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Badania serologiczne w kierunku boreliozy psow
na Lubelszczyznie

Serological investigations towards borreliosis in populations
of dogs in Lublin District

Streszczenie. Przeprowadzono monitoring serologiczny w kierunku boreliozy wérod 208 psow
pochodzacych z terenow Lubelszczyzny, wykorzystujac test ELISA oraz western blotting. Testem
ELISA wykazano obecnos¢ przeciwcial swoistych dla B. burgdorferi w 8 probkach surowic, co
stanowilo 3,85% przebadanej populacji psow. Metoda western blott potwierdzono obecno$¢ swo-
istych immunoglobin dla spirochet we wszystkich surowcach dodatnich w tescie ELISA. Immu-
noglobuliny te reagowaly silnie z antygenami krgtkéw o masie: 30, 33, 44, 56, 64, 68 kDa. Sto-
sunkowo niski odsetek dodatnich seroreagentéw dla Borrelia w populacji psow na Lubelszczyznie
wskazuje, ze nie jest ona miejscem, gdzie choroba z Lyme wystgpuje endemicznie. Niemniej
jednak lekarze weterynarii w diagnostyce réznicowej choréb transmisyjnych pséw powinni zwro-
ci¢ uwagg takze na boreliozg.
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WSTEP

Borelioza (choroba z Lyme) pséw jest endemicznie wystepujaca, wielonarzadowa
choroba wywotywana przez nalezace do rodziny Spiorchetaceae kretki Borrelia burg-
dorferi [Winiarczyk i in. 2000]. Wektorami bakterii sa kleszcze z rodzaju Ixodes,
zwlaszcza Ixodes ricinus [Wodecka i Skotarczak 2000] oraz Ixodes scapularis [Fritz
i Kjemtrup 2003]. Choroba objawia si¢ goraczka, apatia, zapaleniem stawoéw [Appel i in.
1993], niekiedy w jej przebiegu moze dochodzi¢ do uszkodzenia nerek [Grauer
1 Burgess 1988], zapalenia opon mézgowych, mézgu, nerwow [Chang i in. 2001], jak
i zapalenia mig$nia sercowego [Breitschwerdt 1996].
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Boreliozg rozpoznaje si¢ na podstawie sytuacji epizootycznej danego terenu, ob-
jawow klinicznych oraz odpowiedzi pacjenta na zastosowane leczenie. W przypad-
kach przebiegajacych asymptomatycznie diagnoza zakazen opiera si¢ na testach
laboratoryjnych. Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR), jak i mikroskopia elektro-
nowa sa wysoce czulymi i specyficznymi technikami, ktére jednak w diagnostyce
choroby z Lyme wykorzystywane sa tylko eksperymentalnie [Stefancikova i in.
1998]. Z tego tez wzgledu najwigksze znaczenie w jej rozpoznawaniu maja testy
serologiczne, zwlaszcza ELISA [Stefancikova i in. 1998, Liang i in. 2000, Goossens 1i in.
2001, Guerra i in. 2001, Joppert iin. 2001, Magnarelli i in. 2001, Adaszek 2007], odczyn
immunofluorescencji [Polijak iin. 2000, Hinrichsen i in. 2001, O’Connor i in. 2004] oraz
western blotting [Hovious i in. 2000, Magnarelli i in. 2001, Guerra i in. 2001, 2000, Winiar-
czyk iin. 2007].

Obecno$¢ przeciwcial przeciwko bakteriom Borrelia burgdorferii wykazano przy
pomocy tych testéw u pséw w Holandii [Hovius i in. 2000, Goossens i in. 2001], Sto-
wacji [Stefancikova i in. 1998], Chorwacji [Polijak i in. 2000], Hiszpanii [Merino i in.
2000], Niemczech [Wieler i in. 1999], Stanach Zjednoczonych [Guerra 2001 i in., Hin-
richsen i in. 2001], Brazylii [Joppert i in. 2001], Izraclu [Baneth i in. 1998], Boliwii
[Ciceroni i in.1997] oraz Japonii [Isogai i in.1990, Azuma i in. 1994].

