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1. OZET

Bir toprak saprofiti olan Rhodococcus equi’den kaynaklanan pnémoniler;
diinya genelinde Ozellikle taylar i¢in mortalite oraninin yiiksek olmasi, tedavi,
korunma ve kontrol metotlarinin yetersizligi ve buna baglh olarak ekonomik
diizeyde ciddi kayiplara yol agmasi sebebi ile bas edilmesi gereken Onemli

enfeksiyonlar arasindadir.

Calismamizda yaris at1 yetistiriciliginin yaygin olarak yapildigi Malatya,
Sanlwrfa, Bursa, Eskisehir ve Izmit sehirlerinde bulunan kurumsal isletmelere
bagli haralarda ve 6zel ¢iftliklerdeki taylardan alinan nazal ve fekal svaplar ile bu
ciftliklerden toplanan toprak ve su ornekleri kullamldi. Orneklerde R.equi’nin
varliginin bakteriyolojik ve molekiiler yontemlerle arastirilmast ve hastaligin
muhtemel risk faktorlerinin belirlenmesinin yani sira, elde edilen izolatlar
arasindaki genetik iliskinin Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) yontemiyle
ortaya konmasi ve izolatlarin c¢esitli antibiyotiklere (ampisilin, vankomisin,
eritromisin, rifampisin, klaritromisin, tetrasiklin, streptomisin ve gentamisin)

duyarliliklarinin belirlenmesi amaglandi.

Yapilan bakteriyolojik ve molekiiler analizler neticesinde nazal svap
orneklerinde %10,04 (43/428), fekal svap Orneklerinde %?22,9 (98/428), toprak
orneklerinde %29.4 (5/17), su Orneklerinde %35,8 (1/17) oranlarinda R.equi
izolasyonu ve identifikasyonu gerceklestirildi. R.equi olarak dogrulanan toplam
147 izolatin vapA genine spesifik primerlerin kullanildigi Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) ile incelenmesi sonucunda %46,2°si (68/147) viriilent olarak

tanimlandi. Saha izolatlarinin antibiyotik duyarlilik profilleri incelendiginde ise



izolatlarin %43,5 (64/147)’inin test edilen tiim antibiyotiklere karsi duyarl
oldugu, buna karsilik %?2,72 (4/147) ’sinin {i¢ veya daha fazla antibiyotige karsi
coklu direng gosterdigi tespit edildi. PFGE uygulanan toplam 65 adet viriilent
R.equi izolatinda 29 farkli genotip belirlendi ve bu genotipleri i¢inde bulunduran
12 kiime saptandi. Calismamizda ciftlik bilgileri ile ilgili yapilan istatistiksel
degerlendirme sonucunda padoklarin mekanik temizliginin yapilma sikhigi ile
R.equi enfeksiyonlarindan kaynakli oliimlerin goriilmemesi arasinda pozitif
korelasyon bulundu. Onceki yillarda enfeksiyonun bildirildigi giftliklerde viriilent
R.equi tespit edilirken, enfeksiyon bildirilmeyen c¢iftliklerden elde edilen

izolatlarin aviriilent oldugu saptandi.

Sonug olarak bu g¢aligma ile Tiirkiye’de ilk kez R.equi izolatlarinin PFGE
profilleri ortaya konuldu. Ozellikle viriilent R.equi suslarmin izole edildigi
ciftliklerde farkli genotiplerin saptanmasi nedeniyle bulas kaynaklari ve risk
faktorlerinin daha kapsamli bir sekilde arastirilmasina, direngli suslarin genotipik
karakterlerinin ayrintili olarak ortaya konmasina ve taylarda bagisiklik sisteminin
yetigkin atlara gore daha az gelismis olmast nedeniyle immunizasyon
tekniklerinin gelistirilmesine ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu minvalde elde edilecek
verilerin R. equi enfeksiyonlarina karsi daha etkin kontrol ve korunma

stratejilerinin gelistirilmesine olanak saglayacagi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Pnémoni, Rhodococcus equi, vapA, PFGE, PCR,

antimikrobiyal duyarlilik.



2. ABSTRACT

DETECTION AND GENOTYPING OF RHODOCOCCUS EQUI IN
HORSES

Pneumonia caused by a soil saprophyte Rhodococcus equi is considered as
one of the most important infections with high mortality rate in foals worldwide.
The lack of effective treatment, control and prevention measures results in
significant economical losses, and therefore urgent action is needed to overcome

this infection.

In this study, nasal and fecal swab samples were collected from foals
reared at the state and private horse farms located in Malatya, Sanliurfa, Bursa,
Eskisehir and izmit provinces where racehorse breeding is common. In addition,
soil and water samples were taken from these enterprises. This study was carried
out to investigate the presence and frequency of R. equi by bacteriological and
molecular methods, and to determine genetical relationship between the field
isolates by Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE). Also, possible risk factors of
the infection and in vitro sensitivity of the isolates to various antibiotics including
ampicillin, vancomycin, erythromycin, rifampicin, clarithromycin, tetracycline,

streptomycin, gentamicin were determined.

Following bacteriological and molecular analyses, 10.04% (43/428) of
nasal swab samples, 22.9% (98/428) of fecal swab samples, 29.4% (6/17) of soil
samples and 5.8% (1/17) of water samples were confirmed as R.equi. Of the total

147 isolates confirmed R.equi, 46.2% (68/147) were identified as virulent by the



PCR using vapA gene specific primers. When the antibiotic susceptibility profiles
of the isolates were examined, it was found that 43.5% (64/147) of the strains
were sensitive to all tested antibiotics while 2.72% (4/147) showed multiple
resistance to three or more antibiotics. PFGE analyses of 65 virulent R.equi
isolates produced 29 different genotype patterns within 12 clusters. In the
statistical analyses of farm parametres, a positive correlation was found between
the frequency of mechanical cleansing of paddocks and the absence of deaths due
to R. equi infection. While virulent R. equi isolates were detected in farms with
previous history of infection, the isolates obtained from farms without previous

infection history were determined to be avirulent.

In conclusion, the present study revealed PFGE profiles of R. equi field
isolates for the first time in Turkey. As a remarkable finding, the detection of
different genotypes in farms where virulent R. equi isolates were obtained
necessitates comprehensive investigation of transmission sources and risk factors
of the infection in addition to elucidation of genotypic features of resistant strains.
It is also required to develop immunization techniques due to the fact that immune
systems of foals are less improved when compared to horses. It is suggested that
such data will enable the development of more effective control and prevention

strategies against R. equi infections.

Key words: Pneumonia, Rhodococcus equi, vapA, PFGE, PCR,

antimicrobial susceptibility.



3. GIRIS

Atlar, tarih boyunca evcillestirildikleri ilk andan itibaren ¢esitli amaclarla
yetistirilmislerdir. Gliniimiizde en ¢ok yaris sektoriinde kullanilmakta olup, milyar
dolarlik biitgeye sahiptirler. At yetistiriciliginde, bakim besleme ve hastaliklarla
miicadele O©nemli yer tutar. Hastaliklar arasinda pndomoniler, taylarin
performansini en ¢ok etkileyen faktdrlerdendir. Onemli bir pnémoni etkeni olarak
bilinen bakteriyel bir patojen olan Rhodococcus equi’den kaynaklanan
enfeksiyonlar; oliimlere yol agmasinin yani sira, uzun siireli masrafli tedavi
gerektirmesi ve tedavi edilse bile taylarin geri kalan hayatinda performansini
olumsuz etkileyeceginden biiylik maddi kayiplara yol agmaktadir.

Ilk kez 1923 yilinda Magnusson tarafindan taylarin suppuratif
bronkopndmoni vakalarindan izole edilen Rhodococcus equi (R.equi); Gram
pozitif, fakiiltatif ve hiicre i¢i iireme Ozelligi gosteren bir toprak saprofitidir.
1960’larda 6zellikle immun sistemi baskilanmis insanlarda rapor edilmistir. Daha
sonra domuz, sigir koyun keci bufalo ve diger hayvanlarda da bildirilmistir.
Etken, taksonomideki yeni adiyla Rhodococcus hoagii olarak isimlendirilmistir (1,
2).

R. equi toprakta ve giibrede fazlaca bulunmaktadir. Etkenin
konstantrasyonu padoklarin atlar tarafindan kullanimina bagli olarak degisiklik
gosterir. R. equi’den kaynaklanan enfeksiyonlarin daha 6nce ¢iktigi haralar ve
taylarin iiretim bolgelerinde fazlaca bulunur. Ozellikle sicak iklimlerin de
etkisiyle giibre ile kolaylikla yayilir ve toprakta uzun zaman kalabilir.

Patogenezde cevresel faktorler, konak¢1t ve konake¢inin diger faktorlerle olan



iliskileri 6nemli rol oynar. Bulasma; enfekte hayvanlarin burun ve nazal akintilar
ile direkt temas, inhalasyon ve sindirim yolu ile sekillenir. Hastaligin en ¢ok
gorildiigli zamanlar ilkbahar ve yaz aylaridir (3, 4).

R.equi’nin hastalik olusturma mekanizmasinda ¢esitli faktorlerin rolii olup
bunlarin arasinda en onemlisi 85-90 kilobazlik (kb) plazmidinde bulunan vapA
geninin kodladig1 yilizey proteinidir.15-17 kilodalton (kDA) agirliginda olan bu
protein, viriilensle iliskili protein (VapA) olarak adlandirilir ve etkenin fagositik
hiicreler igerisinde sindirilmesine mani olur (5).

Etken ozellikle 2-6 aylik taylarda, siddetli bronkopnoémonilere ve
suppuratif lenfadenitislere sebep olabilen bakteriyel bir patojendir. Klinik
belirtiler; enfekte taylarda en ¢ok pyogranulamatdz pndmoni ile iligkili olmakla
birlikte, intestinal enfeksiyonlar, non septik polisiynovitis, septik artrit ve
osteomiyelit seklinde de gelisebilmektedir. Etkilenen primer organlar akcigerler
olmasma ragmen, bu bakteri bobrek, dalak ve testis dokularinda da
bulunabilmektedir (6, 7).

Cogunlukla yasamlarinin ilk haftalarinda olan geng¢ taylar, immun
sistemlerinin yetersizliklerinden dolayr R. equi pnomonilerine karst oldukga
savunmasiz olmaktadirlar. Etkene kars1 olusan bagisiklik mekanizmasinda dogal
ve kazanilmis immun cevabin rolii oldugu diisiiniilmektedir. Etken; hem hiicresel
hem de humoral bagisikligit uyarmaktadir. 3 ayliktan biiylik taylar genelde
enfeksiyona daha direnclidir ve yetiskin atlar cok nadir enfekte olmaktadirlar (8).

Tipik olarak R. equi pndmonilerinin klinik belirtileri taylarin 4-12 haftalik
yaglarinda iken ortaya ¢ikmaktadir ve teshis genelde bu zamanlarda

yapilmaktadir. Fakat enfeksiyonun aslinda daha erken ddnemlerde olustugu



diistiniilmektedir. Enfeksiyonu takiben lezyonlar genellikle birka¢ hafta veya
birka¢ ay boyunca gizli seyretmekte ve bunun sonucunda taylar klinik belirtiyi
gostermektedir. Erken donemlerde oldukg¢a zor fark edilmesinden dolayr hastalik
yiiksek mortalite oranlar ile seyretmektedir.

Antibiyotik tedavisi bilingli bir sekilde yapilirsa basarili sonuglar elde
edilebilmektedir. Ozellikle lipofilik makrolidlere yapilan tedaviler olumlu
sonuglar verebilmektedir. Yapilan ¢alismalarda etkenin eritromisin ve rifampine
olduk¢a duyarli oldugu goriilmiistiir. Yaklasik 20 yildir lipofilik antibiyotiklerin
kombinasyonu uygulanmaktadir. Yeni makrolidlerin (azitromisin, klaritromisin,
tulatromisin) eritromisin ile kombinasyonlar1 pratikte oldukg¢a basarili sonuglar

vermistir (9, 10).

3.1. Rhodococcus equi’nin Genel Ozellikleri

R. equi, Actinomycetales takiminda yer alan gram pozitif fakiiltatif, hiicre
i¢ci treme Ozelligi gosteren hareketsiz sporsuz, polisakkarit yapida kapstllii ve
pleomorfik bir toprak saprofitidir. Cogunlukla taylarin en 6nemli pnémoni etkeni
olarak bilinirken domuz sigir koyun ke¢i bufalolarda ve immun sistemi
baskilanmis insanlarda da hastalik yaptigi bildirilmistir. Dogada toprakta, tath ve
tuzlu sularda ve yaygin olarak at yetistiriciligi yapilan bolgelerde 6zellikle otgul

hayvanlarin diskilarinda fazlaca bulunur (3, 4).

R.equi’ler kanl agar, Luria-Bertani (LB) broth veya agar, triptik soy broth
ve agar, ve brain-heart infusion broth (BHIB) gibi standart temel besiyerlerinde ve

aerobik ortamda kolayca trerler. Selektif olmayan besiyerlerinde ve O6zellikle



kanli agarda 37°C’de 48 saatlik inkiibasyondan sonra diizensiz sekilli, ¢caplar1 3 ve

5 um arasinda, somon rengi mukoid koloniler olustururlar (11).

Hareketsiz, flagellasiz, karbonu kullanabilme 6zelligi olan ve zorunlu
aerop bir bakteri olan R.equi’nin optimum iireme sicakligi 30 °C’dir. 10 ila 40 °C
arasinda tireme oOzelligi gosterir. 37 °C’de iireme hizi, 30 °C’de iiremesi ile

karsilastirildiginda daha yavastir (12).

Pleomorfik kokobasil bir bakteri olan R.equi’nin taze kiiltiirlerinde ve sivi
besiyerinde lretildiklerinde mikroskop sahasinda ¢omak formlar1 daha baskindir.
Kiiltiirler eskidik¢e bakteri mikroskop sahasinda kok formu ile daha baskin bir

gOriiniim verir.

Sekil 1: R.equi elektron mikroskop goriintiisii (13).

Karbon kaynagi olarak organik asitler ve lipidleri kullanirlar (1, 14). Aside
direngli olarak tanimlanmalarindan dolayr pH'nin diisiik oldugu ortamlarda
canliliklarmi stirdiirebilirler (15). Hiicre duvarlar1 lipidden zengin, kalin bir

polisakkarid kapsiile sahip olmakla birlikte mikolik asit icermektedir (16).



3.2. R. equi’nin Tarihcgesi ve Filogenetik Siniflandirilmasi

R. equi ilk olarak 1923 yilinda Isvegli bilim adami1 Magnusson tarafindan
taylarin purulent bronkopnémoni vakalarindan primer hastalik etkeni olarak izole
edilmis olup Corynebacterium equi olarak isimlendirilmistir (17). Daha sonra
1924 yilinda Avusturalya’da, 1932 yilinda Amerika’da ve 1937 yilinda
Hindistan’da taylarda pndmoni vakalarindan bildirilmistir. 1940 yilinda hem
domuzlarin lenf nodiillerinden hem de piyometrali iki inekten izole edilmistir

(18).

R.equi’nin taksonomisi tarihsel olarak biraz karisik durumdadir. Fenotipik
ve genotipik olarak bazi Corynebacterium, Nocardia ve Mycobacterium tiirleri ile
kendi bulundugu cinsten daha yakin iligski igerisinde olmasindan dolay:
kesfedildiginden beri bakterinin taksonomisi terminolojide sik sik degisiklikler ile

giindeme gelmistir ve gelmeye devam etmektedir (19, 20).

Rhodococcus cinsi bakteriler ilk olarak Wilhelm Friedrich Zopf tarafindan
1891 yilinda gram pozitif, hareketsiz ve sporsuz bakteriler olarak tanimlanmigtir
(21) Ashinda ilk olarak 1912 yilinda Morse; yaptig1 taksonomik calisma ile
bakteriyi Corynebacterium hoagii olarak isimlendirmistir (22). Magnusson; 1923
yilinda taylarin  pndmoni vakalarindan izole ettigi hastalik etkeninin
Corynebacterium equi olarak isimlendirilmesi gerektigini Onermistir (23). Bu
tarihten sonra yapilan calismalarda bazi aragtirmacilar bakterinin asit-fast bir
mikroorganizma oldugunu bildirmisglerdir. Mikolik asit igeren ve lipidden zengin
hiicre duvari yapisi, ve karakteristik olarak yiiksek molekiiler agirliklari nedeni ile

Nocardialar ve Mycobacteriler’e ¢ok benzeyen bu bakterinin 1930 ve 1940’



yillar arasinda Mycobacterium equi olarak tekrar isimlendirilmesi gerektigi
giindeme gelmistir (24). 1944 yilinda Turfitt; bakterinin Nocardia restricta olarak
isimlendirilmesi gerektigini 6ne siirmiistiir (25). Bu adlandirmalar taksonomide
kabul gormemis ve bakteri uzun yillar Corynebacterium equi olarak
isimlendirilmeye devam etmistir. 1977°de Goodfellow ve Alderson; bakterinin
Corynebacterium equi olarak isimlendirilmesinin dogrulugundan siiphe etmisler
ve Rhodococcus genusu igerisinde bakterinin R. equi olarak adlandirilmasi

gerektigini one siirmiislerdir (19).

Son yillarda bakterinin Prescotella equi olarak yeni bir genus igerisinde
adlandirilmasi1 Onerilmistir (26). Fakat Onerilen bu calisma; diger tiirlerin;

Rhodococcus genusundan ayrimini destekleyici nitelikte bulunmamastir (22).

2014 yilinda yapilan bir c¢alismada; Morse tarafindan bildirilen
Corynebacterium hoagii ile R. equi arasindaki sus tiplerinin 16S rRNA sekanslari
ile 6zdes olduklar1 goriilmiis ve DNA-DNA hibridizasyon degerleri %70’in
tizerinde bulunmustur. Bundan dolayi literatiirde bu her iki bakterinin de yeni bir
tir adi olan Rhodococcus hoagii olarak isimlendirilmesi gerektigi giindeme

gelmis ve kabul edilmistir (2, 27).

Giliniimiizde  bu  bakteri  hala  Actinomycetales  takiminda,
Corynebacterineae familyasinda, Nocardiaceae ailesine mensup ve Rhodococcus

cinsi igerisinde smiflandirilmaktadir (28).

R.equi’nin genom biiyiikliigli yaklasik 4.4 megabase (Mb) olarak tahmin
edilmektedir. DNA’s1 yaklasik %67-73 oraninda ve yiiksek oranda G+C

icermektedir (29, 30). R.equi suslarimin Pulse Field Gel Electrophoresis (PFGE)
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yontemiyle kapsamli tiplendirilmesi sonucu umulmadik sekilde taksonomide
genomik olarak yiiksek oranda heterojenite goriilmiistiir. Kromozomal
varyasyonlarin bu kapsamli kanitlarina ragmen higbiri direkt olarak viriilensle

iliskili bulunmamustir (31, 32).

R.equi’nin viriilensi ile iligkili Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP) yontemi ile tanimlanmis farkli plazmidleri mevcuttur. Su ana kadar 85
kilobaz (kb) Tip I-1V, 87 kb Tip I-1II, ve 90 kb Tip I-V plazmidleri tanimlanmistir
ve Ozellikle viriilent ATCC 33701 susunda 85kb Tip I plazmidin oldugu

bildirilmistir (33-38).

85 kb Tip I plazmidin sekans g¢alismalar1 sonucunda 80610 bp
uzunlugunda oldugu ve tahmini olarak 64 adet acik okuma cercevesi (ORF)
kodladig1 goriilmiistiir. Bunlarin 22°si diger bakteri tiirlerinde de tanimlanan
fonksiyonu bilinen genlere benzerken, 7 tanesinin yine benzer olarak bilinmeyen
fonksiyonlart mevcuttur. 33 adet ORF’nin diger diger bakteri tiirlerinde bulunan
genlere benzerlik gostermeyen ve bilinmeyen fonksiyonlar1 mevcutken bir tanesi
diger bakteri tiirlerinde de tanimlanan RP4 plazmidinde bulunan gen transferi
kompleksine benzerlik gostermektedir. Bir tanesi ise replikasyon proteini olarak
bilinmektedir. Niikleotid sekansi yapilmis olan viriilens plazmidin bilinen en
onemli ozelligi 7 adet vap geni igeren ve patojenite adasi olarak bilinen 27.5
kb’lik bolgesidir. Bu bolgede vapA, vapC, vapD, vapE, vapF, vapG ve vapH
genleri bulunmaktadir. Tekrarlayan bolgelerin termoregiilatif fonksiyonda oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica bu plazmidin konjugasyon, replikasyon ve boliinmeden

sorumlu boélgeleri bulunmaktadir (39).
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Rhodococcus gordoniae W4937" (AY233201
61%* 97 Rhodococcus biphenylivorans TG9" (KJ546454)
e Rhodococcus pyridinivorans PDB9 (AF173005)
Rhodococcus rhodochrous DSM 432417 (X79288)
— Rhodococcus artemisiae YIM 65754" (GU367155)
85— Rhodococcus phenolicus DSM 448 12" (AM933579)
Rhodococcus zopfii DSM 44108" (AF191343)

Rhodococcus rhodnii DSM 43336 (X80621)
Rhodococcus aerolatus PAMC 27367" (KM044053)
Rhodococcus aetherivorans 10bc312" (AF447391)

Rhodococcus ruber DSM 43338T (X80625)
Rhodococcus canchipurensis MBRL 353T (IN164649)
‘| Rhodococcus triatomae IMMIB RIV-085' (AJ854055)

Rhodococcus trifolii T8" (FR71484)
100* Rhodococcus corvnebacterioides DSM 20151" (AF430066)
Q7% Rhodococcus enclensis N1O-1009" (HQ858009)
100*

Rhodococcus kroppenstedtii KO7-23T (AY726605)
Gordonia bronchialis DSM 432477 (CP001802)
Williamsia muralis MA140/96" (Y1 7384)
Skermania pml/mmls IFO 150597 (Z35435)
Millisia brevis 181" (AYS534742)

Nocardia asteroides ATCC 19247" (AF430019)
Smaragdicoccus niigatensis Hou_blue' (A8243007)
Segnlllparm rotundus CDC1076" (AY608918)
Rhodococcus defluvii Cal 1" (KC788572)

Rhodococcus kunmmgen.sn YIM 45607" (DQY97045))
Rhodococcus soli DSD51W" (KJ939314)

Rhodococcus equi NBRC 1012551 (APJCO01000042)

Rhodococcus hoagii ATCC 7005" (X82052)

Rhodococcus coprophilus DSM 43347" (X80626)

Tomitella biformata AHU 18217 (BAVQO01000028)
ig Rhodococcus cercidiphylli YIM 65003l (EU325542)

100*

Rhodococcus fascians DSM 20669" (X79186)
Rhodococcus cerastii C5" (FR714842)
Rhodococcus yunnanensis YIM 70056l (AY602219)
Rhodococcus kyotonensis DS472" (AB76926I)
Rhodococcus nanhaiensis SCSIO 10187 (JN582175)
62+ 100* Rhodococcus tukisamuensis Mb8" ((ABO67734)
_‘:‘: Rhodococcus kronopolitis NEAU- MLI12" (KF887492)
Rhodococcus maanshanensis M7 12" (AF416566)
72| Rhodococcus gingshengii d_]l-6 (DQ090961)
2 Rhodococcus jialingiae djl- -6-2" (DQ]85597)
76* Rhodococcus baikonurensis GTC 1041 (AB071951)
Rhodococcus erythropolis DSM 43066 (X79289)
—— Rhodococcus globerulus DSM 4954" (X80619)
Rhodococcus marinonascens DSM 437527 (X80617)
Rhodococcus koreensis DNP505" (AF124343)
Rhodococcus jostii IFO 162957 (ABO46357)
Rhodococcus percolatus MBSl (X92114)
Rhodococcus opacus DSM 43205" (X80630)
Rhodococcus wratislaviensis NBRC 100605 (BAWF01000105)
Rhodococcus imtechensis RKJ300 (AY525785)

89*

51

[ Dietzia maris DSM 43672" (X79290)

Tsukamurella paurometabola ATCC 8368" (C POO1966)

98*

Mycobacterium tuberculosis H37Rv' (AL] 23456)
Am\collc icoccus subflavus DQS3-9A1 (EF564379)
100* = Hoyosella altamirensis OFN S317 (F1179485)

-

Corynebacterium diphtheriae NCTC 11397" (X84248)

99
[ —
0.01

Turicella otitidis ATCC 515137 (AHAEO01000085)

Sekil 2: R.equi’nin filogenetik kiimesi (40).
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3.3. R. equi’nin Viriilens Ozellikleri

Gram pozitif bakterilerin bircogunda hiicre duvari proteinleri viriilens ve
patojenite lizerinde belirleyici Ozelliklere sahiptirler. Prescott tarafindan yedi,
Nakazawa tarafindan yirmi yedi kapsiiler serotip belirlenmistir fakat bunun
viriilensle bir iligkisinin olmadig1 goriilmiistiir (1). Bu tarihlerden sonra R.equi’nin
viriilensi ile alakali ilk ¢alisma hiicre duvari yapisina odaklanarak yapilmistir (41).
Bunun yaninda bakterinin viriilensten sorumlu kolesterol oksidaz enzimi, hiicre
duvarindaki mikolik asitleri, lipoarabinomannan (ReqLAM), fosfolipaz C bdlgesi

ve viriilens plazmidleri bulunmaktadir (8, 42).

R.equi’nin lipidden zengin hiicre duvarinda bulunan uzun karbon zincirli
mikolik asitlerin konak¢idaki graniilamatdz cevabin baslatilmasinda 6énemli roli
oldugu diistintilmektedir (43). Hiicre duvarindan elde edilen glikolipidlerin
farelere verilmesi ile gerceklesen graniilamatdz cevabin, hastalikli lenf
nodiiliinden elde edilen R.equi’lerin farelere verilmesi ile goriilen graniilamatoz
cevapla benzer oldugu goriilmiistiir. Saglikli goriinen bir domuzun tonsilinden
elde edilen R.equi’ler deney hayvanlarina verildiginde lezyonlar daha geg
olusmustur ve mikolik asitte bulunan karbon zincirleri diger gruba nazaran daha
kisa bulunmustur (44, 45). Bu durumda viriilent suslardaki mikolik asite ait
karbon zincirlerinin aviriilent suslara nazaran daha uzun zincirli oldugu

sOylenebilmektedir.

Hiicre duvarinda bulunan lipoglikan ve lipoarabinomannan, makrofaj

reseptOrlerine baglanarak makrofaj icine almmadan once IL-10 ve IL-1’1
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aktiflestirerek Th2 cevabmmin olusmasina sebep olmaktadir ve hastaligin

patogenezi lizerinde dnemli rol oynamaktadir (46, 47).

Virlilens lizerinde rol oynayan bazi gen bdlgeleri bildirilmistir. Bunlar
izositrat liyaz geni (aceA), nitrat rediiktaz geni (narG), HtrA geni ve phoPR
operonudur. Bu genlerdeki mutasyonlar ya tamamen viriilensin kaybolmasina ya
da phoPR operonunun bulunmasi durumunda virulensin artmasina sebep

olmaktadir (48).

R.equi’ye belki de virlilent olma o6zelligini en ¢ok kazandiran 80-90
kilobazlik viriilens plazmidleri bulunmaktadir. Islevsel olarak ii¢ bolgesi bulunan
bu plazmidin 1kisi konjugasyon, plazmidin replikasyonu, segregasyon ve
stabiliteden sorumluyken, li¢iincii bolgesi viriilensten sorumlu proteinleri (Vap)
kodlayan genleri bulundurmaktadir. 27.5 kb’lik uzunluktaki bu bolge; patojenite

adasi1 olarak adlandirilmaktadir (1, 7).

3.3.1. Viriilensle Iliskili Protein Ailesi (Vaps)

Sadece belirli R.equi tiirleri hastalik yapma yetenegine sahiptirler. Bu
tiirler viriilent R.equi olarak bilinir ve yaklasik 80-90 kb olmak iizere bir veya
daha fazla plazmid bulundururlar. Bu plazmidler genelde intraseliiler replikasyon
ve viriilens i¢in gerekli genleri bulunduran 27.5 kb uzunlugunda bir patojenite
adasma sahiptir. Bu ada tarafindan kodlanan en 6nemli viriilens protein ailesi

viriilensle iligkili proteinler (Vaps) olarak adlandirilir (7, 39, 49).

Genis aminoasit dizilimine sahip olan viriilensle iliskili bu proteinler
VapA, VapB, VapC, VapD, VapE, VapF, VapG VapH olarak adlandirilmaktadir.

Bu fonksiyonel proteinleri kodlayan genlerin ekspresyonu, etkenin makrofajlar
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igerisine girmesi ile olugsmaktadir. VapF fonksiyonel degildir. VapC, VapD ve
VapE’nin aminoasit sekanslar1 %40 oraninda VapA ile benzerlik gostermektedir,
salgilanabilen proteinlerdir ve VapA gibi hiicre ylizey antijeni Ozelligi
gostermezler. Bu proteinleri kodlayan genlerin minimum 30 °C’de ekspresyonlari

gerceklesir ve ekspresyon i¢in optimum sicaklik 37 °C “dir (50-53).

