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OZET

Degisik Bordetella bronchiseptica suglarinda virulans faktérleri ve bazi antijenlerin sentezlenme durumlart ile suslarin im-
miinolojik ozelliklerinin arastirildigr bu ¢calismada, patojenitede onemli derecede rolleri olan filamentoz hemagliitinin (FHA),
adenilat siklaz hemolizin (AC-Hly), pertaktin, fimbriya (FimD), 36 kDa protein ve fimbriya komponentlerinin B. bronchisep-
tica suslarinda degigik oranlarda sentezlendigi gézlenmistir. Adenilat siklaz-hemolizin sentezinin suglarinin tamaminda yiik-
sek degerlerde (9.2-17.8 AC iinitesi) goriilmesi ve iiremenin erken déneminde baglamast, bu komponentin B. bronchiseptica
suslarinin farelerde goriilen giiclii letal etkisi ile birinci derecede ilgili oldugunu gostermigtir. Degisik B. bronchiseptica sug-
larina ait tam hiicre agilart ile bagisiklanan farelerde yiiksek titrede ve ¢capraz reaksiyon veren aglutinin diizeyi olustugu go-
riilmiistiir. Bununla uyumlu olarak, bagisik farelerin peritonici patojen bakteri uygulamasina karst iyi diizeyde (%80-100) ko-
rundugu gozlenmistir. Bununla beraber, genel olarak B. bronchiseptica suslart arasinda koruyucu bagisik yanit olusturma
yoniinden yeterli bir ¢apraz reaksiyon gériilmesine karsin, suglar arasinda énemli derecede antijenik farkliliklar bulundugu
belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Bordetella, virulans, immiinojenite
SUMMARY
Virulence Factors and Immunogenicity of Different Bordetella bronchiseptica Strains

Virulence factors of Bordetella bronchiseptica strains, sythesis level of some of the antigens and immunogenicity of the stra-
ins were investigated. filamentous hemagglutinin (FHA), adenylate cyclase hemolysin (AC-Hly), pertactin, fimbria (FimD),
36 kDa protein and fimbriae components that have major roles in pathogenicity were observed to be sythesized in different
quantities by B. bronchiseptica strains. Early initiated and high level AC-Hly (9.2-17.8) secretion of the strains showed the
first level relationship of AC-Hly synthesis with the strong letality of B. bronchiseptica strains. Besides, high level protection
(80-100%) in mice against bacterial challenge was determined in parallel with the high and cross-reacted agglutinin level of
the same mice immunized with whole-cell vaccines of the strains. Generally, major antigenic differences among the clinical

isolates and strains were observed despite the minimum cross-reaction adequate for protection.
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GiRiS masina karsin, B. bronchiseptica Kiiltiir ortaminda

kolay ve hizli iireme Ozelligine sahiptir (1,2).
Bordetella bronchiseptica, bogmaca hastaliginin Y . & . P . (1.2)
. 7. L Bununla beraber, B. bronchiseptica pertussis tok-
etkeni olan Bordetella pertussis ile biiylik benzer- ] o ]
. . . . sin (PT) disinda, B. pertussis ile benzer virulans
lik gosteren ancak daha cok evcil ve vahsi me- . .
faktorlerine sahip olup bu faktorler baglica ade-

nilat siklaz hemolizin (AC-Hly), dermonekrotik
toksin (DNT), filamentoz hemaglutinin (FHA),
pertaktin, fimbriyalar ve dis membran porin pro-
teinleridir (2). Adenilat siklaz-hemolizin (AC-
Iletisim: Erkan Ozcengiz Hly), hemolitik ve sitotoksik aktiviteye sahip,

meli hayvanlar ile seyrek olarak insanlarda ve
ozellikle immun yetmezligi olanlarda solunum
yolu enfeksiyonlar1 olusturan bir bakteridir. B.
pertussis’in nazli ve zor iireyen bir bakteri ol-

e-posta: erozcengiz@yahoo.com okaryotik hiicrelerde kalmodulin ile aktive olarak
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hiicre ici siklik AMP (cAMP)’nin artmasini sag-
layan bir proteindir (3, 4). FHA, fimbriya ve
pertaktin komponentleri bakterinin solunum yolu
epiteline baglanmasini ve kolonize olmasini sag-
layan faktorlerdir. Bunlarin yaninda 40 kDa mo-
lekiil agirhigina sahip ve Fim D olarak adlandi-
rilan mindr fimbriyal alt birim ve virulans ile il-
gili dig membran proteinlerinin de bulundugu
gosterilmigtir (5-8).

