Etlik Vet Mikrobiyol Derg, 2019; 30 (1): 58-63 Arastirma Makalesi / Research Article

Borrelia burgdorferi ile Dogal Enfekte Kopeklerin Notrofil-Lenfosit, Monosit-
Lenfosit ve Platelet-Lenfosit Oranlarinin Belirlenmesi*
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Ozet: Lyme hastalig1 ya da Borreliozis; Borrelia burgdorferi adli spiroket sekilli bir bakterinin neden oldugu, diin-
yada kopeklerde ve insanlarda yaygin olarak goriilen, baslica Ixodes cinsi kenelerle bulagan, kalp, eklemler ve sinir
sisteminde bozukluklarla karakterize ve kroniklesebilen enfeksiydz bir hastaliktir. Gliniimiizde sistemik inflamatuar
yanitin komplementleri olan nétrofil-lenfosit orant (NLO), monosit-lenfosit oran1 (MLO) ve platalet-lenfosit orani
(PLO) birgok hastalik prognozunun degerlendirilmesi ve prediktif parametreler olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismadaki
amacimiz ise ilk defa kronik bir inflamasyona neden olan B. burgdorferi’i yoniinden dogal enfekte seropozitif kopek-
ler ile seronegatif kdpeklerin tedavi 6ncesi basiistii parametreleri olan nétrofil (NEU), NLO, lenfosit (LYM), monosit
(MONO), MLO, platalet (PLT) ve PLO degerlerinin karsilastirilmasidir. Yirmi dort adet sahipli kopekten tedavi 6ncesi
alinan tam kan ve serum ornekleri ¢aligma materyalini olugturmustur. Serum &rneklerinin B. burgdorferi’ye karsi olugan
IgG antikor yaniti ELISA yontemi ile belirlenmistir. Sonrasinda bu 7 adet seropozitif 6rnek Western Blot yontemi ile
dogrulanmistir. Gruplar arast NEU, NLO, MONO, MLO, PLT ve PLO degerleri karsilagtirilmig ancak, istatiksel bir fark
bulunamamistir. Sonug olarak lyme hastalig1 yoniinden seropozitif kdpekler ile seronegatif kopeklerin ilk kez NLO,
MLO, ve PLO degerlerinin karsilastirildig1 mevcut ¢alisma ile uygulamasi kolay ve diisiik maliyetli sistemik inflamas-
yon belirteclerinin veteriner pratikteki kullanimlarinin genisletilmesi yoniindeki gergeklestirilecek ¢alismalara katki
saglayacagi diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Kopek, Borrelia burgdorferi, notrofil-lenfosit, monosit-lenfosit, platelet-lenfosit, oran

Detection of Neutrophil-Lymphocyte, Monocyte- Lymphocyte and Platelet—-Lymphocyte
Ratios in Dogs Naturally infected with Borrelia burgdorferi

