonda
karbonhidrat fermantasyon testleri yapilarak, suslarin glikoz, laktoz, mannitol
fermentasyon ozellikleri saptandi. Izolatlarin hareket dzellikleri ve indol reaksiyonu SIM
agarda tesbit edildi.

3. Virulens Faktorlerinin Belirlenmesi: Arthritis vakalarindan izole edilen
Enterococcus izolatlarinin ve standart suslarin, AS, sitolizin ve jelatinaz tiretme 6zellikleri

incelendi.

17



3.1. Agregasyon Maddesi (AS) Tespiti: Izole edilen E.faecalis ve E.faecium izolatlar1
agregasyon maddesi yoniinden kiimelenme testi ile incelendi (95). Kiimelenme testinde,
pozitif kontrol olarak E.faecalis OG1X(pAM?714) susu ve negatif kontrol olarak E.faecalis
OGI1X(pAM944) susu kullanildi. Feromon kaynagi olarak ise plazmid tagimayan
E.faecalis OG1X susunun kiiltiir filtrat1 hazirlandi. Bu amagla, E.faecalis OG1X susu, %5
koyun kani1 iceren BHIA da aerobik kosullarda 37 0C’de 24-48 saat inkube edilerek,
ireyen kolonilerinden, i¢cinde 5 ml BHI buyyon bulunan tiiplere ekim yapildi ve 24-48 saat
aerobik kosullarda 37 °C’de inkube edildi. Ardindan 3000 devirde 30 dakika santrifiij
edilerek silipernatant alindi ve 0.2 um'lik membran filtreden gegirilerek kiiltiir filtrati
hazirlandi. Elde edilen kiiltiir filtratindan 0.5 ml alinarak {izerine 0.5 ml N2GT buyyon
eklendi. izole edilen tiim E.faecalis ve E.faecium izolatlar1 Todd-Hewitt buyyonda 37
%C’de aerobik kosullarda inkube edildi. Bu siirenin sonunda iireyen kiiltiirden 20 pl
alinarak, kiiltir filtrat1 igeren N2GT buyyona eklendi. Bu karisim 37 °C’lik su banyosunda
50 devir/dakika ¢alkalanarak 4 saat bekletildi. Siirenin sonunda, gorsel olarak bakilan,
partikiiler kiimelenme olusturan izolatlar AS pozitif, partikiiler kiime olugturmayan
izolatlar ise AS negatif olarak degerlendirildi.

3.2. Sitolizin: izole edilen E.faecalis ve E.faecium izolatlari ile pozitif ve negatif
kontrol suslarinin sitolizin olusturma 6zelligi, Elsner ve arkadaslar1 (83), tarafindan
belirtilen yonteme gore incelendi. Testte, pozitif kontrol olarak E.faecalis
OG1X(pAM714) susu ve negatif kontrol olarak E.faecalis OG1X(pAM9058) susu
kullamildi. Izole edilen tiim Enterococcus izolatlarinin, %5 koyun kani igeren kanl1 agara
ekimi yapildi ve 37 °C’de 24-48 saat inkube edildi. Ureyen suslardan bir koloni alinarak,
icinde 5 ml Todd-Hewitt buyyon bulunan tiiplere inokule edildi ve tekrar 37 °C’de 24-48
saat inkube edildi. Bu siirenin sonunda buyyondaki kiiltiirden %4 at kani igeren Todd-
Hewitt agara ekim yapildi. 37 °C’de 24-48 saat inkube edildi. inkubasyon siiresinin
sonunda, koloni ¢evresinde beta-hemoliz alan1 goriilen koloniler sitolizin pozitif, beta
hemoliz alan1 goriilmeyen koloniler ise sitolizin negatif olarak degerlendirildi.

3.3. Jelatinaz: izole edilen E.faecalis ve E.faecium izolatlar ile pozitif ve negatif
kontrol suslarinin, jelatinaz 6zelligi, Arda (96), tarafindan belirtilen yonteme gore
incelendi. Testte pozitif kontrol olarak E.faecalis OGIRF susu ve negatif kontrol olarak
E.faecalis OG1X(pAM714) susu kullanildi. Izole edilen tiim izolatlarin, %5 koyun kani
iceren BHIAa ekimleri yapilarak 37 °C’de 24-48 saat inkube edildi. Ureyen suslardan bir
koloni alinarak, i¢ginde 5 ml Todd-Hewitt buyyon bulunan tiiplere inokule edildi. 24 saatlik

inkubasyon siiresinin sonunda %3 jelatin iceren Todd-Hewitt agara ekimleri yapildi ve
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besiyerleri 37 °C’de bir hafta siire ile inkube edildi. inkubasyon siiresi boyunca besiyerleri
her giin etiivden ¢ikarildi ve 4 °C’de 1 saat bekletilerek besiyerlerinde degisim olup
olmadig1 kontrol edildi. Besiyerinin 4 °C’de bekletildikten sonra jel halden yumusayarak
akigkan hale gelmesi jelatinaz pozitif, besiyerinin jel halinde kalmasi ise jelatinaz negatif
olarak degerlendirildi.