Ren ve Prescott, at makrofajlarinda etkenin canli kalabilmesinin ¢evresel
sartlarla (30 °C pH:7) kiyaslandig1 zaman vap genlerindeki ekspresyonunun daha
belirgin diizeyde baslatildigin1 ortaya koymuslardir. Bu ¢alisma ayni zamanda
viriilens plazmid gen ekspresyonu {izerinde ¢evresel faktorlerin etkinligini
arastirmistir (51). Bunun disinda iki ¢alismada biitiin vap genlerinin 37 °C’de
diisiik demir, kalsiyum ve yliksek magnezyum diizeylerinde ve pH:5 oldugu
zaman indiiklenme 6zelligi gosterdigi, asidik ortamda ve H,O, varliginda aktif

olduklar bildirilmistir (54).

Orta derecede viriilent olarak adlandirilan 79-100 kb uzunlugundaki
plazmid tarafindan 20 kilodalton (kDa) agirligindaki VapB proteininin, enfekte
domuzlarin ve kaviter pndmonili insanlarin sevikal lenfatik dokularindan elde
edilen suslarda bulundugu goriilmiistiir. R.equi’nin VapB bulunduran orta dereceli
viriilent suglari, taylarda ve at yetistiriciligi yapilan yerlerde bulunmamaktadir (8,

55).

3.3.2. Viriilensle liskili Protein A (VapA)
Klinik olarak hasta taylardan elde edilen izolatlarin 15-17 kDa agirlifinda
bir lipoprotein bulundurdugu goriilmiistiir (56). Bu protein avirulent 6zellikte olan

ATCC 6939 susunda bulunmamaktadir. Deneysel enfeksiyon olusturulan bir
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calismadan elde edilen verilere gore ATCC 6939 susunun fareleri oldiirmedigi,
fakat 15-17 kDa’ luk lipoproteini bulunduran R.equi susunun ATCC 6939 susuna
nazaran daha diisiik dozda kullanilmasi durumunda bile fareleri Oldirdigi
gorilmistlir. Yine ayni calismada hastalikli taylardan elde edilen antikorlarin
giiclii antijenik Ozellikteki bu proteinle reaksiyona girdigi goriiliirken; saglikli
taylarin antikorlarimin bu antijenle reaksiyon olusturmadig goriilmiistiir. Bu
lipoprotein; virlilensle iliskili protein A (VapA) olarak isimlendirilmektedir ve bu

proteini kodlayan gen ise vapA olarak adlandirilmaktadir (57).

Pnomonili taylarin trakeal aspiratlardan elde edilen R.equi izolatlarinda
PCR ile vapA geninin varligini tespit etme ve immunblotlama iizerine yapilan
calismalarda bu izolatlarin ¢ogunun vapA genini bulundurdugu veya VapA
proteinini eksprese ettigi goriilmistir (58, 59). Bu genin yiiksek oranda
ekspresyonu 34-41 °C ‘leri arasindadir. Ekspresyon optimal 38 °C’de ve pH: 6,5
oldugu zaman gergeklesmektedir. Ayn1 kosullar konak¢ida oldugu zaman da

gecerlidir. (60, 61).

Virlilent R.equi susunun biitiin hiicre proteinlerinin purifikasyonu
yapilarak ve Triton X-114 kullanarak ve *H palmitik asit ile radyoaktif isaretleme

sonucunda VapA’nin bir lipoprotein oldugu goriilmiistiir (62).

VapA bulunduran R. equi’nin izolatlari; enfekte taylarin akcigerlerindeki
alveolar makrofajlarda c¢ogalabilme yetenegine sahiptirler. Bu nedenle VapA

bulunduran suglar taylar i¢in viriilent sus kategorisine girmektedir (7).
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3.4. Patogenez

R.equi pnOmonileri genelde on iki haftaliktan kii¢iik taylarda
goriilmektedir. Ozellikle kuru havalarda ve ilkbahar sonu, yaz baslangiclarinda
hastalik daha sik goriiliir. Cevresel faktorler, pH, c¢iftlik kosullar1 ve hayvan

sayilarinin yogunlugu patogenezi etkileyen predispoze faktdrlerdendir (8, 63).

Bir toprak saprofiti olan R.equi, ot¢ul hayvanlarin diskilarinda yiiksek
oranda bulunmaktadir. Bu hayvanlar tarafindan agiz yoluyla alinarak sindirim
sisteminde canliligini siirdiiriir ve diskiyla sacilmasi siirekli devam eder. Agiz
yolu ile alinan viriilent form, kan yolu ile pndomoninin olusum siirecini
baslatabilir. Topraktaki konsantrasyon arttikca etkene maruz kalma siiresi de

dogru orantili olarak uzamaktadir (52, 64).

Deneysel enfeksiyon olusturularak yapilan ¢alismalar, klinik hastalikla
ilgili ilerleyici pulmoner lezyonlarin biiylik olasilikla solunum yolu ile oldugunu
gostermistir (65). Taylardaki R.equi pnomonileri, viriilent R.equi’nin inhalasyon
yoluyla alinarak akciger alveollerine girmesi ve burdaki makrofajlarda canli
kalmasi ile iliskilendirilmektedir. Fakiiltatif intraseliiler bir patojen olan R.equi;
fagolizozom formasyonunun olugmasina engel olarak ve pyograniilamatoz yanit
olusturarak makrofajlar icerisinde canli kalmakta ve akabinde makrofajlarin

Oliimiine sebep olmaktadir (66, 67).

Dort ayliktan kiiciik taylar, akcigerlerdeki diisiik hiicresel bagisikliktan
dolay1r bu patojenin sebep oldugu bronkopndmonilere karsi daha duyarhdirlar.
Hastaligin ozellikle dort ile on iki haftalik taylarda daha c¢ok goriilmesinin

sebeplerinden biri de bu donemlerde maternal antikorlarin diislis halinde olmasi
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ile ilgilidir. Bu durumda bagisiklik, hastalifin patogenezi iizerinde en Onemli

etkenlerden biridir (8).

Etkenin makrofajlar icerisine alinmasinda hiicre duvarindaki o6zellikleri
biiyiik rol oynamaktadir. Hiicre duvarindaki lipoarabinomannan (ReqLAM),
sitokinler tarafindan uyarilan ve hepatositler tarafindan salinan mannoz baglayici
proteine baglanarak bakteri iizerinde bir komplement komponenti olan Cs, ile
opsonizasyon saglar. Direkt olarak makrofajlarda bulunan mannoz reseptorii ile de
baglanabilir. Aynt zamanda IL-10 ve IL-1’in aktivasyonunu saglayarak Th2
hiicrelerini uyarmaktadir. IL-10’lar makrofajlarin fonksiyonlarin1  diisiirticti

ozellikteki sitokinlerdir (46, 68).

Dort haftaliga kadar olan taylarda maternal antikorlarin sayisinda
azalmalar meydana gelmektedir. Bu antikorlar azaldigi icin Fc disindaki
reseptorler ile makrofajlara giris olayr gerceklesmektedir (45). Eger etken Fc
reseptorleri araciligiyla makrofajlara almmacak olsaydi, IFN-y ve TNF-a,
makrofajlarin aktivasyonunu saglayarak INOS transkripsiyoni ile makrofajlarda
nitrik asit tiretimi gerceklesecekti ve akabinde Fc reseptorleri ile alindiginda
oksidatif stres olarak adlandirilan, toksik reaktif oksijen ve nitrojen ara
maddelerinin tretilmesi saglanacakti. Bu durumda da bakterinin makrofajlar
icerisinde bu ara maddelerin bir tepkimesi sonucu olusan peroksinitrit sayesinde
olimii gerceklesecekti. Ancak etkenin Fc reseptorleri ile makrofajlar icerisine
alinmasinin hicbir 6nemi yoktur. Ciinkii taylar i¢in viriilent 6zellik gdsteren ve
VapA bulunduran suglar, hidrojen peroksite ve dolayli olarak oksidatif strese

direnglidirler (8).
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Bu mekanizmalar su sekilde agiklanabilir. Komplement komponentleri ile
etken makrofajlar icerisine alindiktan sonra ortamda nitrik asit tiretimi gergeklesir
ve vakuoller icerisinde hapsedilir. Bu asamadan sonra makrofaj icerisindeki bir
dizi boliinme olaylarindan sonra fagozom formasyonu olusur. Buna bagli olarak
NRAMPI1 adi verilen bir makrofaj proteini, bu formasyonun igerisine demir
pompalamasini1 gergeklestirir. Ortamda nitrik asit bulunmasindan dolayr demir
uzaklasir ve NRAMP1 ortamin pH'sin1 diistirmiis olur (69). Is1, pH, oksidatif stres,
magnezyum ve demirin patojenite adasindaki genlerin ekspresyonunda etkili
oldugu bildirilmistir (70). R.equi’de bulunan Fur ve IdeR olmak iizere iki reseptor,
demire bagimli gen ekspresyonunu yoneten reseptorlerdir. Bunlar ortamda demir
varken kendilerinin homolog baglanma boélgelerine baglanip transkripsiyonu
baskilarlar. Ortamdan demirin uzaklasmasi ile bu baskilamanin siddeti azalir.
Sonug olarak VapA transkripsiyona ugramis olur ve viriilens faktorleri daha da
tetiklenir (5, 8). Buna ek olarak da hiicre duvarindaki mikolik asit varligi
lizozomun fagozomla birlesmesine engel olur ve etken, makrofajlar igerisinde

canliligin1 stirdiirtir (71).

Yeni dogan taylarin immun sistemleri; makrofaj, notrofil ve dendritik
hiicre sayilarmin az olmasi, TNFo ve IFN-y seviyelerinin de diisiik olmasi
nedeniyle tam gelismemis diizeydedir. IFN-y, en 6nemli makrofaj aktivasyonunu
saglayan sitokin olarak bilinmektedir. Ayn1 zamanda notrofillerin aktivasyonu
i¢cin de gereklidir. TNFa ve IL-2’ler ile birlikte Fc reseptorlerinin ekspresyonunu
arttirir ve fagolizozom formasyonlarinin olugsmasini desteklerler. Belirtilen immun

sistem hiicrelerinin az sayida olusu R.equi’nin makrofajlarda ¢ogalmasini
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destekleyerek fagolizozom formasyonunun olusmasini engelleyici 6zelliktedirler

(72, 73).

Sonug¢ olarak etkenin hiicre duvarindaki ReqLAM ile makrofajlara
baglanmasi, viriilens plazmidinde bulunan VapA proteininin varligi ve mikolik
asit iceren hiicre duvari patogenez lizerinde Onemli rol oynamaktadir. VapA
bulunduran suslarin oksidatif stres, diisiik demir diizeyi, artmis 1s1 ve asidik

Ozellikteki pH'a dayanikli olmalar1 hastalik tablosunun sekillenmesinde etkilidir.

3.5. Klinik Semptomlar

R.equi taylardaki pndmonilerin en 6nemli etkenlerinden biridir. 6 ayliga
kadar olan taylarda goriilebilir ve vakalarin ¢ogunlugu taylar 1-3 aylik yastayken

daha fazla goriilmektedir (1, 66).

Taylarda R.equi enfeksiyonlar1 yaygin apselerle birlikte akcigerlerde
kronik suppurativ bronkopndmoni ve lenf diigimlerinde lenfadenit seklinde
kendini gosterir. Enfekte taylar ates, gelisme geriligi, tasikardi, tasipne ve okstiriik
gibi semptomlar1 bazen gosterir, bazen gostermezler (74). Torasik oskultasyon
sonucu bazi vakalarda plevral efuzyonla birlikte hiriltili solunum ve raller
solunumu goriilebilir. Abdominal solunumun da eslik ettigi koriikleme olarak
adlandirilan raller solunumu, taylarda R.equi pnOmonileri igin tipiktir (75).
Hastaligin sinsice ilerlemesi ve klinik belirtilerin hafif seyretmesi nedeni ile erken
teshis olduk¢a zordur. Ozellikle hastaligin akut ve subakut formu belirti
gostermeden hizla akcigerlere yayildigi icin o6ldiriiciidiir. Bu tarz vakalarda

postmortem olarak intersitisiyel pndmoni ve diffuz miliyer pyograniilomatoz
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akciger lezyonlar1 goriilmektedir. Subklinik vakalarda ise taylarin bazilari

kendiliginden iyilesme gosterebilmektedir (76, 77).

Ultrason muayeneleri ile apselerin tespiti erken teshis ve tedavi agisindan
olduk¢a Onemlidir. Apseler hipoekoik nodiiller seklinde c¢esitli boyutlarda

gortlebilir (78).

Hematolojik olarak 16kosit degerleri notrofilik olarak artis gostermektedir

ve fibrinojen diizeyleri artmistir (79).

R.equi’den kaynaklanan enfeksiyonlar yalnizca akcigerlerde lezyon
olusturmamaktadirlar. Kilo kaybi, gelisme geriligi ve diyare ile sonuglanan ve
hastaligin intestinal formu olarak adlandirilan sindirim sisteminde de lezyonlar
olustururlar. Cogunlukla etkenle kontamine balgamin yutulmasi ile intestinal form
olugma siireci baglar. R. equi ‘den kaynaklanan enteritlerde multifokal {ilseratif
enterokolitis, peyer plaklarinda iilserlesme ve mezenterik lenf nodiillerinde

suppuratif veya graniilomatoz inflamasyon sekillenir (7, 80).

Solunum ve sindirim yolu disinda da ¢ok nadir olarak etkenin lezyonlar
olusturdugu bildirilmistir. Septik artrit ve osteomiyelit sekillenebilir. Bunun
sonucunda hayvanlarda topallik ve eklemlerde sislik goriilebilir. Yine ¢ok nadir
olarak taylarda uveitis, keratouveitis ve panoftalmitis gibi gozle ilgili semptomlar

goriilebilmektedir (6, 80).

Yetiskin atlarin bagisiklik diizeyleri taylara gore daha gelismis oldugundan
dolay1 hastalik belirtileri ¢ok nadir olarak goriilmektedir. En yaygin olarak tipki

genc taylardaki gibi hastaligin pnomonik ve enterik formlar1 benzer olarak
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gorilmektedir. Etkenin olusturdugu enfeksiyonlar gebe kisraklarda abortlara da

neden olabilmektedir (81).

3.6. Teshis

R.equi’den kaynaklanan pnOmonilerin ayirict tanisi igin c¢esitli teshis
metotlart mevcuttur. Ultrasonografi, erken teshisi ve beraberinde erken tedaviyi
getirirken etkenin transtrakeal veya nazotrakeal lavaj sivilarindan izolasyonu ve

identifikasyonu altin standart olarak kabul edilmektedir.

3.6.1. Ultrasonografi

Ultrasonografi ozellikle hastalik prevalansi yiiksek olan ve yetistiricilik
yapilan birgok ¢iftlik ig¢in vakalarin  saptanmasinda yaygmn olarak
kullanilmaktadir. Oliim oranlarmin ve tedavi siiresinin azaltilmasi agisindan erken

teshis imkan1 saglar ve beraberinde tedaviye erken baglama agisindan avantajlidir

(1).

R.equi’den kaynaklanan lezyonlar pndmoni etkeni olan diger lezyonlarla
benzer ozellikler gosterir ve cogunlukla akcigerin periferinde bulunurlar. Apseler
cesitli boyutlarda, hiperekoik kapsiillii nodiiller seklinde goriiliir. Baz1 durumlarda

apselerin icerisinde gaz saptanabilir (77).

Endemik ciftliklerde genelde rutin olarak kisraklarin reprodiiktif taramalari
yapilirken bir yandan 3-6 haftalik yastaki taylarinin da subklinik R.equi
pnomonileri  yoniinden ultrasonografik olarak taramasi  yapilmaktadir.
Avusturalya’daki ¢iftliklerde bu prosediirle yapilan 211 taramanin 186’sinda

R.equi pndmonilerinin erken teshisi yapilmis ve tedavi siiresi 21 giinden daha kisa
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bir silireye indirilerek ve cogu 10 giinden az bir siire olmak iizere basari

saglanmistir (82).

Ultrasonografinin yiiksek kullanim alanlarina ragmen bazi dezavantajlari
bulunmaktadir. R.equi pndomonilerinin 6zellikle diger bakteriyel patojenlerden
kaynaklanan lezyonlarla benzer 6zellikleri géstermesi ve bu lezyonlarin ¢gogunun
akciger parankiminde bulunmasi sonucu yanlis antibiyotik  se¢imi
yapilabilmektedir. Bunun i¢in ultrasonografi tek basina bir teshis metodu olarak
kullanilmamalidir. Ayn1 zamanda eger apselesmeler mediastinal ylizeyde veya

derin akciger parankiminde bulunursa vakalar tanimlanamayabilir (77).

3.6.2. Serolojik Teshis

Taylarda R.equi pnomonilerinin serolojik teshisi i¢in bazi aragtirmacilar
alternatif olarak birtakim tani testleri denemislerdir fakat yine higbiri kiiltiir
yonteminin yerini tutmamaktadir. Ciinkli bakterinin hem viriilent hem aviriilent
formlar1 ¢evrede bol miktarda bulunmaktadir ve taylarda bunlara spesifik
salgilanan antikorlarin teshisi problemli olabilmektedir. Klinik olarak hastaligin
yoklugunda bile antikor varlifindan s6z edilebilmektedir. R.equi’nin serolojik
teshisinde maternal olarak gecen antikorlarla sonradan etkene maruz kaldiktan
sonra salgilanan antikorlarin titrelerinin ayriminda basarisizlik yasanmaktadir (1,

83).

Serolojik olarak antikor teshisi i¢in ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assays), AGID (Agar Gel Immunodiffusion) ve Sinerjistik
Hemoliz Inhibisyon (SHI) testleri kullanilmaktadir. AGID ve SHI testleri

cogunlukla subklinik enfeksiyonlarla maternal antikor kaynakli titreleri teshis
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etmede basarisizken ELISA R.equi pnomonilerinin erken teshisi acisindan

digerlerine gore daha giivenlidir (84).

SHI testi, equi faktoriine spesifik antikorlarin teshisi i¢in kullanilir ve
genelde dogal olarak enfeksiyona yakalanan taylari sagliklilardan ayirt etmek igin
kullanilmaktadir. Fakat hastaligin erken donemde tanimlanmasi agisindan

kullanilabilir bir test degildir (85, 86).

AGID testi klinik olarak hasta hayvanlar1 tespit etmek igin
kullanilabilmektedir. Fakat bu yontemde saglikli gériiniimlii taylarin az da olsa bir
boliimii pozitif ¢ikabilmektedir. Ayrica hasta hayvanlarin tespit edilmesinde

yeterli antikor titresi olmadig1 zaman teshis basarisiz olabilmektedir (74).

ELISA, hastaliklilar1 sagliklilardan ayirt etmede kullanilan ve R.equi’nin
serolojik teshisinde en kullamish testlerden biridir. Ozellikle VapA proteini
kullanilarak yapilan ELISA testinde klinik olarak hasta taylar ayirt

edilebilmektedir (87).

3.6.3. Konvensiyonel Yontemlerle izolasyon ve Identifikasyon

Hastalik vakalarinin tanimlanmasi agisindan R.equi’nin trakebronsiyal
aspiratlarindan veya nekropsi materyali olarak akciger dokularindan kiiltiiri gold
standart olarak kabul edilmektedir. Peritonit ve artrit olusturdugu bilinen etkenin
periton sivist ve eklem sivilarindan izolasyonu da yapilabilir (1, 88).
Epidemiyolojik ¢aligmalar i¢in toprak ve fekal Orneklerden de izolasyon

yapilmaktadir. Bunun igin ¢esitli selektif besiyerleri bildirilmistir.
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[k olarak Woolcock ve ark. (89) rekabetci floranin iiremesini engelleyen
ve giinimiize kadar rutin olarak ekolojik ve epidemiyolojik ¢alismalar icin
kullanilan bir besiyeri gelistirmislerdir. Bu besiyeri Trypticase Soy Agar
hazirlandiktan sonra nalidiksik asit (20 pg/ml), novabiosin (25 pg/ml),
siklohekzimid (40 pg/ml) ve potasyum telliirit (%0.005) katilarak hazirlanir ve
NANAT besiyeri olarak adlandirilir. Ozellikle R.equi’nin diskidan ve cevresel
orneklerden izolasyonunda en cok tercih edilen besiyeridir Fakat Pseudomonas
tirleri ve bazi Corynebacterilerin iiremelerini inhibe edemeyen bir besiyeri
olmasindan dolay1 dezavantajlar1 bulunmaktadir (90). 1995 yilinda Gravenitz ve
Plinter-Streit tarafindan NANAT agara alternatif olarak CAZ-NB adiyla daha
selektif bir besiyeri gelistirilmistir. Mueller Hinton Agar temelli bu besiyeri
iceriginde ceftazidime (20 pg/ml), novabiosin (25 pg/ml) ve siklohekzimid
(50pg/ml) bulundurmaktadir ve NANAT agara kiyasla birgok Nocardia tiiriiniin

tiremesini engelleyici nitelikte degerlendirilmektedir. (91).

NANAT ve CAZ-NB besiyerleri i¢in hangisinin en iyi sonu¢ verdigini
kiyaslamak adina yapilan g¢alismalarda izolasyon oranlari arasinda ¢ok biiyiik
farklar olmadig1 bildirilmistir. Muscatello ve ark. (90) yaptig1 bir calismada iki
besiyeri arasinda herhangi bir fark olmadigini bildirirken, yalnizca bir ¢alismada
virlilent R.equi’nin topraktan izolasyonunda NANAT besiyerinin daha kullanigh

oldugu bildirilmistir (64).

CAZ-NB besiyerine anisomisin katilmasiyla ve NANAT besiyerine
Polymxin B katilmasi ile fungal {iremenin Oniine gecilebilmektedir. NANAT
besiyeri diger Rhodococcus tiirlerinin iiremesini inhibe ederken antimikotik etkisi

zayifir ~ ve  bakteri  kolonilerinin  etrafin1  kaplaylp  saflagtirilmasim
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zorlagtirmaktadir. CAZ-NB besiyeri bir¢ok Actinomyces tiiriiniin ve Gram negatif
kontaminantlarin iiremesini engellemektedir. Her iki besiyeri de pratikte

kullanilmaktadir (90).

M3T ve TINSDALE olarak adlandirilan fakat pratikte ¢ok kullanilmayan
besiyerleri de bildirilmistir. M3T besiyeri aslinda Rhodococcus coprophilus
izolasyonu i¢in gelistirilnistir (92). Sodyum propiyonat, tiyamin, tuz ve
siklohekzimid igeren bu besiyeri %0.005 potasyum telliirit katilarak modifiye
edilmistir. Kontaminant florayr yiiksek oranda baskilamasi avantajli iken
R.equi’nin liremesi i¢in 72 saatten fazla zaman gerektirmesi nedeniyle pratikte cok
tercih edilmemektedir (93, 94). TINSDALE besiyeri aslinda Corynebacterium
diphtheriae izolasyonu igin gelistirilmistir fakat yine ¢esitli modifikasyonlarla
R.equi’nin izolasyonu i¢in kullanilmigtir. Kontaminant florayr zayif oranda

baskilamas1 yoniinden dezavantajl bir besiyeridir (93).

Selektif izolasyon yapilitken genelde siiriinti ornekleri, alinan
trakebrongiyal aspiratlar eklem sivilar1 veya kan Orneklerinin direkt olarak
besiyerine ekimi yapilip 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilir (74, 95). Fakat
toprak, diski gibi iceriginde cok sayida kontaminant igeren drnekler sulandirilarak
ekime hazir hale getirilmektedir. Genelde 1 g ornek tartilip iizeri 10 ml izotonik
fizyolojik tuzlu su ile sulandirildiktan sonra santrifiij edilerek lstte kalan sivi
kisimdan 100 pl alinarak ekim asamasi gerceklestirilmektedir. 48-72 saat siireyle
37°C’de veya 5 giin kadar siireyle 30 °C ‘de inkiibasyonlar1 yapilmaktadir (96,
97). Ayrica antibiyotik tedavisi goren taylardan alinan nazal Orneklerin

inkiibasyon siireleri 72 saate kadar ¢ikarilabilmektedir (95).
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Selektif olmayan Kanli Agar, Trypticase Soy Agar ve Nutrient Agar gibi
genel {iretim besiyerlerinde de etken izolasyonu yapilabilmektedir. Etkenin 37
°C’de 48 saatlik inkiibasyonundan sonra kanli1 agardaki koloni morfolojisi S tipi
parlak, non-hemolitik 2-3mm c¢apindadir. Kiiltiirler eskidik¢e koloniler daha da

biliylimekte ve mukoid somon rengi bir hal almaktadirlar (1).

Selektif olarak en ¢ok kullanilan NANAT besiyerinde inkiibasyon sonrast

gri birlesmeye meyilli, mukoid ve rutubet kokulu koloniler olusmaktadir (90).

3.6.4. Bakteriyoskopi ve Biyokimyasal identifikasyon

Almman oOrneklerden veya taze Kkiiltiirlerden yapilan Gram boyama
sonucunda  mikroskop  sahasinda  Gram-pozitif  pleomorfik  ¢omaklar
goriilmektedir. Aside zayif direngli bir bakteri olmasindan dolayr Ziehl-Neelsen

boyama da yapilabilmektedir (11).

Kat1 besiyerlerinde {iretildiklerinde mikroskop sahasinda kokobasil
goriiniimdedirler. Sivi besiyerlerinde iiretildileri zaman uzun c¢omaklar veya
filamentlerle birlikte degisik sekillerde uclar1 kivrik ve dallanmis goriintiileri
vardir. Kat1 besiyerindeki taze kiiltiirlerin gram boyama goriintiilerinde mikroskop
sahasinda basil formlar1 baskin olarak goriiliir. Kiiltlir eskidik¢e bakterinin kok

formundaki goriintiisii daha baskindir (98).

Etkenin katalaz, iireaz lipaz ve fosfataz aktiviteleri pozitifken, oksidaz
DNaz elastaz lesitinaz ve proteaz aktiviteleri negatiftir. H,S tiretimi degiskendir.

Laktoz ve glukozu fermente edemez. Nitrati rediikte edebilirler (Tablo 1), (1, 99).
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R.equi, son derece antijenik, kolesterol oksidaz ve bir fosfolipaz C
ekzoenziminden olusan ve equi faktorii olarak adlandirilan bir substans iiretir.
Equi faktorii; Corynebacterium pseudotuberculosis’in fosfolipaz D bolgesi veya
Stapylococcus aureus’un beta toksini ile etkilesime girer. CAMP reaksiyonu
olarak adlandirilan bu etkilesimin oldugu yerde, besiyerindeki eritrositlerin
hemolizi gerceklesir. Bu etkilesim, R.equi ve Listeria monocytogenes arasinda da
olusur fakat reaksiyonun ger¢eklesmesi; kullanilan Listeria monocytogenes

susunun tiiriine baglidir (1).

Tablo 1: R.equi’nin biyokimyasal 6zellikleri (99).

R.equi’nin Fenotipik Ozellikleri ~ Reaksiyon
Katalaz +
Oksidaz -
Hareket

Zorunlu Aerop
Glukoz Fermantasyonu
Glukoz Oksidasyonu
equi Faktorii (CAMP)
Jelatinaz

Indol -
H,S Degisken
Ureaz +
Nitrat Rediiksiyonu +
Lipaz -
DNaz -
Lesitinaz -
Eskulin Hidrolizi +
Kazein Hidrolizi

4+ 4+ 0 4+

3.6.5. Molekiiler Yontemlerle Identifikasyon

Konvensiyonel yontemlerle karsilagtirildigt zaman molekiiler yontemler
hizli sonu¢ vermesi bakimindan avantajlidir. Taylarda R.equi’den kaynaklanan
pndmonilerin varligini olabildigince ¢abuk ortaya koymak i¢in TBA sivilarindan
DNA ekstraksiyonu sonrasi1 R.equi icin spesifik primerler kullanilarak Polimeraz

Zincir Reaksiyonu (PCR) asamasi gerceklestirilebilmektedir.
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Bell ve ark. (100), yaptig1 bir calismada R.equi igin tiir spesifik primerler
dizayn etmislerdir. Kiiltiir koleksiyonlarindan DNA ekstraksiyonu sonrasi bu
primerlerle PCR amplifikasyonu sonucunda test edilen biitiin R.equi tiirlerininin
diger Rhodococcus cinsi bakterilerden ve R.equi ile yakindan iliskili Nocardia,
Gordona, Dietzia, Tsukamurella, Corynebacterium ve Mycobacteria cinslerinden

ayirt edici 6zellikte bulmuglardir.

