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ONSOz

Ulkemizde son vyillarda at yetistiriciliginin  karsilagtigi  en  dnemli
enfeksiyonlarindan biri olan Rhodococcus equi enfeksiyonu, 6 aylktan kuglk
taylarda solunum sistemi hastaliklarinin en 6nemli nedenidir. Enfeksiyon taylarda
immun sistemlerinin tam gelismemesi, maternal antikorlarin yetersiz olusu, viral ya da
paraziter nedenlerden dolayr % 80’e kadar varan oOlumlere neden olmaktadir.
Enfeksiyonda; bazen tek basina ya da solunum sistemi enfeksiyonu ile birlikte
bagirsaklarda da lezyonlar gekillenir. Ekonomik degeri ylksek olan bir tayin 6lumu ve
ileride kazanacag! miktar da g6z énunde bulundurulursa bu patojenin neden olacagi
kaybin yetistiriciye verdigi zarar tay bagina oldukga yuksek olabilir. Tum dinyada bu
etkenden ileri gelen enfeksiyon butin yonleriyle ayrintili olarak incelenmistir. Ancak,
blyuk bir sektor haline gelen, gerek Turkiye Jokey Kullbu, gerekse de 6zel ve devlet
haralarindaki at sayisinin gun gectikge arttigi Turkiye’de, bu konunun patolojik
bulgulari tUzerinde yeterince durulmadigi gibi taylarin R.equi enfeksiyonunun tanisi
amaciyla da immunoperoksidaz teknigi kullanilmamisgtir.

Gerek Doktora egitimimde, gerek tez calismamda c¢ok buylk katkilari ve
emekleri olan danisman hocam Sayin Prof.Dr.Rifki HAZIROGLU’na; doktora
egitimim siresince bilgi ve deneyimlerine basvurdugum Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali Ogretim Uyeleri, Aragtirma Gérevlileri ve Personeline;
immunoperoksidaz calismalarinda yardimini esirgemeyen Dog¢. Dr. Sevil ATALAY
VURAL’ a, ayrica tezime yaptiklari katkilardan dolayi Dog. Dr. Oguz KUL’ a, Dr. Zafer
OZYILDIZ'a, Aras. Gor. Zafer CANTEKIN’e, sevgili esim Dr. Biilent OZSOY’ a ve
canim oglum Mim Tugra OZSOY’a tesekkir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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SEKILLER

Sekil 1. Akciger, olgu no; 1, sol lobus kranialiste 4 x 3 cm ¢apinda, sert, kolay pargalanabilir
kivamli, sarimtirak boz beyaz renkte kitle.

Sekil 2. Akciger, olgu no; 7, diffuz dagilimli, boyutlari 2 x 3cm ile 4 x 5.5 cm arasinda
degisen, sert kivaml siglikler.

Sekil 3. Akciger, sekil 2’deki kitlenin kesiti; sarimtirak-beyaz renkli, kolayca pargalanabilen
kivamli odak.

Sekil 4. Mediastinal lenf digumu, olgu no; 7, siskin, kesit yizinde nemli ve yumusak
kivamda sarimtirak beyaz renkli, kesilirken bicaga sivanan materyal.

Sekil 5. Akciger, olgu no; 8, sag kranial lobta 1 x 1.5 cm capinda sert yer yer fluktuan
kivamli, kesit ylizli boz beyaz renkli, homojen ve yagli goérinlste, ¢evresinden kapsiille
sinirlandiriimis gibi gérinen noddl.

Sekil 6. Akciger, olgu no; 8, sag kranial lobda 1.5 x 2 cm ¢apinda sert yer yer fluktuan

kivaml, kesit ylzlU boz beyaz renkli, homojen ve yagli gériniste, ¢evresinden kapsille
sinirlandiriimis noddal.

Sekil 7. Mediastinal lenf diGguim, olgu no; 8, siskin, kesit yizU nemli ve sarimsi-yesil renkte.

Sekil 8. Akciger, olgu no; 10, sag lobus kranialiste 2.5 x 3 cm capinda, sert, kolay
parcalanabilir kivamli, sarimtirak boz beyaz renkte kitle.

Sekil 9. Akciger, sekil 9'daki kitlenin kesiti

Sekil 10. Akciger, olgu no; 11, diffuz dagilimh petesiyel kanama alanlari ile kaudal loblarda
konsolide alanlar.

Sekil 11. Akciger, olgu no; 12, cok sert ve peynir kivaminda, cevresi bir kapsulle
sinirlandiriimig, yaklasik 3 x 4 cm boyutlarinda kitle. (Formalin tespitinden sonra).

Sekil 12. Akciger, olgu no; 1, kroniklesen bdlgelerde fibrosit, fibroblast ve mononuklear huicre
infiltrasyonu, HE X 400.

Sekil 13. Akciger, olgu no; 1, yangisal bdlgelerdeki makrofaj, nétrofil 16kosit infiltrasyonu ile
alveol duvarlarinin nekrozu, HE X 400.

Sekil 14. Akciger, olgu no; 3, damarlarda siddetli hiperemi ve perivaskiler monontklear
hicre inifltrasyonu, HE X 400.

Sekil 15. Akciger, olgu no; 4, interalveoler bolgede ¢ok ¢ekirdekli dev hicreleri, makrofaj,
lenfosit ve bag doku hicre artisi, HE X 400.



viii
Sekil 16. Akciger, olgu no; 5 alveol ve bronsiol lumenleri ile parankimde dokilmus epitel
hicreleri, makrofaj ve diger yangisal hiicreler, HE X 40.
Sekil 17. Akciger, olgu no; 5 yakindan gérinim, HE X 400.

Sekil 18. Akciger, olgu no; 7, pléra ddem, az sayida makrofaj, lenfosit ve bag doku
elemanlari ile genislemis, HE X 400.

Sekil 19. Mediastinal lenf dGgimd, olgu no; 7, kortikal sinusta genisleme, limeninde
dokilmig sinus endotelleri ve az sayida noétrofil 16kosit infiltrasyonu; kortekste lenfoid
nekrozlar, HE X 400.

Sekil 20. Akciger, olgu no; 8, alveoler limeninde ¢ok cekirdekli dev hucresi ve makrofaj ile
lenfositler, HE X 400.

Sekil 21. Akciger, olgu no; 10, alveol ve bronsiol Iimenlerinde mononiklear hucre
infiltrasyonu, HE X 100.

Sekil 22. Akciger, olgu no; 12, alveol lumenlerinde hicre infiltrasyonu yangisal eksudatta
hyalinizasyon, HE X 1000.

Sekil 23. Akciger, olgu no; 12, alveoler eksudatta ¢cok ¢ekirdekli dev hiicresi ve mononuklear
hicre infiltrasyonu, HE X 400.

Sekil 24. Karaciger, olgu no; 9, sinuzoidlerde monontklear hicre infiltrasyonu,
megakaryositler ve hepatositlerde nekroz, HE X 40.

Sekil 25. Bobrek, olgu no; 11, intertubuler bdlgede mononiiklear hiicre infiltrasyonu, tubul
epitelyumlarinda parenkim dejenerasyonu ve glomerulus kapillarlarinda bakteri kimeleri, HE
X 100.

Sekil 26. Akciger, olgu no; 3, bronsiol lumeni ve gevresindeki parenkimde bulunan bazi
makrofajlarda ip pozitif boyanmalar, ABC-P X 1000.

Sekil 27. Akciger, olgu no; 5, makrofajlarda ip pozitif boyanmalar, ABC-P X 1000.

Sekil 28. Akciger, olgu no; 6, damar limeninde makrofajlar ve nétrofil 16kositlerde ip pozitif
boyanmalar, ABC-P X 400.

Sekil 29. Akciger, olgu no; 8, makrofajlarda ve nétrofil 16kositlerde ip pozitif boyanmalar,
ABC-P X 1000.

Sekil 30. Akciger, olgu no; 11, makrofajlarda ip pozitif boyanmalar, ABC-P X 1000.
Sekil 31. Akciger, olgu no; 12, alveoler makrofajlarda ip pozitif boyanmalar, ABC-P X 400.

Sekil 32. Mediastinal lenf d0gimda, olgu no; 7, makrofajlarda ip pozitif boyanmalar, ABC-P X
400.

Sekil 33. Olgu no; 8, Rhodococcus equi’ nin kanl agarda tipik mukoit kolonileri (4 glnlik
kaltur). Pembe renkli pigmentasyon kirmizi renkli geri plandan dolayr kolaylikla
g6zlenememekte.

Sekil 34. Olgu no; 11, Rhodococcus equi; koloniden Gram (+) kokkal formlar, Gram boyama
(x1000).



GIZELGELER

Tablo 1. Olgu drnekleri toplama sekli.

Tablo 2. Olgularda gbézlenen klinik bulgular.

Tablo 3. Olgularda gézlenen makroskobik bulgular.

Tablo 4. Olgularda akcigerlerde dikkati geken mikroskobik bulgular.

Tablo 5. Olgularda akcigerlerde ve mediastinal lenf dugumlerinde gézlenen
immunoperoksidaz sonuglar.



1.GIRIS

Rhodococcus equi (R. equi), makrofajlarin hicre ici ve fakultatif bir
patojenidir (Giguere, 2000; Mariotti ve ark., 2000, Demine, 2003). Normal
bagirsak florasinda bulunan ve bu nedenle de firsatgi bir bakteri olan R.
equi; Ozellikle 1-6 aylk taylarda irinli bronkopndmoni, mezenterik lenf
digima yangisi ile iligkili Ulserli enteritis (Giguere, 2000; Ozgiir ve ark.,
2000; Ozgir ve ligaz, 2000) ve ender olarak da osteomyelitis (Firth ve
ark., 1993; Price ve ark., 2003) olusturmaktadir. R. equi; bagisiklik
sistemlerinin tam gelismemesi, maternal antikorlarin yoklugu yaninda viral
ya da paraziter enfeksiyonlarla birlikte yeni doganlarda % 80’e varan
yuksek mortalite ile seyredebilir (Riedesel, 1996). Erigkin atlarda
enfeksiyona ender olarak rastlanmaktadir (Giguere, 2000; Ozgur ve ark.,
2002b).

Rhodococcus equi enfeksiyonundan olen taylarin %96’sinda;
nekropside akciger lezyonlari ile karsilagildigi ve tim tay pndmonilerinin %
45'inin R. equi enfeksiyonuna bagli oldugu bildirilmistir (Zink ve ark., 1986;
Wright, 2006).

Enfeksiyonun sekillenmesinde mevsimsel faktorler 6n plandadir.
Etkenin sicak havada hizli gogalma yeteneginin yani sira rizgarli ve tozlu
havalarda (Cohen ve ark., 2005) kolayca tasinmasi enfeksiyona siklikla
ilkbahar ve yaz mevsimlerinde rastlanmasina neden olmaktadir (Wada ve
ark., 1997, Thomas, 2000).

Enfeksiyon sporadik ortaya c¢ikmakla beraber, belirli giftliklerde
enzootik olarak da gérilir (Cetin ve Kahraman, 1997, Ozgir ve ark.,
2000; Wright, 2006).



Rhodococcus equi; Ozellikle Acquired Immune Deficiency
Syndrome (AIDS) gibi immun sistemi baskilayan bir enfeksiyona sahip
insanlarda pnomonilere ve bazen de serebral apselere neden olmaktadir
(Linder, 1997; Hawins, 1998; Kedlaya, 2005). insanlarda, R. equi ile
enfekte taylar ile birlikte bulunanlarda enfeksiyondan bahsedildigi gibi;
bulasik topraktan olusan tozlarin solunmasi sonucu da sekillenen

enfeksiyonlar bilinmektedir (Cuteri ve ark., 2003).

Rhodococcus equi kisraklarin abortus (Szederi ve ark., 2006) ve
metritisi, ineklerin metritisi, buzagilarin pnémonisi (Haziroglu, 2001) ile
domuz (Pate ve ark., 2004; Makrai ve ark., 2005) ve sigirlarin lenf
digumlerindeki tuberkll benzeri lezyonlariyla da iligkilidir (Flynn ve ark.,
2001). Kedi ve kopeklerde ise subkutan apseler, vaginitis, hepatitis,
osteomyelitis, miyozitise neden olur (Cantor ve ark., 1998, Takai ve ark.,
2003).

