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1 Einleitung

Die Lyme-Borreliose ist die haufigste durch Zecken lbertragene Zoonose der nérdlichen Hemisphare.
Verursacher dieser multisystemischen Erkrankung sind Spirochaten der Gattung Borrelia. Aus dem
Borrelia burgdorferi sensu lato-Komplex treten in Europa mindestens drei pathogene Genospezies,

B. afzelii, B. garinii und B. burgdorferi sensu stricto auf; letztere stellt den alleinigen Kranheitserreger
in Nordamerika dar. Der Holzbock (Ixodes ricinus) ist der Hauptlbertrager der Lyme-Borreliose in
Mitteleuropa. In den meisten europdischen Regionen liegen die durchschnittlichen Infektionsraten
flir 1. ricinus bei 10-20 % (Fingerle, 2008). In Endemiegebieten sind Pferde aufgrund ihrer haufigen
Weidehaltung einem hohen Infektionsrisiko mit B. burgdorferi s.l. ausgesetzt. Die meisten Falle einer
equinen Borrelieninfektion scheinen inapparent zu verlaufen (Kdsbohrer et al., 1990; Cohen et al.,
1992; Tasai et al., 1993; Gerhards et al., 1996; Salinas-Meléndez et al., 2001; Miiller et al., 2002;
Schonert 2004; Stefancikova et al., 2008). Es existieren jedoch Fallbeschreibungen von mit Borreli-
eninfektionen assoziierten Erkrankungen beim Pferd mit direktem Nachweis von

B. burgdorferi s.l. (Burgess et al., 1986; Burgess and Mattison, 1987; Hahn et al., 1996; Liebisch et al.,
2002; Grabner et al., 2008; James et al., 2010; Imai et al., 2011; Priest et al., 2012; Sears et al., 2012).
Demnach sind Manifestationen an Gliedmalen (insbesondere Gelenke), Haut, Augen und Herz sowie
neurologische und Allgemeinstérungen bei Pferden in Zusammenhang mit B. burgdorferi s.l.-
Infektionen aufgetreten. Ein einheitliches Krankheitsbild ist beim Pferd jedoch nicht definierbar.

Der serologische Nachweis einer Borrelieninfektion ist bis heute, vor allem durch die mangelnde
Standardisierung der Untersuchungsmethoden erschwert. Vergleichende Untersuchungen aus der
Human- und der Tiermedizin lieferten deutliche Unterschiede in den Resultaten zwischen den Test-
systemen (Schonert et al., 2002; May 2009; Ang et al., 2011; Wojciechowska-Koszko et al. 2011).
Auch ein eigens im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrter Vergleich von indirekten Testsyste-
men aus dem Jahr 2007 zeigte eine deutliche Diskrepanz in den Ergebnissen. Das urspriingliche Ziel
meiner Arbeit war damals die Bestimmung von Serumantikérpern von Pferden des Bayerischen
Haupt- und Landgestiits Schwaiganger gegen B. burgdorferi s.l., um Aufschluss tber die Immunant-
wort klinisch gesunder Pferde unterschiedlichen Alters und Geschlechts sowie unterschiedlicher Ras-
sezugehorigkeit und Exposition im jahreszeitlichen Verlauf zu erlangen. Zu diesem Zweck wurden die
Blutproben des Pferdebestands mittels eines IFAT, eines Immunblot und zweier ELISA untersucht.
Ferner wurde die Pravalenz von B. burgdorferi s.l. in Zecken des Gestilitsgeldandes mittels PCR be-
stimmt. Die widersprichlichen Resultate der serologischen Untersuchungen wichen erheblich von
der diagnostischen Realitdt ab und lieSen keine gesicherten Aussagen Uber die Immunantwort der
Pferde zu. Sie untermauern mehrheitlich, dass die bisher verwendeten Testsysteme und Auswer-
tungskriterien tendenziell viele positive Ergebnisse anzeigen, die als nicht aussagekraftig fiir eine
abschlieRende Befunderhebung gewertet werden missen.

Aus diesem Grund war das iibergeordnete Ziel dieser Dissertation die Uberpriifung der diagnosti-
schen Eignung der in der vorausgegangenen Arbeit eingesetzten Untersuchungsmethoden. Da die
gegenwartige Empfehlung zur serologischen Diagnostik der Lyme-Borreliose sowohl in der Human-
als auch der Tiermedizin das Prinzip des Zweistufentests vorsieht (Wilske et al., 2007; Bayerisches
Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, 2008; Robert-Koch-Institut, 2013), wurden
die Ergebnisse des Immunblots und eines ELISA einer kritischen Betrachtung unterzogen. Dabei wur-
de im Friihjahr 2015 eine Subgruppe, deren Blutproben bereits 2007 mit diesen beiden Testsystemen
untersucht worden sind, erneut mittels eines weiteren Immunblots untersucht. Die Ergebnisse wur-
den gegenlibergestellt und miteinander verglichen, um so eine Aussage Uber die diagnostische Wer-
tigkeit treffen zu kénnen.



2 Literaturiibersicht
2.1 Zur Geschichte der Lyme-Borreliose

Die Atiologie der Lyme-Borreliose wurde erst in den siebziger Jahren des vergangenen Jahrhunderts
geklart, obgleich Erstbeschreibungen von Erkrankungsfallen erheblich weiter zuriickdatieren. Schon
Ende des 18. Jahrhunderts berichtete Buchwald von diffusen, idiopathischen Hautatrophien (Buch-
wald, A., 1883), die Herxheimer und Hartmann einige Jahre spéater als Acrodermatitis chronica atro-
phicans bezeichneten (Herxheimer und Hartmann, 1902). Im Jahr 1909 wurde erstmals die soge-
nannte Wanderrote, das Erythema migrans, von Afzelius erwahnt, der einen Zusammenhang zwi-
schen Zeckenstich und nachfolgender Erkrankung herstellte (Afzelius, A., 1910). Bafverstedt be-
schrieb 1943 die Lymphadenosis cutis benigna bzw. das Lymphozytom (Bafverstedt, B., 1943).

Im Jahr 1975 erkrankten Einwohner in der Umgebung des Ortes Lyme im Bundesstaat Connecticut
(USA) gehauft an Arthritiden. Da diese Symptomatik hauptsachlich bei Kindern festgestellt wurde,
vermuteten die behandelnden Arzte eine ,juvenile rheumatoide Arthritis”, die sogennante Still’sche
Krankheit. Besorgt Uber die steigende Zahl an Erkrankungen und die unsichere Diagnose wandten
sich betroffene Mitter an die Gesundheitsbehérde und forderten eine genaue Untersuchung. Ver-
folgt wurde der Fall von dem Rheumatologen Allen C. Steere, der die Symptome der Patienten nicht
mit dem klassischen Bild der diagnostizierten Erkrankung in Verbindung bringen konnte und dem
Krankheitsgeschehen aus diesem Grund einen neuen Namen gab: Lyme-Arthritis (Steere et al., 1977).

Er befasste sich eingehend mit erkrankten Personen und stellte fest, dass sich einige Patienten an
eine ringformige Rotung erinnerten, die Wochen vor Beginn der Gelenkbeschwerden rund um einen
vermeintlichen Insektenstich auftrat. Manche der Befragten berichteten sogar von einem Zecken-
stich. Auffallend am Verlauf der Krankheit waren ferner Berichte lber spater auftretende neurologi-
sche und kardiologische Beschwerden. Steere sprach fortan von der ,Lyme disease” (Steere et al.,
1977). Der vermeintliche Vektor der Erkrankung war damit gefunden, der Erreger jedoch noch nicht.
Auf der Suche nach Viren und Rickettsien als vermuteten Erregern entdeckten Steere und Mitarbei-
ter 1980 in einer Vergleichsstudie an Erythema-migrans-Patienten die Penicillinempfindlichkeit des
Erregers. Nicht nur Hautrétungen heilten bei mit Penicillin behandelten Patienten im Vergleich zu
unbehandelten Patienten rascher ab, sondern auch Folgeerkrankungen blieben signifikant haufiger
aus (Steere et al., 1980).

Die Aufklarung gelang Willy Burgdorfer (Montana, USA) 1981, als er bei der Untersuchung von Ze-
cken der Art Ixodes dammini auf Rickettsien im Darm zweier weiblicher Exemplare auffallend lange
Spirochéaten fand, die er spater auch aus weiteren Zecken bzw. anderen Zeckenarten isolieren konn-
te. Nach gelungener Anziichtung und Antigengewinnung durch Barbour und Burgdorfer wurde der
endgiltige Nachweis des Erregers der Lyme-Borreliose erbracht. Patientenseren reagierten im Im-
munfluoreszenztest positiv mit aus Zecken isolierten Spirochaten (Burgdorfer et al., 1982). Nachfol-
gende klinische und epidemiologische Studien bestatigten das weltweite Auftreten von Infektionen
mit Borrelia burgdorferi - auch bei verschiedenen Tierarten unter anderem bei Equiden (Lissmann et
al., 1984).



2.2 Borrelia burgdorferi

2.2.1 Taxonomie

Borrelien sind gram-negative Bakterien, die zur Ordnung Spirochaetales gehdren, welche in die Fami-
lien Spirochaetaceae und Leptospiraceae unterteilt werden (siehe Tabelle 1). Erstere beinhaltet die

Gattung Borrelia, benannt nach dem franzésischen Bakteriologen Amédée Borrel.

Tabelle 1: Systematische Stellung der Gattung Borrelia

Reich
Ordnung
Familie

Gattung

Procaryonta

Spirochaetales

Spirochaetaceae Leptospiraceae
Spirochaeta Leptospira
Cristispira Leptonema
Treponema Turneria
Borrelia

Serpulina

Brachyspira

Brevinema

Die Speziesbezeichnung Borrelia burgdorferi erhielt der Erreger 1984 nach seinem Entdecker Willy
Burgdorfer. Seit der ersten Isolierung 1981 wurden weltweit sowohl genotypisch, als auch phanoty-
pisch unterschiedliche Borrelienisolate differenziert. Im Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l.)-Komplex
(siehe Tabelle 2) werden auf der Basis molekulargenetischer Analysen derzeit 19 Genospezies zu-

sammengefasst (Stanek und Reiter, 2011; Rudenko et al., 2011; Casjens et al., 2011).

Wahrend die Humanpathogenitat der Genospezies B. burgdorferi s.s., B. garinii, B. afzelii und

B. bavariensis nachgewiesen wurde (Baranton et al., 1992; Canica et al., 1993, Markowicz et al.,
2015) und Borrelia spielmanii aus friihen Hautmanifestationen (Erythema migrans) isoliert werden
konnte (Maraspin et al., 2006; Fingerle et al., 2008), ist bis heute unklar, ob die ebenfalls in Europa
vorkommenden Genospezies B. valaisiana, B. lusitaniae und B. bissettii auch potentielle Erreger der
Lyme Borreliose sind. Gleichwohl wurden sie mehrfach aus Patientenproben isoliert (Wang et al.,
1997; Le Fleche et al., 1997; Postic et al., 1998).
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Tabelle 2: Genospezies des B. burgdorferi sensu lato-Komplexes

B.

B.

B.

B.

B.

Genospezies

burgdorferi s.s.

garinii

afzelii

B. japonica

andersonii

. tanukii

. turdi

. valaisiana

. lusitaniae

. bissettii

. Sinica

. spielmanii

. yangtze

. californiensis

. americana

. carolinensis

. bavariensis

kurtenbachii

B. finlandensis

Humanpathogenitat

ja

ja

ja

nein

nein

nein

nein

unklar

unklar

unklar

nein

ja

nein

nein

nein

nein

ja

nein

nein

Vorkommen

Europa, Asien, USA

Europa, Asien

Europa, Asien

Asien

USA

Asien

Asien, Europa

Europa, Asien

Europa, Nordafrika

USA, Europa

Asien

Europa

Asien

USA

USA

USA

Europa

USA

Finnland

Erstbeschreibung

Baranton et al., 1992

Baranton et al., 1992

Baranton et al., 1992

Kawabata et al., 1993

Marconi et al., 1995

Fukunaga et al., 1996 a

Fukunaga et al., 1996 a

Wang et al., 1997

Le Fleche et al., 1997

Bissett and Hill, 1987;

Postic et al., 1998

Masuzawa et al., 2001

Richter et al., 2006

Chu et al., 2008

Postic et al., 2007

Rudenko et al., 2009 a

Rudenko et al., 2009 b

Margos et al., 2009

Margos et al., 2010

Casjens et al., 2011

11




2.2.2 Morphologie

Borrelien sind helikale Stabchenbakterien mit 4 bis 10 Windungen um die Langsachse. lhre Lange
betragt 10 bis 30 um bei einem Durchmesser von 0,2 bis 0,25 um. Der Aufbau (siehe Abbildung 1)
gliedert sich typischerweise in drei Kompartimente:

Der zentral befindliche Protoplasmazylinder enthdlt neben einem linearen Chromosom (bestehend
aus Uber 900.000 Basenpaaren) auch mindestens 17 lineare und zirkulare Plasmide (mit Gber 500.000
Basenpaaren) sowie Kernstrukturen und Ribosomen (Fraser et al, 1997). Die trilamindre Membran
wird aus der doppelschichtigen Zytoplasmamembran (innere Membran), welche den Protoplasmazy-
linder umhdiillt, und einer duBeren Membran gebildet, wodurch der periplasmatische Raum entsteht.
In diesem liegen die 7 bis 11 (selten auch bis zu 30) Endoflagellen (Achsialfibrillen), die an den Polen
inserieren und entlang der Langsachse des Protoplasmazylinders verdrillt sind (Barbour and Hayes,
1986). Durch Kontraktionen (vergleichbar mit Muskelfibrillen) ermdéglichen sie den Borrelien eine
selbstandige, schraubenférmige Bewegung. Die dullere Membran ist schliefllich von einer wasserlos-
lichen Mukoidschicht (S-layer, surface-layer) bedeckt (Weber and Burgdorfer, 1993).

Borrelia burgdorferi

Querschnitt
Langsschnitt durch

das Ende einer Borrelienzelle

Aussere Membran
Flagellen

Periplasmatischer Spalt

Zellwand

Cytoplasma-Membran ee————

C\f‘toplasma/

Endoflagellen (innere Geisseln)

— 100nm

Abbildung 1: Zellanatomie und Querschnitt von Borrelia burgdorferi
(Quelle: Rossle, Wanner, Wilke, 2001).

2.2.3 Antigenstruktur

Die Antigene von Borrelia burgdorferi s.l. kénnen mittels SDS-Page entsprechend ihres Molekularge-
wichts (siehe Tabelle 3) aufgetrennt und anhand eines GroRenmarkers bestimmt werden. lhre Be-
zeichnung setzt sich aus dem Buchstaben ,,p“ (fiir Protein) und ihrem entsprechendem Molekularge-
wicht in Kilodalton zusammen (z.B. p39). Einige Proteine haben aufgrund ihrer Funktion oder Lokali-
sation Eigennamen.
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Die immunologisch bedeutsamsten Oberflachenantigene oder ,outer surface proteins” (Osp) von

B. burgdorferi bilden eine Fraktion heterogener Lipoproteine, die aufgrund ihres Molekulargewichts
in die Gruppen OspA bis OspF eingeteilt wurden. Das Molekulargewicht von OspC liegt im Bereich
von 22 bis 24 Kilodalton, das von OspA im Bereich von 31 bis 33 Kilodalton. Insbesondere innerhalb
der humanpathogenen Genospezies (B. burgdorferi s. s., B.afzelii, B. garinii und B. valaisiana) wurde
flr OspA und OspC eine ausgesprochene Heterogenitat nachgewiesen (Wilske et al., 1992,1993; Jau-
ris-Heipke et al., 1995). Fiir OspA wurden zunichst 7 verschiedene Serotypen definiert, die eng mit
der genetischen Spezies-Klassifikation korrelieren (Wilske et al., 1993). OspA-Serotyp 1 entspricht der
Spezies B. burgdorferi s.s., OspA-Serotyp 2 der Spezies B. afzelii und die OspA-Serotypen 3-7 der Spe-
zies B. garinii, fiir die spater noch ein zusétzlicher Serotyp 8 definiert wurde (Baranton et al., 1992;
Wilske et al., 1996). Diese Unterschiede sind fiir die Diagnostik von groRer Bedeutung, da die ver-
schiedenen OspA-Serotypen mit unterschiedlichen klinischen Manifestationen beim Menschen asso-
ziiert werden (Wilske et al., 1993; van Dam et al., 1993). So sollen Lyme-Arthritiden vornehmlich bei
Infektionen mit B. burgdorferi s. s. entstehen. Letztere sollen ebenso wie Infektionen mit

B. garinii auch an der Entstehung der Neuroborreliose beteiligt sein. Flir Hautmanifestationen wie die
Acrodermatitis atrophicans werden hingegen vor allem Infektionen mit B. afzelii verantwortlich ge-
macht (Balmelli and Piffaretti, 1995).

Bislang wurden 22 OspC Serotypen identifiziert (Brisson and Dykhuizen, 2004). Wahrend OspA, das
der Adhdasion der Borrelien im Vektor dient, im Darm nichterner Zecken exprimiert wird, wird das
Lipoprotein OspC wahrend der Blutmahlzeit gebildet (Fingerle et al., 1995; Pal et al., 2000; Fingerle et
al., 2002; Pal et al., 2004). Die Konzentration an OspC nimmt zu, wenn die Spirochdten den Zecken-
mitteldarm verlassen und in die Speicheldriisen eindringen. Pal und Mitarbeiter stellten fest, dass
OspC-defizienten Borrelien die Fahigkeit fehlt, in die Speicheldriisen von Zecken einzuwandern. So-
mit scheint OspC eine wichtige Rolle beim Ubertragungsprozess vom Vektor auf den Wirt zu spielen
(Pal et al., 2004).

Ein weiteres flir den Infektionsprozess bedeutendes Oberflachenlipoprotein, dessen Synthese eben-
falls durch den Saugakt reguliert wird und dessen Aktivierung bei der Ubertragung auf den Wirt statt-
findet, ist das plasmidcodierte VISE (variable major protein) (Salyers and Witt, 2002; Fischer et al.,
2003; Liang et al., 2004). Das Molekulargewicht dieses Proteins betrdgt etwa 66 Kilodalton. Bykowski
und Mitarbeiter demonstrierten in einer Untersuchung, dass VISE in verschiedenen Gewebetypen
unterschiedlich stark exprimiert wird (Bykowski et al., 2006). AuRerdem wird vermutet, dass dieses
Protein aufgrund der kombinatorischen Antigenvariation als ,,immune escape“—Mechanismus, we-
sentlich zur Persistenz von B. burgdorferi s.l. im infizierten Sdugerorganismus beitragt (siehe Kapitel
2.2.4).

Als ,,Protein im 100 kD-Bereich” (Wilske et al., 1992) oder auch p83/100-Protein (Rossler et al., 1995)
wird ein Protein des protoplasmatischen Zylinders (Luft et al., 1992) bezeichnet, dessen Molekular-
gewicht eine grofle Variabilitdat von 83 bis 100 kD aufweist. Es ist hochspezifisch fur B. burgdorferi
sensu lato und hat damit eine wichtige diagnostische Bedeutung. (Bruckbauer et al., 1992). Einige
Autoren sprechen ihm eine mogliche Rolle als Marker-Antigen im Spatstadium der Lyme Borreliose
zu, da bei Seren von Patienten mit klinischen Anzeichen einer chronischen Borrelieninfektion im Im-
munblot sehr haufig Antikbrperreaktionen auf p83/100 zu beobachten waren (Zoller et al., 1991; Ma
et al., 1992). Uber die Funktion dieses immundominanten Proteins ist nur wenig bekannt. Es wird
angenommen, dass es zur Immunevasion beitrdgt (siehe Kapitel 2.2.4). Da es bei Aufreinigungsschrit-
ten von Borrelienproteinen oft mit dem flagellenassoziierten p41 in derselben Proteinfraktion nach-
gewiesen wurde, wird davon ausgegangen, dass es in Assoziation zu diesem Protein im Protoplasma-
zylinder lokalisiert ist und der Verankerung der Flagellen dient (Volkmann et al., 1991).
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Neben den oben genannten Proteinen, OspA, OspC und p83/p100 ist auch das 39 kD-Antigen (BmpA)
diagnostisch relevant (Simpson et al., 1990). Dieses membranassoziierte und immundominante Pro-
tein hat vermutlich eine wichtige Bedeutung flir den Metabolismus der Borrelie (Shin et al., 2004)
und spielt anscheinend eine bedeutende Rolle bei der Entstehung einer Lyme-Arthritis (Pal et al.,
2007).

Das flagellenassoziierte p41-Antigen induziert eine sehr friihe Immunantwort, bis spatestens finf
Wochen nach der Infektion (Berg et al., 1991). Die Bedeutung dieses Proteins fiir die Diagnostik wird
unterschiedlich bewertet. Bruckbauer und Mitarbeiter zdahlen p41 zu den am besten geeigneten An-
tigenen fir die Serodiagnostik trotz ausgepragter Kreuzreaktionen mit Riickfallfieber-Borrelien und
schwacher Kreuzreaktionen mit anderen verwandten Bakterien wie z. B. Treponemen (Wilske et al.,
1990; Bruckbauer et al., 1992). Aufgrund der genannten Kreuzreaktionen schatzen Zéller und Mitar-
beiter die diagnostische Relevanz trotz der intensiven Immunantwort gering ein (Zoller et al., 1993).
Das auf dem linearen Chromosom lokalisierte, fiir p41 kodierende Gen wird zur phylogenetischen
Differenzierung der Borreliengenospezies genutzt (Fukunaga et al., 1996 b).

Ein weiteres immundominantes Protein stellt das Lipoprotein p17 dar. Das aufgrund seiner Lokalisa-
tion auf der Oberflache der duBeren Membran der Borrelienzelle auch als Ospl7 bezeichnete Lip-
oprotein (auch ,,Decorin binding protein A“, DbpA oder wegen des nicht einheitlichen Molekularge-
wichts p18 genannt) ist Gberwiegend erst zu einem spaten Zeitpunkt bei chronischem Infektionsver-
lauf nachweisbar (Jauris-Heipke et al., 1999).