R.equi’nin tiir diizeyinde tanimlanmasi i¢in 16S rRNA genine spesifik
primerler kullanilmaktadir. Gerek kiiltiirden gerekse trakeal aspiratlardan
bakterinin identifikasyonu yapilabilir. Sellon ve ark (88), trakeal aspiratlar, nazal
svaplar ve kan oOrneklerinden ti¢ farkli yontemi karsilastirmiglardir. Kiiltiir
yontemi, PCR yontemi ve serolojik bir yontem olan AGID testinin kullanildigi bu
calismada kiiltiir yontemi ile pozitif bulunan 6rneklerin hepsinin PCR ile tiir
diizeyinde identifikasyonunda hepsi R.equi olarak dogrulanmis ve PCR
yonteminin sensitivitesi ve spesifitesi sirastyla %100 ve %90,6 olarak
bulunmustur. Kiiltiir yonteminin sensitivite ve spesifitesi sirasiyla %57,1 ve
%93,8 iken; serolojik bir yontem olan AGID testinin ise sirasiyla %62,5 ve %75,9

olarak bulunmustur.

Her ne kadar R.equi’nin varligi1 PCR yontemi ile ortaya koymak 6nemli
olsa da taylar i¢in viriilent suslarin varligi, hastalik vakalarini tanimlamada
bakteriyi tiir diizeyinde tanimlamaktan daha 6nemlidir. Bunun i¢in vapA genine

spesifik primerler kullanilarak PCR amplifikasyonu gerceklestirilmektedir (101).

Oldfield ve ark (102), vapA ve vapB genine spesifik primerler kullanarak

bir amplifikasyon metodu gelistirmislerdir. Cesitli hayvanlardan ve cevresel
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orneklerden rasgele segilen 35 R.equi izolatinda vapA ve vapB genlerinin varligina
bakilmistir. Bunun sonucunda ayni anda hem vapA hem de vapB geni bulunduran
izolatlara rastlanmamustir. At izolatlarinin tamami vapA geni pozitif bulunmustur.
Bu ¢alismada vapA geninin taylardaki viriilens i¢in gilivenilir bir marker oldugu

bildirilmistir.

Konvensiyonel PCR yontemleri kiiltiir yontemi ile karsilastirildiginda daha
hizli sonu¢ vermesine ragmen kalitatif Ozelliktedir. Hatali pozitif sonuglari
onlemek adina ve ¢apraz bulagmanin olas1 durumlarinda kantitatif real time PCR
yontemleri kullanilabilir. Rodriguez ve ark (49), at, sigir, domuz, insan ve
topraktan elde edilen 178 R.equi izolatinda ve BAL sivilarinda real time PCR
yontemi ile vapA geninin varligina bakmislardir. Konvensiyonel PCR yontemi ile
karsilastirildiginda testin sensitivite ve spesifitesi %100 olarak bulunmustur.
Atlardan elde edilen 81 R.equi izolatinin %85’1 ve topraktan elde edilen 13
izolatin %46’s1 vapA geni bulundururken, sigir ve domuz izolatlarinin higbirinde
vapA genine rastlanmamistir. Yapilan ¢alismada real time PCR yonteminin gerek
kiiltiir gerekse klinik 6rneklerden identifikasyonda hizli ve giivenilir bir yontem

oldugu bildirilmistir.

Takai ve ark. (37), endemik olan bir ciftlikte klinik semptom gostermeyen
216 taydan alinan trakeal aspiratlarin PCR ile 77’sinde pozitiflik bulmuslardir.
Calismada endemik bir ¢iftlik oldugu halde taylarin klinik semptom gostermeden
pozitif bulunmalari; etkenin aerosol yolla solunum yolunu kontamine ettigini
diisiindiirmiistiir. Bu ylizden her ne kadar sensitivitesi daha yiiksek olsa da tek
basina PCR ile hastalik vakalarini tanimlamaya c¢alismanin her zaman giivenilir

olmadig1 diisiiniilmektedir.

30



3.7. Tiplendirme Yontemleri

Tiplendirme  yontemleri, salginlarin  kimliklendirilmesi,  hastalik
kaynaginin ve salginlar arasindaki iliskinin belirlenmesi, daha viriilent tiirlerin
fark edilebilmesi koruma ve tedavi stratejileri gelistirilmesi agisindan c¢ok
onemlidir. Ozellikle epidemiyolojik calismalar etkenin tiplendirilmesi temeline
dayanmaktadirlar. Bugiine kadar R.equi izolatlarinin genetik ¢esitliligini

degerlendirmek icin farkli teknikler kullanilmistir.

Etkenin viriilensinden sorumlu plazmidlerin tiplendirilmesinde en ¢ok
kullanilan RFLP yontemi olup, aragtirmacilar viriilent oldugu dogrulanmis
suslarin plazmid ekstraksiyonlarini yaptiktan sonra hedef DNA’y1 restriksiyon
enzimleri ile muamele ederek amplifikasyon sonucunda olusan bant profillerine

gore plazmidlerin tiplendirmesini yapmislardir.

Su ana kadar diinyada vapA geni bulunduran izolatlarda bildirilen 12 adet
viriilens plazmid tipi bulunmaktadir. Bunlar 85-kb Tip I-IV, 87-kb Tip I-1II ve 90-
kb Tip I-V plazmidleridir (Tablo 2), (103). Amerika, Avrupa, Avusturalya Afrika
Kore ve Japonya’da bildirilen viriilensle iliskili plazmidlerin dagilimi cografik
olarak farkliliklar gdstermistir (36,37,55,104-109). Amerika Avusturalya ve
Avrupa’da en ¢ok 85-kb Tip I veya 87-kb Tip I plazmidin varlig bildirilmistir.
85-kb Tip II, sadece Fransa’da bildirilirken 85-kb Tip III-IV, ilk olarak Teksas’ta
bildirilmistir. Bunun yam sira 87-kb Tip II ve 90-kb Tip I-IV plazmidleri,
Japonya’da klinik ve cevresel Orneklerden elde edilen R.equi izolatlarinda

bildirilmistir (38).

31



Tirkiye’de Tel ve ark. (110), elde ettikleri viriilent R.equi izolatlarinin

hepsinin 85-kb Tip I plazmidine sahip oldugunu bildirmislerdir.

Witkowski ve ark. (111), inceledikleri 58 viriilent R.equi izolatinda RFLP
yontemi ile plazmid profillerine bakmiglar ve bunlarin 48’inin 85-kb Tip I
plazmidine sahip oldugunu, 8’inin 87-kb Tip I plazmidini tasidigin1 ve geri kalan
bir izolatin digerlerinden farkli oldugunu belirtmisler, bunu 85-kb Tip V adinda

yeni bir varyant olarak bildirmislerdir.

Tablo 2: Diinyada bildirilen R.equi plazmid tipleri ve restriksiyon endoniikleaz
kaliplar1 (103)

Restriksiyon enzimlerinin olusturdugu kalip

TiP Boyut Sus Ulke EcoRI  EcoT221 Hindlll BamHI
(kb)
85-kb Tip I 85 ATCC33701 Kanada 1 1 1 1
85-kb Tip 11 85 96E35 Fransa 1 1 2 1
85-kb Tip III 85 T47-2 USA 2 1 1 1
85-kb Tip IV 85 T43 USA 3 1 1 1
87-kb Tip I 87 222 Kanada 4 2 1 1
87-kb Tip 11 87 96B6 Japonya 5 2 3 2
87-kb Tip III 87 Brazil Brezilya 11 6 5 1
90-kb Tip I 90 90 Japonya 6 1 4 3
90-kb Tip 11 90 S11-8 (Kiso)  Japonya 7 1 1 1
90-kb Tip III 90 Kuma 83-3 Japonya 8 3 4 3
90-kb Tip IV 90 Kuma 83-10  Japonya 9 4 4 3
90-kb Tip V 90 J21-2 Kore 10 5 5 4

R.equi izolatlar1 arasindaki genetik iliskinin belirlenebilmesi i¢in yapilan
epidemiyolojik ¢alismalar, PFGE yontemi kullanilarak da yapilabilmektedir. Bu
yontem, molekiiler epidemiyolojik ¢aligmalar i¢in altin standart olarak kabul
edilmektedir. Ayirim giicii yiiksek, tekrarlanabilirligi olan giivenilir bir metottur.
Bu elektroforez tekniginde elektrik alaninin yonleri diizenli olarak degistirilerek
biiyilk DNA molekiillerinin birbirinden ayrilmasi saglanmaktadir ve alternatif

olarak birden fazla elektrik alan1 kullanildig1 i¢in diger elektroforez yontemlerine
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uistiinliik saglamaktadir. Boylece olusan bant profilleri izolatlar arasindaki genetik

iligkilere gore kategorilere ayrilarak yorumlanmaktadir (112).

Birka¢ calismada arastiricilar PFGE yontemini kullanarak atlardan elde

ettikleri R.equi izolatlarinin genetik cesitliligini degerlendirmislerdir.

Cohen ve ark. (32), R.equi'nin genetik cesitliliginin iilkeler arasinda ve
aviriilent suglarla karsilastirildiginda farkliliklarini arastirmislardir. Arjantin’den
28, Irlanda’dan 19, Japonya’dan 26, ve Amerika’dan 125 izolat olmak iizere
toplamda 198 adet viriilent R.equi izolatinin genotiplendirilmesi yapilmistir.

Dendogram analizleri sonucunda farkli {ilkelerden elde edilen R.equi
izolatlarinin PFGE kaliplar1 arasinda hatr1 sayilir derecede genetik olarak g¢esitlilik
bulunmustur. Yine ayni calismada viriilent R.equi suslari ile aviriilent tipleri
karsilastirilmis, ve genetik olarak birbirlerinden anlamli diizeyde farklhi
bulunmuglardir. Soedarmanto ve ark. (113), benzer olarak; Avrupa’da saglikli
goriinlimlii buzagilardan ve atlardan elde ettigi 21 R.equi izolatinda genetik olarak

izolatlar aras1 ve ¢iftlikler aras1 farklilik bulmuslardir.

Venner ve ark. (114), viriilent olan 83 R.equi izolatina RFLP ve PFGE
yontemlerini birlikte uygulamiglardir. RFLP ile 6nce plazmid profillerini ortaya
koyup, PFGE ile pulsotiplerine bakmiglardir. 83 izolatin 80 tanesinin 85-kb Tip I
plazmidine sahip oldugunu ve geri kalan ii¢ tanesinin 87-kb Tip I plazmidine
sahip oldugunu bildirmislerdir. Bunun sonucunda izolatlarin PFGE ile alt1 farkl

genotipe ayrildigini bildirmislerdir.

Son ve ark. (115), klinik ve ¢evresel 6rneklerden elde ettikleri 34 virtilent

R.equi izolatinin 16 tanesinin 90-kb Tip II plazmidine ve 18 tanesinin 90-kb Tip V
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plazmidine sahip oldugunu bildirmislerdir. PFGE yontemi ile bu izolatlarin
genotiplendirilmesi sonucunda her iki plazmid tipinin ikiser farkli genotipte
olduklarini, ve toplamda bu 34 izolatin dort farkli genotipe ayrildigini
bildirmiglerdir. Bu ¢alismada diger calismalardan farkli olarak diisiilk oranda

genetik ¢esitlilik bulunmustur.

Witkowski ve ark. (116), ala geyiklerden, yaban domuzlarindan ve
karacalardan elde ettikleri 27 R.equi izolatina PFGE yontemi uygulamislar,
dendogram analizleri sonucunda dort farkli kiime ve 25 farkli genotip

bildirmislerdir.

3.8. Tedavi

R.equi pnémonilerindeki pyograniilamatéz inflamatuvar cevapla birlikte,
akciger apselerinin varlig1 ve bakterinin intraseliiler 6zellik gostermesi tedavide
etkili antibiyotik segmeyi zorlastirmaktadir. Ozellikle makrofajlara ve kazedz
materyallere penetre olabilen makrolid grubu lipofilik antibiyotikler tedavide
basar1 sansini arttirmaktadir. Bununla birlikte in vitro ortamda duyarli bulunan
cogu antibiyotikle yapilan tedavi, pratikte kullanildigt zaman basarisiz

olabilmektedir (1, 117).

R.equi pndmonisi i¢in eritromisin ve rifampin gibi lipofilik antimikrobiyal
ajanlarin  kombinasyonu ile yapilan tedaviler yirmi yildan fazladir
kullanilmaktadir. Daha 6nceden tedavi icin lipofilik 6zellik gostermeyen penisilin
ve gentamisin gibi antibiyotiklerin kullanimi tedavide basarisiz olmus ve taylarin

6limiine neden olmustur (83, 118).
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Eritromisin ve rifampin gibi antibiyotikler tedavide tek basina
Oonerilmemektedir. Direncli tiirlerin olusmasini 6nleme agisindan ve ozellikle
eritromisinin tek bagina intraseliiler ortamda zayif etkisi olmasindan dolay1 bu
antibiyotikler kombine sekilde kullanilmalidir. Her iki antibiyotigin R.equi’ye
karsi in vivo ortamda birbirleriyle etkilesimleri ile hastalifa karsi sinerjistik

etkileri daha da artmaktadir (117).

Eritromisin ve rifampin uygulamalarinin ¢esitli yan etkileri bulunmaktadir.
Tedavinin baglamasi1 ile kismen anoreksi, hafif kolitis ve dis gicirdatmasi
goriilebilir. ilacin kesilmesi durumunda bu belirtilerin ortadan kalktig1

goriilmiistiir. (95)

Eritromisinin gastrointestinal yan etkilere sebep olabilen bir antibiyotik
oldugu bildirilmistir. Taylarda hafif diyare ile birlikte tedavi edilen tayin
annesinde Clostridium difficile kaynakl kolitis yaptig1 goriilmiistiir. Bu durumda
kisrak, intestinal florasini dengelemek icin kaprofaji davraniglart sergilemeye
baslar. Eritromisin tedavisi ile iligkili yan etkilerden bazilari da hipertermi ve
tasipne gibi ciddi semptomlardir. Oliimler daha ¢ok sicak havalarda tedavi edilen

taylarda hipertermik reaksiyonlardan sonra gerceklesmektedir (95).

Son yillarda azitromisin klaritromisin ve tulatromisin gibi yeni makrolidler
tedavide eritromisin yerine kombine sekilde kullanilmaya baslanmistir.
Eritromisinle kiyaslandiginda bu antibiyotikler yan etkilerinin az olmas1 ve daha
az dozda kullanilmalar1 sebebiyle avantajlidirlar. Azitromisin ve klaritromisinin
her ikisi de oral yolla kullanilabilmektedir. Azitromisin 5 giin boyunca giinde

10mg/kg olmak sartiyla klaritromisinle birlikte kullanilabilir. Klaritromisinin dozu
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da her iki giinde bir ve kullanildiginda da 12 saatte bir olmak sartiyla 7,5mg/kg

olacak sekilde kullanilmaktadir. (119, 120).

Yar1 Oomiirleri ve biyoyararlanimlarinin yliksek olmasindan dolayr yeni
nesil makrolidler 6zellikle eritromisine kiyasla daha diisiik dozda kullanilmasi
bakimindan avantajlidir. Giguére ve ark. (121) yaptigt bir ¢alismada
klaritromisinle rifampinin kombine sekilde kullanilmasinin rifampinin ayr1 ayri
azitromisin ve eritromisin ile kombine sekilde kullanilmasindan daha etkili

bulmuslardir.

Tulatromisin Avrupa’da sigir domuz ve atlardaki pulmoner enfeksiyonlar
tedavi etmek amaciyla enjeksiyonluk olarak kullanilan bir makroliddir. Haftada
bir 2.5mg/kg olmak sartiyla enjekte edilebilir. Fakat in vitro ortamdaki zayif
aktivitesi ve minimum inhibitdr konsantrasyonunun (MIC) yiiksek olmas1 nedeni
ile pratikte tek basma kullanilmasi Onerilmemektedir. Tulatromisinle alakali
literatiirlerde farmakokinetik  etkilesimleri ~ bakimindan  fazla  veri
bulunmamaktadir. Ayrica rifampin ile kombine edildiginde akcigerdeki

konsantrasyonunun azaldig: goriilmektedir (122, 123).

Tilmikosin ve tildipirosin gibi makrolidler de tedavide kullanilmaktadir.
Fakat yapilan calismalarda bunlarin da R.equi pnomonilerine karst ¢ok etkili

olmadig1 goriilmiistiir (124).

Tedavi i¢in antimikrobiyal ajanlarin bilingli bir sekilde kullanilmasi direng
gelisiminin siirlandirilmasinda biiyiik 6neme sahiptir. Genis capli antibiyotik
kullanim1 antibiyotik direncinin gelismesinde destekleyici gorev yapar. Lipofilik

antibiyotiklerle uzun siireli tedaviler de direncin artmasi iizerinde etkilidir.
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Rifampin ve eritromisin direngli izolatlarin prevalansi her ne kadar diisiik
olsa da her iki ilacin da MIC degerleri artis gostermektedir. Yeni makrolidlerin
ortaya ¢ikisi antimikrobiyal direncin gelismesini engellememektedir, c¢linkii
makrolidler arasinda ¢apraz direng yaygin olarak goriilmektedir. Giguére ve ark
(125) yaptig1 bir calismada 24 R.equi izolatinin 22 tanesinin rifampin ile birlikte

eritromisin, azitromisin ve klaritromisine direngli oldugunu gérmiislerdir.

Ultrasona dayali goriintiilemeler taylarin hangi durumda tedaviye ihtiyag
duyup duymadiklart konusunda da bilgi verebilmektedir. Subklinik olarak
etkilenen taylarda bulunan bir veya daha fazla olmak iizere ¢ap1 1-2 cm’den daha
kiigiik olan apselerin  varliginda bazen tedavi olmaksizin iyilesme
saglanabilmektedir. Bu nedenle tedavinin olup olmayacag: klinisyenin tecriibesine
dayali bir durumdur. Tedavi i¢in kullanilan antimikrobiyal ajanlarin olasi yan
etkileri de gbz oniinde bulundurulursa, apseler goriildiigii andan itibaren hayvanin
takibe alinmasi ve ultrasonografik goriintiilemenin stirekliligi hemen antibiyotik

kullanimina basglanmasindan daha avantajli bir secenek olacaktir (126).

3.9. Korunma ve Kontrol

3.9.1. Antimikrobiyal Profilaksi

R.equi pnomonilerine kars1 iki ila dort haftalik taylara korunma stratejileri
amaciyla antimoikrobiyal profilaksi uygulamalar1 denenir. Bunun nedeni 6zellikle
neonatal donemde olan iki haftaliktan kiiciik taylarin enfeksiyona karsi daha

duyarli olmalarindan kaynaklanir (117, 127).

R.equi pndmonilerinin prevalansi lizerine Teksas’ta yapilan bir ¢alismada

profilaktik azitromisin terapileri denenmistir. Bu ¢alismada 10 tane endemik
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ciftlik lizerinde calisilmis ve rasgele secilen iki haftalia kadar olan taylarda her
48 saatte bir azitromisin uygulamalar1 yapilmistir ve hastaligin prevalansi
profilaksi almayan grupla karsilastirllmistir. Calisma sonunda profilaktik terapi
alan grupta (9/170, %35,3) profilaksi almayan grupla kiyaslandiginda (35/168 %

20,8) belirgin bir sekilde hastalik prevalansinda diislis gozlemlenmistir (128).

Almanya’da 4 haftalik taylar {izerinde deney ve kontrol grubu olarak
ayrilarak azitromisin uygulamasi yapilan benzer bir ¢aligmada hastalik prevalansi
tizerinde herhangi bir fark bulunmamistir (129). Bu ¢alismada uygulama yapilan
grup kontrol grubundan 1 ay sonra apselesme belirtileri gdstermistir. Buna gore
geng taylarda profilaksi amaciyla yapilan antibiyotik uygulamalart R.equi

pnomonilerinden korunma agisindan giivenilir bulunmamustir (117).

Makrolid ve rifampin direngliligi géz oniinde bulunduruldugunda R.equi
doksisiklin sitropin, imidazol grubu olan bifonazol, klotrimazol, ekonazol, ve
mikonazol gibi ilaglara yiiksek oranda duyarlidir. Ancak bunlarin heniiz etkili ve

giivenli olduguna dair denemeler yapilmamistir (124, 130).

Viriilent R.equi konakg¢i bilinyesinde {ireyebilmek icin ortamda demir
varligina ihtiya¢ duymaktadir. Fagozomlarda demirin tiikendigi durumda vapA
geni upregiile olur. Bu durumda virlilens daha da artmis olur. vapA’nin
upregiilasyonu intraseliiler proliferasyona olanak vermek i¢in, demirin farkl
kaynaklardan ayrilmasmi kolaylastirtyor gibi gortiniir. Gallium maltolate adi
verilen kemoflaksi i¢in kullanilan bir madde demir 3 iyonunu taklit ederek
R.equi‘nin demir metabolizmasi iizerinde olumsuz etki yapar. Tedavide alternatif

bir antimikrobiyal ajan olarak kullanilabilir. Bu maddenin deneysel ¢aligmalarda
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fareler {izerinde denendiginde R.equi’nin iiremesini inhibe ettigi ve makrofajlarda
virlilent R.equi’nin intraseliiler proliferasyonunu inhibe ettigi goriilmiistiir ve
taylarda da gilivenle kullanilabilir (131, 132, 133). Giinliik olarak 20mg/kg dozda
kullanilmasi taylar i¢in olduk¢a uygun bulunmustur. Farmakokinetik

caligmalar metil selilloz formlu gallium maltolatin giinlilk olarak 30mg/kg
dozunda verilmesinin terapdtik olarak oldukga etkili oldugunu gostermistir (132,
134). Fakat aragtirmacilar 2 haftaliga kadar olan taylarda bu maddenin profilaktik

olarak basarisiz oldugunu goérmiislerdir (135).

Antimikrobiyal profilaksi her ne kadar hastaliktan korunma stratejilerinden
biri olarak goriilse de biiyiikk dl¢lide antimikrobiyal direncin olusmasina sebep
olmaktadir. Bu durumda olas1 enfeksiyonlarda tedavinin basar1 sansi diismektedir.
Bu yiizden ultrasonografi, hematolojik ve klinik degerlendirmeler yapilarak bu

ajanlarin kullanimi1 daha uygun bulunmustur (117).

3.9.2. Iimmunoprofilaksi

Etkili bir asilama programinin olmamasindan dolay1 viriilent R.equi’ye
kars1 spesifik olarak gelistirilen ve humoral bagisikligi uyaran hiperimmun
plazma uygulamalar1 pratikte kullanilmaktadir. Calismalarda hiperimmun plazma

uygulamalarinin koruyucu etkileri degiskenlik gostermektedir (136, 137).

R.equi’ye kars1 immunize edilmis atlardan alinan antikorlarin hasta taylara
verilmesi ile enfeksiyonun siddetinin azaltildig1 goriilmiistiir. Ozellikle elde edilen

plazmalarin R.equi’ye karsi immunize edilen atlardan alinmas1 gerekmektedir.

Hiperimmun plazmanin koruyucu bilesenleri hala tam olarak

anlasilamamistir. Ozellikle VapA ve VapC proteinlerine karsi gelistirilen
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antikorlar 6nemli goriiliirken, sitokinler, komplement faktorler ve fibronektinler

gibi diger non spesifik faktorlerin de etkili oldugu diistiniilmektedir (117, 138).

Immunize edilen kisraklarin kolostrumlar1 yoluyla viriilent R.equi’ye
spesifik antikorlarin pasif transferi yoluyla taylarda olusturdugu koruyuculugu
lizerine yapilan caligmalar karigik sonucglar gostermistir. Madigan ve ark (139) ile
Varga ve ark. (140), yaptiklar1 calismalarda kisraklarin canli viriilent R.equi
asisiyla asilanmig olsalar bile kolostrumdaki antikorlarinin pasif transferinin
herhangi bir koruyuculugunu gérmemislerdir. Ancak Fransa’da ii¢ endemik
ciftlikte yapilan bir ¢alismada ya formaldehitle muamele edilmis viriilent R.equi
ya da su bazli nanopartikiil adjuvanta bagli VapA protein antijeni (Montanide
IMS 3012) ile immunize edilen kisraklarin kolosturumunu alan taylarinda
koruyuculuk saptanmistir. Taylardaki viriilent R.equi’ye karst olusan bu koruyucu
etki, polimorfniikleer fagositlerin opsonik kapasitesinin artisi ile iligkilidir. Bu
taylardaki serum antikorlarinin yiiksek konsantrasyonlari kolostrumdan pasif
transferin bir sonucu olarak goriilmektedir (141). Arjantin’de yapilan bir
calismada da 25 giinlilk veya daha geng¢ taylara yapilan hiperimmun plazma
uygulamalarinin hastalik prevalansint ve siddetini yiiksek oranda azalttigi

gorilmiistiir (142).

HIP uygulamas: icin optimal dozajin ve zamanmin tam olarak iyi
belirlenememesi bu yontemin koruma ve kontrolde pek giivenilir bir yerde
olmadigint diisiindiirmektedir. Genotipik olarak farkli olan saha suslar1 veya
liretim esnasinda viriilensini kaybeden suglar gibi aviriilent R.equi’ye spesifik
plazmalar, uygun olmayan dozlar ve HIP verilen atlardaki uygun olmayan

immunogenetik faktdrler de bu uygulamanin selektivitesini diistirmektedir.
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Chaffin ve ark. (143), R. equi ile deneysel olarak enfeksiyon olusturulmus taylara
enfeksiyon olusturulduktan 9 giin sonra HIP uygulamasi yapmis ve herhangi bir
koruyucu etkisinin olmadigini bildirmislerdir. Bu nedenle zaten dogdugundan beri
etkene maruz kalan taylara hastalik olusmadan Once ve olabildigince erken

donemlerde HIP uygulamalar1 yapilmalidir (144).

Erganis ve ark. (145), yaptiklar1 bir ¢alismada gebe kisraklari su bazli
nanopartikiil adjuvanta bagili VapA protein antijeni (Montanide IMS 3012) ile
immunize etmislerdir. Bunun sonucunda bu kisraklarin taylarinin kolostrumdan
aldiklar1 antikorlarla ve bununla birlikte taylara bu kisraklardan elde edilen
antikorlarin verilmesi ile gerceklestirilen pasif immunizasyonla etkili bir sekilde

R.equi pnémonilerinin siddetinin azaldigini bildirmislerdir.

HIP uygulamalar1 her ne kadar hastaliga yakalanma riskini azaltsa da kesin
olarak R.equi pnomonilerinden korunmada etkili degildir. Bunun i¢in yine
hayvanlarin dikkatle izlenmesi gerekir. Ayrica maliyetli ve uygulama olarak
zaman ve is¢ilik gerektirdiginden dolayr ¢iftlikteki  biitiin  taylara

yapilamamaktadir.

3.9.3. Cevresel Faktorlerin Kontrolii

R.equi pnomonilerinin énlenmesi ve kontrolil i¢in etkili bir stratejinin ana
odag siipheli tayin cevresiyle ilgili faktorler olmalidir. Siipheli taylarin 6zellikle
yiiksek konsantrasyondaki viriilent R.equi ile kontamine havanin solunmasi ile
risk altinda olduklar1 diisiiniilmektedir. Ciftlik yonetim stratejileri ile durumun

oniline gecilebilmektedir. Ayn1 zamanda R.equi pndmonilerinin prevalansin1 ve
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siddetini azaltmak i¢in kullanilan teshis yontemleri ve terapotik ajanlarin etkisi

cevresel faktorlerin kontrolii ile arttirilabilir (117).

Avusturalya’da kisraklar ve taylar bir araya gelmeden oOnce sulama
sistemleri ile hayvanlarin yikanmasi sonucunda toprak kaynakli viriilent
R.equi’nin bulagma riski yariya indirilmektedir. Taylarin dis ortamda yiiksek su
tutma kapasitesine sahip ve 6zellikle kum yerine killi topraklarda bulundurulmasi
ve padoklarda ve dis ortamlarda serbest olarak dolastirilan taylarin mera
oOrtiistiniin iyi sartlarda bulundurulmasi viriilent R.equi’ye maruz kalma durumunu

azaltmaktadir (52).

Althik kaynakl viriilent R.equi’nin solunmasini azaltmak i¢in rutin olarak
altliklarin degistirilmesi veya taylarin burada gecirdigi zamanin ¢ok uzun
tutulmamasi gerekir. Etkilenen taylarin barindirildig: ahirlarin dezenfekte edilmesi
ve es zamanlt olarak hastaligin tedavisine baslanmasi kontrol icin gerekli
faktorlerdendir. Altlik malzemesinin dekontaminasyonu ve alternatif olarak altlik
yerine karton kullanimi ve ahirlarin kimyasallarla bugulanmasi, havadaki viriilent

R.equi miktarini da azaltabilmektedir (82).

