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OZET

ATLARDA RHODOCOCCUS EQUI VARLIGININ PCR iLE ARASTIRILMASI VE
ANTIMiKROBIYEL DUYARLILIKLARININ BELIRLENMESI

Oral E.O. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji
Program Doktora Tezi, Aydin, 2019.

Rhodococcus equi hem g¢esitli hayvan tiirlerinde hem de insanlarda; pulmoner ve
ekstrapulmoner piyogranulomatdz enfeksiyon olusturabilen ve toprakta bulunan patojen bir
bakteridir. Veteriner hekimlikte 6nemini geng taylarin hastaliga 6zellikle duyarli olmasi ve
Rhodococcus equi pndomonisinin tani, koruma ve tedavi yontemlerinin istenilen diizeyde
gelistirilememis olmasi nedeniyle olusturdugu ekonomik kayiplardan almaktadir.
Calismamizda, 0-5 aylik 90 taydan alinan nazal svap numunelerinde Rhodococcus equi etkeni
varhigmin hem bakteriyolojik hem molekiiler olarak arastirilmasi ve Rhodococcus equi
izolatlarmin antimikrobiyel duyarliliklarnin belirlenmesi amaglanmistir. Orneklerin 10
(%11,1)’undan otomatize identifikasyon sistemi ile Rhodococcus equi identifiye edilmistir.
Izolatlar 16S rRNA PCR ile molekiiler olarak dogrulanmustir. Arastirmamizda identifiye edilen
10 Rhodococcus equi izolatinin 2 (%20)’sinde vapA geni varligi ortaya g¢ikarilmistir.
Rhodococcus equi izolatlarina yapilan antibiyogram testi sonucunda, 10 Rhodococcus equi
1zolatinin 4 (%40)’{iniin 11 antibiyotige ¢oklu direnc gosterdigi tespit edilmistir.

At yetistirme c¢iftliklerinde kontrol amaglh ultrasonografik taramalar sonrasi uygulanan
antibiyotik tedavileri sonucu, makrolid ve rifampin direncli Rhodococcus equi suslarinin diinya
genelinde goriilme sikligi artmaktadir. Calismamizda elde edilen sonuglar, makrolid ve
rifampin direncli Rhodococcus equi suslarinin varligini bir kere daha ortaya koymustur.
Arastirmamiz sonucunda, antibiyotik direncgli Rhodococcus equi suslarinin olusturdugu tehdide
kars1, uygulanmasi kolay, maaliyeti diisiik ve tan1 degeri yiiksek yeni metotlarin gelistirilmesi,
direnclilikle ilgili gen ekspresyonlarinin daha iyi anlagilmasi, direngli suslarin spesifik antijenik
Ozelliklerin belirlenmesi ve hastaliktan korunmada etkili immunizasyon tekniklerinin
gelistirilmesi Onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Tay Pnomonisi, Rhodococcus equi, PCR, vapA, Antimikrobiyel
Duyarlilik



ABSTRACT

DETECTION OF RHODOCOCCUS EQUI BY PCR FROM FOALS AND
DETERMINATION OF ANTIMICBOBIAL SUSCEPTIBILITY

Oral E.O. Aydin Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences, Microbiology
Dept, PhD Thesis, Aydin, 2019.

R. equi is a pathogenic soil actinomycete that causes pulmoner and/or extrapulmoner
pyogranulomatous disease in many animal species as well as humans. Its importance in
veterinary medicine comes from young foals being highly susceptible to this pathogen and the
economic loss it generates due to techniques such for screening, prevention, immunization and
treatment of Rhodococcus equi foal pneumonia are yet not developed well enough.

In this research, we aimed to study the presence of R. equi both with bacteriological and
molecular techniques in 90 nasal swab samples collected from foals aged between 0-5 months
and to determine the antimicrobial susceptibility of those isolates. 10 out of 90 samples (11,1%)
were identified as R. equi with automated identification system. Molecular confirmation for
identification of those isolates with 16S rRNA spesific PCR has been performed. 2 out of 10
20(%) R. equi isolates were found to be positive for vapA gene. 4 out of 10 isolates (40%) were
found to have multi drug resistance after the anibiogram that has been performed against 11
antimicrobial agents.

The R. equi strains that show resistance to both macrolides and Rifampin is increasing world
wide due to the increased application of those antibiotics in many breeding farms based on the
results of routine ultrasonographic screenings. Findings in this study exhibits the presence of
those resistant strains one more time.

Concluding our study, development of a diagnostic technique which is labor, time and cost
friendly and also has high diagnostic value, better understanding of expression of genes related
to resistance, antigenic spesifications of resistant strains, development of -effective
immunization techniques can be suggested fields of studies against the threat of resistant strains
of R. equi.

Key words: Foal Pneumonia, Rhodococcus equi, PCR, vapA, Antimicrobial Susceptibility
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1. GIRIS

Pnomoni, taylarda hastaliga ve oOliimlere sebebiyet veren Onemli nedenlerdendir.
Taylarda pnomoniye neden olan birgok farkli organizma tespit edilmis olsa da, Rhodococcus
equi taylarda olusan siddetli pndmonilerin en 6nemli etkeni olarak kabul edilir (Cohen ve ark,
2002). R. equi pndmonisi prevalans ve letalite oraninin siklikla yiiksek olmasi, etkili bir erken
teshis ve koruma yonteminin olmayisi, tedavinin uzun siireli ve yiiksek biitceli olmasi (endemik
yetistirme ciftliklerinde siklikla profilaktik antibiyotik kullanimi) tay iyilesse bile gelecekteki
atletik performansinin olumsuz etkilenebilmesi ve endemik olarak goriildiigii ¢ifliklerin miisteri
kaybetmesi nedenleriyle at endiistrisinde biiyliik ekonomik kayiplara yol agan Onemli
enfeksiy6z hastaliklardan biridir (Ainsworth DM, 1997; Cohen ve ark, 2002; Vazquez-Boland,
2010).

1-6 aylik taylarda gelisen R. equi pnomonsinde, klinik belirtiler genellikle 4 ayliktan
geng taylarda goriiliir (Giguére ve Prescott, 1997). Kronik granulamatéz pndmoni ve akciger
apselerine neden olan R.equi fakiltatif intraseltiler, Gram pozitif, aerobik, hareketsiz, sporsuz
bir kokobasildir (Prescott, 1991). Ilk olarak 1923 senesinde Magnusson tarafindan Isve¢’teki
taylardan izole edilen bu bakteri, diinya genelinde bir yayilma gosterir ve siklikla toprak ve
diger cevresel numunelerden izole edilebilir (Takai ve ark, 1991). Domuzlarin servikal lenf
yumrularindan siklikla izole edilen bu bakteri, seyrek olarak insanlar ve diger bir¢ok memeli
tirlinde immunosupresyonu takiben enfeksiyon olusturabilir. Nadir gorillen bu vakalarda
enfeksiyon; akciger apselerine doniisen granulamatéz pnomoni, lenfadenitis (mezenterik,
bronsial ya da servikal lenf yumrulari), enfekte yaralar ve viicudun farkli bolgelerinde apselerle
sekillenir (Prescott, 1991).

Rhodococcus cinsinde goriildiigi gibi, R. equi’nin patojenitesi plazmidlere baglidir.
Cevresel Rhodococ’larda plazmidlerde kodlanan fonksiyonlar genelde katabolik olsa da, R.
equi de plazmidler konaga kolonizasyonu saglar (von Bargen ve Haas, 2009; Vazquez-Boland
ve ark, 2013). Patojenitesi ve makrofajlar i¢inde gogalabilme kabiliyeti, yaklasik 85-90 kb’lik
(Takai ve ark; 1991, 1999, 2000) biiyiikk bir plazmidin varhigma baghidir. Patojenite, bu
plazmidin horizontal gen transferi ile edinilmis Patojenite Adasi1 (PAI-Pathogenity Island)
bélgesinde bulunan Viriilens Iliskili Proteinler (Vap-Virulence Associated Proteins) tarafindan
duzenlenir. Bu ada uzerinde kodlanan 10 adet Vap; VapA, VapB, VapC, VapD, VapE, VapF,
VapG, VapH, Vapl ve VapX olarak tanimlanmistir (Letek ve ark, 2008). Bu proteinler
arasindan VapA, taylarda bakteriyel patojenite i¢in sarttir (Coulson ve ark, 2010; Valero-Rello



ve ark, 2015). PAI vap genlerinin yanisira, bir takim vap olmayan genleri de barindirir. Bu
genlerden vir operonu, PAI’nin ekspresyonunu aktif hale getiren virR ve virS regulatorlerini
barindirir (Ren ve Prescott, 2003; Russel ve ark, 2004, Byrne ve ark, 2007). Virulans plazmidi
ayrica konak se¢iciliginde de rol oynar. Gunumuze kadar 3 adet konak spesifik plazmid
belirlenmistir. Dairesel pVAPA at izolatlariyla; dairesel pVAPB domuz izolatlariyla ve lineer
plazmid pVAPN sigir izolatlariyla iliskilendirilmistir (Valero-Rello ve ark, 2015). Her g tip
plazmidin de insan izolatlarinda gériilmesi (Ocampo-Sosa ve ark, 2007), insanlarin R. equi i¢in
opportunist bir konak olmasi ve enfeksiyonun zoonoz kaynakli olmasiyla ortiismektedir.
Calismamizda taylarda R. equi’nin varliginin konvansiyonel ve molekiiler yontemlerle

aragtirilmasi, izolatlarin antimikrobiyel duyarliliklarinin belirlenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Rhodococcus Cinsi

Rhodococcus cinsi, dinyadaki en blylk mikrobiyel gruplardan olan Aktinobakteriler
grubuna dahildir. Bu grup, antibiyotik ve klinik olarak etkili bazi ikincil metabolitleri iireten
yararli bakterileri igerdigi gibi, tiiberkiiloz, lepra ve difteriye neden olan patojen bakterileri de
icerir. Toprak, su ve 0karyotik hiicrelerde bulunup, dogada ve ¢cevrede ¢cok genis 6l¢iide yayilim
gosterirler. Aerobik, sporsuz, hareketsiz ve Gram pozitif 6zellikte olan bu cins, Mycobacterium
ve Corynebacterium ile yakindan baglantilidir. OlaganUstii metabolik ¢ok yonlilukleri ve
biyodegradatif 6zellikleri nedeniyle biyoteknolojik olarak biiyiik 6nem tasirlar (Vazquez-
Boland, 2010). Hem mezofilik (Lichtinger ve ark, 2000), hem psikrofilik (Patrauchan ve ark,
2005) ortamlarda treyebilirler. Hem mikroaerofilik hem aerofilik solunum gergeklestirebilirler
(Fuller ve ark, 2010). Rhodococcus sp. RHA 1 gibi bazi tiirler 9.7 megabazgiftlik biiyiikk genoma
sahiptir (McLeod ve ark, 2006).

Rhodococcus suslar1 6nemlerini 6ncelikle genis bir yelpazedeki bilesikleri katabolize
edebilmelerine, biyoaktif steroidler, akrilamid, akrilik asit iiretebilmelerine ve fosil yakit
biyodesiilfiirizasyonuna katkilarina bor¢ludurlar. Bu genetik ve katabolik ¢esitlilikleri biiyiik
bakteriyel kromozomlarin yani sira {i¢ biiyiik lineer plazmid i¢ermeleri nedeniyledir. Basit
gelisim siiregleri ve hizli biiyiime yetenekleri ayrica Rhodococcus cinsini deneysel olarak
avantajl hale getirir (McLeod ve ark, 2006).

Rhodococcus cinsinin diger bir 6nemi biyodoniisiimden kaynaklanir. Toliien, naftalin,
zararli ot oldiiriiciileri ve Poliklorlu Bifenil (PCB) ler gibi zararli c¢evresel kirleticileri
metabolize edebilirler. Rhodococcus tiirleri aromatik substratlari genellikle aromatik halkalarini
oksijenize edip diol olusturarak metabolize ederler. Daha sonra bu halka intra ve ekstra diol
mekanizmalariyla acilip substrat1 daha fazla metabolizmaya maruz birakir.

Rhodococcus’un hidrofobik yiizeyi hidrokarbonlarin yapismasi ig¢in uygun bir ortam
olusturur ve bdylelikle bu organik kirleticileri ayristirabilir. Inatci, toksik hidrokarbon
kirleticileri, genis yelpazedeki katabolik yollar1 ve essiz enzim fonksiyonlart ile ayristirabilirler.
Buna ornek olarak saldig1 dioksijenaz ile benzotrifloridi ayrigtirmasi verilebilir (Yano ve ark,
2015). Rhodococcus sp. Q1 susu, dogal olarak toprakta ve kagit fabrikasi atiklarinda bulunur,
quinolin, ¢esitli piridin tiirevleri, katesol, benzoat, ve protokatesik asiti ayristirma yetenegine

sahiptir (O’Loughlin ve ark, 1996). Rhodococcus ayrica radyoaktif sezyum gibi agir metal



iyonlarini biriktirme yetenegiyle bu maddelerin gevreden daha kolay arinmalarini saglar (Takali
ve ark, 2014).

Rhodococcus tlrleri ayrica DNA ekstraksiyon kit reaktiflerinin ve ultra saf su
sistemlerinin bir kontaminant1 olarak, mikrobiyota ve metagenomik analiz setlerinde hatali
bulunabilir (Salter ve ark, 2014). Rhodococcus tiirlerinin tarihsel gelisimi Tablo 1’de
gosterilmektedir.



Tablo 1. Rhodococcus turleri

Tiir ad1

Kaynak

Rhodococcus aerolatus

Hwang ve ark, 2015

Rhodococcus aetherivorans

Goodfellow ve ark, 2004

Rhodococcus agglutinans

Guo ve ark, 2015

Rhodococcus aurantiacus

ex Tsukamura ve Mizuno, 1971

Rhodococcus artemisiae

Zhao ve ark, 2012

Rhodococcus baikonurensis

Li ve ark, 2004

Rhodococcus biphenylivorans

Su ve ark, 2015

Rhodococcus equi

Magnusson, 1923

Rhodococcus canchipurensis

Nimaichand ve ark, 2013

Rhodococcus cerastii

Kémpfer ve ark, 2013

Rhodococcus cercidiphylli

Li ve ark, 2012

Rhodococcus coprophilus

Rowbotham ve Cross, 1979

Rhodococcus corynebacterioides

Serrano ve ark, 1972

Rhodococcus defluvii

Kémpfer ve ark, 2014

Rhodococcus electrodiphilus

Ramaprasad ve ark, 2018

Rhodococcus enclensis

Dastager ve ark, 2014

Rhodococcus erythropolis

Gray ve Thornton, 1928

Rhodococcus fascians

Tilford, 1936

Rhodococcus globerulus

Goodfellow ve ark, 1985

Rhodococcus gordoniae

Jones ve ark, 2004

Rhodococcus hoagie

Kémpfer ve ark, 2014

Rhodococcus imtechensis

Ghosh ve ark, 2006

Rhodococcus jialingiae

Wang ve ark, 2010

Rhodococcus jostii

Takeuchi ve ark, 2002

Rhodococcus koreensis

Yoon ve ark, 2000

Rhodococcus kroppenstedtii

Mayilraj ve ark, 2006

Rhodococcus kunmingensis

Wang ve ark, 2008

Rhodococcus kyotonensis

Li ve ark, 2007

Rhodococcus maanshanensis

Zhang ve ark, 2002

Rhodococcus marinonascens

Helmke ve Weyland, 1984

Rhodococcus olei

Chaudhary ve Kim, 2018

Rhodococcus opacus

Klatte ve ark, 1995

Rhodococcus percolates

Briglianve ark, 1996

Rhodococcus phenolicus

Rehfuss ve Urban, 2006

Rhodococcus polyvorum

Li ve ark, 2012

Rhodococcus pyridinivorans

Yoon ve ark, 2000

Rhodococcus gingshengii

Xu ve ark, 2007

Rhodococcus rhodochrous

Zopf, 1891

Rhodococcus rhodnii

Goodfellow ve Alderson, 1979




Tiir adx Kaynak

Rhodococcus ruber Kruse, 1896
Rhodococcus soli Li ve ark, 2015
Rhodococcus triatomae Yassin, 2005
Rhodococcus trifolii Kampfer ve ark, 2013
Rhodococcus tukisamuensis Matuyama ve ark, 2003
Rhodococcus wratislaviensis Goodfellow ve ark, 1995
Rhodococcus yunnanensis Zhang ve ark, 2005
Rhodococcus zopfii Stoecker ve ark, 1994

Majidzadeh ve Fatahi- Bafghi (2018)’den modifiye edilmistir.

Rhodococcus cinsi iginde iki patojen tiirii barindirir: R. fascians ve R. equi. R. fascians
hem agik tohumlu hem de kapali tohumlu bitkilerde yaprak galeri hastaligt meydana getirir.
Patojenitesini lineer bir plazmidden alir. Ozellikle tiitiin bitkisini etkiler ve tarim alaninda
ekonomik kayiplara neden olur (Goethals ve ark, 2001). R. equi domuzlarda, sigirlarda ve
immunsupresif insanlarda sporadik olarak enfeksiyona neden olabilirken asil 6nemini taylarda
neden oldugu pnomoniyle yarattigi biiyiik ekonomik kayiplardan alir ve diinya genelinde

yetistirme ¢ifliklerinde yayilim gosterir.

2.2. R. equi’nin Taksonomisi

Rhodococcus (kirmizi pigmentli koklar) cinsi, blinyesinde Caseobacter, Corynebacterium,
Mycobacterium, Nocardia ve Tsukamurella cinslerini de bulunduran Nokardiyoform
aktinomisetler filogenetik grubuna aittir (Prescott, 1991).

Guntimuzde Veteriner Hekimler ve arastirmacilar tarafindan yaygin olarak Rhodococcus
equi olarak adlandirilmas tercih edilen patojeninin orjinal klasifikasyonu ve isimlendirilmesi
1923 senesinde Magnusson tarafindan Corynebacterium equi olarak yapilmistir. Yeni alternatif
isimlerin de dolastig1 birka¢ on senelik taksonomik karisikliktan sonra, bakterinin Rhodococcus
cinsi icerisinde R. equi olarak yeniden klasifikasyonuyla stabilite saglanmistir (Goodfellow ve
Alderson, 1977). Onemli olarak, R. equi “Approved Lists of Bacterial Names” listesinde yer
almistir (Skerman ve ark, 1980). Buna ragmen, Goodfellow ve Alderson’un (1977) ¢alismalari
akabinde Rhodococcus equi standart susunun, 1912 yilinda Morse ve 1918 yilinda Eberson
tarafindan isimlendirilen Corynebacterium hoagii standart suguyla ayni tiirde siniflandiriimasi
gerektigi ortaya ¢ikmistir (Goodfellow ve ark, 2015). C. hoagii ve R. equi’nin ayni tiir oldugu
Ké&mpfer ve ark (2014) tarafindan da dogrulanmistir. C. hoagii’nin standart susu ilk olarak

Morse tarafindan 1912 senesinde izole edilip tanimlanmis, bu isim ayrica “Approved Lists of



Bacterial Names” listesine dahil edilmistir. Buna goére hem C. hoagii hem de R. equi gecerli
isimler olmakla birlikte, hoagii (1912) ismi equi (1923) ismine oranla daha eskidir ve bu
nedenle Gstundidr. Bu nedenle R. equi’nin Rhodococcus hoagii olarak tekrar adlandirilmasi
resmi olarak teklif edilmis (Kdampfer ve ark, 2014) ve bu isim kabul edilerek bildiri listesinde
yayinlanmistir (Oren, 2014).

Tiir ismini diizeltme sorunu haricinde, cins ismine ait diger komplikasyonlar da ortaya
cikmustir. Jones ve arkadaslar1 (2013a, 2013b) R. equi’nin farkl bir cins olan Prescotella i¢inde
Prescotella equi comb. nov. olarak siniflandirilmasini teklif etmislerdir. R. equi camiasinin
icindekiler bu teklife sicak bakmasalar da yeni siniflandirma molekiiler, filogenetik ve numerik
taksonomik data tarafindan kuvvetli olarak desteklenmektedir (Jones ve ark, 2013a). Ayni
caligma grubunun, ICSP (International Comittee for Systematics of Prokaryotes) o dénemki
baskan1 ve IJSEM (International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology) editorii
ile 2013 senesinde yaptiklari yazigmalar neticesinde tiir adiyla ilgili problemler (equi vs hoagii)
coziilmeden, cins adiyla ilgili ¢oziimlemelere girilmemesi gerektigi konusunda fikir
birlikteligine varmislardir (Goodfellow ve ark, 2015).

Bunun haricinde Tindall yaptig1 bir ¢alismada (2014) Rhodococcus zopf (1891) cins
iIsminin gegersiz oldugunu, ¢iinkli bunun Rhodococcus hansgirg 1884 algal cins isminin bir
tekrart oldugunu yaymlamistir. Rhodococcus hansgirg 1884 algal cins adinin statiisiiyle ilgili
taksonomik tartigmalar olsa da, bu algal taksonun smiflandirilmasmin algal taksonomistler
tarafindan resmi olarak neticelendirilmesine kadar diger tartigmalar ikinci planda kalacaktir. Bu
nedenle, yakin gelecekte ne R. equi’nin ne de R. hoagii’nin gecerli bakteri isimleri olmalari
beklenemez ¢linki Rhodococcus ismi International Code of Nomenclature of Prokaryotes’ a
gore gecersizdir ve kullanilmamalidir (Goodfellow ve ark, 2015).

Rhodococcus equi, Corynebacterium equi, Corynebacterium hoagii ve Nocardia restrica
tiir isimlerinin hepsi “Approved Lists of Bacterial Names” listesinde mevcuttur (Skerman ve
ark, 1980) ve “Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology” vol2, vol4 ve ikinci baskisinin
vol5’inda sinonimleri agikga belirtilmistir (Tindall, 2014).

Rhodococcus hoagii ismi resmi olarak teklif edilmemis ve gecerli olarak yayilanmamistir
(Tindall, 2014).

Prescottella equi ismi teklif edilmis (Jones, 2013) fakat hoagii ismi equii ismine {istiin

oldugu i¢in heniiz gegersizdir (Goodfellow, 2015).



Tablo 2. R. equi sinonimleri — tarih sirasina gore

Sinonim Kaynak

Corynebacterium hoagii | Eberson, 1918
Corynebacterium equi Magnusson, 1923

Nocardia restrica McClung, 1974

Rhodococcus equi Goodfellow ve Alderson, 1977
Prescottella equii Jones ve ark, 2013
Rhodococcus hoagii Kéampfer ve ark, 2014

Goodfellow ve ark (2015)’ten modifiye edilmistir.

2.3. R. equi Morfolofik ve Biyokimyasal Ozellikleri

R. equi, klinik mikrobiyoloji laboratuarlarinda siirekli kullanilan secici olmayan besi
yerlerinde, aerobik olarak 37°C’de inkiibe edildiginde kolayca iirer. 24 saatlik inkiibasyon
sonunda, 1 ile 2 mm arasi ¢apta ve ¢ok belirgin olmayan koloniler olusur. Kan ilave edilmis
TSA (Triptik Soy Agar) gibi secici olmayan besi yerlerinde 48 saatlik inkiibasyonda, kendisine
0zgii koloni morfolojisiyle iireme goriiliir. Diizensiz bi¢imde yuvarlak, pliriizsiiz, yar1 seffaf,
parlak, birlesen, mukoid, gz damlas1 sekilli koloniler olusturur. Koloni boyutlar1 2 ile 4 mm
arasindadir fakat birlesen koloniler daha biiyiik goriinebilir. Bu organizma MacConkey agarda
iireme gostermez. (Muller ve ark, 1988).

Taze kiiltiirlerde koloni ¢esitliligi mevcuttur. Genelde baglica goriilen koloni tipi, klasik
vikdz-mukoid birlesen kolonilerdir, fakat daha az mukoid olusumlar da gortilebilir. I mm ya
da daha kii¢lik boyuttaki mukoid olmayan koloniler az miktarda goriilebilir. Bir sustaki koloni
cesitliligine ek olarak, R. equi nin dort sabit koloni tipi tanimlanmistir (klasik mukoid, daha az
mukoid, dagilan ve kiigiik-mukoid olmayan) (Mutimer ve ark, 1981).

Pigment iiretimi, kiiltiirlerde 4. giine kadar nadiren goze carpar (Barton ve Hughes,
1980). Kan ilaveli TSA gibi segici olmayan besi yerlerinde 4 -7 giin kaldiktan sonra,
kolonilerde hafif bir somon pembesi renk goriilebilir, buna ragmen pigmentsiz ya da hafif
sarims1 goriinme ihtimalleri de vardir (Barton ve Hughes, 1980). Kanli agarda olusan tipik
koloni pigmentinin en iyi tanimi i¢in agik sarimst kahverengi 6rnek olarak verilebilir. Pasaj
yapilmadan uzun siire egimli besi yerinde birakilan kiiltiirlerde koloniler genelde kaba, kuru ve
turuncu-kirmizi hale gelir fakat pasajlandiklarinda klasik kolonilere geri doner (Karlson ve ark,

1940; Williams ve ark, 1971). ATCC 6939 (Magnusson, 1923) susunun makroskobik koloni



morfolojisi, normalden daha kiiciik, piiriizsiiz ve kuru (mukoid olmaktan ziyade) ve tipik R.
equi’den daha pigmentli goriiniir (Prescott, 1991).

