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LTiirkce ve ingilizce Ozetler
Kopeklerde Deneysel Bordetella bronchiseptica Infeksiyonu

Arastirmada, B. bronchiseptica’nin kopeklerde solunum yollarina kolonizasyonunu
saptamak, mikroorganizmanin sebep oldugu klinik, radyografik ve histopatolojik degisimleri

incelemek ve infeksiyonun immunohistokimyasal teshisi amaglandi.

B. bronchiseptica’nin saha suslarinin izolasyonu amaciyla 132 sokak kopeginden
burun svaplar1 alindi. Denemede 3 grup kopek alinarak; I. grup kontrol olarak tutuldu, II. grup

referens susla, I1I. grup ise saha susu ile aerosol yolla infekte edildi.

Sokak kopeklerinden aliman burun svaplarindan yapilan bakteriyolojik muayeneler
sonucu, toplam olarak 132 sokak kopeginin 18’inden (%13.6) B. bronchiseptica’nin
izolasyonu gergeklestirildi. Denemede kullanilan kontrol grubunda, yapilan bakteriyolojik
muayeneler sonucu B. bronchiseptica etkenine rastlanilmadi. Referens ve saha susu ile infekte
kopeklerden alman Orneklerden 1. haftadan itibaren B. bronchiseptica izolasyonlari
gerceklestirildi. 4. haftadan itibaren etken izolasyonu sonlandi. Mikroaglutinasyon test
sonuglarina gore, kontrol grubunda antikor titrelerine rastlanilmamis olup, referens susla ve
saha susu ile infekte kopeklerdeki antikor titreleri 4. giinden itibaren saptanmaya bagladi. 1.
haftada 2°-2'° arasinda titre saptandi. 2-5. haftalarda antikor titresinde belirgin bir artis olup, 6.
haftadan itibaren antikor titrelerinde diisiis basladi. Deneysel olarak infekte hayvanlarda hafif
serdz burun akintis1 disinda herhangi bir klinik bulguya rastlanilmadi. Postmortem muayene
sonucunda makroskopik ve mikroskopik olarak ITB bulgular1 gozlendi. Immunoperoksidaz
boyamada bronsiol epitel yiizeylerinde ve alveolar makrofajlarin sitoplazmalarinda antijenin

varlig1 saptandi.

Sonug olarak, referens sus ve saha suslarinin deneme hayvanlarina aerosol yolla
inokulasyonu sonucu solunum yollarinda kolonizasyonun sekillendigi klinik, bakteriyolojik,
serolojik ve immunohistokimyasal olarak ortaya konuldu. Bu bulgular, kopeklerde B.
bronchiseptica’nin ITB’nin primer etkeni ve ayrica, immunoperoksidaz tekniginin B.

bronchiseptica etkenlerinin saptanmasinda basarili bir yontem oldugunu gosterdi.

Anahtar Kkelimeler: Kopek, infeksiyoz trakeabronsitis, kennel cough, B.

bronchiseptica, deneysel infeksiyon.



Experimental Bordetella bronchiseptica infection in dogs

Determination of the colonisation of B. Bronchiseptica in the respiratory tracts of
dogs, examination of the clinical signs, radiologic and histopathologic changes and
immunuhistochemical diagnosis of the infection caused by this microorganism were aimed in
this study.

Nasal swabs from 132 stray dogs were taken for the isolation of the field strains of B.
Bronchiseptica. Three groups of dogs were included in the study: The first group was the
Control Group and the other two groups of dogs were infected with the reference strain and
the field strain, respectively by aerosol inoculation.

B.brochiseptica was isolated from 18 (13.6%) out of 132 nasal swabs taken from
stray dogs. No agent was found in the control group samples with bacteriologic examination.
Isolation of B. bronchiseptica began in the infected groups by the first week after inoculation
and ceased by the fourth week. Though microaglutination test results showed not any titration
in the control group, the first antibody titration began to be detected in both of the infected
groups by the fourth day of inoculation. Titrations between 2°-2'° were demonstrated in the
first week, continued to rise considerably between 2. and 5. weeks and began to drop by the
sixth week. No clinical signs was found except mild serous nasal discharge in
these experimentally infected dogs. Macroscopic and microscopic ITB findings were seen
with post-mortem examinations. Antigens were showed on the surfaces of bronchial epithels
and in the cytoplasms of alveolar macrophages with immunoperoksidase staining.

In conclusion, under experimental conditions, colonisation of B. bronchiseptica in the
respiratory tracts of the dogs was showed with clinical, bacteriologic, serologic and
immunohistochemical examinations after inoculation of the reference and field strains by
aerosol route. These findings confirm that B. bronchiseptica is a primary pathogen of ITB of
dogs and also immunoperoksidase technique is a successful test for the detection of causative

agent.

Key words: Dog, infectious tracheobronchitis, kennel cough, B. bronchiseptica, experimental

infection.