Ein weiteres outer surface Protein ist das p58. In Immunblotversuchen konnte nachgewiesen wer-
den, dass sich dieses Protein klar von dem nachfolgend beschriebenen p60 abtrennt und als homolo-
ges Protein in den drei humanpathogenen Genospezies B. burgdorferi s.s.,B. afzelii und B. garinii
vorkommt (Hauser et al., 1997). Das auch als ,common-antigen“ (CA) bezeichnete 60-kD-Protein ist
ebenfalls immundominant, eignet sich aufgrund seiner breiten Kreuzreaktivitat, z.B. mit Pseudomo-
nas aeruginosa und Treponema pallidum jedoch nicht zur Diagnostik (Hansen et al., 1988; Bruck-
bauer et al., 1992).

Tabelle 3: Bezeichnung und Molekulargewicht von Borrelienantigenen

Bezeichnung des Antigens Molekulargewicht (kDa)
pld 14
pl7 17-18
OspE 19,3
p21 21
OspC 22-24
OspF 26,1
OspD 28
p30 30
OspA 31-33
OspB 34-36
p39 39
p4l 41
p43 43
p58 58
VISE p66 66
HSP60, HSP75 60-75
p83/p100 83-100
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2.2.4 Pathogenitdtsmechanismen

Borrelia burgdorferi verfiigt iber Mechanismen der Adhdasion, Invasion, Persistenz und Immunevasi-
on, die der Etablierung, Vermehrung und Ausbreitung des Erregers im Wirt dienen. Diesen Eigen-
schaften ist teilweise auch der eingeschrankte therapeutische Zugang geschuldet. Bis heute sind
nicht alle Pathogenitdatsmechanismen vollstandig aufgeklart.

Borrelien wandern im Verlauf der Infektion in verschiedene Gewebe des Wirtsorganismus ein, um
sogenannte immunprivilegierte Nischen zu besiedeln, wo sie vor dem Angriff des Immunsystems
geschiitzt sind. Dazu zahlen Gelenke, Augen und das Zentralnervensystem, da sie extrazellulare Flis-
sigkeiten (synoviale und cerebrospinale) beinhalten, die nicht durch die allgemeinen Lymphbahnen
zirkulieren (Coyle, 1993; Liang et al., 2002; Embers et al., 2004). Mehrere Untersuchungen haben
gezeigt, dass Borrelien fahig sind, an unterschiedlichen Zelltypen zu haften, wie z.B. Thrombozyten
(Coburn et al., 1993), Lymphozyten (Dorward et al., 1997), Fibroblasten (Klempner et al., 1993),
epitheliale Zellen (Hechemy et al., 1992) und endotheliale Zellen (Szezepanski et al., 1990).Fir die
Adhédrenz der Spirochdten an die unterschiedlichen Wirtszellen (Greene et al., 1998) scheint das
BmpA-Protein eine bedeutende Rolle zu spielen (Verma et al., 2009).

In vitro Studien wiesen eine intrazelluldre Lokalisation von B. burgdorferi in verschiedenen Zelltypen
wie Endothelzellen (Comstock and Thomas, 1991; Ma et al., 1991), Fibroblasten (Klempner et al.,
1993) und Synovialzellen (Girschick et al., 1996) nach. Auch in Muskelzellen und Kollagenfasern von
Mauseherzen konnten mittels Elektronenmikroskopie Spirochdten nachgewiesen werden (Pachner et
al., 1995).

Zu den immunevasiven Mechanismen von B. burgdorferi, welche die Persistenz im Wirtsorganismus
ermoglichen, zahlt insbesondere die Fahigkeit zur Antigenvariation. Das VIsE-Antigen enthalt dafir
neben sechs nicht variable Domanen (IR1¢), von denen IRs in Lyme-Borreliose-Patienten immundo-
minant ist (Liang et al., 1999) einen nach auRRen weisenden hochvariablen Anteil, welcher der Veran-
derung der Oberflachenstruktur dient.

Scott Hefty und Mitarbeiter fiihren die Heterogenitdt der Oberflachenproteine allgemein nicht nur
auf temporire Anderungen der Antigenexpression, sondern auch auf Modulationen der Oberfldchen-
lipoproteine zuriick. Sie vermuten, dass Borrelien Regulationmechanismen besitzen, welche die An-
ordnung der Lipoproteine im Infektionsverlauf zeitlich und raumlich verandern, und damit zu persis-
tierenden Infektionen der Wirte beitragen (Scott Hefty et al., 2002).

Das Protein p83/p100 besitzt dagegen Struktureigenschaften, die denen eukaryotischer Zellen 3h-
neln, so dass ein Imitationseffekt entsteht, welcher ebenfalls zur Immunevasion beitragt (Rossler et
al., 1995).

In Studien an Mausen entdeckten amerikanische Wissenschaftler, dass Borrelien ein Zeckenspeichel-
protein (Salp 15) bei der Infektion der Mause nutzen. Uber das Oberflichenprotein OspC wird Salp 15
an B. burgdorferi gebunden, wodurch ein Schutz vor der Immunabwehr des infizierten Organismus
resultiert (Ramamoorthi et al., 2005). Ein weiterer Mechanismus der Immunevasion besteht in der
Fahigkeit von B. burgdorferi, wirtseigene Komplementregulatoren (FHL-1/reconectin und Factor H)
an die Zelloberflache zu binden (Kraiczy et al., 2001).

Ferner konnte beobachtet werden, dass Borrelien in ungesaugten Zecken OspA produzieren, nicht
aber OspC (siehe Kapitel 2.2.3). Wahrend der Infektion von Saugetieren verdndert sich aufgrund der
veranderten Genexpression die Oberflache der Borrelien, welche nun OspC und nur wenig oder gar
kein OspA enthélt (Schwan et al., 1995).
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Dorward und Mitarbeiter beobachteten (iberdies einen zytopathischen Effekt nach der aktiven Inva-
sion von B. burgdorferi in B- und T-Lymphozyten, der zur Zerstérung dieser Zellen fiihrte (Dorward et
al., 1997).

2.3 Vektor

2.3.1 Taxonomie und Biologie

Die in Mitteleuropa haufigste Zeckenart, Ixodes ricinus (siehe Abbildung 2 und Tabelle 4), die im
deutschen Sprachgebrauch als ,gemeiner Holzbock” bezeichnet wird, ist zugleich der Hauptiibertra-
ger von B. burgdorferi s.l. In den USA und im eurasischen Raum sind hingegen Ixodes scapularis (vor-
mals I. dammini) bzw. Ixodes persulcatus die bedeutendsten Vektoren des Erregers der Lyme-
Borreliose.

Larve

Nymphe
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weibliche Adulte

mannliche Adulte

Abbildung 2: Entwicklungsstadien von Ixodes ricinus
(Quelle: Archiv des Instituts fiir Vergleichende Tropenmedizin und Parasitologie der LMU Miinchen)

Tabelle 4: Taxonomie von Ixodides ricinus

Stamm Arthropoda (Gliederfussler)
Klasse Arachnida

Ordnung Acarina (Acari) (Milben)
Familie Ixodidae (Schildzecken)

Art Ixodes ricinus

Begriindet auf der hohen Anpassungsfahigkeit und Widerstandsfahigkeit gegen wechselhafte Um-
weltbedingungen (Eurydkie) findet Ixodes ricinus eine weite Verbreitung, wobei in Deutschland vor
allem Nadelwalder, Laub- und Mischwaldbestande mit viel Unterholz und einer dichten Krautzone
den Zecken geeignete Habitate bieten. Offene, ausreichend feuchte Gebiete mit Stauden, Farnkraut
und Biischen sind auch ohne Baumbestand als Lebensraum geeignet (Liebisch und Liebisch, 2003).
Dabei betragt die bendtigte relative Luftfeuchte mindestens 70-80 %. Ab einer Hohenlage von 1.500
Metern tGber Normalnull werden kaum noch Zecken gefunden.
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Die saisonale Aktivitat von Ixodes ricinus beginnt bei Tagestemperaturen um 10 °C und reicht somit
etwa von Marz bis November. Aktivitatsspitzen wurden bei den adulten Zecken im Frihsommer (Ap-
ril bis Juni) und Herbst (September und Oktober) beobachtet. Dadurch erklart sich die in der Regel
zweigipflige Saisondynamik, die jedoch in Abhangigkeit von den mikroklimatischen Bedingungen
auch unimodal verlaufen kann (Kahl, 1994). Im tageszeitlichen Verlauf sind die Zecken wiederum in
Abhangigkeit von der Temperatur und Luftfeuchtigkeit besonders in den Morgenstunden sowie am
frihen Abend aktiv.

Wahrend ihrer dreijahrigen Entwicklungszeit (siehe Abbildung 3) entwickelt sich die achtbeinige adul-
te Zecke nach dem Schlupf aus dem Ei tber ein sechsbeiniges Larven- und ein ebenfalls achtbeiniges
Nymphenstadium. Wahrend bei den Larven und Nymphen die Geschlechtséffnungen fehlen, zeigen
die adulten Zecken einen ausgepragten Geschlechtsdimorphismus. Jedes Zeckenstadium bendtigt zur
Weiterentwicklung eine Blutmahlzeit. Adulte Zeckenweibchen legen danach schliefilich ein Gelege
mit 500 bis 3000 Eiern auf dem Boden unter Laub und Grdsern ab und sterben (Rufli und
Mumcuoglu, 1981). Alle Entwicklungsstadien leben euryphag, d. h. sie nutzen eine Vielzahl von un-
terschiedlichen warmbliitigen Wirtstieren, wodurch der Ubertragungszyklus von B. burgdorferi s.|.
beglinstigt wird (Anderson, 1988; Gern et al., 1998).

Larva feeds on host No. 1

il

Fully fed larva
drops to ground

Eggs hatch
to larva w

' Host No. 1
m Eggs laid by female Larva moults
to nymph

Fully fed female drops
from host toe ground

Host No. 3

AR

Femaie attaches and Host No. 2 { ! L .~ !!
feeds on host No. 3 )
! - Nymph attaches and
feeds on host No. 2
%

Nymph moults to adult

The relative size of the animals approximates their significance as hosis
for the different tick life cycle stages in a typical woodland habitat.

Abbildung 3: Entwicklungszyklus von Ixodes ricinus

(Quelle: EUCALB (European Concerted Action on Lyme Borreliosis):
The Tick: Life Cycle (2013), URL: http://www.eucalb.com (Stand: 22.07.2013))
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2.3.2 Wirtsfindung und Stechakt

Die Wirtssuchaktivitat findet je nach Entwicklungsstadium auf unterschiedlichen Vegetationsebenen
statt. Larven bleiben dabei auf die bodennahe Vegetation begrenzt. Nymphen und adulte Zecken
steigen auf der Suche nach einem geeigneten Wirt bis zu einer Hohe von ca. 50 cm bzw. bis zu

1-1,5 m in der Kraut- und unteren Strauchschicht empor, wo sie an der Spitze von Blattern oder
Grashalmen mit abgespreiztem ersten Beinpaar verharren. Mit Hilfe des Haller'schen Organs, wel-
ches in einer Sinnesgrube beiderseits an den Tarsen des ersten Beinpaares lokalisiert ist, werden so
mechanische, thermische und chemische Reize aufgenommen.

Wird ein Wirt aufgrund der Wahrnehmung einer erhéhten Kohlendioxid- bzw. Ammoniakkonzentra-
tion, von Bodenerschiitterungen oder Temperaturerhéhungen geortet, klammert sich die Zecke beim
Vorbeistreifen des Wirts an diesem fest bzw. |asst sich auf diesen fallen (Sonenshine, 1991; Liebisch
und Liebisch, 2003; Eckert et al., 2008). Nach dem Aufsuchen einer geeigneten Stichstelle - beim Tier
oft fein behaarte bzw. haarlose Kérperregionen mit vergleichsweise diinner Haut - wird die Haut mit
Hilfe der paarigen Cheliceren aufgeritzt und das mit Widerhaken besetzte Stechorgan (Hypostom) in
die gesetzte Wunde versenkt (Jettmar, 1957; Rufli und Mumcuoglu, 1981; Kahl 1994; Stanek und
Hofmann, 1994). Der Halteapparat, mit dem sich die Zecke wahrend des Saugaktes fest im Wirt ver-
ankert, besteht aus den Cheliceren, dem mit einer Reihen von Widerhaken besetzten Hypostom so-
wie der sogenannten Zementsubstanz, die in den Speicheldriisen gebildet und lber das Hypostom
abgesondert wird. Mittels dieser schnell hartenden Substanz wird das Hypostom mit den Wundran-
dern verkittet.

Aufgrund der mit dem Zeckenspeichel in die Stichwunde abgesonderten lokal anasthetischen und
antiinflammatorischen Komponenten werden Zeckenstiche oft spat oder gar nicht bemerkt (Rufli und
Mumecuoglu, 1981). Vom Befall des Wirtes bis zum Stechakt kénnen bis zu 12 Stunden vergehen. Die
Dauer des Saugaktes ist vom Entwicklungsstadium der Zecke abhangig. So saugen Nymphen vier bis
sechs Tage und adulte Zecken sechs bis acht Tage. Weibliche Adulte sind dabei in der Lage, das 100 —
bis 200-fache ihres Kérpergewichtes aufzunehmen. In der ersten Phase des Saugvorganges kommt es
zu intensiven Wachstumsvorgangen an Kuticula und Mitteldarmepithel, welche zusatzlich in den
letzten 12 bis 24 Stunden gedehnt werden (Mehlhorn und Piekarski, 1998; Eckert et al., 2008).

2.3.3 Ubertragung

Wahrend des Saugaktes an einem infizierten Wirt werden Borrelien mit der KorperflUssigkeit aufge-
nommen. Eine Vermehrung der Erreger findet im Mitteldarm der Zecke statt, wo sie auch persistie-
ren. Das nachste Entwicklungsstadium der Zecke Ubertragt die Borrelien wiederum beim Saugvor-
gang auf einen neuen Wirt. Um mit dem Zeckenspeichel in das Gewebe des Wirtes gelangen zu kén-
nen, passieren die Borrelien vor der Ubertragung im Verlauf des Saugaktes die Darmwand und wan-
dern lber die Himolymphe in die Speicheldriise ein (Piesman et al., 2001). Einen zweiten Mechanis-
mus der Erregerlibertragung stellt die Regurgitation von Mitteldarmsekret der Zecke in die Stich-
wunde dar (Burgdorfer, 1984; Burgdorfer et al., 1989).

Obwohl neben der horizontalen Ubertragung auch die Méglichkeit der transovariellen Ubertragung
postuliert wurde (Kahl, 1991; Zhioua et al., 1994; Wolf, 1996), scheint dies neueren Erkenntnissen
zufolge nicht bzw. nur zu einem geringen Prozentsatzvorzukommen, die Studien zu diesem Thema
wurden an Ixodes persulcatus durchgefiihrt (Nefedova et al., 2004).
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2.3.4 Reservoirwirte

Ixodes ricinus weist eine sehr geringe Wirtsspezifitat auf, wobei tiber 300 Reptilien-, Vogel- und Sau-
getierarten parasitiert werden. Die drei Entwicklungsstadien der Zecke sind nach ihrem jeweiligen
Aktionsradius gehaduft an unterschiedlichen Wirtstiergruppen zu finden: Larven sind oft an Kleinsau-
gern zu finden, die sich dichter am Boden aufhalten. Dazu zdhlen in Mitteleuropa vor allem die Gelb-
halsmaus (Apodemus flavicollis), die Waldmaus (Apodemus sylvaticus) die Rotelmaus (Clethrionomys
glareolus), sowie andere Maus- und Spitzmausarten (Huegli et al., 2002; Hanincova et al., 2003).

Auch an Eidechsen kann man Larven von Ixodes ricinus entdecken. Nymphen werden ferner auf et-
was grofReren Saugern, wie Eichhérnchen (Sciurus vulgaris), Marder (Mustelidae) und Igel (Erinaceus
europaeus) sowie auf Vogeln, die sich haufiger in Bodenndhe aufhalten, gefunden. Hierunter zdhlen
besonders groRere Vogelarten wie z.B. Amsel (Turdus merula), Singdrossel (Turdus philomelos) und
Eichelhdher (Garrulus glandarius) (Walter und Liebisch, 1980). Wie die adulten Zecken parasitieren
aber auch Nymphen an diversen grofReren Wildtieren, in silvatischen Gebieten vorwiegend beim
Rehwild (Capreolus capreolus) und Rotwild (Cervus elaphus). Mensch und Haustiere werden ebenfalls
von den beiden letztgenannten Entwicklungsstadien befallen (Gray et al., 1999; Eckert et al., 2008).

Die Lyme Borreliose ist eine typische Naturherdinfektion: B. burgdorferi zirkuliert zwischen dem Vek-
tor und den Wildtieren als Reservoirwirte. Fir Mensch und Haustier nimmt das Risiko einer Infektion
mit der Haufigkeit des Kontakts zum Habitat des Vektors bzw. Reservoirs zu. Davon sind neben Hau-
stieren mit Weidehaltung aufgrund der groRflichigen Uberschneidung der Lebensrdume auch Men-
schen und Haustiere im urbanen Raum betroffen, wohin viele der 0.g. Reservoirwirte ihre Habitate
ausgedehnt haben.
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2.4 Lyme-Borreliose
2.4.1 Geographische Verbreitung/Epidemiologie

Die Lyme-Borreliose ist die am haufigsten durch Zecken Ubertragene Infektionskrankheit auf der
nordlichen Hemisphare. Das Vorkommen der Lyme-Borreliose in Europa deckt sich mit dem Verbrei-
tungsgebiet von Ixodes ricinus und Ixodes persulcatus (Osteuropa), in den USA und in Asien mit dem
Verbreitungsgebiet des Vektors Ixodes scapularis bzw. Ixodes persulcatus (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: Verbreitung der Lyme-Borreliose in der Welt

(Quelle: Fingerle,Nationales Referenzzentrum Borrelien, Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit und
Lebensmittelsicherheit (2008),
URL:http://www.lgl.bayern.de/gesundheit/infektionsschutz/infektionskrankheiten a z/borreliose/ly
me_epidemiologie.htm (Stand: 22.07.2013))

Laut dem Robert-Koch-Institut ist von einer Infektionsgefahrdung in allen Teilen Deutschlands auszu-
gehen, allerdings fehlen flachendeckende epidemiologische Untersuchungen deutschlandweit wird
die Pravalenz von B. burgdorferi s.l. in Zecken auf 5 — 35 % geschatzt. Dabei sind durchschnittlich
etwa 20 % der adulten Zecken, etwa 10 % der Nymphen und bis zu 1 % der Larven mit Borrelien infi-
ziert (Quelle: Robert-Koch-Institut (2013), URL:
http://www.rki.de/DE/Content/Infekt/EpidBull/Merkblaetter/Ratgeber LymeBorreliose.html?nn=23
74512#d0oc2398672bodyText2 (Stand: 22.07.2013)).

Zur Inzidenz der Lyme-Borreliose des Menschen gibt es in Deutschland nur grobe Schatzungen, da
bislang nur in Berlin, Brandenburg, Mecklenburg-Vorpommern, Rheinland-Pfalz, Saarland, Sachsen,
Sachsen-Anhalt und Thiringen eine Meldepflicht auf der Basis von Landerverordnungen besteht.
Meldepflichtige Manifestationen der Lyme-Borreliose sind das Erythema migrans, die friihe Neuro-
borreliose und die akute Lyme-Arthritis. In 2009 betrug die jahrliche Inzidenz in den neuen Bundes-
landern 34,7 Meldefalle pro 100.000 Einwohner. Ergebnisse von zwei bevolkerungsbezogenen pros-
pektiven Kohortenstudien in Stiddeutschland zeigten Jahresinzidenzen zwischen 111 und 260 Erkran-
kungen pro 100.000 Einwohner (Hassler et al., 1992; Huppertz et al., 1999). Die Zahl der Neuerkran-
kungen pro Jahr in Deutschland wird auf 50.000 bis 100.000 geschatzt

(Quelle: Robert-Koch-Institut (2012),
URL:http://www.rki.de/DE/Content/Infekt/EpidBull/Archiv/2012/Ausgaben/14 12.pdf? blob=publi
cationFile (Stand: 22.07.2013)).
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Laut dem Nationalen Referenzzentrum fiir Borrelien gibt es auch fiir Europa kaum offizielle Zahlen
zur Haufigkeit des Auftretens der Lyme-Borreliose, da nur in einigen Staaten Meldepflicht fiir diese
Zoonose besteht. Schatzungen der Inzidenz liegen bei 16 bis 140 pro 100.000 Einwohner

(Quelle: Fingerle, Nationales Referenzzentrum Borrelien,

Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (2008), URL:
http://www.lgl.bayern.de/gesundheit/infektionsschutz/infektionskrankheiten a z/borreliose/lyme
epidemiologie.htm (Stand: 22.07.2013)).

2.4.2 Lyme-Borreliose des Menschen
2.4.2.1 Krankheitsverlauf

Unter dem Begriff Lyme-Borreliose werden gemald der Festlegung, die im Jahr 1985 in Wien auf dem
»,Second International Symposium on Lyme Disease and Related Disorders” getroffen wurde, alle
durch Infektionen mit B. burgdorferi s.l. verursachten klinischen Manifestationen des Menschen sub-
sumiert. Demnach ist die Lyme-Borreliose des Menschen eine multisystemische Erkrankung, welche
Verlaufe einer milden Lokalinfektion bis hin zu einer chronisch-persistierenden oder progredienten
Infektion nehmen kann.

Uberwiegend manifestiert sich die Erkrankung als lokalisierte Hautinfektion (Erythema migrans). Der
Infektionszeitpunkt ist oft schwer zu bestimmen, weil sich die Patienten nicht an einen Zeckenstich
erinnern kdnnen, oder die klinischen Symptome zunachst nicht mit einer Lyme-Borreliose in Verbin-
dung gebracht werden. Die Angaben zur Inkubationszeit fallen dementsprechend unterschiedlich
aus. Es konnen Tage oder auch Jahre vergehen, bis die ersten Anzeichen einer Borrelien-Infektion
auftreten (Christen, 1987).

