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Observations of Bordetella bronchiseptica infections in dogs

Summary

The aim of the study was to present and develop a comprehensive diagnosis of B. bronchiseptica infections
in dogs from Lublin Voivodeship and to determine whether these animals were infected with one or multiple
genotypes of the bacteria. Thirty-five dogs with bordetellosis confirmed by bacteriological and molecular tests
were included in the study. Samples of blood for hematology and biochemistry, as well as bronchial alveolar
lavage for cytological and molecular tests, were taken from all animals. Seven dogs showed a decreased
hematocrit and a decreased number of red blood cells. In 16 dogs, leukocytosis was found. Increased AST
activity, increased ALT activity, elevated serum concentrations of urea, and increased creatinine concentrations
were observed in 3, 5, 3, and 3 dogs, respectively. Endoscopy showed inflammation in the trachea and bronchi
in 15 dogs. Cytological examination of bronchoalveolar lavages revealed a large number of macrophages (in
18 dogs), lymphocytes (in 8 dogs), and eosinophil granulocytes (in 2 dogs).

The genetic material of the bacteria, a fragment of Bordetella spp flaA gene, was detected in nasal and
pharyngeal swabs taken from all 35 dogs, and in bronchial alveolar lavage from 17 dogs. A comparison of
the nucleotide sequences of the gene showed that the homology between the bacterial isolates obtained in our
study was 100%. This suggests the presence of only one B. bronchiseptica genotype in the dog population in
Lublin Voivodeship. The sequence similarity of our isolates with sequences available in the gene bank (NCBI
PubMed: EU 327790 from China, AJ 012319 from Argentina, L. 13034 from the US) was also very high, ranging
from 98.2% to 100%.

The results of our study indicate that a comprehensive diagnosis of the disease and its constant monitoring are
necessary for recognizing the disease, for determining the relationship between the genetic structure of pathogens
and the course of the disease, and for studying the immunoprophylaxis of B. bronchiseptica infections in dogs
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Zakazenia drog oddechowych psow sg jednym z naj-
czestszych problemow w praktyce lekarsko-weteryna-
ryjnej. Stwierdzane sg one zarowno u psOw utrzymy-
wanych w warunkach domowych, jak i w hodowlach
oraz schroniskach. Za pierwotna przyczyng zakazen
drog oddechowych psow uznaje si¢: adenowirus psow
typu 2 (CAV-2), wirus parainfluenzy pséow (CPiV),
herpeswirus psow typu 1 (CHV-1), wirus nosowki
pséw (CDV) oraz bakterie: Bordetella bronchiseptica,
Mycoplasma spp. i Pasteurella spp (10).

Od psow z zakazeniami drog oddechowych najcze-
sciej izolowane sg Bordetella bronchiseptica (20). Te
Gram-ujemne drobnoustroje sg blisko spokrewnione
z Bordetella pertussis 1 Bordetella parapertussis.
Analiza sekwencji nukleotydowych wykazata jednak,

ze wszystkie z wymienionych gatunkow wywodzg si¢
niezaleznie od wspolnego przodka B. bronchiseptica-
-like (16).

Do organizmu zwierzat bakterie wnikajg przez dro-
gi oddechowe. Okres inkubacji bordetellozy u pséw
wynosi od 2 do 7 dni. Bakterie przylegaja 1 replikuja
na rzeskach nabtonka oddechowego. Przytaczanie
Bordetella do powierzchni urzgsionej Sluzéwki uktadu
oddechowego odbywa si¢ przy udziale biatka adhe-
zyjnego. Po kolonizacji drog oddechowych bakterie
produkuja toksyny ostabiajace funkcje fagocytarne
oraz hamujace ruch rzgsek. Jednoczesnie stwarzajq one
warunki do zasiedlania dr6g oddechowych przez inne
oportunistyczne mikroorganizmy. Gtéwnym objawem
bordetellozy jest ostry, napadowy kaszel, najczesciej
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suchy 1 ulegajacy zaostrzeniu po wysitku lub przy
nadmiernym pobudzeniu. U osobnikow z uposledzo-
ng odpornoscig lub zakazonych bardzo zjadliwymi
szczepami B. bronchiseptica moze si¢ rozwinaé od-
oskrzelowe zapalenie ptuc (1).