Celem badan wiasnych bylo przeprowadzenie monitoringu serologicznego w kie-
runku boreliozy wsrdd pséw pochodzacych z terendw Lubelszczyzny.

MATERIAL I METODY

Badaniami obj¢to dwie grupy psoéw. Pierwsza stanowito 76 osobnikow ze stwier-
dzong babeszjoza, w wieku od 3 miesigcy do 16 lat, r6znych ras, wérod ktorych samce
stanowity 55 sztuk, samice 21. Zwierz¢ta oznaczono numerami 001-076. Grupe druga
tworzyly 132 psy oznaczone numerami 001-132, réznych ras, wsrdd ktorych byto 44
samic i 88 samcow, w wieku od 12 tygodni do 14 lat. U trzydziestu dziewigciu zwierzat
tej grupy nie stwierdzono zadnych objawow chorobowych, a do kliniki zostaly zgtoszo-
ne na profilaktyczne szczepienia przeciwko chorobom zakaznym. Pozostate psy wyka-
zywaly roznego rodzaju zaburzenia:

apatia, brak apetytu 31
psy po zabiegach chirurgicznych 15
biegunki, wymioty 14
parwowiroza 7

zaburzenia chodu

zaburzenia ze strony uktadu moczowego
polidypsja

otitis externa

zaburzenia ze strony uktadu oddechowego
objawy blednikowe

wodobrzusze

leukocytoza 36
leukopenia 29
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Zaden z badanych psow nie byl w przeszto$ci szczepiony przeciwko chorobie z Lyme.

Od wszystkich zwierzat pobierano krew z Zzyly odpromieniowej do probowek
z przyspieszaczem wykrzepiania (Medlab), po czym cato$¢ odwirowano w temp. 20°C,
przez 10 min, przy predkosci 4000 ob./min. Uzyskana surowicg wykorzystywano
w tescie ELISA i western blotting.

Test ELISA wykonywano w 96-dotkowych ptytkach (IWAKI), ktore optaszczano
antygenem Borrelia afzelii (B. burgdorferi sensu lato), rozcienczonym w buforze we-
glanowym o pH 9,6 w stosunku 1 : 100. Nastepnie ptytki inkubowano w temp. 4°C
przez 20 godz., po czym przemywano trzykrotnie roztworem PBS (pH 7,2) i Tween 20.
Badane surowice rozcienczano w stosunku 1 : 400 w roztworze PBS, Tween 20, 1%
BSA inanoszono w ilosci 100 pl do dwdch sasiednich dotkdéw, po czym ptytki inkubo-
wano w temp. 37°C przez 30 min, a nastepnie ponownie przemywano roztworem PBS
i Tween 20. Kolejny etap badania stanowito dodawanie do dotkéw koniugatu (Sigma
Antibody IgG A6792) rozcienczonego w roztworze PBS, Tween 20, 1% BSA w stosun-
ku 1 : 3000 i inkubacja ptytek przez 30 min w temp. 37°C. Po inkubacji ptytki przemy-
wano i1 dodawano do dotkéw roztwor cytrynianu sodu (pH 5,0) z substratem OPD (orto-
phenylenodiamine Sigma P 8287) i 30% H,0,. Plytki inkubowano w temp. 15°C przez
37 min, po czym reakcj¢ zatrzymywano 2-molowym H,SO,.

Wyniki testu ELISA uznawano za dodatnie, jezeli absorbancja probek surowic przy
dtugosci fali 492 nm byta rowna lub wyzsza 1,76. Wszystkie dodatnie w tescie ELISA
surowice badano nastgpnie technika western blotting.