Beim Menschen lasst sich der Krankheitsverlauf prinzipiell in drei Stadien (siehe Tabelle 5) einteilen,
die weder von jedem Patienten durchlaufen werden, noch eindeutig voneinander abgrenzbar sind
(Steere, 1989). Die frihen Manifestationen der Lyme-Borreliose, wie das Erythema migrans oder die
akute Neuroborreliose, werden analog zur Zeckenaktivitdat am haufigsten von Frilhsommer bis Herbst
beobachtet; Spatmanifestationen der Lyme-Borreliose weisen keine saisonalen Pravalenz-
Schwankungen auf (Fingerle, 2008).
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Tabelle 5: Stadien des Krankheitsverlaufs beim Menschen

Stadium |

= Tage bis Wochen nach Zeckenstich

= Gekennzeichnet durch das Erythema migrans, die sogenannte ,Wanderrote” (ca. 50%
der infizierten Personen)

= Konzentrische Ausbreitung einer Hautrétung um die Zecken-Einstichstelle herum

= |Lokale Infektion

= Gelegentlich begleitet von Fieber und grippalen Symptomen

= Selten: Lymphadenosis cutis benigna (LCB)

Stadium I

=  Wochen bis Monate nach Zeckenstich

= Neurologische Symptome: aseptische Meningitis, Enzephalitis, Hirnnervenlahmungen
(v.a. Fazialisparesen), Radikuloneuropathien, Meningo-Polyneuritis (Bannwarth-
Syndrom)

= Kardiologische Symptome: Endo-, Myo-, Peri-, Pankarditis (Reizleitungsstérungen)

= Rheumatologische Symptome: Arthritiden, Gelenk- und Muskelschmerzen

Stadium IlI:

= Chronische Form, Monate bis Jahre nach Zeckenstich

» Uberwiegend chronisch-rezidivierende Gelenkentziindungen (Knie- (80%), Sprung- und
Handgelenke)

= Chronische Hautform: Acrodermatitis chronica atrophicans (Haut diinn und geféltelt mit
durchscheinenden GefaRen)

=  Progressive Enzephalomyelitis

=  Selten kardiologische Manifestationen

(Steere et al., 1986)

2.4.2.2 Immunantwort

Etwa zwei bis vier Wochen nach der Erstinfektion sind Antikérper der Klasse IgM (IgM) in nachweis-
baren Konzentrationen vorhanden, deren Maximum ungefahr nach sechs bis acht Wochen erreicht
wird, um dann allmahlich wieder abzufallen; Antikérper der Klasse IgG (IgG) sind erst nach sechs bis
acht Wochen nachweisbar (Craft et al., 1984; Christen et al., 1993; Frey and Rao, 1995). In manchen
Fallen sind IgM auch Uber langere Zeit nachweisbar, wodurch Rickschlisse auf den ungefdhren In-
fektionszeitpunkt erschwert werden. Die IgG-Konzentration kann hingegen lGber Monate bis Jahre bei
fortschreitender Erkrankung langsam bis zum Erreichen eines Plateauwerts ansteigen und dann rela-
tiv konstant bleiben (Dattwayler and Luft 1989).

Eine Unterscheidung zwischen einer klinisch manifesten und einer iberstandenen Borrelien-Infektion
ist aufgrund eines positiven IgG-Nachweises jedoch nicht moéglich. Dagegen kann im Fall eines aus-
schlielllichen Nachweises von IgM eine chronische Lyme-Borreliose nahezu ausgeschlossen werden
(Fingerle, 2008).

Findet eine erneute Auseinandersetzung mit dem Erreger statt, steigt die IgG-Konzentration schnell
an, wahrend IgM in der Regel nicht nachweisbar sind. Riickschliisse hinsichtlich des Infektionszeit-
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punktes sind damit nicht moglich. In seltenen Fallen sind auch bei klinischer Erkrankung an Lyme-
Borreliose keine Antikorper nachweisbar. (Wilske et al., 1991).

Dejmkova und Mitarbeiter schilderten einen Fall von seronegativer Lyme-Arthritis verursacht durch
B. garinii, bei dem die klinischen Befunde und der direkte Erregernachweis (DNA von B. garinii) im
Blut und in der SynovialflUssigkeit eine eindeutige Diagnose erbrachten (Dejmkova et al., 2002).

2.4.3 Lyme-Borreliose des Pferdes

Aufgrund des mehrheitlilch intensiven Kontaktes zur Vegetation unterliegen Pferde prinzipiell einer
hoheren Zeckenexposition und sind damit gleichzeitig einem gréBeren Infektionsdruck gegeniber
Borrelien ausgesetzt als der Mensch. Uber die Verbreitung und insbesondere das klinische Bild der
Lyme-Borreliose beim Pferd gibt es bislang jedoch vergleichsweise wenige Erkenntnisse (Divers,
2013). Weder scheinen die beim Menschen definierten Krankheitsstadien auf das Pferd Gbertragbar,
noch wurde ein entsprechendes Krankheitsbild beim Pferd beschrieben.

2.4.3.1 Fallberichte mit Bestatigung durch direkte Nachweismethoden

Die seit dem Jahr 1986 publizierten Beschreibungen klinischer Erkrankungen an vermuteter Lyme-
Borreliose beim Pferd, die mit einem direkten Nachweis von B. burgdorferi s. . einhergingen, be-
schranken sich bis heute auf einige wenige Falle, die nachfolgend dargestellt werden.

Fall 1:

Im Jahr 1985 wurde in Wisconsin, USA, ein 12-jahriges Pony aufgrund chronischer, mit bilateraler
Karpalgelenkschwellung einhergehenderLahmheit und Corneatriibung vorgestellt. Als Ursache fir die
seit sechs Monaten bestehende rezidivierende Lahmheit wurde eine schwere degenerative Karpalge-
lenkentziindung diagnostiziert. Der Augenbefund umfasste eine ulzerative Keratitis, ein generalisier-
tes Corneaddem, eine Konjunktivitis und eine Uveitis, betroffen war dabei vor allem das linke Auge.
Sowohl Serum- als auch Synoviaproben der Karpalgelenke wurden mittels IFAT positiv auf

B. burgdorferi getestet mit Antikorpertitern von 1:1024. Nach der Euthanasie des Tieres wurden Pro-
ben des Augenkammerwassers entnommen und sowohl serologisch (IFAT) als auch bakteriologisch
(Kultur) mit negativem Ergebnis auf Borrelien untersucht. Mikroskopisch konnten in der vorderen
Kammer des linken Auges Spirochaten nachgewiesen werden, die mittels direkter Immunfluoreszenz
als B. burgdorferi identifiziert wurden. Aus dem Blut und der Synovia des Tieres konnten keine Borre-
lien kultiviert werden. Unter Bericksichtigung der klinischen und serologischen (IFAT) Untersu-
chungsergebnisse und aufgrund des direkten Erregernachweises im linken Auge des Ponys wurde
abschlieRend die Diagnose ,Lyme-Borreliose” gestellt (Burgess et al., 1986).

Fall 2:

Im Jahr 1986 wurde — ebenfalls bei einem Pferd aus Wisconsin, USA — erstmals eine Borrelieninfekti-
on in Verbindung mit neurologischen Symptomen diagnostiziert. Die Beschreibung des Falles erfolgte
wiederum durch Burgess und Mitarbeiter (Burgess and Mattison, 1987). Demnach traten bei einem
sechsjahrigen Wallach Anzeichen einer progressiven Enzephalitis auf, die sich durch Kopfschiefhal-
tung, Schweiflahme, Dysphagie und standiges Umherlaufen duRerten. Eine Woche nach Erkran-
kungsbeginn wurde das Pferd euthanasiert. Tollwut und weitere Virusinfektionen wurden labordiag-
nostisch ausgeschlossen. Der mittels IFAT durchgefilihrte Antikérpernachweis gegen

B. burgdorferi war positiv mit einem Antikorpertiter von 1:2048. Durch Anziichtung in einem modifi-
zierten Kelly-Medium konnten Spirochadten aus dem Hirngewebe isoliert werden. Der nachfolgende
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direkte Immunfluoreszenztest (DIFT) erbrachte den Nachweis von Borrelien aus dem Gehirn (Burgess
and Mattison, 1987).

Fall 3:

Anhand eines weiteren Experiments von Burgess und Mitarbeitern mit sieben tragenden Stuten, die
absichtlich einer erhdhten Zeckenexposition in einem hoch endemischen Borreliosegebiet (Wis-
consin) ausgesetzt wurden, konnte angeblich die Mdglichkeit einer intrauterinen Infektion bewiesen
werden. Die Stuten wiesen Gber den gesamten Studienzeitraum von 1,5 Jahren Antikérper gegen

B. burgdorferi im Blut auf (IFAT), zwei der Stuten abortierten oder resorbierten ihren Fotus, drei Foh-
len starben kurz nach der Geburt und nur zwei Fohlen liberlebten. Eines dieser beiden Fohlen musste
jedoch einjahrig aufgrund von neurologischen Symptomen euthanasiert werden, das Kolostrum der
Mutter wies einen Antikorpertiter im IFAT gegen B. burgdorferi von 1:256 auf. Bei zwei der drei toten
Fohlen konnte B. burgdorferi aus den Nieren, bei einem aus dem Gehirn isoliert werden (Burgess et
al., 1990).

Fall 4:

Zehn Jahre nach dem ersten Fallbericht aus den USA (siehe Fall 1) wurde erstmalig bei einem Pferd in
Europa mittels PCR eine mogliche klinisch manifeste Borreliose bestatigt (Hahn et al., 1996). Im Jahr
1996 erkrankte eine neunjdhrige Stute aus dem Vereinigten Konigreich, die gemall der Anamnese
seit Uber drei Wochen Lethargie, Anorexie, Fieber und Ataxie mit zwischenzeitlicher Hyperaesthesie
des Kopfes zeigte. Trotz mehrerer unterschiedlicher Therapien mit kurzfristiger Besserung ver-
schlechterte sich der Zustand des Tieres laufend. Zu den anfanglichen Symptomen kamen Arthritis
der Karpalgelenke, Fillung der Sehnenscheiden, akute Uveitis, Hypersensitivitdt der Beckengliedma-
Re und der Perinealregion, stereotypes Umherlaufen und Depression bis zum Stupor hinzu. SchlieR-
lich wurde die Stute unter plotzlich auftretenden Exzitationen euthanasiert. Mit Ausnahme des Au-
genkammerwassers war bei allen post mortem entnommenen Gewebeproben aus Leber, Milz, Lun-
ge, Gehirn, Haut und Synovialmembran der Borrelien-Nachweis mittels PCR (Livesley et al., 1994)
positiv (Hahn et al., 1996).

Fall 5 - 8:

Im Rahmen einer seroepidemiologischen Studie, bei der Proben von 1.492 Pferden aus einem Ende-
miegebiet in Stiddeutschland mit dem Ergebnis einer Seropravalenz von 47,9 % auf Borrelien unter-
sucht worden waren, fand auch eine Untersuchung von vier klinischen Verdachtsfallen statt (Liebisch
et al., 1999):

Zuerst wurde ein zehnjahriger Oldenburger Wallach mit Kachexie, Polyarthritis, Endokarditis und
spater Somnolenz beschrieben. Sechs in etwa halbjahrigem Abstand durchgefiihrte Serumuntersu-
chungen dieses Wallachs im IFAT waren jeweils mit einem Titer von 1:512 positiv. Auch der Immun-
blot wurde positiv bewertet. Die Untersuchungen von Gelenkpunktaten ergaben wiederholt positive
Ergebnisse mit einem Antikorpertiter von 1:128 und es konnten mittels Kultivierung Borrelien isoliert
werden. Auch aus Hautbiopsien, die im gleichen Zeitraum genommen wurden, liel3en sich bei neun
von zehn Proben im BSK [I-Medium Borrelien anziichten. Liquorpunktate und Harn waren dagegen in
den Kulturen negativ. Post mortem gelang die Borrelien-Isolierung aus weiteren Hautbiopsien, sowie
aus Gewebeproben von Sklera, Retina, Cornealschleimhaut, fiinf verschiedenen Lymphknoten, Lun-
ge, Leber und Milz.

Ein sechsjahriger Wallach aus dem gleichen Bestand war ebenfalls erkrankt. Die bei ihm erhobenen
klinischen Befunde entsprachen weitestgehend denen des zuvor beschriebenen Falles. Zwei im Ab-
stand von drei Wochen untersuchte Serumproben ergaben im IFAT von 1:64 auf 1:128 ansteigende
Antikorpertiter.
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Bei einer 13-jahrigen Vorarlberger Stute mit beidseitiger chronischer Keratitis war die Untersuchung
mittels IFAT ebenfalls positiv mit einem Antikdrpertiter von 1:128. Borrelien wurden aus Proben der
Konjunktivalschleimhaut und der Haut kultiviert und isoliert.

Ferner wurden auch aus Hautbiopsien einer 18-jahrigen Stute mit sarkoiden Hautveranderungen und
diffuser Hyperkeratose wiederholt Borrelien isoliert. Die Ergebnisse mehrfacher im Verlaufe eines
Jahres mittels IFAT durchgefiihrter Untersuchungen waren ebenfalls positiv, wobei Antikorpertiter
zwischen 1:64 bis 1:1024 bestimmt wurden. Die post mortem durchgefiihrte Isolierung von Borrelien
aus Gewebeproben von Lunge, Niere, Leber, Retina und GroRShirn soll teilweise schon nach 24 Stun-
den gelungen sein.

Liebisch und Mitarbeiter publizierten darlber hinaus die gelungene Isolierung von B. afzelii aus der
Milz eines Pferdes. Nach experimenteller Infektion von Mausen mit diesem lIsolat wurde B. afzelii
nachfolgend wiederum aus dem Gelenkpunktat der Mause reisoliert (Liebisch et al., 2002).

Fall 9:

Im Jahr 2001 wurde ein flnfjahriger Shetlandponywallach in der Klinik fir Pferdekrankheiten der FU
Berlin aufgrund neurologischer Symptome (Ataxien) vorgestellt. Nach einer deutlichen Zustandsver-
schlechterung wurde das Tier euthanasiert und pathologisch-anatomisch untersucht. Neben dem
Hauptbefund der Meningitis und Enzephalomyelitis wurde nebenbefundlich eine Glomerulonephritis
festgestellt. Im Rahmen der Dissertation von Schoénert (2004) wurden verschiedene Proben des Po-
nys mit direkten und indirekten Nachweisverfahren auf Borrelien untersucht. Bei den serologischen
Untersuchungen kamen drei verschiedene ELISA-Testsysteme und ein IFAT zum Einsatz. Beim ELISA
fungierte B. afzelii (ELISA A), B. burgdorferis.s. (ELISA B) bzw. B. garinii (ELISA C), undbeim IFAT

B. garinii als Testantigen. Der Antikdrpernachweis aus Serumproben war mit allen Testsystemen ne-
gativ. Bei einer Liquorprobe war der Antikdrpernachweis mit dem B. garinii-spezifischen ELISA-Test
positiv. Flr den direkten Erregernachweis wurden Haut-, Liquor-, Synovia- und Vollblutproben mit-
tels Kultur, semi-nested PCR (Zielgen OspA) und Real-Time PCR untersucht. Die Ergebisse beider
Nachweisverfahren waren negativ. Bei der retrospektiven Untersuchung mittels Real-time PCR, kon-
ventioneller PCR und semi-nested PCR mit verschiedenen Primerpaaren und Zielsequenzen (Flagellin,
Recombinase A, OspA) war die Liquorprobe wiederholt positiv. Die Sequenzierung der Amplifikate
erbrachte die héchste Sequenzhomologie mit B. afzelii. Die mit dem positiven Nachweis von Borreli-
engensequenzen unvereinbaren negativen serologischen Untersuchungsbefunde wurden mit der
Fahigkeit der Borrelien zur Immunevasion (siehe Kapitel 2.2.4.) erklart (Grabner et al., 2008).

Fall 10:

James und Mitarbeiter berichteten 2010 vom Fall eines Englischen Vollblutes, dass wegen Na-
ckensteifheit und Leistungsabfall tierarztlich vorgestellt wurde (James et al., 2010). In der Cerebro-
spinalflissigkeit konnte mittels PCR die DNA von B. burgdorferi identifiziert werden. Nachdem das
Pferd zunachst gut auf eine Doxycyclintherapie ansprach, verschlechterte sich der Zustand rapid.
Aufgrund von heftigen Ataxien und Gleichgewichtsstérungen wurde es schlieRlich euthanasiert. Post
mortem konnte eine Leptomeningitis, eine lymphohistiozytische leptomeningeale Vaskulitis, eine
kraniale Neuritis und eine periphere Radikuloneuritis festgestellt werden, was zu der Diagnhose Neu-
roborreliose flihrte (James et al., 2010).

Fall 11 und 12:

Zwei Fallberichte von Pferden mit Neuroborreliose wurden Im Jahr 2011 publiziert (Imai et al., 2011).
Der erste Fall betraf einen 9-jahrigen Wallach, der iber den Zeitraum eines Jahres Anzeichen einer
fortschreitenden neurologischen Erkrankung zeigte. Als die Symptome erstmalig auftraten, befand
sich das Pferd in einem Stall in New Jersey. Der Wallach zeigte Schmerzen im Hals- und Rickenbe-
reich mit Hyperasthesie des Lendenbereichs, Lethargie, Inappetenz und Gewichtsabnahme. Darauf-
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hin wurde eine serologische Untersuchung auf Lyme-Borreliose dreimalig Gber neun Monate in zwei
verschiedenen Labors veranlasst. Die Ergebnisse fielen allesamt negativ aus. Finf Monate, nach dem
Auftreten der ersten klinischen Anzeichen entwickelte das Pferd eine einseitige Konjunktivitis und
Uveitis. Zehn Monate spater waren ferner fortschreitende Ataxie, Fazialparese, Hypermetrie der
Vorder extremitdten und propriozeptive Defizite (Zirkumduktion, Beeintrachtigung der Hinterglied-
maRen) feststellbar, auferdem zeigte der Wallach weiterhin Schmerzen im Lendenbereich. Aufgrund
der neurologischen Anzeichen und dem serologischen Nachweis von Sarcocystis neurona wurde eine
Behandlung auf Equine Protozoal Myeloencephalitis (EPM) durchgefiihrt. Der Erfolg war fragwirdig.
Die klinischen Anzeichen verschlimmerten sich weiterhin, auferdem entwickelte das Pferd abnorme
Verhaltensweisen. Nachdem es schlief3lich zum Festliegen kam, wurde es euthanasiert.

Der zweite Fall betraf eine 18-jahrige Quarterhorsestute, bei der liber vier Jahre episodische Mus-
kelatrophien in diversen Muskelpatien auftraten, die mit einer milden Hyperasthesie und einer Be-
eintrachtigung in der Bewegung einhergingen. Das Pferd stammte aus Kalifornien und wurde in ei-
nem Waldgebiet geritten. Aufgrund der klinischen Anzeichen und einer nicht eindeutig seropositiven
Cerebrospinalflissigkeitsprobe, die auf Sarcocystis neurona getestet wurde, behandelte man die
Stute ebenfalls — erfolglos — auf Equine Protozoal Myeloencephalitis. Im dritten Jahr der Erkrankung
wurde bei dem Pferd eine periphere Neuropathie festgestellt, mehrere Muskelpartien, vor allem im
linken Brust- und Lendenwirbelsdulenbereich waren atrophiert. Auch wurde linksseitig eine periphe-
re faziale Neuropathie diagnostiziert. Nach einer mehrmonatigen Dexamethasontherapie konnte ein
vollstandiger Wiederaufbau der Muskeln beobachtet werden. Infolge einer Hufrehe wurde die The-
rapie nach sechs Monaten eingestellt und die Muskeln atrophierten erneut. Im vierten Jahr schritt
die Erkrankung weiter fort und die Stute wurde schlieBlich aufgrund von Ataxie, Inkoordination und
Benommenheit euthanasiert.

In beiden Fallen wurden im Zuge histopathologischer Untersuchungen Spirochaten in den Leptome-
ningen und der Dura mater des GroBhirns und des Riickenmarks identifiziert. Eine quantitative PCR
erbrachte beim ersten Fall den Nachweis von Borrelien DNA aus Gewebeproben von Pleura, Lunge,
Gehirn, Rickenmark, Muskeln und Gelenkkapseln. Es wurden dabei pro Gewebetyp mindestens zwei
der flr B. burgdorferi s.s. spezifischen Zielgene amplifiziert. Diese umfassten OspA, OspC, Flagellin,
DbpA und BmpA. Am haufigsten wurden Flagellin und OspC detektiert, vornehmlich in Proben von
Rickenmark, Muskeln und Gelenkkapseln. Aus der Gewebeprobe des Riickenmarks von Fall 2 konnte
keine borrelienspezifischen Gensequenzen amplifiziert werden. Laut der Autoren handelt es sich im
ersten Fall wahrscheinlich um eine Neuroborreliose im friihen und im zweiten Fall im spaten Stadium
(Imai et al., 2011).

Fall 13 und 14:

Aus dem Jahr 2012 stammen zwei Fallberichte, die von Priest und Mitarbeitern veroffentlicht wurden
(Priest et al., 2012). Dabei handelte es sich um zwei Pferde mit bilateraler Uveitis. Die zytologische
Untersuchung des Glaskorpers erbrachte den Nachweis von Spirochéaten, die mittels PCR als

B. burgdorferi identifiziert wurden. Eines der beiden Pferde wies zudem eine chronische multifokale
lymphohistiozytische Ganglioradikulitis und Neuritis in den Spinalnerven auf (Priest et al., 2012).

Fall 15:

Sears und Mitarbeiter berichteten von einem 10-jahrigen Pferd, dass multiple Hautknétchen in der
Masseterregion entwickelte, drei Monate zuvor wurde an dieser Stelle eine Zecke entfernt (Sears et
al., 2012). Ein positiver serologischer Test und die ebenfalls positive PCR eines Papelbioptats auf

B. burgdorferi in Verbindung mit der klinischen Historie und dem Ansprechen auf eine Doxycyclin-
Therapie erhéartete die Diagnose auf ein Borrelien assoziiertes kutanes Pseudolymphon (Sears et al.,
2012).
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2.4.3.2 Seroepidemiologische Studien

Neben den oben beschriebenen Fillen, wurde bei verschiedenen seroepidemiologischen Studien
(siehe Tabelle 6) ein Zusammenhang zwischen dem positiven Nachweis von Antikdrpern gegen Borre-
lien und dem Vorliegen bestimmter klinischer Symptome (siehe Kapitel 2.4.3.1), die auf eine Erkran-
kung der Pferde an Lyme-Borreliose zurilickgeflihrt wurde, hergestellt.