Standardowg technika diagnostyczng stosowang
w rozpoznawaniu bordetellozy psow jest badanie bak-
teriologiczne. Nie pozwala ono jednak zréznicowac
poszczegolnych szczepow drobnoustrojow, co jest
niezbg¢dne z punktu widzenia taksonomii, badan nad
wykazaniem zwigzku pomiedzy strukturg genetyczng
patogendw a przebiegiem choroby czy badan nad im-
munoprofilaktyka bordetellozy (23).

Jak wykazuja badania Steinfelda 1 wsp. (23),
w ostatnim czasie problem bordetellozy u pséw ulegt
nasileniu. Na przestrzeni lat obserwuje si¢ ponadto
zmian¢ antybiotykowrazliwosci szczepow bakterii
izolowanych od pséw (23). Sama choroba bardzo
czgsto pomimo szybko podjetego leczenia przebiega
przewlekle (24), a przy tym moze stanowi¢ zagrozenie
dla zdrowia ludzi (12). Wszystko to razem sprawia,
iz konieczny jest staly monitoring bordetellozy w po-
pulacji pséw z uwzglednieniem rdznic jej przebiegu,
oraz staty monitoring zmian zachodzacych w genomie
samych bakterii, ktory pozwolitby wykaza¢ pojawianie
si¢ nowych ich szczepow.

Celem opracowania byto przedstawienie komplek-
sowej diagnostyki zakazen na tle B. bronchiseptica
u psow w aspekcie usprawnienia rozpoznawania bor-
detellozy u tego gatunku zwierzat, a takze okreslenie,
czy psy ulegaja zakazeniom jednym, czy wieloma
szczepami tych bakterii.

Material i metody

Zwierzeta. Badania przeprowadzono na 35 psach (16
samicach i 19 samcach) w wieku od 1 roku do 12 lat z po-
twierdzong badaniami bakteriologicznymi i molekularnymi
bordetelloza. Zwierzeta zgtoszono do Kliniki z objawami
ze strony gornych drog oddechowych (dusznosé, kaszel,
wyplyw z nosa i worka spojowkowego).

Badaniami molekularnymi (PCR) wymazow z nosa,
przeprowadzonymi w komercyjnym laboratorium u wszyst-
kich psow wykluczono zakazenia na tle Mycoplasma spp.,
CPiV oraz CHV-1. Badania molekularne (PCR) w kierunku
nosowki przeprowadzone wedtug metodyki podanej przez
Adaszka 1 wsp. (2) oraz w kierunku adenowirozy psoéw
przeprowadzone wedtug metodyki podanej przez Kalinow-
skiego 1 wsp. (10) daty wynik ujemny.

Wszystkie zwierzeta poddawane byly regularnie, co
12-24 miesiecy, szczepieniom profilaktycznym przeciwko
chorobom zakaznym szczepionkami zywymi, atenuowa-
nymi (parwowiroza, nosowka, zakazenia adenowiruso-
we, parainfluenza), oraz co 12 miesigcy szczepionkami
inaktywowanymi (wscieklizna). Regularnie otrzymywaty
takze preparaty przeciwko ektopasozytom i pasozytom
wewnetrznym.

Pobieranie materialu. Za pomocg jatowych wyma-
zoéwek od wszystkich zwierzat pobierano wymazy z nosa
i gardta do badan bakteriologicznych i molekularnych. Krew
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do badan hematologicznych i biochemicznych pobierano
z zyty odpromieniowej do jalowych probéwek z EDTA
oraz z aktywatorem wykrzepiania. Poptuczyny oskrzelo-
wo-pecherzykowe do badan cytologicznych i bakteriolo-
gicznych pobierano podczas bronchoskopii, w znieczuleniu
og6lnym, w utozeniu bocznym pacjenta, wykorzystujac
u psow srednich i duzych bronchoskop, natomiast u pséw
matych fiberoskop (Storz, Niemcy). Przy pomocy steryl-
nych strzykawek do drég oddechowych wprowadzano
ogrzany do temperatury ciala, jatowy 0,9% NaCl (Baxter,
Polska). Czgs¢ poptuczyn (1,5-2 ml) poddawano badaniom
mikrobiologicznym, a pozostalg czg$¢ przygotowywano
do badania cytologicznego. Bezposrednio po pobraniu
materiat przekazywano do laboratorium klinicznego, lub
w przypadku badan molekularnych wykonywanych w la-
boratorium zewnetrznym, niezwlocznie wysytano kurierem
do dalszych analiz.