Bu calismada, degisik orijinli B. bronchiseptica
suslarinda yukarida belirtilen virulans faktorleri
ve bazi antijenlerin sentezlenme durumlar1 ile
suslarin immiinolojik ve antijenik 6zellikleri arag-
tirildr.

MATERYAL VE YONTEM

Bakteri Suslari. Bu calismada, B. bronchiseptica
F415 kopek susu Dr. Tony Hurt, Liverpool Uni-
versitesi Ingiltere'den, B. bronchiseptica 219 ko-
pek susu ve B. bronchiseptica 3036 kobay susu
Goetheborg Universitesi Kiiltiir Kolleksiyonu Is-
veg'ten, 4617 ATCC susu Refik Saydam Hifzis-
sthha Merkezi Kiiltiir Kolleksiyonu Laboratuva-
ri'ndan, CA, UK2, UK3, UK4, UK6, UK7, UKS,
UK11, UKl14, B51 ve B63 izolatlari Ankara
Universitesi  Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali'ndan temin edilmistir. Suslar bi-
yokimyasal ve antijenik olarak yeniden tanimlan-
diktan sonra (9), modifiye Cohen-Wheeler kati
besiyerinde (10) iiretilmis ve SIV1 besiyeri ile
siispanse edilerek, stok kiiltiir olarak % 50 gli-
-80°C'de
B. pertussis Saadet, Nursel ve Tohama suslar
Refik Saydam Hifzissihha Merkezi, Agi-Serum
Uretim ve Aragtirma Boliimii'nden temin edilmis-

serol icerisinde saklanmigtir.

tir.

Deney Hayvanlari. Bagisiklama ¢aligmalarinda
kullanilan Swiss-albino fareler ve kobaylar Refik
Saydam Hifzissthha Merkezi, Asi-Serum Uretim
ve Aragtirma Boliimii, Deney Hayvanlari Uretim
Laboratuvari'ndan temin edilmistir.

Kiiltiir. B. bronchiseptica suglarma ait kiiltiirler,
kati Bordet-Gengou ve modifiye Cohen-Wheeler
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besiyerleri ile Sivi Modifiye Morse-Bray, Stai-
ner-Scholte ve CL (betacyclo-dextrin) besiyerle-
rinde 37°C’de yapilmistir (10-14).

Hemaglutinasyon (HA) aktivitesi tayini. CL be-
siyeri sivt kilttirleri 12 000 rpm'de 30 dakika
+4°C'de santrifiij edilmis ve siipernatant ornekle-
ri U tabanli mikropleytde ilk cukura 50 pl ko-
nularak PBS ile seri dilusyonlar1 yapilmistir.
Uzerine, PBS ile 3 defa yikanan kanath eritro-
sitlerinin % 0,5'lik siispansiyonundan 50 pl ila-
ve edilmigtir. Oda sicakliginda bir saat bekle-
tildikten sonra en son hemaglutinasyon goriilen
cukur HA titresi olarak kaydedilmigtir. Hemag-
lutinasyon pozitifligi kiiltiirdeki filamentéz Wz
hemaglutinin (FHA) varligin1 gostermistir (15).