Abstract: Lyme disease or Borreliosis; is a commonly seen infectious disease in the dogs and men worldwide which
caused by a spirochete shaped bacterium called B. burgdorferi, mainly transmitted with the Ixodes species of ticks
and affects heart, joints and characterized with neurological system disorders. Nowadays, as being components of
the systemic inflammatory response, the neutrophil-lymphocyte (NLR), monocyte-lymphocyte (MLR) and platelet-
lymphocyte ratios (PLR) are used as predicting parameters for the evaluation of the progression of various diseases.
Our interest in the current study is to determine whether pretreatment NEU, NLR, LYM, MONO, MLR, PLT and PLR
levels as bedside markers, differ in seropositive dogs naturally infected with B. burgdorferi which leads a chronic in-
flammation from seronegative dogs for the first time. Twenty four whole blood and serum samples of the client-owned
dogs formed the study material. Seven of the serum samples were showed 1gG against B. burgdorferi by ELISA and
detected as seropositive. Later these 7 seropositive dogs were confirmed by Western Blot method. NEU, NLR, MONO,
MLR, PLT and PLR levels were compared between groups, but there were not found any statistical significance for
these parameters between groups. Consequently, it is thought that within this study, which firstly compared the NLO,
MLO, and PLO values of seropositive dogs and seronegative dogs in terms of Lyme disease, is thought to contribute
to the studies to be carried out in order to expand the use of these easily applicable and low cost systemic inflammation
markers in veterinary practice.
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Giris de bozukluklarla karakterize, ancak birgok organi
Lyme hastalig1 ya da Borreliozis; Borrelia burgdor-  da etkileyen ve kroniklesebilen enfeksiy6z bir has-
feri adl1 spiroket sekilli bir bakterinin neden oldugu, taliktir. K6pek Borreliozis’i ise ilk kez 1980’lerde
diinyada yaygin olarak goriilen, baglica Ixodes cinsi ~ Amerika Birlesik Devletleri’nde tanimlanmis ve
kenelerle bulasan, kalp, eklemler ve sinir sistemin-  kisa zamanda tiim diinyaya yayilmistir [9].
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Kopeklerde Lyme hastalig1 bircok organ ve
sistemi etkilemekte birlikte, en sik eklemlerin etki-
lendigi rapor edilmistir [7, 10]. Hastalik her yastaki
kopekte eroziv olmayan artritis, topallik, agri, ates
(T>39,5°C), istahsizlik, lenfadenopati ve yorgunluk
seklinde goriiliirken, yash kopeklerde bobrek yet-
mezliginin daha sik gortldiigi belirlenmistir [10].
Miyokarditis ve endokarditis gibi kardiak bozuk-
luklarin hastalikta nadir olarak olustugu ortaya ko-
nulmustur [7].

Kopeklerde lyme hastaliginin eroziv veya ero-
ziv olmayan artrit formlarin disinda sekillenen
nefropati formunda 6demli vaskiilit veya efiizyon;
olas1 korlik veya kalp iiftiriimlii hipertansiyon;
tromboembolik olaylar ve bazen vaskiilit, hipertan-
siyon, iiremik ensefalopati veya menenjitin nérolo-
jik belirtileri (6rnegin, ndbet, nistagmus, kollasps)
gibi semptomlar goriilebilmektedir [4, 20].

Bu sendromdaki laboratuvar anormallikleri-
ni ise dejeneratif olmayan anemi, stres 16kogrami,
trombositopeni, hipoalbuminemi, azotemi, hiper-
kolesterolemi, hiperfosfatemi ve bazen hiperkalemi
ve hiperbilirubinemi olusturmaktadir. idrar mua-
yenesinde proteiniiri ve hemoglobiniiri, hematiiri,
glukoziiri, bilirubiniiri ve negatif bakteri kiiltiri
ile aktif bir sedimentasyonda azalma goriilebilmek-
tedir. Cogu vaka oligiirik veya aniirik olup bobrek
yetmezligi nedeni ile hasta kopekler 6lebilmektedir
[6,4, 15, 20].

Cogu zaman immun iliskili mediyatorlerin
oldukca genis ve karmasik siraya sahip olmalari,
kritik hastaliklarda immun yanitin degerlendirilme-
sinde kullanilacak uygun biyokimyasal parametre-
lerden iyi bir prediktif belirte¢ olarak yararlanmay1
miimkiin kilmamaktadir [S]. Son zamanlarda hali
hazirda kolaylikla elimizin altinda bulunan tam kan
sayimindan koken alan oranlar, heniiz herhangi bir
konsensus olusturulmamasia ragmen potansiyel
biyokimyasal belirtegler olarak beseri hekimlikte
yaygin olarak kullanilmaktadir [14, 16, 26].