1.1. Hastaligin Tarihgesi

Rhodococcus equi ilk defa 1923'te isveg'te taylardaki irinli pnémoni
olaylarindan izole edilmis ve Corynebacterium equi adi verilmistir
(Magnusson, 1923). Morfolojik karakter, lipid karakterleri ve mikolik asit
yapilarindaki farkliliklarin ortaya c¢ikmasindan dolayr Goodfellow ve
Alderson (1977) Corynebacterium’lardan ayri  bir genus iginde
Rhodococcus olarak klasifiye etmiglerdir.

Tarkiye'deki taylardan ilk R. equi izolasyonu 1997 yilinda Bursa
bdlgesindeki bir at yetistirme ciftliginde irinli pndmoniden dlen bir Arap
tayinin akcigerinden yapilmistir (Cetin ve Kahraman, 1997). Ayni sene

icinde Sultansuyu Harasi’nda yapilan iki Arap tayinin nekropsilerinde



enfeksiyonun makroskobik bulgulari bakteriyolojik incelemenin de destegi
ile ortaya konulmus ve R. equi izole edilmistir (Karadas ve ark., 1997).

Turkiye’de ilk virilent R. equi izolasyonu ile hastaligin
epidemiyolojisi, klinik belirtileri, tanisi, sagaltimi ve kontroline yonelik
ayrintil ¢alismalar 2000 yihinda yapilmistir (Ozgir ve ligaz, 2000).
Marmara Bolgesi'nde yarig ati yetistirilen haralardaki taylarda sekillenen R.
equi enfeksiyonunun erken tanisinda The Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay (ELISA)'in basarili oldugu ileri stralmus ve 2002 yilinda Turkiye'de
ilk defa 9 yasli bir atta virulent suslar tarafindan olusturulan R. equi
pnémonisi bildirilmistir (Ozgr ve ark., 2002b).

1.2.Etiyoloji

Rhodococcus equi, Gram-pozitif, sporsuz, hareketsiz, anerobik, fakuiltatif
ve hucre ici bir bakteridir (Demine, 2003). R. equinin Uretildigi ortama gore
pleomorfik bir morfolojiye sahiptir. irinde ve kati ortamda kokoid, sivi
ortamda ise genellikle ¢omak seklinde gdzlenir (Strausbaugh, 2002).

Boyutlar1 0.8-1.5 mikrometre arasinda degisebilir (Kahraman, 1997).

Rhodococcus equi kanl agarda 37 °C’de 2-3 gln igerisinde non-
hemolitik, krema benzeri, mukoid, nemli, parlayan ve pembe koloniler
meydana getirir (Takai ve ark., 1991). Sivi ortamda kolay urer ve dipte
tortu birakir. Biyokimyasal aktivitesi zayif bir mikroorganizmadir.
Karbonhidratlari fermente etmezler; jelatin, indol, pihtilasma serum testleri
negatiftir. Buna karsin Ureaz, lipaz, nitrat, H,S, katalaz ve proteaz pozitiftir
(Kahraman, 1997). R.equi kismen asido-rezistanstir. Bu &zelliginden

dolay1 Mycobacterium’larla karisabilir (AFIP konferanslari, 2003a,b).



Rhodococcus equi toprak, digki, lenf dugumleri ve bagirsak
iceriginden (gesitli hayvan turlerinden) izole edilebilir. Bu amagla nalidiksik
asit, novobiosin, siklohekzamidin ve potasyum tellurit katiimis selektif
vasatlar kullanilir. R. equi 1siya ve bazi kimyasal maddelere orta derecede
dayaniklidir. Isi olarak 60 °C’ye 1 saat dayanir, % 2.5 okzalik asitte 1 saat
canh kalabilir. Diger bakterilerle bulasik dokulardan yapilan izolasyonda
etkenin bu 6zelliginden yararlanilir. Etken ampisillin, gentamisin, penisilin,
sulfodiazine, tetrasikline ve linkomisine kargi direng gdsterir. Buna karsin

mitomisin ve S-florourasile kargi duyarlidir (Kahraman, 1997).

Rhodococcus’larin, aglutinasyon, komplement fikzasyon,
immunodiffizyon, immunoelektroforezis ve duyarllik testleri gibi serolojik
teknikler kullanarak serolojik incelemeleri yapilmistir. R.equinin solunum
sisteminin diger hucre igi patojenlerinden olan Mycobacterium ve Nocardia
cinsleri ile genetik benzerligi oldugu da ortaya konmustur (Hietala ve
Ardans, 1987). Bu cinslerin hepsinin de hiicre duvari mikolik asit
icermektedir (Strausbaugh, 2002). Rhodococcus spp’leri mikolik asit iceren
diger cinslerden ayirmak igin alfa presipitojenler kullaniimaktadir
(Kahraman, 1997).

Rhodococcus equi, virulens faktorlerinden biri olan kapsduler
polisakkarit antijenleri ile birgok serotipe ayrilmaktadir (Gotoh ve ark.,
1991). Bakterinin en son 27 serotipi tespit edilmistir (Strausbaugh, 2002).
Mikroorganizmanin ekzotoksini bulunmamaktadir (Kahraman, 1997).

1.3. Epidemiyoloji

Bir toprak mikroorganizmasi olan R. equi ¢evrede ¢ok yaygindir (Giguere,
2000; AFIP konferanslari, 2003a,b). R. equrnin virtlent ve avirtlent olmak



uzere iki susu bulunmaktadir. Taylardaki dogal enfeksiyondan sorumlu
virilent R. equi suslarn 15-17 kDa'lik antijenlere ve 85 ya da 90 kb’lik
blylk plazmidden birine sahiptir (Mariotti ve ark., 2000). Avirtilent suslar
bu antijen ve plazmidlerden birine sahip degildir ve enfeksiyon
sekillendiremezler (Madarame ve ark., 1997). Diger hucre ici
mikroorganizmalara bagka turlerin genetik yatkinligi gdéz onune alinirsa;
safkan irklarda R. equi ‘ye yakalanma oranininin fazlaligi ya da genetik bir

yatkinligin bulunmasi s6z konusu degildir (Cohen ve ark., 2005)

Rhodococcus equi; atlarin bagirsak florasinda kommensal olarak
yasadigindan at ciftliklerinin ¢evresinde etkene bol miktarda rastlanir.
Fakat erigskin atlar digkilari ile g¢evreye enfeksiyon sekillendiremeyen
avirlilent suslari yaymaktadir (Ozgir ve ark., 2002a). Bununla birlikte R.
equi ile enfekte taylar diskilari ile milyonlarca virtlent suglari sagtiklarindan
en onemli enfeksiyon kaynagidir (Giguere, 2000). Bu nedenle bazi
arastiricilar (Takai ve ark., 1995; Takai, 1997) at ve tay yogunlugunun
fazla oldugu ciftliklerde R. equi pnémonisi gelisme olasihigini artirdigini
savunurken; Cohen ve ark. (2005) ise bunun enfeksiyon geligsimiyle tam
iligkili olmadigini hatta enfeksiyonun ¢ok da bulagici olmadigini

savunmuglardir.

Etkenin toprakta c¢ogalmasinda c¢evre isisinin  roli oldugu
bilinmektedir (Bradley, 2003). Sicakhgin arttigi donemlerde R. equi 2 hafta
icerisinde digkida 10.000 kez c¢ogalabilmektedir (Giguire ve Prescott,
2002; Piscopo, 2004). Bu nedenle de enfeksiyona sicakhgin arttigi,
havanin kuru ve rizgarl oldugu dénem olan ilkbahar mevsiminde daha
cok rastlanmaktadir (Wada ve ark., 1997; Thomas, 2000).

Pnoémonik enfeksiyon toprakta saprofitik bulunan ve 6zellikle tozlu
¢cevre ya da padoklarda kolay yayilan R. equi yuklu tozlarin solunmasyla



olmaktadir (Karadas ve ark., 1997; Takai ve ark., 2000; Cohen ve ark.,
2005).

Sindirim yolu ile bulasmanin ise; hastaligin bagirsak formu igin
onemli oldugu bildirilmigtir (Haziroglu, 2001). Etkenin deneysel olarak
taylara intragastrik yolla verilmesiyle sindirim sistemi lezyonlarinin
olustugu gozlenir ancak bu yolla tipik solunum sistemi lezyonlari

olusturulamamistir (Johnson ve ark., 1983b).

Hematojen yolla yayllma ise subkutan apse, vertebral osteomyelitis
olusumu ile karaciger ve bobrek gibi parankim organ lezyonlarinin
sekillenmesinde 6nemlidir (Ozglr ve ligaz, 2000).

Gebe kisraklarda intrauterin bulasmadan da bahsedilmektedir
(Szederi, 2006). Hayvanlar arasinda temas yoluyla bulasma olduguna

iliskin bulgu yoktur (Barton ve Embury, 1987).

1.4. Patogenezis

Bazi patojen bakterilerin makrofajlarda yasama ve gelisme yetenekleri
vardir. Bu bakterilere drnek olarak Nocardia spp, Mycobacterium spp ve
hem taylarin hem de insanlarin dnemli patojenlerinden olan Rhodococcus

spp verilebilir (Aucoin ve Eades, 2002).

Altmis gunden kuglk taylarda alveoler makrofajlarin bakterisid etkisi
olmadigindan (Yager ve ark., 1991), bu yaslarda R. equi enfeksiyonu daha
siddetli seyreder (Ozglr ve ark., 2000).



Rhodococcus equinin patogenezisi tam anlagilamamigtir (Takai ve
ark., 1995; Haziroglu, 2001). Havada ve toprakta bulunan virilent R. equi
yukll tozlarin solunmasiyla sekillenen (Karadas ve ark., 1997; Giguere,
2000) pndémonik formda; bakteri primer olarak alveoler makrofajlari
enfekte eder (Mangan ve Meijer, 2001). R. equi yuzey antijenlerinin
fagositik  hdcrelerdeki iyodinasyon ve oksidasyon reaksiyonlarini
baskilama yetenekleri, mikroorganizmanin bu hicrelerde yasamasina izin
vermektedir (Hietala ve Ardans, 1987). Ayrica; bu kapsuler antijenler
lizozom ve fagozom arasindaki flzyonu Onleyerek de etkenin makrofajlara

yerlesmesine yardimci olmaktadir (Zink ve ark., 1985).

Rhodococcus equi’nin hicre duvarinda bulunan ve glikolipidlerden
olusan mikolik asitin de hicre i¢i yasamda ve grantlom olusumunda rolu
oldugu digunulmektedir (Gotoh ve ark., 1991; Strausbaugh, 2002).

Tam acgiklanamayan virtlens faktorlerinden biri de hicre digi equi
faktoérler olarak tanimlanan enzimlerdir. Bunlar oksidaz, kolin fosfohidrolaz

ve fosfolipaz C gibi ekzoenzimlerdir (Giguere, 2000).

Yapilan ¢alismalar, virtlensten sorumlu antijenlerin bakterinin hiicre
duvarindan saliniminda sicaklik ve pH’'in rolu oldugunu gostermigtir.
Hicreler 34-41 °C’de ve pH 6.5'te Uretildigi zaman, hiicrelerden yiiksek
oranlarda antijen saliniminin oldugu goériimustir. Bu da R. equinin

cevresel degisimlere olan yanitini gostermektedir (Takai ve ark., 1995).

Solunum sistemi lezyonlarinda patogenezisin arastiriimasi amaciyla
etken intranasal yolla genetik olarak immun yetmezlIikli farelere verilmistir.
Komplement yetmezlikli ve normal farelere etkenin verilmesinden 14 gin

sonra etken akcigerlerden temizlenmigstir. Fakat immun yetmezlikli farelerin



etkeni oldirme yeteneklerinin kayboldugu goérulmus, sistemik bakteri
¢ogalmasi ve irinli bronkopnémoni olustugu saptanmistir (Yager ve ark.,
1991).

Deneysel caligmalarda etkenin taylara intratrakeal verilmesiyle
pndmonik lezyonlar olusturulmustur (Barton ve Embury, 1987; Wada ve
ark., 1997).

Normal ve atimik kilsiz farelere R. equi suslari (ATCC 33701 ve
plasma kapli ATCC 33701P") intraventz yolla verilerek; patolojik ve
bakteriyolojik bulgular ile immun yanit arastiriimistir. ATCC 33701 verilen
T-hicre yetmezlikli farelerde sistemik yangisal yanitin gittikce kotulestigi
ve deney sonuna kadar bakteri sayisinin arttigi gorulmustur. Normal
farelerde olumlerin yani sira; bakteri yukli makrofajla epitelioid htcrelerin
artisina bagh dalakta buyime yaninda tromboz ve granulom olugsumuna
bagl karaciger nekrozu gozlenmigtir. Atimik kilsiz farelerde ise; karaciger
ve dalakta gecici granulom olusumu ile bakterilere karsi spesifik antikor
olusumu tespit edilmistir. ATCC 33701P" susu verildiginde ise normal ve
atimik kilsiz farelerde ¢ok az lezyon olustugu ve bakterilere karsi antikor
olusmadigr gorulmustir. Bagisik farelerden kilsiz farelere T- lenfosit
transferi yapilmis ve grantlom olusumu ile R. equi’yi tamamen yok edecek
spesifik antikor olustugu goézlenmistir. Sonug olarak R. equi enfeksiyonuna
karsi savunmanin; hucre-aracili bagisiklik ile saglandigi anlasiimigtir
(Madareme ve ark., 1997).