Western blotting. Analiz¢ antygenow biatkowych B. afzelii, poddanych wczes$niej
sonikacji, przeprowadzono z zastosowaniem elektroforezy w zelu poliakrylamidowym
SDS-PAGE wg Laemmli [1970]. Rozdzial prowadzono na 12% zelu rozdzielajacym
(bufor Tris-HCI, pH 8,8). Jako zel wprowadzajacy zastosowano 4% poliakrylamid
w buforze Tris-HCI o pH 6,8. Elektroforezg prowadzono w standardowym buforze ko-
morowym Tris-glicyna przy statym napigciu 100 V. Czas trwania rozdziatu, oceniany na
podstawie wedrowki barwnika wskaznikowego (0,1% biekit bromofenolu), wynosit ok.
1,5 godz. Jako wzorzec masowy zastosowano SDS-PAGE, Molecular Weight Standards,
(Bio-Rad) z zakresem mas od 6,5 do 200 kDa.

Frakcje bialkowe uzyskane w wyniku rozdziatu elektroforetycznego przenoszono na
btong PVDF (Bio-Rad) w reakcji immunoblottingu wg Towbina i in. [1979]. Transfer
biatek przeprowadzono przy uzyciu aparatu Gibco, Mini V 8 x 10, przy statym napigciu
150 V, przez 1 godz., w temp. 4°C. Wolne miejsca na membranach z przeniesionym
materiatem biatkowym blokowano przez 1,5 godz. w buforze TBS, pH 7,5 (20 mM Tris,
500 mM NaCl), z 5% dodatkiem mleka odtluszczonego. Nastgpnie btony przeplukiwano
dwukrotnie buforem TTBS (20 mM Tris, 500 mM NaCl, 0,05% Tweed 20) przez 10
min i inkubowano przez 2 godz. z surowicami uzyskanymi od badanych psow. Surowice
rozcienczano w stosunku 1 : 100 w buforze TTBS z 1% dodatkiem mleka odttuszczone-
go. Kompleksy antygen-przeciwciato powstate w wyniku reakcji frakcji antygenowych
B. afzelii ze swoistymi przeciwciatami klasy IgG w probkach badanych surowic wykry-
wano uzywajac zestawu Immuno Blot Assay Kit, (Bio-Rad). W tym celu blony PVDF
inkubowano z przeciwciatami kréliczymi sprz¢zonymi z peroksydaza chrzanowa (roz-
cienczenie 1 : 5000), swoistymi dla psich immunoglobulin klasy G (Bio-Kom), przez
45 min., w temp. pokojowej, lekko wstrzasajac. Nastgpnie przeplukiwano je dwukrotnie
poprzez zanurzenie w buforze TTBS na 10 min i przenoszono do buforu TBS na 5 min.
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W  celu  wywotania  reakcji  barwnej, jako  substrat = wykorzystano
1,4-chloronaftol (Bio-Rad). Zahamowanie reakcji enzymatycznej uzyskiwano przez
usunigcie roztworu barwiacego i przeptukanie membrany w wodzie dejonizowane;.
Analizg¢ densytometryczna uzyskanych obrazow przeprowadzano za pomoca systemu do
dokumentacji zeli Gel Doc 2000 (Bio-Rad) i programu komputerowego Quantity One
(Bio-Rad).

WYNIKI I OMOWIENIE

Sposrod wszystkich 208 pséw poddanych badaniu serologicznemu w kierunku bore-
liozy, przeciwciata przeciwko B. burgdorferii wykazano testem ELISA w surowicy 8
osobnikéw, co stanowito 3,85% przebadanej populacji zwierzat.
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Ryc. 1. Western lott — widoczne sa frakcje antygenowe B. afzelii o masie 30, 33, 44, 56, 64,
68 kDa, reagujace z przeciwciatami klasy IgG probki surowicy psa
Fig. 1. Western lott — visible antigene fractions of B. afzelli with the mass of 30, 33, 44, 56, 64, 68
kDa, reacting with the antibodies of IgG class of a dog’s serum sample

W grupie ze stwierdzona babeszjoza wysokie miana przeciwcial przeciwko B. burg-
dorferi (2,090 oraz 2,169) wykazano w surowicy 2 pséw oznaczonych numerami 023
1076. W grupie drugiej wysokie miana przeciwcial stwierdzono w surowicach pocho-
dzacych od 6 psow oznaczonych numerami: 001 (1,848), 016 (2,254), 034 (2,866), 051
(2,746), 074 (2,863) 1 090 (2,733).
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Badaniem western blott (Wb) objgto wszystkie surowice dodatnie w tescie ELISA
dla B. afzelii. Jego wyniki potwierdzily obecno$¢ swoistych przeciwciat dla Borellia
w probkach wszystkich 8 surowic dodatnich w tescie ELISA. Wyniki reakcji western
blott potwierdzity, ze immunoglobuliny tych psow najsilniej reaguja z antygenami kret-
koéw o masie: 30, 33, 44, 56, 64, 68 kDa (rys. 1).