Glasgow Prognostik Skoru’nun yaninda siste-
mik inflamatuar yanitin komplementleri olarak nét-
rofil-lenfosit oran1 (NLO), monosit-lenfosit orani
(MLO) ve platalet-lenfosit oran1 (PLO) yer almak-
tadir [8, 18]. Son zamanlarda bu oranlar karsinoge-
nezis ve tiimor progresyonun degerlendirilmesinin
yani sira bir¢ok inflamasyon iliskili hastaliklarda
ornegin kardiyovaskiiler hastaliklar [13], malignan-

siler [22], otoimmun hastaliklar [3, 24], akut pank-
reatitis [23], kronik obstruktif pulmoner hastaliklar
[12, 25], overiyan apselerde, Chron hastalig1 ve
siroziste prognozun degerlendirilmesinde prediktif
parametreler olarak kullanilmaktadir [1]. Ucuz ve
kolaylikla erisilebilecek olan bu oran ve skorlama-
larin heniiz veteriner hekimlikte kullanilmasi i¢in
cok sayida kapsamli ¢calismalara ihtiyag vardir.

Bu galismanin amaci ise ilk defa kronik bir
inflamasyona neden olan B. burgdorferi’nin neden
oldugu lyme hastaligi yoniinden seropozitif kopek-
ler ile seronegatif kdpeklerin NEU, NLO, MONO,
MLO, PLT ve PLO degerlerinin karsilastirilmasidir.

Materyal ve Metot

Calhisma Materyali

Calisma materyalini, Nisan 2017 ile Haziran 2018
tarihleri arasinda Ondokuz May1s Universitesi Ve-
teriner Fakiiltesi Egitim Uygulama ve Arastirma
Hastanesi’ne tedavi veya kontrol amaciyla getirilen
sahipli, ¢esitli irk ve yaslarda, disi ve erkek toplam
24 adet kopek olusturmustur. Calismaya daha 6nce
B. burgdorferi’ye kars1 agilanmamig ve Lyme hasta-
l1g1 yoniinden herhangi bir tedavi gérmemis toplam
24 adet kopek dahil edilmistir. Serolojik olarak B.
burgdorferi yoniinden pozitif kabul edilen 7 adet
kdpek deney grubunu olustururken, geriye kalan ve
serolojik olarak negatif kabul edilen 17 adet kopek
ise kontrol grubunu olusturmustur. Calisma yerel
hayvan etik kurulunca onaylanmigtir (2016/64).

Total Kan Sayim

Rutin muayenede tedavi 6ncesi 2 ml EDTA’1 tiiple-
re, 5 ml kuru tiiplere alinmis olan kan 6rnekleri ca-
lisma materyali olarak kullanmilmistir. EDTA’ tiip-
lere alinan kan drnekleri total kan sayimi i¢in sayim
oncesi karigtiricida orta devirde karigtirilip ¢alisil-
maya hazir hale getirilmis, sonrasinda 24 adet tam
kan 6rnegi BC-5000 Vet Auto Hematoloji cihaziyla
calisilmis ve sonuglar (WBC, NEU, LYM, MONO,
EOS, LY %, MONO%, EOS%, NEU%, RBC, HGB,
HCT, MCV, MCH, MCHC, RDW-CV, RDW-SD,
PLT, PCT, MPV, PDW) kayit altina alinmistir. Ca-
lisma kopeklerine ait tam kan sayimi degerlerinden
NLO (nétrofil/lenfosit), MLO (monosit/lenfosit) ve
PLO (platelet/lenfosit), lenfosit sayilarimin sirasi
ile n6trofil, monosit ve platelet sayilarina ayri ayr
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boliinerek hesaplanmasindan elde edilmistir [19].
Lyme hastaliginin serolojik tanisi amacrtyla jelli tiip-
lere alinan 6rnekler 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek serumlar1 2 farkli ependorf tiiptine aktarila-
rak calisilana kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Serolojik Olarak Kopek Spesifik Anti B.
burgdorferi 1gG Seviyelerinin ELISA Yontemi
ile Tespiti

Kopeklerden alinan serum oOrnekleri oncelikle B.
burgdorferi’ye karsi olusan IgG antikor yanitini be-
lirlemek amaci ile EUROIMMUN® Anti-Borrelia
ELISA Koépek IgG (Liibeck, Germany) kitleriyle
iiretici firmanin direktiflerine uygun olarak calisil-
mis ve 450 nm’de ELISA okuyucuda okutulmustur.
Elde edilen okuma degerleri prospektiiste belirti-
len yonteme gore hesaplanmis ve test sonucunda
kalibrasyona ait degerlere boliinerek son degerlere
ulastlmistir. Her bir 6rnegin pozitif, negatif ya da
siirda pozitifligi belirlenmistir.