Rhodococcus equi morfolojisi tireme kosullarina gore degisiklik gosterir. Stvi ve kati
besiyerlerinde ya da purulent doku 6érneklerinde bir ginlik Gremenin sonunda kokoid sekilde
gorilurken (Fuhrmann ve ark, 1977) sivi besi yerinde ilk 4 saatlik lreme sonunda gubuk
sekillidir ve bazen rudimenter filamentler de gorllebilir. Rhodococcus equi’ nin flagellasi
yoktur (Prescott, 1991) fakat baz1 suslar pili ya da uzantilar icerir (Nordmann ve ark, 1994).
Rhodococcus equi bir hafta sonunda somon balig1 pembesi ya da sarimsi renk alan diizensiz,

smooth ve mukoid koloniler gosterir (Prescott, 1991).

Resim 1. R. equi kanli agardaki koloni morfolojisi. Khan ve ark, (2013)’den modifiye edilmistir.

R. equi’nin baz1 galismalarda Ziehl-Neelsen boyamada aside direncli oldugunu gésteren
sonuglarin nedeni boyama teknigi, kiiltiirlerin ilerlemis yas1 ve besi yeri tipi olarak diistiniliir.
Bircok calismada aside duyarli oldugu goriilmiistiir (Prescott, 1991). Metakromik granuller
seyrek olarak tanimlansa da aside direnclilik gibi organizmanin iireme kosullarina ve boyama
teknigine bagli olan tutarsiz 6zelliklerdendir. Gram pozitif ve zorunlu aerobiktir. Katalaz
pozitif, cogunlukla iireaz pozitif ve oksidaz negatiftir. Optimal tireme 1silart 30-37°C
arasindadir (Prescott, 1991). Rhodococcus equi, Corynebacterium pseudotuberculosis’in
fosfolipaz D’si, Staphylococcus aureus’un B-toksini ve Listeria monocytogenes’in hemolysin’i
ile etkileserek koyun ya da sigir eritrositlerinin tam hemolizini saglayan ¢oziilebilir “equi

faktor” ler salgilar (Prescott, 1982).



Resim 2. R. equi faktorleri. Prescott, (1991)’den modifiye edilmistir.

Gaz-s1v1 kromatografisi yoluyla, glikozdan gelen herhangi bir asit metabolik iiriin,
tanimlanmamistir (Reddy ve ark, 1978) Bu ozellik sadece R. equi’ye ozgii degilken, bu
organizma icin belirleyicidir. R. equi’nin herhangi bir “equi faktér negatif” izolatinin
tanimlanmamasindan dolay1, identifikasyonda kullanilabilir. R. equi lipaz ve fosfataz {iiretir
fakat Dnaz, elastaz, lesitinaz ve proteaz iiretmez (Mutimer, 1983). API ZYM®™ (Analytab
Products Inc., Plainview, N.Y.) R.equi’yi tanimlamada belirleyici enzim profil degerlerini
vermistir (Mutimer ve Woolcock, 1982). Test edilmis biitlin izolatlar 16ysin arilamidaz, asit
fosfataz ve fosfamidaz icin; %90'ndan fazlasi ise valin amilamidaz, esteraz lipaz ve alfa-

glikosidaz i¢in pozitif bulunmustur.
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Tablo 3. R. equi biyokimyasal karakteristikleri

Biyokimyasal Ozellikler Reaksiyon % Pozitiflik
Katalaz + 100
Sitokrom c oksidaz - 1-5
Karbonhidrat Fermantasyonu - 100
Alkol Fermentasyonu - 100
Jelatin Hidrolizi - 100
Indol - 100
H2S Degisken 32-62
Ureaz + 95
Hipurat Hidrolizi - 1
Eskulin Hidrolizi - 4
Nitrat Rediiksiyonu + 88
Equi faktorleri + 100
Lipaz i 100
Fosfataz + 100

Prescott, (1991)’ den modifiye edilmistir.

Besin gereksinimleri basittir ve karbon ihtiyaci; propiyonat ve asetat gibi, herbivorlarin
digkilarinda bulunan organik asitler basta olmak iizere, birgok farkli kaynaktan elde edilebilir
(Prescott, 1991). R. equi’nin karbon kaynag: olarak lipidlere gosterdigi oncelikli ilgi ayrica,
Vazquez Boland ve ark (2009) yaptigi kromozom analizinde, mikobakterilerdeki gibi lipid
metabolizmasiyla ilgili bircok genin varligit ve seker transportuyla ilgili genlerin
bulunmamasiyla desteklenmistir.

Rhodococcus equi diisiik pH ve oksidatif stres gibi asir1 gevre kosullariyla bas edebilir
(Benoit ve ark, 2000, 2002). Kompleks hidrofobik hiicre duvarlari, mikolik asit i¢eren lipidler
ve trehaloz dimikolat ve lipoarabinomannan (ReqLAM) gibi lipoglikanlar ile karakterizedir
(Sutcliffe, 1997). Rhodococcus equi, antijenik olarak degisken, kalin bir polisakkarit kapsiile
sahiptir (Prescott, 1991) 27 farkli kapsiil serotipi bulunmustur (Prescott, 1991).

11



Resim 3. R. equi’ nin trasmisyon elektron mikroskopuyla ultrastriikturel morfolojisi.
Sydor ve ark. (2007)’den modifiye edilmistir.

2.4. R. equi’nin Mikroskobik Morfoloji ve Boyama Ozellikleri

R. equi, Gram pozitif, pleomorfik, lireme sartlarina bagli olarak belirgin kokoid sekilden
basil sekile kadar ¢esitlenen bir kokobasildir. Genelde hem kat1 ortamlarda hem de hastalardan
aliman purulent 6rneklerde kokoid sekillidir, fakat sivi ortamlarda, 6zellikle geng kiiltiirlerde
uzun ¢ubuklar ya da rudimenter dallanma sergileyebilen kisa filamentler olusturur (Prescott,
1991).

R. equi’nin Ziehl-Neelsen boyasinda aside dayanikli oldugunu gosteren raporlar,
kullanilan boyama teknigine, kiiltiirlerin ilerlemis yasina ve besi yerinin tipine dayanir (Jensen,

1934; Verge ve Senthille, 1942; Burton ve ark, 1980). Calismalarin ¢ogu R. equi'nin aside

12



direncliligini gostermede basarisiz olmustur. Metakromatik graniillerin tanimlandigi olmustur
(Magnusson, 1923; Karlson ve ark, 1940) fakat aside-direngli boyanma gibi, organizmanin

tireme kosullarina ve boyaya bagli olan tutarsiz 6zelliklerindendir.

2.5. Diger Belirleyici Ozellikler

R. equi 10°C ile 40°C arasinda degisen bir sicaklik yelpazesinde iirer. Tartismali
olmasina ragmen, optimal tireme sicaklig1 30°C olarak bilinmektedir, fakat ireme hiz1 37°C’de
sadece biraz daha disiiktiir (Hughes ve Sulaiman, 1987). Kiiltiirler 23°C de ve 37°C’de ayni
miktarda iirerler. R. equi basit biiylime gereksinimleri olan zorunlu bir aeroptur (Goodfellow,
1986). Asetik, piriivik, biitirik ve propionik asitler (Yager, 1987) ve amonyum siilfat ya da
potasyum nitrattan gelen nitrojen (Pradip ve ark, 1966) olmak iizere bir takim tek karbon
kaynaklarindan (Goodfellow ve ark, 1982) gelen karbonu kullanabilmektedir. Organizma
hareketsiz ve flagellasizdir ve az miktarda pili liretebilir (Yanagawa ve Honda, 1976).

Organizmalar, secici olmayan sivi besi yeri ortamlarinda, genellikle orta derecede
bulaniklik Ureterek, bazen 48 saatten sonra hafif¢ce somon-pembe renkli bir sediment ¢ikararak,

kolayca Urer (Karlson ve ark, 1940).

2.6. Epidemiyoloji

R. equi enfeksiyonunun ciftliklerde go6rilme insidensinin tamamen degiskenlik
gostermesi ve bu nedenle Ornekleme yapilabilecek ciftliklerin genis kapsamli bir listesi
¢ikarilamamasi nedeniyle R. equi tay pnomonisinin (REFP) yaygimligini kesin olarak 6lgmek
zordur (Cohen, 2010). Baz1 yetistirme c¢iftliklerinde hastalik hi¢ goériillmezken, bazilarinda
sporadik, bazi ciftliklerde ise endemik olarak gorilmektedir (Prescott, 1991). Taylar klinik
belirtileri gostermeden, R. equi ye bagh patolojik degisiklikleri tespit edebilmek amaciyla
gorintileme tekniklerinin artarak kullanilmas1 vaka tanimlarini degistirerek hastaligin
epidemiyolojik kantifikasyonunu zorlagtirmaktadir. Yetistirme ¢iftliklerinde hastaligin klinik
semptomlarinin kiimiilatif insidensi % 10 civarindadir fakat % 20’nin {izerine ¢ikan kiimiilatif
insidensler de olagandis1 degildir (Chaffin ve ark, 2003; Cohen ve ark 2008). Subklinik ve
preklinik pulmoner konsolidasyonlu taylar1 tespit etmek amaciyla yapilan ultrasonografik
goriintiileme tekniklerinin kullanildig: ciftliklerde kiimiilatif insidens % 50" yi bulmaktadir
(Slovis ve ark, 2005). Cesitli giftliklerde yapilan ¢alismalarda raporlanan mortalite oranlart %
10 - % 30 arasinda degismektedir fakat daha yiiksek degerler de gozlenmistir (Chaffin ve ark,

13



2003; Cohen ve ark, 2005). Hastaligin klinik belirtileri ortaya ¢ikmadan, ultrasonografik
goriintiileme teknikleriyle pulmoner konsolidasyonlarin tanimlanmasi, bu ¢iftliklerdeki
arastirmalarda elde edilen mortalite oranlarin1 6nemli 6l¢giide diisiirmiistiir (Cohen, 2010).

R. equi tay pnémonisinin epidemiyolojisinde karsilasilan en 6nemli sorular: (1) neden
ayn1 ortamdaki bazi taylar hastaliktan etkilenirken bazilari etkilenmez ve (2) neden hastalik
stirekli olarak bazi ¢iftliklerde goriiliirken bazi ciftliklerde hi¢ goriilmez? Bu sorulara cevap
verebilmek i¢in yapilacak arastirmalar tay bazinda ve ¢iftlik bazinda olarak incelenmelidir.

Yapilan ¢alismalar taylarin ve kisraklarin bulunduklari ortamda R. equi ye maruz kalma
olasiliklarinin ¢ok yiiksek oldugunu (Hietala ve ark, 1985; Takai ve ark, 1996) ve birgok farkli
Ulkede etkenin diskidan, topraktan, havadan ve yetistirme ¢iftliklerindeki at yemlerinden izole
edildigini gostermistir (Morton ve ark, 2001, Grimm ve ark, 2007, Cohen ve ark, 2008). Bu
yaygin dagilima bakildiginda tiim taylarin R. equi’ye maruz kaldiklar1 disiiniilebilir fakat
sadece bazi taylarda hastalik olusur. Yiiksek inokuliim ya da etkenle temasin siirekli olmasi
durumunun taylarda hastalik riskini arttirmasi ihtimal dahilinde olsa da, yapilan tay bazinda
caligmalarda, annenin digkisinda bulunan virulent R. equi konsantrasyonunun, tayin hastalanma
riskini degistirmedigi gozlenmistir (Takai ve ark, 1996). Bununla birlikte, yetistirme
ciftligindeki tiim kisraklarin digkilariyla virulent R. equi sagmasi, taylarin yetisme ortaminda
kisraklarin virulent R. equi kaynagi oldugunu gosterir. Peripartum dénemde ahirlarda havada
bulunan virulent R. equi konsantrasyonunun taylarin yaslarina bagli olarak hastaliga yakalanma
riskini arttirdigi belirlenmistir (Kuskie, 2011).

Virulent R. equi ye daha ylksek konsantrasyonlarda ya da siirekli maruz kalmanin
taylarda hastaliga yakalanma riskini etkiledigi a¢iklanamadigi i¢in, bazi taylarin hastaliga karsi
daha duyarli oldugu diisiiniilebilir. Sadece bir ¢alisma spesifik olarak tay bazinda R. equi
pndmonisinin 6zelliklerini, tarihini, idare yontemlerinin etkisini arastirmistir (Chaffin ve ark,
2003). Bu calisma farkli ciftlikler ve farkli yillar arasinda R. equi hastalik insidensinde belirgin
farkliliklar tespit etmis olsa da, tay bazinda belirgin bir veri sunamamustir.

Tay DNA'sinin mikrosatelit bolgelerindeki polimorfizm, IL7R ve SLC11A1 (eskiden
NRAMP1 olarak bilinen, gliniimiizde ise SLC11A1) yanu sira, transferrin genleri de R. equi’ye
kars1 duyarhilik ile iligkilendirilmistir. Ancak bu iliskilendirme ¢ok giiglii degildir ve bu
konudaki arastirmalarin bazilarinin fenotipik sonuglar1 hastaliktan ziyade enfeksiyon olmustur
(Halbert ve ark, 2006, Horin ve ark,2010). Yine de, genetik faktorlerin tasiyicilarin hastaliga
duyarliligini etkiledigi diistiniiliir, fakat bunlar, dogada ¢ok faktorlu, giftlikteki kisrak ve tay

yogunlugu gibi cevresel faktorlerden etkilenen kompleks mekanizmalardir. Yeni genom ve
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trans kriptom araglari direngli ve duyarli taylarin hangi gen sekanslarinin farkli oldugunu tespit
etmede ¢cok dnemli bilgilere 151k tutabilir (Cohen, 2010).

R. equi pnomonili ve saglikli taylarla ilgili hem gozlemsel ¢alismalar hem de deneysel
caligmalar, taylarda dogustan gelen ve sonradan kazanilan immun cevaplarin, hastalik
patojenezinde Onemli bir rolii oldugunu gostermektedir. Ayni ¢iftlikte bulunan 2 haftalik
taylarda daha sonradan R. equi pnOmonisi gosterenlerin, notrofil konsantrasyonu ve
CD4+:CD8+ T lenfositlerin orani, saglikli taylara oranla anlamli olarak daha diisiik oldugu
goriismistiir (Chafin ve ark, 2004). Hastaligin klinik belirtilerinin goriildiigii donemde ise
saglikli ve hasta taylar arasinda CD4+ ve CD8+ T lenfosit konsantrasyonunun ve oraninin
degisiklik gostermedigi goriilmiistiir (Chafin ve ark, 2004; Flamino ve ark, 1999).

Ciftlik bazinda ¢alismalarda edinilen sonuglara gore ciftlikte akre basina diisen kisrak
ve tay sayisi R. equi pnémonisi insidensiyle pozitif korelasyon gosterir (Chaffin ve ark, 2003,
Cohen ve ark, 2005, Cohen ve ark, 2008). Yetistirme giftliklerindeki toprak jeokimyasal
parametrelerinin R. equi pnémonisiyle herhangi bir iliskisi saptanmamistir (Martens ve ark,
2002). Birkag ¢alisma, yetistirme ciftliklerinde toprakta R. equi varligmin ve
konsantrasyonunun, bu ciftliklerdeki taylarda R. equi pndmonisi insidensini etkilemedigini
gostermistir (Martens ve ark, 2000, Cohen ve ark, 2003, Muscatello ve ark, 2006). Yapilan bir
arastirmada, Kentucky’daki yetistirme ¢iftliklerinde, topraktaki virulent R. equi
konsantrasyonunun asim/dogum sezonunda arttigini gozlenmistir (Cohen ve ark, 2008).
Avustralya’daki bir ¢alismada ise yetistirme ¢iftliklerinde havada bulunan virulent R. equi
konsantrasyonunun hastaligin insidensiyle korelasyon gosterdigi tespit edilmistir (Muscatello
ve ark, 2006). Avustralya’daki bu ciftliklerde havadaki R. equi konsantrasyonunu etkileyen
faktorler, yiksek ortam sicakligi, diisiik toprak rutubeti, diisiik ot uzunlugu ve asim/dogum
sezonunun gecikmesidir (Muscatello ve ark, 2006). R. equi hakkinda cevresel/ekolojik
calismalarda istatistiksel olarak belirgin iligkilerle, nedensel iliskileri ayirmak 6nem arz eder,

clinkli 6nde gelen sebebin zamanlamasini tespit etmek bir hayli giictiir (Cohen, 2010).
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2.7. Rhodococcus equi’de Hucre Biyolojisi ve Patogenez

Alveolar makrofajlar i¢inde ¢ogalma ve bunun neticesinde makrofajlar1 yok etme
kabiliyeti R. equi nin patojenisitesinin temelidir. Infektivite sadece ya da bilyiik 6lctide bu yolla
monosit-makrofaj klonundaki hiicrelerle sinirhi iken taylardan alinan nétrofiller tamamiyle
bakterisidaldir (Meijer ve Prescott, 2004). Ayrica, in vitro olarak insan alveolar epitel
hiicrelerine diistik kabiliyetli penetrasyonu ve bu hiicreler iginde hayatta kalabildigi tespit
edilmistir (Ramos-Vivas ve ark, 2011). Virulant R. equi nin makrofajlarda ne sekilde hayatta
kalip cogaldig1 gelecekteki caligsmalar i¢in verimli bir alan saglamaktadir (Meijer ve Prescott,
2004).

R. equi 'nin spesifik antikorla opsonizasyonunun, artmis fagozom-lizozom fiizyonu ve
R. equi’nin at makrofajlari tarafindan kayda deger bi¢cimde arttirilmig ldiiriilmesi (Hietala ve
Ardans, 1987; Zink ve ark, 1987) tarafindan takip edilmesinden dolayi, makrofajlara Fc
reseptor yolu haricinde girisi, bakterinin akibetini belirlemede 6nemli olabilir. Hastaligin
taylarda dogumdan sonraki 4 ile 12 haftalar arasindaki periyodla siirlanmasi, maternal
antikorlardaki blyuk diisiisiin gergeklestigi zamanima denk gelmekte, bu da R. equi 'nin Fc
reseptorleri haricinde bir yolla makrofajlara girisinin antikorlara bagli makrofaj &ldiirme
yollarindan kaginmasina izin vermesinde 6nemli olabilecegi tezini desteklemektedir. Bakteriyel
sindirim mekanizmalari, makrofaj aktivasyonunu da etkileyen fagosit reseptorlerine bagh
olarak degisir (Meijer ve Prescott, 2004).

Bakterinin komplement reseptér (CR) kaynakli fagositozu, bakteriyel yizeye tutunan
C3Db, C3bi, ve C4b’den bir ya da daha fazlasini baglayan pek ¢ok makrofaj reseptorii (CR1,
CR3, CR4) ile alakalidir. Antikor (FcR) kaynakli fagositozda, yalanci ayaklar (Psddopod)
opsonizasyona ugramis bakterileri, makrofaja cekmeden 6nce, kendi iclerinde tutarken, CR-
kaynakl1 fagositozda, opsonize bakteriler psédopod yardimi olmadan makrofaj i¢ine alinirlar.
FcR-uyarimli fagositoz, reaktif oksijen ara maddelerinin (oksidatif yikim) Uretimi ve
proinflamatuar mediyatorlerle yakindan ilgiliyken, CR-kaynakli fagositoz bu etkiyi baglatmaz
(Aderem ve ark, 1999). Farkli fagositoz reseptorleri nedeniyle bakteri internalizasyonunda
olusan farkliliklar, ayrica bakterinin ylizeyindeki mannoz ve fruktozu tespit eden mannoz
reseptorii (MR) tizerinden agiklanmistir. FCR ve CR-kaynakli fagositozlardan farkli olarak,
MR-kaynakli fagositoz, fagozomlar cevresindeki vinkulin ve paksillin isimli sitoskeletal

proteinlerin birikimiyle alakali degildir (Aderem ve ark, 1999).
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Sekil 1. R. equi hiicre biyolojisi. R. equi 103S’in ilgili metabolik ve virlilens baglantili 6zelliklerinin
sistematik goriintusa.
Letek ve ark, (2010)’ dan modifiye edilmistir.

R. equi’nin makrofaja in vitro baglanmasi, tip 3 16kosit komplement reseptorii (CR3)

Mac-1 vasitasiyla gergeklesir (Hondalus ve Mosser, 1994). R. equi’nin

lipoarabinomannam’i (ReqLAM) lektin yolu araciligiyla R.equi izerine C3b tutunmasini aktive

edebilecek ve boylece makrofajlar icine Mac-1 kaynakli alimi destekleyebilecek olan

rekombinant mannoz-baglayict proteine baglanir. ReqLAM baska kollektinleri de

baglayabilme olasiligi da vardir, gunki M. tuberculosis lipoarabinomannami, insan pulmoner

stirfaktan protein A icin bir baglanti noktasidir ve at surfaktan proteinleri mannozu baglar. Buna

ek olarak, RegLAM’1n residiileri olan 2 linked a-d Manp’in taninmasiyla direk ya da mannoz

baglayici protein ya da surfaktan molekiilleri araciligiyla (indirek) mannoz reseptdre

baglanmas1 yoluyla makrofajlara giris de gergeklesebilir (Garton ve ark, 2002). Bu

mekanizmalarla hiicreye giris, antikor kaynakli Fc reseptér yolundan kagmayr saglar ve

bakterinin hiicre iginde canli kalmasini kolaylastiran 6nemli bir nokta olabilir. Rhodococcus
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equi’nin kontrolsiiz hiicre i¢i replikasyonu, makrofajlarin apoptosis degil nekrozis ile 6limune
neden olur (Luhrmann ve ark, 2004).

Bakteriler internalize edildiginde, fagozom endositik yoldan gelen kesecikler ile bir dizi
flizyon ve fizyon olaylar1 gegirir ve bu fagolizozomlarin olusumuna yol agan karmasik bir
olgunlagma siirecidir. Mikrotiibiillerdeki fagozomun hiicrelerin i¢ine dogru olgunlasma
sirasindaki olagan progresif hareketi, fagozomun endozomal sistemle etkilesime gegmesine izin
verir. Olgunlagsma esnasinda, fagozom zar1 ge¢ endozomlarin ve lizozomlarinkine benzemek
tizere gitgide artan bir degisim gegirir. Bu, fagozomlarin hem erken hem de ge¢ endozomlarla
hazir flizyonuyla baslayan, lizozomlarla kolaylastirilmis fiizyonla devam eden ve herhangi bir
endositik organelle kaynamada basarisiz olmasi ile sonuglanan diizenlenmis ve ardisik bir
sablonu takip eder (Tjelle ve ark, 2000). Elde edilen veriler, fagozom-endozom flizyonunun,
icerik ve zarlarinin kisa etkilesimleri seklinde (Kiss and run-0p ve kag) meydana geldigini
desteklemektedir (Desjardins, 1995). Bu olgunlagma siireci, erken endozomlarda EEA1 (Early
endosome antigen), Rab5 (Ras like protein from rat brain), anneksin, NSF, SNAP (soluable
NSF-attachment proteins: ¢ozulebilir NSF-ekli proteinler) , TfR (transferrin reseptdrii), mannoz
reseptoru, coronin, PIP3 (Fosfatidilinositol-3-fosfat); ge¢ endozomlar ve lizozomlarda Rab5,
Rab7, mannoz-6-fosfat reseptori, katepsin D, LAMP1 (lysosyme-associated membrane
proteinl: lizozoma-bagli membran proteinl), LAMP2, LBPA/BMP (Lipid lysobisphosphatidic
acid /bis monoacylglycerol phosphate) gibi fagozomal membran molekillerinin degisimleri ile
karakterize edilmisgtir (Fernandez-Mora ve ark, 2005). Endozomal keseciklerden
tomurcuklanma ve onlarin fagozom ile fiizyonunda rol alan bir ya da daha fazla protein R. equi
icin dnemli hedefler olabilirler ama bunun arastirilmasi gerekmektedir (Meijer ve Prescott,
2004).
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Sekil 2. R. equi iceren vakuol.
Fernandez-Mora ve ark, (2005)’ ten modifiye edilmistir.

Erken endozomlardaki transferrin mevcudiyeti, biiyiik ihtimalle, baz1 virulens plazmid
patojenite adas1 genlerinin transkripsiyonunun diizenlenmesinde demir kisitlamasinin énemini
aciklamaktadir. NRAMP1 (dogal direng baglantili makrofaj protein) belirli hucreici
patojenlerinin blylimesine karsi makrofajlarda dogal bir direng olusturur (Russell, 2001).
Manganez ya da demir yoniinde bir tercih gosteren ve fagozom igine demir pompolayan c¢ift
degerlikli bir katyon tasiyici olarak, NRAMPI1, gorev mekanizmasimin detaylar1 agik
olmamakla birlikte, fagositik vakuoliin etkin asitlendirilmesi ile iliskilidir (Russell, 2001).
Demir, bir kez fagozom igine girdiginde, Fenton/Haber-Weiss reasksiyonlar1 yoluyla
biyotoksik reaktif oksidatif turlerin olusumunu tetikler (Pierre ve Fontecave, 1999). NRAMP1
tarafindan, antimikrobiyal oksidatif radikallerin jenerasyonunu katalize etmek icin fagozom
igine taginan sinirli miktardaki demir, bakteriler i¢in demir ulasilabilirligini yiikkseltmez. CUnkd
fagozomdaki demir, nikrit oksit (NO) olusumu siirecinde bertaraf edilir. ilging olarak, R. equi
ile enfekte olmalarini takiben at makrofajlarinda NRAMP1 transkripsiyonunda belirgin diisme
(down reguilasyon) gozlemlenmis (Watson ve ark, 2002), fakat bunun plazmid pozitif ve negatif
suslarda farkli olup olmadigi arastirilmamistir. M. tuberculosis ‘de, IdeR, demir kazanim1 ve
demir depolama kadar, makrofaj i¢inde hayatta kalabilmenin de dahil oldugu genlerin
transkripsiyonunu kontrol eder (Gold ve ark, 2001).