Im Jahr 1988 veroffentlichte Burgess Untersuchungsergebnisse von insgesamt 190 Pferdeserumpro-
ben, die mittels IFAT auf IgG-Antikérper gegen B. burgdorferi untersucht wurden. Die Proben stamm-
ten von Pferden aus unterschiedlichen Regionen des US-Bundesstaates Wisconsin und wurden von
Uber hundert Veterinarkliniken Gber den Zeitraum eines Jahres, von Juli 1986 bis Juni 1987, einge-
sandt. Von den 190 untersuchten Serumproben waren 118 positv mit einerm Antikorpertiter von
1:128 oder hoher. Bei 83 dieser Pferde wurden vorberichtlich klinische Veranderungen festgestellt,
die als Hinweis auf eine Borrelien-Infektion gewertet wurden (Burgess, 1988). Dazu zahlten Lahmbheit
oder Steifheit (47), Hufrehe (8), geschwollene Gelenke (7), Lethargie einhergehend mit Fieber (6) und
Kachexie (8). Nur zehn von den 83 Pferden waren augenscheinlich gesund. Die héchsten Antikorper-
titer wurden im Mai und Oktober ermittelt. In diesen Monaten, die den saisonalen Héhepunkten der
Abundanz adulter Zecken entsprechen, wurden auch die meisten klinischen Falle beobachtet (Bur-
gess, 1988).

Lindenmayer und Mitarbeiter (1989) verfolgten das Thema der vorangegangenen Studie von Burgess
(1988) weiter. Mittels IFAT, wurden in den Jahren 1987 und 1988 genommene Serumproben von
Pferden aus Massachusetts untersucht. Im ersten Jahr wurden von 19 Proben 14 (74 %), im zweiten
Jahr von 61 Proben 46 (75 %) positiv getestet. Dabei wurden jedoch die meisten positiven Ergebnis-
se, der Grenzwert wurde bei 1:128 festgelegt, jeweils im Zeitraum von Juli bis Oktober ermittelt —
also in der Jahreszeit, in der insbesondere die Nymphenstadien der Zecken aktiv sein sollen (Linden-
mayer et al., 1989).

Im Rahmen serologischer Untersuchungen im US-Bundesstaat New Jersey fielen bei Fohlen gehauft
Odeme und Dermatitiden an den GliedmaRen auf. In einigen Fallen traten in der Folge Arthritiden
auf, die mit einer Lyme-Borreliose in Verbindung gebracht wurde. Cohen und Mitarbeiter untersuch-
ten mittels ELISA 59 Jahrlinge eines Gestits im Marz, Juli und September des Jahres 1986 auf Anti-
korper gegen B. burgdorferi. Im Marz wiesen 59,3 % der jungen Pferde ein positives Ergebnis auf, im
Juli 47,8 % und im September 35,9 %. Dabei wurde zwischen , hochpositiven” und ,,positiven” Resul-
taten unterschieden. Bei der Mehrheit der Pferde (34 %) wurde ein Abfall des Antikdrpertiters in
diesem Zeitraum beobachtet und nur bei 5 — 7 % erfolgte trotz der weiterhin bestehenden Zeckenex-
position und der damit verbundenen potentiellen Reinfektion eine Erhéhung. Des Weiteren wurden
115 Stuten und 6 Hengste ebenfalls mittels ELISA auf Antikorper gegen B. burgdorferi untersucht. Das
Untersuchungsergebnis war bei 60 % der Stuten und 66,7 % der Hengste positiv (Cohen et al., 1988).

Bei 9 von 86 Pferden aus Endemiegebieten in Lyme, Connecticut bzw. Westchester County, New York
mit positiven Untersuchungsergebnissen im IFAT mit Antikorpertitern zwischen 1:64 und 1:1024
wurden klinische Erscheinungen beobachtet, als deren Ursache eine Lyme-Borreliose vermutet wur-
de. Die Symptome umfassten hier Lethargie, leichtes Fieber (38,6 °C bis 39,1 °C), einzelne oder mul-
tiple schmerzhafte geringgradige Gelenkschwellungen, die zu Lahmheit oder Steifheit flihrten. Bei
vier Pferden wurde eine Hypersensitivitat der Haut, begleitet von erhéhter Schmerzempfindlichkeit
der darunter liegenden Muskeln, festgestellt. Drei davon wiesen lokalisierten Haarverlust und schup-
pige Haut im Bereich der Gelenke auf, an denen vorher Zecken beobachtet worden warden (Mag-
narelli et al., 1988).
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Im Jahr 1993 stellten Browning und Mitarbeiter eine mogliche Assoziation zwischen unerklarbaren
Lahmheiten und Borrelien-Infektionen her. Vergleichende Untersuchungen von Pferden in Endemie-
gebieten des Vereinigten Konigreichs mittels ELISA, bei dem als Antigen B. burgdorferi s.s. (Stamm
B31) verwendet wurde, erbrachten signifikante Unterschiede der Seroprévalenz von klinisch unauf-
falligen Pferden im Vergleich zu solchen mit unerklarbaren Lahmheiten und Fieber. In der ,,gesun-
den” Gruppe, die 123 Pferde umfasste, wurden 3 — 4 % der Pferde als seropositiv ermittelt, in der
yKlinisch auffalligen” Gruppe, bestehend aus 43 Pferden, dagegen 49 % (Browning et al., 1993). Bei
einem Pferd mit einem hohen Antikorpertiter im ELISA und nachweislichem Zeckenbefall wurde auf-
grund der Historie, der klinischen Anzeichen und des Ansprechens auf eine Antibiotika-Therapie die
Verdachtsdiagnose Lyme-Borreliose gestellt. Ein direkter Erregernachweis wurde jedoch nicht er-
bracht (Browning et al., 1993).

Manion und Mitarbeiter verglichen im Jahr 2001 in einer endemischen Region im US-Bundesstaat
Connecticut eine Gruppe von 21 gesunden mit einer Gruppe von 22 klinisch kranken Pferden mit
Verdacht auf Lyme-Borreliose. Der Anteil positiver Ergebnisse im Immunblot war bei den klinisch
erkrankten Pferden hoher als bei den gesunden. Auch die ELISA-Antikorpertiter lagen bei Letzteren
tendenziell héher. Dartiber hinaus wurde die Wahrscheinlichkeit eines positiven Nachweises von

B. burgdorferi in Blut bzw. Urin mittels PCR basierend auf den nachstehenden Untersuchungsergeb-
nissen bei den klinisch erkrankten Pferden hoher eingestuft als bei den gesunden Pferden. In der
Gruppe der Pferde mit klinischen Symptomen wurde bei zehn von 19 Pferden in Blutproben Borre-
lien-DNA detektiert, in der Gruppe der gesunden Pferde gelang dies nur bei einem Pferd von 20.
(Manion et al., 2001).

Im Gegensatz zu den oben genannten lieBen die Ergebnisse anderer seroepidemiologischer Studien
keinen Zusammenhang zwischen positiven Ergebnissen serologischer Untersuchungen auf Antikorper
gegen B. burgdorferi und dem Auftreten von vermuteten klinischen Manifestationen equiner Lyme-
Borreliose erkennen.

Kasbohrer und Schénberg testeten im Jahr 1988 im Rahmen von serologischen Untersuchungen mit-
tels zweier Testsysteme (IFAT und ELISA) bei Haustieren in Berlin auch 224 Pferdeblutproben. Bei
beiden Testsystemen wurde B. burgdorferi, das Berliner Zeckenisolat 2/B45 bzw. der amerikanische
Stamm B31 (B. burgdorferi s.s.), als Antigen eingesetzt. Bei der Untersuchung mittels IFAT erreichte
keine Probe den Grenzwert von 1:128. Im ELISA zeigten 16 % der Pferde positive Antikorpertiter mit
dem Berliner Isolat, dagegen 5,8 % mit B31. Die positiven Proben erreichten Titer bis 1:256. Uber
klinisch auffallige Tiere wurde nicht berichtet (Kasbohrer und Schénberg, 1990).

Im Jahr 1992 publizierten Cohen und Mitarbeiter eine Studie aus einer Tierklinik in Texas, in der Gber
den Zeitraum des Jahres 1990 insgesamt 469 Serumproben auf Antikérper gegen B. burgdorferi un-
tersucht wurden, wovon elf nicht verwertbar waren. Mittels ELISA waren zunachst neun (1,9 %) Pro-
ben positiv, von denen eine bei der Wiederholungsuntersuchung erneut positiv reagierte. Das Unter-
suchungsergebnis dieser Probe mittels Immunblot war dagegen negativ. Die Seropradvalenz wurde
aus diesem Grund mit 0 % angegeben. Die hauptsachlichen Vorstellungsgriinde der Pferde, die un-
terschiedlichen Alters, Geschlechts und Rassen waren, bestanden aus Lahmheiten, Kolik, Traumen
und Erkrankungen des Respirationstrakts (Cohen et al., 1992).

Aus Japan stammt eine Studie von Tasai und Mitarbeitern, die mittels IFAT unter Verwendung des
amerikanischen B. burgdorferi s.s. Stammes B31 als Antigen, 700 Seren vor allem von Zugpferden aus
14 unterschiedlichen Regionen Hokkaidos im Jahr 1992 untersuchten. Von den untersuchten Pferde-
proben wurden 32 (4,6 %) positiv bewertet, als der Grenzwert bei 1:32 festgelegt wurde und 11

(1,6 %) positiv bewertet, als der Grenzwert bei 1:64 festgelegt wurde. Die aus vier Distrikten stam-
menden Seren mit den hochsten Antikérpertitern wurden zusatzlich im ELISA untersucht. Die Unter-
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suchungsergebnisse beider Testsysteme zeigten dabei eine signifikante Ubereinstimmung zwischen
den positiven und negativen Bewertungen (p>0,01). Genaue Angaben zu den ELISA-Testergebnissen
fehlen jedoch. Im Rahmen dieser Studie wurden auerdem im Jahr 1991 Seren von 549 Warmblut-
pferden aus verschiedenen Gebieten Japans im ELISA untersucht, wovon 14 (2,6 %) positiv reagier-
ten. Alle 1.249 untersuchten Pferde wurden augenscheinlich fir gesund befunden (Tasai et al., 1993).

GemaR einer Studie von Carter und Mitarbeiter aus dem Jahr 1994 kommen Borrelieninfektionen bei
Pferden in den meisten Gebieten des Vereinigten Konigreichs vor, wobei hinsichtlich der Seropra-
valenz regionale Unterschiede festgestellt wurden. Das Vorkommen von Erkrankungen an equiner
Lyme-Borreliose wurde als selten eingestuft (Carter et al., 1994).

Eisner und Mitarbeiter (1994) postulierten, dass bei einer moglichen intrauterinen Borrelieninfektion
kein erhohtes Risiko eines frithen embryonalen Todes oder eines Abortes fiir die Frucht besteht. Im
Jahr 1991 untersuchten sie in ihrer Studie tragende Zuchtstuten zweier Gestiite in New Jersey auf
Antikorper gegen B. burgdorferi mittels ELISA und kontrollierten den Verlauf der Graviditat hinsicht-
lich eines friihen embryonalen Todes (vor dem 45. Tag der Graviditat) und eines Abortes (nach dem
45. Tag der Graviditat). Um Aufschluss Gber die Seropradvalenz gegeniber B. burgdorferi in beiden
Gestiten zu bekommen, waren alle Zuchtstuten der Studie bereits ein Jahr zuvor mittels ELISA unter-
sucht worden. Von 78 Stuten des Gestiits A wurden 66 % positiv untersucht, von 47 Stuten des Ge-
stits B waren weniger als 3 % positiv. Der zweite Test mittels ELISA erfolgte zwischen dem 34. und
dem 45. Tag der Graviditat. Neunzehn Stuten des Gestiits A, die bei dem ersten Test seronegativ
waren, wurden positiv oder hochpositiv untersucht, 34 Stuten waren zu beiden Testzeitpunkten se-
ropositiv. Eine dieser Stuten zeigte mogliche Anzeichen einer Borrelieninfektion (Fieber, Gelenk-
schwellung, Inappetenz) und abortierte flinf Monate nach verschwinden dieser Symptome. Der Fotus
stand jedoch nicht fiir eine Autopsie zur Verfligung. Im Gestiit B gab es keine Stute, die serokonver-
tierte. Hinsichtlich der Inzidenz eines friilhen embryonalen Todes gab es keine Unterschiede zwischen
den beiden Gestlten (Gestiit A: 12,8 %, Gestit B: 7,3 %), Aborte nach dem 45. Graviditatstag gab es
hingegen bei Stuten des Gestits A haufiger (Gestiit A: 10 %, Gestit B: 2 %). Es konnte jedoch keine
Korrelation zwischen dem Borrelien-Infektionsstatus der betreffenden Stuten und dem friihen emb-
ryonalen Tod oder Abort beobachtet werden. (Eisner et al., 1994).

In einer Ubersichtsarbeit bestitigten Venner und Deegen (1996) das hiufige Vorliegen positiver Anti-
korpernachweise gegen B. burgdorferi beim Pferd ohne jegliches Auftreten klinischer Krankheits-
symptome. Sie konnten aus dem vorliegenden Schrifttum keinen Beweis fiir Erkrankungen potentiell
infizierter Pferde an Lyme-Borreliose ableiten. (Venner und Deegen, 1996).

Gerhards und Wollanke (1996) Uberpriften anhand von 153 augengesunden und 79 an equiner re-
zidivierender Uveitis (ERU) erkrankten Pferden aus dem Patientengut der Pferdeabteilungen der Chi-
rurgischen und der Medizinischen Tierklinik der LMU Minchen eine mogliche Assoziation zwischen
einem serologisch positiven Antikorpernachweis gegen Borrelien mit vergleichsweise hohen Antikor-
pertitern und dem Vorkommen der ERU. Insgesamt reagierten 112 (48 %) der 232 Probandenseren
positiv im IFAT. Zweiundzwanzig der Pferdeseren wurden zusatzlich im Immunblot auf Antikorper
gegen Borrelien untersucht. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vorkommen der ERU
und erhéhten Antikorpertitern gegen Borrelien wurde nicht festgestellt. Auch konnte keine sonstige
klinische Symptomatik im Sinne einer Lyme-Borreliose (siehe Kapitel 2.4.3.1) bei Pferden mit hohen
Serumantikorpertitern gegen Borrelien festgestellt werden (Gerhards und Wollanke, 1996).

In Mexiko (Monterrey, Nuevo Leon) wurde eine Studie von Salinas-Melendez (2001) und Mitarbei-
tern durchgefiihrt. Aus verschiedenen Regionen wurden Proben von 100 Pferden mittels IFAT unter-
sucht. Proben mit positivem Untersuchungergebnis wurden anschlieRend zusatzlich im Immunblot
untersucht. Insgesamt 34 Seren reagierten bei einer Verdinnungsstufe von 1:64 im IFAT positiv,
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sechs davon wiederum bei 1:128, drei bei 1:256 und schlielRlich eine bei 1:512. Letztere war als einzi-
ge Probe auch im Immunblot positiv. Das Pferd, von dem diese Probe stammte, lahmte zu dem Zeit-
punkt der Blutentnahme. Allerdings konnte in der Studie keine Assoziation zwischen klinischen An-
zeichen und Seropositivitat festgestellt werden (Salinas-Melendez et al., 2001).

In einer Studie aus Schweden von Egenvall und Mitarbeitern (2001) wurde basierend auf der Unter-
suchung von 2.018 Pferdeblutproben aus dem Patientengut von Pferdekliniken unterschiedlicher
Regionen mittels IFAT eine Seroprévalenz von 16,8 % fiir B. burgdorferi s.| (B. afzelii) bzw. von 16,7 %
fir granulozytare Ehrlichia spp. ermittelt. Dabei wurden in der 1.618 Pferde umfassenden Gruppe der
,hicht-gesunden Pferde”, die aufgrund von klinischen Problemen vorgestellt wurden, jeweils 16,9 %
positiv auf B. burgdorferi s.l. und granulozytadre Ehrlichia spp. untersucht. In der Gruppe der ,gesun-
den Pferde”, die keine Anzeichen einer durch Zecken (ibertragbaren Infektion aufwiesen und die aus
400 Pferden bestand, wurden 16,5 % positiv auf B. burgdorferi s.l. und 15,5 % positiv auf granulozyta-
re Ehrlichia spp. untersucht. Der Vergleich der Geschlechter ergab bei den Wallachen (n=916) eine
Seropositivitat von 15,5 % gegeniber B. burgdorferi s.l., bei den Stuten (n=808) reagierten 19,6 %
positiv und bei den Hengsten (n=294) 13,6 %. Jlingere Pferde im Alter von 0 bis 2 Jahren (n=231) wie-
sen eine héhere Seropravalenz von Antikdrpern gegeniiber B. burgdorferi s.l. auf (19,9 %) als Pferde
ab einem Alter von (ber 15 Jahren (n=99) (15,2 %). Der Vergleich der Rassen ergab bei den Warm-
blutpferden (n=637) eine Seropositivitdat von 22,5 % gegenilber B. burgdorferi s.l., bei den Kaltblut-
pferden (n=157) eine Seropositivitdt von 8,3 %. Die hochste Seropravalenz fir B. burgdorferi s.l. wur-
de in den Monaten von Juli bis September ermittelt, in dieser Zeit wurden von 484 Pferden 23,1 %
positiv untersucht. Von 598 Pferden ohne Weidegang waren 10,9 %, von 489 Pferden mit jahrlichem
Weidegang von Uber drei Monaten waren 22,7 % positiv. Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde
ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der Seropositivat gegentiber

B. burgdorferi s.| und dem Alter, der Rasse, der geographischen Region, der Titerh6he gegeniber
Ehrlichia spp. sowie dem Auftreten von Hufgelenksarthritis dargelegt. Aus klinischer Sicht wurde in
der Schlussfolgerung eine Assoziation zwischen positiven Antikorpertitern gegeniiber B. burgdorferi
s.l. und dem Auftreten von Lahmheit, Abgeschlagenheit, Arthritis (mit Ausnahme der Hufgelenksarth-
ritis), mangelhafter Rittigkeit sowie anderen klinischen Symptomen, die mit einer Lyme-Borreliose in
Zusammenhang gebracht wurden jedoch ausgeschlossen. (Egenvall et al., 2001).

Mittels dreier verschiedener ELISA-Testsysteme, basierend auf europaischen Isolaten von B. afzelii-
(ELISA A), B. burgdorferi s.s. (ELISA B) und B. garinii (Stamm 1B29) (ELISA C) sowie einem IFAT basie-
rend auf B. garinii (Stamm 1B29) wurden 220 Patienten der Klinik fir Pferde des Fachbereichs Vete-
rindrmedizin der Freien Universitat Berlin unabhangig von der klinischen Symptomatik auf Antikorper
(IgG) gegen B. burgdorferi s.|. untersucht (Schonert et al., 2002). Ein Teil der Seren wurde ferner mit-
tels Immunblot sowie mittels eines weiteren ELISA untersucht. Gewebeproben (Haut, n=14; Liquor,
n=15; Synovia, n=26) von 117 klinisch auffdlligen Patienten wurden zuséatzlich mit direkten Nach-
weismethoden (Kultivierung und PCR) untersucht, ferner wurden 19 Vollblutproben mittels PCR un-
tersucht. Die mit den drei ELISA-Testsystemen bzw. mittels IFAT ermittelten Seropravalenzen der
insgesamt 337 untersuchten Pferde betrugen 61,1 %, 9,8 %, 3,3 % bzw. 33,2 %. Die Erregeranzlich-
tung aus Gewebeproben (n=55) verlief in allen Fallen negativ. Der spezifische Nachweis von Borre-
lien-DNA gelang in 12 von 74 Proben. Weder bei den seropositiven noch bei den PCR-positiven Pfer-
den war ein Zusammenhang mit der klinischen Symptomatik eindeutig nachweisbar (Schoénert et al.,
2002).

Aus Osterreich stammt eine Arbeit von Miiller und Mitarbeitern (2002), die im Jahr 1998 im Friihling
sowie neun Monate spater Blutproben von 309 Pferden bzw. 186 dieser Pferde aus der spanischen
Hofreitschule in Wien und von mehreren Gestiiten entnahmen, um Untersuchungen mittels Immun-
blot durchzufiihren. Alle Tiere waren zum Zeitpunkt der Blutentnahme augenscheinlich gesund.
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Als Testantigene wurden B. afzelii, B. burgdorferi s.s., B. garinii, B. lusitaniae und B. valaisiana ver-
wendet, fiir jede der flinf Genospezies des B. burgdorferi s.|.-Komplexes wurden ein separate Test-
streifen hergestellt. Dabei wurde B. afzelii als dominantes infektioses Agens ermittelt. Von den 186
Serumpaaren, die jeweils aus den Proben der 1. und 2. Blutentnahme gebildet wurden, reagierten im
ersten Durchgang 52 % bis 91 % der Proben auf dieses Antigen positiv, im zweiten Durchgang 53 %
bis 93 %. Die Auswertung der Immunblotergebnisse erfolgte nach sechs unterschiedlichen Interpre-
tationskriterien. Die Studienergebnisse zeigten, dass Pferde mit B. burgdorferi s.l. (v.a. mit B. afzelii)
infiziert werden, aber selten, wenn tiberhaupt, klinische Erkrankungen ausbilden (Mdller et al., 2002).

Stefancikova und Mitarbeiter untersuchten in den Jahren 2001 bis 2003 insgesamt 395 Pferdeseren
aus zwolf unterschiedlichen geographischen Regionen in Polen auf Antikorper (IgG) gegen

B. burgdorferi s.s., B. afzelii und B. garinii mittels ELISA. Die mittlere Seroprédvalenz lag bei 25,6 %.
Von den gesammelten Proben wurden 98 Seren einem differenzierten ELISA-Test unterzogen. In
einem Test wurde B. garinii als Antigen verwendet, ein Test basierte auf einer Kombination aus

B. burgdorferi s.s. und B. afzelii, ein weiterer Test auf B. afzelii. In diesen Tests reagierten 25,5 %, 36,7
% bzw. 42,8 % der Pferde positiv. B. afzelii wurde somit als dominante Genospezies ermittelt. Von
den ELISA-positiven Proben wurden 25 anschliefend mit einem Immunblot basierend auf

B. burgdorferi s.s. und B. afzelii untersucht, wobei 15 (60 %) der positiven Resultate bestatigt wur-
den. Vorberichtlich lagen keine klinischen Anzeichen einer Infektion bei den Pferden vor (Stefan-
cikova et al., 2008).

In einer Studie von Bhide und Mitarbeitern (2008) wurden Blutproben, die im Zuge eines Routinec-
hecks in einer Pferdeklinik in Izmir bei 300 gesunden Pferden entnommen worden waren, unter-
sucht, um erstmalig Aufschluss Uber die Seropravalenz gegenliber B. burgdorferi in der Tiirkei zu be-
kommen. Untersucht wurden die Proben mit Hilfe des BAT (flow-cytometry-based borreliacidal anti-
body test), bei dem in einem Durchflusszytometer Zellen mittels eines Lasers typisiert werden und im
ELPAGA (enzyme-linked protein A/G assay). Im BAT wurden 6,33 %, im ELPAGA 6 % der Seren positiv
beurteilt. Dabei zeigte keines der positiv untersuchten Pferde klinische Anzeichen auf eine Borrelien-
Infektion (Bhide et al., 2008).

