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Lyme hastaliginin mikrobiyolojik tanisi

Microbiological diagnosis of lyme disease
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OZET

Lyme hastalig1, viicuttaki pek ¢ok organi etkileyen ve Borrelia burgdorferi spiroketinin sebep oldugu bir infeksiyondur. Bu
infeksiyon, Ixodes grubu keneler tarafindan tasinan en yaygin hastalik olup 1982-1992 yillart arasinda Amerika Birlesik Dev-
letlerinde 50.000 olgu bildirilmistir. Orta Avrupa’da 1988 yiuindan sonra her yil 4000-5000 olgu kayitlara ge¢mistir. Yur-
dumuzda ise 1990 yilindan beri yayinlanan toplam olgu sayist yirmi dolayindadir. Lyme hastaligi, kutup bolgeleri disinda
tiim kitalarda goriilmektedir. 1982 yilinda etkenin izolasyonundan sonra hastaligin mekanizmalart ve spiroketin biyolojisi
lizerinde yogun ¢alismalar yapimstir. Yazimiz, romatoid artritten epilepsiye, kalp rahatsizligindan menenjite kadar pek ¢ok
hastalig1 taklit edebilen, antibiyotiklerle tedavi edilmeyen olgularda sakatlik ve nérolojik sekeller birakabilen bu hastaligin

etkenini tanitmaya ve hastaligin mikrobiyolojik tanisint agiklamaya yoneliktir.
Anahtar kelimeler: Lyme hastaligi, Osp proteinleri, B.burgdorferi
SUMMARY

Lyme disease is an infection caused by a spirochete, B.burgdorferi which affects many organs in the body. This infection is
carried by ticks in the Ixodes group, 50.000 cases have been reported between 1982-1992 in the United States. In mid-Euro-
pe, 4000-5000 cases were recorded each year after 1988. In our country, the total number of collected cases are about 20.
After isolation of the agent of this disease in 1982, disease mechanisms and biology of this spirochete have been extensively
studied. Our review aims to present the agent and explain the microbiological diagnosis of this infection which can mimic
many diseases from rheumatoid arthritis to epilepsy and from heart disease to meningitis and which may cause sequela if it

is not treated properly with antibiotics.
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Lyme hastaliginin etkeni: Borrelia burgdorferi olayin gen transferinde ve patogenezde rolii olup ol-
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B.burgdorferi, Gram-negatif, 10-30 um uzunlukta, madig1 bilinmemekiedir (8)

0.18-0.25 wm capinda, diizensiz kivrimli, Treponema
benzeri bir spirokettir.(1,2,3) Bakterinin dis yiizeyn-
de, S-tabakasi ad1 verilen mukopolisakkarit ortii go-
riiliir. Bu ortiiniin altinda, 6-14 adet i¢ kamg¢inin bu-
lundugu periplazmik boslugu cevreleyen ii¢c katmanlt
dis zar vardir. I¢ kamgilar, spiroketin yilan seklinde
olmasini ve burgu hareketi ile yer degistirmesini sag-
lar (4,5,6,7). Spiroketin dis zarinin kese veya balon
benzeri, plazmid DNA s1 ve dis yiizey proteinleri ice-
ren ¢ikinti ve uzantilar yaptig1 goriiliir. Ancak bu

B.burgdorferi, kenelerle taginan spiroketlerin iiretil-
digi Kelly besiyerinin bir modifikasyonu olan Barbo-
ur-Stoenner-Kelly (BSK) ortaminda, 300-350C 1s1da
mikroaerofil olarak iirer. BSK, yar1 kati, zengin bir
besiyeri olup amino asitler, vitaminler, inorganik tuz-
lar, N-asetil glukozamin, serum albiimini, tavsan se-
rumu ve jelatin igermektedir (9). Jenerasyon siiresi,
7-20 saattir. Canli bakteri sayiminda karanlik alan ve
faz kontrast mikroskopi yontemleri kullanilir. %15
agar iceren kat1 BSK besiyerinde, Gas-pack anaero-
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bik kavanozu iginde iiretilince, 0.3-3 mm capli, gri,
ince, koyu renk, konveks, mikoplazma kolonilerini
andiran koloniler olugturur (10).