Dezenfektanlarin R.equi’nin liremesi lizerine etkisiyle alakali literatiirlerde
fazla veri bulunmamaktadir. Bununla birlikte organizmanin tiremesi asir1 asidik ve
asir1 alkali kosullarda baskilandigindan kire¢ gibi toprak pH'sin1 degistiren
dezenfektanlar viriilent R.equi kontaminasyonunun Oniine gecilmesinde etkili
olabilmektedir (12, 117). Enfeksiyon siiphesi olan taylar, topragin fekal
bulagsmadan kaynaklanan virlilent R.equi ile kontaminasyonunu ve yayilma

potansiyelini 6nlemek i¢in ayr1 bir yere alinip siiriiden ¢ikarilmalidir. Vakalarin
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erken teshisi, izlenmesi ve tedaviye erken baglanmasi, kayiplarin azalmasiyla
birlikte taylar arasinda patojenin bulasma ve yayilmasinin sinirlandirilmasini ve

dogru orantili olarak tedavi maliyetinin azalmasini saglamaktadir (74).

At digkilarinin padoklarda giibre olarak kullanilmasi ya da ahirlardan veya
padoklardan digkilarin mekanik olarak temizlenmesinin hastaligin prevalansi
tizerinde herhangi bir etkisinin olduguna dair hicbir epidemiyolojik kanit
bulunmamaktadir (146, 147). Ancak at digkilarinin c¢evresel olarak etrafta
birikiminin énlenmesi, etrafta viriilent R.equi’nin ¢ogalmasini geciktirecek etkiye
sahip oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica 45 °C’nin tlizerinde 1s1l islem gérmiis at
digkilarinin giibre olarak padoklarda kullanilmasi toprakta viriilent R.equi’nin
azaltilmasma yardimci olabilmektedir (148). Fakat 1sil islem gormiis diskilar
topraga bagl viriilent R.equi’nin liremesini destekleyen bol miktarda ugucu yag
asidi igermektedir. Bu durumda 1sil islem gormiis at digskilarinin tekrar taymn
ortamina geri donilisiimii viriilent R.equi’nin ¢evresel proliferasyonunu arttirabilir

ve bu durumdan kaginilmasi gerekir (12).

3.9.4. Siirii Yonetimi

Taylarin bir arada bulunmasi ve barinma kosullar1 patojene maruz kalma
oraniyla birlikte hastaligin prevalansini ve siddetini etkileyen faktorlerdir. Kuskie
ve ark. (149), Kentucky’de yaptiklar1 bir calismada atlarin agirlikli olarak
barindig1 bolgelerde viriilent R.equi konsantrasyonunun daha yiiksek oldugunu
gormiislerdir. Ahirlarda padoklarda ve avlularda c¢ok sayida kisrak ve tayin
barinmasi ve toplanmasi sonucu diskilarinin birikmesiyle toprakta da yayilan

virlilent R.equi’nin ortam da tozluysa hayvanlarin soluk alip vermesi ile yliksek
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oranda yayilmasi s6z konusu olmaktadir. Ayrica tay sayisinin fazlaligi taydan taya
solunum ile bulagma olasiligini arttirmaktadir. Bu durumlar siipheli taylarin
yiiksek oranda pulmoner hasar goérmesine ve hastaliglr gelistirmesine zemin
hazirlamaktadir. Texas’ta yapilan epidemiyolojik ¢alismalar da tay sayisindaki
yogunlugun hastalik prevalansini arttirma konusunda dogru orantili oldugunu
destekler niteliktedir. Bu nedenle hayvanlar padoklara ¢ikarildiginda bir arada
toplandig1 siirelerin azaltilmas1 bulasiciligin - 6nlenmesi  konusunda yararh
olabilmektedir. Bu gibi stratejiler, tedavinin etkinligini arttirirken tedavi stiresini
olabildigince azaltacaktir ve hastaligin daha rahat atlatilmasini saglayacaktir

(146,150).

Korunma ve kontrol stratejileri 6zellikle R.equi pndmonisi gelistirme riski
olan taylara odaklanarak gergeklestirilmelidir. Ozellikle iki haftaliktan kiigiik
taylar cevresel fakorlere ve bagisiklik diizeylerinin diger taylara gore daha diisiik
olmasina bagli olarak hastaliga yakalanma konusunda oldukc¢a duyarlidirlar

(117).

3.10. Hastahgin Tiirkiye’de ve Diinyadaki Durumu

Tiirkiye’de taylarin R.equi yOniinden prevalansi iizerine yapilmis
calismalar smirli sayidadir. Bu calismalar daha ¢cok Marmara ve Sanliurfa
bolgelerinde yogunlagmistir. Yapilan calismalarda R.equi’nin goriilme orani

bolgeden bolgeye farklilik gostermistir.

2013 yilinda Bursa bolgesinde yapilan bir ¢aligmada hayvan hastanesine
getirilen solunum sistemi semptomlar1 gosteren 2-6 aylik 20 adet tayda

bronkoalveoler lavaj (BAL) sivilarindan bakteriyolojik ve  sitolojik
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degerlendirmeler sonucu bir adet R.equi izolati elde edilmistir ve selektif
izolasyon icin CAZ-NB besiyeri kullanilmistir. En ¢ok izole edilen bakteri tiiri
Streptococcus zooepidemicus olarak bulunmustur. Sitolojik degerlendirmelerle
bakteri izole edilen Orneklerde izole edilmeyenlere gore belirgin bir fark
bulunmus ve bu durumda sitolojik degerlendirmenin tanida 6nemli oldugu

kanisina varilmistir (151).

2003-2006 yillar1 arasinda klinik olarak solunum giigliigli bulunan 3
giinliikten 7 ayliga kadar olan Olen 12 taya nekropsi sonrast yapilan
immunperoksidaz boyamalar sonucunda taylarin hepsinin R.equi yoniinden pozitif
oldugu saptanmis fakat mikrobiyolojik olarak etken izolasyonunda yalnizca iki
tanesinde pozitiflik bulunmustur. Bagirsaklarda herhangi bir lezyonla

karsilasilmamis ve hepsinin akciger lezyonu gosterdigi goriilmiistiir (152).

Bursa ve Istanbul cevresinde 1-5 aylk taylardan alinan trakeal
aspiratlardan ve kandan sirasiyla immunhistokimya ve ELISA yontemi ile R.equi
varligima bakilmistir. Calismada 56 adet semptom gosteren ve 54 adet
gostermeyen tay kullanmilmistir. Semptom  gosterenlerin  %73,2’si  ve
gostermeyenlerin - %70,4’ti  tanesi immunhistokimya yontemi ile pozitif
bulunurken yine sirasiyla %66,1°’1 ve %66,7’si ELISA yontemi ile pozitif
bulunmustur. Bu durumda iki yOntem arasinda klinik semptom gostermesi
bakimindan degerlendirildiginde anlamli bir fark bulunmamistir. Ayrica
immunhistokimya yonteminin sensitivitesinin  yliksek olmasina ragmen

spesifitesinin de diisiik oldugu bildirilmistir (153).
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Sanlurfa bolgesinde 20 adet giftlikten toplanan 105°er adet toprak, at
diskis1 ve tay diskilarindan izolasyon sonucu toplamda 263 oOrnek pozitif
bulunmustir. Toprak orneklerinin %86,6’s1 (91/105), at diskilarinin %89,5’1
(94/105) ve tay diskilarinin %74,2’si (78/105) pozitif bulunmustur. Klinik olarak
pnémoni semptomu gosteren 25 adet taydan nazal svap ornekleri toplanmis ve
izolasyon sonucu higbirinde R.equi varligina rastlanmamustir. Izolatlarin 32 tanesi
virlilent R.equi olarak PCR ile identifiye edilmistir. Ayrica bu calismada RFLP
yontemi ile plazmid profil analizi sonucunda vapA pozitif izolatlarin 85-kb tip I

plazmide sahip oldugu bildirilmistir (110).

Brezilya’da endemik olmayan 341 ciftlikten alinan saglikli goriiniimlii 3
yastan 29 yasina kadar olan atlarda 1010 nazal 6rnekten R.equi’nin prevalansi ile
birlikte antibiyotik duyarlilik profillerine ve risk faktorlerine bakilmistir. Bu
orneklerin %1°1 (10/1010) R.equi yoniinden pozitif bulunmus ve 10 ¢iftligin en az
1 tane pozitif hayvan bulundurdugu goriilmiistiir. 10 adet R.equi izolatinin

yalnizca bir tanesi viriilent sus olarak tanimlanmistir (154).

Brezilya’da yapilan retrospektif bir calismada biyokimyasal olarak
dogrulanmis ve 6 adet ¢iftlikten elde edilen 118 R.equi izolatinin tiir spesifik 16S
rRNA geni ve vapA geni primerleri ile multiplex PCR yapilarak molekiiler olarak
identifikasyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen izolatlarin 41 tanesi yetiskin
atlarin digkilarindan, 33 tanesi tay digkilarindan 21 tanesi topraktan, 10 tanesi
taylarin bulundugu ahirlardan, 10 tanesi 6lmiis hayvanlarin akcigerlerinden ve 3
tanesi diger hayvanlardan izole edilmistir. Toplamda 118 izolatin 17 tanesinin

vapA pozitif oldugu goriilmiistiir. Viriilent R.equi suslart 1 endemik c¢iftlikten ve
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3 sporadik ¢iftlikten elde edilmistir. Hastalik vakasi rapor edilmemis ¢iftliklerde

viriilent R.equi’ye rastlanmamaistir (155)

Mir ve ark. (9), 2010 Agustos ve 2011 Eyliil aylar1 arasinda 141 adet nazal
svap Orneginin hem izolasyon ile hem direkt PCR ile R.equi yOniinden
pozitifligine bakmislardir. Bu 6rneklerin 98 tanesi bes yasindan biiyiik atlardan,
43’1 6 ayliktan kiiciik taylardan alinmigtir. Yetiskin atlardan 9 adet, taylardan ise
3 adet olmak {lizere toplamda 12 Ornek R.equi olarak identifiye edilmistir.
izolasyon icin prevalans orani yetiskin atlar ve taylar icin sirasiyla %20,93 ve
%3,06 iken, direkt PCR yontemi ile bakildiginda bu oran sirastyla %25,58 ve
%4,08 olarak bulunmustur. Bunun sonucunda Orneklerden direkt PCR ile
identifikasyonun konvensiyonel olarak izolasyona gore daha duyarli oldugu

kanisina varilmistir.

Muscatello ve ark. (156), 55 tayin solunum yolundan verilen havada
noninvaziv bir yontem kullanarak viriilent R.equi’nin varligina bakmislardir. Bu
taylarin 37 tanesi pozitif bulunmustur. Burundan verilen havanin g¢evredeki
havadan ¢ok daha yiiksek oranda viriilent R.equi bulundurdugu goriilmiistiir.
Fakat hastaliklilar ile sagliklilar arasinda anlamli bir fark bulunmamigstir. Bu
caligmayla aerosol tasinmanin taylar arasinda miimkiin oldugu ve R.equi

pnomonilerinin prevalansi iizerinde 6nemli oldugu kanaatine varilmistir.

Witkowski ve ark. (116), R.equi’nin lenf nodiillerinden at, sigir ve
domuzlardan alinan orneklerinde prevalansina bakmislardir. Sigir ve domuzlarin
karkaslarindan izolasyon yapilmisken atlardan punksiyon ile Ornekler

toplanmistir. Atlardan alinan 198 ornekten yalnizca bir tanesi R.equi yoniinden

47



pozitif bulunmus ve vapA primerleri kullanilarak viriilent olarak identifiye
edilmistir. Bu izolatin RFLP ile plazmid profil analizi sonucu 85-kb tip I plazmide

sahip oldugu bildirilmistir.

Javed ve ark. (157), gevresel orneklerden ve nazal svaplardan R.equi’nin
prevalansi, molekiiler karakterizasyonu ve antibiyotik  duyarliliklarini
arastirmiglardir. Toplamda atlardan 96 adet nazofaryngeal svap toplanmis 9 tanesi
konvensiyonel yontemlerle pozitif bulunmus ve yalnizca 3 tanesi PCR ile
molekiiler olarak dogrulanmistir. izolatlarmm hepsi amoksisiline duyarli

bulunurken penisilin G’ye direngli bulunmustur.

Kuskie ve ark. (149), Kentucky’de 2008 Subat-Haziran aylar1 arasinda 2
adet yetistiricilik yapilan ¢iftlikte padoklarda ve taylarin barindirildigi ahirlarda
viriilent R.equi’nin modifiye koloni immunblot teknigi ile havadaki
konsantrasyonuna bakmuslardir. Ornekler 24 saatlik periyotlarla her ay
toplanmistir. Viriilent R.equi konsantrasyonunun 6zellikle taylarin yogun olarak

bir arada oldugu sabah saat 6 ile 11:59 arasinda en yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Cohen ve ark (158), Kentucky’de 2009 Subat-Haziran aylar1 arasinda 30
ciftlikte koloni immunblot teknigi ile havadaki viriilent R.equi konsantrasyonuna
bakmuslardir. Ornekler her giin toplanmis, hem padoklardan hem ahirlardan
ornekleme yapilmistir. Ahir ve padoklar i¢in 180’er adet hava 6rneginin %27’si
(49/180), ve %7’si (13/180) sirasiyla pozitif bulunmustur. Bu durumda taylarin
ahirlarda enfekte olma riskinin padoklardakinden daha yiliksek oldugu sonucuna

varilmistir.
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Chhabra ve ark. (159), solunum yolu problemi olan taylardan elde edilen
28 R.equi izolatinin vap genlerini arastirmuslardir. Izolatlar vapA, vapC, vapD,
vapE, vapF, vapG ve vapH yoniinden pozitif bulunurken vapB yoniinden negatif
bulunmustur. vapB geni bulundurmayan suslar zaten literatiirlerde taylar icin
aviriilent olarak bildirilmistir ve calismanin sonuglar1 diger arastirmalarla

paralellik gdstermistir.

Khurana ve ark. (160), 298 6rnek lizerinde (136 nazal svap, 130 fekal
svap, 28 toprak, 4 akciger dokusu) R.equi’nin izolasyonu ve identifikasyonu ile
birlikte ve antibiyotik direngliliklerini arastirmislardir. Klinik 6rneklerden
toplamda 28 adet R.equi izolati elde edilmistir. Bunlarn 26 tanesinin vapA genine
spesifik primerler ile viriilent R.equi oldugu goriilmiistiir. Test edilen izolatlar
kloramfenikol, eritromisin, oksitetrasiklin’e duyarli bulunurken, ampisilin,

trimetoprim kloksasilin ve amikasine diren¢li bulunmustur.

Witkowski ve ark (111), 2001 ve 2012 yillar1 arasinda 13 ¢iftlikten elde
edilen R.equi’lerin molekiiler karakterizasyonu iizerine ¢alismislardir. Toplamda
58 adet vapA pozitif R.equi izolatina RFLP yontemi ile plazmid profili analizi

yapilmis ve PFGE ile pulsotipleri ortaya konulmustur.

Tirosh-Levy ve ark. (161), ELISA yontemi ile yetiskin atlarda viriilent
R.equi’nin seroprevalansini arastirmiglardir. 2011 yilinda 144 attan ve 2014
yilinda 293 attan kan ornekleri toplanms ve sirasiyla 2011 yili igin %7,6 oraninda

pozitiflik bulunurken, 2014 yil1 i¢in bu oran %5,1 olarak bildirilmistir.

Tiirkiye’de R.equi lizerine yapilan ¢aligmalar bakterinin varligim1 ortaya

koyma {izerinedir. Diinya genelinde arastirmacilar 06zellikle son yillarda
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R.equi’nin prevalansi ile birlikte molekiiler epidemiyoloji tabanli c¢alismalar
yapmislardir. Bakterinin bulagsma yollar1 {lizerine yogunlagsmislar ve taylar icin

viriilent suslarin varlig1 6nem arz etmistir.

3.11. Amag

Bu ¢alismada;

- Yaris at1 yetistiricili§inin yaygin olarak yapildigi Malatya, Sanliurfa, Bursa,
Eskisehir ve Izmit sehirlerinde bulunan kurumsal isletmelere bagl haralar ve 6zel
ciftliklerdeki taylardan alinan nazal ve fekal svaplar ile bu ciftliklerden toplanan
toprak ve su Orneklerinde R.equi’nin varliginin bakteriyolojik ve molekiiler

yontemlerle belirlenmesi ve hastaligin muhtemel risk faktorlerinin aragtirilmasi,

- Elde edilen izolatlarda viriilensten sorumlu vapA olarak adlandirilan genin

varliginin PCR ile ortaya konulmasi,
- Izolatlar arasindaki genetik iliskinin PFGE metodu ile belirlenmesi,

- lzolatlarin birtakim antibiyotiklere (ampisilin, vankomisin, eritromisin,
rifampisin, klaritromisin, tetrasiklin, streptomisin ve gentamisin) karsi

direng¢/duyarlilik durumlarinin saptanmasi amaglandi.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. GEREC

4.1.1. Orneklerin Toplanmasinda Kullanilan Malzemeler

Amies Transport Swab With Charcoal (Lp Italiana-italya)

Yar1 katt ve besleyici 6zelligi olmayan amies besiyeri; bakterilerin
enzimatik reaksiyonlarini onleyerek icerigindeki komiir sayesinde zor iireyen
bakterilerin analiz edilinceye kadar olan siirede canliligini = siirdiirmesini
saglamaktadir. Nazal ve fekal 6rneklerin toplanmasi i¢in komiirlii amies transport

svap kullanildi.
Etiketli Kasikh Numune Toplama Kabi (Lp Italiana-italya)

Toprak ve su orneklerinin alinmasi i¢in 25ml, 25x80 mm ebatlarinda vida

kapakli aseptik, kasikli numune toplama kaplart kullanildi.

4.1.2. Kiiltiir Asamasinda Kullanilan Besiyerleri ve Ayiraclar
Nalidiksik  asit-novobiosin-siklohekzimid-potasyum telliirit (NANAT)

Besiyeri

Rhodococcus equi’nin fekal, nazal svap, toprak ve su Orneklerinden ilk
izolasyonunda Muscatello ve ark. (90), bildirdikleri yonteme gore hazirlanan
selektif NANAT besiyeri kullanildi. Besiyeri asagida belirtilen maddelerden

hazirlandi.



Tripton Soy Agar (Tryptone Soya Agar), (Oxoid, Ingiltere)

Bilesimi g/litre
Pancreatic digest of casein 15,0
Enzymatic digest of soya bean 5,0
Sodium chloride 5,0
Agar 15,0

39,2 g Tripton Soy Agar (Oxoid CMO0131) 980ml distile su igerisinde
eritilip, 121 °C’ de 15-20 dakika otoklavda tutularak steril edildikten sonra besi
yeri 45 °C’ ye kadar sogutulup asagidaki maddeler belirtilen miktarlarda

hazirlandiktan sonra besiyerine ilave edildi.

Supplement g/litre
Nalidiksik Asit (Nalidixic Acid) (Sigma-Aldrich italya) 0,02¢g
Novobiosin (Novobiocin Sodium Salt) (Sigma-Aldrich ABD) 0,025¢
Siklohekzimid (Cycloheximide) (Sigma-Aldrich Cin) 0,04¢

Belirtilen miktarlarda malzemeler tartildiktan sonra karisim steril distile su

ile 10mI’ye tamamlandi ve aseptik olarak besiyerine ilave edildi

Supplement g/litre

Potasyum Telliirit (Potassium Tellurite) (Sigma-Aldrich, Japonya) 0,05 g

0,05g Potasyum telliirit tartilarak tiizeri steril distile su ile 100ml’ye
tamamlandi. Bunun 10 ml’si hazirlanan temel besiyerine aseptik olarak ilave
edildi. Besiyeri petri kutularina dokiildii ve sterilite kontrolii yapildiktan sonra

kullanima hazir hale getirildi.
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Kanlh Agar (Blood Agar Base No 2), (Oxoid, ingiltere)

Izolatlarin saflastirilmasi ve izolasyon sonrasi asamalar igin kullanilmak

tizere kanli agar hazirlandi.

Bilesimi g/litre
Proteose peptone 15,0
Liver digest 2,5
Yeast extract 5,0
Sodium chloride 5,0
Agar 12,0

40 g kanl agar (Oxoid CM0271) 1000 ml distile su igerisinde eritilip,
otoklavda 121 °C’ de 15-20 dakika tutularak steril edildi. Besiyeri 45-50°C’ye
kadar sogutulduktan sonra igerisine % 5-7 steril koyun kani ilave edildi. Besiyeri
petri kutularma dokiiliip sterilite kontrolii yapildiktan sonra kullanima hazir hale

getirildi.

4.1.3. DNA izolasyonu ve PCR Asamasinda Kullanilan Ayiraglar

TNES Buffer (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, % 0,2 Sodyum
Dodesil Siilfat-SDS)

Bilesimi g
Tris 0,49
NaCl 1,75
EDTA 0,75
SDS 0,4
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Belirtilen kimyasallar tartilarak 200ml distile su ile hazirlandi.

Otoklavlanip steril edildi ve kullanilmak {izere buzdolabinda bekletildi.

Proteinase K Soliisyonu (20mg/ml, Finnzymes Oy Espoo Finland)

20mg/ml’ lik s1v1 proteinase K soliisyonu hazir olarak ilgili firmadan temin edildi.

Fenol- kloroform- izoamilalkol (25:24:1)

Hazir olarak Amresco (Ohio, A.B.D) firmasindan temin edildi.

10X PCR Buffer (MBI Fermentas, Litvanya)

750 mM Tris-HCI (pH 8.8; 25 °C), 200 mM (NH4)>SO4 ve % 0,1 Tween 20

Fermentas firmasindan temin edildi.

MgCl, (MBI Fermentas, Litvanya)

25 mM MgCl, hazir olarak Fermentas firmasindan temin edildi.

dNTP Mix (10mM) (Fermentas, Litvanya)

Fermantas firmasindan temin edilen 10mM' lik dNTP Mix, 1/8 oraninda

sulandirilarak kullanildi.

Taq DNA Polymerase Enzimi (500 U; MBI Fermentas, Litvanya)

Her PCR numunesi i¢in 1,25 U olacak sekilde kullanildi.
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Primerler (Sentegen)

Bu c¢alismada kullanilan primerler Sentegen firmasina sentezletildi. Stok
olarak {iretici firmanin tarifine gore steril distile su ile hazirlanan primerler 1/5 (20

pmol) oraninda sulandirilarak kullanima hazir hale getirildi.

4.1.4. Elektroforez I¢in Kullamlan Malzemeler

Agarose LE, ( Promega, Madison, ABD)

1X TBE c¢ozeltisi ile %1,5 oraninda hazirlandi. Kaynar su banyosunda

eritildikten sonra elektroforez kasetine dokiuildu.

5X Tris-Borik Asit-EDTA (TBE) Elektroforez Tampon Soliisyonu

Bilesimi g
Tris 54.4
Borik Asit 27,2
EDTA 4,6

Belirtilen kimyasallar tartilip distile su ile 1000 ml’ye tamamlanarak, pH
8,3’e ayarlandi. Hazirlanan stok TBE tamponu elektroforez islemi sirasinda 1/5

oraninda sulandirilarak kullanildi.

100 bp DNA Ladder (50 pg/100 pl; MBI Fermentas, Litvanya)

Elektroforez sonucunda olusan bantlarin biiyiikliiklerini belirlemek i¢in
1/6 oraninda sulandirilarak kullanildi. Kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza

edildi.
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6X Loading Dye (Yiikleme Boyasi) Soliisyonu (MBI Fermentas, Litvanya)

Elektroforez sirasinda DNA amplikonlariin  agaroz jel boyunca
ilerlemesini  izlemek amaciyla 1/6 oraninda sulandirilarak  kullanildi.

Kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

Ethidium Bromide (10 mg/ml; AppliChem GmbH, Darmstadt, Almanya)

Ethidium bromide soliisyonu 0,5 pg/ml oraninda sulandirilarak kullanildi.

4.1.5. PFGE Asamasinda Kullanilan Ayiraclar

Hiicre Siispansiyon Tamponu (1M NaCL, 10mM Tris-HCI pH: 7,5)
1 M NaCl 11,68 g
10 mM Tris-HCl1 031g

Belirtilen kimyasallar steril ultra saf su (SUSS) ile hazirlandi. pH:7,5’a
ayarlandiktan sonra hacim 200ml’ye tamamlandi. Kullanilmak tizere +4 °C ‘de

muhafaza edildi.

Hiicre Parcalama Tamponu-1 (100mM Tris-HCl, 10mM EDTA, 0,SmM

NaCl (pH: 8.0), %20 sucrose, Smg/ml Lizozim, %10 N- Lourylsarcosine)

100mM Tris-HCl 3,152¢
10mM EDTA 0,74g
0,5mM NaCl 0,058¢g

Belirtilen kimyasallar sucrose, lizozim ve N- Lourylsarcosine haricinde
SUSS ile hazirlandi. pH:8,0’e ayarlandiktan sonra hacim 200ml’ye tamamlandi.

Tampon soliisyon, kullanilmak iizere +4 °C ‘de muhafaza edildi. Sucrose, lizozim
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ve N- Lourylsarcosine hesaplamalari her numune i¢in ayr1 ayr1 yapilarak karisima

eklendi.

Hiicre Parcalama Tamponu-2 (0,5M EDTA, %1 N-Lourylsarcosine (pH:9,2),

1mg/ml proteinase-K)

0,5M EDTA 46,53 g
%1 N-Lourylsarcosine 25¢
Sodyum Hidrooksit 6g

Belirtilen kimyasallar proteinase-K haricinde SUSS ile hazirlandi. Once
EDTA ve Sodyum Hydroxide karistirtlarak EDTA’nin ¢6ziinmesi saglandi. En
son %1 N-Lourylsarcosine eklendi. pH 9,2’ye ayarlandiktan sonra hacim 250ml
olacak sekilde ayarlandi. Tampon soliisyon, kullanilmak tizere +4 °© C ‘de
muhafaza edildi. Proteinase-K hesaplamasi her numune i¢in ayr1 ayri1 yapilarak

karigima eklendi.
Tris-EDTA soliisyonu (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA pH: 8,0)

10 mM Tris-HCL 0,79 g
1 mM EDTA 0,19¢

Yukarida bilesimi verilen maddeler tartilip pH: 8,0’a ayarlanip SUSS ile
500ml’ye tamamlandi. Tampon soliisyon, kullanilmak iizere +4 °C ‘de muhafaza

edildi.
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SeaKem Low Melting Gold Agarose (Lonza, Rockland, USA)

Belirtilen diisiik 1s1l1 erime agarozu, hiicre siispansiyon tamponu ile %]1,2
oraninda tartilip mikrodalga firinda kaynatilmadan eritildi. Kuru 1s1 blogunda
bekleyen bakteri siispansiyonu ile esit hacimde olacak sekilde ependorflara

dagitildi.
Vspl (Asel) RE enzimi (Thermo Scientific, 10 U/ul, 5000 U)

Her agaroz kalib1 i¢in 15 U Vspl enzimi kullanildi. 37 °C’de 24 saat enzim

inkiibasyonu yapildu.
Pulsed-Field Certified Agarose (Bio-Rad Laboratories)

0,5 X TBE ¢ozeltisi ile %]1,5 oraninda hazirlandi. Kaynar su banyosunda

eritildikten sonra elektroforez kasetine dokuldu.

4.1.6. Antibiyogram Asamasinda Kullanilan Antibiyotik Diskleri ve

Besiyerleri

Kullanilan Antibiyotik Diskleri

Ampicillin Antibiyotik Diski (10ug) (Oxoid, Ingiltere CT0003B)
Clarithromycin Antibiyotik Diski (15ug) (Oxoid, ingiltere CT0693B)
Erythromycin Antibiyotik Diski (15ug) (Oxoid, Ingiltere CT0020B)
Gentamicin Antibiyotik Diski (30ug) (Oxoid, Ingiltere CT0072B)
Rifampicin Antibiyotik Diski (30 pg) (Oxoid, ingiltere CT0104B)
Streptomycin Antibiyotik Diski (25pg) (Oxoid, Ingiltere CT0048B)
Tetracycline Antibiyotik Diski (30 pg) (Oxoid, Ingiltere CT0054B)

Vancomycin Antibiyotik Diski (30pg) (Oxoid, Ingiltere CT0058B)
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Mueller-Hinton Agar (Oxoid, Ingiltere)

Bilesimi g/litre
Meat infusion 2.0
Casein hydrolysate 17,5
Starch 1,5
Agar 17,0

38 g miiller hinton agar (Oxoid CMO0337) 1000 ml distile su igerisinde
eritilip, otoklavda 121 °C’ de 15-20 dakika steril edildi. Besiyeri 45-50°C’ye
kadar sogutulduktan sonra igerisine %5-7 steril koyun kani ilave edildi. Besiyeri
petri kutularina dokiildii ve sterilite kontrolii yapildiktan sonra kullanima hazir

hale getirildi.

4.2. Yontem

4.2.1. Calisma Alanlar1 ve Orneklem

Calisma alani olarak ozellikle at yetistiriciliginin yapildigi Malatya Bursa
Izmit Eskisehir ve Sanlwurfa illeri belirlendi. 2017 Nisan-Mayis aylarinda bu illere
gidilerek izin alinan haralardaki taylardan nazal ve fekal 6rnekler toplandi. Bunun

yaninda taylarin zaman gecirdigi padoklardan toprak ve su ornekleri alindi.