Badanie hematologiczne i biochemiczne. Badanie
hematologiczne wykonywano w analizatorze Exigo Boule
(Szwecja), zas badanie biochemiczne w analizatorze Min-
dray BS-300 (Polska).

Badanie cytologiczne popluczyn oskrzelowo-peche-
rzykowych. Pobrane poptuczyny wirowano (21 255 x g
przez 15 min). Po odwirowaniu supernatant zlewano, a osad
ptukano 10 ml 0,9% NaCliponownie wirowano (21 255 x g
przez 10 min). Nastgpnie supernatant zlewano, a osad za-
wieszano w 1 ml PBS. Z tak przygotowanego osadu wyko-
nano preparaty cytologiczne, ktore utrwalano preparatem
Fixocyt (POCH S.A., Polska), a nastepnie barwiono metoda
May-Grunwalda-Giemsy, hematoksyling i eozyna, i oglada-
no w mikroskopie §wietlnym (Olympus, Japonia). W zalez-
nos$ci od udzialu procentowego poszczegoélnych komorek
przyjeto nastepujaca klasyfikacje poptuczyn: makrofagowe,
gdy liczba makrofagow w pelnej puli komorek wynosita
64% do 92% przy zatozeniu, ze procentowy udzial pozo-
statych komorek w preparacie nie przekraczat: limfocyty
od 2% do 28%, eozynofile od 0% do 4%, neutrofile od 0%
do 8%; limfocytarne, gdy odsetek limfocytow w pelnej puli
komorek wynosit powyzej 28%; eozynofilowe, gdy odsetek
eozynofilii w pelnej puli komorek wynosit powyzej 4%.

Badanie bakteriologiczne. Posiewy wykonywano na
podloza: agar 1% z dodatkiem 5% odwldknionej krwi
konskiej (Blood Agar Base), Charcol Agar z dodatkiem
suplementu (Bordetella Selective Supplement FD004),
MacConkey Agar z FK (Emapol) oraz podtoze Chapmana
(Mannitol Salt LAB AGAR Biocorp) i inkubowano w temp.
37°C w warunkach tlenowych przez 24-48 godzin. Identy-
fikacje wyrostych kultur bakteryjnych przeprowadzono na
podstawie cech morfologii kolonii i morfologii komorki.
Wstepne rozpoznanie postawiono na podstawie testu do
detekcji bakteryjnej cytochromooksydazy (OXItest Mikro
La Test, Erba Lachema). Do identyfikacji biochemicznej
wykorzystano zestaw NEFERMtest 24 przeznaczony do
diagnostyki Gram-ujemnych bakterii niefermentujacych
(Mikro La Test, Erba Lachema).

Badanie molekularne w kierunku B. bronchiseptica.
I1zolacje DNA z komorek B. bronchiseptica przeprowadzano
za pomocg zestawu DNA Genomic mini (A&A Biotechno-
logy Gdynia, Polska). W PCR dla B. bronchiseptica wyko-
rzystano parg starterow Fla2: 5 AGGCTCCCAAGAGA-
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GAAAGGCTT 37,1 Fla3: 5 CACCTGCCCCATCTCC 3’
komplementarnych do fragmentu genu biatka wici flaA (8).
Pozwalaty one na amplifikacj¢ odcinka DNA o dtugosci
165 pz. W sktad mieszaniny reakcyjnej o objetosci 54 ul
wchodzity: startery (50 pm/ul) ANTP (stgzenie 100 uM),
MgCl, (stezenie 1,6 mM), Taq polimeraza (2,5 jednostek)
oraz 5 pl matrycy. PCR przeprowadzano w termocyklerze
Biometra (Niemcy). Jako kontrole dodatniag wykorzystano
DNA wyizolowane ze wzorcowego szczepu B. bronchisepti-
ca ATCC 4617. Kontrole ujemng stanowita woda. Uzyskane
produkty PCR analizowano metodg elektroforezy w 1% zelu