Deney hayvani olarak ada tavsani, SCID fareleri, s1-
can, gerbil (Merlones unguiculatus), kedi, maymun
kullanilir ve periton ig¢i, deri i¢i, damar ici enjeksi-
yon ve kenelerin 1sirmasi ile hastalik bulastirilabilir.
Yeni dogmus siganlar ve SCID fareler, artrit de da-
hil olmak iizere klinik belirtiler gosterirler. Patojen
spiroketler, enjeksiyondan aylar sonra tiim organlar-
dan tekrar izole edilebilir.

Hastalarda sinir sistemi, ¢izgili kas, kalp, damarlar,
lenf diigiimleri, karaciger, dalak, testis, deri ve diz
ekleminde B.burgdorferi bulunmasma karsilik mi-
de, bagirsak, akciger, bobrek, adrenal bezi, idrar ke-
sesinden spiroketler izole edilememistir. Kandan
bakterinin izolasyonu ancak hastaligin erken done-
minde miimkiindiir (11).

B.burgdorferi, fermentatif metabolizma liiriinii ola-
rak laktik asit olusturur. Ayrica, l6sin aminopepti-
daz, p-galaktosidaz, a-glukosidaz sentezledigi ve
apizym enzim testi ile genus diizeyinde tanimlama
yapilabilecegi one siiriilmiigtiir (12).

B.burgdorferi kromozomu lineer olup 1000 kb bo-
yunda, kisa bir genomdur (13). Kromozom DNA s1
disinda yuvarlak ve lineer plazmidler de bulunmusg-
tur(14,15). Plazmidler, B.burgdorferinin patojeni-
tesi ve infektivitesinde 6nemli olabilecegi diisiinii-
len, bakteriye antijenik 6zelliklerini veren dis ylizey
proteinlerini (Osp-Outer surface proteins) kodlayan
genleri tagirlar. Izolatlarin cogunda, uzunluklari 15-
60 kb arasinda degisen 5 veya daha ¢ok sayida plaz-
mid vardir (13,15).

B.burgdorferi plazmidlerinin viriilans faktorlerini
tagidiklar1 ve plazmid kaybinin viriilans kaybina da
neden oldugu one siiriilmiistiir. BSK besiyerinde
pasajt yapilan SH-2-82 izolatinin plazmidlerinin ve
buna bagli olarak farelerde viriilansin kayboldugu
bildirilmigtir (16). Yaptigimiz ¢alismalarda bir bag-
ka B.burgdorferi izolatinin BSK besiyerinde 7 pa-
sajdan sonra viriilansinin kayboldugu, kikirdak do-
ku kiiltiiriinde iiretilen spiroketlerde ise viriilansin
korundugu goriilmiistiir (17). Doku kiiltiirii ortamin-
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da, bagisiklik sisteminin bakteriye zarar verici
kompleman, antikor, makrofajlar gibi elemanlar1 ol-
madig1 ve doku kiiltiirii tabakasinin B.burgdorfe-
ri'nin viriilansint koruyacak sekilde iiremesini sagla-
yan amino asitler, vitaminler ve diger biyomolekiil-
leri salgiladig: diisiiniilebilir.

B.burgdorferi proteinleri, antijenik 6zellikleri ve ta-
nida onemi nedeniyle yogun olarak incelenmekte-
dir. SDS (sodyum dodesil siilfat) ile ¢oziindiikten
sonra poliakrilamid jel elektroforezi yontemi ile in-
celenen protein bandlari, 60 Kda, 40 Kda, 30 Kda,
ve 20 Kda bolgelerinde yer alir. 60 Kda ve 41 Kda
proteinlerinin degisik cografi bolgelerden izole edi-
len kokenlerde molekiil agirliklarmin degismedigi,
ancak diger proteinlerde farkliliklar oldugu bildiril-
mistir.
Mikrobiyolojik tani
1) B.burgdorferi'nin dogrudan saptanmasi

« Karanlik alan ve faz kontrast mikroskopi

* Boyama yontemleri

« izolasyon

* Molekiiler yontemler

* PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu) amplifikas-
yonu

* Ribotipleme
2) Serolojik tam

« [FA

« [HA

« ELISA, EIA

» Western blot

* BOS:Serum antikor titresi oran1 (No6roborrelioz
tanisi)

* Izoelektrikfokusing.