19



Fagozomun olgunlasmasi ayrica, erken ve ge¢ endozomlardan gelen vakioler proton
pompasinin alim1 ve ge¢ endozomdan gelen Na+/K+-ATPazin ¢ikarilmasi, bu sayede vakioler
pompasinin fagolizozomda higbir direncle karsilasmadan c¢alisabilmesi (pH < 5,5) ile
gerceklesen progresif bir asidifikasyon ile de karakterize olmustur (Clemens, 1996). Bu siireci
etkilemeyen bakteriler i¢in, fagositozun, fagolizozom olusturmasi bes dakika civarinda siirer
(Mayorga ve ark, 1991). Fagosite edilen bakteriler, ge¢ fagolizozomlarda, lizozomlar tarafindan
kullanilan, fagolizozomun asit ortami i¢indeki genis yelpazede aside-direncli hidrolazlari iceren
ayn1 mekanizmalar tarafindan bozulmaktadir. Maddeler, fagolizozomdan ge¢ endozomlara ya
da lizozomlara daha ileri bozulma igin tasiniyor da olabilirler (Meijer ve Prescott, 2004)

Makrofaj iginde R. equi, sadece membranla ¢evrelenmis vakiioller iginde lokalize olup,
varhigimi siirdiirmesinin  fagozom-lizozom fiizyonunun olusamamasi ile iliskili oldugu
gorulmektedir (Hietala ve Ardans, 1987; Zink ve ark, 1987). Plazmidte kodlanan drinlerin R.
equi nin makrofaj iginde hayatta kalma ve lireme yetenegine katkida bulundugu gosterilmistir.
Fagozomlarin olgunlagsmasinin, viriilans plazmid igeren suslarda plazmid igermeyen izojenik
suslardakine oranla daha etkili bicimde yonlendirilmis oldugu ve J774E fare makrofajlar1 igin
R. equi 'nin sitotoksitesinin virtilens plazmid mevcudiyetiyle giiglii bir sekilde regiile oldugunu
ortaya koyulmustur (Haas ve ark, 2002).

Detaylardaki azliga ragmen, R. equi nin fagozom olgunlagsmasini etkileyen, lizozomal
flizyona direncli ve sadece hafif asidik (pH 6,5) bir vakuolde lokalize olan M. tuberculosis ve
benzer mikobakterilere benzer davranis sergiledigi diisiiniilir (Armstrong ve Hart, 1975;
Clemens ve Horwitz, 1996). M. tuberculosis, flizyon kolaylastirict molekiillerin edinimini;
Rab5 ve/veya SNARES (soluable N-etilmaleimid-sensitive fusion factor attachment protein
receptor/¢cozilebilir N-etilmaleimid-hassas flizyon faktor ek protein reseptérii) olarak bilinen
baz1 erken endozom reseptdrlerin kaybindan kaginarak, ya da Rab7 gibi diger kolaylastirict
molekdllerin edinimini bloke ederek etkiler (Clemens ve Horwitz, 1996; Riess ve ark, 1999).
Vakiioler proton pompasinin belirgin eksikligi (Russell DG, 1998) zayif asidik kosullardan
sorumlu gibi g6zikmektedir. Asidifikasyon inhibisyonu, lizozomlara vesikdler transferi bloke
eder (Clague ve ark, 1994), ve fagozomun pH’1 muhtemelen fiizyon olaylarini kontrol etmede
onemlidir. Mikobakteriler iceren fagozomlardaki pH, muhtemelen Na+/ K+-ATPazdaki direng
ya da fagozom icindeki amonyak uretimi nedeniyle zayif asidik olarak kalmistir. M.
tuberculosis tarafindan pek ¢ok yolla Uretilebilen amonyum fagolizozom olusumunu Onler
(Gordon ve ark, 1980).

Makrofajlar lizozomal degredasyonun yanisira, respiratorik yikim fagosit oksidaz ve

indiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) yoluyla toksik reaktif oksijen ve nitrojen tirleri
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ureterek bakterileri engelleyebilir ya da oOldurebilir. R. equi makrofajlara giris yolu nedeniyle
oksidatif yitkimdan kaginabilir. Makrofajlarin nispeten pasif oksijen molekillerinden toksik
stperoksit Uretimi, opsonize olmus bakteriler fagositoz siirecini baslattiginda meydana gelen
respiratorik yikimda etkili hale gelen zarla-kapli bir NADPH oksidazinin tiretimini igerir. NOS,
Ozellikle iINOS, L-arjininin bir guanidino nitrojeninin NO’e oksidasyonunu katalize eder. INOS
genellikle mikrobiyel iirlinlere tepki olarak veya bagisiklik hiicre etkilesimleri yoluyla salinan
sitokinezlere (IFN-v, IL-1, TNF-a) tepki olarak transkribe edilir. Virulant R. equi 'nin farelerden
temizlenmesi icin hem IFN-y hem de TNF-a gerekir (Kasuga ve ark, 1999). Peroksinitrit
uretmek Gizere oksidatif yikim ile sinerjize olmasinin yanisira, NO ve tiirevleri fagozomlardaki
bakteriler Uzerinde daha uzun slren bir bakteriyostatik etkiye sahiptir. R. equi’nin murin
makrofajlari tarafindan 6ldurtlmesinin, IFN-y’e bagli oldugu gosterilmistir. IFN-y makrofajlar
aktive eder, aktive makrofaflar reaktif nitrojen ve oksijen ara maddelerini Uretir, bu reaktifler
gerekli bakteri yok edici faktor olan peroksinitrit (ONOQ) ile kombine olur. Makrofajlarin
IFN-y aktivasyonu, non-1FN-y aktive makrofajlardaki replikasyonuna zit bigimde ve yiiksek-
cikis iNOS’i aktive etmedeki IFN-y’nin roliiyle tutarli bigimde, R. equi nin gelismesini
onlemistir. Bu ¢alisma, R. equi’nin direncli hayvanlardaki etkin éldurilmesinin iki adimli
modelini éne siirmiistiir (Darah ve ark, 2000). Ilk adim, iNOS transkripsiyonunu takip eden
nitrik oksit dretimiyle sonuglanan IFN-y ve TNF-o tarafindan makrofaj aktivasyonudur ve
ikinci adim, bakteriyel fagositoz ile baglatilan, respiratorik yikimla ve nitrojen ve oksijen ara
maddelerinin reaksiyonuyla dretilen ONOO™”nun (Uretimi ve bakterinin o6ldurilmesiyle
sonuglanir.

M. tuberculosis ve belki de R. equi igin, makrofajlar IFN-y tarafindan bir kez aktive
edildikten sonra, bakterinin endozomal olgunlagsma {izerine uyguladigi blokenin Ustesinden
gelirler. R. equi, bakteriyel fagositozu takiben gergeklesen fagositlerin oksidatif yikimi
esnasinda etki eden reaktif oksijen ara maddelerinin {iretimini yansitan bir oksidatif bir stres
olan hidrojen perokside yiiksek oranda dayaniklidir. Bu diren¢ R. equi’nin katalaz aktivitesinin
bir sonucu olabilir. Hidrojen perokside direng, viriilens plazmidin bir fonksiyonu olmamasina
ragmen, hidrojen peroksitle tedavi, makrofajlar tarafindan empoze edilen oksidatif stres altinda
R.equi’nin hayatta kalmasinda vapA ve vapG’nin bir rolii oldugu goriisiinii destekleyecek

bigimde, artirilmis vapA ve vapG transkripsiyonu ile sonug¢lanmistir (Benoit ve ark, 2002).
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2.7.1. R. equi Virulens Plazmidi

R. equi 1920'li yillardan beri taylar igin 6nemli bir patojen olarak bilinse de, 1991 yili
bu bakterinin virtilens mekanizmalarini belirlemede bir doniim noktas1 olmustur. Takai ve ark.
(1991) R. equi ile enfekte taylarin kan serumlarinda 15-17 kDa‘lik giiglii immunojenik 6zellikte
proteine karsilik, yiiksek miktarda antikor varligini tespit etmistir. Bu virllens iligkili protein
(VapA) tripsin sindirimine duyarli ve biyotin isaretlemesine uygun olmasiyla, yiizeysel
lokalizasyona sahip oldugunu isaret etmistir. Buna ek olarak VapA [9,10%"] palmitatla
radyoaktif olarak isaretlenebilir, proteinin lipid modifiye oldugunu gosteren bu 6zellik proteinin
hiicre duvarina tutunmasini saglar (Takai ve ark, 1992; Tan ve ark, 1995). Gram pozitif
bakterilerde bol miktarda bulunan lipoproteinler genelde ¢6ziinmiis maddelerin sitosol igine
transportunu, yiizeylere tutunmay1 ya da enzimatik aktiviteleri gergeklestirir (Sutcliffe, 1997).
Lipoproteinlerin sinyal sekanst (S/T/G/L/A/V)I(A/S)(G/A)C aminoasit sekansini igeren
“lipobox™ a sahiptir. Matiir proteinin ilk aminoasidi lipid modifiyeli sistin rezidiileridir.
Mycobacterium tuberculosis genom sekansi analizinde varsayilan, lipobox 1 da kapsayan 65
lipoprotein varligt ve mikolik asit igeren aktinomisetlerin diger bakterilerde de bulunan
konvansiyonel lipid modifiye sistemine sahip olduklari ortaya konulmustur (Sutcliffe, 1997).
Buna ragmen VapA proteininin sistin ya da lipobox icermemesi nedeniyle lipid
modifikasyonunda farkli bir mekanizmaya sahip oldugu diigiiniilmektedir.

VapA’nin virtilens iliskili bir protein oldugunun bulunmasindan sonra ikinci bir déniim
noktast vapA geninin yaklagik 80-85 kb’lik endojen R. equi plazmidinde (pVVAPA) lokalize
oldugunun tespitidir (Takai et al., 1991). Bir diger 6nemli bulus, bu plazmidlerden arindirilan
R. equi suslarinin hayatta kalamamasi, makrofajlarda replike olamamalari, taylar ve fareler igin
virllenslerini kaybetmeleridir (Giguére ve ark, 1999; Gold ve ark, 2001). Enfekte domuzlarin
submaxillar lenf nodiillerinden alinan 6rneklerde de biiyiik plazmidlere rastlanmistir. Bu
plazmidler vapA genini tasimasa da, 20kDa lik bir vapB genini tasirlar. Domuzlardan izole
edilen izolatlar, taylardan elde edilen vapA izolatlarina nazaran, fareler iizerinde daha diisiik
virlilens gostermislerdir. Bu da konaklara ilgi duyan farkli suslarin farkli plazmidler igcerdigini
gosterir (Takai ve ark, 1996). Bu ¢alismalar taylarda ve domuzlarda virllens i¢in plazmidlerin
gerekli oldugunu ve bir ya da birden fazla virulens faktorii oldugunu gosterir. Buna ragmen,
sigirlardan ve kegilerden elde edilen R. equi izolatlar1 virilens plazmidi bulundurmamaktadir,
insanlardan elde edilen izolatlar ise ya vapA ve vapB kodlayici plazmidlerden herhangi birini

icermektedir ya da virllens plazmidi bulundurmamaktadir (Takai ve ark, 1995; Takai ve ark,
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1997; Tkachuk ve ark, 1998; Flynn ve ark, 2001). Bu da insanlarda R. equi enfeksiyonu
patojenezisinin taylarda ya da domuzlardakinden farkli oldugunu gosterir.

iki taydan elde edilen izolatlardaki viriilens plazmidi niikleotid sekansinda 69 ORF
(Open reading frame, ag¢ik okuma cergevesi) saptanmustir (Takai ve ark, 2000). Farkli
organizmalardan elde edilmis olan genlerle kiyaslandiginda, virllens plazmidinin {i¢ farkli
fonksiyonel bolgesi bulunur. Bu bolgelerden iki tanesi konjugasyon, stabilizasyon, segresyon
ve plazmid replikasyonu i¢in gerekli proteinlerin kodlanmasinda gorevli genlere benzer genleri
ierir. ilging olarak virtilens plazmidi Gzerindeki ORF 34,38, 39 ve 40, Micrococcus sp 28
(Ulasilabilirlik numarast AY034092) de bulunan endojen bir plazmiddeki ORF lere benzerlik
gosterir ve benzer sekilde organize olmalar ortak bir orijini isaret eder. Konjugasyonda gorevli
genlere benzer yapidaki bu genlerin tespiti, virlilens plazmidin virulent suslardan avirulent
suslara aktarilabilecegini gosterir. Mekanizma tam olarak agiklanamasa da, virlilens plazmidin,
bir popllasyonda avirilent suslara yayilabileceginin gostergesidir. 27.5 kb uzunlugunda ti¢iincii
bdlge, patojenite adas1 ayirict 6zelliklerini tasir. Plazmidin geri kalanindan daha diisiik bir G+C
icerigine sahip olmasiyla karakterizedir ve transpozon resolvazlara benzer genlerle
cevrelenmistir. Bu kismin ayrica vapA genini igermesi, liglincii bélgenin patojenite adasi oldugu
tezini kuvvetlendirir. Patojenite adasi analizleri, bu adanin alt1 farkli VapA homologlarini (Vap
C, D, E, F, G, H) kodladigin1 gostermektedir. Fonksiyonel olmayan VapF haricindeki diger Vap
genleri proteinleri agik bir sinyal sekansiyla kopyalar ve bu onlarin ekstraseliiler proteinler
olduklarin1 gosterir. Byrne ve arkadaslar1 (2001), Vap C, D ve E’ nin VapA’dan farkli olarak
sekrete oldugunu, hiicre duvarina tutunmadigini gézlemlemistir. Alt1 Vap genine ek olarak,
acik sinyal sekanslariyla protein kodlayan dort gen daha vardir, patojenite adasi tarafindan
kodlanan ekstraseliiler gen sayis1 bu sekilde on olur. Ekstraseliiler proteinler tastyicinin

bulundugu gevre ile etkilesebildigi i¢in, bu on protein virllens faktéru olarak 6nem arz edebilir.
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Sekil 3. R. equi virtilens plazmidi 27,5 kb’lik patojenik adasi sistematik goriiniisii
Takai ve ark, (2000)’den modifiye edilmistir.

R. equi virllensinin biiyiik bir plazmide bagli oldugunun kesfedilmesine ragmen, bu
kesfin ardindan niikleotid sekanslarinin belirlenmesi ve analizleri R. equi virulens
mekanizmalaria beklenen agikligi getirememistir. Bunun nedeni, patojen adasinda kodlanmig
proteinlerin  blyuk ¢ogunlugunun, diger organizmalardaki proteinlerle benzerlik
gostermemesidir. R. equi nin kendine has 6zel bir virilens mekanizmas: vardir. Diger
bakterilerde homologlar1 bulunan iki protein, transkript regiilatorleridir (Meijer ve Prescott,
2004).

Tablo 4. R. equi’de virilensle iligkili genler

Susturma Susturulan Gen Model Aciklama
etkisi Gen/Operon  lokasyonu
(Knock out)
Attenlizasyon  aceA Kromozom  Fare, tay [zositrat liyaz, gliooxalat yanyolu aracilifiyla
lipid metabolizmasi ve karbon assimilasyonu
htrA Kromozom  Fare Serin proteaz
virS (orf8) Virilens Fare Ikili komponent sistemi cevap diizenleyicisi
plazmidi
narG Kromozom  Fare Nitrat rediiktaz, oksijen yoklugunda solunum
dizenleyici
pepD Kromozom  Fare Peptidaz D
vapA Virilens Fare ve tay Lipid modifiye yuzey proteini
plazmidi
virR (orf4) Virllens Fare LysR tip transkripsiyon duzenleyici
plazmidi
icgA (orfb) Virllens
plazmidi
Hipervirllens  phoP/R operon Kromozom  Fare Magnezyum ihtiyagl ikili komponent sistemi
duzenleyicisi (PhoP/PhoQ)
sodC Kromozom  Fare Slperoksit dismutaz, oksidatif stres

detoksifikasyonu

von Bargen ve Haas, (2009)’ dan modifiye edilmistir.
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Tablo 5. R. equi’ de virtlensle iliskili olmayan genler

Susturulan Gen Model  Acqiklama

Gen/Operon lokasyonu

choE Kromozom Fare, tay Kaolesterol oksidaz

cipB Kromozom Fare Varsayilan 1s1 soku proteimi

fadD8 Kromozom Fare Asil CoA sentezi, lipid metabolizmasi

fbpA Kromozom Fare Mikobakteriyel antijen 85 homologu, mikolil trasferaz, kapsiil
sentezi (varsayiliyor)

fbpB Kromozom Fare Mikobakteriyel antijen 85 homologu, mikolil trasferaz

furA Kromozom Fare Demir ihtiyacl traskripsiyon diizenleyici

Gale Kromozom Fare Galaktoz epimeraz

glnAl Kromozom Glutamin senteaz, azot metabolizmasi

lupABC Kromozom Fare Demir alibimiyla ilgili operon

Orf10 Virllans Fare Belirsiz fonksiyon, makrofajlarda kuvvetli transkripsiyon

Plazmidi artis1

purC Kromozom Fare 1-fosforibosilaminoimidazol-sukinokarboksamid senteaz,
purin biyosentezi

regX3 Kromozom Fare Cevap duzenleyici

sigF Kromozom Fare Alternatif ¢ faktor

von Bargen ve Haas, (2009)’ dan modifiye edilmistir.

2.7.1.1. ORF 8 ve ORF 4

ORF8 (pVAP_0530), gen ekspresyonunu dizenlemek icin genellikle bir sensor kinaz
protein ile etkilesime gegen bir tepki regiilatoriinti sifreler. Cevresel bir sinyale tepki olarak
korunan, histidin kalintis1 olan son otofosforlardan bir fosfat, tepki regiilatorde korunan bir
aspartat kalintisina aktarilir, bu da transkripsiyonel aktivasyonla sonuglanir. Viriilens plazmidi
bir tepki regiilatori sifrelemesine ragmen, sensor kinaz sifrelemez, bu da ORF8 gen Urlinunin
kromozomal sifrelenmis bir sensor kinaz proteini ile etkilesime gegtigini gosterir. PhoP/ PhoQ
sistemi, makrofajin fagozomunda baslatilan Salmonella typhimuriumun iki-unsurlu sistemin
bir 6rnegidir (Alpuche ve ark, 1992). Ic membran sensér kinaz olan PhoQ, katyon
konsantrasyonundaki degisikliklere tepki verir ve bu sinyali sitoplazmik tepki regtlator olan,
PhoP’e aktarir. PhoP, patojenisite adas1 I, SPI-1 (zerindeki invazyon genlerini dlzenler
(Groisman, 2001). Bu dizenleyici sistem, Yersinia pestis’te de tanimlanmistir ve makrofaj
kaynakl1 stres kosullarinda hayatta kalabilme i¢in 6nemli oldugu gosterilmistir (Oyston ve ark,
2000).

ORF4 (pVAP_0480), LysR tipindeki transkripsiyonel regulatérlere (LTTR) homolog
olan bir proteini sifreler. LTTR, iki komponent tepki regilatorlerden sonra, ikinci biytk
bakteriyel diizenleyici proteinler sinifidir (Schell, 1993). Bu familyada bulunan 100’den fazla
protein genis bir yelpazedeki bakteriyel siiregleri, 6rnegin bakteriyel karbondioksit fiksasyonu

(CbbR) ve patojenlerde oksijen stres tepkisini (OxyR), kontrol eder. Virllans gen regulasyonu
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ile iliskili olan bir takim LTTR tanimlanmistir. Ornegin, Salmonella typhimurium 'un 90 kb’ lik
virilans plazmidi tarafindan sifrelen SpvR, ge¢ Ureme fazi gibi kosullara tepki olarak spv
operonunu diizenler (Caldwell ve Gulig, 1991).

VirR ve virS, vapA ve PAI’ daki diger genlerin ekspresyonunu diizenler. virR, baslaticisi
(promoter) olan Pvirr’yi negatif olarak otoregiile eder, bu da vir operonunun diisiikk diizeyde
transkripsiyonunu baslatir. Bununla birlikte, 37°C’ de ve asidik pH’ da, virR geninde bulunan
diger bir baslatici (Pors) aktive olarak, ORF8’in de bulundugu downstream genlerinin
transkripsiyonunu baslatir (Byrne ve ark, 2007).Bundan sonra VirR ve virS birlikte, vapA
baslaticisinin ve muhtemelen farkli vapA-koekspres trasnkripsiyonel lnitelerin ekspresyonunu

baslatirlar.

2.7.1.2.Diger ORF’ler

ORF21’in M. tubercolosis’de homologu (Rv1885c) vardir. Bu protein, salgilanan bir
korismat mutazdir ve aromatik amino asitlerin biyosentezi i¢in shikimate yolunun bir enzimidir.
Bu proteinin ekstraseliiler konumu, shikimate yolu genelde sitoplazmada gerceklestigi i¢in tam
aciklanamaz. Salgilanmis korismat mutaz proteinlere ayrica S. typhimurium, Erwinia herbicola
ve Pseudomonas fluorescens’ de rastlanmistir (Calhoun ve ark, 2001). Bitkilerin nematod bir
patojeni olan Meloidogyne javanica, bitkilerin gelismesi ve korunmasi icin énemli olan
shikimate yolunu etkileyen hiicredis1 korismat mutaz Uretir (Lambert ve ark, 1999). Bu nematod
enzimin bitkilerdeki artmis ekspresyonu konak bitki hiicrelerinin gelismesine katkida
bulunmus, bu sonu¢ da yayincinin, bu enzimin nematodlarin konak bitki ile parasitik bir iligki
kurmasina yardimei oldugunu 6ne stirmesine neden olmustur (Lambert ve ark, 1999). Baska bir
alternatif olasilik, ORF21 tarafindan sifrelenen proteinin aromatik aminoasitlerin
biyosentezinde rol almamasi, fakat yapisal olarak korismata baglantili olan bir substrati
kullanarak korismat mutaz reaksiyonuna benzer bir reaksiyonu katalizleyebilmesidir.

ORFS5 tarafindan sifrelenen proteinin seker permeazlara (Pfam 00083) asir1 benzerlik
gostermesi nedeniyle integral membran proteini oldugu tahmin edilmektedir.

ORF3 (pVAP_470), SAM MTase (S-adenosyl-L-methionine-dependent
methyltransferase) sifreleyerek muhtemelen proteinlerin, DNA’larin ya da kiigtik molekullerin
metilasyon kaynakli regiilasyonunu yapar.

ORF1 (Isr2) (pVAP_0440) mikobakteriyel niikleotid baglantili protein Lsr2’nin

homologunu sifreler. Bu protein reaktif oksijen ara maddelerine kars1 koruma, mikolik asit
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icerigi kontrolu ve biyofilm formasyonuyla ilgilidir (Chen ve ark, 2006; Arora ve ark, 2008;
Colangeli ve ark, 2009)

ORF 10 (vcgB) (pVSP _0570) patojenik mikobakterilerde korunan bir proteini sifreler
(Miranda-Casoluengo ve ark, 2011).

2.7.2. Virulens Plazmidi Gen Ekspresyonu Regulasyonu

Makrofajlardaki basarili invazyon ve hayatta kalma tamamen cevresel sinyallere verilen
yeterli tepkiye dayanir. Bu yiizden bakteriler, ¢evresel sinyalleri algilamak ve birlestirmek igin
kompleks diizenleyici aglar kullanirlar ve bu da sonugta ¢evredeki zorluklari karsilamak {izere
adapte olan bir gen ekspresyonu sablonu olusmasina yol agar. Tepkisinin gevresel kosullar
tarafindan kontrol edildigi gosterilen ilk gen vapA’dir. Bu genin ifadesinin, yiiksek 1s1 (37°C)
ve diisiik pH’(6,5) da olusan maksimum ifade ile 1s1 ve pH’a tepki verdigi gosterilmistir (Takai
ve ark, 1996). Bundan sonra, VapA homologlari olan VapC, D, E’nin de VapA’ ya benzer bir
sekilde termoregiile olduklar1 gosterilmistir (Byrne ve ark, 2001). R. equi H2O2’a mazur
birakildiginda VapA ve VapG’nin oksidatif stres kosullar1 altinda upreglle olduklari
goriilmiistiir (Benoit ve ark, 2000). R. equi konak tarafindan alinimindan sonra, oksidatif stres,
pH’da diisiis ve 1s1 artisiyla kars1 karsiya kalir, bu da virllens faktorlerinin varligini isaret eder.
Bu yuzden vap genlerinin gen diizenleme sablonu, virllens faktorleri olarak varsayilan
rolleriyle tutarhdir.