Taylarin dogum sezonu her yil Ocak-Haziran aylar1 arasinda olmaktadir.
Ozellikle Nisan-Mayis aylari taylarin 1-4 aylik yaslarda oldugu zamanlar olmakla
birlikte dogumlarin da biiylik bir kisminin gergeklesmis oldugu aylardir.
Yetistiriciler i¢in ozellikle R. equi pndmonileri agisindan oldukga kritik bir zaman

aralig1 oldugundan dolay1 6rnekler bu dénemde toplanda.

Calismada incelenecek miminum 6rnek sayist Epi info programinda %95

giiven araliginda tahmini prevalans %20 ve hata pay1 %5 kriteri temel alinarak
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384 olarak hesaplandi. Sonuglarin giivenilirligini artirmak amaciyla c¢alismada
kullanilan fekal ve nazal svap drnekleri toplam 428 hayvandan toplandi. Calisma
popiilasyonunu; saglikli goriinen taylar, klinik olarak siipheli taylar ve siipheli

taylarin anneleri olusturdu.

Ornekler 7’si kurumsal ve 13’ii 6zel olmak iizere toplam 20 farkli haradan
temin edildi. A harfiyle kodlanan kurumsal isletmeye ait {i¢ pansiyon haradan
sadece nazal ve fekal svap drneklerin toplanmasina izin verildi. Buna karsin B
harfiyle kodlanan kurumsal isletmeye ait dort pansiyon haradan svap orneklerine
ilaveten toprak ve su Ornekleri toplanmasina yasal izin verildi. Kurumsal
isletmeler diginda kalan ve sahislara ait 13 hara ile ilgili olarak gerek belirlenen
orneklerin toplanmasi gerekse hara kosullar1 hakkinda bilgi toplanmasi konusunda
bir engel ile karsilagilmadi. Orneklerin toplandig1 haralarin cografik konumu Sekil

3’te ve bu haralarin illere gére dagilimi Tablo 3’te verilmistir.

[2]
3 = S
[1L e cocs
A - #°C7 %
5 <\ B4 -
f A3 NN A
( gomes ) <=
\. Bale )/ 5 73
~ B3C4
AZPCE
\,¥/// = 23 -
| I
S LIAR B
Y X
f \
b }
{ g | '
\. cic2 /
S " uB¥ ACGIKLAMLAR
" - |A "
= s {:}
0 50 100 =]
Km - c .
K = 1
(1] 2 fovenes. ol 4] 75 oiag
aracabey ca c
B2A3 CI3%® co Alpu
- C7 =
fzmit Adapazarl [ ogunpazan Beylik
B4
. Serdivan
Mustatakemalpasa anmucye
c11ciz : Sanlurfa
c3 - SemGast A2"B3 Sivrinisar
Kartepe - c2
L E Lt:ﬂ:l GCiasi C1im
........ oler
) 10 o 6 0 20 0 50
C—————Km K g fan. C—————Km Km B1

Sekil 3: Orneklerin toplandigi ¢alisma alanlar1 ve haralarin konumlari.
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Tablo 3: Ornek alinan haralarin illere gére dagilimu.

Al MALATYA
A2 KURUMSAL ISLETME ESKISEHIR
A3 BURSA

B1 URFA

B2 KURUMSAL iSLETME BURSA

B3 ESKISEHIR
B4 [ZMIT

C1 URFA

C2 URFA

C3 BURSA

C4 ESKISEHIR
Cs ESKISEHIR
Cé ) o ESKISEHIR
c7 OZEL CIFTLIKLER {7MIT

C8 [ZMIT

9 [ZMIT

C10 [ZMIT

C11 [ZMIT

C12 [ZMIT

C13 [ZMIT

4.2.2. Orneklerin Toplanmasi

Bu calismada 2017 Nisan-Mayis aylarinda Malatya, Sanliurfa, Eskisehir,
Izmit ve Bursa illerinde at yetistiriciligi yapilan toplam 20 farkli harada bulunan
428 hayvandan hem nazal hem fekal svap &rnekleri toplandi (Tablo 4). Ornek
popiilasyonu segilirken 6zellikle anneleriyle birlikte bulunan taylar tercih edildi
(Sekil 4). Dis bakidan genel durum bozuklugu bulunan taylarin annelerinden de
ornekler alindi. Saglikli goriiniiste ve klinik olarak siipheli taylar ile annelerinden

alinan svap orneklerinin ¢iftlik ve illere gére dagilimi Tablo 5’te verilmistir.
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Orneklerin saglikli bir sekilde alinabilmesi icin hayvanlar kulak ve kuyruk
bolgesinden tutularak veya yavasa ile hareketsiz hale getirildi. Daha sonra steril
svaplar ile hayvanlarin nazal boslugundan ve rektumdan siiriintli alind1 (Sekil 5).
Komiirlii besiyeri igceren svaplar; straforlar i¢erisinde buz akiileri ile birlikte Firat
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na génderildi ve

izolasyon i¢in kullanilana kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

Svap orneklerine ilaveten 17 haradan toprak ve su ornekleri steril kaplara
toplandi. Toprak ornekleri i¢in tayli kisraklarin en ¢ok zaman gegirdigi padoklar
tercih edildi ve padoklarin birkag bolgesinden rasgele toplandi (Sekil 6). Su
ornekleri ise padoklarda bulunan suluklardan temin edildi. Ayni sekilde bu
ornekler de buz akiileriyle birlikte straforlar igerisinde Anabilim dalimiza
gonderilerek kullanilana kadar -20 °C’de muhafaza edildi. A isletmesine bagl {i¢

haradan izin alinamadig: i¢in toprak ve su 6rnekleri toplanamadi.

Ayrica 17 harada gorev yapan veteriner hekim veya yetistiricilere igletme
yonetim kosullart ve taylarin bakimlar1 konusunda birtakim sorular1 igeren mini

bir anket uygulandi. (Tablo 6).

Tablo 4: Alinan 6rneklerin ve hayvan sayilarinin illere goére dagilimu.

Hara Hayvan Nazal Svap  Fekal Svap  Toplam

Sayisi Sayis1 Ornek
Malatya 1 25 25 25 50
Sanhurfa 3 48 48 48 96
Bursa 3 99 99 99 198
Eskisehir 5 143 143 143 286
[zmit 8 113 113 113 226
Toplam 20 428 428 428 856
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R b

Sekil 4: Ziyaret edilen haralardaki, tayl kisraklarin bulundugu ahirlardan bir
goriintii.(Orijinal)

Sekil 5: Taylarin nazal boslugundan ornek alinirken ¢ekilmis bir goriinti
(Orijinal)

n——
*’"““"‘%‘
o

Sekil 6: Toprak drneklerinin alindig1 padoklarin goriintiisii (Orijinal).
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Tablo 5: Ornek alinan hayvan sayilarmin illere ve giftliklere gore dagilimi.

11/Ciftlik Saghkh Tay Siipheli Tay Anne Toplam
Hayvan
MALATYA 21 2 2 25
Al 21 2 2 25
SANLIURFA 40 4 4 48
B1 21 2 2 25
C1 3 1 1 5
C2 16 1 1 18
BURSA 89 5 5 99
A3 36 2 2 40
B2 36 2 2 40
C3 17 1 1 19
ESKIiSEHIR 125 9 9 143
A2 42 7 7 56
B3 58 1 1 60
C4 5 - - 5
Cs 5 - - 5
Ceé 15 1 1 17
IzMiT 81 16 16 113
B4 50 12 12 74
C7 2 - - 2
C8 4 - - 4
Cc9 4 3 3 10
C10 2 - - 2
C11 14 1 1 16
C12 2 - - 2
C13 3 - - 3
TOPLAM 356 36 36 428

(A1-A3), (B1-B4) : Kurumsal Isletmelere Bagli Haralar

(C1-C13) : Ozel yetistiricilik yapan haralar
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Tablo 6: Ciftlik kosullar1 ile ilgili bilgi formu.

1.  Daha 6nceden haradaki hayvanlar arasinda R.equi enfeksiyonu gegiren oldu
mu?

2. Yetistiriciligini yaptiginiz irk hangisidir?

3. Hiperimmun plazma uygulamasi yapiliyor mu?

4.  Hayvanlar pansiyon mu yoksa kendi hayvaniniz mi1?

5. Enfeksiyonlu hayvanlar1 ayr1 bir yere aliyor musunuz?

6. Taylarin tamamina hiperimmun plazma uygulamasi yapiliyor mu?

7.  Ciftlikte karisik yetistirme var mi1?

8. Altlik olarak ne kullaniliyor?

9.  Sanitasyon i¢in ne kullaniliyor?

10. Enfeksiyondan dlen tay var m1?

11. Altliklar haftada kag kez degistiriliyor?

12.  Antibiyotik tedavisi ortalama kag giin siiriiyor?

13. Olen taylarin daha dnceki yavrulari enfeksiyona yakalanmis miydi?

14. Ortalama olarak padoklarin mekanik temizligi yilda kag¢ kez yapiliyor?

15. Dezenfeksiyon senede kag kere yapiliyor?

16. Hayvanlara yem olarak ne veriyorsunuz?

. 4.2.3. Rhodococcus equi’nin Kiiltir Yontemiyle Iizolasyon ve

Identifikasyonu

Standart Suslar

Selektif besiyerindeki optimizasyon i¢in ilgili firmadan temin edilmis

referans liyofilize ATCC 6939 ve ATCC 33701 suslar1 ile daha 6énce Anabilim

dalimizda 2004 yilinda Sultansuyu Tarim Isletmesinde &len bir taydan izole edilen

ve -20 °C’de muhafaza edilmis bir saha susu kullanildi.
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Nazal ve Fekal Svaplar

Anabilim dalimiz laboratuvarinda -20 °C’ de muhafaza edilen nazal ve
fekal svaplar c¢ozdiiriildii ve direkt olarak NANAT selektif besiyerine ekildi.
Petriler 37 °C ‘de, aerobik ortamda 48 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Olusan
rutubet kokulu gri, birlesmeye meyilli, parlak ve mukoid koloniler siipheli olarak

alinip daha sonra identifikasyonda kullanmak amaci ile saklanda.
Toprak ve Su Ornekleri

Toprak numunelerinden etken izolasyonu Takai ve ark. (1991)’nin (97)
protokoliine gore yapildi. Kisaca 1 g toprak numunesi ilizerine 10ml steril
fizyolojik tuzlu su (%0,9’luk NaCl) ilave edilerek sulandirildi. Karigim 10 dakika
santrifiij edildi. Ustte kalan sividan 100 mikrolitre alnarak direkt NANAT besi
yerine ekim yapildi. Su numunelerinden ise direkt 100 mikrolitre alinarak
NANAT besi yerine ekildi. Besi yerleri hem 30 °C’de hem de 37 °C’de aerobik
ortamda 48-72 saatlik inkiibasyona birakildi. Meydana gelen rutubet kokulu gri,
birlesmeye meyilli, parlak ve mukoid koloniler siipheli olarak degerlendirilip

identifikasyonda kullanmak amaci ile -20 °C’de saklandi.

NANAT selektif besiyerinde iireyen tipik kolonilerden en az iki koloni
almarak %35 koyun kani iceren kanli agara (Oxoid 500 gr) ekim yapildi. Koloniler
saflagtirilarak 37°C’de aerobik ortamda 24-48 saatlik inkiibasyona birakildi ve
meydana gelen somon rengi, mukoid kolonilere Gram boyama, katalaz ve oksidaz
testleri uygulandi. Test sonuglarima gore R.equi olarak tanimlanan izolatlar
molekiiler asamalarda kullanilmak tizere % 20 gliserol iceren Nutrient Broth

besiyerine aktarilarak -20 °C’de muhafaza edildi.
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4.2.4. Kiiltiir Yontemiyle Elde Edilen Rhodococcus equi izolatlarinin

PCR ile Dogrulanmasi ve vapA geninin Tespiti

Bu ¢alismada R.equi’nin 16S rRNA ve vapA geninin tespiti i¢in referans
ATCC 33701 ve ATCC 6939 susu ile diger saha suslar1 pozitif kontrol olarak

kullanildi.

4.2.4.1. DNA Izolasyonu

Kiiltiir ve biyokimyasal yontemlerle R.equi olarak tanimlanan izolatlardan
DNA ekstraksiyonu i¢in klasik fenol/kloroform ekstraksiyon prosediirii uygulandi.
-20 °C’de muhafaza edilen R.equi slipheli izolatlar ¢ozdiiriilerek %5 koyun kani
iceren kanli agara ekildi. 37°C’de aerobik ortamda 24-48 saatlik inkiibasyon

yapildi. Ureyen kolonilere sirastyla su islemler uygulands.

1. Ureyen kolonilerden ¢ok az miktarda almarak (birkag koloni) steril distile
su ile 1,5 ml’lik steril ependorf tiiplerinde 300 pl hacminde bakteri
stispansiyonu hazirland.

2. Her bir ependorf tiipii i¢in, 15ml’lik steril flakonda 300 pl TNES buffer
(20 mM Tris- HCI pH: 8.0, 150 mM NacCl, 10 mM EDTA, % 0.2 SDS) ve
6 ul proteinase K (Finnzymes 20 mg/ml) karisimi hazirlandi ve bakteri
siispansiyonu yapilan ependorflara esit oranda dagitildi.

3. Siispansiyon vortekslenerek 56 °C’de 2 saat su banyosunda inkiibasyona
maruz birakildi.

4. Inkiibasyon sonrasi proteinase-K inaktivasyonu icin 10 dk. kaynatma

islemi gerceklestirildi.
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5. Kaynatma isleminin ardindan siispansiyona 400 pl fenol: kloroform:
izoamilalkol (25:24:1) ilave edilip strafor iizerine yerlestirilerek dikkatli
bir sekilde elle 5 dakika iyice calkalandi.

6. Calkalamanin ardindan 11,600 g’de 10 dk siireyle santrifiij asamasi
gergeklestirildi.

7. Santrifiijj sonrast olusan Ust katmandan alt faza hi¢ dokunmadan ayni
numaralar verilmis bagka ependorflara aktarildi.

8. Alinan miktarin 2,5 kat1 kadar % 96’lik etanol (750 ul) ve 0,1 kat1 kadar da
3M sodyum asetat (30 pl) eklenerek, vortekslenip -20 °C’de bir gece
bekletildi.

9. Siispansiyon 11,600 g’de 10 dakika siireyle santrifiij edildi ve siipernatant
uzaklastirildi. Elde edilen peletin {izerine sira ile saf alkol ve %70 lik alkol
ilave edilerek ayni1 sartlarda tekrar santrifiij edildi.

10. Santrifiij sonrasi alkol uzaklastirild1 ve pelet kurumaya birakildi. Kuruyan
pelet 100 pl steril distile su ile sulandirilarak PCR’da hedef DNA olarak

kullanildi.

4.2.4.2. R. equi 16S rRNA Geni’nin PCR ile Amplifikasyonu

Tiir diizeyinde identifikasyon i¢in Bell ve ark. (100), tarafindan bildirilen
16S rRNA genine spesifik 450bp uzunlugunda gen bolgesini amplifiye eden

primerler kullanild1 (Tablo 7).

Toplam 25 pl’lik hacimde hazirlanan PCR karigimina 2,5 pl 10X PCR
buffer (750 mM Tris-HCI, pH 8,8, 200 mM (NH4), SO4, % 0,1 Tween- 20), 2,5

pl 25 mM MgCl,, 1/8 oraninda sulandirilmis 10 mM dNTP karisimindan 2 pl ve
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1,25 U (0,25 pl) Tag DNA polymerase enzimi (MBI, Fermentas) ilave edildi.
PCR karigimmna 1/5 oraninda sulandirilmis 16S rRNA genine spesifik
oligontikleotid primer ¢iftinin her birinden 1,25 pul ve 2,5 pl template DNA ilave
edildi. PCR reaksiyonlar1 Techne TC-512 gradient thermalcycler (Techne,
Ingiltere) cihazinda gerceklestirildi. PCR amplifikasyonunda 94 °C’de 5 dakika 6n
denatiirasyon agamasini takiben, toplam 35 PCR siklusu olacak sekilde 94 °C’de
30 saniye denatiirasyon, 52 °C’de 30 saniye hibridizasyon ve 72 °C’de 1 dakika
uzama basamaklar1 olarak gerceklestirildi. Son siklusii miiteakip 72 °C’de 10

dakika son uzama islemi yapild.

Negatif bulunan ornekler DNA yogunlugu nedeniyle hatali negatiflik

ihtimaline kars1 1/10 oraninda sulandirilarak PCR islemi tekrarlandi.

4.2.4.3 Viriilensle iliskili vapA Geni’nin PCR ile Amplifikasyonu

R. equi olarak dogrulanan izolatlarda viriilensle iliskili vapA geninin
varligini aragtirmak amaciyla Haites ve ark. (162), tarafindan bildirilen ve 563 bp
uzunlugundaki bir bolgeyi hedefleyen bir cift spesifik primer (Tablo 7) ile
kombine edilen PCR islemi gergeklestirildi. vapA geni spesifik PCR karigimi,
yukarida bildirilen yogunluklarda hazirlandiktan sonra amplifikasyon islemi; 94
°C’de 2 dakika 6n denatiirasyon agamasini takiben, toplam 40 PCR siklusu olacak
sekilde 94 °C’de 90 saniye denatiirasyon, 57 °C’de 1 dakika hibridizasyon ve 72
°C’de 2 dakika uzama olarak gergeklestirildi. Son siklusii miiteakip 72 °C’de 10

dakika son uzama islemi yapildi.
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Tablo 7: PCR analizlerinde kullanilan primer ciftleri.

Uzunluk
Genler Oligoniikleotid Sekansi (5°-3”) (bp) Literatiir
16S rRNA GGTCTAATACCGGATATGAGCTCCTGTC 450 (100)
CGCAAGCTTGGGGTTGAGCCCCAA
vapA GACTCTTCACAAGACGGT 563 (162)

TAGGCGTTGTGCCAGCTA

4.2.4.4 Agaroz Jel Elektroforez

Amplifikasyon isleminden sonra hedef bolgeyi temsil eden biiyiikliikteki
amplikonlarin varhigint gérebilmek icin elektroforez islemi gerceklestirildi. . Bu
amagla 1,5 g agaroz tartilarak tlizerine 100 ml 1X TBE ilave edildi. Karigim,
mikrodalga firinda iyice eritildi ve daha sonra oda sicakliginda sogultuldu.
Sogutulan jel, dnceden hazirlanmis ve taraklari uygun olarak yerlestirilmis jel
kalip tepsisinin iizerine yavasca dokiildii. Oda sicakliginda 30 dk. bekletilerek jel
kalibinin katilagmas1 saglandi. Jel kalibi elektroforez tankina yerlestirilerek
taraklar ¢ok dikkatli bir sekilde ¢ikartildi. Orneklerden 15 ul alinarak parafilm
tizerindeki 1X TBE ile hazirlanmis 6 pl yiikleme tamponu ile karistirildi. Bu
karisim 2. kuyucuktan itibaren agilan her kuyuya 21 pl olacak sekilde yiiklendi.
Ik kuyucuga ise 100 bp DNA ladder yiiklendi. Tankin gii¢ kaynag: calistirilarak

110 voltta 1,5 saat akim verildi. Tanktan ¢ikarilan jel ethidium bromide (10
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ng/ml) ile 25 dk siireyle boyandi ve UV transilluminatérde incelenerek sonuglar

jel goriintiileme sistemi ile kaydedildi.

Olusan bantlarin molekiiler agirligint saptamak amaciyla 100 bp’lik DNA
ladder (MBI, Fermentas SM 0321) kullanildi. DNA ekstraksiyonu ve PCR
islemlerinin saglikli bir sekilde yiiriitiildiigiinii kontrol etmek i¢in R.equi ATCC
33701 ve ATCC 6939 referans suslari ile Anabilim dalimizda bulunan bir adet
saha susu pozitif kontrol olarak kullanildi. Negatif kontrol olarak steril distile su

kullanildi.

4.2.5. zolatlarin Antibiyotik Duyarlihk Profilleri

Molekiiler  yontemlerle R.equi olarak  dogrulanmis izolatlarin
antibiyotiklere duyarhiliklari, Kirby Bauer disk difiizyon yontemiyle Klinik
Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) standartlarina uygun olarak yapildi

(163, 164).

Kanli agarda iireyen saf R.equi izolatlar steril % 0,9°luk serum fizyolojik
igerisinde 0.5 Mc Farland olacak sekilde dilue edildi. Steril ekiivyon yardimiyla
4mm kalimligindaki kanli Miller Hilton agar besiyerine ekildi. Antibiyotik
diskleri 2 cm araliklarla yerlestirildi ve 37°C de 24-48 saat etiivde bekletildi. Bu

siirenin sonunda sonuclar okundu.

4.2.6. Rhodococcus equi izolatlarinin Pulsed Field Gel Electrophoresis

(PFGE) Yontemiyle Genotiplendirilmesi

Malatya, Sanlurfa, Bursa, Eskisehir ve Izmit illerinden elde edilen vapA

geni pozitif bulunan saf R. equi izolatlarina PFGE yontemi uygulandi. PFGE
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analizi, Morton ve ark. (165) ile Witkowski ve ark. (116)’nin kullandig1 metotlar

modifiye edilerek gerceklestirildi.

4.2.6.1. izolatlarin Hazirlanmasi

Molekiiler yontemlerle vapA geni pozitif olarak tanimlanmis ve -20 °C’de
kriyoviallerde saklanan bakteriler oda sicakliginda ¢ozdiiriildiikten sonra kanli
agara ekimi yapilarak 37 °C’de aerobik ortamda 24-48 saatlik inkiibasyona

birakildi. Daha sonra sirasiyla su islemler uygulandi:

1. Saf kiiltiir halinde iireyen koloniler plastik 6ze ile toplanarak, 5 ml Brain
Heart Infusion Broth’a (BHI) siispanse edildi. Bakteri yogunlugu

spektrofotometrede 600 nm’de 0.95 absorbans olacak sekilde ayarlandi.

2. Bakteri siispansiyonlar1 bir gece boyunca 37 °C ‘de ¢alkalamali su

banyosunda inkiibasyona birakildi.

3. Ertesi giin bakteri siispansiyonlarindan Iml alinarak numaralandiriimig

ependorflara aktarildi ve 16250g’de +4 °C’de 10 dk santrifiij edildi.

4. Santrifiij sonrasi supernatant atildi ve peletin iizerine 1 ml soguk hiicre
siispansiyon tamponu (HST) (IM NaCl, 10mM Tris-HCI pH: 7.5) konularak 4
°C’de 16250g’de 10 dk santrifiij asamast gerceklestirildi. Bu islem {i¢ kez

tekrarlandi.

S. Son agsamada pelet, 100 pl soguk HST ile sulandirildi. Bakteri
siispansiyonu kisa siire i¢inde (5 dakika) agaroza gomiilecek ise oda 1sisinda,

gecikecek ise buz akiisii izerinde buzdolabinda bekletildi.
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4.2.6.2 izolatlarin Agaroza Gomiilmesi

HST igerisinde %1,2°lik diisiik erime 1sili agaroz (SeaKem Gold
Agaraose) hazirlandi. 0,24g agaroz, 20ml HST ile karistirildi ve yavasca
kanigtirilarak agarozun dagilmasi saglandi. Balonun agzi aliiminyum folyo ile
kapatilarak mikrodalga firinda 10 saniye tutuldu ve ¢ikarilarak hafifge tekrar
karistirilldi. Agaroz iyice ¢oziiliinceye kadar kisa siireli mikrodalgada tutma iglemi
tekrarland1 ve kaynatilmadan yavas bir sekilde hazirlandi. Agaroz karigimindan
100 pl ependorf tiiplerine dagitildi ve 50°C' deki kuru 1s1 blogunda bekletildi.
HST i¢inde hazirlanmig bakteri siispansiyonundan 100 pl alinarak, 50 °C'de
tutulan ve igerisinde 100 pl diisiik erime 1s1l1 agaroz bulunan tiipe eklendi. Birkag
defa pipetaj yapilarak hiicrelerin agaroz i¢inde homojen dagilmasi saglandi.
Bekletilmeden, hiicre-agaroz karisimindan hava kabarcigi olmayacak sekilde
agaroz kalibina (10 mm x 5 mm x 1,5 mm, Bio Rad Laboratories) 100 pl dagitildi.
Her 6rnek igin ikiser kalip alindi. Kaliplar, agaroz katilasincaya kadar +4°C’de, 10

dakika bekletildi.

4.2.6.3 Agaroz icindeki Hiicrelerin Parcalanmasi

Agaroz kaliplarinin igerisindeki bakterilerin hiicre duvarini pargalamak ve
kromozomal DNA’yr kirmadan elde etmek i¢in i¢in lizis asamalar
gerceklestirildi. Bu asamalar Lizis 1 ve Lizis 2 asamasi olmak {izere farkli

inkiibasyonlarda farkli tampon ¢ozeltiler ve enzimler kullanilarak yapildi.
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Lizis 1 Asamasi :

1. Lizis 1 solusyonu; Hiicre parcalama tamponu-1 (HPT1) ile; c¢alisilan
numune sayisina gore S0ml’lik steril flakonlarda %20 siikroz ve Smg/ml Lizozim

katilacak sekilde hazirlandi.

2. Icerisinde bakteri bulunan agaroz, kaliptan ¢ikarilarak Sml’lik steril
kapakli tiiplere dikkatli bir sekilde yerlestirildi. Yerlestirmeden &nce
hazirladigimiz Lizis 1 solusyonu her tiipe 1ml olacak sekilde galisilacak numune

sayisina gore ayarlandi.

On bes numune i¢in; 15 x 0,2 = 3 g siikroz,

20mg/ml’lik stok lizozimden 15X 5=20Xx x=3,75ml

HPT1 stok soliisyonundan 15-3,75= 11,25ml almnip karistirilarak Lizis 1

solusyonu hazir hale getirildi.

3. Hazirlanan Lizis 1 solusyonu 1’er ml seklinde tiiplere dagitildi. Tiipler,
37°C’de calkalamali su banyosunda calkalama devri yiiksek olacak sekilde

bekletildi.

4. Lizis 1 asamasmin ilk 24 saatinin bitiminde steril ultra saf su ile
hazirlanmis %10’luk N-lauroylsarcosine’den her tiipe 110 pl katild1 ve 24 saat
daha ¢alkalamali su banyosunda ¢alkalama devri yiiksek olacak sekilde bekletildi.

Bu durumda lizis 1 asamasi 48 saatlik bir siirede tamamlandi.

74



Lizis 2 Asamasi :

1. HPT1 solusyonu dikkatlice aspire edildikten sonra, yerine 1 ml hiicre

parcalama tamponu II (HPT2) konuldu.
2. Hesaplamalar lizis 1 asamasinda belirtildigi gibi yapildi.

3. Tiipler, ¢alkalamali su banyosunda ¢alkalama devri yiiksek olacak sekilde

ve 50 °C’de 50-54 saat boyunca bekletildi.

4.2.6.4 Hiicre Lizizinden Sonra Agaroz Kaliplarin Yikanmasi

1. Dikkatlice HPT 2 solusyonu aspire edildi.

2. I¢inde agaroz kalip bulunan tiipe, 50 °C’ye 1sitilmis olan steril ultra saf
sudan 5 ml eklendi. Tiipler 50 °C’de calkalamali su banyosunda, calkalama devri

yiiksek olacak sekilde 30 dakika bekletildi.

3. Su tamamen aspire edildikten sonra su ile yikama islemi iki defa daha aym

kosullarda 30’ar dakika olmak iizere tekrarlandi.

4. Ug kez steril ultra saf su ile yikama isleminden sonra agaroz kaliplari ii¢
defa (her biri 50°C’de 30 dakika olmak iizere), 5 ml TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA pH: 8.0) tamponuyla yikandi. Boylece i¢inde saflastirilmis DNA bulunan

agaroz, restriksiyon enzimi (RE) ile kesime hazir hale getirilmis oldu.

4.2.6.5 Agaroz Kaliplar i¢cindeki DNA’nin RE ile Kesilmesi

R. equi i¢in etkinligi daha once arastirilmis olan Asel (Thermo Scientific

5U/ul) enzimi kullanildi.
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1. DNA igeren agaroz kalibi bir lam {izerine alinarak bir bistiirii yardimiyla

1/3 oraninda kesildi.

2. Her agaroz kalib1 i¢in hesaplanan 1 x 15U Asel enzimi; steril ultra saf su
icine ilave edilerek, yikanmis agaroz kaliba konulup, 37 °C’de 16 saat inkiibe

edildi.

3. Her agaroz kalibi i¢in asagidaki karigim hazirlandi.

10 pl 10X Asel tamponu (BSA igeren Buffer 0)

3 ul (15U) Asel enzimi

87 ul steril apirojen su veya steril ultra saf su

Inkiibasyon sonunda tiipler buzdolabinda 15 dakika bekletildi.