1.5. Hastalikta Gozlenen Bulgular

1.5.1. Klinik Bulgular



Rhodococcus equi enfeksiyonunda ug¢ klinik tablo sekillenir bunlar; akut
pnomonik form, pyogranulamatdz apselerle karakterize kronik pndmonik
form ve mezenterik lenfadenitisle iligkili bagirsak formudur (Takai ve ark.,
1995; Ozgiir ve ark., 2000; Ozgiir ve ligaz, 2000).

Enfeksiyonun erken donemi genelde gbzden kagar. Bu dénem;
istahsizlik, ates yukselmesi, hafif solunum ve sindirim bozukluklari ile
karakterizedir (Giguire ve Prescott, 2002). Akut dénemin at sahipleri
tarafindan fark edilmemesi ya da ©&nemsenmemesi enfeksiyonun

ilerlemesine neden olur (Aucoin ve Eades, 2002).

Kronik pnomonik formda; hafif uyusukluk, solunum guagluga, istah
azalmasi (Thomas, 2000) ve ishalin (Giguire ve Prescott, 2002) yani sira
siddetli 6kslriige eslik eden, viicut 1sisindaki artis (41-41.5 °C ) ve burun
deliklerinin hizla agilip kapanmasi ile karakterize (Wright, 2006) solunum
sayisinda artis (dk’da>40) dikkati ceker (Aucoin ve Eades, 2002).
Steteskop olmadan da duyulabilen hiriltili solunum mevcuttur (Bradley,
2003). Oskulltasyonda akciger sesleri degisir. Genellikle kranioventral
yerlesimli lezyonlarin bulundugu bdlgelerden citirti sesi alinir. Akcigerdeki
apselerin yayginlastigi siddetli olgularda ise akciger sesleri azalir (Ozgir
ve llgaz, 2000). Bazen mukopurulent burun akintisi da gorulebilir
(Kahraman, 1997). Klinik olarak atesin yUkseldigi ve siddetli éksurugun
goruldigu hayvanlarin kan muayenelerinde I6kosit sayisinda artis oldugu
saptanmigtir (Takai ve ark., 1995). Sagaltilamayan taylarda siyanoz,
kollaps ve 6lim sekillenir (Aucoin ve Eades, 2002).

Bagirsak formu, daha once solunum enfeksiyonu gegirmis
buyumekte olan taylarda, aktif solunum yollari enfeksiyonlu 2-4 aylik
taylarda veya solunum yollari enfeksiyonu olmayan taylarda gorulebilir.
Kolon ve sekumdaki lenf dugumlerinde apseler sekillendiginde veya
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yaygin kolitis sonucunda Kklinik olarak ishal gozlenebilir. Taylarda hem
solunum sistemi enfeksiyonu hem de ishal gorulmesi R. equi
enfeksiyonunu duisindirir (Harpen, 2003). ishal kanh ve kronik seyirli
olup tanisi zordur (AFIP konferanslari, 2003a,b). R. equi, pek ¢ok normal
atin digkisinda bulundugundan, mikroorganizma igin digkl kultirinden
kesin taniya varilamaz. Bagirsak formunda gozlenen diger bulgular; ates,
istahsizlik ve sancidir (Ozgiir ve ark., 2002a).

Etken akcigerden ya da mide-bagirsak sisteminden girerek
bakteremi olusturduktan sonra osteomyelitis ( Firth ve ark., 1993; Price ve
ark., 2003) ve septik artritis sekillendirebilmektedir (Chaffin ve ark., 1995).
Ayrica intrakranial apse (Janicek ve ark., 2006), subkutan apseler
(Perdrizet ve Scott, 1987), hava kesesi amfizemi, perikarditis, nefritis,
sinlzitis (Giguere, 2000), selllitis (Perdrizet ve Scott, 1987), peritonitis
(Haziroglu, 2001), panoftalmitis ve uveitis gozlenen diger bulgular
arasindadir (Ozgur ve ligaz, 2000).

Taylarda her zaman klinik bulgu goézlenmezken, saglikli ve iyi
kondisyonlu taylarda da 6lum sekillendigi goraltur (Thomas, 2000).

1.5.2. Patolojik Bulgular

1.5.2.1. Makroskobik Bulgular

Kismen atelektazik ve konjesyonlu akciger kisimlari ile ayriimis cesitli
boyutlardaki ¢ok sayida sert nodiller bu enfeksiyonun karakteristik

makroskobik lezyonlaridir (Haziroglu, 2001). Godzlenen bu noduller,
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notrofillerden olusan mikroapselerin genisleyip birleserek olusturduklari
buyuk apse kavitasyonlaridir (Hawins, 1998).

Yavas geligsen lezyonlar akcigerin kranioventral bolgelerini tutar; bu
nedenle de bronkopnémonik 6zellige sahiptir. Noduler lezyonlar sinirli
apselerdir. Duzensiz ve daha az sinirli olanlar ise irinli bronkopnémoni
odaklaridir. Bu odaklar gercekte yagl, homojen yapida ya da sivi dolu
catlaklari olan nemli, parcalanabilir kivamdaki kazeifikasyon nekroz

alanlaridir ve gogunlukla da fibréz bir kapsul igermezler (Haziroglu, 2001).

Bazi olgularda gogus boslugunda 1-1.5 It'ye varan irinli eksudat
birikimine karin boslugunda fibrinli icerik eslik eder. Mediastinal lenf
dugimleri 2-3 kat siskin gériniste olup 6demlidir (Ozgur ve ligaz, 2000).

Rhodococcus equi enfeksiyonunun bagirsak formu multifokal Glserli
enterokolitis ve tiflitis ile mezenterik ve/veya kolonik lenf digumlerinin
granulomatoz ya da irinli yangisiyla karakterizedir (Giguire, 2003). Kalin
bagirsak mukozasi Uzerinde gorulen ¢ok sayida Ulserin, ince bagirsak
baslangicina dogru azaldi§i goérulur. Dizensiz, 1 cm’ye ulasan, kirmizi
tabanli, kalkik kenarli ve fibrinle gevrili Ulserlerin cogunlugu ileum ve kalin
bagirsaklardaki Peyer plaklari Uzerindedir (Johnson ve ark., 1983).
Mezenterik lenf digumleri siskin ve 6demlidir (Haziroglu, 2001). Sekum ve
kolonlari drene eden lenf digumleri ise g¢ogunlukla kazeifikasyon

nekrozundan olusan yuvarlak odaklar icerir (Johnson ve ark., 1983b).

Etkenin akcigerden yayilmasi sonucu, karaciger ve bobrek gibi
parankim organlarinda da lezyonlar sekillenebilir (Johnson ve ark., 1983a).
Ayrica ulserli lenfangitis, paravertebral (Chaffin ve ark., 1995) ve subkutan

apseler gozlenebilir (Nay, 1996).
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1.5.2.2. Mikroskobik Bulgular

Akciger lezyonlari baslangigta terminal brongiol ve alveol cevresinde
g6zlenir. Lezyonlar ¢cogunlugu makrofajlardan olusan ve aralarinda nétrofil
IOkositlerin  de  bulundugu hudcre infiltrasyonu seklindedir  (AFIP
konferanslari, 2003a,b). Bu odaklarda az sayida lenfosit ve plazma
hicreleri de gozlenebilir (Ozgir ve llgaz, 2000). Kisa bir sire sonra
alveoler eksudatta ¢cok ¢ekirdekli dev hicre sayisi artigi dikkati geker. Cok
saylda dev hucreleri ve makrofajlar iginde Gram-pozitif mikroorganizmalar
fagosite edilmis durumda goérular (Haziroglu, 2001). Notrofillerde de az
sayida mikroorganizmalara rastlanabilir. ilerleyen asamalarda nodiiler
lezyonlar birleserek pyogranilomatdéz odaklari sekillendirirler (AFIP
konferanslari, 2003a,b). Bazi alanlarda notrofil I0kositlerin varligi ile olusan
apse odaklari, yer yer yikimlanmis ince bir kapsulle cevrili olabilir (Barton
ve Embury, 1987). Bazi alveoler septumlarda bakteri yUkli makrofajla
diger hudcrelerin nekrozu goérulur. Nekroz ilerleyerek akcigerin buyuk bir
kismini tutar ve makroskobik olarak da gorulebilen kazeo-nekrotik odaklar
olusur (Haziroglu, 2001).

Bagirsaktaki  histolojik degisiklikler pyogranulamatoz, Ulserli
enteritisle karakterizedir (Nay, 1996). Bazi alanlarda epitele kadar uzanan
nekrotik odaklar gozlenir (Mariotti ve ark., 2000). Mezenteriyel lenf
follikiillerinde siddetli lenfoid nekrozlar saptanir (Ozgir ve ligaz, 2000).
Akcigerdeki lezyonlara benzer yangisal hicreler mikoz membranlara ve

submukozaya infiltre olur (Haziroglu, 2001).

Trakea-bronsial, mediastinal ve mezenterik lenf digumlerinde de
tipik pyogranulomatoz lezyonlar gorulur (Mariotti ve ark., 2000).
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Ayrica, karacigerde sentrilobuler nekroz ve mononuklear hicre
infiltrasyonu ile bobreklerde parankim dejenerasyonlari goézlenebilir
(Karadas ve ark.,1997).

insanlarda ise histopatolojik olarak; histiyositlerin icerisinde
bazofilik, lamellar tarzda kalsifiye olmus, yodunlugu az periferal bosluk
iceren kristalize merkezli, sitoplazmik cisimler ( Michaelis-Gutmann

bodies) gdzlenmektedir (Kulich ve Pasculle., 2002 ).

1.6.Hastalikta Tani ve Ayirici Tani

Rhodococcus equinin tanisi igin klinik, bakteriyolojik ve serolojik

incelemelerin birlikte yirGtilmesi gerekir (Ozgir ve ligaz, 2000).

1.6.1. Klinik tani

Rhodococcus equi ¢ok geng taylarin hastahgr oldugu igin, ozellikle ilk Ug
ayliga kadar olan taylarda (Ozgir ve llgaz, 2000) oksirik ve ates
yukselmesi gibi ilk bulgular sekillendiginde, sahibinin ve veteriner hekimin
enfeksiyondan siuphelenmesi gerekmektedir (Aucoin ve Eades, 2002).
Fakat klinik tabloya gore hastaliga kesin tani konulamaz. Endemik enfekte
ciftiklerde taylardaki her ylksek ates ile birlikte oksurigun R. equi
tarafindan olusturuldugu disundlemez. Cunku; akcigerdeki bozukluklar,

ruamin akciger formuna ve R. equiden daha kolay ve hizli sagaltilabilen
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Streptococcus zooepidemicus enfeksiyonuna benzerlik gosterir (Giguere,
2000).

Enfekte taylarda gozlenen Okslrik ve ates ylkselmesi genelde
onemsenmedigi ya da gézden kacgtigi icin enfeksiyon genellikle taylarin
olimu ile sonuglanir (Giguire ve Prescott, 2002). Tani postmortal muayene
ile birlikte bakteriyolojik inceleme yapilarak konulabilir (Ozgir ve ligaz,
2000). Taylar yasarken alinan nazo-trakeal aspirat hastaliin tanisinda
onemlidir (Hashikura ve ark., 2000). Yapilan bir ¢alismada (Bohn ve
Rothschild, 2002); ylksek ates, hinltili solunum, yurime isteksizligi,
notrofili ve hiperfibrinojenemi sikayetleri bulunan bir tayda abdominal
ultrasyonda karnin sol yariminda su dolu iyi sinirlanmis bir kitle
g6rulmustidr. Bu tayin peritonal sivisindan yapilan sitolojik muyaneyede
lenfositler, kokal formda bakterileri fagosite etmis makrofajlar, notrofil
IOkositler ile karsilagilmigtir.  Klinik  bulgular  sitolojik  bulgularla
desteklenerek R. equi tanisina gidilmistir.