Lyme hastaliginin mikrobiyolojik tanisi i¢in kulla-
nilan orneklerde bakteri sayist az oldugundan 6zel-
likle kan ve BOS o6rneklerinde mikroskopik olarak
gormek giictiir.

1) B.burgdorferi'nin dogrudan saptanmasi

Karanlik alan ve faz kontrast mikroskopi. Cok
sayida spiroket iceren Orneklerde (infekte olmus
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hayvanlarin karaciger ve bobreginde) ve in vitro
kiiltiirde bu yontemler kullanilabilir.

Boyama yontemleri. BOS, kan, doku ve kiiltiirde
borrelia saptanmasi i¢in Giemsa, karbol fuksin, gii-
miigleme teknikleri kullanilir. Gram boyama bakte-
rinin morfolojisini degistirebildigi icin tercih edil-
mez. Mikroskopi, tan1 koymak icin yeterli degildir,
kiiltiir, seroloji ve diger yontemlerle sonu¢ onaylan-
malidir.

Izolasyon. Hastaligin erken doneminde B.burgdor-
feri izole etmek miimkiindiir. Ileri dénemde, 6zel-
likle kan ve BOS orneklerinden izolasyonu giiglesir.
Hasta ornekleri antibiyotik tedavisi uygulanmadan
alimmalidir. BOS santrifiijlenmeli, kan ise sitrat ve-
ya heparin katilarak BSK besiyerinde kiiltiire alin-
malidir. BSK besiyeri, 7 ml hacimli, vidali kapakli
test tiiplerinde hasta materyali ekilerek 30°-33°C 1s1-
da bes hafta inkiibe edilir. Kontaminasyonu 6nle-
mek icin kiiltiirlerde neomisin, kanamisin, 5-fluoro-
sitozin, gentamisin, rifampisin kullanilabilir.
B.burgdorferi, en sik deri lezyonundan (AKA), da-
ha seyrek olarak lenfositoma ve morfea 6rneklerin-
den izole edilebilir. BOS 6rneginden ise izolasyonu
glictiir (norolojik Lyme hastalarinda % 7-10 oranin-
da izole edilmigtir). Deneysel olarak, fibroblast, ki-
kirdak doku kiiltiirleri spiroketleri iiretmekte kulla-
nilmig, modifiye edilen BSK besiyeri (ESG), doku
kiiltiirii tabakasinin ve spiroketlerin birlikte iireme-
sini saglamig, bu yontemle bakteriler yiiksek sayila-
ra ulagmistir (108 borrelia/ml) (19).

Tablo 1. Lyme hastaliginin mikrobiyolojik tamsi (20)

Hastalik donemi Bulgu Antikor arama materyali B.burgdorferi izolasyonu

1 EKM Serum Deri biyopsisi, kan

11 Lenfositoma  Serum Deri biyopsisi, kan
Kardit Serum Kan (kalp biyopsisi)
LMR Serum, BOS* BOS, kan

I Artrit Serum, Sinovyum sivisi,

sinovyum sivis1  biyopsi

KEM Serum, BOS* BOS (beyin biyopsisi)
AKA Serum Deri biyopsisi

EM: Eritema migrans LMR: Lenfositik meningoradikiilonevrit
BOS: Beyin omurilik sivist KEM: Kronik ensefalomiyelit
AKA: Akrodermatitis kronika atrofikans

« BOS/serum indeksi belirlenmelidir

Molekiiler yontemler. PCR Amplifikasyonu.
B.burgdorferi'ye 6zgii DNA hedef sekanslarimin
PCR yontemi ile dogrudan saptanmasi kene ve has-
ta orneginde taniya varmak i¢in yeni kullanilmaya
baslanmis bir yontemdir (21). 49 kb plazmid {ize-
rinde bulunan dis yiizey proteini OspA geni, ayrica
16S rDNA ve flagellin genleri hedef olarak secil-
mektedir. Prob olarak OSPA3, OSPA6, FLA2,
DDO4 oligoniikleotidleri kullanilarak yapilan amp-
lifikasyon kene, BOS, eklem sivisi, kan, serum, id-
rar, doku orneklerinde Borrelia saptamakta kullani-
lir. OSPA hedefleri ile basart oran1 %80 dolayinda-
dir. Diger bakterilerle karigik florada spesifik olma-
yan amplifikasyon {iriinleri olusabilir. Kiigiik ha-
cimde (0.1 ml veya daha az) BOS, idrar, plazma
PCR giivenilir sonu¢ vermez. Bu yontemler heniiz
standart diizeye getirilememistir.