Hemolitik aktivite (AC-Hly) tayini. Bakteri ade-
nilat siklaz-hemolizin (AC-Hly)'e ait hemolitik
aktivite, Rogel ve ark.(16) yontemi ile tayin
edilmigtir. Testte koyun eritrositlerinin TBS tam-
ponu (0,145 M NaCl, 0,005 M dekstroz, 0,002
M CaCI2 ve 001 M Tris, pH:7,4) ile hazrla-
nan % 1'lik ¢ozeltisi kullamlmigtir. Bakteri sivi
kiiltiirii 12 000 rpm'de 30 dakika +4°C'de san-
trifiij edilmis ve Iml siipernatant iizerine esit ha-
cimde koyun eritrositleri ilave edilerek karistiril-
mistir. Karigim, 37°C'de 18 saat bekletildikten
sonra 3000 rpm'de 5 dakika santrifiij edilerek
eritrositler ¢oktiiriilmiistiir. Ornek siipernatantin
541nm'de absorbans degerinin negatif kontrol de-
gerine orani AC tinitesi olarak kaydedilmisgtir.
Testte pozitif kontrol olarak distile su, negatif
kontrol olarak da CL besiyeri kullanilmigtir.

Suslarin Elektroforetik Analizi. Calismada kulla-
nilan suglara ait bakteri lizat proteinleri, sodyum
dodesil stilfatpoliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE)nde Laemmli (17) yontemi ile incelen-
mistir. Ayirma jeli % 12,5, dizici jel % 4,5 ola-
rak hazirlanmigtir. Bakteri hiicre ornekleri, elek-
troforez uygulamasindan o©nce, Ornek tamponu
(500 gl hacmi; 200 ul % 50'lik gliserol, 100 ul
1 M Tris, 100 gl % 10'luk SDS, 50 ul % 0,1'lik
bromfenol mavisi ve 50 ul DTT (Ditiyo- trei-
tol) icerir) ile 1:1 oraminda karistirilmstir. Or-
nekler jele uygulanmadan 6nce 2 dakika kayna-
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tilmigtir. Gii¢ kaynagi baslangicta 200 V, ornek-
ler ayirict jele girdikten sonra ise 250 V olacak
sekilde ayarlanmistir. Jel gilimiis nitrat yontemi
ile boyandi. Uygulamada genis dagilimli mole-
kiil agirlik standartlart kullanilmustir.

Jel Filtrasyon Kromatografisi. Suslara ait
ekstrakte proteinler, Irons'in (18) {iire-1s1 eks-
traksiyon yontemi modifiye edilerek ekstrakt
%30 (w/v) bakteri slispansiyonundan hazir-
lanmistir. 10 mM Tris, 0.145 M NaClI, pH
7.2 (TSA) tamponu ile dengelenen Bio Pi-
lot (Pharmacia) Superdex 75 jel filtrasyon
kolonuna (26x600 mm) yiiksek basingta uy-

gulanarak kromatogramlart belirlenmisgtir.

Bagisikhik. Her susa ait bakteri siispansiyo-
nu 56°C'de inaktive edilerek 15 OU/ doz
olarak hazirlanan tam hiicre deneysel asilar-
la fareler 15 giin ara ile iki defa peritonici
enjeksiyonla bagisiklanmistir. ikinci enjeksi-
yondan 15 giin sonra kuyruk venalarindan
kan alinan hayvanlarin bir grubuna bir giin
(Letal

Dozs, degeri = 0.5 OU canli bakteri siispan-

sonra peritoni¢i enjeksiyonla LDy

siyonu olarak belirlenmistir) ve diger grubu-
na 4LDs, canli bakteri uygulanmistir. Bir

hafta boyunca fareler gozlenerek oOliimler
kaydedilmistir. Bagisik hayvanlardan alinan
kan serumlarinda mikroaglutinasyon yonte-
miyle (18) aglutinin titreleri belirlenmisgtir.
Ayrica bagka bir grup fareye 15 giin arayla
3 enjeksiyon yapilarak aglutinin titre yiikse-

lisi kaydedilmistir.
BULGULAR

Arastirmada kullanilan tiim suslarin benzer
morfolojik ve biyokimyasal tiir ozelliklerine
sahip oldugu ve aym zamanda standart sus
Bordetella bronchiseptica FA15 antiserumu ve
Bordetella pertussis Saadet antiserumu ile po-
zitif lam aglutinasyonu verdigi tespit edilmis-
tir.

