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Summary

The aim of this paper was the detection of the specific antibodies anti-Borrelia and anti-Ehrlichia in the
sera of 28 sick pigs and 29 sick cows from the area of the Lublin voivodeship. ELISA tests, and Western blot
were conducted. In ELISA tests, 17.86% sera of swine were positive for spirochetes and 7.14% for Ehrlichia.
In a bovine group 44.83% of sera specimens were positive for Borrelia, and 20.69% for Ehrlicha. All sera
that were positive in ELISA tests for spirochetes were examined additionally in Western blot method for
the presence of antibodies against Borrelia afzelii (13 bovine sera, and 5 swine sera). In 8 out of 13 bovine sera
(61.54%) and in one out of 5 (20%) swine sera that were positive in the ELISA test, specific antibodies against
Borrelia were detected. In all cases IgG immunoglobins reacted strongly with the antigens: 31, 39, 41, 66 kDa
of B. afzelii. The results revealed a low specificity of the ELISA test for the detection of borreliosis and
confirmed an endemic occurrence of Borrelia and Ehrlicha in the area of the Lublin voivodeship.
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Borelioza (choroba z Lyme) 1 erlichioza sa ende-
micznie wystgpujacymi chorobami transmisyjnymi
u ludzi 1 zwierzat, przenoszonymi przez kleszcze. Cho-
robe z Lyme wywoluja nalezace do rodziny Spiorche-
taceae kretki Borrelia burgdorferi sensu lato (42).
Trzema gltownymi gatunkami tych drobnoustrojow,
patogennymi dla ludzi i zwierzat sa: B. burgdorferi
sensu stricto, B. garinii 1 B. afzelii (10). Wektorami
tych bakterii sa kleszcze nalezace do rodzaju Ixodes.
Ich glownym przedstawicielem w Europie jest Ixodes
ricinus (43). W Hiszpanii bakterie te izolowano takze
z Ixodes hexagonus oraz Ixodes canisuga (28), z kolei
w Stanach Zjednoczonych rezerwuarem spirochet sa
kleszcze: Ixodes dammini, Ixodes scapularis oraz Ixo-
des pacificus (7, 15, 37), zas w Japonii Ixodes persul-
catus (2). Wykazano je takze w organizmie wielu in-
nych stawonogdw, takich jak: pchty, komary oraz klesz-
cze Rhipicephalus sangiuneus, Dermacentor variabi-
lis 1 Amblyomma americana (20).

Pierwsze doniesienia dotyczace choroby u ludzi
pochodza z 1921 r. (1), jednakze szczegotowy jej opis
u dzieci z miasta Lyme w stanie Connecticut w USA
przedstawil dopiero Steere 1 wsp. (37). Obecnie cho-

roba z Lyme wystepuje na catym §wiecie i jest rozpo-
znawana u wielu gatunkoéw zwierzat, przy czym
w postaci klinicznej wystgpuje tylko u osobnikow zyja-
cych poza biotopem lesnym (35). Stwierdza si¢ ja m.in.
u psow (2, 26), koni (6), krow (8), kotow (21). Ekspe-
rymentalnie boreliozg udato si¢ wywota¢ u gryzoni (6),
za$ badaniami serologicznymi stwierdzano obecno$¢
przeciwciat dla Borrela burgdorferi w surowicy owiec
(14), krow, koni, pséw (29, 34) oraz jeleni (23).
Erlichioza jest zakaznq wielonarzadowa choroba
ludzi i zwierzat przebiegajaca z trombocytopenia (42).
Jej czynnikiem etiologicznym sa drobnoustroje zali-
czane wczesniej do rodziny Rickettsiaceae, rodzaju
Ehrlichia. Obecna klasyfikacja mowi o rzgdzie Ric-
kettsiales powstatym z potaczenia rodzin Rickettsia-
ceae oraz Anaplasmataceae (13). Na podstawie anali-
zy sekwencji genu 16S rRNA w obrgbie rodzaju wy-
odrebniono 3 grupy: Ehrlichia canis, Ehrlichia pha-
gocytophila oraz Ehrlichia sennetsu (12), ich obecnos¢
wykazano we krwi koni, bydta, owiec, kéz, kotow,
lisow, lam, jeleni i ludzi (3, 4, 19, 31-33, 41). Wekto-
rem transmisji tych drobnoustrojow sa kleszcze Rhipi-
cephalus sanguineus (36) oraz Ixodes spp (11, 30).
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Najnowsze badania przeprowadzone na Lubelsz-
czyznie przez Cisak 1 wsp. (11) wykazaty obecnosé
DNA bakterii Borrelia burgdorferi i riketsji Anaplas-
ma phagocytophilum odpowiednio u 55,3% 1 6,1%
kleszczy Ixodes ricinus zebranych z terenéw Rozto-
czanskiego Parku Narodowego. Zakazenia mieszane
dwoma zarazkami wykazano juz wczesniej u ludzi
(27), a ich istnienie podejrzewa si¢ u koni (25).