II. Amag¢ ve Kapsam

Bordetella bronchiseptica kopeklerin 6nemli bir solunum yolu infeksiyonu olan
infeksiyoz trakeabronsitis (ITB) (kennel cough) hastaliginin primer etiyolojik ajani olarak
kabul edilmektedir (3a,12,14). Kopek genclik hastaligi ile birlikte seyrettigi diistiniilen ITB,
giiniimiizde ayr1 bir hastalik durumu olarak degerlendirilmektedir (3a,14). B. bronchiseptica
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (2001)’e gore Betaproteobacteria Simif II’de,
Alcaligenaceae familyasinda Bordetella cinsi igerisinde yer almaktadir (9). Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology (1994)’e gore Gram negatif aerobik/mikrooerofilik ¢omak ve
koklar grubunun 4A alt grubunda yer almaktadir (13). Etkenler Gram negatif, hareketli
(peritrik flagella), 0.3-0.5 x 0.5-1.0 um biiyiikliiglinde kokobasillerdir (4,9,18). Virulent suslar
pilusludur, ekstrasellular enzim, adenilat siklaz tiretir. Mikroorganizmanin dermonekrotik

toksini, proteazlar, hemolizin ve hemaglutininleri patogeneziste rol oynar (7,14,18).

Viruslar direkt olarak veya viral-bakteriyal sinergizm ile ITB’nin etiopatogenezine
karismakta ancak, bunlarin hastaliktaki O6nemi bilinmemektedir. Bu viruslar canine
parainfluenza virus (CPIV), canine adenovirus type-2 (CAV-2), canine herpes virus ve
reovirustur (14,17). Wagener ve ark. (22) yaptiklar arastirmada kopeklerde B. bronchiseptica
kolonizasyonunun CPIV ile solunum yolu infeksiyonlarinda, kinik, radyografik ve akciger
fonksiyon degisimlerine etkili olabilecegini deneysel olarak gostermislerdir. Chladek ve ark.
(8), CPIV-Bordetella bronchiseptica asilarinin koruyuculugu ve immunojenitesi konusunda
yaptiklar1 bir ¢alismada, asilamadan sonra bakteri inokulasyonu yaptiklar1 30 asili kopekte
hastaligin klinik bulgusuna rastlamamis, 10 asisiz kopekten 9’unda Oksiiriikk sekillenmistir.
Ayni ¢aligmada, B. bronchiseptica asili ve asisiz kdpeklerin nasal svab 6rneklerinden bakteri,

inokulasyonun 18. giiniinde izole edilmistir.

B. bronchiseptica’nin mycoplasma ve viral etkenler olmaksizin ITB’ye neden oldugu
saptanmustir (14,17). Bemis ve ark. (3b), B. bronchiseptica’nin aerosol yolla SPF koépeklerde
ITB’ye neden oldugunu bildirmisler; infeksiyonun sonunda immunite olusmasi ve etkenin
tekrar izole edilebilmesinden dolayr hastalikta primer 6nemi oldugunu One siirmiislerdir.
Thompson ve ark. (19), pneumonili kdpeklerden izole edilen B. bronchiseptica susu ile aerosol
yolla infekte edilen 6-12 haftalik 2 grup kopekte ve ayrica kontakt kurduklar1 diger kdpeklerde
yaptiklar aragtirmada Oksiiriikle karakterize klinik solunum yolu hastaligi, baz1 vakalarda ise
purulent burun akintis1 saptamislardir. B. bronchiseptica, bu kopeklerin burun boslugu, trakea,

bronglar ve infekte akciger paransimasindan elde edilmistir. Nekropside solunum yolu



epitellerinin silialarinda Gram negatif bakteriler ve solunum yolu mukozasinda nétrofil igeren

eksudat saptanmustir.

Goodnow ve ark. (12), virulent (D-2) ve avirulent (S-55) B. bronchiseptica suslarinin
kopeklerin trakeal ve brongial dokularda olusturdugu histopatolojik degisimleri 26 giin
stiresince incelemislerdir. Kopeklerde D-2 susu 4. giinde klinik ITB olusturmus ve 22. giine
kadar devam etmistir. Bordetellosis S-55 susu verilen kopeklerde ve infekte olmayanlarda
saptanmamistir. Bemis ve ark. (3b), B. bronchiseptica’nin SPF kopeklere aerosol yolla
verildiginde sekillenen trakeabronsitise ait klinik bulgularin direkt olarak trakeadaki
bakterilerle ilgili oldugunu bildirmislerdir. Elektron mikroskopik incelemeler her bakterinin bir
veya daha fazla trakeal siliaya baglandigini ve bakteri hiicre duvarinda fibriler materyalin
bulundugunu gostermistir. B. bronchiseptica infekte kopeklerin trakealarindan 14. haftaya
kadar izole edilirken, kopeklerin solunum yollarinda yaygin olarak bulunan diger organizmalar
1-3. giine kadar izole edilmistir. Wright ve ark. (23), distemper pneumonili kopeklerden izole
edilen B. bronchiseptica susu ile 12 haftalik 5 kopegi aerosol yolla infekte etmis ve
infeksiyondan sonraki 3, 5, 7 ve 10. gilinlerde kopeklere Otenazi yapmuslardir. 5 kopegin

4’tinde, dort giin i¢inde solunum yolu hastaligi klinik bulgular1 geligsmistir.

