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SIGIR KAN SERUMLARINDA BORRELIA
BURGDORFERI ANTIKORLARININ FLUORESAN
ANTIKOR TEKNIGI ILE TURKIYE'DE ILK KEZ
SAPTANMASI

Miijgan IZGUR' Mustafa ARDA® Omer AKAY’ Omer M. ESENDAL® Oktay KESKIN’®

Detection of Antibodies Against Borrelia Burgdorferi in Cattle Sera by
Fluorescent Antibody Technique for the First Time in Turkey

Summary: The aim of this study, was to determine the presence of anti-B.
burgdorferi antibodies by the use of indirect fluorescent antibody technique (IFAT)
in cattle sera obtained from farms located in different regions. B. burgdorferi strain
B31 was used for antigen preparation for IFA technique. The culture was diluted to
give a final concentration of 50 organisms per 10 ul, and 30 wd of this suspension
were placed on FA slides, and kept frozen at -80°C until used. IFA technique was
performed on 111 sera using a rabbit anti-bovine fluorescein isothiocyanate-
labelled anti-IgG conjugate. Sera were tested at starting dilutions of 1:64 with
subsequent two-fold dilutions up to 1:1024. Among 111 sera examined, 15 (13.5%)
were found positive for antibodies to B. burgdorferi at a serum dilution of 1:256 or
greater while, 96 (86.5%) sera were considered as negative. Among these 15
positive sera, 8 (53%), 3 (20%), and 4 (27 %) sampels were positive al serum
dilutions of 1:256, 1:512, and 1:1024, respectively. According to these results, sero-
positivity aganist B. Burgdorferi was detected in catile sera examined.

Key words: Cattle, Lyme disease, Borrelia burgdorferi, serology, IFAT

Ozet: Bu calismada, farkli bolgelerdeki cifiliklerden saglanan 111 adet sigir
kan serumunda B. Burgdorferi'ye karst olusan antikorlar indireki fliioresan antikor
teknigi (IFAT) ile saptanmstiv. B. burgdorferi B31 susundan antijen hazirlanarak
kiiltiir 50 mikroorganizma/I0ud olacak sekilde sulandiriimig ve ozel lamiara 30 pd
miktarinda damlatihp, kullanmlincaya kadar -80°C'de saklanmustir. Hastaliktan
stipheli sigirlara ait kan serumlari 1/64'den 1/1024'e kadar iki katl sulandiriimiy ve
fluorescein-isothiocyanate ile isaretli tavsan anti-sigir IgG konjugati kullanilarak
IFA teknigi ile test edilmigtiv. Testte 1/256 ve iizerindeki serum titresi pozitif kabul
edilmistir. Test edilen serumlardan 15 (%13.5) pozitif, 96's1 (9686.5) negatif
bulunmuytur. Pozitif bulunan 15 serumdan 87 (%653) 17256, 3% (%620) 1/512 ve 4'ii
(%27) de 1/1024 titrede reaksiyon vermistiv. Bu sonuglara gore. incelenen sigir
serumlarinda B. Burgdorferi yoniinden seropozitifligin bulundugu saptanmigtir.

Anahtar kelimeler: Sigir, Lyme hastaligi, Borrelia burgdorferi, seroloji,
IFAT.
Girig ve hayvanlarda olusturulan, kene kaynakl,
multisistemik ~ ve  zoonotik  karakterde  bir

5 veya L Jiosis, bi
Lyme hastahfy veya Lyme borreliosis, bir 5 o &0 (5,91, 31, 38),

spiroketa olan Borrelia burgdorferi tarafindan insan
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Lyme hastalig, ik kez 1975 yilinda
Amerika  Birlesik  Devletlerinde  Connecticut
cyaletinin Lyme kasabasindaki yetiskin insan ve
cocuklarda, kene s bulunan  bolgede
patognomonik bir deri lezyonu olan Erythema
Chronicum Migrans (ECM) ile baslayan vc kalp,
sinir sistemi ve eklem komplikasyonlan ile seyreden
bir cpidemi olarak belirlenmistir (39, 40).
insanlarda Lyme hastahinn tammlanmasindan
sonra (6, 9, 41), bircok evcil ve yabani memeli
hayvan tirinde de B. burgdorferi infeksiyonu ve
buna baglh hastalik olgulan saptanmugtir (1, 2, 8,
11, 26, 32). Yabani memeli hayvanlarda gorilen
asemptomatik infeksiyonlann aksinc kopek, sigir,
koyun, keci, at ve kedi gibi bir¢ok evcil memeli
hayvanda B. burgdorferi'ye bagh hastalik olgulan
meydana gelmektedir (4, 14, 15, 18, 24, 29, 33).