4. Sonuclarin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi: Calismada elde edilen

bulgularin istatiksel olarak degerlendirilmesi i¢in Chi-Square Testi kullanildi (97).
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BULGULAR

1. Enterococcus spp izolasyon Sikhig

Arthritis belirtileri gosteren (Sekil-1,2) ve Aralik 2004-Agustos 2005 tarihleri arasinda
mikrobiyoloji laboratuvarina getirilen 121 adet ticari broylerler, 11 adet yumurtaci
damizlik ve 18 adet etlik damizlik olmak iizere toplam 150 adet hayvandan alinan eklem
doku 6rneginin %32’sinde (48 adet) Enterococcus spp izole edilmistir. Calisma siirecinde
tenosynovitis olgusu ile karsilagilmamistir (Sekil-2).

Hayvanlarin yetistirme tipine goére Enterococcus tiirlerinin izolasyon durumlari
incelendiginde 121 adet ticari broyler tavugun eklem doku 6rneginden %18.2 (22 adet), 18
adet etlik damizlik tavugun eklem doku 6rneginden %5.6 (1 adet) ve 11 adet yumurtact
damizlik tavugun eklem doku o6rneginden %27 (3 adet) oranlarinda sadece Enterococcus
spp izole edilmistir (Tablo-1).

Enterococcus tiirleri ile S.aureus’un birlikte izolasyon durumlari incelendiginde, 121
adet ticari broyler tavugun eklem doku 6rneklerinden %9.9 (12 adet), 18 adet etlik
damizlik tavugun eklem doku 6rneklerinden %5.6 (1 adet) oranlarinda Enterococcus spp
ile beraber S.aureus izole edildi. Ancak 11 adet yumurtact damizlik tavugun higbirinde her
iki etken birlikte izole edilmemistir (Tablo-1).

Enterococcus tiirleri ile E.coli’nin birlikte izolasyon durumlari incelendiginde, 121 adet
ticari broyler tavugun eklem doku 6rneklerinden %3.3 (4 adet) oraninda Enterococcus spp
ile beraber E.coli izole edildi. Buna karsin etlik ve yumurtacit damizlik tavuklarin eklem
doku 6rneklerinin higcbirinde birlikte izolasyon elde edilmemistir (Tablo-1).

Kanli agara pasajlar1 yapilan tiim izolatlar, API 20 Strep Test kiti (Biomeriux) ile
identifiye edilmis ve bu oranin %77’si (37 adet) E.faecalis ve %231 (11 adet) E. faecium
olarak identifiye edilmistir (Sekil-4). E. faecalis izolatlarinin tamamu ticari broylerlerden
izole edilirken (Sekil-3), 11 adet E. faecium izolatinin %54.5°1 (6 adet) ticari broylerlerden,
%27.2’s1 (3 adet) yumurtaci damizliklardan ve %18.1°1 (2 adet) etlik damizliklardan izole
edilmistir.

2. S.aureus ve E.coli izolasyonu

Laboratuvara getirilen arthritisli tavuklarin FHN olgularindan %28 (42 adet) E.coli ve
%22 (33 adet) S.aureus izole edilmistir. Yetistirme tipine gore E.coli izolasyon durumu
incelendiginde 121 adet ticari broyler tavugun eklem doku 6rneklerinden %25 (31 adet)
oraninda sadece E.coli izole edilirken; etlik ve damizlik tavuklarin eklem doku

orneklerinin hi¢birinden tek basina E.coli izole edilmedi. S.aureus ile E.coli’nin birlikte
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izolasyon durumlari incelendiginde 121 adet ticari broyler tavugun eklem doku

orneklerinden %1.6 (2 adet) oraninda S.aureus ile E.coli beraber izole edilmistir. S.aureus

izolasyon durumu incelendiginde, 121 adet ticari broyler tavugun eklem doku
orneklerinden %38.2 (10 adet), 18 adet etlik damizlik tavugun eklem doku 6rneklerinden
%16.6 (3 adet) oranlarinda sadece S.aureus izole edilirken; yumurtact damizlik tavuklarin
eklem doku Orneklerinin higbirinden S.aureus izole edilmemistir (Tablo-1).