Med. Weter. 2016, 72 (8), 520-525

agarozowym, w buforze TBE przy napigciu 10 V/cm przez
50 min. Po wybarwieniu produktow amplifikacji bromkiem
etydyny okreslano ich wielko$¢ w odniesieniu do wzorca
masowego DNA ladder 100 bp (Gibco BRL, Niemcy).
Oczyszczone produkty PCR poddawano sekwencjono-
waniu w Pracowni Sekwencjonowania i Syntezy DNA In-
stytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie, po czym
opracowywano je za pomocg programu komputerowego
Lasergene MegAlign (Madison USA). Sekwencje genu flaA
izolatow wiasnych B. bronchiseptica porownywano wza-
jemnie ze sobg oraz z wzorcowymi sekwencjami B. bron-

Tab. 1. Wyniki badan wykonanych u pséw ze stwierdzona bordetelloza

’ . : I ey
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1. 4 | mieszaniec 7 14,8 7,14/43,5% 24 28 11 20 makrofagowy - -
2. 4 | doberman 12 16,6 6,0/33,0% 65 17 0,9 34 limfocytarny + +
3. Q | mieszaniec 3 6,2 6,20/36,6% 55 35 1,11 67 makrofagowy - -
4. Q | mieszaniec 2 30,2 7,16/39,5% 86 53 0,61 21,4 limfocytarny + +
5. 4 | mieszaniec 9 12,1 8,67/55,6% 21 38 0,96 46 makrofagowy = =
6. 4 | mieszaniec 4 22,4 4,32/25,3% 17 38 1,9 66,9 limfocytarny + +
1. & | buldog francuski | 3 16,8 6,22/45,1% 62 28 1,2 30 makrofagowy - +
8. Q | mieszaniec 10 22,1 4,8/32,0% 55 50 0,9 415 limfocytarny + +
9. Q | mieszaniec 5 16,9 4,8/36,2% 26 38 1,04 43,6 makrofagowy + +
10. | & | mieszaniec 4 18,9 5,3/36,6% 35 26 1,34 47 limfocytarny + +
1. 4 | mieszaniec 1 24,6 4,8/36,3% 84 31 0,99 1 limfocytarny + +
12. Q | mieszaniec 8 13.4 6,02/41,3% 22 12 0,76 24 makrofagowy - +
13. Q | mieszaniec 7 14,7 5,8/39,0% 31 19 1,2 35 brak danych brak danych | brak danych
14. | @ | mieszaniec 3 21,4 6,0/37,8% 60 15 1,8 48 makrofagowy + +
15. 4 | mieszaniec 15 16,3 5,7/42,71% 51 29 1,4 48 makrofagowy - -
16 4 | mieszaniec 8 141 5,7/42,8% 21 23 0,86 47 brak danych | brak danych | brak danych
17. | & | mieszaniec 5 17,4 4,8/36,9% 19 38 0,59 29,6 | limfocytarny + +
18. | & | mieszaniec 4 21,7 6,3/44,2% 52 23 1,5 46 makrofagowy + +
19. Q | mieszaniec b 15,6 6,1/41,5% 32 14 1.1 32 brak danych | brak danych | brak danych
20. Q@ | mieszaniec 7 26,3 7,5/45,6% Il 47 1,8 59 limfocytarny + +
21. Q | mieszaniec 12 14,9 5,6/38% 27 36 0,98 30 brak danych | brak danych | brak danych
22. | & | mieszaniec 7 9,1 8,40/47,4% 44 35 1,21 44 eozynofilowy - -
23. Q | mieszaniec 141 6,67/39,7% 31 30 1,25 48,4 makrofagowy - -
24. | ?Q | mieszaniec 6 10,0 7,49/47,7% 24 23 1,2 34 brak danych | brak danych | brak danych
25. & | bernardyn 11 18,0 5,8/39,8% 34 26 1,4 42,6 makrofagowy + +
26. | & | mieszaniec 8 8,5 5,6/39,2% 52 88 1,00 48,9 brak danych | brak danych | brak danych
217. Q@ | mieszaniec 5 10,2 5,7/40,3% 45 17 1,33 34 makrofagowy - -
28. Q | mieszaniec 4 10,0 5,9/42,0% 60 45 1,45 50 makrofagowy - -
29. Q@ | mieszaniec 8 13,3 7,37/47,3% 32 23 1,04 43 brak danych | brak danych | brak danych
30. | & | mieszaniec 6 20,2 7,2/39,2% 54 32 1,3 45 makrofagowy + +
31. | & | mieszaniec 7 11,7 6,2/41,1% 41 23 1,02 38 makrofagowy - -
32. | & | mieszaniec 5 9,2 5,6/45,1% 58 27 1,4 42 makrofagowy - -
33. | & | mieszaniec 6 17,2 6,9/42,0% 24 18 1,3 32 eozynofilowy + +
34. | & | mieszaniec 4 10,3 5,8/41% 47 35 1,23 40 makrofagowy - -
35. Q@ | mieszaniec 3 26,7 5,4/36% 31 15 0,98 25 makrofagowy + +
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chiseptica pochodzacymi z terenow Chin (EU 327790),