Diinyanin birgok bolgesinde etgi ve siitgii
sigirlarda Borrelia burgdorferi infeksiyonu ve buna
bagh olarak sekillenen Lyme borreliosis olgulan
bildirilmistir (7, 11, 16, 35, 36, 43, 45). Sigirlarm
Lyme borreliosis'i, ncelikle, ilk kez buzagilayan
ditvelerde, hayvanlarin tam laktasyona girmesiyle
birlikte gorilen ve ¢ogunlukla, siri problemi
olarak ortaya gikan bir infcksiyondur. Akut Lyme
borreliosis'de  sigirlarda  artritis  dolayisiyla
cklemlerde  siskinlik, topallik, ates ve sertlik
gorilir.  Siit  veriminde azalma ve lreme
bozukluklan yamsira kronik kilo kaybi, laminitis ve
abort gibi klinik belirtiler sckillenebilir (7, 11, 15,
34, 35, 36, 42).

Sigirlarda B. burgdorferi infeksiyonunun
cografik dagilmu, insanlardaki Lyme hastahiginin
cografik dagihmu ile yakindan iliskilidir (11).
Hastahk ectkeninin  hayvandan hayvana ve
hayvandan insana bulagmasmda keneler, sinckler,
sivrisinekler, kuslar ve rodentler ile birlikte infekte
hayvanlarin sckret vc ckskretleri de rol oynarlar
(11, 13, 13, 16, 34, 35). Sigirlanin kan, kolostrum
ve idrarlarindan spiroketa'larin izole edilmesi, bu
hayvanlarla temasta olan insanlarin infeksiyona
vakalanma  olasiliklarimn  yiksek  oldugunu
gostermektedir (11, 43, 45).

Klinik olarak Lyme borreliosis'n  tanisi,
artritis ve topallik gibi tipik bulgular her zaman
goriilemedigi ve sekillenen diger non-spesifik
belirtilerden  dolayi olgular  tam  olarak

behirlenemedigi i¢in, zordur (7, 11, 15). B.
burgdorferinin besi yerlerinde zayif uremesi ve
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klinikten génderilen materyallerde ¢ok siklikla
kontaminasyonun bulunmasi, infeksiyonun kiiltirel
teshisini de zorlagtirmaktadir (16, 38, 41). Bu
nedenlerle, Lyme borreliosis'de etkenc karsi olusan
antikorlann belirlenmesi, su an igin kullamlan en
uygun teshis yontemidir (19, 34). Giiniimiizde
Lyme borreliosis'in tamsinda cn ¢ok kullanilan
serolojik tcknikler arasinda indirekt flioresan
antikor testi (IFAT) (11, 15, 20. 46), ELISA (19,
23, 25) ve Western blotting (28, 45)
bulunmaktadir. IFA testi birgok hayvan tiirindc
dogal (3, 27, 30) veya deneysel (12, 17, 35)
infeksiyonlar sonucu B. burgdorferi'ye karsi olugan
antikorlarin saptanmasinda basarn ile
kullanuilmaktadir. Bu c¢ahgmada, farkh
bolgelerdeki giftliklerde bulunan sitgin sifirlardan
toplanan kan serumlarnda B. burgdorfen've karsi
olusan antikorlann indirekt fliorcsan antikor
teknigi ile saptanmas1 ve Turkiye'de sigirlarda
Lyme borreliosis prevalensinin ortaya konulmas
amaclanmigtir.

Materyal ve Metot
Serumlar
Test serumlarr: Calismada, ¢ farkh

bolgeden toplanarak AU  Veteriner Fakiltesi,
Mikrobiyoloji Anabilim Dali'na getirilen 111 adet
siitgii si@ira ait kan serumlan (Tablo-1) test
edilinceye kadar -20°C'de saklandi.

Tablo-1. Galigmada kullanilan sir kan serumlanuin say: ve

temin edildikleri bolgeler.
Table-1. Numbers and origins of bovine sera used in the study.

Bolge Alinan serum sayisi
Sakarya 51
Samsun 30
Tokat 30
TOPLAM 111

Negatif kontrol serumu: Calismada, klinik
olarak saglikli gorinen ve kene infestasyonu
bulunmayan yetigkin bir sitgii sigir serumu da
negatif kontrol serumu olarak kullanildi.