Enfeksiyondan suphe edildigi durumlarda, plazma fibrinojen
konsantrasyonu iceren tam kan sayimi yapimasi R. equryi, solunum
sisteminde enfeksiyon sekillendiren mikroorganizmalardan ayirmada
yardimci bir yodntemdir. Birka¢ olguda normal degerler (Referans
arali§i:100-800mg/dL") ciksa da (Bohn ve Rothschild, 2002)
hiperfibrinojenemi  enfeksiyonun en ©Onemli laboratuvar bulgusudur
(Giguere, 2000). Tam kan sayiminda, monositlerle birlikte veya tek bagina
notrofil 16kosit artisi (Referans araligi: 2700-6700 hicre/uL) da diger bir

laboratuvar bulgusudur (Takai ve ark., 1995).
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1.6.2. Bakteriyolojik tani

Rhodococcus equinin solunum yolunda bozukluk sekillendiren diger
mikroorganizmalardan ayirt edilmesi ve kesin tanisinda etken izolasyonu
gerekir. Bu amacla supheli taylardan trakeal aspirat kultirl yapilarak R.
equi izolasyonu yapilabilir (Anzai ve ark., 1997). Daha hizli tani amaciyla
daha spesifik ve duyarli bir yontem olan Polymerase Chain Reaction
(PCR)" dan yararlaniimaktadir (Sellon ve ark., 1997, Harrington ve ark.,
2005).

Hucre igi bir bakteri oln R.equinin dokularda gosteriimesinde
duyarhih@r yiksek immunolojik tekniklerden de yararlanilir (Ishino ve ark.,
1992; Madarame ve ark., 1996; Mariotti ve ark., 2000; Szederi ve ark.,
2006). Olimden birkag saat sonra dokulardan hazirlanan tuse preparatta
ve dondurma Kesitleri ile trakeadan alinan aspiratta bakteriler immunolojik
teknikle tespit edilebilir (Szederi ve ark.,2001). Hastalikh materyallerden
hazirlanan frotiler Gram boyama yontemi ile boyanarak R. equi ydoninden

incelenir (Ozgir ve ark., 2000).

1.6.3. Serolojik tani

Taylarin dogumundan itibaren bes aylik oluncaya kadar iki hafta
araliklarla yapilan immunodiffizyon testi ile bazen erken tanida basaril
sonuglar alinmaktadir. Ancak enfekte taylarin ¢cok azi immunodiffuzyon ile
belirlenebilecek dizeyde antikor olusturmaktadir (Giguire ve Prescott,
2002). Hastaligin erken tanisi amaciyla taylarin serum 6érneklerinin ELISA
ile incelenmesinden de basarili sonuglar elde edilmistir (Ozglr ve ark.,
2002a; Cuteri ve ark., 2003).



16

1.6.4. Ayirici tani

Streptococcus zooepidemicus, atlarda genellikle Ust solunum yollarinda
bozukluga neden olur ve irinli burun akintisi ile karakterizedir (Harpen,
2003). Viral enfeksiyonlar, karisik bakteriyel enfeksiyonlar sonucunda veya
strese bagli olarak da alt solunum yollarinda aniden gelisen ve hayvanin
asfeksiye bagli 6limuyle sonuglanan pndémonilere neden olurlar (AFIP
konferanslari, 2003a,b).

Ruam, R. equiden klinik olarak; genellikle erigkin atlarda gorulmesi,
tek tarafli, bol miktarda, kivamli, irinli, yesilimtirak-sari renkte akinti
bulunmasi ile ayrilir. Makroskobik olarak ise ruamda noduler lezyonlarin
akcigerlerin yani sira c¢ogunlukla pléra altina yayilim gostermesi
(Haziroglu, 2001), bas ve boyundaki lenf dugumlerinde bozukluk
bulunmasi ile ayrilmaktadir (Kahraman, 1997).

Noduler akciger lezyonlarinin radyografi (Riedesel, 1996) ve
tomografi ile tanisina gidilebilir (Wion ve ark., 2001). Kranial mediastinal
lenf dugumlerinde buyume, kauda-ventral konsolide alanlar ile degisen
saylida yumusak doku kitlelerinin torakal radyografi ile saptanmasi erken
klinik tanida 6nemlidir (Riedesel, 1996). Radyografi ve tomografi ile
saptanan mediastinal kitleler, timér ve S. zooepidemicus tarafindan
sekillendirilen apselerle karistirilabilir. Ancak hayvanin yasi, laboratuvar
bulgulari ve antibiyotiklere verdigi yanit da goéz ontinde bulundurularak R.
equi tanisina gidilebilir (Wion ve ark., 2001).
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1.7. Hastalikta Koruma ve Kontrol

Taylara hiperimmun plazma verilerek pasif bagisiklik saglama ¢alismalari
yapiimaktadir (Ozgir ve llgaz, 2000). Taylara intravendz hiperimmiin
plazma verilerek saglanan pasif bagisikligin endemik ciftliklerde morbidite
ve mortaliteyi 6Gnemli oranda dugurdugu yapilan ¢alismalarla (Becu ve ark.,
1997; Madigan ve ark., 1991) gosterilmistir. Taylari enfeksiyondan
korumada en 6nemli yolun ise; dogumlarindan sonraki ilk 12 saat iginde

annelerinden kolostrum almalarinin oldugu bildirilmistir (Harpen, 2003).

Taylar yasamlarinin ilk G¢ haftasinda ve eger annelerinden
kolostrumla antikorlar gegmemisse R. equi antikorlarina negatif sonug
verirler. Taylarin 30 gunlukten itibaren periyodik olarak antikorlara karsi
test edilmesi gerekmektedir. Antikor pozitif ¢cikanlarin her gin rektal isilari
Olctlmelidir. Ates ilerleyerek artarsa ve kan testlerinde I6kosit sayisinda
artis (Takai ve ark., 1995) gorulirse hemen antibiyotik tedavisine
baslaniimalidir (Thomas, 2000).

Enfeksiyon kaynagi olan enfekte taylarin saglikl taylardan ayriimasi
gerekmektedir. Ayrica R. equi'nin sicak mevsimlerde ¢ogalma 6zelligi goz
dniinde bulundurularak, tay dogumlari icin kis mevsimi segilmelidir (Ozgur
ve ark., 2002a).

En 6nemli bulagma kaynagi olan digkinin ortadan kaldiriimasi, toz
partikullerin bulagsmadaki rolu dugunulerek, havalandirmanin iyi yapiimasi,
zeminin ¢imento ile kaplanmasi ve toz olusumunu onlemek igin 1slatiimasi

yerinde olur (Aucoin ve Eades, 2002).
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1.8. Hastalikta Sagaltim

Enfeksiyonun sagaltiminda eritromisin ve rifampisinin agdiz yolu ile
veriimesinde basarih  sonuglar alinmistir (Strausbaugh, 2002). Bu
kombinasyonun, uzun suren sagaltimlarda bile herhangi bir toksik etkisine
rastlanmamistir. Tam kan sayiminda notrofil I0kositler (Referans araligi:
2700-6700 hiicre/uL) ve fibrinojen (Referans araligi: 100-800mg/dL")
(Bohn ve Rothschild, 2002) normal seviyeye ininceye ve radyografide
herhangi bir kitle gbzlenmeyene kadar sagaltima devam edilmesi yerinde
olur (Bradley, 2003).

Bu calismada taylarda yuksek mortaliteye neden olan R. equi’nin
patolojik bulgularinin ayrintili olarak degerlendiriimesi ve enfeksiyonun
tanisinda immunoperoksidaz tekniginin kullanilabilirliginin arastiriimasi

amaglanmistir.
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2.GEREG VE YONTEM

2.1. Klinik incelemeler

Gerek gbzlenen gerekse de ciftlik veteriner hekimlerinden alinan

anamnezler egliginde klinik bulgular kaydedildi.

2.2. Patolojik incelemeler

Solunum gucligu nedeniyle 2003-2006 vyillarinin ilkbahar-yaz aylarinda
Olen 12 taydan 4’nin nekropsisi yapilirken; 8 adet taya ait doku ornekleri
ise %10’luk tamponlu formalin sollisyonu igerisinde Ankara Universitesi
Veteriner Fakultesi Patoloji Anabilim Dali’na génderildi (Tablo 1). Olen her
tayin nekropsisine at yetistirme ciftliklerinin uzak olmasi nedeniyle otolitik
degisiklikler sekillenmeden 6nce yetisilemeyecedi dusunuldi. Bu amagla
kurum veteriner hekimleriyle temasa gecildi ve 6len hayvanlara ait doku
orneklerinin gonderilmesi icin uygun sartlar hazirlandi. Nekropsisi yapilan
taylarin basta solunum ve sindirim sistemi olmak Uzere tium organlari
%10’luk tamponlu formalin solisyonunda tespit edildi. Toplam 12 adet
taya ait doku ornekleri bilinen yontemlerden gegirilerek parafinde bloklandi
ve 5-6 uym kalinliginda kesitler alindi. Kesitler rutin hematoksilen-eozin
(HE) ile boyandi. Dokulardaki bakteriyel yapilari saptamak igin Avidin
Biotin Complex- Peroxidase (ABC-P) metodu kullanildi. Gerekli
gorulenlere ise etkenlerin demonstre edilebilmesi amaciyla Gram ve Ziehl-
Neelsen gibi histokimyasal boyama metodlari uygulandi. Hazirlanan

kesitler 1sik mikroskobunda degerlendirilerek mikrofotograflari gekildi.
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Tablo 1. Olgu drnekleri toplama sekii.

Olgu No Nekropsisi At Ciftliklerinden
Yapilan Saglanan Doku
Ornekleri

1 +

2 + (Akciger)

3 + (Akciger)

4 + (Akciger)

5 + (Akciger)

6 + (Akciger)

7 + (Akciger ve
mediastinal lenf
dagumu)

8 +

9 + (Akciger ve
karin boslugundan
kitle)

10 +

11 +

12 + (Akciger ve
karaciger)

2.3. immunoperoksidaz Teknigi icin On Caligmalar
2.3.1. Rhodococcus equi’ye karsi hiperimmun serum elde edilmesi

2.3.1.1. Antijen hazirlanmasi

Immunizasyon antijeninin hazirlanmasinda 15-17 kDa'lik antijene ve 85 kb
tip 1 virilens plazmid igeren sus Dog. Dr. Yakut Ozgiirden (istanbul
Universitesi ~ Veteriner  Fakdltesi Mikrobiyoloji ~ Anabilim Dal
Bagcilar/istanbul) saglandi. Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitist Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda liyofilize susun Uretilmesi i¢in kati
ve sIvi besi yerinden vyararlanildi. Nalidiksik asit, novobiosin,
siklohegzamidin ve potasyum tellurit katilmis selektif mediumlar ile kati
besi yeri olarak Brain-Heart InflUsion (BHI) agar kullanildi. Sus 5 gunlik 38
°C’de BHI'de inkubasyonundan sonra santrifiij edildi. Santrifijden 2 gr
alindi ve %0.1 Tween 20 igeren 10 ml 0.0125 M sodyum fosfat buffer (pH
7.4) ile siuspanse edildikten sonra ve 37 °C’lik su banyosunda 90 dakika

siireyle 20.000 g'de santrifiije birakildi. Ust sivi alindi, karbonat-bikarbonat
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buffer (pH 9.6) ile 1 Mg protein/ml olacak sekilde ayarlandi ve antijen
olarak kullanildi.

2.3.1.2. Antiserum hazirlanmasi

Immunizasyon amaciyla 2 adet, 2 yasl, disi, Yeni Zelanda tavsani
kullanildi. Esit oranlarda Freund adjuvani ile karistirilan konsantre antijen
2 ml miktarinda deri alti yolla tavsanlara enjekte edildi. ilk enjeksiyondan
21 gln sonra birer hafta ara ile 3 kez 0.5’er ml adjuvansiz konsantre
antijen damar ici yolla verildi. Son enjeksiyondan 7 gun sonra tavsanlarin
kanlari alindi. Kanlar 37 °C’de 1 saat ve 4°C’de bir gece tutulduktan sonra
5000 rpm'de 15 dakika santrifiij edildi. Elde edilen serum -20 °C’de
saklandi ve serum agar-jel inhibisyon testi (AGIDT) ile kontrol edildi
(AGIDT: 1/200+++).