Hemaglutinasyon (HA) Aktivitesi. HA akti-
vitesinin, CL besiyerinde iiremenin 24 ve
42'nci saatlerinde baglayarak, 72-90'nci1 saat-
lere kadar goriilebildigi belirlenmistir (Tablo
1). Arastinnlan 15 susun 12'sinde (%80)
(F415, UK2, UK3, UK4, UK6, UK7, UKS,

Tablo 1. B. Bronchiseptica suslarinin CL besiyerinde iireme ve HA aktivitesi.

Suglar 18. saat 24, saat 42, saat 48. saat 66. saat 72. saat 90. saat
A630 HA A630 HA A630 HA A630 HA A630 HA A630 HA A630 HA
F415 0,123 ®) 0,514 ®) 1,804 12 1,906 12 2,344 1/4 2,491 1/4 2,748 1/8
219 0279 @) 0,694 -) 1,647 ) 1,753 ) 2,086 -) 2,390 -) 2,539 ®)
CA 0,131 @) 0,555 ®) 1,645 -) 1,747 ) 2,057 ®) 2307 -) 2481 @)
UK2 0,182 ©) 0,424 1/2 1,482 1/8 1,680 1/2 2,135 1/2 2,407 1/2 2,653 12
UK3 0,100 ) 0,274 ) 1,361 1/4 1,449 12 1,871 12 2,130 12 2,430 12
UK4 0,122 ©) 0,366 ©) 1,299 172 1473 1/2 1,863 1/4 2,115 1/2 2,508 172
UK6 0,130 ©) 0,391 ©) 1,385 12 1,458 172 2,150 12 2,369 172 2,650 12
UK7 0,130 ©) 0.401 12 1,248 12 1252 12 1,720 1/4 2078 1/4 2,367 1/8
UK8 0,115 ©) 0358 12 1392 12 1477 12 1,632 1/4 | 2008 174 | 2176 118
UK11 0,178 ©) 0,368 ) 1,630 12 1,739 12 2,027 12 2276 12 2,443 1/8
UK14 0,151 ©) 0,408 (-) 1278 12 1432 1/2 2,061 12 2297 1/4 2,515 1/8
B51 0,204 ©) 0,464 ©) 1,719 1/4 1,795 12 2210 12 2,407 12 2,665 12
B63 0,526 ©) 0.945 ) 1,805 ) 1,940 ) 2218 ) 2355 ) 2516 ©)
4617 0,149 ) 0,789 ) 1,556 12 1,694 12 1,748 172 2,329 1/4 2448 12
3036 0,308 ©) 0,658 ©) 1,512 12 1,715 1/8 1,834 1/4 2,108 12 2,363 ©)
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UK11, UKI14, B51, 4617, 3036) FHA sen-
tezinin 1:2-1:8 gibi diisiik titrelerde oldugu
gozlenmigtir. 219, CA ve B63 suslarinda ise

Tablo 2. B. bronchiseptica suslarimin CL besiyerinde
adenilat siklaz sentez miktarlari.
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Sekil 1. B. bronchiseptica suslar1 hiicre lizatlarinin

%10 SDS-PAGE analizi.

tir. 21, 22 ve 24 kDa civarinda yer alan Fim
1, 2, 3 proteinlerinin suglara gore degisiklik gos-
terdigi gozlenmistir (Sekil 1).

Jel Filtrasyon Kromatografisi. Suglara ait iire-1s1
ekstrakte proteinlerin Siiperdex 200 jel filtrasyon
kromatografilerinde baglica ii¢ protein piki goriil-
miigtiir. Kromatogramlar birbirine benzer olmak-

Tablo 3. Tam hiicre B. bronchiseptica suslar1 ile bagisiklanan
farelerde peritonici F415 uygulamasina karsi korunma.