Serolojik Olarak Kopek Spesifik Anti B.
burgdorferi 1gG Pozitif Kopeklerin Western Blot
Yontemi ile Dogrulanmasi

ELISA yontemi ile pozitif bulunan serum 6rnek-
leri, EUROIMMUN® Anti-Borrelia EUROLINE
Kopek IgG (Liibeck, Germany) kitleri ile ¢aligilmig-
tir. Test gorsel olarak degerlendirilmis olup, her bir
ornegin verdigi bant sayisi ve ¢esidine gore deger-
lendirme yapilmigtir. Spesifik antijen bant deger-
lendirmesinde; VISE, P100, P39, OspA (p31), OspC
(P25), p21, p18 yer almaktadir. Sonuglar iiretici fir-
manin direktiflerine gore firmanin géndermis oldu-
gu test kontrol kagitlarinin iizerinde gorsel olarak
degerlendirilmistir.

istatistiksel Analiz

Calismaya dahil edilen tiim kopeklerin NEU, LYM,
MONO, PLT, NLO, MLO ve PLO degerlerinin
normal dagilim gosterip gostermedigini belirlemek
amaci ile Kolmogorov-Smirnov testi kullanilmistir.
Sonrasinda deney ve kontrol grubu arasinda NEU,
LYM, MONO, PLT, NLO, MLO ve PLO degerleri-
nin karsilastirilmasinda ise Student t testi uygulan-
mistir.

Bulgular

Calisma materyalini olusturan 24 kopegin, 7’si B.
burgdorferi’ye karsi olugsan anti IgG antikor yo-
niinden seropozitif olarak bulunurken, 17 kopek se-
ronegatif olarak tespit edilmistir (Tablo 1). Deney
grubunu olusturan 7 kdpegin seropozitiflikleri ise
sonrasinda Western Blot yontemi ile dogrulanmis-
tir. Deney ve kontrol gruplarma ait NEU, LYM,
MONO, PLT degerleri Figiir 1’de gosterilmistir.
Deney ve kontrol gruplarina ait NLO, MLO, PLO
degerleri ise Figiir 2’de gosterilmistir.

NEU LYM

| ———

10%9/L
8
10%9/L

@ 0eney B Kontrol M oeney B Xontrol
MONO PLT
4 1200
35 e
1000
3
800
o 25 & "
L 2 & 600
2 s
15
400
: =
s 200

BEoeney B xontrol Eoeney B xontrol

Figiir-1: Borrelia burgdorferi ile dogal enfekte se-
ropozitif (Deney grubu; mavi renkli) ve seronegatif
kopeklerin (Kontrol grubu; kirmizi renk) tedavi 6n-
cesi NEU, LYM, MONO ve PLT degerlerinin su-
nuldugu Kutu-Biyik grafikleri (Box-and-whiskers
plot). Orta Kutu, gézlemin %50’sini olusturmakta-
dir; kutunun alt kismi birinci ¢eyrekligi ve kutunun
istll tclincii ¢eyrekligi olusturmaktadir. Kutunun
ortasindaki yatay ¢izgi ise medyandir. Her kutu-
daki carpi isareti o kutuya ait ortalama degeri ver-
mektedir. Biyiklar, ¢ceyrekler arasi araliktan 1,5 kez
¢ikartilan en kiigiik ve en bliylik gézlemlere kadar
uzanmaktadir ve ayri ayri noktalar halinde belirtil-
mislerdir.
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Figiir-2: Borrelia burgdorferi ile dogal enfekte se-
ropozitif (Deney grubu; mavi renkli) ve seronega-
tif kopeklerin (Kontrol grubu; kirmizi renk) tedavi
oncesi NLO, MLO ve PLO degerlerinin sunuldugu
Kutu-Biyik grafikleri (Box-and-whiskers plot). Orta
Kutu, gozlemin %50’sini olusturmaktadir; kutunun
alt kismi birinci ¢eyrekligi ve kutunun istii ticlincii
ceyrekligi olusturmaktadir. Kutunun ortasindaki ya-
tay ¢izgi ise medyandir. Her kutudaki ¢arpi isareti
o kutuya ait ortalama degeri vermektedir. Biyiklar,
ceyrekler arasi araliktan 1,5 kez ¢ikartilan en kii¢iik
ve en biiyiik gozlemlere kadar uzanmaktadir ve ayr1