Antijen Hazirlanmasi

IFA tekniginde antijen olarak kullamlan B.
burgdorferi B31  susu Dr. John F.
ANDERSON'dan (The Connecticut Agricultural
Experiment  Station, New Haven, Connecticut)
BSK-II besi yeri igerisinde temin edildi. Kiiltir,
20°C'de 30 dakika siireyle 9000 rpm'de santrifiije
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edildi. Ust sivi atildiktan sonra pelet 0.15 M PBS
(pH 7.3) ile ¢ kez yikandi. Son yikamadan sonra
pelet, icinde 1 g MgCl,.6H,O/Mt bulunan 1 ml
miktarinda 0.15 M PBS (pH7.3) ile siispanse
edildi. Karanlik saha mikroskobunda etkenin
canlilik kontrolii yapildiktan sonra siispansiyon 50
mikroorganizma/10 pl olacak sekilde sulandinldi.
Bu sekilde hazirlanan antijenden fliloresan antikor
lamlanndaki gukurlara 30 wl miktarinda damlatildi.
Lamlar oda isisinda kurutuldu; +4°C'de asctonda
tespit edildi ve kurutulup kullamlincaya kadar -
80°C'de saklandi (22).

Konjugat

IFA tekniginde, 1/32 oraninda sulandinlan,
fluorescein-isothiocyanatc ile isaretli tavsan anti-
sigir IgG konjugatindan (Sigma Immunochemicals)
yararlamldt.

Indirekt Fliioresan Antikor (IFA) Teknigi

IFA tekniginde, test scrumlan 20 wl iginde
0.15 M PBS (pH 7.3) ile 1/64'ten 1/1024'e kadar
iki-kath sulandinld:. Her bir serum
sulandirmasindan antijen kaph lam ¢ukurlarina 20
ul damlatildi, lamlar 37°Cllik etiivde rutubetli bir
ortamda 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra lamiar 0.15 M PBS (pH 7.3) ile 1() dakika
yikandi, kurutuldu ve iizerlerine 1/32 oramunda
sulandinlmus, iginde 20 ul/1 ml oraminda 1/100'%ik
Evans mavisi bulunan fliiorescein isothiocyanate ile
isaretli tavsan anti-sifr IgG konjugati ilave edilerck
yeniden ctivde aym kosullarda inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda lamlar 0.15 M PBS
(pH 7.3) ile 10 dakika aym sekilde yikanip,
kurutuldu ve gliserin tamponlu sivi (pH 7.2)
damlatilarak  fliloresan ~ mikroskopta ~ 40x
biiytitmede incelendi. Belirgin fliioresans goriilen
en yiksek sulandirma, scrum titresi olarak
degerlendirildi. Calisma siresince 1/256 ve daha
ylksek serum titreleri pozitif olarak kabul edildi
(22).

Negatif kontrol scrumu da benzer sekilde

FITC ile 1sarcth  sigir IgG'leri kullamlarak IFA
teknigi ile test edildi.

Bulgular

Calismada, Sakarya, Samsun vc Tokat
illerinden  toplanarak laboratuvarda incelencn
toplam I11 sitgi sigir kan scrumundan 15Y

(%13.5) TFA tcknigi ile pozitif, 96'si (%86.5)
negatif olarak belirlendi (Tablo-2).

Tablo-2. Incelenen siitgt sigar kan serumlannin IFAT sonuglan,
Table-2. IFAT results of dairy cattle sera examined.

Serum alinan | Incelenen toplam | Pozitif serum | Negatif serum
iller serum sayist sayist’ (%) say1s1 (%)
Sakarya 51 9(17.6) 42 (824)
Samsun 30 6 (20.0) 24 (80.0)
Tokat 30 0 30 (100.0)
TOPLAM 111 15(13.5) 96 (86.5)

*: Pozitif serum 21/256 IFA titresi, Negatif serum <1/256 IFA titresi

Serum omeklerinin, ahndiklan illerc gore
IFAT sonuglan tablo-2'de gosterilmigtir. Sakarya
ilindeki hayvanlardan saglanan 51 serumdan 9'u
(%17.6) ve Samsun ilindeki hayvanlardan
saglanan 30 serumdan 6's1 (%20) >1/256 IFA
titresindc  pozitif bulunurken, Tokat ilindcki
hayvanlardan saglanan 30 serumun timii negatif
(<1/7256 IF A titresi) olarak degerlendirildi.

IFA teknigi ile pozitif olarak degerlendirilen
15 serum o6mcginin titre dagilmlan tablo-3'de
gosterilmistir.  IFA-pozitif bulunan 15 serum
omcginden 8'1 (%53) 1/256, 3'a (%20) 1/512 ve 4%
de (%27) 1/1024 titrede tipik fliioresans gosterdi
(Sckil-1). Negatif kontrol olarak kullanilan sigir
scrumunda ise fliioresans goriilmedi.