AC- AC- AC- AC- AC-
Suslar | Hemolitik | Hemolitik | Hemolitik | Hemolitik | Hemolitik
aktivite (U) aktivite (U)|aktivite (U)aktivite (U) aktivite (U)|
18. saat | 24. saat | 42. saat | 48. saat | 66. saat
F415 8,7 149 15,7 174 10,2
219 53 96 124 104 7.7
CA 24 11,2 164 11,5 84
UK2 78 42 11,1 99 7.1
UK3 8.8 43 102 119 115
UK4 6.8 72 103 142 10,9
UK6 58 85 12,7 14,6 13,1
UK7 79 115 129 17.8 13.8
UKS8 6,1 69 114 17,7 8,1
UK11 53 56 11,0 11,6 10,2
UK14 73 9 10,1 11,6 102
B51 34 11,5 142 128 123
B63 10 96 7,7 17,2 16,3
4617 2,6 3,7 72 14 132
3036 48 6,84 74 92 8,54

herhangi bir aktivite goriilememistir (Tablo
1).

Hemolitik Aktivite (adenilat siklaz-hemoli-
zin; AC-Hly). Calismada kullanilan suslarin
tamaminda AC-Hly aktivitesinin yiiksek ol-
dugu ve aktivitenin genel olarak kiiltiirlerin
42 ve 48'nci saatlerinde en list diizeye ulas-
t1g1 gozlenmistir. F415, CA, UK4, UKG6,
UK7, UKS8, B51 ve B63 suglarinin digerle-
rine gore daha yiiksek aktivite gosterdikleri
belirlenmigtir (Tablo 2).

Suslarin Elektroforetik Analizi. Bakteri lizatinin
SDS-PAGE profil analizinde suglarin cogunda
bakteriye ait belirgin baglica su protein bandlari
gozlenmigtir: 200 kDa civarinda FHA ve AC-
Hly proteinleri; 83 kDa civannda iki protein
bandi; 68 kDa'da pertaktin protein bandi; 51,8
kDa civarinda benzer bandlar ve 36 kDa prote-
in (dis membran porin protein) bandi goriilmiis-
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Suslar Uygulama Korunma Urgulama Korunma
Doz (LDsy) Doz (4LDs,)
Canli/Toplam % Canli/Toplam %
F415 5/5 100 5/5 100
4617 5/5 100 2/5 40
CA 5/5 100 5/5 100
219 4/5 80 4/5 80
3036 5/5 100 5/5 100
UK2 5/5 100 4/5 80
UK3 5/5 100 5/5 100
UK4 5/5 100 5/5 100
UK6 5/5 100 5/5 100
UK7 5/5 100 5/5 100
UKS 5/5 100 5/5 100
UK11 5/5 100 5/5 100
UK14 4/5 80 4/5 80
B51 5/5 100 4/5 80
B63 5/5 100 5/5 100
Kontrol 2/5 40 0/5 0
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la beraber, protein piklerinde suglar arasinda
oransal farkliliklar bulundugu belirlenmistir (Se-
kil 2).

Bagisikhik. Her sustan hazirlanan tam hiicre asi-
lar1 ile bagisiklanan farelerin, F415 susu LDs,
ve 4 LDs, uygulamasina karsi genel olarak iyi
diizeyde korundugu goriilmiistiir (Tablo 3). F415,
CA, 3036, UK3, UK4, UK6, UK7, UKS, UK11
ve B63 suglar1 ile bagisiklanan farelerin 4LDs,
uygulamaya karst da %100 korunduklari, 219,
UK2, UK14 ve B51 suslari ile bagisiklanan fa-
relerin ise %80 oraninda korundugu goézlenmis-
tir. 4617 susunun fareleri LD50 uygulamaya kar-
s1 %100 korumasina ragmen, 4LDsy'ye karst an-
cak % 40 gibi diisiik bir oranda korudugu be-
lirlenmigtir.