Tiim etkenlerin birlikte izolasyon durumlari incelendiginde, sadece 121 adet ticari
broyler tavugun eklem doku 6rneklerinden %4.1 (5 adet) oraninda her ii¢ etken de birlikte
izole edilmistir (Tablo-1).

Eklem doku 6rneklerinin, ticari broyler tavuklarda %28.9’unda (35 adet), etlik
damizlik tavuklarda %72.2°sinde (13 adet) ve yumurtaci damizlik tavuklarda %73 {inde (8
adet) olmak iizere toplam %37.3’linde (56 adet) ise bakteri izole edilmemistir (Tablo-1).

Tablo-1 Arthritis belirtileri gosteren tavuklardan bakteriyel izolasyon sonuglari

Yetistirme Ornek .
. . Izolasyon
Tipi Sayisi Olmayan
(n) Bakteri  Tiirleri Sayilan Ornek
Sayisi
E S.a E.c E+S.a E+E.c  S.atE.c E+S.atE. (n)
c
Broyler 121 22 10 31 12 4 2 5 35
(%18.2)  (%8.2)  (%25.2) (%9.9) (%3.3) (%1.6) (%4.1) (%28.9)
Etlik 18 1 3 0 1 0 0 0 13
Damizhik (%5.6)  (%16.6) (%5.6) (%72.2)
Yumurtaci 11 3 0 0 0 0 0 0 8
Damizhik (%27.0) (%73.0)
TOPLAM 150 26 13 31 13 4 2 5 56
(%17.3) (%8.7) (%20.6) (%8.7) (%2.6) (%1.3) (%3.3) (%37.3)

E : Enterococcus
S.a : Staphylococcus aureus
E.c : Escheria coli
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Sekil- 1 Ticari broylerlerde arthritis sonucunda ayakta duramama goriilmektedir.

IR < o

Sekil-2 Femoral Head Necrosis (FHN) olgusu
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Sekil-3 Enterococcosel agarda Enterococcus faecalis goriiniimii

Sekil-4 API 20 Strep Test kiti ile E.faecalis ve E. faecium
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3. VIRULENS FAKTORLERI

3.1. Agregasyon Maddesi

Kiimelenme testi sonucunda 48 adet Enterococcus izolati i¢inde, ticari broylerlerden
izole edilen sadece 1 adet E.faecalis izolatinin agregasyon maddesi iirettigi belirlendi.
Pozitif kontrol olarak kullanilan E.faecalis OG1X (pAM714) susunun agregasyon maddesi
yoniinden pozitif ve negatif kontrol olarak kullanilan E.faecalis OG1X (pAM944) susunun
agregasyon maddesi yoniinden negatif oldugu belirlendi.
3.2. Sitolizin

Hemoliz testi sonucunda ticari broylerlerden izole edilen, ayn1 zamanda agregasyon
maddesi de tirettigi tespit edilen ayn1 E.faecalis izolatinin sitolitik 6zellikte oldugu
bulundu. Pozitif kontrol olarak kullanilan E.faecalis OG1X (pAM714) susunun sitolizin
tirettigi ve negatif kontrol olarak kullanilan E.faecalis OG1X (pAM9058) susunun sitolizin

iiretmedigi belirlendi (Sekil-5).

Sekil-5 Sol yarida Sitolizin pozitif E. faecalis izolati, sag yarida Sitolizin negatif E.faecium

izolati.
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3.3. Jelatinaz

Izole edilen tiim Enterococcus izolatlarinin jelatinaz negatif olduklari tespit edildi.
Pozitif kontrol olarak kullanilan E.faecalis OG1RF susunun jelatinaz iirettigi ve negatif
kontrol olarak kullanilan E.faecalis OG1X (pAM714) susunun jelatinaz iiretmedigi
belirlendi.
4. ISTATIKSEL ANALIZ

Bu ¢alismada, Enterococcus, S.aureus ve E.coli izolasyonlarinin istatistiki
degerlendirilmesi amaciyla Chi-Square testi yapilmis ve sonuglari Tablo-2’de
Ozetlenmistir. Bulgular; S.aureus ve E.coli tiremesi goriilen drnek sayisi ve orani
bakimindan Enterococcus tireyenler ve iiremeyenler agisindan kendi aralarinda
degerlendirildigi zaman, aralarindaki farkliligin istatistiki olarak 6nemli oldugu
belirlenmistir (p<0.05). S.aureus ve E.coli iiremesi goriillmeyen 6rnek sayisi ve orant
bakimindan Enterococcus iireyenler ve iiremeyenler agisindan kendi aralarinda
degerlendirildigi zaman da, aralarindaki farkliligin istatistiki olarak 6nemli oldugu

belirlenmistir (p<0.05).