Durrani und Goyal publizierten im Jahr 2011 Daten zur Seropravalenz von B. burgdorferi bei Pferden
in Minnesota. Sie untersuchten 1.260 Pferdeserumproben, die von 112 Veterinarkliniken im Zeitraum
von 2001 bis 2010 bereitgestellt wurden mittels IFAT, dessen Grenzwert bei einer Verdiinnungsstufe
von 1:320 lag. Insgesamt 739 Proben der 1.260 Pferdeseren wurden positiv beurteilt, dies entspricht
einer durchschnittlichen Seropravalenzrate von 58,7 %. Die hochste Pravalenz wurde mit 93,9 % im
Jahr 2009, die niedrigste mit 21 % im Jahr 2001 ermittelt. Von Januar bis Mai 2010 wurden 92 % der
Proben positiv bewertet. Berichte Gber klinische Anzeichen einer Lyme-Borreliose (siehe Kapitel
2.4.3.1) der Pferde fehlen, auch werden keine Griinde fiir ihre Vorstellung in den Pferdekliniken ge-
nannt (Durrani und Goyal, 2011).

May untersuchte Blutserum von 415 gesunden Pferden und Blutserum und Kolostrum von 54 Stu-
ten/Fohlenpaaren im ELISA und Westernblot auf Antikérper gegen B. burgdorferi (May, 2009). 118
Seren (28,4 %, Profil 1) waren seronegativ. 121 Seren (29,2 %, Profil 2) reagierten im Westernblot nur
mit unspezifischen oder kreuzreagierenden B. burgdorferi Antigenen. 46 % dieser Seren reagierten
im ELISA falsch positiv. Nach Absorption verringerter sich dieser Anteil auf 17,1 %. 94 Seren (22,6 %,
Profil 3) wurden aufgrund der Reaktivitat mit einem B. burgdorferi-spezifischen Antigen als verdach-
tig eingeordnet. Hier hatte die Absorption keinen Einfluss auf die Rate an ELISA-negativen und -
positiven Reagenten. Die 82 Seren mit dem Profil 4 (19,8 %) wurden aufgrund ihrer Reaktionen mit
mindestens zwei B. burgdorferi spezifischen Partialantigenen als seropositiv eingeordnet, 14 dieser
Seren (17,1 %) reagierten im ELISA falsch negativ. In den Analysen an den 54 Stuten-/Fohlenpaaren
war ein kolostraler Transfer von B. burgdorferi -spezifischen Antikorpern von seropositiven Stuten
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auf ihre Fohle nachweisbar. Um Pferde mit einer B. burgdorferi -spezifischen Serokonversion sicher
zu identifizieren ist laut May eine Zweistufen-Diagnostik (ELISA in Kombination mit Westernblot)
unerlasslich (May, 2009).

2.4.3.3 Experimentelle Infektionen und Immunantwort

Bislang wurden nur wenige Infektionsexperimente mit Equiden durchgefiihrt mit dem Ziel, Erkennt-
nisse Uber mogliche klinische Auspragungen der equinen Lyme-Borreliose und die Immunantwort
von Pferden gegenliber Borrelien zu erlangen.

Burgess und Gendron-Fitzpatrick (1990) infizierten vier Ponys intravends mit B. burgdorferi s.s.. Bei
der Obduktion der Tiere konnten Lasionen der Synovialis mit unterschiedlich ausgepragten Prolifera-
tionen und perivaskuldren Leukozytenansammlungen beobachtet werden. Sie wiesen ferner geringe
bis mittelgradige lymphoplasmatische perivaskuladre Infiltrationen in Nieren, Herz, Lunge und Leber
auf. Die Erregerisolierung gelang aus Urin, Blut, Gehirn und Lunge. Uber klinische Symptome wurden
seitens der Autoren keine Aussagen getroffen (Burgess und Gendron-Fitzpatrick, 1990).

Chang und Mitarbeiter (2000) infizierten acht gegen B. burgdorferi s.s. geimpfte und vier ungeimpfte
einjahrige SPF-Ponys (spezifiziert pathogen freie Ponys) durch Ansetzen potenziell infizierter adulter
Zecken. Diese wurden mittels Schlepptilichern in einem Waldgebiet in Westchester County im US-
Bundesstaat New York gesammelt. Um die Infektionsrate fiir B. burgdorferiin den Zecken bestimmen
zu kénnen, wurden 20 der gesammelten Zecken zerkleinert und einzeln in BKS-lI-Medium kultiviert.
Mittels Dunkelfeldmikroskopie und IFAT wurde eine Infektionsrate von 55 bis 60 % bestimmt. Bei der
ungeimpften Kontrollgruppe konnten 2 - 3 Monate nach der Zeckenexposition Antikérper mittels der
KELA-Methode (kinetic ELISA) festgestellt werden, die bis zum Versuchsende ca. vier Monate nach
der Zeckenexposition persisitierten. Mit dem Immunblot waren acht bis zehn Wochen nach dem
Kontakt mit den infizierten Zecken multiple Banden nachweisbar. Im Rahmen der Obduktion der
Tiere konnte B. burgdorferi s.s. aus verschiedenen Geweben (Lymphknoten, Muskeln, Gelenken und
Schilddrise) der ungeimpften Ponys isoliert werden, bei den geimpften Ponys verliefen die Kultivie-
rungsversuche negativ. Klinische Anzeichen einer Lyme-Borreliose konnten weder bei den geimpften
Ponys, noch bei der Kontrollgruppe festgestellt werden. (Chang, et al., 2000).

Divers und Mitarbeiter (2003) stellten bei gleichermaRen infizierten SPF-Ponys Antikdrper mittels
ELISA 5 - 6 Wochen p.i. fest, hohe Titer wurden 3 - 4 Monate p.i. erreicht und blieben bis zur Eutha-
nasie der Tiere neun Monate nach Zeckenexposition bestehen. Im Unterschied zum ELISA war die
Untersuchungsergebnisse mittels Immunblot erst 10 - 12 Wochen p.i. positiv (Divers et al., 2003).
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Tabelle 6: Ubersicht liber seroepidemiologische Studien

Studie

Burgess,1988
Magnarelli
et al., 1988

Lindenmayer
et al., 1989

Kasbohrer
et al., 1990

Tasai
etal., 1993

Gerhards
et al., 1996

Salinas-
Melendez
et al., 2001

Egenvall
et al., 2001

Schonert
et al., 2002

Durrani und
Goyal, 2011

Cohen
et al., 1988

Kasbohrer
et al., 1990

Cohen
et al., 1992

Testsystem

IFAT

IFAT

IFAT

IFAT

IFAT

IFAT

IFAT

IFAT

IFAT

IFAT

ELISA

ELISA

ELISA

Antigen/Genospezies

(B. burgdorferis.s.) (1gG)
(B. burgdorferi s.s.)
(IgM)

(IgM und/oder 1gG)
keine Angaben

B. burgdorferi 2/B45
B. burgdorferi s.s.

B. burgdorferi s.s.
(18G)

keine Angaben

keine Angaben
(IgG)

B. afzelii

B. garinii (1gG)

keine Angaben

(18G)

(B. burgdorferi s.s.) (1gG)

B. burgdorferi 2/B45
B. burgdorferi s.s.

B. burgdorferi s.s.

Anzahl Proben
190
705
19
61
224
700

232

100

2018

337

1260

53 (Jahrlinge)

115 Stuten

6 Hengste

224

469

Pravalenz
62,11%
5,3%
12,8%
74%
75%

0%

4,6%

48%

34%

16,8%

33,2%

58,7%

Marz 53,3%

Juli 47,8%
September 35,9%
60%

66,7%

16%

0%
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Browning ELISA B. burgdorferi s.s. (IgG) 123 (“gesunde 3% -4%
et al., 1993 Gruppe”)
43 (“klinisch
auf-fallige 49%
Gruppe”)
Tasai ELISA B. burgdorferi s.s. 549 2,6%
etal., 1993
Schonert ELISA A B. afzelii 337 61,1%
et al., 2002
ELISA B B. burgdorferi s.s. 337 9,8%
B. garinii
ELISA C (1gG) 337 3,3%
Stefancikova ELISA B. burgdorferi s.s., 395 25,6%
et al., 2008 B. garinii, B. afzelii (1gG)
Miller Immunblot 311 Kriterien
et al., 2002 USA Europa
B. afzelii 66,6% 83,6%
B. burgdorferi s.s. 25,1% 93,3%
B. garinii 15,8% 88,4%
B. lusitaniae 0%
B. valaisiana 12,4%

2.5 Diagnostik

Aufgrund der unterschiedlichen klinischen Erscheinungsbilder ist die Bestatigung der klinischen Diag-
nose der Lyme-Borreliose durch Laboruntersuchungen unerlasslich. Die Durchfiihrung des direkten
Erregernachweises mittels PCR wird insbesondere bei Fallen, wie z.B. bei Hautmanifestationen mit
atypischer Symptomatik, akuter Neuroborreliose bei negativer Serologie und Lyme-Arthritis befiir-
wortet

(Quelle: Fingerle, Nationales Referenzzentrum Borrelien,

Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (2008), URL:
http://www.Igl.bayern.de/gesundheit/infektionsschutz/infektionskrankheiten_a_z/borreliose/lyme_
diagnostik.htm (Stand 22.07.2013)).

Fiir die Diagnostik der Lyme-Borreliose beim Pferd wurden bislang keine Empfehlungen formuliert,

laut den Erkenntnissen von May ist eine Zweistufendiagnostik (ELISA in Kombination mit Western-
blot), wie sie in der Humanmedizin empfohlen wird, unerlasslich (May, 2009).
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Tabelle 7: Untersuchungsmaterial fiir die Diagnostik der Lyme-Borreliose des Menschen

Untersuchungsmaterial

Klinische Manifestation Erregernachweis

Stadium I (frih / lokalisiert) Tage bis Wochen nach Zeckenstich

Erythema migrans Hautbiopsie

Stadium Il (fruh / disseminiert) Wochen bis Monate nach Zeckenstich

Multiple Erytheme Hautbiopsie
Borrelien Lymphozytom Hautbiopsie
Karditits Myocardbiopsie
Neuroborreliose Liquor
Ophthalmoborrliose

Stadium Il (spat / persisten)

Arthritis Gelenk Punktat

Synovia Biopsie

Acrodermatitis chronica atrophicans [Hautbiopsie

Chronisch progrediente Enzephalo- |Liquor
myelitis

Antikorpernachweis

Serum

Serum

Serum

Serum

Liguor/Serumpaar

Serum

Serum

Serum

Liquor/Serumpaar

(Quelle: Fingerle, Nationales Referenzzentrum Borrelien,

Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (2008), URL:
http://www.Igl.bayern.de/gesundheit/infektionsschutz/infektionskrankheiten_a_z/borreliose/lyme_

diagnostik.htm (Stand 22.07.2013)).
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2.5.1 Direkter Erregernachweis
2.5.1.1 Mikroskopie

Die lichtmikroskopische Identifizierung von B. burgdorferi kann im Dunkelfeld oder nach Anfarbung
z.B. mittels Giemsa-Losung erfolgen. Die heutige Standardmethode fiir den Direktnachweis ist die
Dunkelfeldmikroskopie (Burgdorfer, 1984).

Allerdings ist die Anzahl der Borrelien im infizierten Gewebe normalerweise unterhalb der mikrosko-
pischen Nachweisgrenze von ca. 10°-10* /ml. Der Vorteil gegeniiber der Auflichtmikroskopie liegt
darin, dass keine Fixierung oder Farbung des zu untersuchenden Materials notwendig ist. Da Borre-
lien sehr empfindlich auf physikalische und chemische Einfllisse reagieren, kann das zu numerischen
oder morphologischen Verdnderungen fiihren (Wilske and Preac-Mursic, 1993). Der direkte mikro-
skopische Nachweis ist jedoch fiir Patientenproben ungeeignet. Fiir Patientenproben miissen emp-
findlichere Verfahren, wie die Anzucht vermehrungsfahiger Erreger (siehe Kapitel 2.5.1.2) und der
anschlieRende Nachweis im Dunkelfeldmikroskop durchgefiihrt werden.

2.5.1.2 Kultivierung

B. burgdorferi vermehrt sich in mikroaerophilem Milieu durch Querteilung. Die Verdopplungszeit
kann 8 bis 20 Stunden betragen und dauert somit im Vergleich zu vielen anderen Bakterien sehr lan-
ge. Haufig sind Borrelien erst nach wochenlanger Inkubation nachweisbar (Burgdorfer, 1984).

Die kulturelle Anziichtung von Borrelien gestaltet sich deshalb schwierig, weil der langsame Teilungs-
vorgang die Uberwucherung durch Begleitkeime begiinstigt und somit zum Absterben der Borrelien
fihren kann (Schénberg et al., 1989). AuRerdem werden vergleichsweise aufwandige Nahrmedien
bendtigt, da B. burgdorferi keine Aminosauren, Fettsduren, Cofaktoren und Nukleotide synthetisie-
ren kann. Zur Kultivierung wird ein entsprechend komplexes serumsupplementiertes Zellkulturmedi-
um verwendet (Fraser et al., 1997), das unter anderem Aminosduren, Vitamine, anorganische Salze,
N-Acetyl-Glucosamin (Einbau in die Zellwand), Serumalbumin und Kaninchenserum enthalt und nach
seinen Entwicklern Barbour, Stoenner und Kelly benannt wurde (Barbour-Stoenner-Kelly-Medium,
BSK-Medium)(Barbour, 1984).

Spatere Modifizierungen des Mediums zur Verbesserung des Borrelienwachstums fihrten unter an-
derem zum Modified-Kelly-Medium (MKP) (Preac-Mursic et al., 1986) und zum BSK-H mit 6 % Kanin-
chenserum.

Zur Isolierung des Erregers werden in Abhdngikeit von der Symptomatik verschiedene Gewebe (z.B.
Blut, Synovia, Liquor, Hautbioptate) (siehe Tabelle 7) verwendet. Sie kann auch aus Material des Ze-
ckendarmes erfolgen. Aufgrund der oft nur sehr geringen Erregerdichte in den infizierten Geweben
wird die Anzlichtung weiter erschwert (Preac-Mursic et al., 1984; Steere 1989). Die groRRte Wahr-
scheinlichkeit einer positiven Kultivierung aus Untersuchungsmaterial von einem Lyme-Borreliose-
Patienten bietet die Hautbiopsie aus der Umgebung eines Erythema migrans (Berger et al., 1992).
Das nationale Referenzzentrum (2008) gibt die Erfolgsrate einer Kultivierung von Borrelien aus Haut-
proben (Erythema migrans, ACA) mit 50 % bis 70 % an, bei Liquorproben (Neuroborreliose Il) liegt die
Erfolgsrate bei 10 % bis 20 %. Die Kultivierung von Gelenkpunktaten ergibt extrem selten positive
Resultate, deshalb wird in diesem Falle die Durchfiihrung einer PCR empfohlen.

(Quelle: Fingerle, Nationales Referenzzentrum Borrelien,

Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (2008), URL:
http://www.Igl.bayern.de/gesundheit/infektionsschutz/infektionskrankheiten_a_z/borreliose/lyme_
diagnostik.htm (Stand 22.07.2013)).
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Beim Pferd wurden bislang in Abhangigkeit vom Krankheitsbild insbesondere Liquor, Synovia, Blut
und Haut aber auch andere Gewebe wie Gehirn (Burgess and Mattison, 1987), Sklera, Retina, Lymph-
knoten, Lunge, Leber und Milz (Liebisch et al., 1999; Liebisch et al., 2002) sowie Urin (Manion et al.,
1998) als Untersuchungsmaterialien verwendet.

Die Entnahme von Hautbiopsien ist beim Pferd kaum moglich, da Zeckenstiche durch den Fellbesatz
meist nicht erkannt werden.

Wegen der langen Untersuchungsdauer und des oben genannten hohen methodischen Aufwandes
ist der Nachweis von Borrelien mittels Kultivierung keine geeignete Methode fiir die Routinediagnos-
tik.

2.5.1.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine Methode zur exponentiellen Vervielfaltigung definierter DNA-Abschnitte in-vitro.
Diese Eigenschaften machen sie zu einer hochspezifischen und sensitiven Diagnostikmethode, die
sich zum Nachweis sehr geringer Erregermengen aus unterschiedlichem Probenmaterial eignet.

Eine entscheidende Voraussetzung ist die Identifizierung entsprechender (geno-speziesspezifischer)
Zielsequenzen auf dem Borreliengenom sowie geeigneter Oligonukleotide (Primer) als Ausgangs-
punkte fir die Amplifikation.

Beim Amplifikationsvorgang der PCR wiederholen sich Reaktionszyklen, die in drei Phasen bei jeweils
unterschiedlichen Temperaturen ablaufen.

Die vielfache Wiederholung dieser drei Phasen, in der Regel werden 30 bis 35 Reaktionszyklen durch-
laufen, flihrt theoretisch zur Verdoppelung der Anzahl der Zielsequenzen bei jedem Reaktionszyklus
und damit zur exponentiellen Vermehrung der Zielsequenz im Verlauf einer PCR.

Wahrend bei der konventionellen PCR die Ampflifikate mit Hilfe der Gelelektrophorese sichtbar ge-
macht werden miissen und zur Verifizierung der Amplifikate eine Sequenzierung erfolgen muss, wel-
cher die Gewinnung und Aufreinigung der DNA vorausgehen muss, erfolgen diese Schritte bei der
Real-Time PCR durch den Einsatz spezifischer fluoreszenzmarkierter Sonden bereits im Verlauf der
PCR. Die Fluoreszenzmessung bei jedem Reaktionszyklus ermoglicht ferner eine Quantifizierung der
Zielsequenz im Probenmaterial. Die Kontaminationsgefahr ist durch die Nutzung eines geschlossenen
Systems bei der Real-Time PCR im Gegensatz zur konventionellen PCR deutlich reduziert.

Die Polymerase-Kettenreaktion bietet im Gegensatz zur kulturellen Anziichtung den Vorteil der
schnellen Durchfiihrbarkeit. AuBerdem lasst sich auch dann ein Erregernachweis erbringen, wenn die
Borrelien bereits abgestorben sind (Malloy et al., 1990). Die PCR aus Urin und Blut kann nach derzei-
tigem Wissensstand nicht fir die Diagnostik empfohlen werden. Der Erregernachweis mittels PCR
sollte nur in spezialisierten Laboratorien durchgefiihrt werden (z.B. im Nationalen Referenzzentrum
far Borrelien). (Fingerle, 2015).
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2.5.2 Indirekter Erregernachweis

Zu den indirekten Nachweisverfahren gehoren der Immunfluoreszenztest (IFAT/IFT), der Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) und der Immunblot. In der Routinediagnostik werden beim
Pferd in der Regel die beiden ersteren Untersuchungsverfahren eingesetzt.

B. burgdorferi-Antikérper kdnnen mit den Oberflachenantigenen verschiedener Bakterien kreuzrea-
gieren. Deshalb konnen falsch positive Untersuchungsergebnisse unter anderem auf Kreuzreaktionen
zuriickgefiihrt werden (Lindenmayer et al., 1990). In der Humanmedizin treten Kreuzreaktionen vor
allem in Anwesenheit von Treponema pallidum, dem Erreger der Syphilis, und bei Leptospirenbefall
in Erscheinung; bei beiden Bakterien handelt es sich wie bei B. burgdorferi um eine Spirochate. Auch
andere Borrelien, die taxonomisch nicht zum B. burgdorferi s.l.-Komplexes gehéren, wie die soge-
nannten Rickfallfieber-Borrelien, B. recurrentis (Erreger des Lauseruckfallfiebers) und B. duttoni (Er-
reger des Zeckenrckfallfiebers) konnen mit B. burgdorferi kreuzreagieren. Sogar Virusinfektionen,
z.B. durch das Humane-Herpes-Virus 4 (auch Epstein-Barr-Virus genannt) verursacht, kénnen falsch
positive Ergebnisse hervorrufen, ebenso wie bei Patienten, die auf Rheuma-Faktor positiv untersucht
wurden (Magnarelli et al., 1987; Panelius et al., 2002).

Beim Pferd muss mit Kreuzreaktionen durch Leptospiren gerechnet werden (Magnarelli et al., 1988).
Dies kann insbesondere bei der Interpretation von Testergebnissen des IFAT und des ELISA zu Prob-
lemen fiihren.

Die Ergebnisse der indirekten Nachweisverfahren lassen ferner keine Riickschliisse auf den Infekti-
onsstatus zu (siehe Kapitel 2.4.2.2).

2.5.2.1 Immunfluoreszenztest

Das Prinzip dieser Technik beruht auf einer Antigen-Antikdrperreaktion, die mit Hilfe des Fluores-
zenzmikroskops dargestellt werden kann (Coons et al., 1941). Als Antigene dienen inaktivierte Borre-
lien, die auf Objekttragern mit definierten Feldern fixiert werden. Die fiir die Testherstellung ver-
wendeten Borrelienisolate, hauptsachlich die dabei verwendete(n) Genospezies, beeinflussen dabei
die Testqualitat. Die fraglichen Serumproben werden in einer Verdlinnungsserie auf die Felder aufge-
tragen, wodurch gegebenenfalls eine Bestimmung der Antikérperkonzentration in sogenannten Ti-
terstufen moglich ist. Sind Antikérper gegen Borrelien vorhanden, binden diese an die Oberfla-
chenantigene der auf die Objekttrager fixierten Borrelien. Die so entstandenen Antigen-Antikorper-
Komplexe werden durch die Zugabe eines Anti-Pferd-lgG-Immunglobulins, das mit einem fluoreszie-
renden Farbstoff (z.B. Fluorescin-lIsothiocyanat) markiert wurde, im Fluoreszenzmikroskop sichtbar
gemacht.