Na uwage zashuguje fakt, ze zaden z pséw, u ktérych wynik badania uznano za do-
datni nie wykazywal typowych objawow chorobowych boreliozy. W grupie pierwszej
u osobnikow ze stwierdzona babeszjoza obraz choroby byt charakterystyczny dla zaka-
zeh pierwotniakami. Z kolei w grupie drugiej u dwoch pséw (001, 016) wystapity tylko
apatia i leukocytoza, u jednego (034) zmiany skorne, u jednego (051) zapalenie nerek,
jeden pies klinicznie zdrowy (074) byl poddawany szczepieniu przeciwko wsciekliznie,
za$ od ostatniego osobnika (090) krew do badan pobierano tuz przed zabiegiem chirur-
gicznym usunigcia guza z jamy brzusznej. We wszystkich przypadkach, gdy podjeto
leczenie zwierzat przy pomocy imidokarbu i tetracyklin (023, 076 w grupie pierwszej)
oraz przy pomocy samych tetracyklin (001, 016, 034, 051 w grupie drugiej) zanotowano
W nastepstwie terapii pelny powrdt do zdrowia.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze na terenie Lublina i okolic borelioza pséw moze sta-
nowi¢ problem lekarsko-weterynaryjny. Badania przeprowadzone na tym obszarze [Ci-
sak 1 in. 2005] wykazaly obecno$s¢ DNA bakterii Borrelia burgdorferi u 55,3% kleszczy
Ixodes ricinus zebranych z terenow Roztoczanskiego Parku Narodowego. Jednak niska
czgstotliwo$¢ wystgpowania wysokich mian przeciwcial dla tych drobnoustrojow
w surowicy badanych zwierzat wskazuje, iz rejon Lubelszczyzny nie jest miejscem
endemicznego wystepowania choroby. Na terenach endemicznego wystgpowania bore-
liozy przeciwciata dla kretkow mozna wykaza¢ w surowicy 25-90% pséw majacych
kontakt z kleszczami [Magnarelli i in. 1985, 1990, Levy i Magnarelli 1992, Guerra i in.
2000]. Pobieranie probek surowic do badan przypadato na okres najwigkszej aktywnos$ci
pajeczakdéw (wiosna — jesien), przez co zwigkszono do maksimum ekspozycje zwierzat
na zakazenie, co jednak nie wplyngto na czgstotliwo$¢ kontaktow z bakteriami Borrelia.
Takze brak charakterystycznych dla boreliozy objawéw klinicznych u pséw, w surowi-
cach ktoérych testem ELISA stwierdzono wysokie miana przeciwciat wskazuje na nie-
wielkie jej znaczenie w tym regionie.
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Summary. The aim of this paper was the detection of specific antibodies anty-Borrelia in the sera
of 208 dogs from the area of Lublin District. ELISA tests, and Western blott were conducted. In
ELISA tests 3.85% sera of dogs were positive for spirochetes. All sera that were positive in
ELISA for spirochetes (8 samples) were examined additionally in Western blott method for the
presence of antibodies against Borrelia afzelii. In all 8 sera, specific antibodies against Borrelia
were detected. In all cases immunoglobins IgG reacted strongly with antigens: 30, 33, 44, 56, 64,
68 kDa of B. afzelii. Low seroprevalence against borreliosis in examined dogs indicates that the
area of Lubelskie area endemic place of Lyme disease however, is not an veterinarians should
keep in mind borreliosis in differential diagnosis of tick-borne diseases in dogs in this region.
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