Angus ve ark. (1), 1989-1995 yillar1 arasinda alt solunum yolu infeksiyonu goriilen
264 kopekte yaptiklart mikrobiyolojik incelemede, % 12.1 oraninda B. bronchiseptica izole
etmislerdir. Gerhardt ve ark. (11), 5 kronik trakeabronsitisli kopekte, retrospektif bir ¢calisma
yaparak, tiim vakalardan B. bronchiseptica izole etmislerdir. Arastiricilar, B.
bronchiseptica’nin geng¢ kopeklerde kronik trakeabronsitis ile ciddi solunum yolu hastali§ina
neden oldugunu bildirmislerdir. Batey ve ark. (2), bir pneumoni salgininda, kopeklerin
faringeal svab, akciger doku ve eksudatlarindan B. bronchiseptica’nin saf kiiltiiriinii izole

etmislerdir. Kalp kani, mezenterik lenf nodiilleri ve safradan izolasyon yapilamamustir.

B. bronchiseptica kopek, kedi, domuz, tavsan, at, kobay, rat ve diger baz1 hayvanlarin
{ist solunum yolu kommensalidir. inhalasyon ilk bulasma yoludur. Ayrica etken direkt ve

indirekt kontakt ve fomitler ile bulagir (7).

Deneysel trakeabronsitis oOksiiriik ve bu nobetlerin siklagmasi, 4-5 giin icinde
infeksiyonun baslamasi ve 3 hafta persistent kalmasi ile karakterizedir (16). B. bronchiseptica

infeksiyonlarinin inkiibasyon periyodu 2-14 (ortalama 5-6) giindiir. Oksiiriik 2 hafta siirer (20).

ITB, kopeklerdeki akut baslangicli komplike olmayan Oksiiriigiin primer nedenidir.

Ayirict ve kesin teshisin kisa zamanda yapilmasi gereklidir. Bu uygun sagaltim ve korunma



acisindan Onemlidir. ITB’nin klinik teshisinde anamnez ve fiziksel muayene Onem tagir.
Komplike olmayan ITB’nin tipik belirtisi kuru, rahatsiz edici bir oksiiriiktiir. Bu oksiiriigiin
produktif veya nonproduktif olarak karakterize edilmesi giictiir (14). Oksiiriik hafif kuru
oOksiiriikten, agir proksismal ndbetlere kadar degisebilir ve heyecan, ekzersiz ve trakeanin
uyarilmasi ile baglhyabilir (23). Burun akintis1 daha az siklikla belirgindir. ITB’de
komplikasyonlarla birlikte ciddi vakalarda persistent ates, kilo kaybi, halsizlik, korioretinitis
veya kusma, bulanti, tikanma gibi gastrointestinal bozukluklar goriilebilir. Komplike olmayan
vakalarda hafif noétrofili, lenfopeni, ve eozinopeni bulunabilir(14). Kopekler B.
bronchiseptica’nin asemptomatik solunum yolu tasiyicisi olabilirler. Asemptomatik kdpeklerde

B. bronchiseptica kolonizasyonunun potansiyel patojenitesi bilinmiyor (22).

ITB’li kopeklerin postmortem muayenesinde ana bulgular bronkomediastinal ve
retrofarengeal lenf nodiillerinin biiyiimesi ve hiperemisiyle birlikte akcigerler boyunca
yayllmis multiple kiigiik kirmizi fokuslardir. Histopatolojik muayenede lenfadenit
gbzlenmigtir. Biitlin solunum yollarinda 6zellikle turbinatlar, trakea ve bronglarda mukoza
icerisinde polimorfniikleer 16kositlerin belirgin infitrasyonu saptanmistir. Hayvanlarda ciddi
purulent rinit ve bronsit, Ozellikle siliali trakeal ve bronsial epitelin mukusu igerisinde
hapsolmus Gram negatif bakteriler goriilebilir. Bu hayvanlarin turbinatlarindan, trakeal ve
brongial mukustan yapilan kiiltirde saf olarak B. bronchiseptica bulunmustur. Virolojik
muayeneler bu kopeklerden higbirinin solunum yolu viruslari ile infekte olmadigini

gostermistir (12,23).

Batey ve Smits (2), bir kopek yavrusunda post mortem muayene sonucu pulmoner
dokunun 6demi ile birlikte biitiin akciger loplarmin yogun konsoliidasyonunu gérmiislerdir.
Belirgin eksudasyonla birlikte hemorajik, nekrotizan bir bakteriyel infeksiyon goriiniimii rapor
edilmistir. Viral inkliizyon cisimcikleri saptanamamistir ve bu arastirmada B. bronchiseptica

geng kopeklerde solunum yolu hastaliklarinin primer patojeni olarak bulunmustur.

Fokal kronik interstisyel pneumoni, vaskuler degisimler, kronik bronsitis ve
bronsiolitis gdsteren 26 tavsanin akciger dokularindan B. bronchiseptica’nin identifikasyonu
icin indirekt immunoperoksidaz ve immunofluoresans teknikleri kullanilmistir. B.
bronchiseptica organizmalar1 kronik bronsitis ve bronsiolitisli olanlarda bronsial ve bronsiolar
mukozadan saptanmistir. Fokal kronik interstisyel pndmonili ve inflamatuar degisim gosteren
damarlarda etken goriilmemistir. B. bronchiseptica kiiltiir negatif olan bir ka¢ tavsanda da

saptanmustir (21).

Arastirmanin  amaci, kopeklerde B. bronchiseptica’nin  solunum  yollarina



kolonizasyonunu saptamak, mikroorganizmanin sebep oldugu klinik, radiografik,
histopatolojik degisimleri incelemek ve infeksiyonun immunohistokimyasal olarak teshisini

yapmakti.