Virtlans plazmid gen ekspresyonu analizi i¢in bir DNA mikrodizilimi olugturulmus, bu
dizilim kullanilarak, patojenite adasindaki genlerin ifadesini etkileyen ek ¢evresel kosullar
olarak demir ve magnezyum derisimi tanimlanmistir (Ren ve Prescott, 2003). 30°C’den
37°C’ye yukseltilen Greme 1sisiyla upregiile edilen alti Vap genini de kapsayan toplam oniki
gen, diisiik demir kosullarinda daha fazla upregiile olmus ve azaltilmis magnezyum derisiminde
down reglle olmustur. Ikinci bir grup, demir ve magnezyuma tepki olarak ters diizenleme
sablonu sergilemistir. ORF 3, 9 ve 10 diisikk demir tarafindan down regiile olmus ve diisiik
magnezyum derisimi tarafindan upregiile olmustur. Virllans plazmid genlerinin makrofaj
tarafindan alindiktan sonra transkribe edilip edilmedigi 6nemlidir. Virllens plazmid DNA
dizilimi kullanilarak, 30°C’deki kisitlanmayan treme kosullar1 altindaki R. equi’ye kiyasla,
sadece patojenisite adas1 genlerinin at makrofajlar1 i¢inde farkli olarak transkribe edildigi
gosterilmistir. Bunlar vap genlerini icerirler. R. equi 'ye 6zgii ve islevi bilinmeyen iki gen olan
ORF 9 ve 10 en sik eksprese edilenlerdir.
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Patojenite adasindaki genlerin ekspresyonlarinin diizenlenmesi karmasiktir ve en
azindan bes ¢evresel sinyale dayanir: 1s1, pH, oksidatif stres, magnezyum ve demir. Kakuda ve
arkadaglar1 yaptiklar1 bir ¢alismada (2015), fonksiyonel VirR yoklugunda, VirS
ekspresyonunun, vap genlerinin transkripsiyonunu VirR varligindaki miktara kadar arttirdigini
bulmustur. Bu bulgular, vap genlerinin transkripsiyonunun VirS ile yapildigini ve VirR’nin 1s1
ve pH’ ya verilen transkripsiyonel tepkilerde rol aldigin1 gdsterir. Giinlimiize kadar, demire
bagli gen ekspresyonunu yoneten iki transkripsiyonel represor olan Fur ve IdeR tanimlanmistir
(Hantke, 2001). Bu proteinlerin birbiriyle iliskisi olmamasina ragmen, benzer bir isleyis
gosterirler. Her ikisi de, Fe** mevcudiyetinde, kendilerinin homolog baglanma bdlgelerine
baglanir ve transkripsiyonu baskilarlar. Fe?* yoklugunda proteinler baglanma bolgelerinden
salinirlar ve transkripsiyondaki baskilama kismen giderilmis olur. R.equi’nin bir ideR
homologu klonlanip E. coli i¢inde eksprese olmustur. R. equi IdeR proteinin islevsel oldugu
gdsterilmistir; ortak IdeR tanima sekansina baglanir ve Fe?* bagimli gen ekspresyonunu
duizenler (Boland, 2000). vapA geninin promotor bolgesi, bir IdeR ortak baglanma bolgesi igerir
(Ren ve Prescott, 2003), bu da bu genin demirle iliskili fonksiyonunun IdeR tarafindan

yonetilme ihtimalini isaret eder.

2.8. Bagisikhik

Taylardaki Rhodococcosis ile miicadele i¢in bir as1 gelistirilmesi konusunda simdiye
kadarki ¢aligmalarin tam basar1 elde edememis olmasi, R. equi enfeksiyonunda bagisikligin
Oonemini arttirir. Elde edilmis bulgular R. equi’ye karst konak direncinin kompleks bir
mekanizma olmasi, hem maternal, hem kazanilmis bagisiklik sistemleriyle ilgisi ve kazanilmig
bagisiklik sistemi i¢inde, hem antikor hem de T lenfosit cevaplarina bagl oldugunu isaret eder

(Dawson ve ark, 2010; Giguére ve ark, 2011).

2.8.1. R.equi- Fagositik Hlcre Etkilesimleri

Bakteriler eger R. equi spesifik antikor ile opsonize olmus ise, makrofajlara Fc reseptor
yolu ile girerler, RCV akibeti degisir ve fagozom-lizozom flizyonu gergeklesir (Hietala ve
Ardans, 1987). Bu olaylar dizisi, R. equi antikorunun, enfeksiyonun 6nlenmesindeki muhtemel
Onemini gosterir. Murin makrofajlarinda R. equi Oldurtilmesi ancak INF-y varliginda
gerceklesir. INF-y makrofajlart ROI ve NOI iiretmesi yoniinde aktive eder. Bu iki radikal
birleserek R. equi’yi etkili bigimde 6ldiiren peroksinitnit olustururlar. Ne NOI, ne de ROI tek
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basina R. equi 6ldirmede etkili degildirler (Darrah ve ark, 2000). Makrofaj aktivasyonu ve NO
sentezi, en azindan makrofajlarin demir depolama yetenegini arttirarak R. equi tarafindan
kolayca ulasilmasini engelleyerek kismi olarak gérev yapmis olur (von Bergen ve ark, 2011).
TNF-o gibi diger sitokinler de R. equi’nin hiicre iginde iliremesini kisitlarlar. Yapilan bir
calismada hem IFN-y’nin hem de TNF-o’nin farelerde virulent R. equi’nin temizlenmesi igin
gerekli oldugu saptanmistir (Kasuga-Aoki ve ark, 1999). Nétrofiller de virulent R. equi’ye karsi
erken konak savunma mekanizmalarinda 6nemli bir role sahiptir (Takai ve ark, 1986; Yager ve
ark, 1987; Martens ve ark, 2005). R. equi’nin nétrofiller tarafindan 6ldiiriilmesi, makrofajlarda
oldugu gibi spesifik antikor ile opsonizasyonla gerceklesir (Hietala ve Ardans 1987; Yager ve
ark, 1987).

2.8.2. Antikor Kaynakh Bagisikhik

Antikorlarin R. equi’ye kars1 koruyucu roliiniin en biiyiik kaniti, pasif aktarilan anti- R.
equi hiperimmun equine plazmasinin (HIP) kismi koruyucu etkisidir (Bu konuda yapilan
caligmalardan ayrintili olarak 2.12.2 boliimde bahsedilmistir). R. equi’nin spesifik antikorla
opsonizasyonunun, alveolar makrofajlar tarafindan fagositozu ve Oldiirtilmesini arttirmasi,
antikorlarin HIP nin 6nemli bir komponenti olarak tanimlanmasini1 saglar (Hietala ve Ardans,
1987; Dawson ve ark, 2011).

Bir kisim ¢aligma, antikorlarin spesifik olarak plazmid kokenli Vap proteinlerine etkileri
iizerinde yogunlasmustir. ilk olarak, VapA monoklonal antikoru ve kismi olarak saflastirilmis
VapA ile immunize edilen atlardan alinan serum, opsonizasyon etkisi gosterir (Prescott ve ark,
1997). Kismen saflastirilmis VapA ile asilanan atlardan elde edilen saflastirilmis
immunoglobulinler, agilanmamis atlardan elde edilen immunoglobulinlerin aksine fareleri
intraperitonal virulent R. equi’ye karsi korumustur (Fernandez ve ark., 1997). Son olarak
rekombinant VapA ve VapC ile asilanan atlardan elde edilen saflastirilmis
immunoglobulinlerin, deneysel olarak R. equi ile enfekte edilmis taylara IV olarak verildiginde,
bu taylardaki pnomoninin siddetini diislirdiigii gozlemlenmistir (Hooper-McGrevy ve ark.,
2001).

Yetiskin atlarda, R. equi ve VapA spesifik IgGa ve IgGb antikorlari (atlarda komplementi
tercihen fikse ve opsonize eden IgG izotipleri), virulent R. equi ile deneysel intrabronsiyal
enfeksiyonu takiben belirgin artis gostermistir (Lopez ve ark., 2002). Taylarda, R. equi’ye dogal
maruz kalma sonras1 VapA ve VapC antikorlarinin liretiminde artis gézlemlenmistir (Hooper-

McGrevy ve ark, 2001). Dogal yolla enfekte edilen taylarda subizotip cevabinin
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karakterizasyonu, 1gGa, 1gGb ve 1gG (T) de artis gostermistir (Hooper-McGrevy ve ark, 2001,
Takai ve ark, 2002). Deneysel olarak diisiik dozda virulent R. equi ile enfekte edilen geng
taylarda subklinik pulmoner lezyonlar olusmus ve serum IgGa ve IgGb seviyelerinde belirgin
artis gozlenmis, son konsantrasyonlar aymi deneysel enfeksiyona tabi birakilan yetiskin
atlardaki konsantrasyonlardan belirgin bigcimde daha fazladir (Jacks ve ark, 2007). Ilging olarak,
ayni yastaki taylarin daha yiiksek dozda R. equi ile deneysel enfeksiyonu sonucu klinik
pulmoner hastalik olusmus ve predominant IgGa cevabindan, pik yapan IgG(T) cevabina gecis
gerceklesmis, bu da R. equi inokulum biiylikliigliniin bagisiklik cevabini degistirdigini isaret
etmistir (Jacks and Giguére, 2010).

2.8.3. Hiicresel Bagisikhk

R. equi’nin fakdltatif hiicrei¢ci dogasindan otiirii, enfeksiyona kars1 direngte hiicresel
bagisiklik mekanizmalarinin biliyiik 6nem tasidigi diistiniiliir. R. equi enfeksiyonlarina karsi
olan hiicresel bagisikliga ait bulgularin ¢ogu fare modeli lizerinden gelir. Komplement sistem
elemant C5 ve NK (Dogal oldiiriicii hiicre — Natural Killer Cell) eksikligi, R. equi’nin
akcigerlerden temizlenmesini engellemez (Yager ve ark, 1991). Buna zit olarak, foksiyonel T
lenfositler virulent (plazmid pozitif) R. equi’nin fare modelinde temizlenmesinde sarttir
(Kanaly ve ark, 1995; Ross ve ark, 1996; Madarame ve ark, 1997). Buna ragmen timussuz fare
(Fonksiyonel T lenfositlerden arinmig) modeli, plazmidsiz avirulent bakteriyi infeksiyondan
sonraki 1 hafta icinde akcigerlerinden temizleyerek; virulent suslarin aksine, avirulent
(plazmidsiz) suslarin temizlenmesi i¢in foksiyonel T lenfositlere ihtiya¢ olmadigini, bu
temizlenmenin daha ¢ok humoral hiicrelere bagli oldugunu gosterir (Madarame ve ark, 1997).

Hiicreici patojenlerin temizlenmesinde T lenfositlerin kullandig: iki temel mekanizma
sitokinlerin sekresyonu ve direkt sitotoksisitedir. Farelerde, R. equi’ye karsi konak
savunmasinda hem CD4 (yardimci) hem de CDS8 (sitotoksik) T hiicreleri gorev alsa da,
akcigerlerden temizlenme i¢in mutlaka gerekli olan ve asil rolii oynayan hiicreler CD4 T
lenfositlerdir (Nordmann ve ark, 1992; Kanaly ve ark, 1993; Ross ve ark, 1996). Farelerdeki
caligmalar gostermistir ki, CD4 T hiicrelerinden IFN-y salimiyla karakterize Tip-1 cevap
enfeksiyonun akcigerlerinden temizlenmesini etkilemek ic¢in yeterliyken, IL-4 salimiyla
karakterize tip-2 cevap zararhidir (Kanaly ve ark, 1995, 1996).

Taylardan zit olarak, yetiskin atlar tipik olarak R. equi enfeksiyonlarina direnglidirler. Bu
yiizden yetiskin atlar, enfeksiyona kars1 bagisiklik mekanizmalarinda hangi cevaplarin 6nemli

oldugu ile ilgili caligmalarda model olarak kullanilmaktadir. Yetiskin atlardan virulent R.
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equi’nin temizlenmesi; BAL (Bronkoalveolar) sivisinda CD4 ve CD8 lenfosit sayisinin, R. equi
antijenlerine lenfoprolifaratif cevaplarin, R. equi spesifik CTL, CD4 ve CD8 T lenfositlerden
IFN-y endiiklenmesinin belirgin sekilde artmasiyla karakterizedir (Hines ve ark, 2001; Lopez
ve ark, 2002; .Patton ve ark, 2005). R equi spesifik CTL, tiim yetiskin atlarda bulunur ve MHC
smif I-kisitlanmamistir ve bakterinin hiicre duvarindan, 6zel lipid molekiilleri tanima
yetenegine sahiptir (Patton ve ark, 2005; Harris ve ark, 2010). Bu lipid antijenlerin, M.
tuberculosis’ de ayrintili agiklandigi (Pargass ve ark, 2009) gibi T lenfositlere, CD1 sistem
tarafindan sunuldugu diistiniiliir. Farelerdeki ve yetiskin taylardaki bu bulgularin taylarla nasil

iligkilendirilecegi, glinlimiizde aktif ¢alismalara alan olusturmaktadir.

2.8.4. Yeni Dogan Taylarin R. equi Bagisikhig

Yeni doganlarin immiin yanitlar1 yetiskinlerde oldugundan hem nitelik ve hem de nicelik
bakimindan farklilik gdsterir. Yeni doganlar immunolojik olarak sadece giigsiiz degil,
yetiskinler ile karsilastirildiginda azalmis birgok immiinolojik fonksiyonlara sahiptirler,
bunlarin bazilari taylarda belgelenmistir. Ornegin, taylarin antijen sunan hiicreleri yetiskin
atlarin hiicreleri ile karsilastirildiginda daha diisik CD1 ve MHC tip Il eksprese ederler
(Flamino ve ark, 2009; Pargass ve ark, 2009). Buna ek olarak, R. equi spesifik CTL aktivitesi,
3 haftalik taylarda diisiikken, 8 haftalik taylarda, yetiskin atlardaki seviyeye ulasir (Patton ve
ark, 2005). R. equi ile taylar: oral asilama R. equi-spesifik CTL gelisimini hizlandirabilir.
Monosit, at lenfosit ve nétrofillerin sitokinleri liretme ve diizenleme yetileri, ayni sekilde yastan
etkilenmektedir (Boyd ve ark, 2003; Adkins ve ark, 2004; Breatnach ve ark, 2006; Flaminio ve
ark, 2009; Liu ve ark, 2009; Nerren ve ark, 2009). Genellikle, yeni doganlarin Th2 yanliligina
sahip olduklar1 ve hiicre i¢i patojenlerin temizlenmesi i¢in gerekli Thl yanitlarini olusturacak
yeterli yetenege sahip olmadiklar diisiiniilmektedir (Boyd ve ark, 2003; Breathnach ve ark,
2006). Ancak, taylarin mitojenlere, canli R. equi’ye ya da olii adjuvant asiya karsi IFN-y
yanisira IL-4 salgilamaktaki yetersizlikleri, Th2 cevabina dogru acgik bir kutuplagsmanin
olmadigini da gostermektedir (Liu ve ark, 2011; Ryan ve Giguére, 2010; Wagner ve ark, 2010).
Taylarda monosit turevli dendritik hticreler R. equi’ye tepki verebilir ve Th1 uyarici sitokin IL-
12 eksprese edebilirler (Wagner ve ark, 2010). Ayrica, gen¢ taylarin R. equi ile deneysel
enfeksiyonu yetigkin atlara benzer sekilde IFN-y iiretimi ve antikor yanitlari ile sonuglanmigtir
(Jacks ve ark, 2007).

R. equi pndmonisinin deneysel olarak yaratildiktan sonra spontan olarak iyilesmesi ¢esitli

calismalarda gortismiistiir (Martens ve ark 1989; Perkins ve ark, 2001; Caston ve ark, 2006).
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Hastaligin endemik goriildiigi ¢ifliklerdeki bir ¢ok tay hastaliga yakalanmaz ya da subklinik
yakalanarak farkedilmeden duzelir (Venner ve ark, 2012 a, b). Bununla birlikte, canli, virulent
R. equi’nin yeni doganlara intragastrik verilmesinden sonra, deneysel olusturulan agir
intrabronsial enfeksiyona tam korunma gézlenmistir (Chirino-Trejo ve ark, 1987; Hooper-
McGrevy ve ark, 2005). Virulent R. equi ile oral inokulasyon, spesifik CTL’lerin hizlanarak
gelismesiyle neticelenmistir (Harris ve ark, 2011), bu da oral inokulasyona kars1 bir bagisiklik
mekanizmasini gostermektedir. Sonug olarak tiim bu bulgular, farkli diizeylerde olarak, cogu
tayin R. equi’ye kars1 bagisiklik gelistirebildigini, hastaliga yakalanan taylarin bu yatkinliginin
sadece tek bir nedenle degil, kompleks ve birgok farkli sistemi igeren bir agiklamasi oldugunu

gosterir.

2.9. Klinik Bulgular

R. equi’nin taylarda en tipik klinik goriintiisii kronik supuratif bronkopnémoni ve akciger
abseleridir. Hastaligin yavas seyri, hasta taylarin kaybedilen akciger doksunu kompanse
edebilmedeki {istiin yeteneklerine eklenince erken klinik tespiti zorlastirir. Erken klinik
semptomlar genellikle hafif ates, seyrek Oksiiriik ya da nefes sikliginda egzersiz ve stresle
belirgin hale gelen hafif artistir. Eger pnomoni devam ederse, oksiiriik (% 71), ates (% 68),
letarji (% 53) ve artmis nefes zorlugu (% 43) gibi daha belirgin semptomlar ortaya gikar.
Etkilenen taylarin kiiciik bir yiizdesi, uygun tedaviye ragmen dizelmeyen subakut form
gosterirler. Bu taylar 610 bulunabilir, ya da 6nci belirtiler olmadan yiiksek ates ve akut solunum
stresi gosterebilirler (Chaffin ve ark, 2011).

R. equi endemik gorildiigh ¢ifliklerde sistemik tarama g¢aligmalari yapildiginda, en
yaygin goriilen tablo klinik belirti gdstermeksizin ultrasonik muayenelerde periferal pulmoner
konsolidasyon ya da abselesme gosteren taylardir (Slovis ve ark, 2005; Venner ve ark, 2007).
Genelde, taylarda pulmoner ultrasonografik degisikliklerin goriilme sikligi, klinik belirtilerin
goriilme sikligindan ¢ok daha fazladir, bu da bir¢ok subklinik tayin tedavisiz kendiliginden
tyilestigini gostermektedir. Bu konuda son zamanlarda endemik cifliklerde yapilan iki farkli
caligmada, ultrasonografik bulgular tasiyan taylarin % 80-90°1 antibiyotik tedavisi olmadan
iyilesmistir (Chaffin ve ark, 2012; Venner ve ark, 2012).

R. equi’nin ekstrapulmoner hastaliklar1 (EPD) yaygindir (Reuss ve ark, 2009). Bazi
EPD’ler, o6zellikle abdominal lezyonlarin antemortem tespitinin zor olmasma ve ancak

nekropside tespit edilebilmelerine ragmen, yapilan bir ¢alismada, bir arastirma hastanesine
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getirilen 150 tayin % 74’tinde 39 farkli EPD den en az biri tespit edilmistir (Reuss ve ark, 2009).
Hayatta kalma orani, EPD’li taylarda % 43 iken EPD’siz taylarda % 82 dir (Reuss ve ark, 2009).

En sik tespit edilen EPD, hasta taylarin yaklasik % 50’sinde goriilme oraniyla barsak
lezyonlaridir (Zink ve ark, 1986). Buna ragmen R. equi pnomonili taylarin ¢ogu klinik barsak
semptomlar1 gostermez. Ayni ¢alismada, taylarin sadece % 4’0 klinik pnémoni géstermeyip
barsak lezyonlar1 gostermistir (Zink ve ark, 1986). R. equi barsak formu, multifokal tlseratif
enterokolitis, Peyer’s plaklar1 bolgesinde tifilitis, mezenterik ve kolonik lenf yumrularinin
granulomatoz ve supuratif enflamasyonu ile karakterizedir (Zink ve ark, 1986). Bazi vakalarda,
tek abdominal lezyon genellikle mezenterik lenf yumrularinda olusan ve siklikla ince ya da
kalin barsaga tutunan tek bir biiyiik bir absedir. Abdominal absesi olan taylarin prognozu
genellikle kotiidiir (Reuss ve ark, 2009). Barsaklardaki enfeksiyon, patojenin agiz yoluyla
alinmasiyla ya da akcigerdeki odaklardan disseminasyonla gerceklesebilir.

R. equi bakteriyemi sanilandan daha yaygin olabilir ve metastazik yayilmayla
sonuglanabilir. Organizmanin akcigerlerden ya da sindirim kanalindan kan yoluyla yayilmasi,
zaman zaman septik artritis ve daha sik olarak osteomyelitisle sonuclanabilir. Buna ragmen,
taylar zaman zaman, tespit edilebilir akciger hastaligi olmadan R. equi septik artritis ya da
osteomyelitis gosterebilir. Taylarin topalliginin derecesi, R. equi kaynakli septik artritisle,
aseptik polisinovitis tanisini ayirt etmede yardimei olur. Iki olasiliktan siipheli vakalarda gerekli
antimikrobiyel tedaviye ek olarak, sinoviyal sivinin bakteriyel kiiltiirii ve sitolojisi yapilmalidir.
R. equi septik artritis ve osteomiyelitisli taylar genellikle lokal agresif tedavi gerektirirler. R.
equi vertebral osteomyelit ve diskospondilitis ve sonucunda vertebral kompresyon rapor
edilmistir (Giguére ve Lavoie, 1994; Olchowy, 1994; Chaffin ve ark, 1995). Diger seyrek
goriilen EPD’ler perikarditis, endokarditis, seliilitis, dermatitis, subkutan abselesme, periferal
lenfadenopati, guttural pouch ampiyemi, pleuritis, sinuzitis, Ulseratif lenfanjitis, miyozitis,
stomatitis, pyometra ve omfalitistir (Janicek ve ark, 2006; Reuss ve ark, 2009).

Immun kaynakli enflamatuar hastaliklar da siklikla R. equi enfeksiyonuyla iliskilendirilir.
Etkilenen taylarin 1/3-1/4’iinde aseptik polisinovitis goriiliir, hatta birden fazla eklemin sismesi
ilk belirtilen sikayettir (Sweeney ve ark, 1987; Madison ve Scarratt, 1988).

Bazi taylar, R. equi enfeksiyonu ile birlikte uveitis, keratolveitis ve panoftalmitis gibi
okuler semptomar gosterirler (Reuss ve ark, 2009). Bu lezyonlar, direk diseminasyon sonucu
ya da R. equi’ye sistemik enflamatuar cevapla olusur. Diger immun kaynakli EPD’ler immun
kaynakli hemolitik anemi, immun kaynakli trombositopeni ve telojen efliviyumdur (Reuss ve

ark, 2009; Johns ve ark, 2011).
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Pek cok yetiskin at enfeksiyona karsi bagisiklik sahibi oldugundan rhodococcal hastalik
yetiskin atlarda pek sik goriilmez, fakat sporadik bazi vakalar bildirilmistir (Ozgur ve ark, 2002;
Vengust ve ark, 2002). Taylarda oldugu gibi, en yaygm klinik belirtiler siipiiratif
bronkopndmoni ile baglantilidir. Bazen, plevrit goriilebilmektedir. Diger bildirilen belirtiler
barsak lezyonlari, lenfadenit, yara enfeksiyonlari, osteomyeliti icermektedir. Yetigkin bir atta
bilinmeyen bir nedenle beliren immunosupresyon sonucu R. equi septisemisi ve aksigerlerde
abselesme gozlenmistir (Freestone ve ark, 1987). Organizmanin yetiskin atlardan izole edildigi
her iki vaka da degerlendirilmis ve viriilans plazmidin mevcut oldugu gézlemlenmistir (Ozgur
ve ark, 2002; Vengust ve ark, 2002). R. equi enfeksiyonu olan yetigkin atlarin bagisikliginin
baskilanmis oldugu goriilmiis ve her olguda bagisiklik durumu degerlendirilmemis olsa da,

immiin yetmezligi iki olguda bildirilmistir (Freestone ve ark, 1987; Veronck ve ark., 2004).