2.4. immunoperoksidaz incelemeler

Toplanan materyallerden hazirlanan parafin kesitlerde R. equi antijenlerin
varligini ve yerlesimini belirlemek icin Avidin-Biotin Complex Peroxidase
(ABC-P) metodu kullanildi (Universal Antirabbit Kit, DAKO, 015-000-001).
Test kit igerisinde Onerilen standart prosedire gore yapildi. R. equi ‘ye
kargl hazirlanan hiperimmun serumlar testlerden 6nce ayni yontemle titre
edildi ve ¢galismalarda 1/300 sulandirmalari kullanildi. Testte kontrol olarak
“‘phosphat buffer saline” (PBS, pH:7.4) ve normal tavsan serumundan
yararlanildi.
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Standart prosediir

On iki olgnun akciger doku orneklerine ve ug¢ olgunun (Olgu no:7, 8, 11)
mediastinal lenf dugumuane ait parafin bloklarindan, histopatolojik
incelemede oldugu gibi, hazirlanan kesitler; eter-alkol (1:1) karigiminda
temizlenmis ve dokunun yapigsmasi igin Poly-L-lysin’le kaplanmis lamlara
alindi. 30 dakika 45 °C'lik etivde kurutuldu. Ksilollerde deparafinize edilip;
100, 96, 80 ve 70'lik alkol serilerinden de gegirilerek dehidre edildi.
islemler sirasinda doku kesitlerinin  kurumasini  engellemek icin
inkiibasyonlar, nemli kamarada ve oda isisinda yapildi. inkiibasyonlardan
sonra kesitlerin yikama iglemlerinde PBS kullanildi ve her yikama iglemi, 5
dakika sureyle yapildi. Antikorlar ve kullanilan kimyasal maddeler kesitlerin
Uzerini kapatacak sekilde uygulandi. Endojen peroksidazi bastirmak igin
kesitler, % 3’lUk hidrojen peroksitte 5 dakika tutuldu. Daha sonra PBS ile 3
kez yikandi ve kesitlerin kenarlari silinerek PBS’in fazlasi alindi. Kesitler
uzerine normal keci serumu konularak (bloking reagent) 20 dakika 45°C‘lik
etlvde bekletildi. Kesitler Uzerine primer antikor olarak kullanilan ve
tavsandan elde edilen anti- Rhodococcus equi hiperimmun serumu
(AGIDT: 1/200+++) 1/300 oraninda sulandirilarak 60 dakika inkibe edildi.
Serumun fazlasi dokulerek kesitler PBS ile 3 kez yikandi ve kenarlar
silindi. Kesitler Uzerine biyotinlenmis sekonder antikor konarak 20 dakika
inktbe edildi. Serumun fazlasi dokulerek kesitler PBS ile 3 kez yikandi ve
kenarlan silindi. Strept-Avidin peroksidaz kompleks ile 20 dakika inkibe
edilen kesitler, PBS ile 3 kez yikandi ve kenarlari silindi. Kromojen olarak
aminoetil karbazol (AEC) (5 ml deionize su, 2 damla konsantre bufer, 2
damla % 3’luk hidrojen peroksit ve 2 damla konsantre 3-amino-9-
etilkarbazol karigsimi) kullanildi. AEC solusyonu iginde 7 dakika tutulup 2
kez 5 dakika deionize sudan gegirildi; Mayer’in hematoksilen boyasinda 1
dakika kargit boyamaya tabi tutulup cesme suyu altinda yikandi; Gzerlerine

jelatinli yapigtirici damlatilarak lamelle kapatildi.

Immunoperoksidaz yéntemine gére bu sekilde hazirlanan doku kesitler
oda sicakhginda muhafaza edildi. Sonuglarin degerlendiriimesi Olympus
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IStk mikroskobu (CX21 model-CX21FS1 220-240 V) yardimiyla yapildi ve
mikroskobik fotograflari gekildi.

2.5. Mikrobiyolojik incelemeler

Cogu nekropsi materyali formalin solUsyonu igerisinde ulastirildigindan
veya saha caligmalari esnasinda mikrobiyolojik inceleme i¢in uygun sartlar
olusturulamadigindan her taydan etken izolasyonu igin ornek alinmadi.
Taze veya soguk zincir altinda génderilen Ug olguya ait (Olgu no:8, 10, 11)
doku ornekleri (akciger, mediastinal lenf dugumdu, karaciger, dalak, kalp)
mikrobiyolojik olarak degerlendirildi.

Laboratuvara gonderilen doku drneklerine ilk olarak Gram boyama
yapildi. Gram pozitif gomak sekilli etkenlerin varliginin tespitinden sonra
izolasyon icin kanli agara ve Gram negatif etkenlerin belirlenmesi icin
MacConkey agara ekimler yapilarak, besiyerleri aerobik sartlarda 37 °C de
24 saat inkibe edildi. Ureme goriilen saf kolonilerden alinarak Gram
boyamasi vyapildi. Gorulen Gram pozitif kokkal formlu etkenlere
biyokimyasal testler ( 3- hemoliz, eskulin hidroliz, nitrat redtksiyon, Ureaz,
kazein sindirimi; glikoz, maltoz, sukroz) uygulandi. Elde edilen bulgularla
etkenin makroskobik ve mikroskobik morfolojisi degerlendirildi.



24

3. BULGULAR

3.1. Klinik Bulgular

Materyal temin etmek amaciyla at yetistirme ciftliklerinde bulunulan strede
Olen bir tayin (Olgu no:1) nekropsisi yapildi. Olgu 1’de 6lmeden Once
ylksek ates (41 °C rektal 1s1), siddetli oksurik ve solunum glgclugl
bulgulari gézlendi.

Nekropsisi kurum veteriner hekimlerince vyapilarak formalin
sollisyonu igerisinde gonderilen ingiliz irki 7 adet tayda (Olgu no: 2, 3, 4,
5, 6, 7, 12) dlmeden 6nce yuksek ates, Oksurik ve solunum guglugu
bulgulari gosterdigi bildirildi.

Olgu 8 ve 10’da de benzer klinik bulgular gézlendi. Olgu 9° da ise
surekli yuksek ates gorulmesi nedeniyle suphelenilerek 3 aydir R. equi
tedavisine baglanildigi ve o6lmeden 6nce son donemlerde gozlerinde
korneal Ulser ile eklemlerinde sislik olustugu belirtildi. Olgu 11 ise glc

solunum sikayetiyle solunum durmasi sonucu 6ldu.

On iki olguda gorulen klinik bulgular Tablo 2'de 6zetlendi.
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Tablo 2. Olgularda g6zlenen klinik bulgular

_ Kiinik bulgular
O[\Il%u Irk Yas Cinsiyet Yuksek ates Oksuruk Solunum guglugi
1 ingiliz 4 aylk Disi + + +
2 ingiliz 2 aylik Disi + + +
3 ingiliz 3 aylik Disi + + +
4 ingiliz 2 aylik Erkek + + +
5 ingiliz  2.5aylik Disi + + +
6 ingiliz 3 aylik Erkek + + +
7 ingiliz  1.5aylik Disi + + +
8 Arap  5aylk Disi + + +
*9  ingiliz 6 aylk Disi + - -
10 Arap 7 aylk Disi + + +
11 ingiliz 3 glnlik Erkek - + +
12 ingiliz 4 aylk Erkek + + +

*Korneal User ve eklem sigligi gézlenmistir.

3.2. Patolojik Bulgular

3.2.1. Makroskobik Bulgular

En onemli makroskobik lezyonlarin ortaya kondugu solunum sisteminde;
cogunlukla akcigerler sigkin ve koyu kirmizi renkliydi. Birgok alanda
kismen konjesyonlu ve atelektazik akciger bolumleri ile sinirlandiriimisg,
degisen buyukluklerde sarimtirak-boz beyaz renkli, sert, yer yer yumusak
kivamli kitlelere rastlandi. Akcigerlerin kesit yuzlerinde ise; parankime
dogru yayilan yer yer birbirleriyle birlesik ya da tek bir nodul seklinde, boz
beyaz renkli alanlar dikkati ¢ekti. Brong ve bronsiol IiUmenlerinden ise
kopuklu, yer yer de kanli ser6z bir sivi sizmaktaydi.

Bir nolu olguda sol lobus kranialiste 4 x 3 cm (Sekil 1), 10 numarali
olguda ise sag lobus kranialis’te 2.5 x 3 cm boyutlarinda (Sekil 8, 9), sert,
kolay parcalanabilir kivamli, sarimtirak boz beyaz renkte kitleler dikkati
cekerken diger parankim organlarinda ise herhangi makroskobik bir bulgu
g6rulmedi. Olgu 8'in akcigerleri incelendiginde; sag kranial lobda 2 adet,
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1.5 x 2 cm (Sekil 5) ve 1 x 1.5 cm (Sekil 6) buyuklugunde sert yer yer
fluktuan kivamli, kesit yizi boz beyaz renkli, homojen ve yagh gorunuste,
cevresinden kapsulle sinirlandiriilmis nodul dikkati ¢ekti. Olgu 11’in
akcigerlerinde diffuz dagilimli petesiyel kanama alanlari ile ile kaudal

loblarda konsolide alanlar goruldu (Sekil 10).

At giftliklerinden saglanan doku 6rneklerinden (Olgu no:2, 3, 4, 5, 6,
7, 9 12) olgu 2'nin akcigerinde kranioventral yerlesimli, 2 x 3 cm
boyutlarinda, homojen, yagli goérinuste, apse gorildid. Olgu 7’nin
akcigerinde ise diffuz dagihmli, boyutlari 2 x 3cm ile 4 x 5.5 cm arasinda
degdisen, sert kivamli sigliklere (Sekil 2) kesit atildiginda sarimtirak beyaz
renkli, kolayca pargalanabilen kivamdaki kitleler (Sekil 3) ile karsilasildi.
Olgu 12’nin akcigerlerinin sag kranial lobunda, c¢ok sert ve peynir
kivaminda, c¢evresi bir kapsulle sinirlandiriimis, yaklasik 3 x 4 cm
boyutlarinda kitlenin bulundugu (Sekil 11) dikkati gekti. Dort olguda (Olgu
no: 3, 4, 5, 6) 6nemli bir makroskobik bulguya rastlaniimadi. Olgu 9’da ise;
makroskobik olarak karin boslugunda 13 x 10 x 4 cm buyukliginde bir
kitle bulundugu; akcigerlerde petesiyel kanama alanlar disinda diger
parenkim organlarinda herhangi bir bulgu fark edilmedi.

Olgu 7,8 ve 11’'in mediastinal lenf dugumleri genel olarak sis ve
kesit yuzleri nemliydi. Ayrica; olgu 7’nin kesitinde nemli ve yumusak
kivamda sarimtirak beyaz renkli, kesit yapilirken bicaga yapisan igerik
dikkati gekerken (Sekil 4); olgu 8'in kesitinde sarimsi- yesil renk (Sekil 7),

olgu 11’in kesitinde ise kanama alanlari fark edildi.

Uc olguda (Olgu no:8, 11, 12) karacigerde siskinlik, kenarlarinda
kUtlesme ve kesit yuzlerinden bol miktarda kan sizmasi goruldi. Olgu 8'de
bobreklerde buyume, bagirsaklarin subserozal damarlarinda dolgunluk ve

limeninde sari sulu renkte icerik ile mukozada hiperemi mevcuttu. Olgu
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11’de bobreklerin 6zellikle korteksinde toplu igne bagi buyukligunde diffuz
dagilimh beyaz renkte odaklar ve kalpte diffuz dagihmli petesiyel kanama
alanlari dikkati ¢ekti.

Olgularda g6zlenen makroskobik bulgular Tablo 3’te 6zetlendi.



28

Tablo 3. Olgularda gézlenen makroskobik bulgular.