Celem badan byto okreslenie czgstotliwosci wyste-
powania zakazen wywo%ywanych przez Borreliai Ehr-
lichia u chorych $§win i1 krow z terenow Lubelsz-
czyzny.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na krowach i §winiach pocho-
dzacych z terenu endemicznego wystepowania drobnoustro-
jow z rodzaju Borrelia i Ehrlichia. Bylto to 28 warchlakow
rasy wielka biala polska (w.b.c.), w wieku 2-6 miesigcy
oraz na 29 krow rasy nizinna czarno-biata (n.c.b.) w wieku
3-14 lat. Zwierzeta pochodzily z gospodarstw drobno-
towarowych znajdujacych si¢ na terenie wojewodztwa lu-
belskiego. Wszystkie wykazywaly zrdéznicowane objawy
chorobowe i byly leczone.

Krew do badan laboratoryjnych pobierano do jatowych
probdwek z przyspieszaczem wykrzepiania oraz z EDTA
(Medlab) z zyly szyjnej zewnetrznej. Badanie hematolo-
giczne wykonywano przy pomocy analizatora Medonic CA
550 Odeon.

Surowice do badan serologicznych uzyskiwano poprzez
odwirowywanie probek krwi z predkoscia 4000 tys./obr./
min. przez 10 minut w temperaturze 21°C w wirdwce Sig-
ma 3K15.

Test ELISA. Swoiste przeciwciata anty-Borrelia i anty-
-Ehrlichia wykrywano za pomoca testu ELISA, ktory wy-
konano wedlug metody podanej przez Tresova (40). Jako
antygenow uzyto pelnych komorek B. afzelii wyizolowa-
nych od kleszczy 1. ricinus z terendw potudniowo-wschod-
niej Polski oraz Anaplasma phagocytophilum z krwi czlo-
wieka (National Reference Center for Borreliae of Max von
Pettenkofer Institute of Ludwig Maximilian University
Monachium). Mikroptytki (Iwaki) optaszczano 100 ul od-
powiednio przygotowanego antygenu rozcienczonego w bu-
forze weglanowym o pH 9,6 i inkubowano w temp. 4°C
przez cala noc. Po inkubacji ptytki przemywano trzykrot-
nie buforem PBS (pH 7,2), zawierajacym 0,05% Tween
20. Badane surowice rozcienczano w stosunku 1 : 400 (byd-
1o)i1:200 (swinie) w roztworze PBS z dodatkiem 0,05%
Tween 20 i 1% BSA, nanoszono w ilosci 100 pl do dwoch
sasiednich studzienek, inkubowano w temp. 37°C przez 30
minut i ponownie przemywano roztworem PBS i Tween
20. Nastepnie do studzienek dodawano 100 ul odpowied-
niego koniugatu, sprzgzonego z peroksydaza (Sigma), in-
kubowano ptytki przez 30 minut w temperaturze 37°C
1 przemywano je trzykrotnie roztworem PBS i Tween 20,
po czym dodawano roztwor substratu (0,1 M bufor cytry-
nianowy pH 5,0 z 0,02% H,0,) z OPD (orto-phenyleno-
diamine Sigma). Reakcjg zatrzymywano po 15 minutowej
inkubacji w temp. 37°C roztworem 5% H,SO,. Absorban-
cje mierzono przy dlugosci fali 492 nm. Punkt odcigcia (cut
off) wynosit dla §win przy badaniu w kierunku boreliozy
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0,5, za$ w kierunku erlichiozy 0,39, dla bydta odpowied-
nio 0,861 0,59.