2.10. Tam

Hastaligin hizli ve dogru teshisinin yapilabilmesi; erken tani ve tedaviyle prognozun
tyilestirmesi agisindan 6nemlidir. Sadece klinik bulgulara dayanarak, diger patojenlerin neden
oldugu pnémoniyi, R. equi pnomonisinden ayirt etmek zordur. American College of Veterinary
Internal Medicine (ACVIM) konsensiis agiklamasinda R. equi enfeksiyonu tani, tedavi, kontrol
ve Onlenmesine iligkin kanitlar1 gozden gecirmis ve delillerin giiciine dayali 6neriler yapmistir
(Giguére ve ark, 2011). Bronkopnomoni i¢in konsensiis ifadesi; asagidaki belirtilerden bir ya
da daha fazlasina sahip taylardan trakeobronsial aspirasyon (TBA) sivisindan polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) kullanirak vapA geni amplifikasyonu veya bakteriyolojik kiiltiir tizerine tani
konmasini 6nermektedir: (1) alt solunum yolu hastaliginin klinik bulgulari, (2) sitolojik septik
hava yolu inflamasyonu kaniti, ya da (3) bronkopndomoniye dair radyografik veya
ultrasonografik bulgular (Giguére ve ark, 2011). Ekstrapulmoner enfeksiyonlar igin, taninin;
enfeksiyon bolgesinden alinan Orneklerden vapA’nin PCR amplifikasyonu veya hiicre
kiltirine dayali yapilmasi tavsiye edilmektedir. R. equi’nin enfeksiyon bolgesinde tespit
edilemedigi, polisinovit ve iiveit gibi vakalarda tani; TBA veya diger birincil enfeksiyon
bolgesinden edinilen drnekten R. equi’nin identifikasyonuna dayali olarak konulmalidir. PCR
ile vapA amplifikasyonu tek basina kullanilmamalidir, ¢iinkii ne diger bakteriyel patojenlerin
tanimlanmasina olanak saglar ne de R. equi izolatlarinin in vitro antimikrobiyal duyarlilik

testine olanak tanir. Bu Onerileri destekleyen kanitlarin giiglii olduklar1 goriilmiistiir
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2.10.1. Sitoloji

Sivi  Orneklerin  sitolojik degerlendirmesinde hiicre i¢i Gram-pozitif pleomorfik
gubuklarin goriilmesi rhodococcal enfeksiyon tanisini desteklemektedir. Immun boyama
prosediirleri de organizmanin bulunmasina yardimei olmak tizere kullanilmistir (Anzai ve ark,
1997; Sonmez ve ark, 2011). Organizmalar diisiik sayilarda bulunabilir ve tespitleri zor olabilir.
Sweeney ve arkadaslar1 (1987) 48 adet kiiltiir pozitif sonuglu tayin % 61’inde TBA sivi
sitolojisinde R. equi ile tutarli organizmalarin goriildiigiinii bildirmislerdir. Benzer sekilde,
dolayl1 bir floresan antikor teknigi kullanilarak, deneysel rhodococcal pnémoni baglatilmis 53

tayin % 62,3’iiniin TBA s1vis1 pozitif bulunmustur (Anzai ve ark., 1997).

2.10.2. Koltur

Kiiltiir ve ardindan izolatlarin klasik morfolojik ve biyokimyasal testlerle fenotipik
analizi, R. equi tanisinda altin standart olmustur. Organizma, tipik olarak ¢esitli yontemlerle
toplanan TBA sivisindan elde edilir (Anzai ve ark, 1997; Hashikura ve ark, 2000). Ornek
alinirken, bazi taylarin ileri derecede solunum stresi oldugu goz oniinde bulundurulmali ve
dikkatli davranilmalidir. Eklem s1vis1 ya da periton sivist gibi diger 6rnek sivilar vakaya bagl
olarak eger uygunsa kiiltlirlenebilir. Kan kiiltiirii insanlarda hassas bir tani araci olmasina
ragmen taylarda rutin olarak uygulanmaz. Aralikli ya da inat¢i bakteriyemi taylarda
diistiniildiigiinden daha da yaygin olabilir (Leadon ve ark, 1988; Giguére ve Prescott, 1997;
Sellon ve ark, 2001). Yapilan bir calismada 19 taydan 11’inin kan ornekleri pozitif kiiltiir
vermig, bu taylarin hayatta kalma orani, negatif kan kiiltiirliilere kiyasla daha diisiik
bulunmustur (Reuss ve ark, 2009).

R. equi kolonileri kat1 besiyerinde aerobik kosullarda genellikle 48 saatte goriiliir hale
gelir. Eger ornek alinan taylar antibiyotikle tedavi ediliyorsa, daha uzun inkiibasyon siiresi
gerekebilir (Prescott ve Hoffman, 1993; Giguére ve Prescott, 1997; Anzai ve ark, 1997; Quinn
PJ ve ark, 2002; Muscatello ve ark, 2007). Nadiren, antimikrobiyel tedaviden sonra organizma
ancak anaerob kosullarda izole edilebilir (Prescott ve Hofmann, 1993). R. equi kolonileri
genellikle diizensiz, yuvarlak, piiriizsiiz, yar1 saydam ve mukoid goriilebilir. Genellikle ilk 4-7
giinden sonra beliren somon pembesi renkleri vardir. R. equi ile ayn1 anda farkli patejenler de
izole edilebilir (Falcon ve ark, 1985; Sweeney ve ark, 1987; Ainsworth ve ark,1993). Hasta
taylardan alinan izolatlar genelde farkli testlere tabi tutulmadan virulent kabul edilirler.

Istenirse izolatlar virlilens plazmidi ya da virilens iliskili antijenlerin varligina kars: test
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edilebilir (Takai ve ark, 1994; Haites ve ark, 1997; Higuchi ve ark, 1997; Hashikura ve ark,
2000)

Rhodococcal pnomoninin tanisinda TBA sivisindan kiltiiriin - glivenilirligi  farkl
caligmalarda farkliliklar gosterir (Johnson ve ark, 1982; Hillidge, 1987; Lavoie ve ark, 1994;
Giguére ve Prescott, 1997; Sellon ve ark, 2001; Muller ve Madigan, 1992). Baz1 ¢alismalarda
nekropside akciger parankimlerinden R. equi izole edilen taylarin tiimiiniin TBA sivis1 ekimleri
pozitifken, diger calismalarda sonuglar kararsizdir. Ug farkli ¢alismanin kombinasyonundan

% 86’11k sensitivite tespit etmistir (Giguére ve ark, 2003)

2.10.3. Nukleik Asit Amplifikasyonu ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Cesitli orneklerden edinilen R. equi tiiriine ait kromozom veya plazmid DNA’simi
cogaltmak i¢in bir dizi PCR teknigi gelistirilmistir (Bell ve ark, 1996; Monego ve ark, 2009).
Bu tekniklerin, genel olarak az sayida organizmay1 dahi tespit ederek, hizli ve glivenilir oldugu
goriilmiistiir.

vapA i¢in primerler kullanilarak, R. equi viriilent suslar1 24 saatten az bir siire iginde tespit
edilebilir. vapA haricindeki diger genler odakli PCR, ¢evresel 6rneklerden ya da at haricindeki
tiirlerden, o6zellikle insan hastalardan, alinan Orneklerin tanimlanmasinda yardimci olabilir;
ancak klinik hastali1 olan taylar i¢in vapA amplifikasyonunun kullanilmasi onerilmektedir
(Giguére ve ark, 2011).

PCR hassasiyetini degerlendirmek i¢in yapilan ¢alismalarin sonuglari, spesifik tahlil ve
karsilastirma i¢in kullanilan altin standart gibi gesitli faktorlere bagli olarak genis capta
degisiklik gostermektedir. Hassasiyet (sensitivite) yaklasik olarak % 10 ila %100, 6zgilluk
(spesifite) ise % 78 ila % 91 oranlar1 arasinda degisiklik gostermektedir (Anzai ve ark, 1997,
Takai ve ark, 1998; Sellon ve ark, 2001; Venner ve ark, 2007). Hepsinde olmasa da bir ¢ok
calismada PCR’1n bakteriyel kiiltiirden daha hassas oldugu goriilmiistiir.

Subklinik hastaligi olan veya ortamdaki R. equi’nin solunum yoluyla alinip hava
yollarimin kontamine oldugu vakalarda taylarin trakeasindan edinilen R. equi sitoloji, kiltur ve
PCR ile tamamen identifiye edilebilir. Rhodococcus equi tay pndmonisinin endemik gorildigii
bir ciftlikte yiiriitiilen bir ¢aligmada, hicbir solunum hastalig1 belirtisi géstermeyen 216 taymn
77’sinin (% 35) TBA s1vis1 pozitif kiiltiir vermistir (Takai ve ark, 2001). Bu nedenle kiltir ve
PCR sonuglarin1 yorumlarken, klinik muayene bulgulari, laboratuvar degerlendirmeleri ve
tanisal gorilintiileme sonuglarini goz 6niinde bulundurmak 6nemlidir. Hastaligin herhangi bir

klinik bulgusu olmayan bir taydan R. equi izolasyonu muhtemelen tesadufidir (Ardans ve ark,
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1986). R. equi toz partikiillerinin solunmastyla iist solunum yolunun kontaminasyonu sonucu,
nasal svaplarda mevcut olabilir. Ayrica, R. equi ¢ok sayida saglikli at diskisinda da mevcut
olabilir (Woolcock ve ark, 1980; Nakazawa ve ark; 1983; Takai ve ark, 1986a; Takai ve ark,
1986b). Aym1 zamanda, negatif digki kiiltlirleri enfeksiyonu ekarte etmez. Enfekte taylarin
genellikle kontamine spiitum yutmalarina ragmen, bu konu {izerine yiiriitiilmiis bir calismada
R. equi pnémonisi oldugu dogrulanmis 30 adet tayin sadece 5’inin (% 17) pozitif digki kiiltiirleri
oldugu tespit edilmistir (Ardans ve ark, 1986). Bu nedenle herhangi bir taydan alinan tek bir
disk1 6rneginin tanisal degeri yoktur. Bir ¢calismada R. equi enterit erken tanisinda yardimei
olarak haftalik kantitatif digki kiiltiirlerinin kullanilabilecegi savunulmustur, ¢ilinkii klinik
belirtilerin baslangicinda digk1 grami basina bakteri sayisinda artis goriilmektedir (Takai ve ark,

1986).

2.10.4. Serolojik Testler

R. equi tliriine 6zgli antikorlart tespit etmek icin gelistirilmis serolojik testler; ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assays), AGID (Agar Gel Immunodiffusion) ve sinerjistik
hemoliz inhibisyon testlerini icerir (Prescott ve ark, 1984; Takai ve ark, 1986¢c, Anzai ve ark,
1997; Witkowski ve ark, 2012). Antikor mevcudiyeti; maternal antikor transferi, etkene maruz
kalmis olma ya da subklinik veya klinik hastaligin sonucu olabilir. Antikor tespiti i¢in yapilan
serolojik testler, bilimsel arastirmalarda R. equi humoral bagisiklik seviyelerini 6lgmek i¢in
kullanilmigtir. Bu testler, rhodococcal enfeksiyonun klinik tanisinda da kullanilmis olmalarina
ragmen, performanslarini degerlendiren bagimsiz ¢alismalar zayif hassasiyet, zayif 6zgulluk,
ya da her ikisinin birden diisiikliigiinii gostermistir (Hines ve ark, 2001). Yapilan ¢alismalarda,
klinik olarak saglikli bir¢ok tayda, VapA spesifik antikorlar dahil olmak Ulzere R. equi
antikorlarina rastlanmistir. Bu antikorlarin bir miktar1 maternal kaynakli olabilir, ancak titreler
tiim analizlerde zaman i¢inde 6nemli bir artig gostermistir, bu durum da taylarin rutin olarak
viriilans suslar da dahil olmak tizere, R. equi’ye maruz kaldiklarini diisiindiirmektedir. Bir
calismada eslestirilmis serumlarla bes farkli immunolojik test degerlendirilmis, ancak tanisal
dogrulugu arttirmada basarisiz olmustur (Martens ve ark, 2002). Endemik olmayan ciftliklerde
kullanilmasi durumunda serolojik testlerin tan1 degerlerinin artacag ileri siiriilmiis, ancak bu
durum etraflica degerlendirilmemistir (Martens ve ark, 2002; Phumoonna ve ark, 2005).
ACVIM konsensiis agiklamasinda serolojinin R. equi pndmonisi igin tanisal test olarak

kullanilmamasini 6nermistir (Giguére ve ark, 2011)
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2.10.5. Yardimeci Tam Testleri
2.10.5.1. Klinik patoloji

CBC (Complete blood count/Tam Kan Sayimi), fibrinojen ve serum biyokimyasi profili
rhodococcal enfeksiyonu oldugundan siiphelenilen hastalarin degerlendirilmesinde yararli
bilgiler saglayabilir (Giguére ve Prescott, 1997). Ancak anormal degerler inflamasyon varligini
yansitirlar, spesifik degildirler. Nadir olgularda normal fibrinojen konsantrasyonlarina
rastlanabilse de, hiperfibrinojenemi, en tutarli laboratuvar bulgusudur. Monositozis esliginde
ya da tek basina; nétrofilik 16kositoz da yaygindir. WBC > 20,000 hiicre/ul, fibrinojen
konsantrasyonu > 700 mg/dl ve ultrasonografik pulmoner abse varligi, R. equi pnémonisinde,
diger patojenlerin olusturdugu pnemonilere kiyasla daha belirgindir (Leclere ve ark, 2011)
Ancak, hem farkli patojen kaynakli pndmonisi olan taylara karsilastirildiginda hem de kendi
iclerinde R. equi pnomonisi olan taylarin fibrinojen konsantrasyonlarinda ve l6kosit
sayimlarinda bulunan 6énemli farkliliklar, bu testlerin spesifik tan1 veya prognoz gostergeleri
olarak degerini sinirlanmaktadir (Falcon ve ark, 1985; Sweeney ve ark, 1987; Lavoie ve ark,
1994; Giguére ve ark, 2003;Giguére ve ark, 2011; Leclere ve ark, 2011). Genellikle, akut ya da
kronik enflamasyon ile iligkili olan trombositoz, ayn1 zamanda R. equi enfeksiyonu ile
baglantili olarak bildirilmistir, ancak bu bulgu degiskendir (Leadon ve ark, 1988; Giguére ve
Prescott, 1997). Hiperglobiilinemi bazi taylarda goriilebilir.

Serum amiloid A (SAA), enfeksiyoz hastaliklarda yararli bir inflamatuar belirteci olarak
Onerilen bir akut faz proteinidir. Kisith bir ¢alismada, R. equi tanili taylarda yiiksek serum
amiloid A (SAA) konsantrasyonlar1 saptanmistir (Hulten ve Demmers, 2002). Iyilesen
taylarda, fibrinojen konsantrasyonu artmadan ve notrofil sayisi diismeden oOnce SAA
konsantrasyonunun diismiis olmasi; SAA konsantrasyonlarinin tedavi yanitinin takibinde
faydali olabilecegine isaret etmistir. Klinik rhodococcal pnémoni dncesi ve esnasinda taylarda
SAA konsantrasyonlarini degerlendiren bir calismada; bu konsantrasyonlarmin degisken
oldugunu, bu sebeple ne yardime1 tanisal ara¢ ne de hastaligin erken tanisi icin bir ayirici olarak
kullanilamacayacagini ortaya konmustur (Cohen ve ark, 2005). Yakin zamanda yapilan farkl
bir ¢aligma plazma konsantrasyonlar1 haftalik 6l¢iildiigiinde SAA’in R. equi erken tanisinda
giivenilir bir ara¢ olmadigim1 ortaya koymustur (Passamonti ve ark, 2015). Aym calisma
bununla beraber, R. equi pnémonisi klinik belirtileri varliginda, SAA konsantrasyonlarinin hem
enfeksiyonun gidisati hem de tedavinin etkinligi hakkinda gercek zaman verileri sagladigini
bildirmistir.
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2.10.5.2. Tamisal goruntileme

Gogiis radyografisi R. equi pndmonisi oldugundan siiphe duyulan taylari degerlendirmek
i¢in sik sik kullanilmaktadir (Smith ve Robinson, 1981; Falcon ve ark, 1985; Sweeney ve ark,
1987; Giguére ve Prescott, 1997; Anzai ve ark, 1997; Witkowski ve ark, 2012). Tipik olarak,
bolgesel konsolidasyon ile belirgin alveoler yapi goriilmektedir. Genellikle, pulmoner apse
olusumu ile tutarli ayrik nodiiler ve kaviter lezyonlar goriiliir ve bazi olgularda apseler i¢inde
gaz saptanabilir. Trakeanin dorsal displazisine neden olan nodiiler yogunluklar ile karakterize
trakeobronsiyal lenfadenopati goriilebilir. Siddetli solunum stresi ve belirgin bronkointerstisyel
yapt gosteren taylarda sporadik bronkointerstisyel pnomoni sendromu diisiiniilmelidir. Bu
sendromun nedeni belli degildir, ve zaman zaman vakalardan R. equi izole edilmis olmasina
ragmen, patogenezinde roli belirsizdir (Lakritz ve ark, 1993). R. equi ve Pneumocystis carinii
ile es zamanh enfekte olan 5 taydan 3 tanesinde belirgin retikiilonodiiler lezyonlar ile
karakterize bir miliyer desen tarif edilmistir (Ainsworth ve ark, 1993).

Toraks ve batin ultrasonografisi, siiphe duyulan rhodococcal hastaligin
degerlendirilmesinde degerli bilgiler verebilir (Giguére ve Prescott, 1997; Ramirez ve ark,
2004; Reuss ve ark, 2011). Toraks taramalarinda, ultrasonografi hava akiminin ardinda kalan
akciger kismlarindaki lezyonlar1 goruntiileyemez, bu nedenle oncelikle periferik tutulumlu
lezyonlar1 tespit etmede kullanilir. Hastaliga yakalanmig taylarin ¢ogunda periferal apseler
mevcuttur (Ramirez ve ark 2004; Slovis ve ark, 2005). R. equi pnémonisi dogrulanmig 17 tayin
radyografi ve ultrasonografi sonuglari karsilastirildiginda, bulgular 17 vakanin 15’inde tutarli
bulunmus, diger 2 vakada ise lezyonlar her iki teknikle de belirlenmis olsa da radyografi
sonuglari ultrasonografi sonuglarindan daha siddetli bir tablo gostermistir (Ramirez ve ark,
2004). Pulmoner apselerin radyografik veya ultrasonografik taramalarla saptamasi rhodococcal
pndmoni siiphesi endeksini yiikseltmede yararli olabilir, ancak R. equi pndmonisi i¢in kesin bir
tan1 testi olarak tavsiye edilmemektedir (Lavoie ve ark, 1995; Giguére ve ark, 2011).
Streptococcus zooepidemicus gibi diger patojenler de pulmoner apse olusumuna neden olabilir
ve Ozellikle 3 ayliktan biiyiik taylarda dikkate alinmalidirlar (Lavoie ve ark, 1995). Bununla
birlikte, bazi R. equi vakalarinda orta ve siddetli bronkointersitiyel bulgular mevcutken,
pulmoner apse olusumu tespit edilemez.

CT (Computer Tomography, Bilgisayarli Tomografi), MRI (Magnetic Resonans
Imaging, Manyetik Rezonans Goriintilleme) ve sintigrafik goriintiileme gibi gelismis

goriintiileme teknikleri, 6zellikle ekstrapulmoner tutulum var oldugunda, R. equi enfeksiyonu
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olan bazi taylara endike olabilir. Yiksek ¢oziiniirliikli bilgisayarli tomografi, R. equi
pnémonisi olan insanlarda lezyonlar1 tanimlamak kullanilmaktadir (Marchiory ve ark, 2005).
R. equi enfeksiyonunun atipik klinik semptomlarini gosteren siddetli solunum stresli bir tayda,
bu solunum stresine neden olan mediastinal apsenin tanis1 CT ile konulmustur (Wion ve ark,
2001). MRI ve CT taylarda septik physitis tanist i¢in kullanilmaktadir. Sintigrafik perfiizyon
goriintiileme, deneysel olusturulan rhodococcal pndmonili dort tayin akcigerlerinin etkilenen
bolgelerinde perfiizyon kusurlarini gostermek igin kullanilmistir. Bulgular radyografik ve

nekropsi lezyonlari ile tutarli bulunmustur (Martens ve ark, 1989).

2.10.5.3. Patolojik bulgular

R. equi pnomonisinin gozle goriilebilen lezyonlarin karakteri; konjeste ve kismen
atelektatik akciger dokusundan ayrilmis sert nodiillerdir (Johnson ve ark, 1982; Martens ve ark
1983; Johnson ve ark, 1983; Zink ve ark, 1986, Ardans ve ark, 1986; Dungworth, 1993)
Noddller farkl boyutlardadir, bazi kiigiik odaklar birlesip daha biiyiik lezyonlar olusturabilirler.
Zaman zaman, birden fazla miliyer pyograntulomat6z odaklar gorilebilir. Lezyonlar genellikle
bilateral ve en siddetli olarak cranioventral bolgede goriiliirler. Bazen, lezyonlar yaygin bir
sekilde tiim akciger boyunca dagilirlar. Lezyonlar sinirlandirildiklarinda genel olarak abse
olarak tanimlanirken, daha az belirgin tanimlandiklarinda stipuratif bronkopnoémoni olarak tarif
edilmektedirler. Kaze6z nekrotik alanlar mevcuttur, ve ¢ogu vakada, nekrotik dokunun
etrafinda belirgin fibr6z kapsiil bulunmamaktadir. Pleura sivisinin varligi nadirdir. Cogu
vakada, bronsiyal lenf yumrular1 genellikle genislemis ve 6dematdz goriiliirken; kazeonekrotik
odaklar mevcut olabilir. Rhocococcal pndémonili bir tayda amfizematz lenfadenit tarif
edilmistir (Mendoza ve ark, 2011).

Histolojik olarak lezyonlar cogunlukla pyograniilomatéz bulunmaktadirlar. Erken
akciger lezyonlar1 alveolar bosluga infiltre olmus biiylik 6lgiide makrofajlar ve cok ¢ekirdekli
dev hiicreler; daha az sayida noétrofillerle karakterizedir. Bakteriler genellikle makrofajlar ve
dev hiicreler i¢inde gozlenir. Ilimli sayida lenfosit ve plazma hiicreleri temel olarak alveoler
septada ve diger interstisyel bolgelerde bulunur. Hastalik ilerledik¢e, nekroz alveolar bosluga
yayilir ve makroskopik kazedz nekrotik odaklar iireterek, akciger parankimine genis alanh
yayilim gosterir. Bakteri yiikli dejenere sayisiz makrofaj bulunmaktadir. Siklikla,
pyograntlomatdz lenfadenit de histolojik olarak mevcuttur (Long, 2007).

R. equi enfeksiyonunun akciger disinda en sik goriildiigii bolgeler intestinal kanal ve

mezenterik lenf diigtimleridir. Ileum ile sekum ve kolonun lenfoid dokusunda, 6zellikle Peyer
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plaklar1 ile baglantili multifokal enterokolit ve tifilit goriilebilir. Bronsiyal lenf yumrularina
benzer sekilde, mezenterik ve kolon lenf yumrular1 da genislemis goriilebilir ve {izerlerinde
kazeonekrotik odaklar tespit edilebilir. Bazen, biiyiik bir abdominal abse varlig1 s6z konusu
olabilir, bu apse genellikle mezenterik bir lenf yumrusunda olusacaktir. Peritonit ve adezyonlar
mevcut olabilir. Histolojik olarak, intestinal lezyonlar lenfoid dokunun pyogranulomatdz
inflamasyonu ve bunu saran epitelyumun fibrinonekrotik iilserasyonundan olusur (Long, 2007).

R. equi enfeksiyonu lezyonlar1 organizmanin hematojen yayilmasina isaret ederek, daha
yaygin bulunabilir. Tespit edilen bazi lezyonlar septik artritis, vertebral osteomiyelitis,
hipopiyon ve dUlseratif lenfanjitisi icermektedir. Apseler hemen hemen her bdlgede ortaya
cikabilir. Aborte bir fetusta plasentitis ve fetal pndmoni lezyonlar1 R. equi enfeksiyonu ile
iligkili olarak bildirilmistir (Vengust ve ark, 2002).

R. equi, cogu vakada nekropside dokulardan izole edilebilir. Buna ek olarak, impresyon
smear ve formalin ile fikse edilmis doku 6rnekleri {izerinde immiinohistokimya bir teshis araci
olarak kullanilabilir ve bakteri kiiltiirii kadar hassas olabilir (Ishino ve ark, 1992; Szerdi ve ark,
2001). Dokularda spesifik olarak viriilant R. equi tiiriinii belirlemek igin, viriilans ile baglantili
15 ila 17 kDa antijenlere kars1 yonlendirilen monoklonal antikorlar kullanilmistir (Madarame

ve ark, 1996; Mariotti ve ark, 2000).