4.2.6.6 Elektroforez Jelinin Hazirlamasi ve Kaliplarin Jele Yiiklenmesi

0.5X TBE (44,5 mM Trisma base, 44,5 mM Borik asit, | mM EDTA, pH
8,0) i¢inde 100 ml olacak sekilde %1,5 luk agaroz (pulsed-field certified agarose,
Bio-Rad Laboratories) hazirlandi. 1,5 g “pulsed-field certified agarose” 200 ml’lik
balon jojeye konuldu. Uzerine 100 ml 0,5 x TBE eklendi, yavasca karistirilarak
agarin dagilmasi1 saglandi. Balon jojenin agzina aliminyum folyo kapatilarak
mikrodalga firinda 60 saniye tutuldu, cikarilarak hafif¢e karistirildi ve tekrar 15
saniye mikrodalga firininda tutuldu. Agaroz iyice ¢oziildiikten sonra, balon joje
45-50 °C’lik su banyosuna konuldu. Bu sirada agaroz dokiilecek kaset hazirlandi
ve sizdirmamasi i¢in etrafi bantlandi. RE ile kesilmis olan agaroz kaliplarinin her

biri, 15 disli taragin dislerinin u¢ kismina (taragin ug ¢izgisine tam paralel olacak
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sekilde) yerlestirildi. Taragin iki kenar ve ortasindaki dislerine kontrol susuna ait
kaliplar yiiklendi. Kurutma kagidi veya havlu ile agaroz kaliplarinin etrafindaki
sivinin fazlasi alindi. Maksimum 5 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra, 6rnek
konulan kisim DNA’nin yiirliyecegi yone gelmek kaydiyla, tarak agaroz
dokiilecek kaset igine yerlestirildi. Su banyosundan ¢ikarilmis ve sicakligi
yaklasik 45-50 °C olan agaroz dikkatli bir sekilde hava kabarcigi olusturulmadan
kaset icine dokiildii. Oda 1sisinda 20-30 dakika katilasmaya birakildi. Tarak
dikkatlice ¢ikarildi. Sonra agaroz kasetinin ¢ergeveleri ¢ikarilip, tabla iizerindeki
agaroz; igerisinde 2000 ml 0.5 X TBE tamponu bulunan PFGE tankina

yerlestirildi.

4.2.6.7. Elektroforez

CHEF-DR 1I sisteminde (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belgium)
uygulanan elektoforez kosullart Witkowski ve ark. (116) protokoliine gore iki

blok seklinde gerceklestirildi (Tablo 8).

Tablo 8: R.equi i¢in CHEF DR II sistemi ile uygulanan elektroforez kosullari.

Baslangic  Bitis Vurus Akim Sicakhik  Siire

Vurus Vurus Acis1

Siiresi Siiresi
Blok -1 6 saniye 15 saniye 120° 6 V/cm® 14 °C 7 saat
Blok -2 23 saniye 40 saniye 120° 6 V/cm® 14 °C 15 saat
Toplam 22 saat

Siire
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4.2.6.8. Sonuclarin Gozlenmesi ve Analizi

1. Elektroforezden sonra jel, 5 pg/ml etidyum bromiir igeren 400 ml ultra saf

su i¢ine alind1 ve 30 dakika boyandi.
2. UV 1s18a altinda goriintiilendi.

3. Gel logic 2200 imaging system (ayrim giicii: 1708x1280 pixel, Kodak
Company, NY, USA) kullanilarak DNA bant goriintiilerinin fotografi cekildi.

Resimler TIFF formatinda kayit altina alindi.

4. GelCompar II yazilim sistemi (version 3,0; Applied Maths, Sint-Martens-
Latem, Belgium) kullanilarak bant profilleri analiz edildi. Oncelikle her resimde
bulunan ii¢ adet standart (1, 7, 15. kuyucuklarda yiiriitiilen) yardimi ile resimler
aras1 normalizasyon yapildi. “Unweighted pair group method with mathematical
averaging (UPGMA)” kullanilarak PFGE profillerinin, dendogrami olusturuldu.
Bantlara bagli “Dice” benzerlik katsayisina gore suslar arasindaki iligki belirlendi.
Benzerlik katsayisinin hesaplanmasinda optimizasyon ve profil toleransi, %l

olarak alindi.

PFGE uygulamalarinin biitiin asamalar1 indnii Universitesi Tip Fakiiltesi

Molekiiler Mikrobiyoloji A.B.D’da gergeklestirildi.

4.2.7. Istatistiksel Analizler

Verilerin degerlendirilmesinde SPPS istatistik paket programi (IBM SPSS
Versiyon 22.0) kullanildi. R equi pozitiflik durumu ve vapA geni bulunduran
R.equi izolatlarinin orneklere ve illere gore yiizde frekans dagilimlart Ki kare testi

ile degerlendirildi. Gruplarin ikili karsilagtirilmalar1 Pearson Ki-Kare ve Fisher’s
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Exact testi kullanilarak yapildi. Ciftliklerde uygulanan mini anket formundan elde
edilen veriler arasindaki iliski Sperman korelasyonu ile incelendi. Istatistiksel

anlamlilik diizeyi P<0.05 olarak kabul edildi.
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S.BULGULAR

5.1. Rhodococcus equi’nin Izolasyon Bulgular

NANAT selektif besiyerinde 37 °© C’ de 24-48 saat inkiibasyona birakilan
nazal, fekal svaplar ile toprak ve su Orneklerinden (n=890) 150 tanesinde gri,
birlesmeye meyilli, parlak ve mukoid koloniler saflastirilip degerlendirmeye
alind1 (Sekil 7, Sekil 8). Gram boyama sonucu mikroskop sahasinda goriilen

Gram pozitif kokobasil bakterilerin (Sekil 9, Sekil 10) katalaz testi pozitif oksidaz

testleri negatif bulundu.

Sekil 7: (A) NANAT besiyerinde nazal svaptan iireyen saf R.equi kolonileri, (B-
C) Toprak Orneginden izole edilmis kontaminant bakteriler ve R.equi

kolonileri(Orijinal)
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Sekil 9: R.equi’nin 24 saatlik kiiltiiriinden Gram boyama sonucu goriilen
kokobasil goriintiisii. (Orijinal)
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Sekil 10: R.equi’nin 48 saatlik kiiltiirlinden Gram boyama sonucu goriilen
kok goriintiisii. (Orijinal)

5.2. 16S rRNA Geni PCR Amplifikasyon Bulgulari

Kiiltiir yontemi ile belirlenen toplam 150 siipheli izolattan ekstrakte edilen
DNA orneklerinin 16S rRNA genine spesifik PCR ile analizi neticesinde
147’sinde R. equi gostergesi olarak kabul edilen 450 bp uzunlugunda
amplifikasyon iriinleri elde edildi (Sekil 11). Boylece haralardan toplanan

orneklerden elde edilen 147 izolat, R. equi olarak dogrulandi.
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Sekil 11: Kiiltiirlerden ekstrakte edilen DNA’larin R. equi 16S rRNA genine
spesifik primerlerin kullanildig1 yapilan PCR ile analizi sonucunda olusan 450 bp
biiyiikliigiindeki iriinlerin ethidium bromide ile boyanmis bir agaroz jelde
goruntimul.

M: DNA ladder (100 bp)

1: R. equi ATCC 6939 susu (Aviriilent sus)

2: R. equi ATCC 33701 susu (Viriilent sus)

3: R.equi izolat1 (Anabilim dalimiz kiiltiir koleksiyonunda bulunan sus)

4: Negatif kontrol (Steril distile su)

5-10: Saha izolatlar1

Konvansiyonel kiiltiir ve PCR analizleri neticesinde elde edilen bulgular
ornek tiirtine gore degerlendirildiginde yirmi farkli haradan toplanan nazal ve
fekal svap orneklerinin sirasiyla %10 (43/428) ve %22,9 (98/428)’unda 17 farkli
haraya ait padoklardan toplanan toprak ve su Orneklerinin ise sirasiyla %?29,4
(5/17) ve %5,8 (1/17)’inde R.equi yoniinden pozitiflik saptandi. Nazal ve fekal
svaplardan elde edilen pozitiflik oranlar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak

anlamli bulundu (p<0.001) (Tablo 9) (Sekil 12). Pozitiflik oranlar yerlesim yeri
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bazinda ele alindiginda; en yiiksek oranm % 26,4 (64/242) ile Izmit ilinden, buna
karsilik en diisiik oranin ise %9,4 (19/202) ile Bursa ilinden elde edildigi goriildii
(Tablo 10). Bu oranlar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulundu

(p<0,001) (Sekil 13).

Tablo 9: Nazal ve fekal drneklerin R.equi yoniinden pozitiflik durumlari.

Ornek —_P--
Nazal Fekal X?
R equi (+) 43/428 98/428 0.001
(%10.0) (%22.9) X°=25.685

Ornekler aras1 karsilastirmalar Pearson Ki-Kare testi kullanilarak yapilds;

anlamlilik diizeyi (P<0.05) olarak kabul edildi.

600+
P=0.001

X2=25.685
% 10.0 % 22.9

w0 [
Bl R equi (+)

3 R.equi (-)

200+

Atlarda R. equi, Numune sayisi

Nazal Fekal

Sekil 12: Atlardan alinan nazal ve fekal 6rneklerde R. equi pozitiflik durumunun
incelenmesi. Gruplarin ikili karsilastirilmalart Pearson Ki-Kare testi kullanilarak

yapildi; anlamlilik diizeyi P<0.05 olarak kabul edildi.
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Tablo 10: Farkl: illerde yetistirilen atlardan ve haralardan alinan numunelerin R.

equi yoniinden pozitiflik durumu.

Numune  Iller _P--
Malatya  Sanlhurfa Bursa Izmit Eskisehir X’
Toprak 1/3 22 1/8 Vs 0.119
) (%333)  (%100.0) (%12.5)  (%25.0)  X’=5.110
Su 1/3 0/2 0/8 0/8 0.294
) (%33.3)  (0.0) (0.0) (0.0) X’=4.213
Fekal 8/25 5/48 15/99 42/113 28/143 0.001
(%32.00°  (%11.0°  (%152)* (%372 (%19.6)* X*=22.699
Nazal 4/25 7/48 2/99 21/133 9/143 0.001
(%16.0)"°  (%14.6)*  (%2.0) (%18.6)"  (%6.3)* X°=21.466
Toplam  12/50 14/102 19/202 64/242 38/294 0.001

(%24.0° (%1371  (%9.4) (%264 (%129  X°=30.069

a,b,c: Ayni satirda farkli harfi tasiyan yiizdeler arasi fark istatistiki olarak anlamlidir.
(Gruplarmm ikili karsilastirmasi1 Pearson Ki-Kare ve Fisher’s Exact testi kullanilarak

yapildi; anlamlilik diizeyi P<0.05 olarak kabul edildi.)

400-
P<0.001

X?=30.069
%12.9°

%26.4° ] B Pozitif

%9.4° [ Negatif
2007 —

300

Toplam R. Equi, Numune sayisi

%13.7°°
100- —
%24.0%°
—
0 L] L] L] L] L]
Malatya Sanhurfa Bursa izmit Eskisehir

Sekil 13: Farkli illerde yetistirilen atlardan alinan toplam numunelerin R. equi

yoniinden pozitiflik durumu. a,b,c: Siitunlarda farkli harfi tasiyan yiizdeler arasi
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fark istatistiki olarak anlamlidir. (Gruplarin ikili karsilagtirmast Pearson Ki-Kare
ve Fisher’s Exact testi kullanilarak yapildi; anlamlilik diizeyi P<0.05 olarak kabul
edildi.)

Fekal svap orneklerindeki pozitiflik oranlarmin illere gore dagilimina
bakildiginda; en yiiksek oran %372 ile Izmit ilinde en diisiik oran ise %11 ile
Sanlurfa ilinde tespit edildi (Tablo 10). Bu oranlar arasindaki farkin istatistiksel

olarak anlamli oldugu goriildii (p<0.001) (Sekil 14).

2001

P<0.001
» 2_
% X=22.699
(7] o b
o 1501 %19.6°°¢
c
£ %37.22 - mm Pozitif
= %15.2°¢ I Negatif
. 1001
S N
w
- o C
€ %11.0
2 %32.0%
L [ ]
0 T L] L] L] L]
Malatya Sanhurfa Bursa izmit Eskisehir

Sekil 14: Farkli illerde yetistirilen atlardan alinan fekal numunelerin R. equi
yoniinden pozitiflik durumu. a,b: Siitunlarda farkli harfi tasiyan yiizdeler arasi
fark istatistiki olarak anlamlidir. (Gruplarin ikili karsilagtirmas: Pearson Ki-Kare
ve Fisher’s Exact testi kullanilarak yapildi; anlamlilik diizeyi P<0.05 olarak kabul
edildi.)

Nazal svap oOrneklerindeki pozitiflik oranlarinin illere gore dagilimi ele
alindiginda; en yiiksek oran %18,6 ile Izmit ilinde, en diisiik oran ise %?2 ile Bursa
ilinde tespit edildi (Tablo10). Bu oranlar arasindaki farkin istatistiksel olarak

anlamli oldugu goriildi (p<0.001), (Sekil 15).
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P<0.001
_ X?=21.466
0
§ 1504 %6.32
o [
2 %18.62 B Pozitif
3 %2.0P i
i 1004 - 1 Negatif
S
g
« %14.62
S 50+
2 %16.02
G T T T T T
Malatya Sanhurfa  Bursa izmit Eskigehir

Sekil 15: Farkli illerde yetistirilen atlardan alinan nazal numunelerin R. equi
yoniinden pozitiflik durumu. a,b: Siitunlarda farkli harfi tasiyan ylizdeler arasi
fark istatistiki olarak anlamlidir. (Gruplarin ikili karsilastirmas: Pearson Ki-Kare
ve Fisher’s Exact testi kullanilarak yapildi; anlamlilik diizeyi P<0.05 olarak kabul
edildi.)

Calismada numune toplanan atlarin %28,5 (122/428)’inde nazal ve fekal
svap orneklerinin en azindan birinde R. equi yoniinden pozitiflik saptandi. Hayvan
bazinda elde edilen pozitiflik oranlarinin illere gore dagilimina bakildiginda; en
yiiksek oranin %46 (52/113) ile izmit ilinde ve en diisiik oranin ise %17,2 (17/99)
ile Bursa ilinden elde edildigi gortildii (Tablo 11). Bu oranlar arasindaki farkin da

istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p<0.001), (Sekil 16).
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Tablo 11: R.equi pozitif bulunan hayvanlarin illere gore dagilimi.

Mler --P--
Malatya Sanhurfa Bursa Izmit Eskisehir X
Pozitif Hayvan 10/25 11/48 17/99 52/113 32/143 0.001
Sayist*
Pozitiflik 40.0)° (229  (17.2)°  (46.0" (224> X°=28.236

Orani

a,b,c: Ayni satirda farkli harfi tasiyan yilizdeler arasi fark istatistiki olarak

anlamlhidir. (Gruplarin ikili karsilastirilmalar1 Pearson Ki-Kare ve Fisher’s Exact

testi kullanilarak yapildi; anlamlilik diizeyi P<0.05 olarak kabul edildi.)

*Hayvanlarin nazal ve/veya fekal Orneklerinden en az birinde R. equi tespit

edilenler pozitif olarak degerlendirildi.

200+
x P<0.001
@ X?=28.236
o
9 150- %22.4°°
X
3 %46.02 - B R equi (+)
w 1004 %17.2° 0 R. equi (-)
'S
- ]
°
S %22 9bc
c 50_ (o] .
g |
> %40.03°
£ [
c L] L] L] L] L]
Malatya Sanliurfa Bursa izmit Eskisehir

Sekil 16: Farkh illerde yetistirilen atlarin R. equi yoniinden pozitiflik durumu.

a,b,c: Siitunlarda farkli harfi tasiyan yilizdeler arasi1 fark istatistiki olarak

anlamlidir. (Gruplarin ikili karsilagtirmasi Pearson Ki-Kare ve Fisher’s Exact

testi kullamilarak yapildi; anlamlilik diizeyi P<0.05 olarak kabul edildi.)

*Hayvanlarin nazal ve/veya fekal Orneklerinden en az birinde R. equi tespit

edilenler pozitif olarak kabul edildi.
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Calismamizda klinik olarak siipheli bulunan taylarin annelerinden de
ornekler toplandi. Stiipheli goriiniimlii 36 tay ve annelerinden alinan nazal ve fekal
svap Ornekleri degerlendirildiginde sadece yedi tay ve annelerinde pozitiflik
saptandi. Buna karsilik R. equi tespit edilemeyen ii¢ taymn annelerinden alinan
orneklerde pozitiflik belirlendi. Anne ve yavrularindaki pozitiflik oranlar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p=0.182) (Tablo 12).

Tablo 12: Siipheli taylardan ve annelerinden alinan nazal ve fekal numunelerin R
equi yoniinden incelenmesi.

' Anne --P--
R. equi + - Toplam X2
+ 7 12 19 0.182
oy - 3 14 17 x?=1.648
Toplam 10 26 36

Fisher’s Exact testi kullanilarak yapildi; anlamlilik diizeyi P<0.05 olarak kabul
edildi.

5.3. vapA Geni PCR Amplifikasyon Bulgulari

Elde edilen R. equi izolatlarinda vapA geninin varligin1 arastirmak
amactyla Muscatello ve ark. (1997) tarafindan bildirilen bir ¢ift spesifik primer
kullanilarak PCR islemi gercgeklestirildi ve klinik ve cevresel orneklerden elde
edilen 147 R.equi izolatinin %46,2 (68/147)’si vapA geni yOniinden pozitif

bulundu (Sekil 17).
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15 14 13 12 11 10 9

Sekil 17: PCR ile R. equi oldugu dogrulanan kiiltiirlerden elde edilen DNA’larin
vapA genine spesifik primerler kullanilarak yapilan PCR analizi sonucunda olusan
563 bp biiyiikliiglindeki iirtinlerin ethidium bromide ile boyanmis bir agaroz jelde
goruntimul.

M: DNA ladder (100 bp)

1: R. equi ATCC 33701 susu (Viriilent sus)

2: R. equi ATCC 6939 susu (Aviriilent sus)

3: Negatif kontrol

4-15: R.equi saha izolatlar1.

vapA geni yoniinden pozitif bulunan 68 izolatin %27,9 (19/68)’u nazal
svaplardan, %69,11 (47/68)’1 fekal svaplardan ve %29 (2/68)’u ise toprak
numunelerinden elde edildi. R. equi izole edilen 43 adet nazal svap Orneginin
%44,2’sinde ve 98 adet fekal svap Orneginin %47’sinde vapA geni yoniinden
pozitiflik saptandi. Bu oranlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli

bulunmadi (p=0.679) (Tablo 13) (Sekil 18).
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Tablo 13: R. equi izole edilen nazal ve fekal orneklerde vapA geni yoniinden

pozitiflik durumu.

Ornek --P--
Nazal Fekal X
vapA (+) 19/43 47/98 0.679
(%44.2) (%48.0) X?=0.171

Ornekler aras1 karsilastirmalar Pearson Ki-Kare testi kullanilarak yapilds;
anlamlilik diizeyi P<0.05 olarak kabul edildi.

%  150-
S P=0.679

% X2=0.171

c

>

< 100 % 48.0

& 3 VAPA(+)
?“ Bl VAPA ()
°

]

© 50 % 44.2

x

S

g

'y

Nazal Fekal

Sekil 18: Atlardan alinan nazal ve fekal 6rneklerde R. equi yoniinden pozitiflik
bulunan Orneklerin vapA geni yoOniinden incelenmesi. (Gruplarin ikili
karsilastirilmalar1  Pearson Ki-Kare testi kullanilarak yapildi; anlamhilik diizeyi

P<0.05 olarak kabul edildi.)

vapA geni bulunduran R.equi izolatlarmin illere gore dagilimi
incelendiginde; en yiiksek oranin %83,8 (31/37) ile Eskisehir, en diisiik oranin ise
%28,6 (18/63) ile Izmit ilinden elde edildigi goriildii iller arasindaki farklilik

istatistiksel olarak anlamli bulundu. ( p<0.001) (Tablo 14) (Sekil 19).
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Tablo 14: R.equi izolatlarinda vapA geni pozitiflik durumunun illere gore

dagilima.
Numune Iller --P--
Malatya Sanhurfa Bursa izmit Eskisehir X’

Fekal Svap 5/8 1/5 5/15 12/42 24/28 0.001
(%62.5°  (%20.00*  (%33.3)° (28.6)" (%85.7"  X°=26.581

Nazal Svap 2/4 417 0/2 6/21 7/9 0.068
(%50.0) (%57.1) (%0.0) (%28.6) (%77.8) X’=7.895

Toplam pozitiflik 712 5/12 5117 18/63 31/37 0.001
(%58.3)  (%41.7)°  (%29.4)°  (%28.6)°  (%83.8)"  X’=31.566

Pozitif Hayvan 6/10 511 5117 17/52 28/32 0.001
Sayisi* (%60.0)°  (%45.5)° (%294  (%32.7)° (%815  X’=27.604

a,b,c: Ay satirda farkli harfi tagiyan yilizdeler arasi fark istatistiki olarak anlamlidir. (Gruplarin ikili
karsilagtirilmalar1 Pearson Ki-Kare ve Fisher’s Exact testi kullanilarak yapildi; anlamlilik diizeyi P<0.05
olarak kabul edildi.) * Hayvanlarin nazal ve/veya fekal 6rneklerinden en az birinde vapA geni tespit
edilenler pozitif olarak kabul edildi.

o
> 100
b P<0.001
e X?=31.566
S 8o0-
<
% %28.6° -
> 60 EE Pozitif
§ . 1 Negatif
@
X 40 %83.82
=
:0 "
* 20 %29.4
s %58.3P  %d170
S |
m‘ c T T T T T
Malatya Sanhurfa Bursa izmit Eskigehir

Sekil 19: R.equi izolatlarinda vapA geni pozitiflik durumunun illere gore dagilimi.
a,b: Siitunlarda farkli harfi tasiyan yiizdeler aras1 fark istatistiki olarak anlamlidir.
(Gruplarin 1kili karsilagtirilmalar1  Pearson Ki-Kare ve Fisher’s Exact testi
kullanilarak yapildi; anlamlilik diizeyi P<0.05 olarak kabul edildi.)
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Nazal svap oOrneklerinden izole edilen R. equi suslarinin vapA geni
yoniinden pozitiflik oranlart illere gore ele alindiginda; en yiiksek oran %77,8
(7/9) 1ile Eskisehir ilinde saptanirken, Bursa ilinde toplanan nazal svap
orneklerinden vapA geni tespit edilemedi. illerde vapA geni yoniinden elde edilen
pozitiflik oranlar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi

(p=0.068) (Tablo 14).

Fekal svap Orneklerinden izole edilen R. equi suslarmin vapA geni
yoniinden pozitiflik oranlarinin illere gére dagilimi incelendiginde; en yiiksek
oranin %62,5 (5/8) ile Malatya ilinden, en diisiik oranin ise %20 (1/5) ile
Sanlwurfa ilinden elde edildigi goriildii. Illerde vapA geni yéniinden elde edilen
pozitiflik oranlar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu. (

p<0.001) (Sekil 20) (Tablo 14).

60+
P<0.001
= X?=26.581
()
= b
o)
< %28.6
< 404
> . BN VAPA (+)
z %gs.72 ' VAPAD)
3
w 20+
o %33.3°
©
x %62.52P 0,20.0°
- B —
c T T T T L]
Malatya Sanlurfa Bursa izmit Eskisehir

Sekil 20: Farkl illerde yetistirilen atlarda R. equi yoniinden pozitiflik bulunan
fekal orneklerin vapA geni yoniinden incelenmesi.. a,b: Siitunlarda farkli harfi
tasiyan ylizdeler arasi fark istatistiki olarak anlamlidir. (Gruplarin ikili
karsilagtirilmalart Pearson Ki-Kare ve Fisher’s Exact testi kullanilarak yapilds;
anlamlilik diizeyi P<0.05 olarak kabul edildi.)
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Calismada R. equi izolasyonu ve identifikasyonu yapilan atlarin %50
(61/122)’sinde izolatlarin vapA geni yoniinden pozitif oldugu belirlendi. Hayvan
bazinda elde edilen vapA pozitiflik oranlarinin illere gére dagilimina bakildiginda;
en yiiksek oranin %87,5 (28/32) ile Eskisehir ilinde ve en diisiik oranin ise %29,4
(5/17) ile Bursa ilinden elde edildigi goriildii. Bu oranlar arasindaki farklilik,

istatistiksel olarak anlamli bulundu ( p<0.001) (Sekil 21) (Tablo 14).

80+

2 P<0.001
3 X2=27.604
S
g 601
< %32.7°
& B VAPA(+)
> [ VAPA (5)
% 404 .
- o,
5 %87.5
©
£ 201 %29.4°
S %60.0%  %45.5° [
Iy Iy
m‘ 0 L] L] L] L] T
Malatya Sanliurfa Bursa izmit Eskisehir

Sekil 21: Farkli illerde yetistirilen R. equi yoniinden pozitif bulunan hayvanlarin
vapA geni yoniinden incelenmesi. a,b,c: Siitunlarda farkli harfi tasiyan yiizdeler
aras1 fark istatistiki olarak anlamlidir. (Gruplarin ikili karsilastirilmalar1 Pearson
Ki-Kare ve Fisher’s Exact testi kullanilarak yapildi; anlamlilik diizeyi P<0.05
olarak kabul edildi.) *Hayvanlarin nazal ve/veya fekal 6rneklerinden en az birinde

R. equi tespit edilenler pozitif olarak kabul edildi.
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5.4. Antibiyotik Duyarhlik Bulgular:

Calisma kapsaminda elde edilen 147 R. equi izolatinin %43,5 (64/147)’1
test edilen biitiin antibiyotiklere kars1 duyarli bulunurken %39,4 (58/147)’1i sadece
tek bir antibiyotige kars1 direncli bulundu. Yalnizca bir tane antibiyotige direngli
bulunan izolatlarin oran1 ampisilin i¢in %34 (50/147), streptomisin i¢in %3,4
(5/147) ve tetrasiklin icin %0,7 (1/147) olarak belirlendi. Izolatlarmn %3,4
(5/147)’{iniin, ampisilin ve streptomisine kars1 direncli oldugu goriildii. Ug veya
daha fazla antibiyotige birlikte direng gosteren izolatlarin orant % 2,72 (4/147)
olarak saptandi. Bu izolatlarin ampisilin, eritromisin, rifampisin ve klaritromisine
kars1 direngli oldugu tespit edildi. Elde edilen izolatlarin %10,8 (16/147)’1
tetrasiklin ve klaritromisin disinda test edilen diger antibiyotiklere karsi orta
derecede duyarliydi. Bu izolatlarin yedi tanesinin ampisiline, {i¢ tanesinin
rifampisine, ve birer tanesinin sirasiyla gentamisin ve vankomisine orta derecede
duyarli olduklar1 belirlendi. Geriye kalan dort izolatin ikisi streptomisin ve
rifampisine orta derecede duyarlilik gosterirken, birer tanesi sirasiyla gentamisin
ve eritromisine, streptomisin ve eritromisine orta derecede duyarli olarak bulundu

(Tablo 15).

Toplam direnglilik oranlar1 ampisilin i¢in %45,5, gentamisin igin %0,7,
eritromisin ve klaritromisin i¢in %2,7, streptomisin i¢in %7,6 ve rifampisin i¢in
%3,4 olarak bulundu. Rifampisin direncgli bir susa yapilan antibiyogram sonucu
Sekil 22°de gosterilmistir.Vankomisine karsi higbir susun direncgli olmadigi

goriildii. Orta derecede duyarlilik profillerine bakildiginda ampisilin i¢in %4.9,
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gentamisin i¢in %1,3, vankomisin i¢in %0,7, eritromisin i¢in %1,3, streptomisin

icin %2,7 ve rifampisin i¢in %3,4 oranlar1 tespit edildi (Tablo 16).

Tablo 15: R.equi izolatlarinin test edilen antibiyotiklere kars1 direng profilleri.

Yalnizca Bir

.. . Orta

Test Edilen Tiim  Antibiyotige Iki >

izolat Antibiyotiklere  Direncli Antibiyotige Coklu (23)  Derecede
. . diren¢ Duyarh

Sayist Duyarh Olan Olan Direncli ssterenler  Olanlar

Izolatlar (%) izolatlar Olanlar (%) &

(%) (%)

147 64 (43,5) 58 (39,4) 5@3.4) 4(2,72) 16 (10,8)

Tablo 16: R.equi izolatlarinin test edilen antibiyotiklere duyarliliklari.

Antibiyotikler Cap (mm) Duyarh (%) Orta Duyarh  Direncli

(%) (%)
AMP 20-29" 73 (49,6) 7 (4,9) 67 (45.,5)
CN 12-16" 144 (98) 2 (1,3) 1(0,7)
VA >15" 146 (99,3) 1(0,7) 0
E 13-23" 141 (96) 2 (1,3) 4(2,7)
S 11-15" 132 (89,7) 4(2,7) 11 (7,6)
RD 16-20° 137 (93,2) 5(3,4) 5(3,4)
CLR 13-23" 143 (97,3) 0 4(2,7)
TE 14-19 146 (99,3) 0 1(0,7)

AMP= Ampisilin, CN= Gentamisin, VA= Vankomisin, E= Eritromisin, S= Streptomisin, RD=
Rifampisin, CLR= Klaritromisin, TE= Tetrasiklin * CLSI (164), ** CLSI (163)

Sekil 22: Rifampisin direngli bir R.equi izolatina uygulanan antibiyotik duyarlilik
test sonucu.