Elektroforeza SDS-PAGE. Analizg antygenow biatko-
wych B. afzelii, poddanych wcze$niej sonikacji, przepro-
wadzono z zastosowaniem elektroforezy w zelu poliakry-
lamidowym SDS-PAGE wg Laemmli (18). Rozdziat pro-
wadzono na 12% zelu rozdzielajacym (bufor Tris-HCL, pH
8,8). Jako zel wprowadzajacy zastosowano 4% poliakryla-
mid w buforze Tris-HCI o pH 6,8. Elektroforeze prowa-
dzono w standardowym buforze komorowym Tris-Glicyna
przy statym napigciu 100 V. Czas trwania rozdziatu, oce-
niany na podstawie wedrowki barwnika wskaznikowego
(0,1% bromophenol blue), wynosit ok. 1,5 godz. Jako wzo-
rzec masowy zastosowano SDS-PAGE, Molecular Weight
Standards, (Bio-Rad) z zakresem mas od 6,5 do 200 kDa.

Western blott. Frakcje biatkowe uzyskane w wyniku
rozdziatu elektroforetycznego przenoszono na blong PYDF
(Bio-Rad) w reakcji immunoblotingu wg Towbina (39).
Transfer bialek 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 materialem biatkowym, blokowano przez
1,5 godz. w buforze TBS, pH 7,5 (20 mM Tris, 500 mM
NaCl) z 5% dodatkiem mleka odthuszczonego. Nastepnie
btony przeptukiwano dwukrotnie buforem TTBS (20 mM
Tris, 500 mM NacCl, 0,05% Tweed 20) przez 10 min. i in-
kubowano przez 2 godz. z surowicami uzyskanymi od ba-
danych krow i $win, ktore rozcienczano w stosunku 1 : 100
w buforze TTBS z 1% dodatkiem mleka odtluszczonego.
Kompleksy antygen—przeciwciato powstate w wyniku re-
akcji frakcji antygenowych B. afzelii ze swoistymi prze-
ciwciatami klasy IgG w probkach badanych surowic wy-
krywano przy uzyciu zestawu Immuno Blot Assay Kit (Bio-
Rad). W tym celu blony PVDF inkubowano z przeciwcia-
tami kroliczymi sprz¢zonymi z peroksydaza chrzanowa
(rozcienczenie 1 : 5000), swoistymi dla bydlecych oraz
$winskich immunoglobulin klasy G (Bio-Kom) przez 45
min. w temp. pokojowej, lekko wstrzasajac. Nastepnie prze-
ptukiwano je dwukrotnie poprzez zanurzenie w buforze
TTBS na 10 min. i przenoszono do buforu TBS na 5 min.
W celu wywotania reakcji barwnej, jako substrat wykorzy-
stano 1,4-chloronaftol (Bio-Rad). Zahamowanie reakcji en-
zymatycznej uzyskiwano przez usunigcie roztworu barwia-
cego 1 przeplukanie membrany w wodzie dejonizowane;.
Analizg densytometryczna uzyskanych obrazéw przepro-
wadzano przy pomocy systemu do dokumentacji zeli Gel
Doc 2000 (Bio-Rad) i programu komputerowego Quantity
One (Bio-Rad).

Wyniki i omowienie

Badaniem klinicznym u 11 warchlakéw stwierdzo-
no: podwyzszona temperatur¢ wewngtrzng ciata, brak
apetytu 1 apatig, u 7 zaburzenia ze strony uktadu odde-
chowego (dusznos¢, wyptyw z nosa) u kolejnych 6 bie-
gunki, u 3 kulawizny oraz zmiany skoérne u 1 osobni-
ka. Badaniem klinicznym u 9 kréw stwierdzono stan
zapalny gruczolu mlekowego, u 6 ketozg, u 4 zalega-
nie, u 3 zatrzymanie tozyska, rowniez u 3 objawy ze
strony uktadu oddechowego, u 2 sztuk wystapity wzde-
cia, u 2 ostatnich wystapita kulawizna konczyn pier-
siowych z obrzgkiem stawu nadgarstkowego.
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Tab. 1. Wyniki testow ELISA w kierunku boreliozy i erlichio-
zy przeprowadzonych u chorego bydla
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Tab. 2. Wyniki ELISA dla boreliozy i erlichiozy u przepro-
wadzonych u chorych §win