Argentyny (AJ 012319) i Stanéw Zjednoczonych USA

(L 13034) dostgpnymi w banku genow NCBI GenBank.
Wyniki i oméwienie

Badanie kliniczne. U wszystkich 35 psow badaniem
klinicznym stwierdzono kaszel, ktoremu towarzyszyta
duszno$¢ o réznym stopniu nasilenia, oraz surowiczy
wyptyw z nosa i worka spojowkowego. Przed zglo-
szeniem zwierzat do kliniki, wtasciciele obserwowali
wymienione objawy przez okres od 3-9 dni. U Zadne-
go z badanych psow nie stwierdzono podwyzszonej
temperatury wewnetrznej ciata.

Badanie krwi. Na podstawie morfologicznego ba-
dania krwiu 7 pséw stwierdzono spadek hematokrytu
ponizej 37% (dolna granica normy). Spadek liczby
erytrocytow ponizej 5,5 x 10'%/L (dolna granica normy)
zanotowano u 7 osobnikow. Leukocytoza (WBC > 16,5
x 10%/L) wystgpita u 16 psow, u zadnego zwierzecia
nie notowano leukopenii (WBC < 6 x 10°/L) (tab. 1).

Badaniem biochemicznym surowicy wykazano
wzrost aktywnos$ci aminotransferazy asparaginowej
(AST) powyzej gornej granicy normy (45 U/l) u 3
psow. Wzrost aktywnosci aminotransferazy alaninowej
(ALT) powyzej goérnej granicy normy (60 U/I) zano-
towano u 5 osobnikow. Wzrost poziomu mocznika
powyzej gornej granicy normy (50 mg/dl) zanotowano
u 3 pacjentow. Podwyzszony poziom kreatyniny po-
wyzej gornej granicy normy (1,7 mg/dl) stwierdzono
takze u 3 psow (tab. 1).

Badanie bronchoskopowe. Bronchoskopi¢ wy-
konano u 28 sposrod 35 pséw uzytych w badaniach.
Stan ogolny 5 osobnikow grupy badanej nie pozwalat
na poddanie ich anestezji, co jest warunkiem niezbed-
nym do przeprowadzema petnego badania. U dwoch
innych pséw odstagpiono od zabiegu bronchoskopn ze
wzgledu na obrzgk tchawicy. U 15 psow grupy badanej
stwierdzono zmiany zapalne w tchawicy i oskrzelach.
Btona §luzowa tych narzadow byta zaczerwieniona,

Rye. 1. Wyniki badania bronchoskopowego. Obrz¢k i prze-
krwienie oskrzeli u psa z potwierdzonym zakazeniem B. bron-
chiseptica
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obrzeknigta, pokryta zwickszong iloscig §luzowej
1 Sluzowo-ropnej wydzieliny (ryc. 1).