II1. Materyal ve Yontem

B. bronchiseptica suslari: Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi I¢ Hastaliklar
Anabilim Dal1 Klinigi ve Belediyelere ait kopek bakimevlerinde toplanmis olan, ITB’nin klinik
belirtilerini gosteren hastalikli (13 adet) ve klinik belirti géstermeyen saglikli (119 adet) sokak
kopeklerinden svablarla, burundan materyal alindi. Klinige gelen kdpeklerden ayrica pulmoner
lavaj sivilar1 toplandi. Burun svablart Amies Transport Medium igerisinde, soguk zincirle
(+4°C) laboratuvara ulastirildi. Ornekler B. bronchiseptica yoniinden incelenerek klasik
yontemlerle identifiye edildi. Inokulasyonda kullanilmak iizere suslar -80°C’de gliserinli besi

yerinde saklandi.

Caligmada kullanilan referens B. bronchiseptica susu Prof. Dr. C.A. Hart’dan
(Department of Medical Microbiology, University Liverpool, P.O.B. 147, L69 Ingiltere)

saglandi.

Deneme gruplari: Calismada degisik irk ve yasta (1 yas ve tistiinde, geng) 57 sokak
kopegi kullanildi. Bunlar B. bronchiseptica yoniinden klinik, bakteriyolojik ve serolojik olarak
incelendi ve sadece 21 kopek negatif bulundu. Calismaya alinan bu B. bronchiseptica negatif
21 kopegin 7’si (1. grup) kontrol olarak tutuldu, 7’si (II. grup) referens susla, 7’si de (III.grup)

saha susu ile infekte edildi.

Klinik ve radyolojik ¢calismalar: Kopeklere deneme Oncesi i¢ parazitlerin kontrolu
icin Drontal Plus uygulandi. Képek genclik hastaligi, parvoviral enteritis, hepatitis kontagioza
canis, leptospirosis, corona viral enteritis ve kuduz hastaligina kars1 asilandi. Ektoparazitlere
kars1 Phoxim (Sebacil) solusyonu ile 3 giin arayla 3 kez yikandi ve deneme siiresince pire
tasmasi takildi. Deneme Oncesi kopeklerin gogiis ve tracheasini igerecek sekilde gogiis
boslugu radyografileri ¢ekildi. Klinik muayeneleri (Nabiz, solunum sayilari, beden 1silar1 ve

solunum yolu muayenesi) yapildi.

Bordetella bronchiseptica inokulasyonundan sonra klinik muayeneler giinliik olarak
tekrarland1. Oksiiriik (kendiliginden veya trakea kompresyonu ile), burun akintisi, solunum
hareketleri ve solunum sayisi, beden 1sisi, istah ve nabiz sayist kontrol edildi. Gogiis

radyografisi ve trakea-bronsial sivi alimi araliklarla tekrarlandi.



Deneme inokulasyonlari: B. bronchiseptica suslar1 %10 defibrine at kanli charcoal
agarda 37°C’de 48 saat iiretilerek, 10’-10° cfu/ml bakteri siispansiyonu hazirlandi. 1. gruba
(kontrol) etken inokule edilmedi, II. gruba referens B. bronchiseptica, III. gruba saha susu

aerosol yolla 20 dk inokule edildi (3b).

Orneklerin toplanmasi: Nasal, trakeal svaplar, pulmoner lavaj sivilari ve serum
ornekleri 1’er hafta arayla 12. haftaya kadar toplandi. Svablar ve pulmoner lavaj sivilari
bakteriyolojik yontemlerle incelendi, serumlarin SAT ve mikroaglutinasyon testleri ile antikor
titreleri saptandi. Her gruptan 4 kopegin belirli araliklarla nekropsileri yapilarak nasal sinuslar,
trakea, akciger, tonsil, mediastinal lenf nodiilleri, retrofaringeal lenf nodiilleri ve dokularinin

histopatolojik, immunohistokimyasal incelemeleri ve bakteriyolojik muayeneleri yapildi.

izolasyon ve identifikasyon ¢cahismalari: B. bronchiseptica’nin izolasyonu igin %10
defibrine at kanli charcoal cephalexin agar kullanildi. Ekim yapilan besi yerleri 37°C’de 48
saat inkubasyonda tutuldu, iireyen koloniler B. bronchiseptica yoniinden incelendi. Gram

negatif kokobasiller klasik yontemlerle identifiye edildi (4,9,18).

SAT igin antijen: George’a (10) gore hazirlandu. Is1 ile 6ldiiriilmiis antijen ~10°

bakteri/ml’ye ayarlanarak testte kullanildi.

Mikroaglutinasyon testi icin antijen: Burns ve ark’na (5) gore hazirlandi. B.
bronchiseptica susunun 48 saatlik agar kiiltiirleri PBS ile slispanse edildi. Son konsantrasyonu
%0.25 olacak sckilde formalin ilave edilerek inaktivasyon i¢in 37°C’de 1 gece bekletildi. Bu
stispansiyon PBS ile 465 nm’de 1.2 OD olacak sekilde dilue edildi.

Hiperimmun serum hazirlanmasi: B. bronchiseptica susu %10 defibrine at kanl
charcoal agarda 48 saat iiretilerek, bakteriler toplandi, yikandi ve PBS ile ~5.0x10'° bakteri/m]’
ye ayarlandi. %0.05 formalin ilave edilen stispansiyon 37°C’de 1 gece bekletildi. Formalinli
tam hiicre antijeni 1:4 adjuvant ile karigtirilarak 1 ml miktarinda im olarak 2 hafta arayla
kopege verildi. Son inokulasyondan 10 giin sonra kan alinarak hiperimmun serum ¢ikartildi ve

serolojik testlerde pozitif serum olarak kullanildi.