Olgu Akcigerlerde  Nodulin Nodulin boyutu  Mediastinal Bagirsak Karaciger Bdbrek Kalp
No nodilin kivami/Kesitinin lenf dGgiuma
yerlesimi/Dige rengi
r lezyonlar
1 Sert, kolay
Sol Iqbgs pargalanabilir 4x3 cm ) ) ) ) )
kranialis kivam/ sarimtirak
boz beyaz renk
2 Kranioventral 2x3 cm - - - - -
3 B B N B N N N
4 B B N N N N N
5 - - - - - - -
6 - - - R R R -
Sis, kesit yuzl
nemli ve
yumusgak
Sert kivam/ . kivamda,
. sarimtirak beyaz 2x3 cm ile 4x5.5 sarimtirak
7 Diffuz ; cm arasinda . - - -
renkli, kolayca dedi beyaz renkli,
) egisen :
pargalanabilen kesit
yapilirken
bicaga
yapisan igcerik
Sert yer yer Subserozal
fluktuan kivam/ éj;mjr?s;
boz beyaz renkli, Sis, kesit Ium%ninde Sis, kenarlar,
8 Sag lobus homojen ve yagli 1.5x2 cm ve yuzleri nemli sarl sulu kSt ve kesiti Bivimii )
kranialis goriiniste, 1x1.5 cm ve sarimsi- o yumus
: . renkte icerik kanl
gevresinden yesil renkte ile
kapstille
sinirlandiriimig "#Jkozad.a
iperemi
Petesiyel ) ) ) }
9 kanama - 13x10x4 cm* -
alanlari
10 Sert, kolay - - - - -
Sag Ipb_us pargalanabilir 2 5x3 om
kranialis kivam/ sarimtirak
boz beyaz renk
Kortekste
Kaudal toplu igne  Diffuz
loblarda basi petesi
11 konsolidasyon Sis ve kesit Sis, kenarlari  buyukluga yel
ve diffuz yuzleri - kit ve kesiti  nde diffuz  kana
petesiyel - - kanamali kanl dagilimh ma
kanama beyaz alanla
alanlar renkte r
odaklar
Cok sert ve peynir .
12 Sag lobus kivami, gevresi bir $'§’ ke”""”??'
e . 3x4 cm - - kit ve kesiti - -
kranialis kapstille Kanl

sinirlandiriimis

* Karin boslugunda
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Sekil 1. Akciger, olgu no; 1, sol lobus kranialiste 4 x 3 cm ¢apinda, sert,
kolay parcalanabilir kivamli, sarimtirak boz beyaz renkte kitle.

Sekil 2. Akciger, olgu no; 7, diffuz dagilimli, boyutlari 2 x 3 cm ile 4 x 5.5
cm arasinda degisen, sert kivaml giglikler.

Sekil 3. Akciger, sekil 2’deki kitlenin kesiti; sarimtirak-beyaz renkli,
kolayca pargalanabilen kivamli odak.

Sekil 4. Mediastinal lenf dGgimd, olgu no; 7, siskin, kesit yuzinde nemli
ve yumusak kivamda sarimtirak beyaz renkli, kesilirken bigcaga sivanan
materyal.
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Sekil 5. Akciger, olgu no; 8, sag kranial lobta 1 x 1.5 cm ¢apinda sert yer
yer fluktuan kivaml, kesit yuzd boz beyaz renkli, homojen ve yagh
goérindste, gevresinden kapsdulle sinirlandiriimis noduil.

Sekil 6. Akciger, olgu no; 8, sag kranial lobda 1.5 x 2 cm ¢apinda sert yer
yer fluktuan kivamh, kesit yuzi boz beyaz renkli, homojen ve yagh
goériuniste, gevresinden kapsdulle sinirlandiriimis nodul.

Sekil 7. Mediastinal lenf diGgumu, olgu no; 8, siskin, kesit yuzd nemli ve
sarimsi-yesil renkte.
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Sekil 8. Akciger, olgu no; 10, sag lobus kranialiste 2.5 x 3 cm ¢apinda,
sert, kolay pargalanabilir kivamli, sarimtirak boz beyaz renkte kitle.

Sekil 9. Akciger, sekil 9'daki kitlenin kesiti

Sekil 10. Akciger, olgu no; 11, diffuz dagilimh petesiyel kanama alanlari
ile kaudal loblarda konsolide alanlar.

Sekil 11. Akciger, olgu no; 12, ¢cok sert ve peynir kivaminda, cevresi bir
kapstlle sinirlandiriimig, yaklasik 3 x 4 cm boyutlarinda kitle. (Formalin
tespitinden sonra).
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3.2.2. Mikroskobik ve immunohistokimyasal Bulgular

Codunlukla tipik bronkopnémoni tablosunu vyansitan akcigerlerde;
damarlarda degisen derecede hiperemi (Olgu no: 3, 5, 7, 9, 11, 12)
yaninda yer yer trombotik kitle (Olgu 12) goézlendi. Alveolleri tamamen
dolduran makrofaj ve nétrofil Iokositlere bazi brons ve bronsiol lUmenleri ile
damar cevrelerinde de rastlandi (Sekil 16, 17, 21). Bu yangisal hicre
infiltrasyonu olgu 3 ve 6’da daha hafif siddetteydi ve olgu 3’te dzellikle
perivaskuler yerlesimliydi (Sekil 14). Kimi olgularda (Olgu no:1, 2, 5, 12)
alveoler septumlarda makrofajlar, notrofil 16kositler ve alveol duvarlarinin
nekrozu (Sekil 13) ile alveol IUimenlerindeki yangisal eksudatta
hyalinizasyon (Olgu no: 12) (Sekil 22) gbze ¢arpti. Olgu 1, 4 (Sekil 16), 8
(Sekil 18) ve 12'de (Sekil 23) yangi tablosuna ¢ok ¢ekirdekli dev
hicrelerinin eglik ettigi goruldu. Olgu 1 (Sekil 12) ve 4’te interalveoler
bdlgelerin bag doku elemanlariyla genigledigi fark edildi. Genel olarak
alveollerden bazilari atelektazik, bazilari amfizematik gérinimde idi. Bazi
alveol lumenlerinde de pembe homojen renkli 6dem ile serbest eritrositler
dikkati ¢ekti. Brons ve brongiol mukoza epitellerinin yer yer hiperplaziye
ugradigi yer yer de lumene doékuldugu saptandi (Olgu no: 5, 8). Olgu 4’te
peribronsioler lenf follikllleri hiperplazikti. Olgu 8'de plérada 6dem, olgu
7'de ise ddemle birlikte az sayida makrofaj, lenfosit ve bag dokusu
elemanlar1 gozlendi (Sekil 18).

Akciger kesitlerine yapilan immunoperoksidaz (IP) boyamalarda
yogun yangisal alanlarin ¢gevresinde bulunan alveol limenlerini doldurmus
makrofaj ve notrofil I0kositlerin sitoplazmasinda R. equi antiserumuna
karg! pozitif boyanmalar saptandi (Sekil 26, 27, 28, 29, 30, 31).

Mediastinal lenf digumleri incelenen taylarda (Olgu no:7, 8, 11)
damarlarda hiperemi disinda, kortikal ve medullar sinuslarin genigledigi,

limenlerinde  dokdlmus sinUs endotel hucreleri ile  g¢ogunlukla
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makrofajlardan olugan aralarinda notrofil I0kosit ve lenfositlerin de
bulundugu hicre infiltrasyonu goze carpti. Lenf folliklleri hiperplazikti.
Yedinci olguda bunlara ek olarak lenf follikillerinde lenfoid nekrozlar
dikkati ¢ekti (Sekil 19).

Olgu 7’nin mediastinal lenf dugumuine yapilan immunoperoksidaz
boyamalarda medullar sinuslardaki makrofajlarin  sitoplazmasinda
kullanilan R.equi antiserumuna karsi immun pozitif boyanmalar saptandi
(Sekil 32).

Sadece olgu 8de badirsaklarin lamina propria’sinda makrofaj ve
lenfositlerden olugan mononuklear hucre infiltrasyonu ile karakterize
subakut enteritis gozlenirken diger olgularda herhangi bir degisiklik dikkati
cekmedi.

Parankim organlari incelendiginde; 8., 9., 11. ve 12. olgularda
karacigerde vena sentralis, vena interlobularis ve sinuzoidlerin genislemis
oldugu ve iglerinin eritrositlerle dolu oldugu goruldi. Remark kordonlarinin
dizenini kaybettigi, sinus endotellerinin siskinlestigi ve Kupffer hiicrelerinin
belirginlestigi goruldu. Bes olguda (Olgu no: 8, 9, 10, 11, 12) bu bulgularin
yani sira, karaciger epitel hucrelerinin gigkinlesip yuvarlaklastigi,
sitoplazmalarinin granuler bir gorinumde oldugu saptandi. Parankim
dejenerasyonuna ek olarak hucrelerin bazilarinin sitoplazmasinda ise
vakuollerin bulundugu gozlendi. Olgu 9 ve 12’de ise sinuzoidlerin 6dem ve
makrofaj, lenfosit, tek tuk notrofil 16kosit infiltrasyonu ile genisledigi
gorulirken bir olguda (Olgu no:9) yangisal hicrelere ek olarak

megakaryositler ile hepatositlerde nekroz dikkati ¢ekti (Sekil 24).



34

Olgu 8 ve 10un bdbreklerinde tubulus epitelleri siskin olup
sitoplazmalari homojen pembe renkli ve granuler gorinuimde idi. Bazi
alanlarda ise tubulus epitelleri tamamen nekroze olmus ve tubulus
lGmenine dokulmis durumda idi. Yer yer tubul limenleri ve Bowman
bosluklarinda pembe homojen renkte protein6z materyal birikimi mevcuttu.
Olgu 11’ de intersitisyumda genis alanlar halinde nétrofil 16kosit, makrofaj,
lenfosit infiltrasyonu ile serbest eritrositler gozlenirken, bu hicre
birikimlerinin ortalarinda ve glomerulus kapillarlarinda pembe-mavi renkte,

bulutumsu tarzda bakteri kimeleri saptandi (Sekil 25).

Olgu 11’ de akcigerde bazi alveol lUmenleri ve damarlarda,
bobreklerde ise glomerulus kapillarlarinda gozlenen bakteri kimelerinin
goOsteriimesi amaciyla Brown-Brenn Gram ve Ziehl-Neelsen boyalari
yapildi. Mavi-mor renkte boyanan bakterilerin gram pozitif etkenler oldugu
ortaya kondu.

Ayrica olgu 9da karin boslugundan gonderilen kitlenin
incelemesinde kronik grandlasyon dokusu ile kargilasildi. Olgu 11’de ise
kalp kasinda damarlarda hiperemi ve kas demetleri arasinda eritrosit
kUmeleri gozlenen ek bulguydu.

Genel olarak olgularda akcigerlerde dikkati ¢eken mikroskobik
bulgular Tablo 4’te; akciger ve mediastinal lenf digumlerinde gdzlenen IP

boyanmalar ise Tablo 5’te dzetlendi.
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Tablo 4. Olgularda akcigerlerde dikkati ceken mikroskobik bulgular.

Olgu No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Damar lezyonlari:

*Hiperemi - - + - + - + - + - + +
*Tromboz - - - - - - - - - - - +
*Vaskilitis - - - - - - - - - - - -
Yangisal hicre

infiltrasyonu

*Makrofaj + + + + + + + + + + + +

*Notrofil 16kosit + - - - + - + - + - - -

*Lenfosit + 4+ + + + + + + - + + +

*Bag doku elemanlari + o+ - + - - - - - - - -

Yangisal  hicrelerin

yerlesimi

*Alveol

*Brong + o+ + + + + + + + + + +

*Brongiol + o+ - - + - + + _ + _ +

*Perivaskiler + + - + + - + + + + - +
- - + - - - + + - - - +

Siddeti

*Yaygin

*Hafif + o+ + + + + + + + + + +

Yangisal hiicre + + - - + - - - - _ _ T

nekrozu

Alveol duvari nekrozu + + - - + - - - - - - +

Dev hiicre olusumu + - - + - - - + - - - +

Plérada

yang - - - - - - + - - - - -

6dem - - - - - - + + - - - -

Tablo 5. Olgularda akcigerlerde ve mediastinal lenf digumlerinde gozlenen
immunoperoksidaz sonuglar.

Olgu No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Akcigerler ++ ++ + + ++ + + ++ + + ++ +

Mediastinal

lenf - - - - - - + - - - - -

digimdleri

-2 Negatif +: Zayif  ++: GUglU
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Sekil 12. Akciger, olgu no; 1, kroniklesen bdlgelerde fibrosit, fibroblast ve
mononuklear hicre infiltrasyonu, HE X 400.

Sekil 13. Akciger, olgu no; 1, yangisal bdlgelerdeki makrofaj, nétrofil
I6kosit infiltrasyonu ile alveol duvarlarinin nekrozu, HE X 400.

Sekil 14. Akciger, olgu no; 3, damarlarda siddetli hiperemi ve perivaskuler
mononuklear hicre inifltrasyonu, HE X 400.

Sekil 15. Akciger, olgu no; 4, interalveoler bdlgede ¢ok gekirdekli dev
hicreleri, makrofaj, lenfosit ve bag doku hticre artisi, HE X 400.
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Sekil 16. Akciger, olgu no; 5 alveol ve brongiol lumenleri ile parankimde
dokilmuas epitel hiicreleri, makrofaj ve diger yangisal hiicreler, HE X 40.

Sekil 17. Akciger, olgu no; 5 yakindan gérinim, HE X 400.