96



5.5 Rhodococcus equi izolatlarimin PFGE Yéntemi ile
Genotiplendirilmesi

Farkli illerden ve haralardan elde edilen ve vapA geni pozitif bulunan
toplam 65 adet saf R.equi izolati, izolatlar arasi genetik iligkinin ve genetik
cesitliligin belirlenmesi amaciyla PFGE yontemi ile tiplendirildi. Asel(Vspl)
enzimi ile kesilen R.equi saf izolatlarina ait PFGE iiriinlerinin ethidium bromide
ile boyanmis agaroz jelde goriiniimii Sekil 23°te gosterilmistir (Sekil 23). Yapilan
dendogram analizi sonucunda “’Dice‘’ benzerlik katsayisi %95 olarak belirlendi.
Incelenen 65 izolattan 29 farkli profil ve bu profilleri i¢inde bulunduran toplam 12
farkli kiime saptandi. Buna gore suslarin kiimelesme oran1 %73,8 (48/65) olarak

hesaplandi. izolatlarin 17 (%26,1) tanesi spesifik PFGE profili gosterdi.

v

Kiimelesmede sus araliginin 2-8 arasinda degistigi tespit edildi. En biiyiik
kiime, sekiz izolat igeren genotip-13 kiimesi olarak belirlendi. Bunu sirasiyla
genotip-16 (6 izolat), genotip-11 (5 izolat) ve genotip-20 (5 izolat) takip etti. En
kiiclik kiimeler ise ikiser elemanli genotip-10, genotip-12, genotip-17 ve genotip-

27 olarak saptandi (Sekil 24).

5.5.1 Kiimeler icinde Yer Alan Suslarin Epidemiyolojik Tliskileri

Birinci Kiime (Genotip-11): Bu kiimeyi olusturan bes susun dordii,
Eskisehir’de A isletmesine bagli haradan izole edildi. Bu dort susun ikisi siipheli
olarak goriilen taydan ve annesinden elde edilen fekal svap Orneklerinden izole
edildi. Yine bu kiimede Izmit’teki B isletmesine bagl haradan izole edilen bir

adet sus yer ald1.
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Ikinci Kiime (Genotip-10): Bu kiimede biri nazal digeri fekal 6rnekten
izole edilen iki sus yer aldi. Bu suslar Izmit bolgesine ait ve birbirine yakin

mesafede yer alan iki farkli haradan elde edildi.

Uciincii Kiime (Genotip-12): iki elemanli bu kiimede bulunan ve fekal
orneklerden elde edilen suslarin tamami Bursa’da A isletmesine bagli bir haradan

izole edildi.

Dérdiincii Kiime (Genotip 20): Bu kiimede yer alan bes susun iigii nazal
ve birisi fekal 6rneklerden olmak iizere dort tanesi A isletmesine bagl Eskisehir,
Bursa ve Malatya’da bulunan haralardan elde edildi. Sezon boyunca ayni
isletmeye bagli bu haralar arasinda hayvan giris ¢ikisinin oldugu belirlendi.
Geriye kalan bir sus ise Sanliurfa’da B isletmesine bagli bir haradan alinan nazal

svap Orneginden izole edildi.

Besinci Kiime (Genotip-21): Bu kiimede yer alan dort susun ii¢ tanesi
Eskisehir bolgesindeki A isletmesine bagli bir haradan, digeri ise bu haraya
yiirime mesafesinde bulunan 06zel bir haradan izole edildi. Eskisehir A
isletmesindeki {i¢ izolattan ikisi siipheli bir tay ve annesinden elde edildi. Bu
kiimedeki bir diger sus ise Malatya A isletmesine bagl harada bulunan bir tayin
fekal orneginden izole edildi. Ayni hayvanin nazal 6rneginden elde edilen sus
dordiincii kiime icerisinde yer almakta olup, bu kiimedeki suslarla benzerlik orani

%94,6 olarak saptandi.

Altinc1 Kiime (Genotip-22): Bu kiimede bulunan ii¢ii nazal biri fekal

ornekten izole edilen dort sus bulunmaktadir. Bunlarin ikisi Eskigsehir A
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isletmesine bagl haradan elde edildi. Diger iki sustan biri, Sanliurfa’daki 6zel bir

haradan, digeri ise Izmit’te B isletmesine bagl bir haradan elde edildi.

Yedinci Kiime (Genotip 23): Bu kiimede bulunan doért susun {i¢ tanesi
fekal orneklerden, bir tanesi de toprak numunesinden izole edildi. Toprak
numunesi Eskisehir’de bulunan B isletmesine ait padoktan elde edildi. Geriye
kalan {ii¢ izolatin ikisi Eskisehir ve bir tanesi Bursa olmak iizere A isletmesine

bagli haralardan elde edildi.

Sekizinci Kiime (Genotip 13): En biiyiik kiime olarak saptanan bu
kiimedeki sekiz susun dordii Eskisehir bolgesinde bulunan ve birbirine mesafe
olarak olduk¢a yakin B isletmesine ait bir hara ile 6zel yetistiricilik yapan C6
harasinda bulunan taylardan izole edildi. Ug adet sus; Izmit’te bulunan ve birisi B
isletmesine bagh ii¢ farkli haradan izole edildi. Geriye kalan bir sus ise Bursa’da

B isletmesine ait bir haradan izole edildi.

Dokuzuncu Kiime (Genotip 15): Bu kiimeye ait dort susun {igi
Malatya’da A isletmesine bagli olan haradaki taylardan izole edildi. Geriye kalan

bir sug ise Sanlurfa’da 6zel yetistiricilik yapilan bir ¢iftlikten elde edildi.

Onuncu Kiime (Genotip 16): Alt1 sustan olusan bu kiimedeki suslarin
dort tanesi Eskisehir bolgesinden izole edildi. Bu suslarin {icii Eskisehir’deki 6zel
haralardan elde edilmis olup, bir tanesi ise B isletmesine bagli haradan elde edildi.
Geriye kalan iki sustan biri Izmit’te B isletmesine bagli haradan elde edilirken
digeri Malatya’da A isletmesine bagli haradan elde edildi. Bu kiimenin
Malatya’dan elde edilen suslar1 da bulunduran dokuzuncu kiime ile olan benzerlik

orani %93,6 olarak tespit edildi.
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Onbirinci Kiime (Genotip 17): Bu kiimede yer alan iki sus, biri nazal
digeri fekal drnekten olmak iizere Izmit bolgesinde bulunan ve mesafe olarak

birbirine uzak olan iki farkli 6zel haradan elde edildi.

Onikinci Kiime (Genotip 27): Bu kiimede yer alan iki izolat, izmit’te
bulunan ve birbirine uzak mesafede yer alan iki farkli 6zel haradan toplanan nazal

orneklerden elde edildi.

1 3 4 5 6 7 M

2 1 L T
— -
-

Sekil 23: Asel(Vspl) enzimi ile kesilen R.equi saf izolatlarima ait PFGE
tirtinlerinin ethidium bromide ile boyanmis agaroz jelde gortiniimii.

M: R.equi referans ATCC 33701 susu

1) iZMIiT-B4 Fekal 5) iZMIT-B4 Fekal
2) IZMIT-C11 Fekal 6) IZMIT-B4 Fekal
3) iZMIT-B4 Nazal 7) ESKISEHIR-B3 Toprak

4) IZMIT-C8 Fekal

100



R equi Asel

85
90
9t

5
=100

86,

1

%9

-

946

936

%6

|

%09

%09

8.7

R equi Asel

izolat
120
139
123
60
119
31
36
37
51
134
124
130
69
74
30
32
52

23

66
12
18
146
91
33
35
157
54
72
34

65

1
92
121
122
47
15
26
25
116
39
13
38

59
64
107
118
127
44
4
147
21
49
50
40
112

117
89

133
145

Hayvan
Tay-53
Tay-54
Tay-55
Tay-56
Tay-57
Anne-3
Tay-3
Tay-4
Anne-32
Tay-5
Tay-1
Tay-2
Tay-6
Tay-7
Tay-4
Tay-28
Tay-29
Tay-30
Tay-31
Anne-32
Tay-32
Tay-33
Tay-31
Tay-34
Tay-1
Tay-35
Tay-36

Tay-37
Tay-38
Tay-39
Tay-12
Tay-18
Tay-19
Tay-20
Tay-21
Tay-22
Tay-23
Anne-65
Tay-44
Tay-8
Tay-9
Tay-10
Tay-11
Tay-12
Tay-13
Tay-17
Tay-14
Tay-15
Tay-16
Tay-24
Tay-25
Tay-26
Tay-27
Tay-40
Tay-41
Tay-42
Tay-43
Tay-49

Tay-46
Tay-50
Tay-51
Tay-52
Anne-30

Ornek
Fekal
Fekal
Nazal
Fekal
Fekal
Fekal
Fekal
Fekal
Fekal
Fekal
Nazal
Fekal
Fekal
Fekal
Nazal
Nazal
Fekal
Nazal
Nazal
Nazal
Fekal
Fekal
Fekal
Nazal
Fekal
Nazal
Nazal
Toprak
Fekal
Fekal
Fekal
Fekal
Fekal
Fekal
Fekal
Fekal
Fekal
Nazal
Fekal
Nazal
Fekal
Nazal
Nazal
Fekal
Nazal
Nazal
Fekal
Fekal
Fekal
Fekal
Nazal
Fekal
Fekal
Fekal
Fekal
Fekal
Fekal
Nazal
Fekal
Toprak
Fekal
Nazal
Nazal
Fekal
Nazal

Sehir
Izmit
Izmit
Izmit
Eskisehir
Izmit
Eskisehir
Eskisehir
Eskisehir
Eskisehir
Izmit
Izmit
Izmit
Bursa
Bursa
Eskisehir
Eskisehir
Bursa
Urfa
Malatya
Eskisehir
Eskisehir
Eskisehir
Malatya
Urfa
Izmit
Eskigehir
Eskisehir
Eskisehir
Eskisehir
Bursa
Eskisehir
Eskisehir
Eskisehir
Eskisehir
Eskisehir
Izmit
Izmit
Izmit
Bursa
Eskisehir
Malatya
Malatya
Urfa
Malatya
Eskisehir
Malatya
Eskisehir
Eskisehir
Eskisehir
Izmit
fzmit
Izmit
Eskisehir
Malatya
Urfa
Eskisehir
Eskisehir
Eskisehir
Eskisehir
Izmit
Eskisehir
Izmit
Izmit
Izmit
Urfa

Hara
Cci1
B4
B4,
A2
B4
A2
A2
A2
A2
B4
B4
ci12
A3
A3
A2
A2
A3
B1
Al

A2
cé
At
c2
B4
A2
A2
B3
A2
A3
A2
cé
B3
cé
cé
B4
cii
ci2
B2
cé
At
At
c2
At
cé
At
cé
c4
B3
B4
c7
cii
B3
At
B1
A2
A2
c4
B3
B4
B3
cs
ci1
cs
B1

Sekil 24: PFGE yontemi sonucu R.equi izolatlarina uygulanan dendogram grafigi.
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Genotip
q
2
3
4
5

11
11
1
11
11
10
10
12
12
20
20
20
20
20
21
21
21
21
22
22
22
22
23
23
23



5.6. Ciftlik Kosullar ile Tlgili Toplanan Bilgilerin Degerlendirmesi

Ornek alinan on yedi haranm kosullan ile ilgili ¢iftlik yetistiricileri veya
veteriner hekimlerden soru cevap seklinde kisa bilgiler alindi. Verilen cevaplarin
ciftlik sayilarina gore oranlari, her ¢iftligin sorulara verdigi cevaplar ve bilgilerin
birbirleri ile istatistiksel olarak iliskileri asagidaki tablolarda belirtilmistir (Tablo

17), (Tablo 18), (Tablo 19).

Tablo 17: R.equi suslarinin izole edildigi haralardan alinan bilgilerin ciftliklere
gore ylizdeleri.

Soru Soru Cevap/Yiizde(%)
No:
1 Daha 6nceden haradaki hayvanlar arasinda R.equi enfeksiyonu Evet: 12 (%70,6)

geciren oldu mu?
Hayir: 5 (%29,4)

2 Yetistiriciligini yaptiginiz irk hangisidir? Ingiliz: 5 (%29,4)
Arap: 4 (%23,5)

Karma: 8 (%47,1)

3 Hiperimmun plazma uygulamasi yapiliyor mu? Evet: 2 (%11,8)

Hayir: 15 (%88,2)

4 Haradaki hayvanlar kendi hayvaniniz mi pansiyon mu? Pansiyon: 4(%23,5)
Kendi Hayvanimiz: 11
(%64,7)
Her ikisi de: 2 (%11,8)
5 Enfeksiyonlu hayvanlar1 ayr1 yere aliyor musunuz?
Evet: 14 (%82.,4)
Hayir: 3 (%17,6)
6 Taylarin tamamina hiperimmun plazma yapiliyor mu? Evet: 1(%5.,9)
Hayir: 16(%94,1)
7 Ciftlikte karigik yetigtirme var m1? Evet: 8(%47,1)
Hayir: 9(%52,9)
8 Altlik olarak ne kullaniliyor? Bugday sap1: 16 (%94,1)
Altlik yok: 1 (%5,9)
9 Sanitasyon i¢in ne kullanilryor? Cim ilaci: 2 (11,8)

Vircon’s: 4(%23,5)

Organik asit ve iyot: 1
(%5,9)

Glibre: 2 (%11,8)
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Tarim Kireci: 4(%23,5)

Hicbiri: 4(%23,5)

10 Enfeksiyondan dlen hayvan var mi? Evet:10(%58.,8)
Hayir:7(%41,2)
11 Altliklar haftada kag kez degistiriliyor? 1 kez: 2 (%11,8)
3 kez: 4 (%23,5)
Her giin: 11 (%64,7)
12 Antibiyotik tedavisi ortalama kag giin siiriiyor?* 15.0 (0-35)
13 Olen taylarin annelerinin daha énceki yavrular1 enfeksiyona Biiyiik cogunlugu: 2
yakalanmis miydi? (%11,8)

Nadiren: 3 (%17,6)
Hayir: 8 (%47,1)

Bilmiyorum: 4 (%23,5)

14 Ortalama olarak padoklarin mekanik temizligi yilda kag kez 12.0 (0-24)
yapiliyor?*

15 Dezenfeksiyon senede kag kere yapiliyor?* 1.0 (0-5)

16 Hayvanlara yem olarak ne veriyorsunuz? a: 1(%5.,9)
b: 1 (%5.,9)
c:5(%29,4)
d: 3 (%17,6)
e: 4 (%23,5)
f:2(%11,8)
g:1(%5,9)

* Tanimlayici olarak medyan(min-max) verilmistir.
a :Hazir Yem (Dodson & Horrell)

b: Misir kirmasi, bugday kepegi, melas, havug, yumurta, yonca, fig
c: Arpa ezmesi, yulaf, mineral-vitamin karmasi, kuru ot, kuru yonca.

d: Yulaf ezmesi, misir, soya, piring kepegi, vitamin karmasi.

e: Yulaf arpa.
f: Arpa, yonca, kepek.
g: Yonca, arpa, yulaf .
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Tablo 18: Ornek alinan haralardaki pozitif hayvanlarin oranlar1 ve sorulan sorulara verilen cevaplar.

R.equi vapA
sl 52 $3 o4 65 6 7 o8 9 s10 sl s12 s13 sl4 15 s1g Pedtf - pozitf
hayvan Hayvan
% %
B1 Evet Ingiliz+Arap ~ Hayrr  Pansiyon Evet Hayr Hayrr Bugday Virkon S Evet 7 10 giin  Bilmiyorum 12 5 e 36 33.3(3/9)
sap1 (9/25)
B2 Evet Ingiliz+Arap ~ Hayrr  Pansiyon Hayir Hayir Hayir  Bugday Virkon S Evet 7 35 gilin Nadiren 24 1 c 20 12.5(1/8)
sapt (3/40)
B3 Evet Ingiliz+Arap ~ Hayrr  Pansiyon Evet Hayrr Hayr Bugday Organik asitve  Evet 7 10 giin  Bilmiyorum 12 1 c 15 77.7 (7/9)
sap1 iyot (9/60)
B4 Evet Ingiliz+Arap Evet Pansiyon Evet Hayr Hayrr Bugday  Kullanilmiyor Evet 7 21 giin Biiyiik 12 0 c 36.4 29.6
sap1 cogunlugu (27/74) (8/27)
C1 Hayir Ingiliz Hayrr  Kendi H. Evet Hayrr Hayr  Bugday Tarim kireci Hayir 7 - Hayir 12 1 e 0 (0/5) 0
sap1
C2 Evet Arap Hayrr  KendiH. Hayrr Hayrr  Evet Altlik Kullanilmiyor Evet 1 10 giin  Bilmiyorum 0 0 f 11 100 (2/2)
yok @/18)
C3 Hayir Ingiliz Hayir P+K Evet Hayrr  Evet  Bugday Giibre Hayir 3 7 giin Hayir 24 1 d 5.26 0
sap1 (1/19)
C4 Evet Arap Hayrr  Kendi H. Evet Hayrr Hayr  Bugday Tarim kireci Hayir 3 20 giin Hayir 12 1 e 60 (3/5)  66.6 (2/3)
sapt
Cs Hayrr  Ingiliz+Arap Evet Kendi H. Evet Evet  Hayir  Bugday Virkon S Hayir 7 - Hayir 24 1 b 0 (0/5) 0
sap1
Cé Evet Ingiliz+Arap ~ Hayir  KendiH.  Hayrr Hayr  Evet Bugday  Kullanilmiyor Evet 1 15 giin Biiyiik 2 0 f 35.2 100 (6/6)
sap1 Cogunlugu (6/17)
C7 Evet Ingiliz Hayrr  Kendi H. Evet Hayrr  Evet  Bugday Cim ilaci Evet 3 21 giin Hayir 24 1 a 50(1/2) 100 (1/1)
sapt
C8 Evet Arap Hayrr  Kendi H. Evet Hayir Evet Bugday Giibre Hayir 7 10 giin Nadiren 24 1 g 100 50 (2/4)
sap1 (4/4)
c9 Evet Ingiliz+Arap ~ Hayrr  Kendi H. Evet Hayr Hayirr Bugday Cim ilact Evet 7 21 giin Nadiren 12 1 e 40 0
sapt (4/10)
C10 Hayrr Ingiliz Hayir  Kendi H. Evet  Hayrr  Evet Bugday  Kullanilmiyor ~ Hayir 3 - Hayir 12 0 c 50 (1/2) 0
sap1
C11 Evet Ingiliz Hayir P+K Evet Hayrr  Evet  Bugday Tarim Kireci Evet 7 15giin  Bilmiyorum 3 0.5 d 62.5 40 (4/10)
sap1 (10/16)
C12 Evet Ingiliz+Arap ~ Hayrr  Kendi H. Evet  Hayrr  Evet Bugday Tarim Kireci Evet 7 21 giin Hayir 3 0.5 d 100 100 (2/2)
sapt (212)
C13  Hayrr Arap Hayrr  Kendi H. Evet Hayir  Hayrr  Bugday Virkon S Hayir 7 0 Hayir 24 1 c 100 0
sap1 (2/2)
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Tablo 19: Verilen cevaplarin istatistiksel olarak birbirleri ile iliskileri.

S2 S3 S4 SS S6 S7 S17 S11 S14 S15 S18 S10 S13
S1 -0426 -0.165 0.358 -0.299  -0.387  0.091 -0.165  0.000 0.406 0.020 0.165 0.772**  0.070
S2 -0.362  -0.665**  0.255  -0.248  0.467 0.060 0.358  -0.137  0.069 0362 -0473 -0.294
S3 0.242 0.169  0.685** -0.344 -0.133 -0.264 -0.178  0.219  -0.433 -0.065 0.278
S4 -0.167  -0.060 -0.597* -0.044 -0341 -0.058 -0.121 -0.242  0.389 0.129
SS 0.116 -0.182 -0.310 -0.446 -0.318 -0.442 -0.169 -0.387 -0.202
S6 -0.236  -0.091 -0.181 -0.298 -0.112 -0.685** -0.299  -0.027
S7 0.022  0.554*  0.268 0.456 0.344 0.070  -0.064
S17 0.066  -0.435 -0.164 0.133 -0.065  0.179
S11 0277  0.546* 0.264 -0.043 -0.014
S14 0.508 0.178  0.492* -0.233
S15 0.164 0.131 0.344
S18 0.065 0.278
S10 -0.052

Veriler Sperman korelasyon ile degerlendirildi. * P<0.05; ** P<0.01.

S1 ile S10 arasinda pozitif bir korelasyon tespit edildi (p<0.01). Ciftlikte R equi enfeksiyonu goriilmesi ile enfeksiyondan 6len hayvanlarin giftlikte bildirilmesi

arasinda pozitif bir iliski bulundu.

Padoklarin mekanik temizlik yapilma siklig1 ile R equi enfeksiyonu kaynakli 6liim olmamasi arasinda pozitif bir korelasyon (+0.492) belirlendi (p<0.05).
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6. TARTISMA

R.equi enfeksiyonlari diinya genelinde taylarda pndmoni etkenleri arasinda
siddetli seyreden en 6nemli bakteriyel enfeksiyonlardan biridir. Etken bir toprak
saprofiti olmasindan dolay1 at yetistiricilii yapilan yerlerde yaygin olarak
bulunmaktadir (85, 94, 166). R.equi orijinli enfeksiyonlar, 6zellikle 1-6 aylik
taylarda akcigerlerde meydana getirdigi pyograniillomatdz lezyonlar sebebiyle
yiikksek morbidite ve mortalite oranlar ile seyretmekte, taylar tedavi edilse bile
performans distikliigiine sebep olmaktadir. Bu durumda hastaligin ciddi anlamda
ekonomik kayiplara yol actigi diisiiniilmektedir. Diinya genelinde R. equi
enfeksiyonlarma yonelik bir¢ok epidemiyolojik ¢alisma yapilmis olmasina
ragmen lilkemizde taylarda R. equi pndomonilerinin prevalansi iizerine yapilan
calismalar yetersizdir. Dolayisiyla at yetistiriciliginde dnemli bir sorun teskil eden
R. equi enfeksiyonu ile miicadelede daha etkin stratejiler iiretilmesine katki
sunacak kantitatif verilerin temin edilmesi maksadiyla molekiiler tabanli bir

epidemiyolojik ¢alisma gergeklestirildi.

Calismamizda yarig at1 yetistiricilifinin yaygin olarak yapildig: illerde
bulunan haralardaki toprak ve su ornekleri ile bu haralarda bulunan taylardan
alinan nazal ve fekal svaplarda R.equi’nin izolasyon ve identifikasyonu, vapA geni
yoniinden pozitif bulunan viriilent izolatlar arasindaki genetik iliskinin PFGE ile
ortaya konulmasi, izolatlarin c¢esitli antibiyotiklere karsi direnglilik/duyarlilik
durumlarinin belirlenmesi ve hastaligin muhtemel risk faktorlerinin arastirilmasi
amaglandi. Bu amaglar dogrultusunda oncelikli olarak etken izolasyonu ve tiir

spesifik PCR ile identifikasyon asamalar1 gerceklestirildi. Bu islemler sonucunda
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bes farkli ilde bulunan haralardan toplanan nazal ve fekal svaplarin sirasiyla
yaklasik %10 ve %?23’linde, toprak ve su Orneklerinin ise sirasiyla %29 ve
%6’sinda  R.equi izolasyonu ve identifikasyonu gergeklestirildi. R. equi
pnomonilerinin tanisinda alt solunum yolu 6rneklerinden izolasyon yontemi ile
bakteri identifikasyonu altin standart olarak kabul edilmektedir (167).
Aragtirmacilar klinik belirti gosteren taylardan topladiklar1 farkli Orneklerde
R.equi izolasyon oranlarim1 karsilastirmiglar ve nazal svaplara gore trakeal
aspiratlardan ¢ok daha yiiksek oranlarda izolasyon gergeklestirdiklerini rapor
etmislerdir (59, 168). Bu calismalarin verileri, hayvanlarda hastalik tablosu olsa
bile nazal svap Orneklerinde hatali negatif sonu¢ alma ihtimalinin yiiksek
oldugunu ileri siirmektedir. Bu durum, alt solunum yolu o6rnegi alinirken
kullanilan teknigin nazal bosluga temas etmeden ve katater yardimi ile
gerceklesmesi ve Ozellikle enfeksiyonlu taylarda bir pnomoni etkeni olan
R.equi’nin nazal bosluga nazaran alt solunum yolunda daha yiikksek oranda
bulunmasi ile aciklanabilir. Calismamizda alt solunum yolu Orneklerinin
kullanilamamasi, bu 6rneklerin invaziv bir yontemle alinmasi, teknik olarak ekstra
iscilik ve ekipmana gerek duyulmasi ve daha 6nemlisi hayvan sahiplerinin bu
duruma sicak bakmamasindan kaynaklandi. Dolayisiyla ¢alisma kapsaminda yer
alan hayvanlardan trakeal aspirat ornekleri alinabilseydi, nazal svaplardan elde
edilen %10’luk izolasyon oranindan daha yiiksek bir oran elde edilmesi so6z
konusu olabilirdi. Bununla birlikte bu izolasyon oraninin nazal svap ornekleri ile
R. equi taramasi yapan onceki caligmalarin verileri ile benzer oldugu, hatta birgok
calismada bildirilen oranlardan daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Khurana ve

ark. (169), klinik belirti gosteren ve saglikli goriinen taylardan topladiklar1 nazal
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svap Orneklerinin yaklasik %21’inde pozitiflik bulduklarini ancak izole ettikleri
suglarin  tamaminin semptom gosteren hayvanlardan elde edildigini
bildirmislerdir. Mir ve ark. (170), 88 adet yetiskin at ile 53 adet solunum
problemli taylardan topladiklar1 nazal svap oOrneklerinde %4 civarinda R.equi
izole etmislerdir. Yine Etiyopya’da yapilan bir ¢alismada nazal svap érneklerinin

%3’iinde etken izolasyonu rapor edilmistir (171).

Arastirmamizda nazal svaplardan elde edilen izolasyon oraninin yukarida
zikredilen ¢aligmalardan daha yiiksek olmasinin, kullanilan transport besiyerinin
bilesiminden kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir. Calismamizda kullanilan
transport besiyeri bilesiminde bulunan inorganik fosfat buffer sayesinde
kontaminant bakterilerin enzimatik reaksiyonlarmin Onlendigi, buna ilaveten
icerigindeki komiir ile bakterilerin daha uzun siire canli kalmasinin saglandigi

bildirilmistir (172).

R.equi'nin yetiskin atlarin ve taylarin digkilarindan, ayn1 zamanda
topraktan da yaygin olarak izole edildigi bildirilmektedir (96).Pndmoni tablosu
gosteren taylar ¢evresel olarak etkenin yayilmasiin en énemli kaynaklar1 olarak
kabul edilmektedir (65). Cevre kosullarimin uygun olmasi durumunda etken

toprakta rahatlikla gelisip cogalabilmektedir.

At ve taylardan toplanan taze diski Ornekleri ile yapilan taramalarda
oldukca yiiksek oranlarda (%70’in {izerinde) R. equi izolasyonu bildiren
calismalar bulunmaktadir (97, 110). Buna karsin fekal svap drnekleri ile yapilan
caligmalarda etken izolasyonu gerceklestirilemedigi rapor edilmistir (160, 169).

Bu tez calismasinda ise 428 adet fekal svap 6rneginin %22,9’u R.equi yoniinden
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pozitif bulundu. Literatiir verileri incelendiginde taze diskilardan elde edilen
izolasyon oranlarinin fekal svap Orneklerine oranla daha yiiksek oldugu
gorilmektedir (97, Tel ve ark. 2016). Bu durum, etkenin taze diskida daha yiiksek
konsantrasyonlarda bulunabilme ihtimalini akla getirmektedir. Ote yandan fekal
svap Ornekleri ile yapilan caligmalara kiyasla, aragtirmamizdaki izolasyon
oraninin daha yiiksek oldugu goriildi. Bu oranin yiiksek olmasinin, svap
numunelerinin izolasyon asamasina kadar besiyerli ortamda muhafaza edilerek
saklanmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Orneklem metodunun daha
kolay olmast ve Orneklerin alinir alinmaz besiyerli ortamda muhafaza edilmesi

nedeniyle aragtirmamizda taze diski yerine fekal svap drnekleri kullanildi.