ayr1 noktalar halinde belirtilmislerdir.

Tablo 1. Calisma materyalini olusturan 24 kdpegin 11k, yas ve cinsiyetlerine ait veriler.

Anti B. burgdorferi 1gG yoniinden pozitif kopekler

Irk Yas Cinsiyet Uygulama ve Arastirma Hastanesine Getirilis Nedeni
Golden Retriever 8 Disi Genel Muayene

Rottweiler 5 Erkek Belirtilmemis

Mastiff 5 Erkek Topallik

Akbas 5 aylik Erkek Gastritis

Pointer 6 aylik Erkek Cam Kese Bocegi Toksikasyonu

Doberman Pinscher 10 Disi Piyometra

Golden Retriever 11 Disi Atopik Dermatit

Anti B. burgdorferi 1gG yoniinden negatif kopekler

Irk Yas Cinsiyet Uygulama ve Arastirma Hastanesine Getirilis Nedeni
Ingiliz Pointer 1 Erkek  Genel Muayene
Golden Retriever 6 Erkek Genel Muayene
Melez 6 aylik Disi Belirtilmemis
Melez 9 aylik Disi Belirtilmemis
Setter 2 Erkek Ovariohisterektomi
Pointer 1 Erkek Gastritis

Alman Coban Kdpegi 8 Disi Genel Kontrol
Kangal 6 aylik Disi Genel Kontrol
Labrador Retriever 9 Disi Ovariohistercktomi
Melez 2 Disi Genel Kontrol
Melez 8 aylik Disi Genel Kontrol
Melez 4 aylik Disi Genel Kontrol
Melez 4 aylik Erkek Genel Kontrol
Melez 15 Disi Genel Kontrol
Belgika Malinois 1 Erkek Genel Kontrol
Melez 5 aylik Erkek Genel Kontrol
Melez 3 Erkek Genel Kontrol
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Tartisma

Lyme hastalikli insanlar ve kdpeklerde hematolo-
jik ve serum biyokimyasal degerler genellikle nor-
mal simirlar igerisinde yer almaktadir [15]. Benzer
sonuclar ¢alismamiz i¢inde gegerli olmustur. Zira
deney grubuna ait ortalama NEU, LYM, MONO,
PLT degerleri siras1 ile 9,5x10°L, 2,05x10°L,
0,742x10°/L ve 318,68x10°/L olarak bulunmustur.
Bu sonuglar Scorpio ve ark. [21] yapmis oldukla-
r1 c¢alisma ile benzerlik gostermektedir. Sunulan
calismada deney ve kontrol grubunun NEU, LYM,
MONO, PLT degerlerinin karsilastiriimasinda ise
istatiksel olarak bir farklilik (P>0.05) tespit edile-
memistir.