Sekil 18. Akciger, olgu no; 7, pléra 6dem, az sayida makrofaj, lenfosit ve
bag doku elemanlari ile geniglemis, HE X 400.

Sekil 19. Mediastinal lenf digimi, olgu no; 7, kortikal sinusta genisleme,
[imeninde dokilmus sinus endotelleri ve az sayida nétrofil 16kosit
infiltrasyonu; kortekste lenfoid nekrozlar, HE X 400.
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Sekil 20. Akciger, olgu no; 8, alveoler limeninde c¢ok c¢ekirdekli dev
hicresi ve makrofa;j ile lenfositler, HE X 400.

Sekil 21.  Akciger, olgu no; 10, alveol ve bronsiol limenlerinde
mononiklear hiicre infiltrasyonu, HE X 100.

Sekil 22. Akciger, olgu no; 12, alveol lumenlerinde hiicre infiltrasyonu
yangisal eksudatta hyalinizasyon, HE X 1000.

Sekil 23. Akciger, olgu no; 12, alveoler eksudatta ¢ok c¢ekirdekli dev
hicresi ve mononuklear hiicre infiltrasyonu, HE X 400.
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Sekil 24. Karaciger, olgu no; 9, sinuzoidlerde mononlklear hicre
infiltrasyonu, megakaryositler ve hepatositlerde nekroz, HE X 40.

Sekil 25. Bébrek, olgu no; 11, intertubuler bélgede mononuklear hiicre
infiltrasyonu, tubul epitelyumlarinda parankim dejenerasyonu ve
glomerulus kapillarlarinda bakteri kiimeleri, HE X 100.



Sekil 26.  Akciger, olgu no; 3, bronsiol lumeni ve c¢evresindeki
pareankimde bulunan bazi makrofajlarda IP pozitif boyanmalar, ABC-P X
1000.

Sekil 27. Akciger, olgu no; 5, makrofajlarda IP pozitif boyanmalar, ABC-P
X 1000.

Sekil 28. Akciger, olgu no; 6, damar limeninde makrofajlar ve nétrofil
I6kositlerde IP pozitif boyanmalar, ABC-P X 400.

Sekil 29. Akciger, olgu no; 8, makrofajlarda ve nétrofil 16kositlerde IP
pozitif boyanmalar, ABC-P X 1000.
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Sekil 30. Akciger, olgu no; 11, makrofajlarda IP pozitif boyanmalar, ABC-P
X 1000.

Sekil 31. Akciger, olgu no; 12, alveoler makrofajlarda IP pozitif
boyanmalar, ABC-P X 400.

Sekil 32. Mediastinal lenf digimu, olgu no; 7, makrofajlarda IP pozitif
boyanmalar, ABC-P X 400.
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3.3. Mikrobiyolojik Sonuglar

Doku orneklerinden ilk yapilan Gram boyama ile yaygin olarak Gram
pozitif comak sekilli etkenlerin varligi tespit edild. inkiibasyon sonunda
MacConkey agarda Ureme goértlmezken, kanh agarda saf olarak treme
goruldi. Saf kolonilerden alinarak Gram boyamasi yapildi ve goérllen
Gram pozitif kokkal formlu etkenler biyokimyasal testler sonucunda R. equi
olarak identifiye edildi.

Biyokimyasal Testler: pB- hemoliz (-), eskulin hidroliz (-), nitrat
reduksiyon (+), Ureaz (+) (>18 saat), kazein sindirimi (-), glikoz (-), maltoz
(-), sukroz (-).

Makroskobik morfoloji; kanl agarda ilk 24 saate kadar kiigiik, S tipli
parlak ve non-hemolitik koloniler daha ilerleyen zamanlarda (4 gun)
mukoid ve buyuk forma donlstd. Pembe renkli pigmentlesme kirmizi renkli

geri plandan dolay kolay segilemedi.

Mikroskobik morfoloji; kolonilerden yapilan Gram boyamada Gram
pozitif kokkal formlar baskin sekilde goézlendi.

Sonugta; toplam 12 olgudan 3 tanesine (Olgu no: 8, 10, 11) ekim
yapildi. olgu 8 (Sekil 33) ve 11’e (Sekil 34) ait doku orneklerinden R.equi

izole edilirken; olgu 10’dan ise ureme olmadi.
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B e

Sekil 33. Olgu no; 8, Rhodococcus equi’ nin kanli agarda tipik mukoit
kolonileri (4 gunlik kultar). Pembe renkli pigmentasyon kirmizi renkli geri
plandan dolay! kolaylikla gbzlenememekte.

Sekil 34. Olgu no; 11, Rhodococcus equi;, koloniden Gram (+) kokkal
formlar, Gram boyama (x1000).
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4. TARTISMA

Calismada, taylarda R. equi enfeksiyonunun patolojik bulgulari
makroskobik ve mikroskobik olarak degerlendirildi. Doku kesitlerinde R.
equi antijeninin  varhginin  ve yerlegimlerinin  saptanmasi igin

immunoperoksidaz teknigi kullanildi.

Rhodococcus equi enfeksiyonunun ortaya ¢gikmasinda yas, mevsim
ve barinma kosullarinin hastaligin olusumuna yatkinlik sagladigi
bilinmektedir. Bagigiklik sistemlerinin tam gelisememesi, maternal
antikorlarin yetersiz alinimi veya eglik eden viral ya da paraziter
enfeksiyonlardan olugan yatkinlik, yeni doganlarda % 80’e varan olumlere
neden olmaktadir (Riedesel, 1996). Ayrica etken, 6 ayliktan kii¢lik taylarda
go6rilen pnémonilerin en 6nemli nedenidir (Aucoin ve Eades, 2002;
Piscopo, 2004). Etkenin sicak havada hizli gogalma yetenegdinin yani sira
ruzgarh ve tozlu havalarda (Cohen ve ark., 2005) kolayca tasinmasi
enfeksiyona siklikla ilkbahar ve yaz mevsimlerinde rastlanmasina neden
olmaktadir (Wada ve ark., 1997). Calismada incelenen taylarin yaslarinin
u¢c gunlik ile 7 aylik arasinda olmasi ayrica olumlerin Nisan-AJustos
arasinda sekillenmesi enfeksiyonun ortaya c¢ikisinda yas ve mevsim

faktorlerinin rol oynadigi goértusuni destekler niteliktedir.

Olen taylarda genel klinik bulgularin yiiksek ates (41-41.5 °C),
OksuUruk ve solunum gug¢ligu olmasi bu konuda c¢alismalar yapan
arastiricilarin (Takai ve ark., 1995; Bradley ve ark., 2000; Ozgir ve ligaz,
2000; Aucoin ve Eades, 2002) bulgulari ile benzerlik gdéstermektedir.
Digerlerinden farkli olarak, 9 numarali olguda 6lim 6ncesi son donemde
gOzlerde korneal Ulser ile eklemlerde sislik gordlmustir. Bu da etkenin
akcigerden ya da mide-bagirsak sisteminden girerek bakteriyemi
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olusturduktan sonra sekillendirdigi klinik bulgulari aciklayan literaturle
(Chaffin, 1995; Giguere, 2000; Ozgiir ve ligaz, 2000) uyumludur.

Enfeksiyonda en 6nemli bulasma sekli solunum yoluyla olanidir
(Takai ve ark., 1995). Toprakta saprofit olarak bulunan R. equi ile yuklu
tozlarin solunmasi pnomonik enfeksiyonun sekillenmesinde rol oynayan
onemli bir faktérdir (Giguere, 2000). R. equi enfeksiyonundan o&len
taylarda, olgularin % 96’sinda; nekropside akciger lezyonlari ile
kargilasildigi (Zink ve ark., 1986) ve tUm tay pndmonilerinin % 45’inin R.
equi enfeksiyonuna bagh oldugu bildiriimektedir (Wright, 2006). Akciger
lezyonlarinin genellikle sag loblarda sekillendigi (Hillidge, 1986), yavas
gelisen lezyonlarin kranioventral bdlgeleri tuttugundan bahsedilmektedir.
Sinirli apseler olan nodullerin gergekte yagli, homojen yapida ya da sivi
dolu catlaklari olan nemli, parcalanabilir kivamdaki kazeifikasyon nekroz
alanlari oldugu bilinmektedir (Haziroglu ve Milli, 2001). Calismada ise,
solunum sistemi bulgulari gostererek dlen 12 tayda da degisen derecede
akciger lezyonlari mevcuttu. Literaturde (Hillidge, 1986) belirtildigi gibi
lezyonlarin ¢ogu akcigerlerin sag lobunda (Olgu no:8, 10, 12) sekillenmisti.
3 farkl olguda ise lezyonlarin sol kranial (Olgu no:1), kranioventral (Olgu
no:2) ve diffuz yerlesimi (Olgu no:7) gozlenen nodillerin de sarimtirak
beyaz renkli, kolayca parcalanabilen kivamda oldugu goruldid. Bazi
olgularda (Olgu no:3, 4, 5, 6) akcigerde makroskobik bulgu
sekillenmezken, bazilarinda (Olgu no:9,11) ise sadece konjesyon ya da
konsolidasyon fark edildi. Bu da enfeksiyonun hizla sekillenip perakut
formda olumlere neden olabilecedi dusuncesini dogurdu. Onbir numarali
olgudan mikrobiyolojik olarak da R. equi izole edilmesi de bu gorusu

destekleyici niteliktedir.

Ayrica, brongiol lenf digumlerinin sigkin ve ddemli oldugu, ara sira
yumusak kazeonekrotik odaklar igerdigi kaydedilmektedir (Mariotti, 2000;
Haziroglu, 2001). Calismada da bazi olgularda (Olgu no:7, 8, 11) so6zu
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edilen lenf dugumlerinin 2-3 kat siskin gorinuglu oldugu ve kesit yuzlerinin
apseli oldugu dikkati ¢ekti.

Mikroskobik incelemede akcigerlerde saptanan irinli kataral
bronkopnoémoni, bakterileri fagosite etmis makrofajlar ile bunlarin ve diger
yangisal hucrelerin nekrozu, ¢ok c¢ekirdekli dev hicreleri birgok arastirici
(Karadas ve ark., 1996; Haziroglu, 2001; Szederi ve ark., 2001; Szederi ve
ark., 2006) tarafindan da tanimlanan klasiklesmis bulgulardir. Calismada
bu yangisal tabloya eslik eden 6dem ve bad doku hicre artisi ile
damarlarda go6zlenen tromboz literatirle (Szederi ve ark. 2006)
uyumluydu. Akcigerlerde lezyonlarin ¢ok siddetli oldugu durumlarda bile
plérada yangi gdézlenmediginden bahsedilmektedir (Haziroglu, 2001).
Calismada ise iki olguda (Olgu no:7, 8) plérada 6dem ve bir olguda (Olgu
no:7) buna eglik eden fokal yangisal hucre infiltrasyonu gd6zlendi.
Calismada (Olgu no:7, 8, 10, 11) mediastinal lenf dugumlerinde gorilen
yangisal hucre infiltrasyonlari ve lenf follikillerinde gorilen lenfoid
nekrozlarin varhgr onceki calismalar ile (Ishino ve ark., 1992; Mariotti,

2000) uyum igindeydi.

Rhodococcus equi ile enfekte geng taylarda akcigerlerde siddetli
irinli bronkopndmoniden sonra daha az siklikta sekillenen bagirsak
formunda gorilen lezyonlar; mezenterik lenf digumlerinde granilomatéz
ve irinli yangi ile birlikte Ulseratif enterokolitistir (Cimprich ve Rooney,
1977; Johnson ve ark., 1983b; Ozgiir ve ligaz, 2000). Olgulardan sadece
birinde (Olgu no:8) makroskobik olarak bagirsaklarin subserozal
damarlarinda dolgunluk ve Iimeninde sari-sulu renkli igerik ile mukozada
hiperemi gozlendi. Mezenterik lenf dugumlerinde siglik ya da kesit
yuzlerinde bahsedilen granulamotoz odaklara ilgili bulgular dikkati
¢ekmedi. Bu olguda bahsedilen tipik patolojik bulgularin gérilmemesi ve
diger olgularda da bagirsaklarla ilgili herhangi bir lezyonun sekillenmemesi

bu formun akciger formuna gore daha az sikhkta sekillendigi disuncesini
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doguladi. Ayrica calismadaki taylarin yasi da bagirsaklarda lezyonlarin
olusmamasi igin diger bir etken olabilecegi dusunulda.