Ribotipleme. 16S rRNA sekanslarinin analizine da-
yanarak B.burgdorferi tiplemesi ve tanisi yapilabile-
cegi one siiriilmiistiir. Bu yontemde, RNA ters trans-
kripsiyonundan sonra uygun DNA parcalar 6zgiil
veya evrensel primerler kullanilarak amplifiye edil-
mis, PCR iiriinleri problarla hibridizasyon veya dog-
rudan sekanslama ile tanimlanmistir. EM, AKA 6r-
nekleri bu yontemlerle incelenmis, hibridizasyonda
BBU30 probu kullamilmistir (22). rRNA molekii-
liindeki dogal amplifikasyon (her bakteride 103 -104
kopya) nedeniyle ters transkripsiyonda yiiksek oran-
da duyarlilik elde edilir, ancak bu teknik heniiz stan-
dart duruma getirilmemistir ve deneysel olarak izo-
latlar1 tanimlamada kullanilmaktadir

2) Serolojik Tam

IFA (Indirect Immunofluorescence Assay).
B.burgdorferi tanisi igin gelistirilmis ilk serolojik
testtir. BSK besiyerinde iiretilen spiroketler, antijen
olarak kullanilir ve lam iizerinde metanol veya ase-
tonla fikse edilir. Ozgiil olmayan boyamay1 6nle-
mek i¢in borrelialarin kiimelenmemesi gerekir, mik-
roskop alaninda en ¢ok 50 spiroket bulunmalidir ve
en az 6 kez yikama yapilmalidir. Polivalen konju-
gatlar kullanilarak 6zgiil antikor varligi, immiinog-
lobulin sinifina 6zgii konjugatlar kullanilarak da
IgG ve IgM antikorlar1 saptanir. Capraz reaksiyon
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nedeniyle 6zgiil olmayan sonuglar ve romatoid faktor
varliginda yanlig negatif sonug almabilir (23).

IHA (Indirect Hemagglutination Assay). Formalin
ve tannik asit uygulanmis koyun eritrositleri, soni-
kasyon ile elde edilen B.burgdorferi antijenleri ile
duyarli hale getirilir ve anti-borrelia antikorlarini sap-
tamakta kullanilir. Duyarli olmakla birlikte standart
duruma getirilmesi zordur. Cok sayida hasta 6rnegi
incelemek i¢in Onerilen bir testtir.

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay),
EIA (Enzyme Immuno-assay). Antijen olarak bii-
tiin veya sonikasyon ile par¢alanmis B.burgdorferi,
isaretleyici olarak polivalen veya immunoglobulin s1-
nifina 6zgii konjugatlar kullanilabilir. Polivalen kon-
jugatlar ile alinan pozitif sonuglar, immunoglobulin-
lere 6zgii testler ile onaylanmalidir. Antijen hazirla-
ma teknikleri ve testlerde kullanilan miktar standart
duruma getirilmelidir. Degisik cografi bolgelerden
izole edilen spiroketlerin dis ylizey proteinlerinin
farkliliklar gostermesi nedeni ile tiim testlerde kulla-
nilabilecek olan antijenin tek bir kokenden (6rnegin
tipleme susu B31) veya lokal izolatlardan hazirlan-
mas1 gerektigi tartigmalidir. EIA testinin duyarlilig
%96,  ozgilligii ise %92
B.burgdorferi total hiicre antijenleri ile kapli mikro-

dolayindadir.

diliisyon kaplarinda yapilan bu testte, 6zgiil olmayan
sonuglarin kontrolii icin PBS kullanilir. Test serumu-
nun optik yogunlugundan kontroliin optik yogunluk
degeri cikartilir. Hasta serumunun 1:160 ve 1:320
sulandirmalar1 baglangi¢ degerleri olarak kullanilir.
Konjugat, substrat ve kromojen ilave edilerek 405
nm dalga boyunda ve pozitif IgG kontrolii 1, pozitif
IgM kontrolii 0.5 degerine ulasincaya kadar optik yo-
gunluklar okunur. Sonuglarin degerlendirilmesinde
IgG icin 1:160 den diisiik deger negatif, 1:160 ile
1:320 ve iizeri pozitif (genellikle kene 1sirmasindan
2-3 ay sonra), IgM i¢in 1:160 ve daha diisiik deger
negatif, 1:320 pozitif (erken donem Lyme hastalig1)
kabul edilir. Pozitif sonug, Western blot ile onaylan-
malidir (25).