Badanie cytologiczne popluczyn oskrzelowo-
-pecherzykowych. Profil poptuczyn oskrzelowo-
-pecherzykowych udato si¢ okresli¢ dla wszystkich
28 badanych probek pobranych od pséw poddanych
zabiegowi bronchoskopii. Popluczyny klasyfikowano
jako: makrofagowe (u 18 osobnikdw), limfocytarne
(u 8 osobnikow), eozynofilowe (u 2 osobnikow).

Badanie bakteriologiczne i molekularne w Kkie-
runku B. bronchiseptica. Z wymazdw z nosa i gardta
od wszystkich psow wykorzystanych w badaniu wy-
1zolowano monokulture B. bronchiseptica. Dodatkowo
bakterie te byly obecne w poptuczynach oskrzelowo-
-pecherzykowych uzyskanych od 17 pséw (46%)
poddanych zabiegowi bronchoskopii. Przynalezno$¢
gatunkowa wyizolowanych drobnoustrojow w kaz-
dym przypadku potwierdzono badaniami molekular-
nymi (PCR). Materiat genetyczny fragmentu genu
flaA Bordetella spp. wykazano w wymazach z nosa
i gardta pobranych od wszystkich 35 pséw oraz w po-
pluczynach oskrzelowo-pecherzykowych 17 psow.
Poréwnanie sekwencji produktéw amplifikacji DNA
B. bronchiseptica przy pomocy programu DNAStar
MegAlign pozwolito ustali¢, iz stopien ich wzajemne;j
homologii wynosit 100,0%.

Sekwencje te poréwnywano z sekwencjami izolatow
B. bronchiseptica dostegpnymi w bazie danych PubMed
NCBI: EU 327790 z terenu Chin, AJ 012319, z terenu
Argentyny, L 13034 z terenu Stanow Zjednoczonych.
Podobienstwo sekwencji badanych izolatow $wia-
towych dostepnych w banku gendéw z sekwencjami
izolatoéw wiasnych okazalo si¢ takze bardzo wyso-
kie 1 miescito si¢ w przedziale 98,2-100%. Rdznice
wynikaty z inwersji AG—GA w pozycjach 113, 114
badanego fragmentu genu w sekwencji AJ 012319
oraz z podstawienia A—G w pozycji 99 w sekwencji
L 13034. Sekwencja badanego fragmentu genu flaA
izolatu EU 327790 wykazywata 100% homologi¢
z sekwencjami izolatow wilasnych.

W medycynie weterynaryjnej matych zwierzat
problem bakteryjnych zakazen drég oddechowych
w wielu przypadkach jest marginalizowany, a poste-
powanie z pacjentem ogranicza si¢ do wdrozenia anty-
biotykoterapii z zastosowaniem chemioterapeutykow
o szerokim spektrum dziatania. Pominigcie procesu
diagnostycznego przy zakazeniach drog oddechowych
1 rozpoczgcie leczenia bez postawienia ostatecznego
rozpoznania moze mie¢ fatalne skutki (4). Bakteryjne
zakazenia drog oddechowych w wielu przypadkach
nie ograniczaja si¢ jedynie do uktadu oddechowego,
lecz moga wpltywaé na uposledzenie funkcji innych
uktadéw 1 narzadow (18, 21).

Wyniki badan wtasnych potwierdzajag powszech-
ng opiniq na temat bronchoskopii jako niezwykle
cennej metody diagnostycznej wykorzystywane;j
w rozpoznawamu zakazen bakteryjnych ukladu od-
dechowego u psow (9). Technika ta pozwala nie tylko
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zaobserwowac zmiany w drogach oddechowych, lecz
takze pozyska¢ materiat do badan bakteriologicznych
i cytologicznych celem okreslenia przyczyny zakazen
uktadu oddechowego u psow. Jak wynika z obserwacji
Johnsona 1 wsp. (9), przy podejrzeniu bordetellozy
psOw wszystkie trzy wymienione badania powinny
by¢ wykonywane kompleksowo. Zdarza si¢ bowiem,
ze samo badanie cytologiczne poptuczyn oskrzelo-
wo-pecherzykowych moze by¢ niewystarczajace do
rozpoznania zakazenia bakteryjnego, dlatego powinno
by¢ ono zawsze poparte badaniem bakteriologicznym
pozyskanego materiatu.