Durch unspezifische Fluoreszenzen und das subjektive Auslesen kénnen Schwierigkeiten bei der Bor-
relien-Diagnostik auftreten. Als Grenztiter fir die Borrelien-Diagnostik mittels IFAT beim Pferd wurde
in der Vergangenheit mehrheitlich die Verdiinnungsstufe von 1:64 eingesetzt (siehe Kapitel 2.4.3)
(Magnarelli et al., 1988; Gerhards und Wollanke, 1996; Liebisch et al., 1999; Salinas-Meléndez et al.,
2001).
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2.5.2.2 ELISA

Die gegenwartige Empfehlung des Zweistufentests sieht den ELISA im ersten Diagnostikschritt zur
Detektion negativer Seren vor. Das Prinzip des ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) basiert
auf dem Nachweis einer Antigen-Antikorperreaktion mittels einer gekoppelten enzymatischen
Farbreaktion. Das auf einer Mikrotiterplatte fixierte Antigen (Borrelienlysat oder rekombinante Pro-
teine) bildet mit den Antikdrpern aus positiven Pferdeseren einen Immunkomplex. Mit diesem Kom-
plex verbinden sich enzymmarkierte anti-Pferd-lgG-Antikorper. Durch Zugabe einer Substratlésung
erfolgt durch die Enzymaktivitat der gebundenen Antikorper eine Farbreaktion. Die Extinktion dieses
bei dieser Reaktion gebildeten Farbstoffes ist nun in einem Mikrotiterplatten-Photometer messbar
(Kramer et al., 1992). Bis heute gibt es kein standardisiertes Bewertungssystem, so dass die Herstel-
lerfirmen fir ihre ELISA-Testsysteme eigene Einheiten verwenden und der Grenztiter unterschiedlich
eingesetzt wird.

Eine Modifikation des klassischen ELISA findet sich im Cg-ELISA. Dieser Test nutzt ein spezifisches
synthetisches Peptid, das 25-mer Cs-Peptid. Es ist Teil der nicht variablen Domanen (IR1.6) innerhalb
des variablen Oberflachenproteins VISE. Der Test ist in der Veterinarmedizin als kommerzieller
Schnelltest erhaltlich (SNAP® 4Dx Plus Borreliose; IDEXX Laboratories, Inc.), allerdings nur fir den
Hund und nicht flr das Pferd validiert. Aufgrund des Tiergesundheitsgesetzes vom 22.05.2013 kann
dieser Test auch beim Pferd eingesetzt werden.

2.5.2.3 Immunblot

Der Immunblot lasst eine differenzierte Analyse der Immunantwort gegeniiber bestimmten Antige-
nen von Erregern zu. Diese Eigenschaft zeichnet die Methode in erster Linie als qualitatives Nach-
weisverfahren aus. Die gegenwartige Empfehlung zur serologischen Diagnostik der Lyme-Borreliose
sieht sowohl in der Human- als auch der Tiermedizin das Prinzip des Zweistufentests vor (Wilske et
al., 2007; Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, 2008; May, 2009); Ro-
bert-Koch-Institut, 2013). Der Immunblot wird in diesem Prinzip als zweiter Test zur Charakterisie-
rung reaktiver Seren eingesetzt.

e Western-Blot

Das klassische Immunoblotverfahren ist der Western-Blot. Zur Herstellung des Tests werden gerei-
nigte Antigene nach ihrer elektrophoretischen Auftrennung gemald ihrem Molekulargewicht auf ei-
nen festen Tragerstoff tibertragen und gebunden (z.B. Nitrozellulose-Papier). Wahrend der anschlie-
Renden Inkubation mit zu untersuchenden Seren kommt es, sofern diese entsprechende Antikorper
enthalten, zur Bildung von Immunkomplexen mit den passenden Antigenen, die analog zur Vorge-
hensweise beim ELISA (siehe Kapitel 2.5.2.2) {iber eine Farbreaktion mittels enzymmarkierter spe-
ziesspezifischer anti-Antikorper als gefarbte Banden sichtbar gemacht werden. Mithilfe eines Gro-
Renmarkers ist anhand des entstandenen Bandenmusters ersichtlich, gegen welche Proteine des
Erregers Antikorper gebildet wurden.

¢ Line-Immuno-Assay (LIA)

Der Line-Immuno-Assay ist eine Weiterentwicklung des Western-Blots, bei der die Herstellung der
Teststreifen auf eine andere Weise erfolgt. Die Proteine des Erreger-Antigens werden durch ein spe-
zielles Spriihverfahren auf eine Nitrozellulosemembran (ibertragen. Die Nitrozellulosemembran wird
dann in Einzelstreifen geschnitten. Der eigentliche Testablauf erfolgt wie fir den Western-Blot be-
schrieben.
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Beim Menschen werden etwa zwei bis vier Wochen nach stattgefundener Infektion erste Antikorper
im Immunblot sichtbar (siehe Kapitel 2.4.2.2). Anfanglich sind sie vorrangig gegen das Flagellin-
Protein (41 kD), das sog. ,common Antigen“ (60 kD) und Proteine mit niedrigem Molekulargewicht
gerichtet, darunter auch das OspC (22-24 kD) (Simpson et al., 1991). Im weiteren Krankheitsverlauf
lassen sich Immunglobuline gegen eine Vielzahl verschiedener Antigene nachweisen.

Als spezifische Immunreaktion, die im Hinblick auf die Diagnose der Lyme-Borreliose aussagekraftig
ist, wird die Prasenz von Antikérpern gegen Proteine von 17-18 kD Molekulargewicht, das p39, ein
Antigen aus dem hochmolekularen Bereich mit einer Masse von 83 bis 100 kD (p83/p100) und insbe-
sondere das VISE gewertet. Dieses in vivo-exprimierte Lipoprotein weist konservierte — Genpspezies-
Ubergreifende — hoch immunogene Epitope auf (Liang et al., 1999; Philipp et al., 2001). Das p18 wird
Uberwiegend erst zu einem spaten Zeitpunkt bei chronischem Infektionsverlauf identifiziert (Jauris-
Heipke et al., 1999). Die intensivste Immunantwort wird von dem 41 (Flagellin-) und 60 kD-Protein
induziert, ihr diagnostischer Wert ist jedoch von geringerer Bedeutung, da diese Proteine ausgedehn-
te Kreuzreaktionen (siehe Kapitel 2.2.3) aufweisen. Als spezifisch und somit diagnostisch aussagekraf-
tig gelten laut Zéller und Mitarbeiter die Proteine OspC, OspA, p39 und p83/p100 (Z6ller et al., 1993),
Bruckbauer und Mitarbeiter befanden die Proteine p100, p41, OspA und OspC am besten geeignet
fir die Diagnostik, da sie das geringste Potential zu Kreuzreaktivitdten innerhalb des Genus Borrelia
aufweisen (Bruckbauer et al., 1992).

Beim Pferd existieren bislang nur unzureichende Kenntnisse hinsichtlich der Ausbildung spezifischer
Antikorper gegen bestimmte Borrelienantigene; was die Festlegung von Auswertungskriterien fir
den Immunblot erschwert. Im Rahmen einer Untersuchung von Dzierzecka und Mitarbeitern (2002)
wurden 87 Serumproben von Pferden, die zuvor mittels ELISA auf Borrelien untersucht wurden, mit
dem Immunblot analysiert. Die ELISA- positiven Proben reagierten vornehmlich mit Antigenen von 41
kDa, 62/60 kDa, 93 kDa, 72 kDa, 34 kDa (OspB) und 66 kDa Molekulargewicht. Ein groBer Anteil (55,5
%) der ELISA-negativen Proben reagierte mit p41, woraus geschlossen wurde, dass Immunreaktionen
gegen das Flagellinprotein auch beim Pferd als eher unspezifische Reaktionen in der Borrelien-
Diagnostik anzusehen sind (Dzierzecka und Kita, 2002). Laut Midller und Mitarbeitern scheinen die
Proteine p41 und p83/p100 zu starken Kreuzreaktionen beim Pferd zu neigen (Mdiller et al., 2002).

Krupka und Mitarbeiter postulieren, dass sich das DbpA (p17) als geeignetes Protein fiir die Detekti-
on von equinen Antikorpern gegen B. burgdorferi s.l. erweist. Sie fanden zudem heraus, dass bei Pro-
ben, die als positiv eingestuft wurden, oftmals die Bandenkombination VIsE-Mix + DbpA-Mix + p83
auftritt. Antikérper gegen OspC und OspA sind bei equinen Serumreaktionen ihren Erfahrungen nach
nicht als spezifisch zu interpretieren, vor allem weil OspA-Antikorper sich insbesondere nach Impfun-
gen finden (Krupka et al., 2012).

Auch in der Humanmedizin wurden trotz der Bemihungen verschiedener Arbeitsgruppen in der Ver-
gangenheit , ein einheitliches Schema zu erstellen, Standardisierte Bewertungskriterien der Immun-
blotbanden bis heute nicht eingefiihrt (Hauser et al., 1997; Hauser et al., 1999; Robertson et al.,
2000).
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3 Material und Methoden
3.1. Untersuchungsort

Das Bayerische Haupt- und Landgestlit Schwaiganger liegt in der Region Werdenfels am Ful} der Al-
pen auf einer Hohe von 665 m Uiber dem Meeresspiegel und gehort zur Gemeinde Ohlstadt im Land-
kreis Garmisch-Partenkirchen. Im Jahr 2004 erfolgte die Ernennung zum Lehr-, Versuchs- und Fach-
zentrum fiir Pferdehaltung der Bayerischen Landesanstalt fiir Landwirtschaft (LfL), dessen Schwer-
punkt u. a. in der Forderung der bayerischen Pferdezucht insbesondere durch Bereitstellung zlichte-
risch hochwertiger Vatertiere der Rassen Warmblut und Kaltblut besteht (Bayerische Landesanstalt
far Landwirtschaft, 2011).

3.2 Vorausgegangene Studie aus dem Jahr 2007

Das urspriingliche Ziel meiner Arbeit war damals die Bestimmung von Serumantikdrpern von Pferden
des Bayerischen Haupt- und Landgestiits Schwaiganger gegen Borrelia burgdorferi s.l., um Aufschluss
Uber die Immunantwort gegen B. burgdorferi s.l. klinisch gesunder Pferde unterschiedlichen Alters
und Geschlechts sowie unterschiedlicher Rassezugehérigkeit und Exposition im jahreszeitlichen Ver-
lauf zu erlangen. Zu diesem Zweck wurden die Blutproben des Pferdebestands mittels eines IFAT,
eines Immunblot und zweier ELISA untersucht. Ferner wurde die Pravalenz von B. burgdorferi s.l. in
Zecken des Gestitsgelandes mittels PCR bestimmt.

3.2.1 Untersuchungsmaterial

3.2.1.1 Auswahl der Pferde

Wahrend des einjahrigen Probennahmezeitraums von Juli 2005 bis Juni 2006 wurden im Abstand von
vier bis sechs Wochen an insgesamt neun Zeitpunkten Blutprobenentnahmen bei Pferden des Land-
gestits Schwaiganger durchgefiihrt (siehe Tabellen 8 und 9). Die Auswahl der Pferde erfolgte unter
Berlicksichtigung des Alters, des Geschlechts und der Rassezugehorigkeit.

Im Sinne der Vergleichbarkeit der Ergebnisse und einer moglichst vollstandigen Abbildung des jahres-
zeitlichen Verlaufs der Immunantwort gegen Borrelieninfektionen wurden - mit Ausnahme der Foh-
len des Geburtsjahrgangs 2005 - nur die Pferde in die Auswertung einbezogen, von denen insgesamt
wenigstens flinf untersuchungsfahige Blutproben gewonnen werden konnten. Die Fohlen des Ge-
burtsjahrgangs 2005 wurden aufgrund ihrer geringen Anzahl unabhangig von der Haufigkeit einer
erfolgreichen Blutprobenentnahme allesamt in die Studie aufgenommen.

Die Anzahl der untersuchten Pferde belief sich unter Beriicksichtigung der oben angegebenen Krite-
rien auf 153 von insgesamt 330, darunter 103 Warmblut- und 50 Kaltblutpferde (siehe auch Anhang
B).
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Tabelle 8: Untersuchte Pferde nach Rasse, Geschlecht und Geburtsjahr

Rasse
Geburtsjahr Warmblut Kaltblut
mannlich weiblich mannlich weiblich

vor 2002 2 12 9 7
2002 5 6 0 2
2003 12 13 6 3
2004 11 12 7 8
2005 10 20 4 4
40 63 26 24

Anzahl

103 50

Die Haltungsbedingungen waren abhangig vom Alter und von der Nutzung der Pferde unterschied-
lich. Die Deckhengste (bis einschlieRlich Geburtsjahrgang 2002) waren grundsatzlich in Einzelboxen
ohne Weidegang aufgestallt. Der Aufenthalt im Freien beschrankte sich bei diesen Pferden auf gele-
gentliche Ausritte bzw. Aufenthalte in Paddocks in unmittelbarer Stallnahe.

Die Fohlen wurden bis ca. vier Wochen nach der Geburt gemeinsam mit den Mutterstuten in Einzel-
boxen gehalten. Die anschlieRende Laufstallhaltung beinhaltete taglichen Auslauf in stallnahen Pad-
docks, dessen Zeitdauer in Abhangigkeit von den Witterungsbedingungen variierte. Die ersten Wei-
degange fanden im Juli 2005 statt (ungefahr zeitgleich mit der ersten Blutentnahme, siehe Tabelle 9),
ebenfalls unter Beriicksichtigung der Wetterlage fiir ca. 6 bis 8 Stunden taglich, an heiRen Sommer-
tagen auch Gber Nacht (ca. 15 Stunden). Bei Dauerregen wurde der Weidegang reduziert oder ausge-
setzt. Nach dem Absetzen im Alter von ca. 6 Monaten erfolgte die Aufteilung in Junghengst- bzw.
Jungstutengruppen mit Weidehaltung und permanentem Zugang zu Laufstallen. Die ein- bis dreijah-
rigen Pferde waren ebenfalls nach Geschlecht und Geburtsjahrgangen in Gruppen aufgeteilt, wobei
zum Teil innerhalb der verschiedenen Jahrgange immer wieder Neugruppierungen vorgenommen
wurden. Die Haltung erfolgte wie bei den Absetzern auf groRflachigen Weiden mit Zugang zu Lauf-
stallen in der weiteren Umgebung des Gestiits.

3.2.1.2 Blutproben

Die Blutentnahme wurde am fixierten Pferd durch Punktion der Vena jugularis mittels 0,90 x 40 mm-
Kaniile (Firma Braun) und EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)-Rohrchen (Monovette® Firma
Sarstedt) durchgefihrt.

Zum Zeitpunkt der Blutentnahme waren jeweils alle Pferde augenscheinlich gesund und in einem
guten Erndhrungs- und Pflegezustand. Darliber hinaus befand sich keines der Pferde in tierarztlicher
Behandlung. Die Blutentnahme erfolgte vereinbarungsgemaR nur bei Pferden, die sich ohne die An-
wendung besonderer Zwangsmalinahmen einfangen und fixieren lieBen. Aufgrund von Turnierbesu-
chen, saisonaler Abgabe an Deckstationen oder Verkauf waren zudem nicht alle Pferde bei jedem
Blutentnahme-Termin verfligbar. Aus diesen Griinden war es nicht moglich, von allen Pferden einen
kompletten Probensatz mit jeweils neun Blutproben zu gewinnen.
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Nach der Entnahme wurden die Blutproben unverziglich bis zur Aufbereitung im Labor in Kiihlboxen
verbracht. Dort wurden nach Zentrifugation in einer Hettich Universal 30 F Zentrifuge bei 10.000 g
und 2000 Umdrehungen pro Minute je zwei Aliquots des Plasmas abpipettiert und in Safe-Lock-Tubes
(Firma Eppendorf) verbracht.

Bis zur Untersuchung wurden die Proben bei -20 °C gelagert. Um optimale Untersuchungsbedingun-
gen zu erreichen, wurden triibe oder verunreinigte Proben verworfen.

3.2.1.3 Zecken

Vom Weidegeldande der untersuchten Pferde wurden 100 adulte Zecken mittels Schlepptlichern ge-
sammelt, die an den Weiderdndern am Ubergang zum Buschwerk tiber die Pflanzen gezogen wurden.
Die anhaftenden Zecken wurden mit Pinzetten aufgenommen und in SchraubgefaRe verbracht. Nach
der Art- und Geschlechtsdifferenzierung unter der Stereolupe wurden die Zecken jeweils in ein Ep-
pendorf-Réhrchen verbracht und bei -80 °C fiir die Untersuchung mittels PCR gelagert.

3.2.2 Labordiagnostische Untersuchungen aus dem Jahr 2007
3.2.2.1 Indirekter Erregernachweis - Untersuchung der Blutproben

Die Pferdeblutproben wurden im Jahr 2007 mit drei unterschiedlichen immunologischen Methoden
bzw. mit vier verschiedenen Testsystemen untersucht:

1. Indirekter Immunfluoreszenztest (IFAT)

2. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
a. ELISAV
b. ELISAM

3. Rekombinanter Immunblot (RecomBIlot)

Die Untersuchungen mittels IFAT der Herstellerfirma Fa. R-biopharm AG und mittels ELISA V der Fa.
Virotech wurden am Institut fir Vergleichende Tropenmedizin und Parasitologie der LMU durchge-
flhrt. Die Untersuchungen mittels RecomBlot und ELISA M der Fa. Mikrogen fanden im firmeneige-
nen Labor in Mlinchen-Neuried statt.

Die meisten Blutproben (1.139) wurden mittels Virotech-ELISA untersucht, da entsprechend viele
Testkits zur Verfliigung standen. Im IFAT wurden 977 Proben untersucht. Beide Untersuchungen wur-
den zwischen Marz und Oktober 2007 parallel durchgefiihrt, so dass fiir beide Tests ein Aliquot Ver-
wendung fand und somit nur einmal aufgetaut wurde. Die Untersuchungen mit dem Immunblot (816
Proben) und dem ELISA (689 Proben) der Firma Mikrogen fanden vier Monate spéater statt. Um opti-
male Untersuchungsbedingungen zu erreichen, wurden zuvor bereits aufgetaute Proben verworfen.
Die Anzahl der untersuchten Blutproben wurde nach Verfligbarkeit der jeweiligen Testkits festgelegt.
AuBerdem reduzierte sich die Menge der Blutproben, da einige Testrohrchen aufgrund von mehrma-
ligen Auftauvorgangen verworfen werden mussten. Die Probandenzahl wurde der Anzahl der zur
Verfligung stehenden Testkits angepasst. Innerhalb der Testgruppen wurde die Auswahl der Pferde
derart vorgenommen, dass eine gleichmaBige Verteilung nach Alter, Rasse und Geschlecht gewahr-
leistet blieb. Insbesondere wurde darauf geachtet, dass jeweils die Pferde ausgewahlt wurden, von
denen die meisten Blutproben gewonnen werden konnten.
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Tabelle 9: Zeitpunkte der Blutentnahmen und Anzahl der untersuchten Blutproben

Blutprobenentnahme Anzahl untersuchter Blutproben
Datum Nr. IFAT ELISA V ELISA M RecomBlot

14.07.2005 1 125 142 23 95
16.08.2005 2 123 143 72 92
22.09.2005 3 122 139 90 100
26.10.2005 4 121 142 94 101
22.11.2005 5 122 141 97 102
04.01.2006 6 116 137 96 102
22.02.2006 7 111 132 97 97
20.04.2006 8 63 76 46 51
08.06.2006 9 74 87 74 76

gesamt 977 1.139 689 816

3.2.2.1.1 ELISA

3.2.2.1.1.1 Borrelia burgdorferi Veterinar ELISA (ELISA V)

Der ,Veterinar ELISA” der Firma Genzyme Virotech GmbH wird seit dem Ende der neunziger Jahre
kommerziell fiir den Nachweis von Antikérpern der Klasse IgG gegen B. burgdorferi s.s. angeboten.
Zur Herstellung des Tests findet B. burgdorferi s.s. (Lysat) als Antigen Verwendung. Als Positivkontrol-
le werden laut Hersteller Pferdeseren eingesetzt, die von Tierdrzten zur Verfligung gestellt werden
und im Genzyme Virotech , Veterinar ELISA” positiv reagieren.
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Im Test-Kit sind alle benétigten Reagenzien enthalten (siehe Kapitel 12.1.1). Entsprechend den Her-
stellerangaben wurde der Test wie folgt durchgefiihrt:

Zu Beginn wurden alle Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht, die Fliissigkomponenten gut ge-
schittelt und das Waschlosungskonzentrat auf einen Liter mit destilliertem Wasser aufgefiillt. Je 10
ul der Plasmaproben wurden mit je 90 ul Puffer vermischt. Von diesen Ansatzen wurden je 10 ul zu je
390 ul Pufferlésung pipettiert, wodurch eine Verdiinnung der Plasmaproben von 1:400 hergestellt
wurde.

Pro Test wurden jeweils 100 pl des gebrauchsfertigen Verdiinnungspuffers (Leerwert), der Negativ-
kontrolle, der Cut-off-Kontrolle,, der Positivkontrolle und der verdiinnten Plasmaproben in Kavitaten
einer Mikrotiterplatte pipettiert, wie in der Anleitung beschrieben. Nach der ersten Inkubation unter
Abdeckung fiir 30 Minuten bei 37 °C erfolgte ein Waschvorgang mit je 350 ul Waschlosung pro Kavi-
tat, der viermal wiederholt wurde. Die verbliebenen Flissigkeitsreste wurden jeweils durch Ausklop-
fen auf einer Zellstoffunterlage entfernt. Im Anschluss wurden pro Kavitdt 100 pl des gebrauchsferti-
gen Konjugats zugefligt. Die nachste Inkubation und die folgenden Waschvorgidnge wurden auf die
vorstehende Weise wiederholt. Danach wurden 100 pl der gebrauchsfertigen Substratlésung in jede
Kavitat pipettiert. Die anschlieRende Inkubation (unter Abdeckung fiir 30 Minuten bei 37 °C) fand
zusatzlich unter Abdunkelung statt. Die Substratreaktion wurde durch Zugabe von je 50 ul Citrat-
Losung pro Kavitat gestoppt. Bis zur vollstandigen Durchmischung, d. h. bis eine homogene Farbung
ersichtlich war, wurden die Platten geschwenkt. Die Messung der Extinktionswerte erfolgte innerhalb
einer Stunde nach Zugabe der Stopplosung mittels Photometer bei einer Wellenldnge von 450/620
nm. Die gemessene Extinktion des Leerwertes wurde dabei automatisch von den Extinktionswerten
der librigen Proben abgezogen.