Wyniki testow ELISA zebrano w tab. 112. W gru-
pie 28 warchlakow, obecnos$¢ swoistych przeciwciat
dla bakterii Borrelia wykazano w 5 przypadkach (préb-
ki nr 3, 6, 8, 10, 12), co stanowito 17,86% zwierzat,
za$ dla riketsji 4. phagocytophilum w 2 przypadkach
(probkinr 10, 18), co stanowito 7,14% badanych zwie-
rzat. U jednej sztuki (probka nr 10) zanotowano obec-
no$¢ wysokich mian przeciwciat zaréwno anty-Bor-
relia, jak 1 anty-Ehrlichia.

W grupie 29 badanych krow, obecnos¢ przeciwciat
dla kretkow wykazano w surowicy 13 osobnikow
(probkinr 2,4,5,6,7,8,9, 15,16, 18, 19, 23, 29), co
stanowito 44,83%, za$ dla riketsji w surowicy 6 sztuk

Numer . Absorbancja Absorbancija Numer . Absorbancja Absorbancija
prébki Zal;rar:t;ma probek surowic prébek surowic prébki ZaI;:lar:t:Ima prébek surowic prébek surowic
surowicy 2drowia badanych w kierunku | badanych w kierunku surowicy 2drowia badanych w kierunku | badanych w kierunku
krowy B. afzelii A. phagocytophilum Swin B. afzelii A. phagocytophila
1 mastitis 0,59 neg 0,44 neg 1 apatia 0,25 neg 0,14 neg
2 mastitis 1,08 poz 0,48 neg 2 apatia 0,30 neg 0,15 neg
3 ketoza 0,80 neg 0,37 neg 3 biegunka 0,80 poz 0,33 neg
4 mastitis 1,00 poz 0,39 neg 4 dusznos$é 0,35 neg 0,14 neg
5 kulawizna 1,13 poz 0,71 poz 5 biegunka 0,28 neg 0,21 neg
6 ketoza 0,94 poz 0,28 neg 6 kulawizna 0,73 poz 0,24 neg
7 mastitis 0,91 poz 0,44 neg 7 apatia 0,16 neg 0,05 neg
8 zaleganie 0,99 poz 0,45 neg 8 duszno$¢é 0,62 poz 0,17 neg
9 duszno$é 0,92 poz 0,47 neg 9 apatia 0,35 neg 0,18 neg
10 wzdecie 0,55 neg 0,41 neg 10 kulawizna 0,65 poz 0,45 poz
11 za::)ziyvn;::m 0,35 neg 0,17 neg 11 apatia 0,29 neg 0,18 neg
12 apatia 0,67 poz 0,20 neg
12 wzdecie 0,60 neg 0,38 neg .
13 dusznos$é 0,22 neg 0,11 neg
13 mastitis 0,34 neg 0,15 neg
14 apatia 0,29 neg 0,12 neg
14 ketoza 0,55 neg 0,25 neg o
15 duszno$¢é 1,15 poz 0,91 poz e skdrne e ey 0,24 neg
16 ketoza 0,90 poz 0,42 neg 16 apatia 0,38 neg 0,14 neg
17 mastitis 0,53 neg 0,88 poz 17 biegunka 0,56 neg 0,18 neg
18 zaleganie 0,84 poz 0,77 poz 18 dusznos$¢é 0,33 neg 0,49 poz
19 kulawizna 1,07 poz 0,93 poz 19 apatia 0,23 neg 0,16 neg
20 duszno$é 0,68 neg 0,78 poz 20 biegunka 0,36 neg 0,21 neg
21 za;:)ziyvn;:anle 0,38 neg 0,12 neg 21 dusznos$¢ 0,36 neg 0,26 neg
22 biegunka 0,42 neg 0,17 neg
22 mastitis 0,45 neg 0,36 neg
23 apatia 0,30 neg 0,13 neg
23 ketoza 1,08 poz 0,70 poz L
24 dusznos$é 0,30 neg 0,12 neg
zatrzymanie
24 tozyska 0,32 neg 0,13 neg 25 dusznosé 0,23 neg 0,19 neg
25 ketoza 0,23 neg 0,17 neg 26 kulawizna 0,44 neg 0,28 neg
26 zaleganie 0,56 neg 0,32 neg 27 biegunka 0,60 poz 0,19 neg
27 mastitis 0,37 neg 0,09 neg 28 apatia 0,66 poz 0,24 neg
28 mastitis 0,44 neg 0,26 neg
29 zaleganie 0,97 poz 0,33 neg (probkinr 5,17, 18, 19, 20, 23), co stanowito 20,69%.