Tablo-2 Enterococcus, S.aureus ve E.coli izolasyonlarmnin Istatistiki Degerlendirme

Sonuglari
) Enterococcus spp  *Enterococcus
Ornek Sayisi Pozitif spp Negatif X2
(n =150)
% n %
1 -
S.aureus ve E.coli g 3.3 P46 306  39.712
pozitif

2 -
S.aureus ve E.coli ¢ ¢ 17.3 I56 37.3 15104

Negatif

X? : Aymi satirda, farkli harflere ait olan gruplar arasinda, istatistiki fark bulunmustur.

: S.aureus and E.coli izole edilen vakalar.

: S.aureus ve E.coli izole edilmeyen vakalar.

: Enterococcus izole edilen vakalar.

: Enterococcus izole edilmeyen vakalar.

: Enterococcus, S.aureus ve E.coli’nin birlikte izole edildigi vaka sayisi.

: Enterococcus’un izole edilmedigi, S.aureus ve E.coli’nin izole edildigi vaka sayisi.

: S.aureus ve E.coli’nin izole edilmedigi, sadece Enterococcus’larm izole edildigi vaka sayisi.
d: Izolasyon yapilmayan vaka sayis1.

C T AWK —
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TARTISMA ve SONUC

Femur Bas1 Nekrozu (Femoral Head Necrosis-FHN) kanatli hayvanlarda arthritis ve
tenosynovitis lezyonlari ile seyreden patolojik olgulardir. Meydana getirdigi topallik
nedeniyle dehidrasyon, gelisme gerilikleri ve performans diisiikliigii de goriilmekte ve
bundan dolay1 kanath endiistrisinde 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Yapilan ¢aligmalarda, FHN olgularindan basta S.aureus olmak iizere, koagulaz negatif
Staphylococcus tiirleri, E.coli, Mycobacterium avium gibi bakteriler (3) ile ILT viriisii (5)
gibi virlisler izole edildigi bildirilmekte iken; literatiir taramalarinda ticari broyler,
yumurtact damizlik ve broyler damizlik tavuklarin arthritise neden olan FHN olgularinda
Enterococcus tiirlerinin sikligini rapor eden bir ¢aligma bulunamamistir. Bu ¢alismada,
ticari broyler, broyler damizlik ve yumurtaci damizlik tavuklarda FHN olgularinin neden
oldugu klinik arthritis ve tenosynovitis lezyonlarindan, amyloid arthropathy’nin potansiyel
etkeni olarak diisiiniilen Enterococcus tiirlerinin izolasyonu ve identifikasyonu
amagclanmustir.

Ratlarda arthritise neden olan bakterilerin ortaya ¢ikarilmasi amaciyla yapilan bir
calismada, Spitznagel ve arkadaslari (98) tarafindan E.faecalis’in arthritis ile iliskisi
oldugu bildirilmistir. Ayrica Landman ve arkadaslar1 tarafindan tavuklarda yapilan
deneysel ¢aligmalara gore E.faecalis’in intraartikiiler (75) ve intramiiskiiler (65) yolla
inokulasyonunun arthritlere neden oldugu bildirilmistir. Yapilan bu deneysel ¢aligmalar
E.faecalis’in 6nemli arthritis etkeni olabilecegini gostermektedir. Bu ¢alismada da,
tavuklarin FHN olgularinin neden oldugu arthritis vakalarinda Enterococcus tiirlerinin
siklig1 saptanmistir. Bu amagla arthritis belirtileri gosteren Ross 1rki ticari broyler, Isa
Brown 1rk1 yumurtaci damizlik ve Ross 1rki etlik damizlik tavuklardan alinan eklem
orneklerinden toplam % 32 (48 adet) oraninda Enterococcus tiirii izole edilmis ve ticari
broyler tavuklarda %18.2 (22 adet), yumurtac1 damizlik tavuklarda %27 (3 adet) ve etlik
damizlik tavuklarda %5.6 (1 adet) oranlarinda yalniz basina Enterococcus tiiriiniin izole
edilmesi, Enterococcus tiirlerinin arthritis olusumunda birincil etken olarak dnemli roliiniin
olabilecegini gostermektedir. Sistemik amiloidozis goriilen 30 adet etlik damizlik tavuktan
alinan eklem numunelerinin %77 sinden (23 adet) E.faecalis’in izole edilmesi
Enterococcus tiirlerinin kahverengi yumurtaci tavuklarin yan sira etlik damizliklarinda da
eklem problemlerinde 6nemli rol oynayabilecegini gostermektedir (10).