Etkenin akcigerden yayillmasi sonucu, karaciger ve bobrek gibi
parankim organlarinda da lezyonlar sekillenebilir (Johnson ve ark., 1983a).
Makroskobik olarak birka¢ olguda (Olgu no:8, 11, 12) karacigerin siskin ve
kenarlarinin kut oldugu kesit yuziunden ise kan sizdigi fark edildi. Bir
olguda (Olgu no:8) bdbreklerin buyuduagu, bir baska olguda (Olgu no:11)
ise bdbreklerin 6zellikle korteksinde toplu igne basi buyukliginde diffuz
dagilimh beyaz renkte odaklar ile kalp kasinda diffuz dagilimh petesiyel
kanama alanlari gozlendi. Mikroskobik olarak karacigerde sentrilobuler
nekroz ve mononuklear hucre infiltrasyonu ile boébreklerde parankim
dejenerasyonlarinin  gozlendigi bildirilmektedir (Ishino ve ark.,1987;
Karadas ve ark., 1997). Calismada da bu bulgulara benzer sekilde
karacigerde degisen siddette dejenerasyon, nekroz, yaglanma, pasif
hiperemi ve mononuklear hicre infiltrasyonlari ile bdbreklerde nekroz,
tubul lUmenleri ve Bowman bosluklarinda pembe homojen renkte
proteindz materyal birikimi, mononuklear htcre infiltrasyonu ve bir olguda
(Olgu no:11) hucre birikimlerinin ortalarinda ve glomerulus kapillarlarinda
bakteri kumeleri saptandi. Kalp kasindaki damarlarda hiperemi ve kas
demetleri arasinda eritrosit kimeleri (Olgu no:11) ile bir olguda (Olgu no:9)
karin boglugunda, gébek kordonu kaynakli oldugu dusunulen kitlede kronik

granulasyon dokusu gozlendi.

Enfeksiyonun kesin tanisi i¢in etken izolasyonu gereken durumlarda
R.equinin dokularda morfolojik olarak taninmasi olanaksizdir (Mariotti ve
ark., 2000). immunohistokimyasal teknikler, formalinde tespit edilmis ve
parafine  gomulmis doku kesitlerinde  enfeksiyon etkenlerinin
saptanmasinda kullanilabilecek en uygun yontemlerdir. Ayni zamanda, bu
teknikler enfeksiyonu olusturan etkenlerin dokulardaki kesin yerlesimini
gOstermesi bakimindan histopatolojik bulgularin degerlendiriimesini de
kolaylastirir. R.equinin tespitinde immunoperoksidaz teknikleri yaninda
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indirekt immunofloresan teknigi (IIF) de kullanilabilir. Immunoperoksidaz
teknikler 1IF’'nin  aksine, sonuglarin stk mikroskobunda rahatlikla
degerlendirilebilmesi ve hazirlanan preparatlarin uzun yillar saklanabilmesi
agisindan, hucre ve doku morfoloji ¢aligsiimasinda; ¢ok pahali olmamasi ve
PCR’In aksine 06zel laboratuvar kosullari ve personel gerektirmemesi
bakimindan daha elveriglidir (Szederi ve ark., 2006). Sayilan bu ozellikleri,
immunoperoksidaz teknikleri patogenez galismalarinda essiz bir konuma
getirmistir. immunoperoksidaz teknigi kullanilarak, R. equi antijenlerinin
doku kesitlerindeki dagilmi basariyla saptanmaktadir (Zink ve ark., 1985;
Ishino ve ark., 1992; Madarame ve ark., 1996; Mariotti ve ark., 2000;
Szederi ve ark., 2001; Uhl ve ark., 2002; Szederi ve ark., 2006). Bu
calismalarda, R. equi antijenlerinin akcigerde c¢ogunlukla irinli yangi
bdlgelerinin ortasinda, daha az olarak da bronsiol limeninde yikimlanmig
hacrelerle karisik purulent eksudatta yerlestikleri belirlenmistir. Pozitif
boyanmalarin akciger ve mediastinal lenf digumua kesitlerinde en sik
makrofajlarin sitoplazmalari igerisinde, bazen de c¢ok c¢ekirdekli dev
hicreleri ve notrofil 16kositlerde goruldugu ve (Ishino ve ark., 1992) az
oranda alveol Ilumenlerinde ve intersitisyumda da yerlestikleri
kaydedilmistir (Szederi ve ark., 2006). Bagirsak formunun goraldugu
taylarda bagirsak ve mezenteriyal lenf digumlerinde makrofajlarda, daha
az oranda ¢ok cekirdekli dev hucreleri ve noétrofil 16kosit sitoplazmalarinda
R. equiye karsi pozitif boyanmalarin goruldugu bildirilmektedir (Mariotti ve
ark., 2000). Sunulan g¢alismada, R. equi, akcigerde irinli yangi bolgelerinin
ortasinda, bazi bronsiol limenlerinde eksudatla karisik az oranda notrofil
|6kositlerde, ¢ogunlukla makrofajlarda hucre igi yerlesimli oldugu goruldu.
Bir olguda (Olgu no:7) literattrle (Johnson ve ark., 1983a; Karadas ve ark.,
1997;) uyumlu olarak, mediastinal lenf digumuinde nekrotik lenfoid
follikillere yakin bdlgede birkag makrofajin sitoplazmasinda tespit edildi.
Calismada; 6zellikle cogunda etkenin de goruldugu alveoler makrofajlarin
lezyonlu bolgelerde artigi, bir kisim arastiricilar (Barton ve Embury, 1987;
Ishino ve ark., 1992; Madarame ve ark., 1996; Giguere, 2000; Wada ve
ark., 2000; Uhl ve ark., 2002) tarafindan da ifade edildigi gibi,
makrofajlarin, akciger savunma sisteminden primer sorumlu hicre olmalari

ile aciklanabilir.
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Yangisal reaksiyonlarin primer etkenleri parcalamasi ya da
laboratuvarda etkenin Uretilmesi sirasindaki uygulama hatalari ve
bakteriyel bulagsma sonucu izolasyon yapilamazken, immunoperoksidaz
teknigi ile ayni etkenin antijenik yapilarini tespit etmek mumkundur
(Haziroglu ve ark., 1996). immunoperoksidaz teknik, bakteriyolojik
izolasyon bulgulari ile karsilagtirildiginda, immunoperoksidaz tekniginin
yuksek duyarlihga sahip oldugu anlagiimaktadir. Etken izolasyonu igin
gonderilen olgulardan (Olgu no:8, 10, 11) R. equi izole edilemeyen bir olgu
da (Olgu no:10) dahil olmak Uzere on iki olgudan immunoperoksidaz
teknigi ile pozitif sonug alinmasi bu gortusu desteklemektedir.

Rhodococcus equinin Uretildigi ortama goére pleomorfik morfolojik
bir yapisi vardir. irinde ve kati ortamda kokoid, sivi ortamda ise genellikle
comak seklinde gozlenir (Strausbaugh, 2002). R. equi kanli agarda 37
°C’'de 2-3 gin igerisinde non-hemolitik, krema benzeri, mukoid, nemli,
parlayan ve pembe koloniler meydana getirir (Takai ve ark., 1991).
Mikrobiyolojik analiz igin gdénderilen dokulardan yapilan ekimlerde
saptanan etkenin morfolojik gérunusuy, literatirde bildrilenlerle benzer
Ozelliklere sahipti.
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5.SONUG VE ONERILER

Sunulan bu c¢alismayla taylarda dogal vyollarla sekillenen R.equi
enfeksiyonunun klinik, makroskobik, mikroskobik ve immunoperoksidaz
bulgulari incelendi. Toplam 12 tay incelendi. Taylarda gozlenen genel
klinik bulgular; yuksek ates, siddetli dksurik ve solunum guglugu idi.
Makroskobik olarak; olgu no:1,7,8,10,12'de akcigerde tipik kazeonekrotik
odaklarla karsilasildi. Histopatolojik incelemede; irinli bronkopnomoni
tablosu dikkati ¢gekti. R. equi’ nin, yapilan immunoperoksidaz boyamalarla,
akciger ve mediastinal lenf dUgumu kesitlerinde, gogunlukla makrofajlarin,
bazen de notrofil I16kositlerin sitoplazmasinda yerlestigi goruldu. Boylece
hicre ici bir bakteri oldugu bu teknikle bir kez daha dogrulandi. (Olgularin
hepsi de R. equi immunopozitif). Bagirsaklarda lezyon gorilmemesi,
bagirsak formunun akciger formuna goére ender olarak sekillendigini
dogruladi. 12 taydan ugunde (Olgu no: 8,10,11) mikrobiyolojik inceleme
yapilabildi ve bunlardan sadece iki olguda (Olgu no: 8,11) mikrobiyolojik
olarak R. equi izole edilebildi. Sonug olarak; immunoperoksidaz tekniginin,
taylarin R. equi enfeksiyonunun tanisi icin duyarli bir yontem oldugu
belirlendi. Ayrica gorulen pnomonilerin buylk oranda R. equi’ den
kaynaklandigi goruldu.

Hastalikta mikrobiyolojik izolasyon yaninda, immunoperoksidaz
tekniginin kullaniimasi enfeksiyonun kesin tanisinda yararlidir. Hastaligin
cikigsinda mevsim faktori goz onune alindiginda, tay dogumlarinin Ocak
ayinda olacak gsekilde ayarlanmasi Onemlidir. Ayrica hayvanlarin
barindirildiklart  tavla altliklarinin  tozlanmaya ve digki birikiminin
engellenmesine yonelik olmasi gereklidir. Diger taraftan hayvanlarin, her
gun rektal 1silari Olgulerek; atesi yuksek cikan ve kan testlerinde I6kosit
sayisinda artig olanlara karsi gerekli koruma yontemlerinin gelistiriimesinin

gerekliligi bu caligmayla bir kez daha ortaya konmustur.
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OZET

Taylarda Rhodococcus equi Enfeksiyonunun Patolojik Bulgularn ve

immunoperoksidaz Teknigi ile Tanisi

Klinik olarak solunum gucliglu bulgulari goésteren ve 2003-2006 vyillarinin
ilkbahar-yaz aylarinda dlen 12 tayin nekropsisi yapildi. Oniki tayda da R.equi'ye
bagli pnémoni saptandi (Olgularin hepsi R.equi immunopozitif). Makroskobik
olarak; bazi olgularda ( 5 olguda) akcigerde tipik kazeonekrotik odaklarla
karsilasildi. Histopatolojik incelemede; irinli bronkopnémoni tablosu dikkati ¢ekti.
R. equi’ nin, yapilan immunoperoksidaz boyamalarla, akciger ve mediastinal lenf
digimi kesitlerinde, ¢ogunlukla makrofajlarin, bazen de noétrofil I6kositlerin
sitoplazmasinda yerlestigi géruldid. Bagirsaklarda lezyon gériilmemesi, bu formun
akciger formuna gore ender sekillendigini gosterdi. Sadece iki olguda
mikrobiyolojik olarak R. equi izole edilebildi. Sonu¢ olarak; ¢calismada kullanilan
12 tayda da R. equinin saptanmis olmasi, taylarda gdérilen pnomonilerin
¢ogunlugundan bu bakterinin  sorumlu oldugunu ve ayrica tanisinda
immunoperoksidaz tekniginin basariyla kullanilabilecegini gosterdi.

Anahtar Sozciikler: immunoperoksidaz teknigi, patoloji, Rhodococcus equi, tay.
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SUMMARY

The Pathological Findings of Rhodococcus equi and Its Diagnosis With

immunoperoxidase Technique in Foals

Twelve foals died at spring-summer months between 2003-2006 years which had
difficulty in respirationin their clinical findings, were necropsied. Pneumonia due
to R. equi are determined in all twelve foals. (All cases were immunopositive for
R. equi). Macroscopically; at some cases (At 5 cases) typical caseo-necrotic
nodules were seen at the lungs. In histopathological examination; purulent
bronchopneumonia was noticed. The localization of R. equi antigens were
determined usually in cytoplasm of macrophages, occasionally in neutrophil
immunoperoxidase technique at the lung and mediastinal lymph node. Not
finding any lesions at intestine, also confirmed that this form of the infction is
encountered rarely compored to the lung form. Only at two cases, R. equi was
isolated microbiologically. As a result, as R. equi was diagnosed in all the
samples obtained, it was understood that R. equi is responsible in most of the
foals’ pneumonias and its diagnosis with immunoperoxidase technique can

successfully be used in the field.

Key Words: Foal, immunoperoxidase technique, pathology, Rhodococcus equi.
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Yardimci Arastirmaci (Devam ediyor).
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