Deney ve kontrol gruplarinin NLO, MLO ve
PLO degerlerinin karsilastirilmasinda ise yine is-
tatiksel olarak bir farklilik (P>0.05) olmamakla
beraber deney grubunun NLO ortalama degerinin
(7,2), kontrol grubuna gore (5,2) yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bazi calismalarda lokal lenfositik
yanitin, invazif yapidaki lenfositik reaksiyonlar gibi
degerlendirilmeleri neticesinde diisiik NLO oram
ile karsilasildigini ve bunun sonucunda ise progno-
zun daha iyi oldugu bildirilmektedir [17]. Mevcut
calismamizda kontrol grubuna kiyasla deney grubu-
nun yiksek LYM degerine sahip olmasina ragmen
yine deney NLO degerinin de yiiksek oldugu tes-
pit edilmektedir. Bu durum calismamizdaki deney
ve kontrol grup 6rnek sayilariin diisiikk olmas ile
aciklanabilir. MLO degerleri bakimindan mevcut
calismada deney (0,7) ve kontrol grubu (0,6) karsi-
lastirilmasinda yine istatiksel bir farklilik (P>0.05)
bulunmamustir.

Deney ve kontrol gruplarinin PLT ve PLO
degerleri bakimindan karsilastirilmalarinda yine
istatiksel bir farklilik (P>0.05) tespit edilememis-
tir. Bununla birlikte deney PLO degerinin (241,2)
kontrol grubuna goére (182,8) yiiksek bulundu-
gu tespit edilmistir. Sonuglarimiz Scorpio ve ark.
[21]nin yapmis olduklar1 ve PLT bakimindan se-
ropozitif ve negatif kopekleri karsilagtirdiklar ca-
lisma ile benzerlik gostermektedir. Arastirmacilar
calismalarinda seropozitif kopeklerin PLT deger-
lerinin (286,78x10°/L) seronegatif olanlara (202,42
x10°%/L) istatiksel olarak bir farklilik géstermedigini
tespit etmislerdir [21]. Yapilan son c¢aligmalar pla-
teletlerin sistemik inflamasyonda 6zellikle de athe-

rogeneziste olduk¢a 6nemli bir role sahip oldugunu
gostermektedir [11]. Plateletler bircok farkli hiicre
tipleri ile 6rnegin endoteliyal ve dendritik hiicreler,
T-lenfositler, ve monontikleer fagositler ile etkile-
sim icindedir [2]. Caligmamizda lyme hastalikli
kopeklerde PLO’nun yiikselme egiliminde oldugu
sOylenebilir. Degerlendirmede PLO’nun yiiksek bu-
lunmasi ise bu hastalardaki sistemik inflamasyonun
da yiiksek olabilecegini gostermektedir. Son yillar-
da beseri hekimlikte uygulama kolaylig1 ve diisiik
maliyetinden 6tliri NLO, MLO ve PLO degerleri
sayisiz hastaligin prognozunun degerlendirilmesin-
de kullanilmaktadir. Beseri hekimlikte meta analiz-
ler dogrultusunda tiim inflamatuar yanittaki sitokin
ve akut faz proteinleri ile korrelasyonlar1 valide
edilmis NLO, MLO ve PLO’nun B. burgdorferi
yoniinden seropozitif ve negatif kopeklerde deger-
lendirildigi ¢alismamizda 6rnek sayimizin her iki
grupta az olmasi ¢alismamizi kisitlayan en 6nemli
nedeni olusturmaktadir.

Sonug¢

Kronik inflamasyona neden olan B. burgdorferi’nin
neden oldugu lyme hastalig1 yoniinden seropozitif
kopekler ile seronegatif kopeklerin ilk kez NLO,
MLO ve PLO degerlerinin karsilastirildigi bu ca-
lismada, NLO ve PLO degerlerinin lyme yoniinden
seropozitif kopeklerde yiikselme egiliminde oldugu
sOylenebilir. Sonug¢ olarak, bu ¢alisma ile uygula-
mast kolay ve diisiik maliyetli sistemik inflamasyon
belirteglerinin veteriner pratikteki kullanimlariin
genisletilmesi yoniinde gerceklestirilecek calisma-
lara katki saglayacagini diistinmekteyiz.
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