W czterech przypadkach (probkinr 5, 18, 19, 23) wy-
sokie miana przeciwciat stwierdzono w stosunku do
obu zarazkow.

W grupie trzody chlewnej swoiste przeciwciata anty-
-Borrelia stwierdzono u 4 sztuk, ktore wykazywaty
objawy apatii, biegunki, kulawizn i dusznosci. U jed-
nej sztuki chorujacej z objawami dusznos$ci stwierdzo-
no przeciwciala anty-Ehrlichia, natomiast u kolejnej
$wini z kulawizng stwierdzono przeciwciata swoiste
dla obu drobnoustrojow.

Odsetek krow reagujacych dodatnio byt wyzszy.
Przeciwciata swoiste dla Borrelia byty obecne w su-
rowicy 9 kréw chorujacych z objawami zapalenie gru-
czotu mlekowego, ketozy, zalegania i dusznosci.
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U dwoch krow z mastitis 1 dusznos$cia wykazano prze-
ciwciata anty-Ehrlichia. Natomiast u 4 sztuk z kula-
wizna, zaleganiem i ketoza stwierdzono taczne wy-
stgpowanie przeciwciat dla obu zarazkow.

Badaniem Western blott (Wb) objeto wszystkie su-
rowice dodatnie w teScie ELISA dla B. afzelii (13 su-
rowic uzyskanych od kréw oraz 5 surowic uzyskanych
od $win). W 8 (nr 2,4, 5,9, 15, 18, 19, 29), sposrod 13
bydlecych surowic (61,54%) 1 w jednej (nr 6) sposrod
5 (20,00%) probek surowic $win dodatnich w tescie
ELISA, badaniem tym potwierdzono obecno$¢ swo-
istych przeciwciat dla tych kretkow. W obu przypad-
kach swoiste immunoglobuliny klasy IgG skierowane
przeciwko B. afzelii reagowaly z antygenami o masie:
31, 39,41166 kDa (ryc. 1).

U wszystkich zwierzat badaniem hematologicznym
stwierdzono leukocytoze, ktora towarzyszy zakaze-
niom bakteryjnym. Poziom bialych krwinek wahat si¢
w granicach 13-16 tys./mm’ u bydta i 21-23 tys./mm’
u $win. Nie wykazano natomiast trombocytopenii,
anemii ani leukopenii, ktore mogtyby sugerowac in-
fekcje na tle riketsji (32).

Terapia zwierzat chorych doprowadzita do ustapie-
nia objawdw klinicznych, w leczeniu kulawizn zasto-
sowano oksytertracykling (Oxywet Biowet Putawy
w dawce 10 mg/kg i.m.) i glikokortykosteroidy.

W dostgpnym pi$miennictwie istnieje niewiele da-
nych na temat wyst¢gpowania 1 znaczenia boreliozy
ierlichiozy u zwierzat gospodarskich. W Stanach Zjed-
noczonych, w Wisconsin, odsetek kréw posiadajacych
swoiste immunoglobuliny dla spirochet wynosi 7%
(17). Z kolei z badan Magnarelli i wsp. (22) przepro-
wadzonych na bydle ze stanu Connecticut wynika, iz
przeciwciata dla kretkéw B. burgdorferi wystepuja
u 71% klinicznie zdrowych zwierzat, zas dla A. pha-
gocytophilum u 4% zdrowych kréw zamieszkujacych
tereny endemicznego wystepowania zarazkow. Rezul-
taty wczesniej przeprowadzonego monitoringu bydta
z tych terenow w kierunku erlichiozy, wskazywaty na
kontakt z riketsjami 12% testowanych osobnikow (24).
Nieco nizsza seroprewalencj¢ dla krgtkow Borrelia wy-
kazano u bydta na terenach Stowacji, gdzie choroba
z Lyme jest czgsto spotykana. Stefancikova i wsp. (38)
wykazali obecno$¢ przeciwciat IgG skierowanych
przeciwko Borrelia testem ELISA u 25,2% tamtejszej
populacji bydta, przy czym w poszczegolnych regio-
nach kraju odsetek dodatnich seroreagentow wahat si¢
od 0,6% do 34,3%.