Bu calismada asil amag tavuklarin arthritis olgularinda Enterococcus tiirlerinin virulens

faktorlerinin roliiniin arastirilmasi olmamasina karsin, izolatlar AS, jelatinaz ve sitolizin
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gibi virulens faktdrleri yoniinden de incelenmis ve 48 adet Enterococcus izolati i¢inden
sadece 1 adet E.faecalis izolatinin AS ve sitolizin yoniinden pozitif oldugu bulunmustur.
Bu bulgu, virulens faktorlerinin arthrit olusumunda 6nemli rollerinin olmadigini
gostermektedir. Buna benzer olarak Cift¢i (87) tarafindan yapilan deneysel bir aragtirmada
AS, jelatinaz ve sitolizin negatif E.faecalis susunun %100 oraninda arthritise yol agtigi
bildirilmistir. Virulens faktorleri agisindan farklilik gosteren suslar arasinda arthritis
olusumu bakimindan herhangi bir fark gézlenmemis olmasi bu calismay1 destekler
niteliktedir. Tirkiye’de arthritis semptomlari ile seyreden amyloid arthropathy tizerine
deneysel ¢alismalar yapilmasina karsin (74, 87) FHN olgularinin yol actig1 arthritis
vakalarindan Enterocococcus tiirlerinin izolasyon ¢aligmasinin daha 6nce yapilmamais
olmasi, caligmanin sonuglarini orjinal kilmaktadir.

Bu ¢alismada tavuklarin arthritis vakalarindan Enterococcus tiirlerinin yani sira toplam
%28 (42 adet) E.coli ve %22 (33 adet) S.aureus izole edilmistir. Kanatli hayvanlarin
eklem lezyonlarindan en sik izole edilen bakterinin, deri ve miikoz membranlarin
florasinda bulunan S.aureus oldugu belirtilmis ve stafilakokal osteomyelitis’in ticari
broylerlerin en biiyilik problemlerinden biri olarak tanimlanmis olmasina karsin (2, 3, 99)
yapilan bu ¢aligmada E.coli izolatlarinin tamamu ticari broylerlerden izole edilmis olup,
arthritis vakalarinda en az S.aureus kadar 6nemli bir roliiniin oldugu sonucuna varilmistir.
Bunun yani sira broyler damizlik ve yumurtact damizlik tavuklarin arthritis olgularindan
E.coli izole edilmemistir.

Bu ¢alismada, izole edilen S.aureus izolatlarinin %88°1 (29 adet) ticari broylerlerden
izole edilmistir. Bati Kanada’da ticari broylerlerin arthritis, tendinitis ve osteomyelitis
vakalarindan en sik izole edilen bakterinin S.aureus oldugu ve E.coli infeksiyonu ile
birlikte kas-iskelet sistemi infeksiyonlarinin insidensinde bir artig oldugu bildirilmistir (2).
McName ve arkadaglari (2)’nin 1998 yilinda yaptiklari bir ¢alismada, topallik belirtileri
gosteren ticari broyler siiriilerinin, femurun proksimalinde konumlanan nekrozlarindan
%62.5 oraninda S. aureus izole edildigi ve sonucun histolojik tani ile de dogrulandigini
bildirilmis ve ticari broylerlerde topalliklarin en 6nemli etkeninin S. aureus oldugu
kanisina varilmistir. Ayni ¢alismada ticari broyler siiriilerinde FHN vakalarindan %63.1
oraninda S.aureus, %13.1 oraninda E.coli, %10.5 oraninda Staphylococcus xylosus
(S.xylosus), %10.5 oraninda Staphylococcus hycius (S.hycius) ve %2.6 oraninda
Staphylococcus simulans izole edildigi bildirilmistir. Yer yumurtalarindan kulugkalanan
ticari broyler civcivlerinin FHN olgularindan yapilan bakteriyolojik kiiltiirde %12.5