Western blot. Western blot, B.burgdorferimin farkli
proteinlerine karst olusan antikorlar1 saptamak igin
kullanilir. Borrelia proteinleri (SDS ile eritilen spiro-
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ketler) elektroforetik olarak SDS-PAGE ile ayrilir ve
nitroseliiloz filtreye aktarilir. Enzim ile isaretli kon-
jugatlar kullanilarak IgM ve IgG smuf1 antikorlar sap-
tanir.

Western  blot
B.burgdorferi'ye kars1 bagisiklik cevabinda ii¢ farkli

degerlendirme kurallar.

kategori vardir:

a) Birinci bolge (Capraz reaksiyon ve tanimlanmamig
bantlar bolgesi). Ortak antijenik determinantlar; 60
Kda-Enterobakter ortak antijeni, 66 Kda-B.
burgdorferi membran proteini (ancak bu bant, kon-
trollarda % 20-50 oraninda goriilebilir).

b) Ikinci bolge (Genus ve aileye 6zgii): 41 Kda Kam-
¢1 proteinleri; periodontal hastalik etkeni olan trepo-
nemalar, diger borrelialar, ender olarak Leptospira ile
capraz reaksiyon verir. Lyme hastaliginda ilk sentez-
lenen antikordur. Kontrol serumlarinda %50 oranina
varan degerlerde bu protein ile reaksiyon veren IgG
antikorlar1 bulunabilir.

c) Ugiincij bolge (Genus ve tiire 6zgii). 39 Kda- Yiik-
sek derecede Lyme hastalifina 6zgii protein determi-
nant, 83 Kda- Tiire ve genusa 6zgii kromozomal ge-
nin kodladig: protein, 34 Kda-OspB, 31 Kda-OspA
dig yiizey proteinleri (Avrupa kokenlerinde ise 30
Kda ve 32 Kda), 25 Kda-Dis zar proteini (Kaliforni-
ya izolatlarinda bulunur ve erken donemde belirir),
22 Kda veya 23 Kda pC proteini (Lyme hastalarina
0zgii protein, Avrupa kdkenlerinde bulunur).

Lyme hastalifinda, immiinoblotlarin degerlendiril-
mesi, protein bantlarinin sayis1 ve hangi bolgede yer-
lesmis olduklari goz oOniine alinarak yapilir. OspA
(31 Kda), OspB (34 Kda), 39 Kda proteinleri
B.burgdorferi igin spesifik olduklar icin tanida en
onemli antikorlar bu proteinlere karsi olusur. 41 Kda
proteini ise diger bakterilerle capraz reaksiyon verdi-
§i i¢in tanida 6nem tasimaz (26).

Sonuglar1 degerlendirme kriterleri:

A- Reaktif degil: Bant yok veya yalniz birinci bolge
bantlar1 var, IgG aranmasinda yalniz bolge 1 ve bol-
ge 2 bantlar1 var.

B- Capraz reaksiyon olasiligi: Enterik bakteriler,
Treponema, Borrelia, Leptospira ¢apraz reaksiyon
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verebilir. Uciincii bolgede tek bant var, IgM aranma-
sinda yalmz 41 Kda bant var. Ug-dort hafta icinde
test tekrarlanmalidir.

C- Reaktif: IgG aranmasinda liciincii bolgede iki ve-
ya daha ¢ok bant var, IgM aranmasinda ikinci ve
ticiincii bolgelerde iki veya daha ¢ok bant var.

22,23, 25, 31, 34, 39, 41 Kda gruplarda ikiden fazla
bant goriilmesi reaktif sonu¢ ve Lyme pozitif olarak
degerlendirilir. Bu grupta tek bir bant goriilmesi,
capraz reaksiyon anlamina gelir.