Immunoperoksidaz  tekniginde kullamlan antiserum tavsanda hazirlandi. B.
bronchiseptica’nin 48 saatlik kiiltiirtinden 2 ml emiilsiyon hazirlanarak sc olarak verildi. Bir ay
sonra ikinci doz uygulandi. Tavsanlarin son inokulasyonundan 14 giin sonra kanlar1 alinarak
serumu ¢ikartildi. Hazirlanan hiperimmun serumlarin titreleri mikroaglutinasyon testi ile

belirlendi (19).



Serum aglutinasyon testi: SAT George’a (10) gore yapildi. Test i¢in 2 ml dilue test
antijeni, serum dilusyonu 1:25-1:2000 olacak sekilde tiiplere ilave edildi. Test 37°C’lik su

banyosunda 48 saat inkubasyon sonunda degerlendirildi.

Mikroaglutinasyon testi: Burns ve ark.’na (5) gore yapildi. Mikropleyt gozlerinde
50ul serum 50ul PBS ile 2 katli olarak (1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64,....) sulandirild1. Her goze esit
hacimde bakteri siispansiyonu eklendi. Mikropleytler kapatildi ve shaker’da karigtirildu.
37°C’de 2 saat bekletildi. Daha sonra pleytler 4°C’de 24 saat bekletildi ve sonuglar gozle
degerlendirildi.

Histopatolojik inceleme: Calisma ve kontrol grubundaki kopeklerin sistemik
nekropsileri yapildi. Burun mukozasi, tonsiller, larenks, trakea, akciger ve mediastinal lenf
diigiimlerinden alinan doku 6rnekleri %10’luk formaldehid solusyonunda tespit edilerek, alkol
ve ksilol serilerinden gecirildi. Parafinde bloklanan doku orneklerinden, mikrotom ile 5-6
mikron kalinliginda kesitler alindi. Histopatolojik incelemede rutin hematoksilen eozin boyama

yontemi ile boyanan kesitler 151k mikroskobunda degerlendirildi.

Immunohistokimyasal inceleme: Immunoperoksidaz boyamada, 3 (triethoxysily)
propylamine (APES, Merck) ile hazirlanan adesiv lamlara alian kesitler, alkol ve ksilol
serilerinden gegirildikten sonra metanol icerisinde hazirlanan %3’liikk hidrojen peroksit
solusyonu ile endojen peroksidaz aktivitesi ortadan kaldirildi. Normal ke¢i serumu ile
nonspesifik boyanma engellendi. Poliklonal B. bronchiseptica antiserumu ile dokuda var olan
antijen baglandi. Ticari immunoperoksidaz kiti {retici firma kullanma kilavuzuna gore
uygulandi (DAKO, LSAB2 immunoperoxidase kit). Kromojen olarak DAB (Sigma) kullanild1

ve kesitler Myer’in hematoksilen’i ile boyandi.

IV. Analiz ve Bulgular:

izolasyon ve identifikasyon sonuclari: Yapilan bakteriyolojik yoklamalar sonucu,
ITB’nin klinik bulgularmi gosteren 13 kopegin 8’inden (%61), klinik bulgu goéstermeyen 119
kopegin 10°’undan (%8.4) B. bronchiseptica izole edildi. Toplam olarak 132 sokak kdpeginin
18’inden (%13.6) bu etkenin izolasyonu gerceklestirildi. Materyallerin alindigi yer ve

izolasyon oranlar1 Tablo 1’de gosterilmistir.



Tablo 1. ITB’nin klinik bulgularini gosteren ve klinik bulgularini gostermeyen sokak kopeklerinden
B.bronchiseptica’nin izolasyon sayisi ve oranlari (%).
Table 1. Tsolation numbers and rates (%) of B.bronchiseptica from stray dogs with and without clinical

manifestations of ITB.

) Klinik Bulgu Gosteren Klinik Bulgu Gostermeyen
Materyalin Toplam K&pek

Kopekler” Kopekler ™
Almdigt
Etken Sayis1 ve| Etken Sayis1 ve Etken Sayis1 ve

Yer Ornek Sayist Ornek Sayist Ornek Sayist
Orani (%) Orani (%) Orani (%)

Yenimahalle
Belediyesi
kopek bakim

1 - 12 3(25) 13 3(23)

evi

Ankara
Universitesi
Veteriner
Fakiiltesi ¢ 4 1(25) - - 4 1(25)
Hastaliklar
Anabilim Dal1
Klinigi

Umitkdy
Korusev
Kopek Bakim
Evi

8 7(87.5) 7 6(85) 15 13(86)

Bodrum
Belediyesi
Kopek Bakim
Evi

- 100 1(1) 100 1(1)

TOPLAM 13 8(61) 119 10(8.4) 132 18(13.6)

*ITB’nin klinik bulgularini (6ksiiriik, burun akintisi vb.) gdsteren kopekler

**Klinik olarak saglikli goriinen kopekler

Denemede kullanilan kontrol grubunda (I. grup), yapilan bakteriyolojik muayeneler
sonucu, B. bronchiseptica etkenine rastlanilmamistir. Referens sus ve saha susu ile infekte
kopeklerden (II. grup ve III. grup) birer haftalik araliklarla alinan 6rneklerden (burun svaplari,
trakeal svaplar ve pulmoner lavaj sivilari) 1. haftadan itibaren B. bronchiseptica izolasyonlari

gergeklestirilmistir. 4. haftadan itibaren etken izolasyonu sonlanmustir.
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SAT sonuglari: Uygulanan prosediire gére SAT ile olumlu uygun sonuglar alinamadi.