2.11. Tedavi

Toprakta yasayan bir bakteri olan R. equi, dogal olarak ortamda bulunan antimikrobiyel
maddelere kars1 koyabilmek i¢in ¢ekirdek genomu ile evrimlesmis olan kromozomal direnglilik
determinantlarina sahiptir. Bunun yan1 sira, in vitro etkinlik gdsteren ilaglarin ¢ogu in vivo
olarak etkisizdir, bunun nedeni muhtemel olarak antimikrobiyel ajanlarin hiicre igine aliminin
ve pyograniilomatoz lezyonlara penetrasyonun zayifligidir. Ayrica, mikolik asit iceren hiicre
duvari, bazi ajanlara karsi1 i¢ direng mekanizmalarina katkida bulunabilir. Sonug olarak, R. equi

enfeksiyonlarini tedavi etmek icin kullanilan mevcut antimikrobiyel ajan sayis1 gayet sinirlidir.
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2.11.1. Rifampin ve Makrolitler

Rifampin ve eritromisinin 1980°1i yillarda tedavi i¢in tercih edilmeye baslanmasiyla
taylarda mortalite oranlar1 6nemli 6l¢iide azalmistir (Hillidge, 1987; Sweeney ve ark, 1987).
Daha yeni jenerasyon olan iki makrolid, klaritromisin ve azitromisin; eritromisinin yerine
rifampinle kombine kullanilmaya baslanmistir (Giguére ve ark, 2004). Bu (¢ makrolid
arasindan klaritromisin, in vitro R. equi ve hticre kilturlerindeki intraselliler R. equi’ye kars1 en
aktif ajandir (Berghaus ve ark, 2012; Giguére ve ark, 2012). R. equi suslarinin % 90’11 inhibe
eden minimum inhibitor konsantrasyon (MICg) klaritromisin, eritromisin ve azitromisin igin
sirayla 0,12-0,25 ve 1,0 pg/ml dir (Jacks ve ark, 2003). Makrolidler ve Rifampin, in vitro olarak
R. equi’ye kars1 yliksek derecede etkilidirler ama bu etki sadece bakteriostatiktir (Nordmann ve
Ronco, 1992; Giguére ve ark, 2012). Bunun sonucu olarak makrolitler ve rifampin in vitro
olarak R. equi ye karsi zamana bagimli etki ederler (Giguére ve ark, 2012). Makrolid ve
rifampin hem in vivo hem de in vitro olarak sinerjistik etkilidir ve iki farkli simif ajanin
kullanilmasi R. equi’nin bu ajanlardan herhangi birine diren¢ kazanmasi ihtimalini azaltir
(Prescott ve Nicholson, 1984; Nordmann ve Ronco 1992; Giguére ve ark, 2012).Taylarda
Klaritromisin ve azitromisinin eritromisine karsi avantajlart artmig oral biyoyararlanim, uzamis
yar1 0miir ve BAL hiicreleri (bronkoalveolar) ile PELF sivisinda (Pulmonary Ephitelial lining
fluid) artmig konsantrasyonlardir (Jacks ve ark, 2001; Davis ve ark, 2002; Womble ve ark,
2006). Yeni jenerasyon makrolitlerin bu 6zellikleri, daha diisiik dozlarda kullanilmalarina ve
doz araliklarinin uzamasina katkida bulunur. Retrospektif bir calismada klaritromisin ve
rifampin kombinasyonu, ozellikle siddetli radyografik bulgulart olan R. equi pndmonili
taylarda, azitromisin-rifampin ve eritromisin-rifampin kombinasyonlarindan daha etkili
bulunmustur (Giguére ve ark, 2004). Bu ¢alismada tedavi gruplarinda bulunan taylar rastgele
secilmedigi i¢in ve retrospektif datada biaslar olabileceginden ¢alisma sonuglar1 dikkatlice ele
alinmalidir. Yakin gecmisteki diger ¢alismalar rifampin ile uzun siireli tedavinin PELF ve BAL
stvilarinda klaritromisin konsantrasyonunu belirgin diizeyde azalttigini (potansiyel olarak farkli
makrolitlerin de) ortaya koymus olmasina ragmen (Venner ve ark, 2010; Peters ve ark, 2011)
taylar tizerinde makrolid ve rifampin kombinasyonunun ve sadece makrolidlerin kullaniminin
klinik etkilerinin karsilastirilmasi heniiz ¢alisiilmamistir. Tek basina makrolid kullamininin,
rifampin ve makrolid kombinasyonu kadar etkili oldugu kanitlanana kadar, makrolid
(eritromisin, azitromisin ve klaritromisin) ve rifampin kombinasyonu tavsiye edilen tedavi sekli

olarak kalacaktir (Giguére ve ark, 2011).

42



Klinik belirtilerin iyilesmesi, plazma fibrinojen konsantrasyonlarinin normale dénmesi,
akciger lezyonlarinin ultrasonografik ya da radyografik olarak iyilesmesi, genel olarak tedavini
stiresini belirler. Lezyonlarin siddetine ve tedaviye verilen yanita bagl olarak bu stre genellikle
3-12 haftadir. Ultrasonla belirlenen subklinik lezyonlara sahip taylar, solunum stresli ve siddetli
lezyonlara sahip taylara kiyasla daha kisa bir tedavi siiresi gerektirirler. Aslinda, subklinik
ultrasonografik lezyonlari olan taylarin ¢ogu, tedavi gdormeden enfeksiyonu kendileri
temizlerler (Venner ve ark, 2012a, b). Henliz, subklinik ultrasonografik lezyonlu taylardan
hangilerinin ileride enfeksiyonu kendileri temizleyecegi, hangilerinde enfeksiyonun hastaliga
doniiseceginin ayrimini saglayabilecek somut bir kriter saptanamamastir.

Enfeksiyon bolgesinde terap6tik konsantrasyonu koruyabilecek uzun etkili bir makrolidin
varligi tedavi araliklarini kisaltarak uyumlulugu arttiracaktir. Sigirlarda ve domuzlarda
kullanimi1 onaylanmis, semi sentetik bir makrolid olan tularitromisinin taylara IM
enjeksiyondan sonra BAL hiicrelerinde konsantrasyonu tespit edilmistir (Scheuch ve ark,
2007). Yiksek kumulatif R. equi insidensiyle sahip bir ciflikte, subklinik ultrasonografik
lezyonlu taylarda tularitromisin ile azitromisin rifampin kombinasyonu Klinik etkileri
karsilastirilmis, iki grupta hayatta kalma oranlar istatistiki olarak belirgin farklilik géstermese
de tedavinin ilk haftas1 sonunda akciger lezyonlar: tularitromisin grubunda daha biiyiik ve
tedavi sdresi tularitromisin grubunda belirgin olarak daha uzun saptanmuis, tularitromisinin
standart azitromisin rifampin tedavisi kadar etkili olmadig1 sonucuna varilmistir (Venner ve
ark, 2007). Bu sonuclar, tularitromisinin R. equi’ ye kars1 zayif in vitro etkisi (MICgo > 64
pg/ml) (Carlson ve ark, 2010) oldugu bulgusuyla agiklanabilir. Bu konsantrasyon,
tularitromisinin Onerilen doz olan 2,5 mg/kg dozda IM olarak taylara uygulandiktan sonra BAL
hiicrelerinde goriilen konsantrasyonundan 100 kat daha fazladir (Scheuch ve ark, 2007).

Sigir ve domuzlarda kullanimi onaylanmis uzun etkili diger bir makrolid olan tilmikosin,
R. equi’ ye kars1 zayif etkilidir (MICg0>32pg/ml) ve taylarda enjeksiyon bolgesinde sislik
olusturabilir (Womble ve ark, 2006). Benzer olarak tildipirosin R. equi karsisinda zayif (MICgo
32 pg/ml) etkilidir. Sonug olarak tularitromisin, tilmikosin ya da tildipirosin taylarin R. equi
pndémosi tedavisinde tavsiye edilmez. Buna karsilik, sagim doneminde olmayan sigirlarda
respiratorik enfeksiyonlardan korunma ve tedavisi amactyla kullanim1 onaylanmis, uzun etkili
diger bir makrolid olan gamitromisin R. equi ye karst in vitro etkilidir (MICgo 1,0 pg/ml)
(Berghaus ve ark, 2012). Gamitromisinin 6 mg/kg dozunda IM enjeksiyonunun ardindan BAL
hlcrelerinde 7 giin boyunca MIC konsantrasyonunun iizerinde konsantrasyonlarda bulundugu
goriilmiistiir (Berghaus ve ark, 2012). Bu ilacin klinik etkinligi ve giivenligi tam olarak

belirlenene kadar gamitromisin tedavisi tavsiye edilmemektedir.
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Cogu tay tarafindan iyi tolere edilmelerine ragmen makrolidler genelde 1limli diareye

neden olurlar (Gustafsson ve ark, 1997; Stratton-Phelps ve ark, 2000; Giguére ve ark, 2014).

2.12. Koruma ve Kontrol

Koruma ve kontrol methodlari; erken teshis icin tarama testleri, kemoprofilaksi ve aktif

ve pasif immunzasyonu icerir.

2.12.1. Erken teshis icin taramalar

R. equi pnémonisinin fark edilmesi genelde hastalik ilerleyene kadar giigtiir, bu yiizden
tedavisi de zordur. Tarama caligmalarinin amaci taylar hastaligin ilk evrelerindeyken tespit edip
uygun tedaviye baslatarak iyilesme tablosunu gelistirmektir. Tarama testlerinin tek basina tani
degerinin olmadigin1 hatirlamak gerekir. En yardimci tarama testleri sonuglart yiiksek pozitif
sonuglu (yiiksek pozitif tahmin degeri) ya da diisiik negatif sonuglu (yiiksek negatif tahmin
degeri) olasilig1 olanlardir. Calisilan ¢iftlikte hastaligin prevalansinin yiiksek olmasi, tarama
testinin pozitif tahmin degerinin yiiksek oldugu anlamina gelir. Bu nedenle, ciflikteki prevalans
degerine gore, tarama testinin pozitif sonucu tani testlerinin kullanilmasi (diisiik ve orta dereceli
prevalans) ya da tedaviye baslanilmasi (yliksek prevalans) temelini olusturur. Kontrolsiiz
yapilan bir takim c¢alismalar, tarama testlerinin R. equi mortalitesini azalttigi sonucunu
bulmustur (Prescott ve ark, 1989; Slovis ve ark, 2005). Basarili bir aginin ya da diger korunma
yontemlerinin heniiz bulunmadigi bu yikici hastaligin kontroliinde endemik cifliklerde tarama
testlerinin kullanilmast mantikli bir uygulamadir. R. equi’ nin sadece sporadik goriildiigi
ciftliklerde tarama testi uygulamalariin verimi siiphelidir.

Taylarin pnomoni klinik belirtileri i¢in gozlemlenmesi, rektal 1smin Olciilmesi,
hematolojik parametreler, seroloji, thoraksin radyolojik ve ultrasonografik goriintiilenmesi gibi
cesitli uygulamalar tarama teknikleri olarak agiklanmis, bu taramalarin tay 3 haftalikken
baslanmas1 ampirik olarak tavsiye edilmistir (Cohen ve ark, 2000). Bu testlerin sistemik
karsilastirilmast yapilmamastir.

Bazi ¢aligmalar serumda R. equi antikoru, SAA ve fibrinojen konsantrasyonlarinin yararl
tarama testleri olmadigimi gostermistir (Martens ve ark, 2002; Giguére ve ark, 2003a; Cohen ve
ark, 2005). WBC konsantrasyonlart aylik taramalarda R. equi pndmonisi erken tanisinda klinik
olarak kabul edilebilir sensitivite (% 79) ve spesifite (% 91) gostermistir (limit WBC 15.000
hiicre/ul) (Giguére ve ark, 2003b). Farkli bir ¢iftlikte yapilan baska bir ¢alismada, R. equi
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pnomonisi olan taylarin WBC ve notrofil konsantrasyonlarinin seri olarak 6l¢iilmesi hastaligin
seyri hakkinda limitli performans sergilemistir (Chaffin ve ark, 2012a).

Son 15 yilda, endemik ¢iftliklerin ¢ogunda R. equi enfeksiyonlarinin kontrolii,
ultrasonografik taramalarla subklinik lezyonlarin tespiti ve uygun antimikrobiyel tedaviyle
hastalig1 klinik belirtiler goriillmeden tedavi etmek suretiyle gergeklesmektedir (Slovis ve ark,
2005; Venner ve ark, 2007; McCracken ve Slovis, 2009). Gogiis ultrasonografisi diger
tekniklere nazaran bir ¢ok avantaj saglamaktadir: (1) sonuglar pulmoner patoloji varlig1 i¢in
spesifiktir; (2) prosediir her bir tay i¢in diger testlere nazaran daha hizli gergeklesir; (3) sonuglar
hemen belli olur. Kontrollii c¢aligmalarin olmamasina ragmen, periyodik gogis
ultrasonografisinin bazi ¢iftliklerde R. equi mortalitesini diisiirdigii gortilmistiir (Slovis ve ark,
2005; Venner ve ark, 2007; McCracken ve Slovis, 2009).

Bununla birlikte son yillarda yapilan ¢ift korli rastgele placebo kontrollii ¢alismalar
kicuk pulmoner lezyonlu (apse skoru 1-10cm) taylardan % 88’ inin antimikrobiyel tedavi
gormeden iyilestigini gostermistir. Ek olarak, kiiclik pulmoner lezyonlu taylarda antimikrobiyel
tedavi, placebo grubuyla kiyaslandiginda lezyon 1iyilesmesini belirgin diizeyde
hizlandirmamistir (Venner ve ark, 2012a, b).

R. equi pndmonisinin tespiti i¢in ultrason taramalarinin yararliligi, endemik bir ¢iflikte
veteriner hekimlerin ve diger personelin tarama sonuglarinit gérmemesi iizerine plananlanan bir
caligmayla arastirtlmig (Chaffin ve ark, 2012b), taranan 270 taydan 216 tanesinde (% 80)
sonografik olarak belirgin pulmoner lezyonlar tespit edilmis olmasina ragmen sadece % 17°si
Klinik R. equi pndmonisi tablosu gostermistir. Ultrasonografik lezyonlari tespit edilen taylarin
% 79’u antimikrobiyel tedavi gormeden ve hastaligin klinik belirtilerini gdstermeden
kendiliginden lezyonlart temizlemistir. Ayni c¢alismada ultrasonografinin  kiimiilatif
sensitivitesi cok iyi (% 89), kiimiilatif spesifitesi ise diisiik (% 62) bulunmustur (Chaffin ve ark,
2012Db).

Ultrasonografik lezyonlu taylardan hangilerinin tedavisiz iyilesebilecegi bilinmediginden
ve R. equi klinik hastalik tablosu ¢ok agir olabildiginden g¢ogu yetistirme ¢iftligi, tim
ultrasonografik lezyonlu taylarin tedavisini yapmay1 tercih etmektedir. Bu yaklagim, klinik
hastaligi olmamasina ragmen bir¢ok tayin R. equi pndmonisi varsayimiyla antimikrobiyel
tedavi gormesine neden olmaktadir. Ultrason taramalar1 sonucunda makrolid ve rifampinin
artan kullanimi1 ve son yillarda direngli suslarin goriilme sikliginda artis, bu uygulamanin
sanildig1 kadar zararsiz olmayabilecegini igaret eder. Ultrason taramalar1 sonucunda makrolid
ve rifampinin yaygin olarak kullanildig1 bir yetistirme ciftliginde bu antibiyotiklere direng

gelistigi bulunmustur (Burton ve ark, 2013). Bu ¢iftlikte yapilan taramalarda, pndmonisi olan
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taylardan izole edilen R. equi izolatlarinin % 20-40’1 direngli bulunmustur. Gliniimiizde direngli
suslarin, ultrasonografik taramalar sonucu yaygin antibiyotik kullanan giftliklerde genis
yayilimi olup olmadigi ya da sadece belli bolgelerde sinirli kalip kalmadigi tam olarak
bilinmemektedir. Yaygin ve gereksiz antibiyotik kullanimi, maaliyetinin ve direngli suslarin
olugmasina neden olmasinin yanisira; bazi taylarda ishal ve yiiksek ates gibi ciddi ters
reaksiyonlarla hayati tehlike olusturabilir.

Ultrasonografik lezyonlari olan taylarin ¢ogunda bu lezyonlarin kendiliginden iyilesmesi
(Chaffin ve ark, 2012b; Venner ve ark, 2012a, b), bazi ¢iftliklerde makrolid ve rifampin direngli
suslarin goriilme sikliginin artmasiyla (Burton ve ark, 2013) kombine edildiginde, klinik
hastaligi olmayan taylara sadece ultrasonografik bulgular neticesinde antibiyotik tedavisi
uygulamasinin sonlandirilmasi gerektigini gostermektedir. Hedef, bir¢cok subklinik taydan
hangi birkaginin hastalik tablosu gosterip antibiyotik tedaviye ihtiyaci olacaginin daha belirgin
bir sekilde tespit edilebilmesi olmalidir. Subklinik taylarda tedavinin avantajlart ve
dezavantajlarmin daha iyi kuantifiye edilebilmesi i¢in, bu taylarin tedaviye ihtiyaglarinin

belirlenmesinde daha iyi kriterler yaratmaya yonelik calismalara ihtiya¢ vardir.

2.12.2. Pasif immunizasyon

Cesitli antijenler kullanilarak R. equi’ ye karsi asilanan atlardan alinip, deneysel olarak
enfeksiyona tabi tutulmus taylara verilen HIP’nin (Hyper Immune plasma- hiperimmun
plazma), enfeksiyonun siddetini azaltarak etkili oldugu ispatlanmistir (Martens ve ark, 1989b;
Prescott ve ark, 1997; Hooper-McGrevy ve ark, 2005). Buna ragmen, ¢esitli HIP’larin
etkinligini aragtiran saha calismalar1 birbirinden farkli sonuglar vermistir. Sonuglarin
catigmasina ve tamaminin R. equi pnémonisi kiimulatif insidensinde belirgin bir istatistiki
azalma gOstermemesine ragmen, 7 calismanin 5 tanesi relatif riskin azaldigim1 ve HIP
faydalarini gostermistir (Madigan ve ark, 1991; Muller ve Madigan 1992; Hurley ve Begg,
1995; Higuchi ve ark, 1999; Gigueére ve ark 2002; Chaffin ve ark, 2003, 2011).

VapA ve VapC ile rekombine immunize edilen atlardan elde edilen saflagtirilmis
immunoblobulinlerin IV verildigi taylarda, yiikksek dozda R. equi ile olusturulan deneysel
enfeksiyonun siddetinin, piyasada bulunan ticari HIP ile benzer miktarda azaldig1 goriilmiistiir
(Hooper-McGrevy ve ark, 2001). Bu sonug, immunoglobinlerin, 6zellikle VapA ve VapC
spesifik olanlarin HIP ile saglanan bagisikliktan sorumlu olabilecegini diisiindiirmektedir. R.
equi’ ye kars1 hiperimmunize edilmeyen atlardan elde edilen plazmalarin R. equi korunmasinda

kullanilmas: tavsiye edilmemektedir. R. equi’ nin baz1 giftliklerde endemik goriilmesinin, bu
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cifliklere 6zel suslarla aciklanamamasi ve enfekte taylarin birden fazla sus igerebilecegi
diisiiniildiigiinde, taylara verilecek plazmanin ayni ¢iftlikte bulunan hiperimmunize atlardan
elde edilme gerekliligi yoktur; herhangi bir virulent susa kars1 (VapA pozitif) hiperimmunize
edilmis atlardan alinan plazmanin yeterli olmasi1 gerekmektedir (Giguére ve ark, 2011b).

HIP transferi i¢in optimum miktar ve yas heniiz tam olarak belirlenememistir. R. equi ile
aerosol yolla enfekte edilen 9 taya, enfeksiyon sonrasi 9. glinde uygulanan HIP koruyucu
etkinlik gostermemistir, bu da HIP uygulamasinin enfeksiyon olusumundan 6nce yapilmasi
gerektigini gostermektedir (Chaffin ve ark, 1991). Bir ¢ok tayin hayatlarinin ilk giinlerinde bu
patojene maruz kaldiklar1 kanitlandigindan (Horowitz ve ark, 2001) taylarin 1 litre HIP y1
hayatlarinin 2. giliniinden Once almalari yaygin olarak tavsiye edilmektedir. Bu erken
uygulamayla, pasif transfer edilen antikorlar, tayin hala ¢evresel olarak etkene maruz kaldigi
ileri donemlerde etkisiz konsantrasyonlara diiser, bu yiizden 2-4 haftalarda ikinci bir HIP
uygulamasi endemik gifliklerde siklikla uygulanmaktadir.

HIP transfiizyonu hastaligin dnlenmesinde tamamen etkli degildir, bu yiizden riskteki
taylarin dikkatle gdzlenmesi gerekliligini kaldirmaz. Korumada tam olarak etkili olmayisinin
yanisira, HIP transfiizyonu taylara uygulama ve zaptirapt esnasinda travma, ayrica ileri
donemlerde yan etkiler olasiliklarin1 barindirir. Bu uygulamalar hem zaman hem de is¢ilik
gerektirdiginden pahali uygulamalardir ve tayin degeri ve hastaligin o ¢iflikteki insidensi g6z

onilinde bulundurarak degerlendirilir.

2.12.3. Kemoflaksi

Etkili bir aginin eksikliginden dolayi, endemik g¢ifliklerde R. equi enfeksiyonlarindan
korunmak i¢in, ¢iflikteki tiim taylarin enfeksiyona en hassas olduklari donemde profilaktik
antimikrobiyellerin kullanim1 Onerilmistir. Azitromisin, iyi oral biyoyararlanimi, uzun yari
omrii ve PELF, BAL, ve noétrofillerde yakaladig1 konsantrasyonlarla kemoprofilaksi i¢in cazip
bir alternatiftir. Iki calisma, azitromisinin kemoprofilaktik kullanimini arastirmistir. Amerikada
10 ¢iflikte 338 tayla yapilan rastgele kontrollii bir caligmada, R. equi kiimulatif insidensi %
21’den (tedavi gdrmeyen taylar), % 5’e (10 mg/kg PO azitromisin, q 48h, hayatin ilk 14 giinii)
diismiistiir (Chaffin ve ark, 2008). Buna karsilik, Almanya’da biiyiik bir yetistirme ¢iftliginde
70 tayla yapilan bir ¢alismada kemoprofilaktik olarak azitromisin kullanimi (10 mg/kg PO
azitromisin, q 24h, hayatin ilk 28 giinii) pulmoner abseli hastalik kiimiilatif insidensini belirgin
diizeyde diistirmemistir. (Azitromisin kullanilan grupta insidens % 60, tedavi gérmeyen grupta

insidens % 69). Buna ragmen, azitromisin ile kemoprofilaktik tedavi goren taylarda abselesme
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baslamasi1 daha ge¢ yaslarda gerceklesmistir (Venner ve ark, 2009). Bu iki ¢alisma sonuglari
arasinda farkliligin nedeni tam olarak bilinmemektedir. Kemoprofilaktik azitromisin kullanimi1
bu iki c¢alismadan bagimsiz olarak, makrolid direngli bakteri suslarinin goriilmesini

arttiracagindan uygun bir teknik olarak goriillmemektedir (Giguére ve ark, 2011b).

2.12.4. Asllama

Etkili bir asilama programi ile taylarin ve kisraklarin immunizasyonu R. equi
pnomonisinin kontroliinde faydali olacaksa da giiniimiizde bu konudaki g¢aligmalar hala
istenilen sonuglar1 vermemektedir. R. equi’den kismi korunmada antikorlarin rolii, kisraklarin
asilanmasinin bir dereceye kadar koruma saglayabilecegini diisiindiirmektedir. Buna ragmen,
hem saha hem de deneysel ¢alismalarda, kisraklarin asilanmasiyla, kolostrumda R. equi spesifik
antikor sayist ve bu antikorlarin taylara gegisi belirgin diizeyde artmis olsa da, R. equi
pndmonisine karsi bir koruma saglanamamistir (Madigan ve ark, 1991; Martens ve ark, 1991).
Daha sonra yapilan bir ¢alismada az sayida kisragin VapA icin su bazli bir nanopartikiil
adjuvantiyla yapilan asilamasiyla, hem kisraklarda hem de taylarda anti VapA IgG
konsantrasyonlar1 yiikselmis, dogal olusan enfeksiyona karsi, asilanmayan kontrol grubuyla
kiyaslandiginda koruyucu etki saglamis olabilir (Cauchard ve ark, 2004). Asilama
programlarinin yayginlagmasindan once, endemik ¢ifliklerde yapilacak daha biiyiik 6lgekli
calismalarla bu ilk ¢alismalarda varilan sonuglarin tasdiklenmesi gerekmektedir.

Hiicresel bagisikligin R. equi pndmonisinden korunmadaki olaganiistii 6nemi nedeniyle,
tam bagisiklik yakalanabilmesi igin taylarin aktif immunizasyonunun gerekliligi
diistiniilmektedir. VapA antijeni eksprese eden Salmonella enterica serovar Typhimurium ile
oral agilama sonucu farelerde R. equi pnomonisinden korunma saglanmistir (Oliveira ve ark,
2010). Onceki calismalar, bu asinin taylarda koruma saglayabilecegini diisiindiiriir (Porto ve
ark, 2012). Farelerde yapilan ¢alismalar VapA ile DNA immunizasyonunun, fareleri R. equi
enfeksiyonundan korudugunu ve IgG subizotip cevabimin, Thl kaynakli immun cevapla
benzerlik gosterdigini onerir (Haghighi ve Prescott, 2005). vapA geni iceren benzer bir DNA
asis1, yetigkin atlarda giiclii hiicresel immun yanit olustururken, taylarda bu cevap zayif
kalmistir (Lopez ve ark, 2003). Yenidogan taylara intrabronsiyal uygulanan canli, tamamen
attenlie, riboflavin okzotrofik R. equi susuyla asilanmasi, immun yaniti stimiile etsede,
intrabrongiyal enfeksiyona karsi koruma saglayamamistir (Lopez ve ark, 2008). Canli, aviriilent
plazmidten arinmis R. equi, adaptif immunizasyon saglamamistir ve hemen temizlenmistir. Bu

da giiclii hiicresel immun yanit i¢in bakteriyel repliksayonun olmasi gerektigini gosterir (Hines
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ve ark, 2003). icl (isocitrate lyase) ve choE (cholesterol oxidase) kromozomal genlerinden
arindirilmis R. equi delesyon mutanti uygulandigi ¢ tayda tekrarlayan enfeksiyona karsi
koruma saglamistir (Pei ve ark, 2007a, b). Fakat, iki tayda uygulama Sonrasi pndomoni
gelismistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda, taylarin canli, atteniie, katabolik steroid yolda
gorevli genlerden ari bir asiyla oral asilamasi sonrasinda deneysel olusturulan intrabronsiyal
enfeksiyona bagisikliklart saglanmistir (Van der Geize ve ark, 2011). Bu veriler toplu
yorumlandiginda gii¢lii hiicresel immun yanitin olusabilmesi i¢in yeterli R. equi replikasyonu
ile asilanan susun hastalik olusturmasi arasinda ince bir ¢izgi oldugu kanisina varilmaktadir.
Bir bagka hassas nokta ise, taylarin hayatlarinin ilk giinlerinde agilanmas1 gerekmesi ve etkili
asimnin, asilanan gen¢ tayin heniiz olgunlagmamis bagisiklik sisteminin {istesinden
gelebilmesidir. Giinimiizde kisraklarin ya da taylarin aktif immunizasyonu icin heniiz
gelistirilmis ticari bir as1 olmamasina ragmen, hala gelistirilmekte olan ve umut vaadeden

bir¢ok ¢alisma vardir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg

3.1.1. Ornekler

Bu tez calismasinda, 1-5 aylik 90 taydan alinan nazal svap Ornekleri kullanilmistir.
Orneklemenin yapildig: haralarda asim sezonu Subat ayinda, dogum sezonu ise Ocak ayinda
baslamaktadir. Orneklemenin yapildig: 2016 yili Haziran ayinda 90 taydan 3 tanesi 1 aylik, 11
tanesi 2 aylik, 28 tanesi 3 aylik, 34 tanesi 4 aylik ve 14 tanesi 5 aylik oldugu kayit edilmistir.
Aseptik ve teknigine uygun olarak alinan nazal svap 6rnekleri tasima soliisyonlu svaplar i¢inde
soguk zincir altinda analizleri yapilmak iizere Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner

Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’na getirilmistir.