Bagisik farelerden canli bakteri uygulamasi On-
cesi alman serum Orneklerinde, F415, 4617,
UK2, UK3, UK4, UK6, UK7, UK8, UK11, B51
ve 3036 suslarina ait serumlarin kendi antijenle-
riyle yiiksek titrede mikroaglutinasyon verdigi
(1/2048-1/32768), bununla birlikte UK14 ve B63

Tablo 4. B. bronchiseptica suslarina ait bagisik serumlarin kendi
antijenleri ve B. pertussis Saadet ve Tohama antijenleri ile
mikroaglutinasyon titreleri (x10-1).

Tablo 5. B. bronchiseptica suslarinin anti-F415 serumu ile
mikroaglutinasyon titreleri (x10-1).

Tam Hiicre Antijenler Anti-F415 serumu ile titre
F415 16384
4617 512
219 512
CA 1024
UK2 4096
UK3 4096
UK4 8192
UK6 4096
UK7 4096
UKS8 8192
UK11 16384
UK14 4096
B51 16384
B63 Negatif
3036 16384

Tablo 6. B. bronchiseptica F415 antijeni ile diger suslara ait bagi-
sik (iki enjeksiyon) ve hiperimmun (ii¢ enjeksiyon) serumlarin
mikroaglutinasyon titreleri (x10-1).

h]i;;egrlfrlr:(n:,:n iki enjeks.iyon Ue enjeks.iyon
serumlar sonrasi titre sonrasi titre
Anti-F415 2048 16384
Anti-4617 32 256
Anti-219 Negatif 64
Anti-CA 2048 8192
Anti-UK2 2048 4096
Anti-UK3 512 2048
Anti-UK4 512 1024
Anti-UK6 512 8192
Anti-UK7 512 4096
Anti-UKS 512 8192
Anti-UK11 512 512
Anti-UK14 1024 4096
Anti-B51 512 2048
Anti-B63 256 1024
Anti-3036 2048 8192

Antijen Antijen Antijen
Sl:?f :E:l;r B. ﬁ:::s:"::f: “ | . penussif Saadet |B. pertussis. lTohama

hiicresi) (tam hiicre) (tam hiicre)
Anti-F415 16384 1024 1024
Anti-4617 8192 256 256
Anti-219 2048 128 32
Anti-CA 2048 256 256
Anti-UK2 32768 2048 4096
Anti-UK3 32768 128 2048
Anti-UK4 32768 2048 512
Anti-UK6 8192 2048 512
Anti-UK7 32768 1024 256
Anti-UK8 32768 4096 1024
Anti-UK11 16384 1024 1024
Anti-UK14 128 1024 512
Anti-B51 32768 2048 1024
Anti-B63 64 1024 512
Anti-3036 32768 2048 1024

suslarina ait serumlann kendi antijenleriyle diigiik
titrede (1/64-1/128) aglutinasyon olusturdugu be-
lirlenmigtir. Ayn1 zamanda anti-B. bronchiseptica

serumlarinin B. pertussis antijenleri ile de onem-

252



Tiirk Mikrobiyol Cem Derg (2005) 35: 248-255

1400 1400
1200 E 1200
)
2
2 1000 1000
= =
2 g
z >
g 800 g sw
] 5
g o0 £ 600
* o
=
‘T 400 k=) 400
° L
£ £
200 200
L e L o B R A 0
1357 9 1113151719 21 23 25 27 29 3133 35 37 39 41 43 45 47 49 5153 55 5759 123456780910111213141516171819 2122 23242526272829 30313233343536 3738 394041
Tip sayist Tiip sayist
1400 1600
1400 -
1200 4
2 =
H 2 1200 4
= 1000 e
z 2
E g 1000 4
3 800 g
3 3
é g 800
600 M
£ g 600 -
2 3]
<) 3
= 400 =
o ~ 400 4
200 200
L e et e o 0 S A 8 B s 0 B e s e e e s B e L A S
135 79 11 131517 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 5153 55 57 59 61 63 65 1357 911 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55
c Tiip sayist d Tiip sayist
1800
3000
~ 1600
£ 2500
= | 2500
& 1400 o
z 8
2 1200 >
3] ] 20004
= b=}
I | =
g 1000 5
=
; 800 - S 1500 4
g‘ N
=
2 00 2
= g 1000 4
%” 400 4 =)
&
200 500
L e e e B B
135 79 11 131517 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 5153 55 57 59 61 63 6 0
1°3°5 7 911 1315 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57
e Tiip sayis1 f Tiip sayist
3500 1400
3000 E 1200
E] S
g F,
S
ES 2500 - ~ 10004
3 =
£ g
z S
§ 20004 Z 00
= =
S =1
X 500 §
= z 600
3 S
g M
& 10004 s 400
2
5004 & 200
0