Literatiirlerde toprak Ornekleri igin izolasyon oranlart %68 ve %95
araliginda degiskenlik gostermistir (37, 110, 114, 173). Tel ve ark. (110), 105
ornek i¢in topraktan izolasyon oranini %86,6 olarak bildirmistir. Venner ve ark.
(114), 64 adet toprak Orneginin 56 (%87)’sinda R. equi yoniinden pozitiflik
bulmustur. Buna karsilik Khurana ve ark (169) 15 adet toprak 6rneginin yalnizca
bir tanesinden R.equi izolasyonu gerceklestirirken, yaptiklar farkli bir ¢aligmada
28 adet toprak Orneginin yine yalnizca bir tanesinden R.equi izole etmislerdir
(160). Calismamizda 17 adet ciftlikten toplanan toprak orneklerinin %29,4’i
R.equi yoniinden pozitif bulundu. izolasyon oram yiiksek olan ¢alismalarda (110,
114). Toprak numuneleri toplanirken bir ¢iftlik i¢cin padoklarin bir¢ok bélgesinden
orneklem  yapilmis olmasinin  izolasyonda basar1  sansimi  arttirdigi
diisiiniilmektedir. Izolasyonda basar1 sansin1 arttiran bir diger faktoriin ise toprak
orneklerinin sivi besiyeri kullanilarak 37 °C ‘de 0n zenginlestirmeden sonra

selektif izolasyon asamasia gecilmesi oldugu diisliniilmektedir. Calismamizda
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toprak numuneleri i¢in 6rneklem yapilirken her ¢iftlik i¢in bir adet 6rnek olacak
sekilde padoklarin birkag bolgesinden numuneler toplandi ancak 6n
zenginlestirme yapilmadi. Dolayisiyla 6n inkiibasyon ve zenginlestirme
yapilmadan selektif izolasyon yapilmasinin izolasyon oranim1 negatif yonde

etkiledigi diisiiniilebilir.

Literatiirlerde R.equi’nin su 6rneklerinden izolasyonu hakkinda herhagi bir
bilgi bulunmamaktadir. Aragtirmamizda 17 adet ¢iftlikten toplanan su
orneklerinin yalnizca bir tanesinde pozitiflik bulundu. Padoklardaki suluklardan
aliman su Orneklerinden yalnizca bir tanesinde pozitiflik bulunmasiin tesadiifi
oldugu ve hayvanlarin inhalasyon yolu ile suyu kontamine etmis olabilecegi

diistiniilmektedir.

Taylarda R.equi’nin hastalik olusturmasi, 85-90 kb’lik plazmidinde yer
alan vapA geni tarafindan kodlanan, viriilensle iligkili antijen olarak adlandirilan
ve termoregiile olabilen VapA antijenine baghdir (50). 15-17 kDA agirlhigindaki
bu antijen; taylardan elde edilen klinik 6rneklerden ve ¢evresel 6rneklerden izole
edilen R.equi suslarinda bulunmaktadir (61, 174). vapA geni R.equi
enfeksiyonlarinin patogenezinde rol oynayan 6nemli bir epidemiyolojik marker
olup, bu geni bulunduran tiim R.equi izolatlarinin taylar ve fareler icin letal
oldugu bildirilmistir (106, 174). Viriilent ve aviriilent R.equi’lerin topragin normal
habitatinda, yaygin olarak da hastalikli veya saglikli atlarin gastrointestinal
kanalinda ve diskilarinda bulunduklar1 ve c¢evresel orneklerde viriilent R.equi
konsantrasyonlarinin digerlerine gére daha diisiik seviyede oldugu bildirilmistir.
Ayrica cevresel faktorler, ¢iftlik 6zellikleri, ¢iftlik yonetim kosullart ve koruyucu

saglik dnlemleri gibi faktorler taylardaki R.equi pndmonilerinin ortaya ¢cikmasinda
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ve buna bagli olarak viriilent suslarin ¢iftlikteki prevalansi {izerinde etkilidir (107,

150, 175).

Krewer ve ark (155), endemik, sporadik ve enfeksiyonun hi¢ goriilmedigi
toplamda yedi ¢iftlik {izerinde virlilent R.equi’nin varligini arastirmis ve izole
ettikleri 118 R.equi susunun 17 (%14,4) tanesini vapA geni yoOniinden pozitif
bulmuslardir. Cevresel Orneklerin hepsi aviriilent olarak tanimlanmis ve
enfeksiyonun hi¢ goriilmedigi ¢iftliklerde virtilent R.equi bildirilmemistir. Ayrica
sporadik ¢iftliklerde yetiskin atlarin digskilarinda %11,54 oraninda pozitiflik
bulunmustur. Monego ve ark. (176), klinik ve ¢evresel orneklerden elde edilen
180 R.equi izolatinin 32 (%17,7) tanesinde vapA geni yoniinden pozitiflik
bulmuslardir. Caligmamizda elde edilen 147 R.equi izolatinin 68 (%46,2)
tanesinde vapA geni yoniinden pozitiflik tespit edildi. Nazal svaplardan elde
edilen ve R.equi olarak dogrulanmis 43 izolatin 19 (%44,1) unun, fekal
svaplardan elde edilen 98 izolatin 47 (%48)’sinin ve toprak numunelerinden elde
edilen bes adet izolatin iki tanesinin vapA geni yoniinden pozitif oldugu saptandi.
Nazal ve fekal 6rneklerden elde edilen viriilent izolat oranlarinin karsilagtirmasina
yonelik herhangi bir literatiir verisine rastlanmadi. Ancak ¢alismamizda nazal ve
fekal svaplardan elde edilen izolatlarin vapA geni bulundurma oranlar1 arasinda
anlamhi bir fark bulunmadi. Buna karsilik O©nceki calismalarda c¢evresel
orneklerden elde edilen viriilent suslarin diger orneklere gore daha az oranda
oldugu bildirilmistir. Calismamizda da toprak orneklerinden az sayida viriilent sus
tespit edildi. Viriilent suslarin diislik oranda tespit edilmesinde 6rnek sayisinin az
olmasinin rolii oldugu diisiiniilebilir. Ayrica ¢alismamiz kapsaminda yer alan ve

daha once enfeksiyon goriilmedigi bildirilen bes adet ¢iftlikten alinan 6rneklerin
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higbirinden virlilent R.equi izole edilmedi. Bu bulgu da literatiir verileri ile
paralellik arz etmektedir. Arastirmamizda izole edilen virlilent R. equi suslarinin
tamami1 daha Once enfeksiyon goriildigi bildirilen 12 farkli isletmeden elde
edildi. R. equi izolatlarinda vapA geni yoniinden en yiiksek pozitiflik oran1 %83,8
ile Eskisehir ilinde saptandi. Bu ilde ¢calisma kapsamina alinan haralarin birbirine
oldukca yakin olmasi ve bu isletmelerde daha Once hastaligin goriildiigiliniin
bildirilmesinin s6z konusu yiiksek oranin ortaya c¢ikmasinda rolii oldugu
diisiiniilmektedir. Buna karsilik R.equi’nin en ¢ok izole edildigi Izmit ilinde vapA
geni pozitifliginin (%28,6) Eskisehir iline gore daha diisiik oranda kalmasi, bu
ilde calisma kapsamina alinan c¢iftlik sayisinin fazla olmasi, ¢iftliklerin
birbirlerinden uzak konumlanmalar1 ve ¢iftliklerdeki hayvan sayisinin ¢ok yiiksek

olmamasi ile agiklanabilir.

Aside direngli olarak tanimlanan R.equi’nin asir1 asidik ve asirt alkali
kosullarda iiremesi baskilanmaktadir. Ayrica kireg gibi topragin pH'sini degistiren
dezenfektanlar viriilent R.equi kontaminasyonunun Oniine ge¢cmeye yardimci
olabilmektedir (12, 117). Calismamizda toprak Orneklerinden birisi Izmit ve
digeri Eskisehir olmak iizere ayni isletmeye ait iki haradan iki adet viriilent R.equi
susu elde edildi. Ciftlik bilgileri incelendiginde Eskisehir’den elde edilen viriilent
susun bulundugu harada sanitasyon i¢in organik asit kullanildigr goriildii.
Bakterinin aside direngli oldugu g6z oniine alindiginda dezenfektanin normalden
daha diisiik konstantrasyonda kullanilma ihtimalinin s6z konusu olabilecegi
diisiiniilmektedir. izmit’ten elde edilen viriilent susun bulundugu ciftlikte ise

herhangi bir dezenfektan kullanilmadig bildirildi.
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R.equi pndmonilerinin tedavisinde makrolid grubu antibiyotiklerin,
Ozellikle rifampisinle birlikte eritromisin gibi diger makrolidlerin kombine sekilde
kullanilmasimin basarili sonuglar verdigi bildirilmektedir. Ancak subklinik
enfeksiyonlarda makrolidlerin  yaygin kullanimi  sonucu direngli  suglar
olusabildigi rapor edilmistir (118, 125). Burton ve ark. (177), R.equi olarak
dogrulanan 38 izolatin 14’iinde makrolid direngli suslar bulurken, Riesenberg ve
ark. (178), 200 adet R.equi izolatinin %3’linde rifampin direngliligi
bildirmislerdir. Mir ve ark. (9), test ettikleri 12 izolatin hepsinin eritromisin ve
rifampine duyarli oldugunu bildiritken %66,7’sinin amoksisiline duyarl
oldugunu, %50’sinin Penisilin G’ye direngli oldugunu ve %?25’inin ise
streptomisine direnc¢li oldugunu rapor etmislerdir. Javed ve ark. (157), PCR ile
dogrulanan {i¢ adet R.equi izolatinin hepsinin amoksisiline duyarli oldugunu,
izolatlarin iki tanesinin rifampin ve streptomisine duyarliyken bir tanesinin bu
antibiyotiklere orta derecede duyarli oldugunu bildirmislerdir. Tedavide kullanilan
makrolid grubu bir antibiyotik olan rifampinin genelde yapilan ¢alismalarda diger
makrolid grubu antibiyotiklere de direng gosterdigi bildirilmistir. Bu direng
gelisiminin  rpoB  geninde meydana gelen mutasyonlardan kaynaklandig:
bildirilmistir (179, 180). Giguére ve ark (125), yaptig1 bir ¢calismada 24 R.equi
izolatimin 22 tanesinin rifampin ile birlikte eritromisin, azitromisin ve
klaritromisine direngli oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda veri toplanan
biitiin ¢iftliklerde tedavide eritromisin ve rifampin kombinasyonlar1 kullanildigi
bildirildi. Elde edilen saha izolatlarinin besinde makrolid grubu antibiyotiklere
karst diren¢ saptandi. Bu suslarin dort tanesi eritromisin, klaritromisin ve

rifampine birlikte direng gosterirken bir tanesinde yalnizca rifampine kars1 direng
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tespit edildi. S6z konusu izolatlarin tamami Izmit’teki B isletmesine bagl bir
haradan elde edildi. Bu isletmede antibiyotik tedavisinin 21 giin siirdiigli, daha
onceki yillarda enfeksiyondan 6len hayvanlarin var oldugu ve dezenfeksiyon i¢in
herhangi bir dezenfektan kullanilmadigi belirtildi. Bundan dolay1 bu giftlikte

direngli izolatlarin var oldugu diistiniilebilir.

In vitro ortamda etkili oldugu bildirilen gentamisin, tetrasiklin ve
vankomisin  gibi  antibiyotiklerin  tedavide kullanimi  hayati  tehlike
olusturdugundan dolay1 6nerilmemektedir (83, 118). Calismamizdaki izolatlarin
hicbiri vankomisine direngli bulunmadi. Buna karsilik gentamisin ve tetrasikline
direncli birer adet izolat tespit edildi. Bu bakimdan arastirmamizin sonuglari

literatiir verileri ile ortiismektedir.

Bu calismada test edilen izolatlarin %45,5’inin ampisiline direngli oldugu
goriildii. Etkenin penisilin grubu antibiyotiklere direnc¢li olmasinda Penisilin G ile
yiiksek dozlu tedavilerin etkili oldugu bildirilmistir. Ayrica hayati tehlike
yaratmasindan dolayr R.equi pnomonilerinin tedavilerinde taylar i¢in penisilin
grubu antibiyotikler onerilmemektedir (9, 10, 117). Etkenin in vitro ortamda
birgok antibiyotige duyarli bulunmasi tedavi i¢in bu antibiyotiklerin tercih
edilmesi gerektigini akla getirmemelidir. Ozellikle etkenin hiicre duvari yapisi ve
hiire i¢i tireme Ozelligi géz onlinde bulunduruldugunda antimikrobiyal ajanlarin

oncelikle bu 6zelliklere gore secilmesi gerekmektedir.

Epidemiyolojik ¢alismalarda R.equi izolatlar1 arasindaki genetik
cesitliligin  belirlenmesi  amaciyla  farkli  genotiplendirme  metodlar

kullanilmaktadir. Ancak yapilan calismalarda sonuclarin birbirinden farklilik
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gosterdigi ve yetersiz kaldigir goriilmektedir (32, 113, 114, 115, 165, 181, 182).
Calismalarda taylarda goriilen R.equi enfeksiyonlarinin farkli genotiplerden
kaynaklandig1 ve genis ¢apli yayilim gosterdigi goriilmektedir. Tek bir ¢iftlik
lizerinde yiiriitilen birgok c¢alismada elde edilen izolatlarin ayni genotipte
bulunduklar1 rapor edilmistir (31, 114, 115). Ancak yapilan baska ¢alismalarda
sadece ¢esitli iilkelerden elde edilen izolatlar arasinda degil, yine tek bir ¢iftlikten
elde edilen izolatlar arasinda da yiiksek oranda genetik c¢esitlilik bulundugu
bildirilmistir  (32). rep-PCR yontemi kullanilarak yapilan tiplendirme
calismalarinda bir tayin farkli genotiplerdeki R.equi izolatlar1 ile de enfekte
olabildigi gosterilmistir (183). Domuzlardan elde edilen R.equi izolatlarina
uygulanan PFGE metodu ile sadece ciftlikler arasinda degil ayn1 zamanda ayni
ciftliklerden elde edilen izolatlar arasinda yiiksek oranda genetik cesitlilik
bulunmustur. Bunun sebebinin hayvanlar arasindaki bulasmadan degil de ¢evresel
kontaminasyonlarin bir sonucu oldugu bildirilmistir (181). Yine benzer bir
caligmada farkli ciftliklerdeki sigirlardan elde edilen R.equi izolatlar1 arasinda
ayni restriksiyon kaliplart oldugu bildirilmistir (182). Witkowski ve ark. (111),
R.equi’nin genotiplendirilmesi iizerine yaptiklar1 bir ¢alismada ayni plazmide
sahip suslarin farkli PFGE profilleri olusturduklarini bildirmislerdir. Bakterinin
genotiplendirilmesi i¢in yalnizca plazmid profilinin tiplendirilmesinin yetersiz
kalacagi ve total genomik DNA’nin tiplendirilmesinin daha garantili olacag: ileri
striilmistiir. R.equi’nin PFGE yontemi ile genotiplendirilmesine yonelik yapilan
sinirli sayidaki calismalarda biribirinden farkli sonuglar bildirilmistir. Ulkemizde
ise PFGE ile bu bakterinin tiplendirilmesi adina yapilan herhangi bir ¢alisma

bulunmamaktadir.
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Calismamizda 14 ciftlikten elde edilen ve vapA geni yoniinden pozitif 65
adet R.equi izolatina PFGE yontemi uygulandi. Yapilan dendogram analizi
sonucunda c¢iftlikler ayr1 ayr1 kendi icerisinde degerlendirildiginde, her bir
ciftligin farkli genotipteki suslarla kontamine oldugu goriildii. Yine farkh
ciftliklerden ve sehirlerden elde edilen virlilent R.equi izolatlarinin ayni kiime
igerisinde yer aldig1 tespit edildi. Her ne kadar literatiir verileri birbirinden farkli
sonuclar verse de calismamiz Cohen ve ark. (32) ile Soedarmanto ve ark.
(182)’nin yaptig1 ¢alismalarla paralellik gostermektedir. Yine calismamizda ayni
hayvandan alinan nazal ve fekal svaplardan elde edilen R.equi izolatlarinin farkl
kiimeler igerisinde bulunduklar1 ve farkli genotiplerde olduklar1 saptandi.
Calismamizda toplamda dort tane tayin ve bir tane annenin hem nazal hem fekal
orneklerinden elde edilen vapA pozitif izolatlarin, genetik olarak birbirinden farkli
oldugu goriildii (Tayl, Tay4, Tayl12, Tay31, Anne 32). Bu veriler, Bolton ve ark.
(183)’'min bildirdigi gibi bir tayin farkli genotiplerdeki izolatlarla enfekte
olabildigini diistindiirmektedir. Klinik olarak dig bakidan silipheli olarak
degerlendirilen iki tane tay ve annelerinden alinan 6rneklerden izole edilen R.equi
suslarinin ayni kiime igerisinde ve ayni genotipte olduklar1 belirlendi (Anne3-
Tay3, Anne32-Tay32). Kisraklarin siirekli taylari ile birlikte bulunmasi ve
birbirlerinden kisa stireli de olsa ayrilmamalari, birbirleri arasinda bir bulas yolu
oldugunu diisiindiirmektedir. Calismamizda iki adet kurumsal isletme (A, B) ve
ozel ciftliklerden (C) aliman orneklerden elde edilen virlilent izolatlar PFGE ile
genotiplendirildi. Kurumsal olarak gruplandirdigimiz isletmelerin biinyelerinde
farkli sehirlerde yer alan haralar bulunmakta ve bu haralar arasinda sezon boyunca

veya sezon dist hayvan giris ¢ikisi olmaktadir. Yapilan dendogram analizinde en
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biiyiik kiime olan sekizinci kiime icerisinde Eskisehir Bursa ve Izmit’te B
isletmesine bagli haralardan elde edilen izolatlarin bulundugu goriildii. Ancak bu
verilerin ayni isletmeye ait haralar arasinda hayvan giris-¢ikislari ile agiklanmasi
mantikli degildir. Ornek toplanirken elde edilen bilgiler ¢iftlik degil de tay
bazinda alinmis olsaydi bu sonuclar hakkinda daha saglikli yorum yapilabilirdi.
Bu sebeple ayni isletmelere bagli farkli sehirlerde bulunan haralardan elde edilen
izolatlarin aym kiime igerisinde olmasinin tesadiifi olabilecegi ileri siiriilebilir.
Yapilan genotiplendirme sonucu birbirine mesafe olarak olduk¢a yakin
ciftliklerden elde edilen izolatlarin genel olarak ayni kiime icerisinde bulundugu
goriilmektedir. Ikinci kiimede Izmit’te birbirine mesafe olarak oldukg¢a yakin olan
iki ozel ciftlikten elde edilen izolatlarin yer aldigi belirlendi. Yine besinci kiimede
Eskisehir’de birbirine ylirlime mesafesi kadar yakin iki haradan elde edilen fi¢
susun bulundugu tespit edildi. Eskisehir’deki bu haralardan biri A isletmesine
bagli olup bu kiimede yer alan diger susun bu isletmeye bagli olan Malatya’daki
bir haradan elde edildigi saptandi. R.equi’nin topraktan, inhalasyon veya alimenter
yolla bulastig1 diistiniilmektedir (116, 117). Bu bilgiler 1s18inda 6zellikle yiiriime
mesafesi kadar yakin c¢iftliklerden elde edilen izolatlarin aymi kiimede
bulunmalari; etkenin riizgar yolu ile veya veteriner hekimlerin, ¢alisanlarin veya
araclarin bu ciftliklere giris ¢ikis yaparak, topragi bu sayede kontamine edip bulas

yolunun kaynagini olusturduklarini diisiindiirmektedir.

Ahirlardan veya padoklardan digkilarin mekanik olarak temizlenmesinin
hastaligin prevalansi lizerindeki etkileriyle alakali herhangi bir epidemiyolojik
kanit bildirilmemistir (146, 147). Ancak bazi c¢alismalarda diskilarin g¢evresel

olarak birikiminin Onlenmesinin etrafta viriilent R.equi’nin ¢ogalmasinm
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geciktirecek bir etkisinin olabilecegi bildirilmistir. Calismamizda ¢iftlik bilgileri
ile 1ilgili yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda padoklarin mekanik
temizliginin yapilma siklig1 ile R.equi enfeksiyonlarindan kaynakli oliimlerin
goriilmemesi arasinda pozitif korelasyon bulundu. Caligmamizda bilgi toplanan
ciftlikler arasinda enfeksiyonlu hayvanlar1 tedavi i¢in diger hayvanlardan
ayirmadigini bildiren ii¢ ¢iftlik oldugu goriildii. Viriilent R.equi izole edilen bu ii¢
ciftlik, ayn1 zamanda enfeksiyondan dolay1r Oliimlerin goriildigi ciftliklerdi.
Ayrica bunlarin ikisinde pozitif bulunan hayvanlarin tamamindan elde edilen
suslarin viriilent R.equi oldugu goriildii. Geriye kalan bir ¢iftlikte pozitif bulunan
hayvanlarin %12,5’inden alinan 6rneklerden viriilent R.equi elde edildi. Suslarin
tamaminin viriilent bulunmasi, bu ciftliklerdeki calisilan hayvan sayisinin az
olmasindan kaynaklandigin1 diislindiirmektedir. Bunun yaninda enfeksiyonlu
hayvanlarin digerlerinden ayrilmamasi, bu durumun saglikli goriiniimlii diger
taylar i¢in potansiyel risk kaynagi olabilecegini ve viriilent suslarin daha hizli
yayilabilecegini diisiindiirmektedir. Arastirmamizda enfeksiyonlu hayvanlari
digerlerinden ayirdigimi bildiren 14 ¢iftlik saptandi. Bunlarin altisinda, pozitiflik
saptanan hayvanlardan elde edilen suslarin higbirinin viriilent olmadigi tespit
edildi. Bu ciftliklerde calisilan hayvan sayilarinin iki ile 19 arasinda oldugu goz
Oniine alindiginda hayvan sayisinin az olmasmin bu oranlar iizerinde rol
oynayabilecegi diisiiniilebilir. Calismamizdaki 17 ciftlikten 10 tanesinde
enfeksiyondan dolay1 6liimlerin goriildiigii bildirildi. Bu ¢iftliklerin dokuzundan
virlilent R.equi elde edilmis olup geriye kalan bir ciftlikten elde edilen suglar

aviriilent olarak tespit edildi. Bu sonuclarin daha saglikli degerlendirilebilmesi
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icin ¢evresel faktorler ve yonetim kosullarinin daha detayli incelenmesi gerektigi

distiniilmektedir.

Ciftliklerin %388,2’si taylarina hiperimmun serum (HIP) uygulamasi
yapilmadigimni bildirdi. Buna karsilik bir ¢iftlikte biitiin taylara HIP verildigi ve bu
ciftlikten alinan 6rneklerin higbirinden R.equi izolasyonu yapilamadigi saptandi.
Hastaligin s6z konusu ciftlikte daha Once goriilmemesi de pasif bagisiklik
transferinin 6nemini ortaya koymak acisindan dikkat ¢ekicidir. Calismamizdaki
ciftliklerin ikisinde Olen taylarin annelerinin daha onceki yavrularinin da biiyiik
cogunlukla R.equi enfeksiyonuna yakalandig bilgisine ulasildi. Buna karsin bes
ciftlikte bulunan ve oOnceki yavrularinda hastalik bildirilmeyen annelerin
taylarindan elde edilen R. equi izolatlarinin hepsinin aviriilent oldugu tespit edildi.
Bu veriler, hastaliga yakalanmada genetik faktoriinii diisiindiirse de, bakterinin
toprakta yillarca canliligini korudugu ve viriilent suslarin izole edildigi bu iki
ciftlikte herhangi bir dezenfektan kullanilmamasi gz ontine alindiginda, yonetim

kosullar1 ve ¢evresel kosullarin da rolii olabilecegi dikkate alinmalidir.

R.equi enfeksiyonlarinin ortaya ¢ikmasinda besleme faktorlerinin rolii ile
ilgili herhangi bir epidemiyolojik veri bulunmamaktadir. Ozellikle laktasyon
donemindeki kisraklarin yliksek oranda proteine ihtiyag duyduklart ve
kolostrumda maternal antikorlarin yeterince sentezlenmesi i¢in gebeligin sonunda
rasyondaki protein diizeyinin arttirilmas1 gerektigi bildirilmistir (184, 185). Buna
karsilik kisraklarda asir1 diizeyde protein aliminin yeni dogacak taymn direncini
olumsuz etkileyecegi ve laktasyon doneminde kalsiyum, fosfor ve vitamin A’nin
siit verimi iizerinde olumlu etkileri rapor edilmistir (185). Arastirmamizda daha

once enfeksiyonun goriilmedigi, taylarin tamamina HIP uygulamasi yapilan ve
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R.equi izole edilmeyen bir ¢iftlikte (C5), kisraklara misir kirmasi, bugday kepegi,
melas, havug, yumurta, yonca ve fig karistmindan olusan rasyonun hazirlandigi
bildirildi. Protein miktar1 olarak verilen diger yem gruplarindan daha yiiksek olan
bu rasyonun, maternal antikorlar1 ve siit verimini arttiracak diizeyde oldugu
diistiniilmektedir. Bu ¢iftlikteki hayvanlarin gerek HIP uygulamasi gerekse rasyon
kalitesi sebebiyle bagisiklik diizeylerinin giiclii oldugu distliniilmektedir. Daha
once enfeksiyon goriildiigii bildirilen ve HIP uygulamasi yapilmayan, ayni
zamanda viriilent R.equi izole edilmis bir ciftlikte (C9) ise hayvanlara konsantre
hazir yem verildigi bildirildi. Literatiirlerde kisraklar icin 6zellikle laktasyon
doneminde kaba yem oraninin viicut agirliginin %1-2’si kadar ve konsantre yem
oraninin %0,5-1,5’u kadar olmas1 gerektigi bildirilmistir (186). S6z konusu
ciftlikteki hayvanlarin sadece konsantre yemle beslenmesinin siit verimi {izerinde
olumsuz etkiler olusturabilecegi, dolayisiyla taylarin bagisikligi lizerinde negatif

yonde etki yaratacagi diisiiniilmektedir.
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7. SONUC ve ONERILER

R. equi’den kaynaklanan pndmoniler lilkemizde hala taylar i¢in oldukea riskli
ve ekonomik olarak ciddi kayiplara yol agan enfeksiyonlar arasindadir. Bakterinin
uzun yillar toprakta kalabilmesi, hiicre duvari1 yapisindan dolay1 ¢evre sartlarina
oldukca dayanikli olmasi ve intraseliiler bir patojen olarak degerlendirilmesinden
dolay1 yetistiricilik ~ sektoriinde dikkat edilmesi gereken en Onemli
enfeksiyonlardan biridir. Ulkemizde R.equi enfeksiyonlarinin prevalansi, ve risk
faktorleri lizerine yapilan ¢aligmalar sinirlt sayidadir. Ayrica bakterinin PFGE ile
genotiplendirilmesi  adina  iilkemizde yapilan herhangi bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

Bu calismayla oncelikle at yetistiriciliginin yaygin olarak yapildig: illerde
hayvanlardan ve g¢evresel Orneklerden R.equi’nin varligr arastirildi ve viriilent
suslarin yaygin olarak izole edilmesinin potansiyel bir risk kaynagi oldugu
kanisina varildi. Viriilent suslarin genotiplendirmesi neticesinde ¢iftliklerin farkl
genotipteki suslarla kontamine oldugu saptandi ve hastaligin bulas yollar ile
alakali  bosluklar doldurulmaya c¢alisildi.  Ciftliklerden alian  bilgiler
dogrultusunda bakim ve yonetim kosullarinin olduk¢a 6nemli oldugu kanaatine
varildi. Caligmamizda makrolid direngli suslarin varligi nedeni ile tedavide yeni
yaklagimlar gelistirilmesi ve bakterinin diren¢ mekanizmasi {lizerine daha fazla
calisma yapilmasi, ayrica hastaligin etkili bir agisinin olmamasi ve tedaviye ¢ok
uzun siirede cevap vermesi sebebiyle koruma ve kontrol stratejilerinin iizerinde
daha c¢ok durulmasi gerektigi diistiniilmektedir. Bu amagla 6zellikle alt solunum
yolu ornekleri ile daha genis c¢apli bir tarama yapilmasi, yetistiricilik yapilan

ciftliklerin kosullar1 ve hayvanlarin 6zellikleri konusunda daha kapsamli bilgilerin
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elde edilmesi, farkli bolgelerden farkli suslarin  genotipik Ozelliklerinin
karsilastirilmasi Onerilmektedir. Bununla birlikte elde edilen farkli suslarla as1
gelistirme caligsmalari, direngli suslarin varligindan dolay1 tedavi stratejilerinin
degistirilmesi ve gelistirilmesi, taylarin genel olarak saglik durumlarinin yalnizca
R.equi enfeksiyonlar1 acgisindan degil, biitiinsel olarak degerlendirilmesi
gerektigine inanilmaktadir. Yapilacak daha kapsamli ¢alismalarin hastaligin
kontrolii ve eradikasyonuna yonelik daha etkin stratejiler gelistirilmesine nayak

olacag diistiniilmektedir.
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