Pozitif ve negative kontroller ¢calismadi.

Mikroaglutinasyon testi sonuclari: Mikroaglutinasyon test sonuglarina gore, kontrol
grubunda (I. grup) antikor titrelerine rastlanilmamais olup, referens susla ve saha susu ile infekte
kopeklerdeki (II. grup ve III. grup) antikor titreleri 4. giinden itibaren saptanmaya baslamistir.
1. haftada 2°-2'° arasinda titre saptanmistir. 2-5. haftalarda antikor titresinde (2°-2'%) belirgin
bir artis olup, 6. haftadan itibaren antikor titrelerinde diisiis baslamistir. Denemeye alinan II.

grup ve III. grup arasinda sonuglar arasinda belirgin bir fark saptanamamustir.

Klinik ve radyolojik bulgular: Dogal infekte olanlarin produktif 6ksiiriik, bazilarinda
purulent, bazilarinda serdz trakeabronsitis ve rinitis tablosu gozlendi. Hayvanlarin hicbirinde
pireksi, depresyon ve anoreksiye rastlanmadi. Deneysel infektelerde hafif serdz burun akintisi
disinda herhangi bir klinik bulgu belirlenmedi. Oksiiriik , pireksi, depresyon ve anoreksia

yoktu.

Radyografi normal goriilmekle birlikte dogal infeksiyonlu bir hayvanda akcigerlerin
interstisyel doku dansitesinde ¢ok hafif bir artis gézlendi. Deneysel infektelerde ise herhangi

bir radyolojik bulguya rastlanmadi.

Makroskopik bulgular: Trakea icerisinde ince kopiiklii, saydam goriiniimli icerik
bulundugu, akcigerin kesit yiizlerinden benzer gériiniimde sivinin s1zdig1 saptandi. incelenen

diger organlarda makroskopik bulguya rastlanmadi.

Mikroskopik bulgular: Mikroskopik incelemede, damarlarda hiperemi ve
interalveoler interstisyel dokuda kalinlasma ile beraber yer yer alveol liimeninde pembe

homojen renkte 6dem sivist dikkati ¢ekti. Alveol liimenlerinde serbest makrofajlar gézlendi.

Immunohistokimyasal bulgular: immunoperoksidaz boyamada bazi bronsiol epitel
yiizeylerinde ve alveolar makrofajlarin sitoplazmalarinda antijenin varlig1 saptandi.
Immunoreaktif hiicrelerin 6zellikle 6demli alanlarin ¢evresinde bulundugu dikkati cekti

(Resim 1, 2, 3, 4).
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Resim 1. Brongsiolde antijen pozitif epitel hiicreleri (oklar). Avidin-biotin peroksidaz, Mayer’in

hematoksilen’i karsit boyamaX140.

Resim 2. Antijen pozitif alveolar makrofajlar (oklar). Avidin-biotin peroksidaz, Mayer’in

hematoksilen’i karsit boyamaX80.
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Resim 3-4. Antijen pozitif alveolar makrofajlarin biiyiik biiylitmedeki goriiniimii (oklar).

Avidin-biotin peroksidaz, Mayer’in hematoksilen’i karsit boyamaX140.
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V.Sonug ve Oneriler

Kopeklerde solunum yolu infeksiyonuna neden olan etkenler arasinda siklikla izole
edilen B. bronchiseptica, ITB infeksiyonunun primer ajani1 olarak kabul edilmektedir
(3a,12,14,19). Bu olgu yapilan deneysel infeksiyonlarla (14,18,19) arastiricilar tarafindan
ortaya konulmustur. Bemis ve ark. (3a) B. bronchiseptica’nin burundan alinan 6rneklerden
kolaylikla izole edilebilecegini, bireysel olarak beslenen 95 kdpekten 81’inde, grup halinde
tutulan 115 kopekten 69°’unda B. bronchiseptica izole ettiklerini agiklamislardir. Gerhard ve
ark. (11), 5 kronik takeabronsitisli kdpekte B. bronchiseptica saptamislardir ve etkenin geng
kopeklerde kronik trakeabronsitis ve ciddi solunum yolu infeksiyonuna neden oldugunu
bildirmislerdir. Batey ve ark. (2), bir pnémoni salgininda kdpeklerin farengeal svab, akciger ve
eksudatlarindan B. bronchiseptica’nin saf kiiltiiriinii elde etmislerdir. Maden ve ark. (15)
solunum yolu hastaligi belirtileri gosteren 25°1 hasta ve 6’s1 saglikli 31 kopekten aldiklar1 BAL
stvilarinda yapmis olduklari mikrobiyolojik incelemede B. bronchiseptica ve E. coli (%24)
basta olmak lizere daha az oranda diger flora etkenlerini izole etmislerdir. Bu c¢aligmada,
ITB’nin klinik belirtilerini gésteren 13 sokak kdpeginden 8’inde (%61) B. bronchiseptica izole
edilmigtir. Bu olgular, diger arastiricilarin bulgularim1 destekler niteliktedir ve B.
bronchiseptica’nin kdpeklerde solunum yolu infeksiyonlarina neden olabilecegine isarettir.
Ancak, bu calismada, klinik bulgu saptanmayan, saglikli goriintimlii 119 kdpegin burun
svablarinin 10’unda (%8.4) B. bronchiseptica saptanmistir. Bu, B. bronchiseptica’nin saglikli

kopeklerin iist solunum yollarinda kommensal olarak bulunabilmesi ile agiklanabilir.