S 0
1357 91113151719 2123 252729 31 33 35 37 39 41 4345 47 4951 53 55 57 135 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61

Tiip sayist

Tiip sayist
g h
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li titrelerde reaksiyon verdikleri gozlenmekle be-
raber, iki tiir arasindaki farklilik anlamli goriil-
miigtiir (Tablo 4).

B. bronchiseptica bagisiklamalarinin degerlendiril-
mesinde patojen canli bakteri olarak kullanilan
F415 sugu ile diger suglar arasindaki immiinoje-
nik iligki Tablo 5 ve 6’da goriilmektedir. Tiim
suglarin anti-F 415 serumu ile verdikleri reaksi-
yonda farkliliklar bulunmakla beraber genel ola-
rak yiiksek titrede aglutinasyon gosterdikleri goz-
lenmigtir (Tablo 5). Tim suglara ait iki ve lii¢
enjeksiyon ile bagisiklanan farelerden elde edilen
antiserumlarin da F415 antijeni ile yiiksek titre-
de reaksiyon vermekle beraber aralarinda onemli
farklar bulundugu gozlenmistir (Tablo 6).

TARTISMA

B. bronchiseptica suglarimin ireme oOzellikleri
MMB, SS ve CL sivi besiyerlerinde incelendigi
zaman, log fazina 18'nci saatte ulastifi ve
42'nci saate kadar bu fazda devam ettigi goril-
miigtiir. Calismamizda 15 sustan 12'sinin, sivi
kiiltiirde, Bordetella cinsinin patojeniteden so-
rumlu en O6nemli komponentlerinden olan fila-
ment6z hemaglutinin (FHA) proteinini sentezle-
meye gec log fazinda bagladigi ve duragan do-
nemde devam ettigi, bununla beraber FHA sen-
tezinin oldukg¢a zayif oldugu saptanmustir (1:2 -
1: 8 HA aktivitesi) (Tablo 1). 219, CA ve B63
gibi bazi suglarda ise aktivitenin hi¢ tespit edi-
lememesi ve FHA'min genel olarak diisik mik-
tarlarda sentezlenmesi, B. bronchiseptica'yr B.
pertussis'den aywran 6énemli ozelliklerden biri ola-
rak gozlenmistir. FHA'nin diisiik diizeyde sentez-
lenmesine, farkli B. bronchiseptica suslari ile ¢a-
lisan Jacob-Dubuisson ve ark, (19) tarafindan da
isaret edilmigtir. Caligmamizda ayni zamanda
FHA sentezinin besiyeri ozelliklerine de bagh ol-
dugu gozlenmis ve sentetik StainerScholte ve ya-
1 sentetik MMB besiyerlerinde iyi iireme goril-
mesine karsin Stainer-Scholte besiyerinde HA
aktivitesi gosterilememistir. FHA varliginin beta-
siklodekstrin iceren CL-besiyerinde ise MMB be-
siyerinden daha yiiksek diizeyde bulundugu be-

lirlenmigtir. Tiim suglar ve klinik izolatlara ait
olan FHA sentezi ile ilgili bulgular, Keil ve
Fenwick, 1998 (20) ve Suzuki ve ark., 1985
(13)'nin ¢aligmalar1 ile uyumlu goriilmiistiir.