Popluczyny uzyskane od chorych psow w bada-
niach wiasnych klasyfikowano jako: makrofagowe,
limfocytarne 1 eozynofilowe. Podobng klasyfikacje
tego materialu w diagnostyce cytologicznej stosuja
Hawkins 1 wsp. (7), ktorzy wyrdzniaja nastepujace
ich typy: neutrofilowe eozynofilowe, limfocytarne
makrofagowe i mieszane. Norris i wsp. (15) wyr6zniaja
poptuczyny prawidlowe, neutrofilowe, eozynofilowe,
zawierajace komorki jednojadrzaste, mieszane, nowo-
tworowe i niediagnostyczne, za$ Baker i Lumsden (3):
neutrofilowe, limfocytarne, eozynofilowe, mieszane,
krwotoczne i nowotworowe.

U 16 sposrod 35 psow uzytych w badaniach wia-
snych zakazeniom B. bronchiseptica, towarzyszyta
leukocytoza (WBC = 16,8-30,2 x 10°L). Profil po-
ptuczyn oskrzelowo-pecherzykowych, pobranych od
tych osobnikow oceniono jako limfocytarny (8 psow)
1 makrofagowy (8 pséw). U 15 pséw tej grupy dodatko-
wo badaniem bronchoskopowym stwierdzono zmiany
zapalne w tchawicy 1 oskrzelach (tab. 1). Obserwacje
te s3 dodatkowym potwierdzeniem faktu ciezkiego
przebiegu zakazen Bordetella u psOw.

Zauwazy¢ nalezy takze, iz infekcje na tle B. bron-
chiseptica predysponuja do wystapienia wtornych
zakazen. Potwierdzeniem tego sa wyniki badan opu-
blikowanych przez Wagenera i wsp. (25). Autorzy
badaniami objeli 24 psy rasy beagle, ktore podzielono
na trzy grupy. W pierwszej umieszczono zwierzeta
kontrolne, w drugiej osobniki zdrowe zakazano CP1V,
za$ w trzeciej psy z infekcja na tle B. bronchiseptica
zakazano CPiV. U przedstawicieli grup II i III doszto
do rozwoju objawdw kaszlu psiarniowego, jednak
tylko u psOw ostatniej z grup obserwowano zmiany
w ptucach w badaniu RTG. Przebieg choroby u tych
osobnikéw byt takze znacznie cigzszy, a niewydolnosé
oddechowa bardziej zaznaczona. Wyniki te wskazuja,
1Z nawet asymptomatyczne zakazenia na tle B. bronchi-
septica, bedace efektem kolonizowania btony sluzowe;
drog oddechowych przez te bakterie przy dodatkowych
zakazeniach wirusowych lub bakteryjnych w istotny
sposob uposledzaja czynnos$¢ uktadu oddechowego
1 wptywaja na zaostrzenie procesu chorobowego.

Nalezy jednak wspomnie¢, ze nie zawsze Bordetella
uznawana jest za jeden z gtownych patogendw uktadu
oddechowego psow, charakteryzujacy sie wysoka} zZja-
dliwos$cig dla tych zwierzat. Badania u ps6w podobne
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do prezentowanych powyzej prowadzita Spuzak (22).
W badaniach mikrobiologicznych poptuczyn oskrzelo-
wo-pecherzykowych pobranych od chorych osobnikow
z zaburzeniami ze strony uktadu oddechowego autorka
ta w ani jednym przypadku nie stwierdzita obecnos$ci
B. bronchiseptica. Notowala natomiast wystgpowanie
takich drobnoustrojow, jak: Staphylococcus epidermi-
dis, S. cohnii, S. xylosus, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas alcaligenes, Flavimonas spp., Moraxella
spp., Klebsiella oxytoca, Pasteurella multocida,
Haemophilus influenzae, Acinetobacter baumanii,
E. coli, Chryseomonas luteola, Eneterobacter spp.,
Vibrio vulnificus, Bacillus pumilis, Bacillus coagulans.
Takze inne dane pi$miennictwa (13, 15, 17) wskazu-
ja, 1z nie zawsze gtownym czynnikiem bakteryjnym
zakazen drég oddechowych u matych zwierzat jest
B. bronchiseptica.