Wyniki badan wlasnych wskazuja, ze czgstotliwosé
wystepowania zakazen na Lubelszczyznie jest podob-
na do tej, ktéra ma miejsce w Ameryce Poinocnej i na
Stowacji.

O ile obecnos¢ przeciwcial dla tych patogenow w su-
rowicy krwi kroéw, szczegdlnie w okresie wiosenno-
-letnim, gdy zwierzgta te wypasane sa na terenach en-
demicznego wystgpowania tych drobnoustrojow i maja
kontakt z kleszczami, jest zjawiskiem naturalnym, to
wykazanie w badaniach wlasnych stosunkowo duzej
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Ryec. 1. Wyniki Western blott. Widoczne sg frakcje antygeno-
we B. afzelii o masie 31, 39, 41, 66 kDa reagujace z przeciw-
cialami klasy IgG probki surowicy Swini

liczby dodatnich seroreagentdéw dla Borrelia (17,86%)
1 Ehrlichia (7,14%) w populacji $win byto zaskakuja-
ce. Wszystkie warchlaki, od ktorych pobierano krew
do testow serologicznych pochodzily z gospodarstw
drobnotowarowych. Chlewnie, w ktorych przebywa-
ty, charakteryzowat stosunkowo wysoki poziom higie-
ny, za$ w ich obrgbie, jak i na samych zwierzg¢tach nie
wykazano obecnosci kleszczy. Dlatego dodatnie probki
surowic na obecnos¢ antygenow Borrelia zostaty do-
datkowo poddane analizie metoda Western blott. Oka-
zato sig, ze jedynie w 1 sposrod 5 dodatnich w tescie
ELISA surowic stwierdzono przeciwciata klasy IgG
reagujace z antygenami o masie: 31, 39, 41, 66 kDa
B. afzelii. Uzyskane wyniki dowodza, Ze z wyjatkiem
jednego prawidlowego wskazania testu ELISA, 4 po-
zostatych bylo falszywie pozytywnych. Z jednej stro-
ny, potwierdza to mate znaczenie infekcji tymi bakte-
riami u tego gatunku zwierzat gospodarskich. Z dru-
giej strony — wskazuje na malg swoistos¢ testu ELISA,
ktoéra moze wynikac z krzyzowych reakcji z antygena-
mi innych kretkow np. Leptospira spp. Podobna sytu-
acja, cho¢ w duzo mniejszym zakresie miata miejsce
w przypadku badania surowic bydlecych, gdzie z 13
probek dodatnich w tescie ELISA, jedynie 8 reagowa-
to z antygenami spirochet w badaniu Western blott.
Majac na uwadze endemiczne wystgpowanie na te-
renie wojewddztwa lubelskiego kretkow z rodzaju
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Borrelia i riketsji z rodzaju Ehrlichia oraz w $wietle
przeprowadzonych badan nalezy rozwazy¢ w diagno-
styce roznicowej chordb zwierzat gospodarskich in-
fekcje wywolane tymi drobnoustrojami. O ile zakaze-
nia te u bydfa sa dobrze udokumentowane w pismien-
nictwie $wiatowym, to wyniki badan wlasnych wska-
zuja na mozliwos$¢ ich wystapienia u trzody chlewne;.
Nie mozna bowiem wykluczy¢ przypadkowego kon-
taktu $win z pajeczakami i szerzenia si¢ tej infekcji
poprzez mleko lub mocz osobnikéw zakazonych (9).
Konsekwencja takich zdarzen moze by¢ dalsze prze-
kazywanie tego zarazka droga $rédmaciczng, ktéra
zostala opisana u psow (16).
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