Tablo-3. IFA-pozitif scrum dmeklerinin titre daghmlan.
Table-3. Titers of [FA-positive scrum samples.

Pozitif N
serum sayist IFA titresi
12256 (%) | 1/512(%) | 171024 (%)
15 8(53) 3(20) 427
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Sckil-1. B. burgdorferi'nin fliioresan mikroskopik géniniisti.
Figure-1. Fluorescent microscopic appearance of B. burgdorferi.
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Tartisma ve Sonug

Hayvanlarda Lyme borreliosis'in
laboratuvar tamsinda en ¢ok kullamlan serolojik
yontemler arasmda indirekt flioresan antikor,
ELISA ve Western blotting gibi teknikler
bulunmaktadir (12, 19, 25, 27, 28, 30, 45) .
Bunlardan IFA teknigi, birgok evcil ve yabani
hayvan tiiriinde dogal (3, 27, 30) veya deneyscl
(12, 17, 35) infeksiyonlar sonucu B. burgdorferi'yc
kargi olusan antikorlarin saptanmasinda bagan ile
kullanmaktadur.

Burgess (10), IFA tckmgi ile 380 kopegin
207inde (%53) >1/64 antikor titresi saptayarak
endemik  bolgelerdeki  kopeklerin - siklikla
infeksiyona  maruz  kaldiklanmt  bildirmugtir.
Arastinc aynica, 1/64 serum titresinde kdpeklerde
bulunabilecck Leptospira interrogans canicola ve
icterohemorrhagica serotipleri ile kros-reaksiyon
sekillenmedigini agiklanustir. Euzeby ve Raffi (22),
Orta Pirene bolgesinde 210 kopegt IFA yontemi ile
B. burgdorferi antikorlari yoniinden test ctmigler,
bunlardan 108'inin (%51.4) 1/256 titrede pozitif
oldugunu ve Orta Pirenc bolgesinin  Lyme
borreliosis i¢in  cndemik bir bolge oldugunu
bildimislerdir.  Weber ve ark. (44), rastgele
scetikleri 130 kopekten 46'sinda (%35.5) IFA
tcknigi ilc 1/64-1/4096 arasinda B. burgdorferi
antikor titresi bulundugunu ve hayvanlarda goériilen
sit agnsi, arka bacaklarda paraliz ve kronik
eritema gibi klinik bulgular ile >1/256 IFA titresi
arasmnda bir iliski oldugunu géstermislerdir.
Marcus ve ark. (32), rastgele segtikleri SO adet at
scrumunda IFA teknigi ile 1/8-1/2048 arasinda
antikor titresi  bularak, endemik vc endemik
olmayan bolgelerde antikor prevalensinde saptanan
belirgin farkhhigin, IFA tekmginin spesifitesini
destekledigini  bildirmiglerdir.  Burgess (1),
topallik, eklemlerde siskinlik, serthik, laminitis,
abort ve ates gibi belirtiler gosteren veya |
dammuni kenesine maruz kalmis siir ve atlarn
serum, sinoviyal st ve kolostrum orncklerini IFA
teknigi ile B. burgdorferi'ye karst IgG antikorlan
varh@  yoninden incelemistir.  Arastinci,  bu
durumdaki 190 atm 118'inde, 430 siginn da
282'sindc kan serumu émcklerinde, 6 atin 3'inde ve
10 sigin 3'inin de  sinoviyal sivisinda 217128
antikor titresi bulmugtur. Ayrica, abort yapan 36
sigardan 1'inin kolostrumunda 1/512 antikor titresi
de saptamustir. Burgess ve ark. (15), dogum sonrasi
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on ayaklarda akut laminitisi takiben genel durum
bozuklugu, kronik kilo kaybi, karpal eklemlerde
bilateral siskinlik, topalllk vc ayakta duramama
gibi belirtiler gosteren 2.5 yagindaki bir diivenin
serum, sinoviyal sivi ve sit omeklerinde IFA
teknigi ilc 1/128 ile 1/1024 arasinda antikor titresi
saptamuglardir. Arastincilar, hasta hayvanla aym
¢iftlikte bulunan ve klinik olarak saglikli gorinen
13 sigirdan 8'inde de 1/128 - 1024 arasinda degisen
antikor titrcleri  belirlemiglerdir.  Donoghue  ve
Schillhorn (20), >1/320 IFA titresini B. burgdorferi
antikorlart yoniinden pozitif kabul ettiklen bir
calismada, 10-12 aylik buzagilann muitivalent
Leptospira interrogans asisi il asilanmalaninin,
¢apraz rcaksiyona neden olmadiiu
gostermiglerdir. Késbohrer ve Schonberg (25), 189
kopek, 29 kedi, 224 at ve 194 sigir scrumunu B.
burgdorferi antikorlari yoniinden IFA teknigi ile
inceledikleri bir ¢alismada 194 sigir serumundan
%24.5'inin ve 189 kipek scrumundan da %S5 .8'inin
>1/128 titre gosterdigini ortaya koymuslardir.
Wells ve ark. (45), laktasyondaki 216 siitgii sigirda
klinik olarak topallik ile yiiksek B. burgdorferi
antikor titreleri arasinda bir iligki bulundugunu ve
Leptospira interrogans serotiplerine kargi agilanan
sigirlarda kros-reaksiyon sekillenmedigini
bildirmislerdir. Post ve ark. (35), topallik, bilek ve
topuk cklemlerinde siskinlik ve meme dokusu ve
arka bacak derisinde lokal yangi belirtileri bulunan
6 sigirdan 4'inde IFA teknigi ile B. burgdorferi'ye
kars1 1/64-1/128 arasi antikor titresi belirlenugler
ve  Leptospira antkorlan ile kros-reaksiyon
sekillenmedigini  gostermiglerdir.  Arastincilar
aynica, hasta sigirn sitini igirterek  deneysel
infcksiyon olusturmaya g¢ahstiklan yctiskin - bir
kedide dec  Klinik belirti goriilmeksizin 1/64 TFA
titresi saptandigini agiklamuglardir.