Die Konzentration der 1gG-Antikérper wurde in Virotech Einheiten (VE) angegeben, die nach folgen-

der Formel berechnet wurden:

OD(positive Kontrolle)
x10
OD(cut-off Kontrolle)

VE (positive Kontrolle) =

OD(Tierserum)

VE (Tierserum) = x10
( ) OD(cut-off Kontrolle)

Nach dem Auswertungsschema wurden die Proben wie folgt beurteilt:

= VE < 8,0 = negativ
= VES8,0-12,0=grenzwertig
=  VE>12,0 = positiv.

3.2.2.1.1.2 RecomWell Borrelia (ELISA M)
Der ELISA ,recomWell Borrelia 1gG“ der Firma Mikrogen wurde fir den Nachweis von IgG-
Antikoérpern gegen B. burgdorferi s.s., B. garinii und B. afzelii entwickelt. Der Test verwendet neben

dem dulReren Membranprotein OspC und einem internen Teil des p41-Antigens die Antigene p100,
VIsE und p18. Dieser Test ist nicht kommerziell erhaltlich.
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Der Test wurde nach den Herstellerangaben wie folgt durchgefiihrt:

Alle Reagenzien (siehe Kapitel 12.1) wurden zunachst auf Raumtemperatur gebracht (Entnahme aus
dem Kiihlschrank etwa 30 Minuten vor Untersuchungsbeginn). Die Kontrollseren, Plasmaproben und
Konjugate wurden durch Schiitteln gleichmaRig durchgemischt. Dann erfolgte die Herstellung des
Waschpuffers und der Konjugatlosung (siehe Kapitel 12.1.3.2). Zu je 1 ml Verdiinnungspuffer wurden
jeweils 10 pl Pferdeplasma bzw. Positivkontrolle pipettiert entsprechend einer Verdiinnung von
1+100. Nach Durchmischung wurden jeweils 100 ul dieser Ansatze sowie der Negativkontrolle in die
Kavitaten einer Mikrotiterplatte pipettiert. Die Cut-off-Kontrolle wurde im Doppelansatz hinzugefligt.
Danach wurde die mit Abdeckfolie verschlossene Mikrotiterplatte fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert.
Die Kavitaten der Mikrotiterplatte wurden im Anschluss an die Inkubation vollstiandig geleert und
viermal mit je 300 pl Waschpuffer gewaschen. Um Flissigkeitsreste aus den Kavitaten zu entfernen,
wurde die Platte nach dem letzten Waschvorgang auf einem Papiertuch ausgeschlagen. Danach wur-
den von der verdiinnten Konjugatlésung jeweils 100 pl pro Kavitdt pipettiert. Die Mikrotiterplatte
wurde erneut abgedeckt und bei 37 °C fir 30 min inkubiert. Der anschlieBende Waschvorgang wurde
wie oben beschrieben durchgefiihrt. Nachfolgend wurden 100 ul der gebrauchsfertigen Substratlo-
sung pro Kavitat pipettiert und die Mikrotiterplatte bei Raumtemperatur wiederum fiir 30 min inku-
biert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 100 ul Stopplésung pro Kavitat beendet. Innerhalb
der nachsten 60 min wurde die Extinktionsmessung in einem Mikrotiterplatten-Photometer bei der
Wellenlange 450 nm und der Referenzwellenlange 650 nm durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte
nach folgendem Schema:

Qualitative Auswertung:
Cut-off (Grenzwert): Extinktionsmittelwert der Cut-off-Kontrolle
Graubereich: untere Grenze = Cut-off

obere Grenze = Cut-off + 20 % (Cut-off x 1,2)

=  Proben mit Extinktionswerten oberhalb des Graubereiches = positiv
=  Proben mit Extinktionswerten im Graubereich = grenzwertig
=  Proben mit Extinktionswerten unterhalb des Graubereiches = negativ

Quantitative Auswertung:
Den Extinktionswerten wird mit Hilfe einer Formel die entsprechende Antikorperaktivitat in Units pro
ml zugeordnet.
U/ml Probe = (Extinktion Probe / Extinktion Cut-off) x 20
Graubereich: untere Grenze = 20 U/ml
obere Grenze = 24 U/ml

=  U/mlProbe >24 = positives Testergebnis
= <24 U/mlProbe 20 < = grenzwertiges Testergebnis
=  U/ml Probe <20 = negatives Testergebnis

3.2.2.1.2 Indirekter Immunfluoreszenztest (IFAT)

Der “Borrelia burgdorferi sensu lato IFT“ der Firma R-biopharm AG (Vertriebsfirma Dia Consulting)
dient dem Nachweis von IgG-Antikorpern gegen B. burgdorferi s.s., B. garinii und B. afzelii. Als Anti-
gene dienen inaktivierte B. burgdorferi s.s., B. garinii und B. afzelii. Der Test war einige Jahre kom-
merziell erhaltlich, wird heute jedoch nicht mehr vertrieben. Er wurde nach den Herstellerangaben
wie folgt durchgefiihrt (siehe Kapitel 12.1):
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Die auf zehn Feldern mit Antigen beschichteten Objekttrager wurden dem Kiihlschrank entnommen
und bis zur Erwarmung auf Raumtemperatur zunachst gekennzeichnet und auf einen Objekttrager-
halter gelegt. Die Mikrotiterplatten erhielten ebenfalls eine Kennzeichnung bestehend aus Proben-
nummer, Positiv- und Negativkontrolle. Mittels Multikanalpipette wurden je 150 ul Verdliinnungspuf-
fer in die Reihe H und je 50 ul in die Reihen G bis A pipettiert.

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Verdiinnungspuffer
AOOOOOOOOOOO0O -=sou
B O OO OOOOOOO O sou
cOOO0O0O0O0O0O0O0OO0O0OO0O0O s
b OO O OOOOO0OO0OO0O 0O sou
EO O OOOOOO0OO0OO0O O sou
FO O OOOOOOOO O sou
‘HONONONONONONONONONONMORENN- N
HO OOOOOOOOO O 154

Nun wurden in jede Vertiefung der Reihe H 10 pl Plasma und pro Ansatz in je eine entsprechend
markierte Vertiefung einmal eine Positiv- und einmal eine Negativkontrolle pipettiert.

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AOOOOOOOOOOoOOoO
B O OO OOOOOOOOL
OO ONONONONONONONONG
D OO OOO0OO0OOOOOOo
EO O OOOO0OOO0OO0OOoOOo
F O OOOOOOOOOoOOo
‘HONONONONOHNONONONONONG
HO OOOOOOOOOO 10 pl Plasma

Dann wurde bei Reihe H beginnend eine geometrische Verdiinnungsreihe hergestellt, indem mit
einer Multikanalpipette gemischt und jeweils 50 pl in die nachste Reihe Uberpipettiert wurde.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AOOOOOOOO0OOOoOOoO 7

B O OO OOOOO0OOOOoO 0

S ONONONONONONONONONONOENN)

b OO OOO0OO0OOO0OOOoOo 0

EO O OOO0OO0OO0OO0OO0OOoo 0

FO OOOOOOOoOOoOOoo o
‘HONONONONONONONONONONOENN

HO OOOOOOOOOO ™ Mischen und je 50 pl in nichste Reihe

Uberpipettieren
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Die Plasmaproben und die Positiv-und Negativkontrollen wurden dabei wie folgt verdiinnt:

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AOOOOOOOOOO OO 1208
B OO OOOOOOOO0O OO 1:104
CcO0O0OO0O0O0O0000O0O0 0O 112
Db OO O 0OO0OO0OO0OO0O0O 0 OO 1256
EO O OO0OO0OO0OO0OO0O0OO0 OO 112
FOOOOOOOO0OO0O O OO 164
6 OO 000000000 132
HOOOOOOOOOOAO

Im Anschluss wurden jeweils 10 pul verdiinntes Plasma auf das entsprechende mit Antigen beschich-
tete Objekttragerfeld (Objekttrager siehe unten) pipettiert, beginnend mit der héchsten Verdiinnung
von rechts nach links.

o o O O O

o o O O O

Nach der unmittelbar folgenden Inkubation in einer feuchten Kammer im Warmeschrank bei 37 °C
fir 30 min wurden die Objekttrager in Glaskiivetten, die jeweils frischen Waschpuffer (pH-Wert 7,4)
enthielten, zunachst gespilt und dann zweimal 5 Minuten lang gewaschen. Danach wurden die Ob-
jekttrager geschiittelt und zum Abtropfen vertikal auf saugfahiges Papier gestellt, so dass eine Rest-
feuchte erhalten blieb. Nun wurden auf jedes Feld des Objekttragers je 10 pl Konjugat (1:80), mit
0,02 % Evans-Blue/PBS verdiinnt (10 pl Anti-horse IgG-FITC + 790 pl 0,02 % Evans-Blue/PBS) aufge-
tragen. Der Grad der Verdiinnung wurde so eingestellt, dass das Auftreten von unspezifischen Fluo-
reszenzen auf den Antigenfeldern unterdriickt wird. Erneut wurden die Objekttrager in einer feuch-
ten Kammer bei 37 °C fiir 30 min inkubiert und im Anschluss an die Inkubation der Spil- und Wasch-
vorgang wiederholt. Nach dem Schiitteln und dem Abtropfen auf saugfahigem Papier wurden die
noch feuchten Objekttrager mit dem mitgelieferten Eindeckmittel Uberschichtet. Die Auswertung
erfolgte unter dem Fluoreszenzmikroskop bei 400-facher VergroRerung.

Gemal der Herstellervorgabe wurde die Titerstufe 1:64 als Grenzwert festgelegt. Proben, die eine
deutliche Fluoreszenz bei Titerstufen Uber 1:64 zeigten, wurden positiv beurteilt. Die letzte Verdin-
nungsstufe mit deutlicher Fluoreszenz wurde dabei als Endtiter angegeben. Proben, die keine Fluo-
reszenz bei diesen Titerstufen aufwiesen, wurden als negativ bewertet.
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3.2.2.1.3 RecomBlot Borrelia (Blot M)

Der RecomBlot Borrelia IgG wurde von der Firma Mikrogen fiir die Identifizierung spezifischer gegen
B. burgdorferi s.s., B. garinii und B. afzelii gerichteter Antikorper der Klasse 1gG entwickelt. Verwen-
det werden neben den duBeren Membran-Proteinen OspA und OspC, die Antigene p100, VISE, p39
und p18, p41 und ein interner Teil des p41 (p41/i). Die Antigene wurden rekombinant produziert und
gelelektrophoretisch aufgetrent. Im Rahmen dieser Studie wurde das Testsystem erstmalig an einem
grolReren Pferdeblutprobenkollektiv erprobt.

Der Test wurde entsprechend den Herstellervorgaben wie folgt durchgefiihrt (siehe Kapitel 12.1):

Zunachst wurden in die zehn Vertiefungen der Inkubationsschale je 2 ml Waschpuffer pipettiert. In je
eine Vertiefung wurden 8 ul des Probenplasmas zum Waschpuffer gegeben und beide Fllssigkeiten
durch vorsichtiges horizontales Schitteln homogenisiert (Verdiinnung 1+250). In die nun mit Wasch-
puffer-Proben-Gemisch gefiillten Vertiefungen wurde vorsichtig je ein mit den oben genannten Anti-
genen beschichteten Teststreifen mit Hilfe einer Plastikpinzette eingetaucht, dabei wurde darauf
geachtet, dass die Streifennummerierung nach oben zeigte und die Streifen vollstandig mit FlUssig-
keit benetzt und untergetaucht waren. Dann wurden die Inkubationsschalen mit Kunststoffdeckeln
abgedeckt und unter leichtem Schitteln zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der In-
kubation wurde die Flissigkeit aus den einzelnen Vertiefungen abgesaugt. AnschlieBend wurden in
jede Vertiefung 2 ml des Waschpuffers gegeben und fiir 5 min unter leichtem Schiitteln gewaschen;
nach dem Waschvorgang wurde der Waschpuffer abgesaugt.

Der Waschvorgang wurde dreimal wiederholt. Nachfolgend wurden in jede Vertiefung 2 ml der vor-
bereiteten Konjugatlosung (siehe Kapitel 12.1.3.3) gegeben und abgedeckt unter leichtem Schiitteln
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Konjugatlésungen aus
den Vertiefungen abgesaugt und ein viermaliger Waschvorgang wie zuvor beschrieben durchgefiihrt.
In jede Vertiefung wurden danach 1,5 ml Substratlésung gegeben und 5 - 10 min unter leichtem
Schitteln bei Raumtemperatur inkubiert. Die Streifen wurden so lange in der Substratlésung belas-
sen, bis bei dem Streifen mit der schwachpositiven Serumkontrolle die p100 Bande zu erkennen war.
Nach dem Absaugen der Substratldsung wurden die Streifen dreimal kurz mit deionisiertem Wasser
gewaschen. AnschlieRend wurden sie vorsichtig mit einer Plastikpinzette aus dem Wasser genommen
und zum Trocknen fiir ca. zwei Stunden zwischen zwei Lagen saugfahigen Papiers gelegt. Die so ge-
trockneten Streifen wurden auf einem Auswertebogen zur Protokollierung der Ergebnisse aufgeklebt.
Die Identifizierung des Bandenmusters der Teststreifen erfolgte anhand eines kitspezifischen Kon-
trollstreifens mit entsprechenden Markierungen.

Die Auswertung der einzelnen Banden wurde nach dem folgenden Schema vorgenommen:
Banden Intensitat

keine Reaktion -

sehr geringe Intensitat +/-
starke Intensitat +
sehr starke Intensitat ++
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Tabelle 10: Punktebewertung der B. burgdorferi-Antigene im IgG-Blot (Blot M)

Protein/Antigen
Molekulargewicht Name Funktion/Herkunft Punkte
(kDa)
100 P100 B. afzelii 8
Fusionsprotein, reprasentiert
die immundominanten VIsE-
66* VIsE Epitope von verschiedenen
Genospezies 4
Flagellin
41 P4l B. burgdorferi sensu stricto 1
39 BmpA B. afzelii 8
Oberflachenprotein 4
31 OspA B. afzelii
Oberflachenprotein 6
B. garinii 1,
22 OspC B.afzelii, B. burgdorferi sensu
stricto, B.garinii 2
Spezifischer interner Teil des 1
20 P41/i Flagellins
B. garinii
Spezifischer interner Teil des 1
18,5 P41/i Flagellins
B. afzelii
18 P18 Oberﬂéfhenprotein 8
B. afzelii

*Das VIsE wird als 40 kDa Lipoprotein beschrieben.

Im recomBlot (Fa. Mikrogen) liegt VISE als Fusionsprotein mit 66 kDa vor.

Das Testergebnis erhdlt man durch Addition der entsprechenden Punktwerte der einzelnen mit +
oder ++ bewerteten Banden. Dabei ist es unerheblich, wie stark die Reaktion ausgefallen ist, die
Punktwerte sind fir die + und ++ Reaktion gleich. Fir die Reaktion der OspCs darf nur einmal der

Punktwert berechnet werden, unabhangig davon, welche und wie viele der 3 OspCs reagieren.

Tabelle 11: Beurteilung der Testergebnisse IgG (Blot M)

Summe der Punkte

Beurteilung IgG

<4
5-6
27

negativ
fraglich
positiv
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3.3 Studie zur Uberpriifung der Ergebnisse der vorausgegangenen Studie

Zur Uberpriifung der divergenten Ergebnisse der vorausgegangenen Studie wurde im Frithjahr 2015
eine Subgruppe mittels eines weiteren Immunblots analysiert. Die Untersuchungen fanden im Labor
des Instituts fur Infektionsmedizin und Zoonosen (Lehrstuhl Bakteriologie und Mykologie) der LMU
statt. Zum Einsatz kam der Borrelia Veterinar plus OspA Line IgG Line Immunoblot der Firma Viro-
tech.

3.3.1 Untersuchungsmaterial - Blutproben

Die vorausgegangenen Ergebnisse des Immunblots der Firma Mikrogen und des ELISA der Firma Viro-
tech sollten in dieser Arbeit Gberprift werden. Aus diesem Grund wurden fiir die Subgruppe die Pro-
ben der damaligen flinften und sechsten Blutentnahme ausgewahlt, da zu diesen Terminen die meis-
ten Proben im Immunblot und Ubereinstimmend im ELISA V untersucht wurden (siehe Tabelle 9).
Von der funften Blutentnahme, im Folgenden als Blutentnahme A bezeichnet, wurden 96 Proben im
Jahr 2015 erneut untersucht. Von der sechsten Blutentnahme, im Folgenden als Blutentnahme B
bezeichnet, wurden 73 Proben fiir die erneute Untersuchung ausgewahlt. Sdmtliche Jahrgange der
damalig untersuchten Pferde wurden in die Subgruppe einbezogen (siehe Anhang B). Aus der Gruppe
der Fohlen wurden 11 Tiere ausgewahlt. Aufgrund dieser geringen Anzahl konnten die Proben aller
stattgefundenen Blutentnahmen untersucht werden. Wahrend der achten Blutenahme (siehe Tabel-
le 9) konnten keine Blutproben bei den Fohlen gewonnen werden. So ergeben sich insgesamt acht
Blutentnahmen, die im Folgenden von eins bis acht durchnummeriert werden.

3.3.2 Labordiagnostische Untersuchungen aus dem Jahr 2015
3.3.2.1 Borrelia Veterinar plus OspA Line (Blot V)

Der Borrelia Veterinar plus OspA Line IgG Line Immunoblot der Firma Sekisui Virotech dient dem
qualitativen Nachweis von B. burgdorferi sensu lato spezifischen IgG-Antikdrpern im Pferdeserum.
Verwendung finden die rekombinanten Antigene BmpA (p39), p58 und p83, sowie als Mix die Anti-
gene VIsE, DbpA und OspC. Die Proteine des Erreger-Antigens werden bei diesem Line-Blot durch ein
spezielles Spriihverfahren auf eine Nitrozellulosemembran (bertragen. Der Test wurde zusammen
mit der Firma Virotech im Institut fiir Infektionsmedizin und Zoonosen der LMU Miinchen entwickelt
und auch dort durchgefihrt.

Der Test wurde entsprechend den Herstellervorgaben wie folgt durchgefiihrt (siehe Kapitel 12.1):

Vor Testbeginn wurden das Verdiinnungs-/Waschpufferkonzentrat, das Substrat, die Kontrollen und
die Patientenproben auf Raumtemperatur gebracht. Die Seren wurden vor der Benutzung durch-
mischt und zentrifugiert. Pro Kontrolle bzw. Patientenprobe wurde je ein Teststreifen in die Rinne
einer sauberen Inkubationswanne gelegt. Die Teststreifen waren durchnummeriert. Die Teststreifen
wurden dabei nur am markierten oberen Ende angefasst. Ein Combitip, mit der Beschriftung ,Serum-
verdlinnungspuffer”, wurde auf eine Multipipette gesteckt. AnschlieRend wurden 1,5 ml eingestellt
und je 1,5 ml Verdiinnungs-/Waschpuffer in jede Vertiefung pipettiert. Die Teststreifen wurde dabei
ausreichend und gleichmaRig mit Flussigkeit benetzt. Pro Charge wurden 100 pl Cut-off-Kontrolle
Pferd und 15 pl Serumkontrolle (0496 Pferd) in eine Vertiefung gegeben. Dann wurden 15 pl der Se-
rumproben (=1:100) in je eine Vertiefung (nicht direkt auf den Streifen) pipettiert. Es folgte eine 30-
mindtige Inkubation bei Raumtemperatur auf dem Kippschittler. Dann wurde die Flissigkeit vorsich-
tig und vollstandig in ein Becherglas abgegossen. Mit dem Combitip wurden 1,5 ml Waschpuffer in
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jede Schalenrinne pipettiert; fiir 3 mal 5 min wurde auf dem Schittler inkubiert. Der Waschpuffer
wurde dazwischen immer vollstandig abgegossen. Die Konjugatverdiinnung wurde kurz vor Gebrauch
angesetzt. Mit einem entsprechend beschrifteten Combitip wurden je 1,5 ml Konjugatverdiinnung in
jede Vertiefung gegeben. Es folgte eine 30-minlitige Inkubation bei Raumtemperatur auf dem Kipp-
schittler. Wie zuvor beschrieben wurde ein Waschschritt durchgefiihrt. Dann wurde einmal fiir ca. 1
min mit Aqua bidest aus der Spritzflasche gewaschen. Die Flissigkeit wurde vorsichtig und vollstandig
in ein Becherglas abgegossen. Mit einem entsprechend beschrifteten Combitip wurden 1,5 ml der
Substratlosung in jede Vertiefung pipettiert. Es folgte die Inkubation bei Raumtemperatur auf dem
Kippschittler fir 12 min. Dann wurde das Substrat vorsichtig und vollstandig in ein Becherglas abge-
gossen. Ohne Inkubation wurde dreimal mit 1,5 ml Aqua bidest aus der Spritzflasche gewaschen. Die
Flussigkeit wurde zwischen den Waschgadngen vollstandig abgekippt. Die Streifen wurden auf Papier
trocknen gelassen und anschlieBend auf ein Dokumentationsblatt geklebt. Die Cut-off-Kontrolle wur-
de zur besseren Vergleichbarkeit auf ein separates Dokumentationsblatt geklebt. (IgG Pferd Cut-off-
Bande: VISE-Mix).

Die Auswertung erfolgte nach dem folgeneden Schema:

Tabelle 12: Auswertekriterien (IgG Beurteilung) beim Pferd (Blot V)

Pferd Befund Interpretation

0 Banden oder Banden < cut off negativ kein Hinweis auf Erregerkontakt
VIsE-horse Befund Interpretation

+0 - 2 Banden grenzwertig Hinweis auf Erregerkontakt

+ >3 Banden Infektion Hinweis auf Infektion

Sonderfall Befund Interpretation

VIsE-horse + DbpA + 1 Bande Infektion Hinweis auf Infektion

ohne VIsE-horse Befund Interpretation

0 -2 Banden negativ kein Hinweis auf Erregerkontakt
3 Banden grenzwertig Hinweis auf Erregerkontakt

> 4 Banden Infektion Hinweis auf Infektion

(Angaben grundsatzlich fir Banden 2 cut-off-Bandenintensitat)
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3.4 Direkter Erregernachweis - Untersuchung der Zecken

Die Untersuchung der Zecken (siehe Kapitel 3.2.1.3) mittels Real-Time Polymerase-Kettenreaktion
(Real-Time PCR) wurde im Institut fiir Vergleichende Tropenmedizin und Parasitologie, LMU, durch-
gefihrt.