Sekil 4. Ornekleme yas gruplart

ornekleme yas gruplari

mlaym2aym3aym4ayms5ay

3.1.2. Kullanilan Besiyerleri

3.1.2.1. R. equi selektif NANAT besiyeri

Calismada kullanilan R. equi selektif NANAT besiyeri hazirlanmasinda Muscatello ve

arkadaslar1 (2007) referans alinmustir.
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Tryptone Soy Agar (Merck®) 40 g
Distile Su 11t

121° C’ de 15 dakika sterilizasyonu takiben eklenen suplementler
Nalidiksik asit (20 pg/ml)

Novobiocin (25 pg/ml)

Actidione (sikloheksimit) (40 pg/ml)

Potasyum Tellurit (% 0, 0005)

3.1.2.2. TSA (Tryptic Soy Agar)

Kazein Peptonu.................. 15,0 g/l
Soya Peptonu...................... 5,0 g/l
NaCl .....cooooviiiiiiin, 5,0 g/l
Agar-agar ...........ccooeeiennn. 15,0 g/140 gr

Dehidre besiyeri tartilarak 1 litre distile su ile homojenize edildikten sonra 121°C’de 15
dakika sterilize edilmistir. Hazirlanan besi yeri 50°C’ye kadar sogutulup steril petri kutularina

dokiilmiistiir.

3.1.3. Kullanilan Kimyasal ve Solisyonlar

3.1.3.1. TBE (Tris, Borik Asit, EDTA, pH: 8,0) Buffer

10X TBE Stok Soltisyonu

TrisBase.............oooeunei 121,19
Borik Asit .........cooeiiin 61,83 g
EDTA ..., 584 ¢

Distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlanarak 121 °C’de 15 dk otoklav edilip, pH: 8,0

ayarlanarak buzdolabinda saklandi.

0,5X TBE Kullanma Soliisyonu
IOXTBE.......ccoviiiiea 50 ml
Distile SU....cc.oovviiininnnnn. 950 mi

Karigtirilarak solusyon hazirlandi.
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3.1.3.2. Jel Loading Buffer (6X)

Bromfenol Mavisi............ 25 mg
Stkroz .........cooeviiiiiin, 4¢g
HoO o 10 ml

Karigtirilarak solisyon hazirlandi.

3.1.3.3. Tris (IM)

Tris Base ............oceeeee 121 ¢
Tris Base 800 ml distile suda eritilip, yaklasik olarak 60 ml HCI asit ilave edilerek pH:
7, 6’ya ayarlanarak karisim 1000 ml’ye tamamlandi. 121°C’de 15 dk otoklav edildi.

3.1.3.4. TE Buffer (10 mM tris, ImM EDTA)

Tris (IM)...ooovineien.n. .10 ml
EDTAQOS M)..cceenenennnes 2ml

Karistirildiktan sonra karisim 1000 ml distile su ile tamamlandi.

3.1.3.5. ExPrime Taq Premix (2X) (GeNet Bio®)

2X konsantrasyonda Taq DNA polimeraz (1 u/10 pl), 2X reaksiyon buffer, 4 mM
MgCl,, enzim stabilitért, sediment, pH 9,0, 0,5 mM her biri dATP, dCTP, dGTP, dTTP

icermektedir.

3.1.4. DNA Ekstraksiyon Kiti

R. equi izolatlarindan PCR asamasinda kullanilmak iizere DNA ekstraksiyonu, Thermo

Scientific™ Genomic DNA Purification esktraksiyon kiti ile gerceklestirildi.
3.1.4.1. Thermo Scientific™ Genomic DNA Purification Kit Prosediirii:

*Bir 6ze dolusu kultir 400 pl lizis solisyonu ile siispanse edildi. 65°C’de 5 dk inkube edildi.
*600 pul kloroform ilave edildikten sonra 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij yapildi. SUpernatant
atild.

*800 pl presipitasyon soliisyonu pelet Gizerine ilave edildikten sonra oda

sicakliginda 1-2 dakika karistirildi.
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*10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra DNA igeren pelet 1.2 M NaCl sollisyonunda
cozduruldu.

*300 pl etanol eklendikten sonra 10 dakika -20°C’de bekletildi. 10.000 rpm’de 3 dakika
santrifiij edildikten sonra %70’lik etanol ile yikandi. Daha sonra 100 pl steril distile suda
¢oziildii. Her bir PCR reaksiyonu icin 5 pl template DNA kullanild.

3.1.5. Primerler

Calismada kullanilan 16S rRNA primerleri Mir ve ark (2015), vapA ve vapB primerleri
Al-Graibawi ve Mohammed (2015) tarafindan belirtilen sekilde dizayn ettirilmistir. Primer

dizilimleri ve bant araliklar1 Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. R. equi Primerleri

Primerler Niikleotid sekansi Uriin
biiyiikliigii
16S rRNA F 5> GGTCTAATACCGGATATGAGCTCCTGTC 3° 450 bp
16SrRNA R 5’ CGCAAGCTTGGGGTTGAGCCCAA 3°

vapA F 5’ GACTCTTCACAAGACGGT 3 286 bp
vapAR 5’ TAGGCGTTGTGCCAGCTA 3

vapB F 5 TGATGAAGGCTCTTCATAA 3 477 bp
vapB R 5’ TTATGCAACCTCCCAGTTG 3

3.1.6. Agaroz Jel Hazirlanisi

Agarose (Sigma®)..................... 29
TBE (0,5X) v, 100 ml

Buffer, sise icerisindeki agarozun {izerine ilave edilip, karistirildi ve mikrodalga firinda
yaklasik 3-5 dk kaynatilan karigim, 40-50°C’ye kadar sogutuldu. Halen s1v1 halde olan karisima
3 ul etidyum bromid ilavesinden sonra jel kalibinin igerisine yavasca, kabarcik birakmayacak
sekilde dokiildii ve icerisine yiikleme kuyucuklarint olusturacak olan taraklar yerlestirilerek,
15-20 dakika oda sicakliginda sogumaya birakildi. Sogutulan jel, kaliptan c¢ikarilarak,

elektroforez tankina dikkatlice yerlestirildi.

3.1.7. Marker

Marker olarak 100 bp’lik DNA ladder (ThermoScientific®) kullanildi.
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3.1.8. Ethidium Bromid

Elektroforez isleminden sonra goriintiileme i¢in jelin boyanmasinda % 1’°lik Ethidium
bromid (Sigma®) 500 ml 0,5X TBE ile hazirlanan % 1,5’lik agaroz jelin icerisine Sul

miktarinda eklenerek kullanildi.
3.1.9. Standart Sus

Biyokimyasal ve molekiiler testlerde kalite kontrol susu olarak Rhodococcus equi
ATCC 6939 kullanilmustir.

3.1.10. Antibiyotikler

Arastirmamizda elde edilen izolatlarin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi
amaciyla amoksisilin, streptomisin, kanamisin, amoksisilin klavulanik asit, amikasin,
klaritromisin, azitromisin, sefoksitin, klindamisin, rifampin, eritromisin  (Oxo0id®)

kullanilmistir.
3.1.10.1. Antibiyotik sulandirmalari

Agirlik (mg) = Hacim (ml) x Konsantrasyon (pg/ml)

Deney Potensi (ug/mg)
NCCLSI M31-A2 standartinda belirtildigi iizere antibiyotik tozlar hesaplanmis ve

uygun solvent ve diluentte sulandirilmistir.

3.1.11. Kullamilan Cihazlar

Konvansiyonel yontemle tanimlanan R. equi izolatlari BD Phoenix M50 otomatize
identifikasyon sistemiyle biyokimyasal olarak dogrulanmistir. PCR islemi 96 6rnek kapasiteli
ABI GeneAmp PCR System 9700 termal dongiileme cihazinda gerceklestirilmistir. PCR
asamasi tamamlanan Ornekler elektroforez islemi Biorad® marka, elektroforez tankinda,

goriintiileme islemi Vilber Lourmat marka goriintiileme cihazinda gergeklestirilmistir.

54



3.2. Yontem

3.2.1. Orneklerin Toplanmasi

Ormekleme yapilacak taylar hem taymn hem yardimci personelin hem de arastirmacinin
giivenligi goz onilinde bulundurularak, minimum stresle zapti rapt edilmis, svaplar sol ya da sag
ventral meatustan ilerletilmis, nazal pasajda yaklasik 5 saniyelik rotasyon hareketiyle 6rnekler
alimmustir. Alinan 90 nasal svap érnekleri stuart besiyeri iceren tasima soliisyonuyla ayni giin
icinde soguk zincirde Aydm Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji

Anabilim Dali’na getirilmistir.

3.2.2. Fenotipik izolasyon ve identifikasyon

Laboratuara getirilen drnekler vakit kaybetmeden NANAT R. equi selektif besiyerine
ekilerek 37° C de 48 saat inkubasyona birakilmistir. Ureme gerceklesen drneklerin koloni
makroskopik ve mikroskobik morfolojileri incelenmis, Gram boyama ve biyokimyasal testler
(katalaz, oksidaz, Ureaz, lipaz, fosfataz, S. auerus ATCC 25923 ile CAMP) yapilmig, Gram
pozitif kiguk kokoid etkenlerin BD Phoneix 50 otomatize identifikasyon cihaziyla

biyokimyasal testleri dogrulanmistir.

3.2.3. Genotipik Identifikasyon
3.23.1. PCR
3.2.3.1.1. Rhodococcus equi 16S rRNA PCR asamasi

Arastirmamizda DNA ekstraksiyonu yapilan Rhodococcus equi izolatlarinin 16S rRNA
PCR islemleri Mir ve ark (2015) tarafindan bildirilen protokole gore yapildi.

Rhodococcus equi izolatlarindan yapilan PCR isleminde 20 pl toplam hacimde, son
konsantrasyonu 1x ExPrime Taq premix 10 pl, 1 pl primerler (her biri i¢in 10 uM), olacak
sekilde hazirlanir ve kalan miktar deiyonize su ile tamamlanur.

Mastermiksler hazirlandiktan sonra 0,2 ml’lik tiipler, &rnek adedi kadar
numaralandirilip, iglerine 18’er pl hazirlanilan mastermiks ilave edildi. Daha sonra,

ekstraksiyonu yapilan DNA’lardan 2’ser ul alinip, ilgili tiiplerin igerine eklendi ve agizlari
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sikica kapatildi. Hazirlanan tiipler daha sonra ABI GeneAmp PCR System 9700 termal
donguleme cihazina yiiklenip, programlandi. 16S rRNA analizlerinde kullanilan PCR islemine

ait 1s1l dongii ve siire diyagrami Tablo 7’°de gosterilmistir

Tablo 7. R. equi 16S rRNA PCR islemlerine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayis1 | Sicakhik Saresi
Baslangi¢c Denatiirasyon | 1 94°C 5 dk
Denatiirasyon 94°C 30sn
Baglanma 35 56°C 30sn
Uzama 72°C 30 sn
Son Uzama 1 72°C 5dk
Bekletme 1 4°C o dk

PCR kondisyonlar1 94° C’de 5 dakika 6n denatiirasyonu takiben 35 siklus olmak iizere
94° C’de 30 saniye denatiirasyon, 56° C’de 30 saniye baglanma, 72° C’de 30 saniye uzama ve
72° C’de 5 dakika son uzama asamalari seklinde gerceklestirilmistir.

PCR iirlinleri %1°lik agaroz jelde elektroforteze tabi tutulmus ve Vilbert Lourmat UV
transilluminator cihazinda jel goriintiilemesi yapilmstir. R. equi igin 450 bp biyiikliigiindeki

bant olusumu goézlenmistir.

3.2.3.1.2. R. equi vapA ve vapB gen varhiginin belirlenmesi

16S rRNA pozitif orneklerin molekdler karakterizasyonu icin vapA ve vapB genleri Al-
Graibawi ve Mohammed (2015) ¢alismasinda belirttigi protokole gore uygulanmistir.

vapA ve vapB genleri multipleks PCR isleminde 20 pl toplam hacimde, son
konsantrasyonu 1x ExPrime Taq premix 10 ul, 1 pl primerler (her biri igin 10 uM), olacak
sekilde hazirlanir ve kalan miktar deiyonize su ile tamamlanur.

Mastermiksler hazirlandiktan sonra 0,2 ml’lik tiipler, oOrnek adedi kadar
numaralandirilip, iglerine 17’er pl hazirlanilan mastermiks ilave edildi. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA’lardan 3’er pl alinip, ilgili tiiplerin i¢erine eklendi ve agizlari sikica

kapatildi. Hazirlanan tiipler daha sonra ABI GeneAmp PCR System 9700 termal dongtleme
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cihazlarina yiiklenip, programlandi. vapA ve vapB genleri analizlerinde kullanilanmultipleks

PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami Tablo 8’de gdsterilmistir

Tablo 8. R. equi vapA ve vapB geni PCR islemlerine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongu Sayis1 | Sicakhik Saresi
Baslangi¢c Denatiirasyon | 1 94°C 5 dk
Denatiirasyon 94°C 1dk
Baglanma 35 48°C 30 sn
Uzama 72°C 1dk
Son Uzama 1 72°C 10 dk
Bekletme 1 4°C o dk

PCR Urunleri %2’1lik agaroz jelde elektroforteze tabi tutulmus ve Vilbert Lourmet UV
transilluminator cihazinda jel goriintiilemesi yapilmistir. R. equi vapA geni igin 286 bp ve vapB

geni icin 477 bp biiyiikliigiindeki bant olusumlar1 gézlendi.

3.2.4. Antibiyogram

3.2.4.1. Bakteri inokulumun hazirlanmasi

TSA’ da saf olarak tiremis R.equi kolonilerinden 5 koloni Triptic Soy Broth’a ekilmistir.
0.5 MacFarland bulanikligia ulasana dek 37°C’de 2-8 saat inkube edilmistir (1x 108 CFU/ml).
Bakteri suspansiyonlart 1:10 oraninda sulandirilmistir. Bdylece bakteri inokulumu 1x10°

CFU/ml konsantrasyonuna ayarlanmaistir.

3.2.4.2. Broth Mikrodilusyon

Mikropleytteki tim kuyucuklara 100 ul Katyonu Ayarlanmig Mueller Hinton Broth
konulmus daha sonra ilk kuyucuklara 256 pg/ml antibiyotik sollisyonundan 100 pl eklenmistir
ve ilk kuyucuktaki antibiyotik konsantrasyonu 128 pg/ml olarak ayarlanmistir. Bu
konsantrasyondan 100 pl alip 128 pg/ml konsantrasyonuna aktarilarak dilusyon yapilmistir. Bu

islem 0,0625 pg/ml konsantrasyondaki kuyucuga kadar tekrarlanmis ve en son 100 pl atilmigtir.
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Mikropleytlerdeki antibiyotik ajanlarin final konsantrasyonlari 0,0625-128 pg/ml arasinda
olmustur. Tiim kuyucuklara 1x10” CFU/ml konsantrasyonundaki bakteri inokulumundan 5 pl
eklenmistir. Boylece bakteri inokulumu final konsantrasyonu 5x10°CFU/ml’ye ayarlanmustir.

Pleytler 35 °C’de 18-24 saat inkube edilmistir. Uremenin gozlenmedigi en diisiik
antibiyotik konsantrayonu MIC degeri olarak kaydedilmistir (CLSI, 2005; Riesenberg ve ark
2014).
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4. BULGULAR

4.1. Fenotipik Bulgular

Laboratuara getirilip NANAT besiyerine ekimi yapilan ve 37° C’ de 24-48 saat
inkiibasyona birakilan nasal svap 6rneklerinden (n=90), 10 tanesinde gri-siyah renkte, smooth
karakterde koloniler gdzlenmistir (Resim 4). Ureyen kolonilerin (n=10) Gram boyamalar
yapilmig ve Gram pozitif, kokoid etkenlere biyokimyasal testler uygulanmig ve drneklerin tima
(n=10) Katalaz, Ureaz, lipaz, fosfataz ve CAMP testi (S. aureus ATCC 25923) pozitif, sitokrom

¢ oksidaz negatif bulunmustur.

Resim 4. NANAT ta ureyen R. equi kolonileri

Tablo 9. Orneklerin Gram Boyama ve Biyokimyasal Ozellikleri

Numune | NANAT Gram Katalaz | Oksidaz | Ureaz Lipaz | Fosfataz | CAMP
No UREME Morfoloji
20 Pozitif G (+) kokobasil Pozitif Negatif | Pozitif | Pozitif Pozitif Pozitif
33 Pozitif G (+) kokobasil Pozitif Negatif | Pozitif | Pozitif Pozitif Pozitif
53 Pozitif G (+) kokobasil Pozitif Negatif | Pozitif | Pozitif Pozitif Pozitif
56 Pozitif G (+) kokobasil Pozitif Negatif | Pozitif | Pozitif Pozitif Pozitif
57 Pozitif G (+) kokobasil Pozitif Negatif | Pozitif | Pozitif Pozitif Pozitif
60 Pozitif G (+) kokobasil Pozitif Negatif | Pozitif | Pozitif Pozitif Pozitif
61 Pozitif G (+) kokobasil Pozitif Negatif | Pozitif | Pozitif Pozitif Pozitif
77 Pozitif | G (+) kokobasil Pozitif Negatif | Pozitif | Pozitif Pozitif Pozitif
82 Pozitif G (+) kokobasil Pozitif Negatif | Pozitif | Pozitif Pozitif Pozitif
90 Pozitif | G (+) kokobasil Pozitif Negatif | Pozitif | Pozitif Pozitif Pozitif
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Gram boyama ve biyokimyasal testlerle Rhodococcus equi oldugu belirlenen 10 izolat
(%11,1) PMIC/ID-87 panel kitleri kullanilarak BD Phoenix cihazina yiiklenmis ve tamaminin

Rhodococcus equi oldugu tespit edilmistir.

4.2. PCR Bulgulan

Identifikasyonu yapilan 10 6rnegin 16S rRNA PCR amplifikasyonlar1 agaroz jel
elektroforezle goruntilenmistir. TUm R. equi izolatlari (n:10) 450 bp bant araliginda 16S rRNA

pozitif bulunmustur (Resim 5).

500 bp ME—_—

L LA A A B A A A & B L

Resim 5. 16S rRNA elektroforez goruntiisi; M: 100bp DNA isaretleyici, P: Pozitif kontrol,
Rhodococcus equi ATCC6939 standart sus, N: Negatif kontrol, 1-10: Rhodococcus equi 16S
rRNA pozitif érnekler.

16S rRNA PCR ile pozitif bulunan 6rnekler vapA geni i¢in amplifiye edilmis, 10 6rnegin 2
tanesinde 286 bp bant araliginda vapA geni varligi tespit edilmistir (Resim 6).
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Resim 6. vapA Elektroforez gériintiisii; M: 100bp DNA isaretleyici, P: Pozitif kontrol —
Rhodococcus equi ATCC 6939 standart sus, N: Negatif kontrol, 3 ve 5: Rhodococcus equi vapA geni
pozitif érnekler, 1,2,4,6: Rhodococcus equi vapA geni negatif drnekler.

16S rRNA PCR ile pozitif bulunan 6rnekler vapB geni i¢in amplifiye edilmis ancak
pozitif 6rnek tespit edilmemistir.

Aragtirmamizda nazal svaplardan izole edilen R. equi suslarinin molekiiler ¢alismalari
sonucunda elde edilen veriler Tablo 10°da gosterilmektedir. Tiim izolatlarin 16S rRNA PCR
ile dogrulandigi, 53 ve 57 nolu izolatlarda (%20’sinde) vapA geni varliginin oldugu

gorulmektedir.

Tablo 10. R. equi PCR Sonuglari

Numune No | 16S rRNA vapA vapB
20 Pozitif Negatif | Negatif
33 Pozitif Negatif | Negatif
53 Pozitif Pozitif | Negatif
56 Pozitif Negatif | Negatif
57 Pozitif Pozitif | Negatif
60 Pozitif Negatif | Negatif
61 Pozitif Negatif | Negatif
77 Pozitif Negatif | Negatif
82 Pozitif Negatif | Negatif
90 Pozitif Negatif | Negatif
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4.3. Antibiyogram sonuglar

Arastirmamizda identifiye edilen 10 R. equi izolatinin mikrodiliisyon teknigi ile 11
farkli antimikrobiyel ajana karsi duyarliliklan tespit edilmistir. R. equi izolatlarinin MIC
degerleri Tablo 11°de goriilmektedir.
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Tablo.11 R. equi (n=10) izolatlarinin antibiyotik duyarliliklarin1 belirten MIC degerleri

Antibiyotikler AT O_ZSM;_(;)Dlef';“fiS(“lgémgz =55 5] MIC 50 (ug/mi) | MIC 90 (ug/mi) | MIC Aralia (ug/mi)
Amoksisilin 1122 411 <4 >64 1-128
Streptomisin 11211 3|2 <4 64 0,5-64
Kanamisin 1|1 1142 |1 <64 =128 4-256
Amoksisilin Klavulanik Asit 2|2 3| 3 <64 128 1-128
Amikasin 211 313 |1 <64 2128 4-256
Klaritromisin 1121112/ 3 |1 <8 216 1-32
Azitromisin 2111112 |3 <8 32 1-32
Sefoksitin 1)1 11421 <16 232 1-64
Klindamisin 2 111142 <8 16 1-16
Rifampisin 3 1142 <8 16 1-16
Eritromisin 1(2 114 <2 16 0,25-16
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Arastirmamizda identifiye edilen R. equi (n=10) izolatlarinin antibiyotik duyarliliklarini
belirten MIC degerleri incelendiginde, MIC araliginin <0,25 - 2256 aralifinda oldugu
goriilmektedir. En diisiik MIC50 degeri <2 pg/ml ile eritromisinde, en yiiksek MIC90 degeri
ise 2128 pg/ml dizeyi ile kanamisin ve amikasinde goriilmektedir. Arastirmamizda kullanilan

antibiyotiklerin CLSI standartlar1 Tablo 12’de gésterilmektedir.

Tablo 12. R. equi CLSI AST MIC standartlari

Antimikrobiyel Ajan S [ R
AML Amoksisilin <8 >32
S Streptomisin <6 >25
K Kanamisin <16 32 >64
AMC Amoksisilin Klavulanik Asit <8/4 16/8 >32/16
AK Amikasin <16 32 >64
CLR Klaritromisin <2 4 >8
AZM Azitromisin <2 4 >8
FOX Sefoksitin <4 >8
DA Klindamisin <0,5 1-2 >4
RD Rifampin <l 2 >4
E Eritromisin <0.5 1-4 >8

S: Duyarli (Susceptible), I: Intermediate, R: Direngli (Resistant)
CLSI M100, VETO06, M31-A4, M31-S2 (2013)’den modifiye edilmistir.

Arastirmamizda identifiye edilen R. equi (n=10) izolatlarinin antibiyogram sonuglari
CLSI standartlarina gore degerlendirildiginde, izolatlarin %80’inin sefoksitine, %70’inin
kanamisin, amikasin, klindamisin ve rifampine, %60’mnin Amoksisilin-Klavulanik asit,
Klaritromisin ve azitromisine in vitro direngli olduklar1 tespit edilmistir. R. equi (n=10)
izolatlarinin %60’ 1n1n streptomisine ve %50’sinin amoksisilin ve eritromisine duyarli olduklari
gorilmektedir (Tablo 13).