Deneysel trakeabronsitis 4-5 giin i¢inde infeksiyonun baslamasi ve 3 hafta persistent
kalmasi ile karakterizedir (16). B. bronchiseptica infeksiyonlarinin inkiibasyon periyodu 2-14
(ortalama 5-6) giindiir. Oksiiriik 2 hafta siirer (20). Bemis ve ark. (3b), B. Bronchiseptica’nin
SPF kopeklere aerosol yolla verildiginde sekillenen trakeabronsitise ait klinik bulgularin direkt
olarak tracheadaki bakterilerle ilgili oldugunu bildirmislerdir. B. bronchiseptica infekte
kopeklerin trachealarindan 14. haftaya kadar izole edilirken, kopeklerin solunum yollarinda
yaygin olarak bulunan diger organizmalar 1-3. giine kadar izole edilmistir. Bu calismada,
denemede kullanilan kontrol grubunda (I. grup), yapilan bakteriyolojik muayeneler sonucu, B.
bronchiseptica etkenine rastlanilmamistir. Referens sus ve saha susu ile infekte kdpeklerden
(II. grup ve III. grup) birer haftalik araliklarla aliman 6rneklerden (burun svaplari, trakeal
svaplar ve pulmoner lavaj sivilari) 1. haftadan itibaren B. bronchiseptica izolasyonlari
gerceklestirilmistir. 4. haftadan itibaren etken izolasyonu sonlanmustir. 4. haftadan itibaren

dokulardan izolasyonun sona ermesi, vucutta B. bronchiseptica’ya karsi sekillenen antikor
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yanit1 ve diger savunma sistemlerinin etkeni elimine etmesi ile agiklanabilir. Ayrica, bunun

etkenin viriilensi, hayvanlarin direnci ve mukozal bagisiklik ile ilgili oldugu sanilmaktadir.

Biiytiktanir, (6) B. bronchiseptica’nin tiim hiicre asilarinin farelerde bagisiklama
calismasinda, sagladigi koruma diizeyine paralel olarak mikroaglutinasyon titrelerini de
olduke¢a yiiksek olarak saptamistir. F415 susu antijeni ile tiim suslara ait bagisik serumlarin
yilksek titrede aglutinasyon (1/32-1/2048) verdigi, hiperimmun serumlara ait
mikroaglutinasyon titrelerinin ise ¢ok daha yiiksek diizeylere (1/64-1/16384) ulastigini
belirlemistir. F415 susu bagistk serumu ile biitlin suslara ait bakteri antijenlerinin
mikroaglutinasyon titrelerinin 1/512-1/16384 arasinda oldugunu gozlemlemistir. Bu ¢alismada,
mikroaglutinasyon test sonuglarmma gore, kontrol grubunda (I. grup) antikor titrelerine
rastlanilmamis olup, referens susla ve saha susu ile infekte kopeklerdeki (II. grup ve III. grup)
antikor titreleri 4. giinden itibaren saptanmaya baslamustir. 1. haftada 2°-2'° arasinda titre
saptanmigtir. 2-5. haftalarda antikor titresinde (28213 belirgin bir artis olup, 6. haftadan
itibaren antikor titrelerinde diisiis baslamistir. Denemeye alinan II. grup ve III. grup arasinda
sonuglar arasinda belirgin bir fark saptanamamistir. Bu sonuglar suslarin antijenik olarak
yakinlik gostermesi seklinde yorumlanabilir ancak, antijenik analizlerinin yapilmasinda fayda

vardir.

Komplike olmayan ITB’nin tipik belirtisi kuru, rahatsiz edici bir Oksiiriiktiir. Bu
oksiirligiin produktif veya nonproduktif olarak karakterize edilmesi giictiir (14). Oksiiriik hafif
kuru Oksiiriikten, agir proksismal nobetlere kadar degisebilir (23). Tikanma ve kusma
goriilebilir. Burun akintis1 daha az siklikla belirgindir. ITB’de komplikasyonlarla birlikte ciddi
vakalarda persistent ates, kilo kaybi, halsizlik, korioretinitis veya gastrointestinal bozukluklar
goriilebilir (14). Kopekler B. bronchiseptica’nin asemptomatik solunum yolu tastyicisi
olabilirler. (22). Bu ¢alismada, dogal infekte olanlarin produktif 6ksiiriik, bazilarinda purulent,
bazilarinda serdz trakeabronsitis ve rinitis tablosu goézlendi. Hayvanlarin hicbirinde pireksi,
depresyon ve anoreksiye rastlanmadi. Deneysel infektelerde hafif serd6z burun akintist disinda
herhangi bir klinik bulgu belirlenmedi. Oksiiriik , pireksi, depresyon ve anoreksia yoktu.
Radyografi normal goriilmekle birlikte dogal infeksiyonlu bir hayvanda akcigerlerin
interstisyel doku dansitesinde ¢ok hafif bir artis gozlendi. Deneysel infektelerde ise herhangi
bir radyolojik bulguya rastlanmadi. Bu ¢alismada ITB’nin hafif klinik bulgular1 goériilmiistiir.
Bu sokak kdpeklerinin infeksiyona direng gdstermesi ile ilgili olabilir veya suslarin viriilensine

baglanabilir.