oraninda S.aureus, %12.5 oraninda S. hycius ve %12.5 oraninda Enterococcus cinsi izole
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edilmis olup; yer yumurtalarindan kulugkalanan etlik civcivlerde FHN insidensinin yiiksek
oldugu, boylece gerek damizlik ciftliklerde, gerekse de kuluckahanelerde, hijyen ve bakim-
yonetim sartlarinin arthritis olusumunda 6nemli etkisinin oldugu sonucuna varilmistir.
Ayni1 zamanda kulugkadan ¢iktiktan sonra civcivlerin agik olan gobeklerinin, derilerinde
meydana gelen herhangi bir yipranma ve hatali ag1 uygulamalarinin, S.aureus i¢in énemli
bir giris yolu oldugu belirtilmistir (2).

Bu calismada ticari broylerler disinda broyler damizlik tavuklarin arthritis vakalarindan
da %12 (4 adet) oraninda S.aureus izole edilmistir. 2005 yilinda Joiner ve arkadaglar
(100) tarafindan yapilan ¢calismada topallikla seyreden tenosynovit, femoral osteomyelit
gbzlenen broyler damizlik tavuklarin eklem lezyonlarindan %72.6 oraninda
Staphylococcus spp izole edildigi ve bu oranin %38.9’unu S. aureus ‘un olusturdugu
bildirilmistir. Nawaz ve arkadaglar1 (101) ticari broyler ve broyler damizlik tavuklarin
eklemlerinden izole ettikleri Staphylococcus’larin 34’iinii S.aureus, 6’simi Staphylococcus
cohnii, 2’sini Staphylococcus sciuri ve 2’sini de S.xylosus olarak identifiye etmislerdir.
Altay ve arkadaslar1 (102) tarafindan yapilan bir ¢alismada tavuklarin i¢ organ ve eklem
stvilarindan izole edilen 46 adet koagulaz pozitif susun 28’1 (%23.3) S.aureus, 9’u (%7.5)
Staphylococcus delphini, %31 (%2.5) Staphylococcus intermedius, 2’si (%1.7) S.aureus
subsp.anaerobicus, 1’1 (%0.8) S.hycius, 1’1 (%0.8) S.schleiferi subsp.coagulans olarak
saptanirken, 2’°si (%1.7) identifiye edilememistir. Aarestrup ve arkadaslar1 (103)
tarafindan yapilan bagka bir ¢calismada kanatli hayvanlardan izole edilen 118 adet susun
83’linti S.aureus, 9’unu S.hycius, 8’ini S.xylosus, 2’sini Staphylococcus chromogenes ve
1’ini Staphylococcus kloosi olarak identifiye etmisler, geriye kalan 15 susu ise identifiye
edememislerdir. 1993 yilinda Thorp ve arkadaslar1 (104)’nin yaptiklar1 bir caligmada
tavuklarin FHN olgularindan %22.2 oraninda koagulaz pozitif Staphylococcus spp, %11.1
oraninda koagulaz negatif Staphylococcus spp ve %13.3 oraninda ise E.coli izole
etmislerdir. Tate ve arkadaglar1 (105) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise S.aureus’un
hindilerde de osteomyelitisin en 6nemli nedeni oldugu diisiiniildiigli halde, osteomyelitisin
klinik semptomlarini gésteren 9 hindinin tibia biiylime plaklarinin lezyonlarindan S.hycius
izole edilmistir. Geriye kalan 4 hindinin birinden Salmonella spp ve bir digerinden ise

E. faecalis izole edilmistir. Yumurtacit damizlik tavuklarin arthritis vakalarindan S.aureus
izole edilememis ve literatiirde de yumurtac1 damizlik siiriilerinde S.aureus’un arthritis
gelisimine etkisini inceleyen yayina rastlanmamustir.

Tavuklarin arthritis olgularindan aerobik bakteriyel etkenlerin yani sira Reoviriis,

Adenoviris (2, 3, 106) ve hatta ¢ok sasirtici olarak ILT viriisii de izole edilmistir (5). Bu
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calismada da arthritis vakalarinin %37.3’iinde herhangi bir bakterinin izole edilemeyisi,
olguda asil etkeninin bir virilis olma ihtimalini akla getirmektedir.

Bu sonuglar, tavuklarda arthritis lezyonlarinda, virulens faktorleri tagisin veya
tagimasin, Enterococcus tiirlerinin birincil veya ikincil etken olarak bulunabilecegini

gostermistir.
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