B. bronchiseptica patojenitesinden sorumlu diger
onemli komponent olan adenilat siklaz hemolizin
(AC-Hly) proteininin ise tiim suglarda yiiksek
oranda ve erken log fazinda sentezlendigi goz-
lenmistir. AC-Hly aktivitesinin 42-48'nci saatler-
de en yiiksek degere (9,2-17,8 AC iinitesi) ulag-
tig1 belirlenmistir. Bu durum, B. bronchiseptica
suglarinin farelerde olusturdugu kuvvetli letal et-
kinin AC-Hly'in yiiksek diizeyde sentezlenmesine
bagl oldugunu gostermektedir.

B. bronchiseptica suglarinda FHA'nin diisiik dii-
zeyde sentezlenmesi, bakteri kolonizasyonunda
dis membran proteinleri ile fimbriya proteinleri-
nin daha Onemli oldugunu diisiindiirmektedir.
Bununla beraber, B. bronchiseptica suslar1 ve kli-
nik izolatlarmin hiicre lizat protein profilinin
SDS-PAGE incelemesinde (Sekil 1); suslarin ¢o-
gunda bagigiklikta 6nemli oldugu bilinen FHA,
AC-Hly, pertaktin, 40 kDa FimD, 38 kDa dis
membran porin proteini, 36 kDa protein ve fim-
briya gibi proteinlerin ana bantlar olarak goriil-
mesi ise, FHA molekiiliiniin hiicre diginda oldu-
gu gibi hiicre yiizeyinde de az miktarda bulun-
dugunu ve adezyona katki verdigini gostermistir.
Bu durum, Gueirard ve Guiso (21)'nun calisma-
larinda, B. bronchiseptica suglarmin adenilat sik-
laz-hemolizin, FHA ve pertaktin (dis membran
protein) sentezleme yetenekleri ve enfekte fare-
lerin serumlarinda anti-adenilat siklaz-hemolizin
ve antiFHA antikorlarmmin erken doénemde olug-
tugunun gosterilmesi ile de uyumlu goriildii. Ba-
Sisiklama caligmalarimizda goriilen yiiksek aglu-
tinasyon titrelerinin ise FHA disindaki yiizey
komponentlerinin bagisik yanitta oldukca Onemli
oldugunu gostermektedir. Tam hiicre asisi ile ba-
gisiklanan farelerde F415 susu ile LD5S0 ve
4L.D50 challenge'a karsi genel olarak iyi diizey-
de (% 80-100) korunma saglanmasi da suslar
arasinda capraz koruma ozelliklerinin baglica bu
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komponentlerle ilgi olacagmi gosterdi. Bu du-
rum, her susa ait tam hiicre antijeninin, anti-
F415 serumu ile verdigi capraz aglutinasyon tit-
resinde genel olarak yiiksek degerler goriilmesi
ile de uyumlu olarak degerlendirildi. Bununla be-
raber capraz aglutinin reaksiyonlarindaki farkli-
liklar,antijenik farkliliklar1 da gostermektedir. Bu
antijenik farkliliklarin olugsumunda, B. bronc-
hiseptica suglar1 lire-15s1 ekstrakte proteinlerinin
jel filtrasyon kromatogramlarindaki benzer yapi-
ya karsin suslar arasindaki protein piklerinde
gozlenen oransal farkliliklarin da etkili olabilece-
gini disiindirdi (Sekil 2).

Sonug¢ olarak, B. bronchiseptica klinik izolatlar-
da, toksisiteden biiyiik oranda sorumlu olan ade-
nilat siklazin yiiksek diizeyde sentezlenmesinin
yaninda, koruyucu bagisik yanit olusturan kom-
ponentler bakimindan yeterli bir homolojinin ge-
nel olarak mevcut oldugu belirlendi. Calismamiz-
da bunu saglayan komponentlerin biiyiik oranda
fimbriya ve diger yiizey yapilar1 oldugu, bunun-
la beraber suglar arasinda antijenik farkliliklarin
da o6nemli oldugu gozlendi.
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