Yanlis pozitif sonuglar, 6zgiil olmayan immiinoblot-
lar, romatoid faktor, gebelik ve otoimmiin hastalik
proteinleri nedeniyle serum proteinlerindeki degis-
meler, total serum IgG oraninda artig, bakteri konta-
minasyonu sonucu olusgabilir. Bazi infeksiy6z mono-
niikleosis hastalarinin serumunda Lyme Western blot
bantlari goriilmiis, ancak Lyme ile ilgili hi¢ bir klinik
belirti ve laboratuvar bulgusu ortaya c¢ikmamigtir
27).

BOS:SERUM Oram (Noroborrelioz tamisi). Lyme
hastalig1 ilk kez Amerika'da bir tiir artrit olarak ta-
nimlanmasina ragmen norolojik anormallikler sik g6-
riiliir. Avrupa'da ise ge¢ donem norolojik bozukluk-
lar cok daha fazladir. Lyme hastaliginda erken do-
nemde 5 hastadan iiclinde BOS 6zgiil antijenler ice-
Tir.

Antikor olusumundan 6nce, BOS icindeki antijenler
PCR ile saptanabilir, ancak, antikor sentezi basladik-
tan sonra merkezi sinir sisteminde Lyme tanisi en gii-
venilir sekilde ancak BOS antikor diizeylerinin 6l¢ii-
mii ile konulabilir. Lyme menenjiti ve ge¢c donem no-
rolojik bozukluk gosteren hastalarda, BOS sivisinda
% 92-%4?2 oranlarinda antikor sentezi vardir (28).

BOS:Serum Ig testinde, serumda ve BOS igeriginde-
ki total IgG saptanir. Bu sivilar, esit protein konsan-
trasyonuna ulasincaya kadar sulandirilir. Her iki si1-
vida Lyme EIA (IgG) yapilir ve titreler saptanir.
Eger, BOS titresi serum titresinden yiiksek ise intra-
tekal antikor sentezi var olarak yorumlanir. Sonucla-
rin degerlendirilmesi:

BOS:serum orami >1 intratekal antikor sentezi var

BOS:serum oram <1 intratekal antikor sentezi yok

BOS:serum orani =1 intratekal antikor sentezi yok
(29).

Isoelektrikfokusing ile néroborrelioz tamsi: Intra-
tekal IgG sentezi, serum ve BOS da isoelectrofocu-
sing yontemi ile gosterilebilir. Oligoklonal IgG ban-
tin BOS sivisinda bulunup serumda goriilmemesi in-
tratekal antikor sentezini belirler. Ozellikle, Bann-
warth's sendromunda belirgin titreler alinir.

Serolojik tanida rekombinant antijenler de kullanil-
maktadir. Omegin, EKM hastalarinda, rekombinant
p39 Western blot, rekombinant p41 ve pC proteinle-
rinin ELISA testinde total B.burgdorferi antijenlerin-
den daha duyarli oldugu bulunmustur (30).

Serolojik tamida  karsilasillan  giicliikler.
B.burgdorferi'ye karsi olusan antikorlarin prevalansi:
Saglikli kigilerde %5-%15 oraninda yiikselmis anti-
kor titresi bulunmustur ve bu bireylerde kene 1sirig1
anamnezi yoktur. Endemik bolgelerde seroprevalans,
yiiksek risk grubunda (orman is¢ileri) subklinik olgu-
lar nedeniyle % 40 dolaymdadir. Eger klinik bulgular
yoksa, B.burgdorferi'ye kars1 antikor sentezinin sap-
tanmasi Lyme tanisi diisiindiirmez, tedavi uygulan-

maz.

Erken donemde, hastalarin % 30- % 50 kadar1t EKM
gosterir ve bu hastalarda % 20- % 50 seropozitiflik
saptanir.

IgM erken donemde goriilmez.IgM(-)/1gG(-),
IgeM(+)/1gG(-), IgM(-)/IgG(+) erken donemdeki has-
talarda bulunur.

Ge¢ donemde (artropati, dermatolojik semptomlar)
yiiksek IgG titreleri goriiliir.

Norolojik semptomlar varsa, BOS incelenmelidir.

Tedaviden sonra yiiksek serum antikoru titreleri, te-
daviye verilmedigini gostermez.
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