Technikag PCR dokonano identyfikacji B. bron-
chiseptica wyizolowanych od 35 pso6w z objawami
zapalenia gérnych drég oddechowych. Analiza filo-
genetyczna sekwencji nukleotydowych amplikonow
uzyskanych w tancuchowej reakcji polimerazy wy-
kazata, iz izolaty bakterii z badan wtasnych charakte-
ryzuja si¢ 100% homologia analizowanego fragmentu
genu flaA, co wskazuje na utrzymywanie si¢ jednego
genotypu tych drobnoustrojéw w populacji psow na
Lubelszczyznie. Bakterie te wykazywaty takze pelna
homologi¢ z referencyjnym szczepem B. bronchi-
septica ATCC 4617. Z kolei porownanie sekwencji
nukleotydowych flaA izolatow B. bronchiseptica
uzyskanych w badaniach wtasnych z analogicznymi
sekwencjami dostepnymi w banku genow pozwoli-
fo na zr6znicowanie rodzimych genotypow bakterii
z genotypami $wiatowymi pochodzacymi z terendw
Ameryki Potudniowej i Pétnocnej. Wskazuje to, iz
PCR zoptymalizowana dla genu flaA Bordetella pota-
czona z sekwencjonowaniem uzyskanych amphkonow
sg technikami czulymi, umozliwiajacymi réznicowanie
drobnoustrojéw z rodzaju Bordetella. Jest to istotne
chociazby z tego wzgledu, ze w wielu przypadkach
postepowania diagnostycznego nieodpowiednio do-
brane startery, zaprojektowane np. dla niewtasciwego
genu umozliwiaty amplifikacje materialu genetycznego
drobnoustrojow niepatogennych i przyczynialy si¢
do uzyskiwania falszywie dodatnich wynikow tancu-
chowej reakeji polimerazy w sytuacji gdy rzekome
bakterie nie odpowiadaty za rozwdj choroby (19).

Pomimo ze PCR wraz z sekwenCJonowanlem uzy-
skanego materialu genetycznego nie sg technikami
szeroko stosowanymi w rozpoznawaniu bordetellozy
psow, powinny stanowi¢ uzupetnienie procesu diagno-
stycznego omawianej choroby. Jak wykazujg badania
Decaro i wsp. (5), pozwalaja one na ostateczne roz-
poznanie zakazen B. bronchiseptisca, a tym samym
na wdrozenie odpowiednich procedur postgpowania
z zakazonymi osobnikami.

Na jeszcze pelniejsza charakterystyke genetyczna
Bordetella spp. pozwalaja zaawansowane techniki
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analizy molekularnej genow kodujacych rybosomalne
RNA. Wykorzystujac tego typu badania Keil i Fenwick
(11) w grupie 18 izolatow B. bronchiseptica uzyska-
nych z klinicznych przypadkéw choroby od psow
wyrdznili szes¢ roznych szczepodw drobnoustrojow.
Wiedza w tym zakresie jest wazna, gdyz wlasciwa
identyfikacja Bordetella przy pomocy technik biologii
molekularnej ma znaczenie nie tylko dla epidemiologii
1 taksonomii, lecz takze jest istotna z praktycznego
punktu widzenia, mianowicie opracowania skutecznej
swoistej immunoprofilaktyki choroby. Szczegdétowe
okreslenie genotypdw Bordetella najczgsciej wystepu-
jacychu pséw i kotdéw moze postuzy¢ do opracowania
szczepionki, w ktorej jako antygeny wykorzystane
bylyby petne komorki lub biatka tych wlasnie drobno-
ustrojow. Wiasciwy dobor antygenéw ma decydujacy
wptyw na skuteczno$¢ opracowywanych immunopre-
paratow (6).
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