Tablo 13. Antibiyogram Sonuglar:

OrnekNo  AML S K AMC AK CLR AZM FOX DA RD E

20 R R R R R R R R R

33 F R R _R

53 R R R R R R R
56 R R R R R R R R R R R
57 R R R R R R R R R R R
60 R R R R R R R R R R R
61 R R R R

77 R R

82

90 R R R R R R R R R R R

S: Duyarly, I: Orta Derece Direngli, R: Direngli; AML: Amoksisilin, S: Streptomisin, K:Kanamisin,
AMC: Amoksisilin Klavulanik asit, AK: Amikasin, CLR: Klaritromisin, AZM: Azitromisin,
FOX: Sefoksitin, DA: Klindamisin, RD: Rifampisin, E: Eritromisin
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R. equi (n=10) izolatlarmin antibiyogram tablosu incelendiginde, 56,57,60,90 nolu

(n=4) izolatlarin aragtirmamizda kullanilan 11 antibiyotige karsi ¢oklu antibiyotik direnci

gelistirdigi belirlenmistir (Grafik 2).

Sekil 5. R. equi antibiyogram sonuglari

Rhodococcus equi izolatlarinin antibiyvogram sonuclar

2
)
o /-
SIRSIR5|RS|R izolat 6
=< izolat 1

izolat 4 ®mizolat 5

M jzolat 1 ®mizolat 2 ®izolat 3

M izolat 6 Mizolat 7 Mizolat 8 Mizolat 9 M izolat 10
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TARTISMA

Bir ¢ok organizma taylarda pnémoni olusturabilmesine ragmen, R. equi enfeksiyonlari
taylarda goriilen siddetli pndmoninin en yaygin sebebidir (Prescott, 1991; Takai ve ark, 1995).
Diinya genelinde genis bir yayilima sahip R. equi tay pnomonisi (REFP) baz1 ciftliklerde
endemik goriiliirken, bazilarinda sporadik, kimi ¢iftliklerde ise hi¢ gériilmemektedir (Prescott,
1991). REFP’nin endemik goriildiigii ciftliklerde ise kiimiilatif insidensler arasinda belirgin
farkliliklar vardir (Chaffin ve ark, 2003; Cohen ve ark, 2005). Bunun yanisira, hastaligin
endemik goriildiigi bu ciftliklerde tani ¢iftlik menejerleri ve Veteriner Hekimler tarafindan
cogunlukla varsayima dayali yapilir. Bunun nedeni, tanida altin standart olarak kabul edilen
TBA kiiltiirii tekniginin (Giguére ve Prescott, 1997), taylarin saghigini tehdit edebilmesi, uzun
stire ve fiziksel efor gerektirmesi ve maaliyetinin yiiksek olmasidir. Sonug¢ olarak taylarda
hastaliga neden olan R. equi’nin populasyon seviyesinde ylikiinii tam olarak karakterize etmek
zordur. Genel olarak, 0-6 aylik taylarda kimdalatif insidensin %10-20 arasinda oldugu
diisiiniilmektedir (Chaffin ve ark, 2003a, Chaffin ve ark, 2003b).

R. equi’ye bagh akciger abselesmelerini erken tespit edebilmek i¢in ultrasonografik
taramalar bir ¢ok ¢iftlikte artan bir siklikla kullanilmaktadir. Taylar, ultrasonografik bulgular
neticesinde R. equi i¢in tedavi edildiginde, ileride klinik hastalik tablosu gostermeyecek taylar,
klinik hastalik tablosu sergileyecek taylarla bir tutuldugundan kiimiilatif insidenste artig
meydana gelir. Ornek olarak Teksas’ta biiyiik bir yetistirme ¢iftliginde 270 tayla yapilan
calismada, bu taylarin %80’1 (216/270) ultrasonografik bulgu (¢cap1 10mm den biiyiik abseler
ve konsolidasyon) sergilemis, bu 216 taymn sadece 46 tanesi (%21) ileri de klinik hastalik
tablosu gostermistir (Chaffin ve ark, 2013).

REFP klinik belirtileri genellikle yavas gelisir ve akcigerlerde abseler olusuncaya kadar
farkedilmesi zordur, geg beliren klinik belirtiler tan1 ve tadaviye baslama siirelerini geciktirerek
prognozu da etkiler. Tanida altin standart olan TBA sivist kiiltiirii methoduyla; muhtemel
antibiyotik kullanim1 (Hondalus ve Mosser, 1994; Lavoie ve ark, 1994) ya da farkli patojen
mikroorganizmalarin varliginda (Falcon ve ark, 1985) tek bir 6rnekten R. equi Uretmenin zor
olabilecegi bildirilmistir. Nekropside pozitif R. equi kilturi veren 11 taydan 7 si (%62) ve
akciger abselerinin radyografik goriintiilendigi 89 taydan 57 tanesi (%64) TBA sivisi
kiiltiirtinde pozitif bulunmustur (Hillidge, 1987). Diger ¢alismalar, daha sonradan nekropsiyle
R. equi konfirmasyonu yapilan vakalarin TBA kiiltiirlerinden %100 pozitif sonug¢ almigtir
(Lavoie ve ark, 1994; Muller ve Madigan, 1992).
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Farkli 6rnekleme tekniklerinin sonuglarinin arastirildigi bir ¢alismada, 6ksuruk, nasal
akinti, patolojik akciger sesleri, ates ve artmis respirasyon sayisi olan 0-8 aylik 53 taydan alinan
TBA sivisi, nasal svap, serum ve plazma numunelerinin kiiltiir, seroloji ve PCR la tanisi
gerceklestirilmis, kiiltiirti yapilan (Colistin-Nalidiksik asit agar ve %5 koyun eritrositi eklenmis
Columbia agar da %5 CO2 37°C) 51 TBA o6rneginden 48 tanesinde (%94.1) bakteriyel {ireme
gozlenmis, tireme gerceklesen 6rneklerin 10 tanesinde (%18.9) R. equi izole edilmistir. R. equi
pozitif 10 6rnegin 9 tanesi PCR ile Virllans Plazmidi (VP) pozitif, 1 tanesi VP negatif
bulunmustur. Ayni ¢alismada 38 nasal svap 6rneginin 6 tanesi (%15,8) PCR ile VP pozitif, 36
nasal svap 6rneginin 5 tanesi (%13.9) R. equi 16S rRNA pozitif bulunmustur. Calisma sonunda
R. equi VP i¢in nasal svap PCR (VP) sensitivitesi %50, spesifitesi %88, hastalik insidensi %18
bulunmustur (Sellon ve ark, 2001).

Nasotracheal ve transtracheal aspirasyon tekniklerinin tanisal degerini 6lgmek icin
pnémoni tablosu olan 117 tayla yapilan diger bir ¢calismada, 96 taydan alinan nasotracheal
aspirasyon oOrneklerden 59 tanesinde (%61), 21 taydan alinan transtracheal aspirasyon
orneklerden 14 tanesinde (%66) R. equi pozitif kiiltiir (%10 at kan1 eklenmis triptik soy agar,
DHL agar, NANAT) sonucu alinmistir. Nasofarinksteki mikroorganizmalarin nasotracheal
aspirat drneklerini kontaminasyonunu degerlendirmek i¢in yapilan nasal svap kiiltiirlerinde 56
Ornekten 2 tanesi R. equi pozitif bulunmustur. (Hashikura ve ark, 2000).

R. equi’nin ekolojisi ve atlarda, domuzlarda ve insanlarda olusturdugu hastaligin
epidemiyolojisi hakkindaki calismalar, Woolcock ve arkadaslari tarafindan (1979) gelistirilen
selektif bir medya ile hiz kazanmistir. Diger bir¢ok kompetetif mikroorganizmanin tiremesini
engelleyen bu selektif medya triptikaz soy agara nalidiksik asit (20pg/ml), novobiosin (25
pg/ml), sikloheksimid (40 ug/ml) ve potasyum tellurit (%0.005) eklenmesiyle elde edilmis ve
NANAT olarak adlandirilmistir. Eklenen nalidiksik asit hem Gram negatif hem Gram pozitif
bakterilere, novobiosin stafilokoklara, sikloheksimid mantarlara ve potasyum tellurit bir cok
anaerobik ve aerobik bakteriye karsi etkilidir. NANAT, bulundugu giinden beri R. equi ile ilgili
ekolojik ve epidemiyolojik caligsmalarda rutin olarak kullanilmaktadir (Woolcock ve ark, 1980,
Takai ve ark, 2001).

von Graevenitz ve Punter-Streit tarafindan (1995) gelistirilen alternatif bir selektif
medya, Mueller-Hinton agara ceftazidime (20 pg/ml) ve novobiocin (25pug/ml) eklenmesiyle
elde edilmis, CAZ-NB olarak adlandirilmistir. NANAT besi yerinde izole edilemeyen 11 R.
equi susu, CAZ-NB besi yerinde tireyebilmistir. R. equi remesinin minimum inhibisyonu ve
diger bircok ilgili aktinomisetlerin ve Gram negatif kontaminantlarin iremesinin inhibisyonu,

CAZ-NB’nin R. equi izolasyonu i¢in daha elverisli bir medya oldugunu diisiindiirmiistiir (von
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Graevenitz ve Punter-Streit, 1995). Fungal iiremeler bu medyada bir problem olarak goriilmiis,
anisomycin eklenmesi bu problemin ¢6ziilmesi i¢in Onerilmistir.

Toprak 6rneklerinden R. equi izolasyonunda bu iki selektif medyanin karsilastirmasini
yapan ilk calismada (Martens ve ark, 2000), bir medyada iireyen ornekler, ¢ogunlukla diger
medyada lirememistir. Japonya ve Amerikada iki farkli laboratuarda farkli medya (Japonya-
NANAT, Texas-CAZ-NB) kullanilarak kiiltiirlenen 6rneklerden, R. equi endemik ciftliklerden
alinan 33 ¢ift 6rnekten 12 tanesi (%36,4), kontol ¢iftliklerinden alinan 33 ¢ift 6rnekten 18 tanesi
(%54,5) her iki medyada da tiremistir. Toplamda her iki medyanin ortak pozitif kultlr sonug
orani %48,5 bulunmustur.

Tanimlanmis 6 farkli klinik R. equi susunun izolasyonu ile avirulent ve virulent R.
equi'nin 60 ¢ift toprak numunesinden izolasyonu ve sayimi igin bu iki selektif medyay1
karsilastiran diger bir calismada (Muscatello ve ark, 2007), CAZ-NB medyasi fungal {iremenin
inhibisyonu igin 40 pg/ml sikloheksimid eklenerek modifiye edilmis (mCAZ-NB), tanimlanmis
6 farkli R. equi susu igeren toplam 7 klinik izolatin kurtarilabilirligi ve toprak orneklerinde
pozitif kiltir veren avirulent ve virulent R. equi oranmi iki medya arasinda belirgin bir fark
gostermemistir. mMCAZ-NB medyasinda kiiltiirlenen toprak 6rneklerinde belirgin olarak daha
fazla sayida virulent R. equi kolonisi liremis, mCAZ-NB medyasinda iireyen virulen R. equi
oranl, NANAT medyasinda olandan 3 kat fazla bulunmustur.

Calismamizda 6rnekleme kisminda R. equi tanisi i¢in altin standart olan TBA sivisi
kullanilmamasinin nedeni bu Ornekleme tekniginin deneyimli personel ve ekipman
gerektirmesi ve ciftlik yonetimi ile at sahiplerinin taylarin sagligin1 g6z 6niinde bulundurmus
olmasidir.

Calismamizda NANAT besi yerine ekimi yapilmis 90 farkli nasal svap drneginden 10
(%]11,1) tanesinde tireme gerceklesmis, lireyen tiim kolonilerin kii¢iik (1-2mm capinda), siyah,
puriizsiz ve parlak morfolojileri R. equi izolasyonunda daha 6nce yapilmis ¢alisma sonuglariyla
ortiismiistiir (Soedarmanto ve ark, 1997; Fuhrmann ve Lammler, 1997; Chaffin ve ark, 2003a,
Chaffin ve ark, 2003b). Izolasyon sonrasinda yapilan katalaz, oksidaz, lipaz, fosfataz ve lireaz
gibi biyokimyasal testler ve gram boyama gibi kiiltiir 6zellikleri tiir bazinda identifikasyon i¢in
ilk 6nemli verileri saglamistir.

Fekal ve nasal svap Orneklerinde R. equi’nin PCR ile tespitinin tanisal
degerlendirmesinin yapildig1 bir baska calismada, pndmoni belirtileri gosteren 1-7 aylik 31
taydan 12 tanesi (%39) anamnez, klinik belirtiler, radyografik ve laboratuar bulgular1 (CBC,
Biyokimyasal panel, TBA s1v1 sitolojisi), kiiltiir ve PCR sonuglar1 ve postmortem bulgularla R.

equi pozitif kabul edilmis, bu 12 tayin 1 tanesi nasal svap PCR sonucu R. equi pozitif, 9 tanesi
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fekal PCR sonucu R. equi pozitif sonu¢ vermis, ¢alisma sonuglarina gére TBA sivist kiiltiirQ
%82 sensitivite, %100 spesifite, TBA sivist PCR %100 sensitivite ve %100 spesifite, nasal svap
PCR %8,3 sensitivite ve %100 spesifite, fekal PCR %75 sensitivite, %100 spesifite géstermistir
(Pusterla ve ark, 2007).

Baz1 caligmalarda R. equi’nin klinik 6rneklerden tespitinde16S rRNA PCR metodu,
kiltir metodundan daha hassas bulunmustur (Vivrette ve ark, 2000, Mir ve ark, 2014). Buna
ragmen, PCR methoduyla 6lii ve canli mikroorganizmalarin ayrimi miimkiin degildir, yiiksek
duyarliliga bagli hatali pozitif sonuclar, teknigin pahali ekipman ve uzman personel
gerektirmesi diger dezavantajlaridir.

Biyokimyasal testler sonrasinda tiir identifikasyonunun PCR ile konfirmasyonu i¢in, R.
equi spesifik 16S rRNA kodlayan gen sekansi hedeflenmis, ve gegmisteki caligmalarda (Bell
ve ark, 1996) oldugu gibi, dizayn edilen primerler R. equi’yi bu cinsin diger tiirlerinden agik¢a
ayirt etmistir.

Calismamizda kiiltiir 6zelliklerine gore on identifikasyonlar1 yapilmis 10 6rnegin 10
(%100)’u, 16S rRNA PCR sonucu R. equi olarak tespit edilmistir. Benzer methodoloji ile tiir
spesifik DNA amplikasyonunun yapildigi diger bir ¢alismada, yetiskin atlardan alinan 98 ve
taylardan alinan 43 nasal svap 6rneginden sirasiyla 3 ve 9 adet R. equi pozitif sonu¢ alinmas,
prevalans yetiskin atlar icin %4,08 ve taylar igin %25,58 bulunmustur (Mir ve ark, 2014).
Arastirmamizda ise taylarda R. equi prevalanst %11,1 oraninda bulunmustur.

R. equi enfeksiyonunun virllans mekanizmalarinin anlagilmasinda biiyiik bir adim vap
ailesi genlerinin bulunmasiyla atilmistir (Takai ve ark, 1991, Tan ve ark, 1995). Bu genler R.
equi’ye makrofajlar iginde ¢ogalip, fagozomun olugmasini engelleme kabiliyetini verir. R. equi
genelde saglikli atlar ve topraktan izole edilse de, virulans iligkili genlerin tespiti, R. equi
enfeksiyonlarmin patojenitesini karakterize etmede Onemlidir (Monego ve ark, 2009).
Patojenitenin belirlenmesinde vapA geninin tespiti, kongo kirmizis1 baglanmasi, konvensiyonel
bakteriyel testler, antibiyotik resistansi ve karbon kaynaklari tasimasinin tespitinden daha etkili
bulunmustur (DeLa-PenaMoctezuma ve ark, 1996). Bir ¢cok ¢alisma vapA genini R. equi
patojenitesi ve taylardaki letalite ile iliskilendirmistir (Takai ve ark, 1995; Takai ve ark 1996,
Wada ve ark, 1997) ve bu gen atlarda ve insanlarda patojenitenin epidemiyolojik ¢caligmalarinda
kullanilmistir (Cohen ve ark, 2005; Takai ve ark, 1999).

Rhodococcus equi pangenomu 2016 senesinde agiklanmis (Anastasi ve ark, 2016), ayni
grup R. equi virtlens genomunun karsilastirmali analizini 2017 senesinde yayinlamistir
(MacArthur ve ark, 2017). Konak iligkili 3 plazmidden sirkiiler yapidaki pVAPA plazmidi at
tiirliyle, sirkiiler yapidaki pVAPB plazmidi domuz tiiriiyle (Letek ve ark, 2008), lineer yapidaki
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PVAPN sigir tiiriiyle iliskilendirilmistir (Valero-Rello ve ark, 2015) Her (¢ tip plasmid
insanlarda goriilmistur (Ocampo-Sosa ve ark, 2007).

Calismamizda 16S rRNA tiir identifikasyonu yapilan 10 drnekten 2 tanesi vapA pozitif
bulunmus ve virulent R. equi gorilme orani %20 olarak hesaplanmistir. Arastirmamizda
molekiler yontemle tiir identifikasyonu yapilan 10 adet 6rnegin vapB genine yonelik PCR
amplikasyonunda, 6rneklerde vapB geni varlig1 tespit edilmemistir.

Taylardan 6rneklenen R. equi izolatlarinin gogunun makrolidlere ve rifampine yiiksek
oranda duyarli olmasina ragmen, her iki sinif ilaca direnci olan suslar rapor edilmistir.
Rifampinin tek basina kullanilmasi diren¢ olusumunu hizlandiracagi i¢in Onerilmemektedir
(Nordmann ve Ronco, 1992; Takai ve ark, 1997). Direng gelisimi, RNA polimeraz B-alt Ginitesi
kodlayan rpoB genindeki mutasyonla iligkilidir (Asoh ve ark, 2003; Fines ve ark, 2001).
Eritromisin ve Rifampine tedavi siiresinde progresif gelisen direnglilik ¢ok seyrek olmasina
ragmen rapor edilmistir (Kenney ve ark, 1994). Giguere ve arkadaslari tarafindan yapilan bir
calismada Florida ve Teksas eyaletlerindeki taylardan 10 senelik siire boyunca toplanan
orneklerde rastlanan direnclilik prevalanst %4 bulunmustur. Ayni ¢alisma direncli suslarla
enfekte taylarin 6liim oraninin 7 kat fazla oldugunu bulmustur (Giguere ve ark, 2010). Buna ek
olarak ayni g¢alisma, makrolidlere duyarli bazi R. equi suslarmin direngli olarak yanlig
siniflandirildigini, bu yiizden direnglilik s6z konusu oldugunda laboratuarlarda testin tekrar
edilmesini Onermistir

Makrolidlerin ve rifampinin subklinik taylarda yaygin kullanilmasi sonucu direngli
suglar bildirilmistir (Chaffin ve ark, 2009; Coleman ve ark, 2010). Burton ve arkadaslari,
Kentucky eyaletinde bir yetistirme ¢ifliginden topladiklari 38 6rnegin 14 tanesinde makrolid ve
rifampine direngli izolatlar bulmustur. Aymi c¢alismada direnglilik insidensi tedaviye
baslamamuis taylarda %24, tedavi gérmiis taylarda %62 olarak tespit edilmistir (Burton ve ark,
2013). Riesenberg ve arkadaslari tarafindan 200 R. equi izolatiyla yapilan bir ¢alismada R. equi
orneklerinin %31 rifampin direncli bulunmustur (2013).

Makrolid tedavisi esnasinda diyare gelistiren taylarin ya da makrolid direngli suslarla
enfekte taylarin tedavisi, alternatif antimikrobiyellerin limitli olmasindan dolay1 sorun
olusturmaktadir. Makrolid ve rifampine direncli R. equi suslar1 in vitro olarak florokinonlara,
aminoglikozitlere, oksalolidinonlara ve glikopeptid antimikrobiyellerine duyarli bulunmustur
(Carlson ve ark, 2010; Giguere ve ark, 2010). Yapilan bir ¢alismada, 24 izolattan 18 tanesi
ayrica kloramfenikol, tetrasiklin ve trimethoprim siilfametoksazole duyarlt bulunmustur

(Giguere ve ark, 2010).

70



Makrolidlere ve rifampine duyarl suslarla enfekte taylarin tedavisi igin tercih edilen
antimikrobiyellerin listelendigi bir veri bulunmamaktadir. Bu konudaki data eksikliklerine
ragmen taylarda R. equi tedavisinde birgok farkli sinif antimikrobiyel kullanilmistir. Oral
doksisilin, rifampinle kombine kullanildiginda, taylarda R. equi pnomonisini tedavi ettigi
konusunda anektodal bilgiler mevcuttur. Doksisiklin ve rifampin in vitro olarak R. equi’ye kars1
guclu sinerjistik etki gosterirler (Giguere ve ark, 2012).

Arastirmamizda identifiye edilen 10 R. equi izolatinin mikrodiliisyon teknigi ile 11
farkl1 antimikrobiyel ajana kars1 duyarliliklar1 tespit edilmistir. identifiye edilen R. equi (n=10)
izolatlarinin antibiyogram sonuglari CLSI standartlarina gore degerlendirildiginde, izolatlarin
%80’inin sefoksitine, %70’inin kanamisin, amikasin, klindamisin ve rifampine, %60’ 1nin
amoksisilin-klavulanik asit, klaritromisin ve azitromisine direngli olduklar tespit edilmistir. R.
equi (n=10) izolatlarinin %60’mnin streptomisine ve %50’sinin amoksisilin ve eritromisine
duyarli olduklar1 gériilmektedir. Arastirmamizda vapA geni pozitif olan iki izolattan birinin
kullanilan 11 antibiyotige direngli ve diger izolatin ise yedi antibiyotige direngli oldugu
belirlenmistir. izolatlarda tespit edilen klaritromisin, azitromisin, rifampin direnci varlig1 daha
once yapilan aragtirmalarla uyum gostermektedir (Chaffin ve ark, 2009; Coleman ve ark, 2010;
Burton ve ark, 2013).

Antibiyogram sonuglari klinik tedavi yoniinden degerlendirildiginde, bu sonuglarinin in
vitro oldugu unutulmamali, ve R. equi’nin makrofajlarda hiicrei¢i yerlesiminden dolayi,

secilecek antibiyotiklerin hiicre penetrasyon 6zelliklerinin géz 6niinde bulundurulmasi gerekir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda Marmara Bolgesindeki yaris ati yetistirme c¢ifliklerinden toplanan
numunelerde R. equi varliginin konvansiyonel ve molekiiler yontemlerle arastirilmasi,
izolatlarin molekiiler karakterizasyonu ve patojen suslarin molekiiler yontemlerle tespit
edilmesi ve in vitro antimikrobiyel duyarliliklarinin belirlenmesi amaglanmstir.

Calismamizda taylardan alinan 90 adet nazal svap orneginden NANAT R.equi selektif
besiyerine ekim yapilmis, biyokimyasal testler ve BD Phoenix otomatize identifikasyon
sistemiyle dogrulanarak 10 adet (%11,1) R.equi izolat1 elde edilmistir. Elde edilen suslarinin
molekiiler yontemlerle dogrulanmasi amaciyla dncelikle 16S rRNA PCR islemine tabi tutulmus
ve tim izolatlarin (%2100) R. equi oldugu tespit edilmistir. Molekiiler dogrulamasi yapilan R.
equi izolatlarindan 2 (%20)’sinde vapA geni varligi belirlenirken, hicbir izolatta vapB geni
varligt bulunmamastir.

Arastirmamizda identifiye edilen 10 R. equi izolatinin mikrodiliisyon teknigi ile 11
farkl1 antimikrobiyel ajana kars1 duyarhiliklar tespit edilmistir. identifiye edilen R. equi (n=10)
izolatlarinin MIC araliginin <0,25-2256 aralifinda oldugu goriilmiistiir. En diisik MIC50
degeri <2 pg/ml ile eritromisinde, en yiiksek MIC90 degeri ise 2128 pg/ml duizeyi ile kanamisin
ve amikasinde goriilmiistiir. Izolatlarm %80’inin sefoksitine, %70’inin kanamisin, amikasin,
klindamisin ve rifampine, %60’1nin amoksisilin-Klavulanik asit, klaritromisin ve azitromisine
direngli olduklar1 tespit edilmistir. R. equi (n=10) izolatlarinin %60’inin streptomisine ve
%50’sinin amoksisilin ve eritromisine duyarli olduklari belirlenmistir. R. equi (n=10)
izolatlarmin antibiyogram tablosu incelendiginde, 4 izolatin arastirmamizda kullanilan 11
antibiyotige kars1 ¢coklu antibiyotik direnci gelistirdigi belirlenmistir.

Klinik olarak etkili tek kombinasyon olan makrolidler ve rifampine gelisen direnclilik,
alternatif tedavi protokollerinin gelistirilememis olmasindan dolay blyuk 6nem arz etmektedir.
Direncgli orneklerin sayisindaki artis, endemik cifliklerde kontrol amacli yapilan ultrason
taramalar1 sonucunda heniiz klinik belirti gostermeyen taylarin antimikrobiyel tedaviye
baslatilmasiyla iligkilendirilebilir. Bu sebeple, Veteriner Hekimlerin ve giftlik yonetimlerinin,
klinik pnémoni tablosu gostermeyen taylara tedavi uygulamadan 6nce mimkinse nasal svap
veya TBA sivisindan alinan 6rneklerden kultlr, sitoloji ve 6zellikle molekiler yontemler ile
tan1y1 kesinlestirmeleri ve taym klinik tablosunu daha detayli inceleyerek karar vermeleri

onerilmektedir.
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