Yapilan bu ¢alismada, Sakarya, Samsun ve
Tokat illerinde yetistirilen sitgi sigirlardan temin
edilen toplam 111 adet sigir serumu IFA teknigi ile
B. burgdorferi antikorlar1 yoniinden test edilmistir.
Incelenen 111 siir serumundan 154 (%13.5) IFA
teknigi ile >1/256 antikor titresinde pozitif
bulunurken, 96's1 (%86.5) <1/256 antikor titresinde
negatif bulunmustur. lllere gére dagihmda, Sakarya
ilindeki sigirlardan alinan 51 scrumdan 9'u (%17.6)
ve Samsun ilindcki sigirlardan alinan 30 serumdan
6's1 (%20.2) B. burgdorferi antikorlan yoniinden
pozitif bulunurken, Tokat ilindeki sigirlardan alinan
30 scrumda ise antikor saptanamamustir. B.
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burgdorfeni antikorlan yoniinden pozitif bulunan
15 serumdan 8' (%53) 1/256, 3'i (%20) 1/512 ve
44 (%27) de 1/1024 titrede reaksiyon vermistir.

Serum 6meklennin almdign sigirlann klimk
durumian hakkinda bir bilgi bulunmamaktadir.
Khinik olarak hastalik belirtisi géstermeycen infckte
hayvanlarda bile yiiksek titrede B. burgdorteri
antikoru bulunabileceginden dolay1 (7, 15, 26, 34,
42), ¢alismada clde edilen bu seropouzitivite Lyme

borreliosis yOniinden pozitif olarak
degerlendirilmstir.
Sigirlarda serolojik tckniklerin

kullamlmasinda karsilagilan problemlerden birisi,
diger spiroketallarla meydana gelebilecek kros-
reaksiyonlardir (19, 29). B. burgdorferi ve L.
interrogans  serotipleri antijenik  olarak
birbirlerinden farkli olduklan i¢in siitgii sigirlarda
Leptospira tirlerinden kaynaklanan kros-reaktivite
sorun olusturmamaktadir (20, 35, 45) Ancak, B.
theileri ve B. coriaccae gibi diger borrelia tiirleriyle
olusabilecck  kros-reaksiyonlardan  kaynaklanan
vanlis pozitif sonuglar unutulmamahdir (37, 45).
Yurdumuzda bu iki borrcha turiiniin sigirlarda
hastalik olusturduguna ait bir kayit bulunmad:gi
igin, ¢alismada elde cdiden  seropoitivite
B.burgdorferi'ye spesifik olarak degerlendinilmigtir.

Sonug olarak, yurdumuzda yetigtirilen siitgii
sigir popiilasyonunun, bu c¢ahsmada elde edilen
%13.5k seroprevalens ile ilk kez ortaya
konuldugu gibi, B. burgdorferi'yc maruz kaldig
kamisina varlnustir. Hastahgm tlkemizdeka gergek
durumunu ortaya koymak amaci ile daha detavh
epidemivolojik ¢alismalarin yapilmasi zorunlulugu
ortaya giknmstir.
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