ITB’li kopeklerin postmortem muayenesinde bronkomediastinal ve retrofarengeal lenf
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nodiillerinin biiylimesi ve hiperemisiyle birlikte akcigerler boyunca yayilmis multiple kiiciik
kirmizi fokuslar gézlenmistir. Histopatolojik muayenede lenfadenit ile birlikte solunum
yollarinda Ozellikle turbinatlar, trakea ve bronslarda mukoza igerisinde polimorfniikleer
l16kositlerin belirgin infitrasyonu saptanmistir. Hayvanlarda ciddi purulent rinit ve bronsit,
ozellikle siliali trakeal ve bronsial epitelin mukusu igerisinde hapsolmus Gram negatif
bakteriler goriilebilir (12,23). Batey ve Smits (2), bir kopek yavrusunda post mortem muayene
sonucu pulmoner dokunun 6demi ile birlikte biitiin akciger loplarinin yogun konsolidasyonunu
gormiiglerdir. Belirgin eksudasyonla birlikte hemorajik, nekrotizan bir bakteriyel infeksiyon
goriinlimii rapor edilmistir. Bu ¢alismada, makroskopik olarak trakea icerisinde ince kopiiklii,
saydam goriiniimli igerik bulundugu, akcigerin kesit yiizlerinden benzer goriiniimde sivinin
s1izdig1 saptandi. Incelenen diger organlarda makroskopik bulguya rastlanmadi. Mikroskopik
incelemede, damarlarda hiperemi ve interalveoler interstisyel dokuda kalinlagma ile beraber
yer yer alveol liimeninde pembe homojen renkte 6dem sivisi dikkati ¢ekti. Alveol limenlerinde
serbest makrofajlar gozlendi. Bulgular diger arastiricilarinki ile farklilik gostermektedir.
Ancak, ITB’nin patognomonik karakterde makroskopik ve mikroskopik bulgular
tanimlanmamistir. Bu nedenle bulgularin farkli karakterde goriilmesi sokak kopeklerindeki

hastaliga direng ve etkenin viriilensi ile iligkili olabilir.

Indirekt immunoperoksidaz ve immunofluoresans teknikleri, fokal kronik interstisyel
pneumoni, vaskuler degisimler, kronik bronsitis ve bronsiolitis gosteren 26 tavsanin akciger
dokularindan B. bronchiseptica’nin identifikasyonu i¢in kullanilmistir. B. bronchiseptica
etkenleri brongial ve bronsiolar mukozadan ve kiiltiir negatif olan bir ka¢ tavsanda
saptanmistir (21). Bu c¢alismada, immunoperoksidaz boyamada bazi bronsiol epitel
ylizeylerinde ve alveolar makrofajlarin sitoplazmalarinda antijenin varligi saptandi. Bulgular
arastiricilarin sonuglar1 ile uyum gostermektedir. Buna goére, immunoperoksidaz teknigi

etkenlerin dokularda saptanmasinda basarili olarak kabul edildi.

Sonug olarak ; bu ¢alismada,

0 Klinik solunum yolu hastalig1 teshisi konulan kdpeklerin ¢ogundan saf olarak izole edilen
B. bronchiseptica’nin kdpeklerdeki solunum yolu hastaliklarinda sik rastlanilan bakteriyel

patojen oldugu kanisina varildi.

0 Referens sus ve saha suslarinin deneme hayvanlarina aerosol yolla inokulasyonu sonucu
burun, trakea ve akcigerlerde kolonizasyonun sekillendigi, klinik, bakteriyolojik, serolojik

ve immunuhistokimyasal olarak ortaya konuldu. Bu, kdpeklerde B. bronchiseptica’nin
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ITB’nin primer etkeni oldugunu gostermektedir.

0 Immunoperoksidaz tekniginin B. bronchiseptica etkenlerinin saptanmasinda basarili bir

yontem oldugu ortaya konulmustur.
Calismadan alinan sonuclar dogrultusunda yapabilecegimiz oneriler;

0 Klinik belirtilerin goriildiigi kopekler oncelikle bu patojen agisindan incelenmeli diger
viral solunum yolu patojenleri de goz o6niinde bulundurulmalidir. Bu, hastaligin ¢abuk ve
kesin teshisi, buna bagli olarak tedavi ve hastaligin eliminasyonu acisindan Onem
tasimaktadir. Hastalik aerosol yolla ¢ok cabuk yayidigindan, ayrica asemptomatik

tasiyicilar olabileceginden gereken onlemler cok ¢abuk alinmalidir.

0 Bu calismanin devami olarak, suslarin antijenik analizlerinin yapilmasi ve asilama
calismalarina 151k tutmasi onemlidir. Asilama sadece kopekler i¢in degil, ayrica insanlarda

goriilen Bordetella infeksiyonlar1 agisindan da ayri bir 6neme sahiptir.
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