3.4.1 DNA-Extraktion

Die DNAExtraktion wurde mit dem QlAamp® DNA Mini Kit (,tissue protocol“) der Firma QIAGEN
GmbH, Hilden, nach den Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt (siehe Kapitel 12.1):

Jede Zecke wurde einzeln in je ein ReaktionsgefaR mit einer Metallkugel gegeben, dazu wurden 80 pl
PBS-Puffer pipettiert. Die Gefalle wurden verschlossen zur mechanischen Zerkleinerung bzw. Homo-
genisierung der Zecken fir finf Minuten bei 30.000 x g in den Tissue-Lyser verbracht. Im Anschluss
wurden je 100 ul ATL-Puffer und 20 pl Proteinase-K zu den Ansatzen pipettiert, mittels Vortexer ge-
mixt und schlielRlich vier Stunden lang bei 56 °C im Thermomixer inkubiert. Nach kurzer Zentrifugati-
on wurden je 200 pl AL-Puffer zu den Ansatzen gegeben und 15 Sekunden mittels Vortexer gemixt. Es
folgte eine erneute Inkubation im Thermomixer bei 70 °C fiir 10 min. Danach wurden die Reaktions-
gefaBe kurz zentrifugiert, 200 pl Ethanol wurden hinzu pipettiert, die Proben fiir 15 s mittels Vortexer
gemischt und nochmals zentrifugiert.

Die Mischung wurde anschlieBend auf Spinsaulen, die sich in 2 ml-SammelgefaBen befanden, gege-
ben. Diese wurden verschlossen bei 8000 x g eine Minute zentrifugiert. Danach wurden sie in neue

2 ml-Sammelgefdlle umgesetzt. Die ersten Sammelgefdafe wurden mitsamt Filtrat verworfen. Nach
dem Offnen der Spinsdulen wurden 500 pl AW1-Puffer hinzupipettiert. Sie wurden wiederum ver-
schlossen und eine Minute bei 8.000 x g zentrifugiert, um sie im Anschluss erneut in frische 2 ml-
Sammelgefalle umzusetzen und die benutzten Sammelgefdlle samt Inhalt zu verwerfen. Danach
wurden 500 pl AW2-Puffer zu den Spinsdulen hinzupipettiert und verschlossen bei 13.000 x g 3 min
lang zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde mit Wechsel des Sammelgefalles einmal wiederholt. Ab-
schlieBend wurden die Spinsdulen in 1,5 ml Safe-Lock-GefalRen verbracht, 200 pl AE-Puffer wurden in
die Sdulen gegeben, der Deckel verschlossen und bei Raumtemperatur fir 5 min inkubiert. Nach ei-
ner Zentrifugation bei 8.000 x g wurde die Spinsaule verworfen. Das Eluat in den Safe-Lock-GefaRen
wurde bei -20 °C bis zur Durchfiihrung der PCR gelagert.

3.4.2 Real-Time PCR

Die Real-Time PCR wurde durch das technische Personal des Institutes fiir Vergleichende Tropenme-
dizin und Parasitologie nach dem dort etablierten Protokoll von Schwaiger durchgefiihrt (Schwaiger
et al., 2001). Darin wird ein 170 Basenpaare-umfassender Abschnitt des chromosomalen Flagellin-
Gens amplifiziert. Die Spezifitat dieser PCR erlaubt die Detektion aller in Europa klinisch relevanten
Spezies des B. burgdorferi sensu lato-Komplexes, B. burgdorferi s.s., B. afzelii und B. garinii, sowie

B. valaisiana, deren Pathogenitat noch nicht geklart ist. Kreuzreaktionen mit anderen Bakterien, Vi-
ren und Pilzen sind ausgeschlossen. Das Protokoll erlaubt, dass die oben genannten Borrelien spp.,
bzw. deren Isolate, mit einer vergleichbaren Sensitivitdt nachweisbar sind (Schwaiger et al., 2001).
Die Reaktionsansatze (siehe Kapitel 12.1) wurden gemaR Tabelle 12 unter Verwendung von jeweils
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5 ul DNA-Extrakt der zu untersuchenden Zecken hergestellt, die Negativkontrolle enthielt dasselbe
Volumen an destilliertem Wasser, als Positivkontrolle wurden die Spezies B. burgdorferi s.s., B. afzelii
und B. garinii mitgefiihrt.

Die Reaktionsbedingungen wurden am Real-Time PCR-Gerét (iCycler) gemaR Tabelle 13 eingestellt.

Bei jedem Real-Time PCR-Lauf wurden zusatzlich zu den Zeckenproben jeweils eine Negativ- und eine
Positivkontrolle mitgefiihrt.

Tabelle 13: Reaktionsansatz fiir die PCR (nach Schwaiger et al., 2001)

Inhaltsstoff Volumen (25 pl) Konzentration

PCR mix (10 x) 2,5 ul 50 mM KClI

10 uM EDTA

10 mM Tris-HCI

1,5 mM MgCl,

dNTPs (10 mM) 0,5 ul 0,2 mM

Taq (Qiagen) 0,2 ul 1U/25 pl

MgCl,-Zusatz (25 mM) 2,00 pl 3,5mM
Primer :

FlaF1A (20 uM) 0,375 ul 0,3 uM

FlaR1 (20 uM) 1,125 pl 0,9 uM

Fla probe (20 uM) 0,25 ul 0,2 uM

H20 (5 mM MgCl,) 13,05 ul -

DNA-Extrakt/Template je 5,00 pl variabel

Tabelle 14: Reaktionsbedingungen fiir die PCR(nach Schwaiger et al., 2001)

Reaktion Temperatur Zeit Zyklenzahl

Hot-Start-Aktivierung

der Polymerase 95 °C 10 min 1x
Denaturierung 95 °C 30s 55 x
Annealing-Elongation 60 °C 60s

Befundbegutachtung: Angegeben wird die Nachweisbarkeit der DNA des Erregers im Vergleich mit je
einer Positiv- und Negativkontrolle. Als positiver Nachweis gilt die Beobachtung eines exponentiellen
Anstiegs der Kurve vor Ct 40.
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4 Ergebnisse
4.1 Ergebnisse der vorausgegangenen Arbeit aus dem Jahr 2007
4.1.1 Vergleich der Testsysteme IFAT, ELISA V, ELISA M und Blot M

Um die Testsysteme miteinander vergleichen zu kénnen, wurden ihre serologischen Ergebnisse in
sechs Vierfeldertafeln gegentibergestellt (Tabellen 17 bis 22). Pro Tafel wurden je zwei Testsysteme
miteinander verglichen. Die Anzahl der positiv und negativ bewerteten Proben wurde in absoluter
und relativer Haufigkeit angegeben. In den Vergleich wurden nur Proben einbezogen, die mit beiden
gegeniiberstehenden Tests untersucht wurden. Als AhnlichkeitsmaR wurde der Matching-Koeffizient
(M-Koeffizient) verwendet. Seine Berechnungsformel lautet:

A « a+d
Matching-Koeffizient = ————
8 a+b+c+d

(fur a stehen in den nachstehenden Tabellen 17 — 22 die Werte des Merkmals negativ/negativ, fur b
positiv/negativ, fir ¢ negativ/positiv und fir d positiv/positiv).

Er gibt an, wie grol8 die Kongruenz der jeweiligen serologischen Ergebnisse ist. Je hoher sein Wert ist,
umso mehr stimmen die Ergebnisse beider Tests iiberein. Bei dem Wert 0 gibt es keinerlei Uberein-
stimmung, der Wert 1 ist gleichbedeutend mit vollstindiger Ubereinstimmung. Zur Interpretation
konkreter Werte werden in der Literatur Richtwerte angegeben, beispielsweise folgende (Altman,
D.G., 1991):

Tabelle 15: Richtwerte zur Interpretation des Matching-Koeffizienten

Wert des Matching-Koeffizienten Stiarke der Ubereinstimmung
<0,20 schwach
0,21-0,40 leicht
0,41-0,60 mittelmalig
0,61-0,80 gut
0,81-1,00 sehr gut

Die groRte Ubereinstimmung besteht zwischen dem ELISA und Immunblot (beide Firma Mikrogen)
bei einem M-Koeffizient von 0,74 (Tabelle 22). Die Gegenuberstellung vom IFAT und dem Mikrogen
ELISA ergibt einen M-Koeffizienten von 0,71 (Tabelle 18), die vom IFAT und dem Blot M einen Wert
von 0,70 (Tabelle 19).

Geringere Ubereinstimmungen ergibt die Berechnung der M-Koeffizienten fiir den Virotech ELISA mit
den Ubrigen Testsystemen. Der Vergleich mit dem Immunblot liefert einen Wert von 0,41 (Tabelle
21), jener mit dem IFAT einen Wert von 0,38 (Tabelle 17).und die direkte Gegentiberstellung mit dem
Mikrogen ELISA ergibt einen M-Koeffizienten von 0,30 (Tabelle 20).
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Tabelle 16: IFAT und ELISA V

Ergebnisse absolut Ergebisse in %
ELISA V ELISA V ELISA V ELISA V
. - gesamt . - gesamt
negativ positiv negativ positiv
IFAT. 320 3 323 32,79 0,31 33,10
negativ
IFAT 601 52 653 61,57 5,33 66,90
positiv
gesamt 921 55 976 94,36 5,64 100,00
Matching
Koeffizient 0,38
Tabelle 17: IFAT und Elisa M
Ergebnisse absolut Ergebisse in %
ELISA M ELISA M ELISA M ELISA M
. - gesamt . - gesamt
negativ positiv negativ positiv
IFAT. 79 104 183 11,72 15,43 27,15
negativ
IFAT 90 401 491 13,35 59,50 72,85
positiv
gesamt 169 505 674 25,07 74,93 100,00
Matching
Koeffizient 0,71
Tabelle 18: IFAT und Blot
Ergebnisse absolut Ergebisse in %
Blot M Blot M Blot M Blot M
. . gesamt . . gesamt
negativ positiv negativ positiv
IFAT. 122 78 200 15,70 10,04 25,74
negativ
IFAT 151 426 577 19,43 54,83 74,26
positiv
gesamt 273 504 777 35,13 64,87 100,00
Matching
Koeffizient 0,70
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Tabelle 19: ELISA V und ELISA M

Ergebnisse absolut Ergebisse in %
ELISA M ELISA M ELISA M ELISA M
. ... gesamt . ... gesamt
negativ positiv negativ positiv
ELISA .V 164 465 629 24,4 69,20 93,60
negativ
EUSA.V 4 39 43 0,60 5,80 6,40
positiv
gesamt 168 504 672 25,00 75,00 100,00
Matching
Koeffizient 0,30
Tabelle 20: ELISA V und Blot M
Ergebnisse absolut Ergebisse in %
Blot M Blot M Blot M Blot M
. . gesamt . . gesamt
negativ positiv negativ positiv
ELISA .V 269 456 725 34,75 58,91 93,66
negativ
EUSA.V 3 46 49 0,39 5,94 6,33
positiv
gesamt 272 502 774 35,14 64,85 100,00
Matching
Koeffizient 0,41
Tabelle 21: ELISA M und Blot M
Ergebnisse absolut Ergebisse in %
Blot M Blot M Blot M Blot M
. . gesamt . . gesamt
negativ positiv negativ positiv
ELISA M 116 56 172 16,91 8,16 25,07
negativ
EUSA.M 122 392 514 17,78 57,14 74,92
positiv
gesamt 238 448 686 34,69 65,30 100,00
Matching
Koeffizient 0,74
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Tabelle 22: Testsysteme IFAT, ELISA V, ELISA M und Blot M im Vergleich

T sy S Gesamtzahl der un- Matchi‘ng Ko-
tersuchten Proben effizient
ELISA Mikrogen Blot M 686 0,74
IFAT ELISA Mikrogen 674 0,71
IFAT Blot M 777 0,70
ELISA Virotech Blot M 774 0,41
IFAT ELISA Virotech 976 0,38
ELISA Virotech ELISA Mikrogen 672 0,30

*Auswahl der Proben siehe Kapitel 3.2.2.1 und Anhang B

59



4.2 Ergebnisse der nachfolgend untersuchten Subgruppe aus dem Jahr 2015

4.2.1 Vergleich zwischendem Virotech-Blot und dem Mikrogen-Blot

4.2.1.1 Gegeniiberstellung der Testergebnisse des Virotech-Blots und des Mikrogen-Blots

Im Folgenden wurden die Testergebnisse der Subgruppe, die im Friihjahr 2015 mittels des Virotech-
Blots untersucht wurde, den Testegebnissen des Mikrogen-Blots gegenlibergestellt. Die Testergeb-
nisse des Mikrogen-Blots wurden im Jahr 2007 ermittelt. Bei beiden Tests wurde jeweils dieselbe
Pferdegruppe untersucht.

4.2.1.1.1 Gegeniiberstellung der Testergebnisse der gesamten Pferde im Virotech-Blot und im Mik-

rogen-Blot

Gegeniiberstellung der Testergebnisse der gesamten Pferde im

Virotech-Blot und im Mikrogen-Blot

100%

90%
79%
80%

70% +—

60% +—

04a%

50% -+—

40% +—

30% +—

19%
20% +—

10% +—

0%

2%

16%

0%

22.11.2005

22.11.2005

04.01.2006

Virotech Blut A Mikrogen Blut A Virotech Blut B Mikrogen Blut B
04.01.2006

M positiv

negativ

grenzwertig

Abbildung 5: Gegeniiberstellung der Testergebnisse der gesamten Pferde im Virotech-Blot und im

Mikrogen-Blot

Tabelle 23: Ubereinstimmungen der Testergebnisse der gesamten Pferde im Virotech-Blot und im

Mikrogen-Blot

Blut A Blut B
Blot Virotech Blot Mikrogen Blot Virotech Blot Mikrogen
n 96 96 73 73
Ubereinstimmung 33 22
Keine Ubereinstim-
mung 63 51
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Ergebnisse

4.2.1.1.2 Gegeniiberstellung der Testergebnisse der Fohlen im Virotech-Blot und im Mikrogen-Blot

Gegeniiberstellung der Testergebnisse der Fohlen im Virotech-Blot und im Mikrogen-Blot
100% - Virotech-Blot Mikrogen-Blot
90% -
80% -
70% -
60% -
50% - W negativ
40% - = grenzwertig
30% - M positiv
20% -
10% -
0% -
1 2 3 4 5 6 7 8 1
n=10 n=10 n=6 n=10 n=11 n=11 n=8 n=9 n=10
Tag0 | Tag33 | Tag 70 |Tag 104 | Tag 131 |Tag 173 |Tag 222 |Tag 328 | TagO0
Blutentnahme 1 2 3 4 5 6 7 8
Datum 14.07.2005 16.08.2005 22.09.2005 26.10.2005 22.11.2005 04.01.2006 22.02.2006 08.06.2006

Abbildung 6: Gegeniiberstellung der Testergebnisse der Fohlen im Virotech-Blot und im Mikrogen-Blot
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Tabelle 24: Ubereinstimmungen der Testergebnisse der Fohlen im Virotech-Blot und im Mikrogen-
Blot

Blut 1 2 3 4 5 6 7 8
Ubereinstimmung 9 8 3 4 5 5 3 2
Keine Ubereinstim- 1 2 3 6 6 6 5 7
mung

4.2.1.2 Gegeniiberstellung der Bandenmuster des Virotech-Blots und des Mikrogen-Blots

Um die Bandenmuster der Blots der Firma Virotech und der Firma Mikrogen vergleichen zu kdnnen,
wurden die Testergebnisse von sechs exemplarisch ausgewahlten Pferden graphisch dargestellt. Da-
bei wurden drei Pferde des Jahrgangs 2004 und drei Pferde des Jahrgangs 2005 (Fohlen) einbezogen.
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4.2.1.2.1 Gegeniiberstellung der Bandenmuster von drei exemplarisch ausgewahlten Pferden

e Pferd 23208 (Warmblut ménnlich Jahrgang 2004)

Blot Virotech Blot Virotech Blot Mikrogen Blot Mikrogen
Blut A Blut B Blut A Blut B
22.11.2005 04.01.2006 22.11.2005 04.01.2006

| pbpA-Mix | | | P8 [

: OspC-Mix : : OspC :

| 39kpa | | ] P39 [

(BmpA) || |

| 83kpa | | | P00 ||

| VIsE-Mix || | owise [ ]
Beurteilung: Beurteilung: Beurteilung: Beurteilung:

negativ negativ positiv positiv

Abbildung 7: Gegeniiberstellung der Bandenmuster des Virotech-Blots und des Mikrogen-Blots des
Pferdes 23208
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e Pferd 25989 (Warmblut méannlich Jahrgang 2004)

Blot Virotech
Blut A
22.11.2005

Beurteilung:
negativ

DbpA-Mix

OspC-Mix

39 kDa
(BmpA)

83 kDa

VISE-Mix

Blot Virotech
Blut B
04.01.2006

Beurteilung:
negativ

Blot Mikrogen
Blut A
22.11.2005

Beurteilung:
positiv

P18

OspC

P39

P100

VIsSE

Blot Mikrogen
Blut B

04.01.2006

Beurteilung:

positiv

Abbildung 8: Gegeniiberstellung der Bandenmuster des Virotech-Blots und des Mikrogen-Blots des

Pferdes 25989
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e Pferd Shogun (Warmblut mannlich 2001)

Blot Virotech Blot Virotech Blot Mikrogen Blot Mikrogen
Blut A Blut B Blut A Blut B
22.11.2005 04.01.2006 22.11.2005 04.01.2006

| DbpA-Mix | | | pis [ ]

: OspC-Mix : : OspC :

| 39kpa | | ] P39 [ ]

(BmpA) || ]

| 83kpa [ | | rwo N

| vIsE-Mix [ ] owise |
Beurteilung: Beurteilung: Beurteilung: Beurteilung:

negativ negativ positiv positiv

Abbildung 9: Gegeniiberstellung der Bandenmuster des Virotech-Blots und des Mikrogen-Blots des
Pferdes Shogun
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4.2.1.2.2 Gegeniiberstellung der Bandenmuster von drei exemplarisch ausgewahlten Fohlen

* Fohlen aus der Atlanta (Warmblut weiblich 2005)

Blot Virotech

DbpA-Mix

OspC-Mix

39 kDa (BmpA)

83 kDa

VISE-Mix

Beurteilung:

Blot Mikrogen

P18

OspC

P39

P100

VIsE

Beurteilung:

Abbildung 10: Gegeniiberstellung der Bandenmuster des Virotech-Blots und des Mikrogen-Blots
des Fohlens aus der Atlanta

Blut 1
14.07.05

negativ

Blut 1
14.07.05

negativ

Blut 2

Blut 2

Blut 3

Blut 3

Blut 4 Blut 5 Blut 6 Blut 7 Blut 8
26.10.05 22,1105 04.01.06 22.02.06 08.06.06
negativ  grenzwertig negativ grenzwertig grenzwertig
Blut 4 Blut 5 Blut 6 Blut 7 Blut 8
26.10.05 22.1105 04.01.06 22.02.06 08.06.06
grenzwertig positiv positiv positiv positiv
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* Fohlen aus der Givenchy (Warmblut mannlich 2005)

Blot Virotech

Blut 1 Blut2 Blut3 Blut4 Blut5 Blut 6 Blut 7 Blut 8
14.07.05 16.08.05 22.0905 26.10.05 22.11.05 04.01.06 22.02.06 08.06.06

DbpA-Mix

OspC-Mix

39 kDa (BmpA)

83 kDa

VISE-Mix

Beurteilung: negativ negativ negativ negativ negativ negativ negativ  negativ

Blot Mikrogen

Blut 1 Blut2 Blut3 Blut4 Blut5 Blut 6 Blut 7 Blut 8
14.07.05 16.08.05 22.0905 26.10.05 22.11.05 04.01.06 22.02.06 08.06.06
P18
OspC
P39
P 100
VIsE
Beurteilung: negativ negativ = grenz- grenz- positiv positiv positiv positiv

wertig wertig

Abbildung 11: Gegeniiberstellung der Bandenmuster des Virotech-Blots und des Mikrogen-Blots
des Fohlens aus der Givenchy
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* Fohlen aus der Sunset (Warmblut weiblich 2005)

Blot Virotech

Blut 1 Blut2 Blut3 Blut4 Blut5 Blut 6 Blut 7 Blut 8
14.07.05 16.08.05 22.0905 26.10.05 22.11.05 04.01.06 22.02.06 08.06.06

DbpA-Mix

OspC-Mix

39 kDa (BmpA)

83 kDa -

VIsE-Mix
Beurteilung: negativ negativ grenz- negativ negativ negativ grenz- negativ
wertig wertig

Blot Mikrogen
Blut 1 Blut2 Blut3 Blut4 Blut5 Blut 6 Blut 7 Blut 8
14.07.05 16.08.05 22.09 05 26.10.05 22.11.05 04.01.06 22.02.06 08.06.06

P18

OspC

P39

P 100

VISE

Beurteilung: negativ positiv  positiv grenz-  positiv positiv  positiv positiv

Abbildung 12: Gegeniiberstellung der Bandenmuster des Virotech-Blots und des Mikrogen-Blots
des Fohlens aus der Sunset
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4.2.2 Vergleich zwischen dem Virotech-Blot und dem Virotech ELISA

4.2.2.1 Gegeniiberstellung der Testergebnisse des Virotech-Blots und des Virotech-ELISA

Im Folgenden wurden die Testergebnisse der Subgruppe, die im Friihjahr 2015 mittels des Virotech-
Blots untersucht wurde, den Testegebnissen des Virotech ELISA gegeniibergestellt. Die Testergebnis-

se des Virotech ELISA wurden im Jahr 2007 ermittelt. Bei beiden Tests wurde jeweils dieselbe Pferde-
gruppe untersucht.

Tabelle 25: Testergebnisse aller untersuchten Pferdeseren im Virotech-Blot und im Virotech-ELISA

Pferdeseren (n=222)
Beurteilung Virotech-Blot Virotech-ELISA
negativ 184 195
grenzwertig 36 14
positiv 2 13

4.2.2.1.1 Gegeniiberstellung der Testergebnisse der gesamten Pferde im Virotech-Blot und im Viro-
tech-ELISA

Gegeniiberstellung der Testergebnisse der gesamten Pferde im Virotech
Blot und im Virotech ELISA
100%
90%
0,

80% 21359 84%
70% 9%

b L
60% 1— 64%
50% +— _

negativ

40% +—

0 grenzwertig

0, . —

30% o M positiv
20% 19% 16%

b

o | 6% 1% 6%
10% 5% " 3%
O% I -
22.11.2005 22.11.2005 04.01.2006 04.01.2006
Blut A Blut A Blut B Blut B
Blot Virotech ‘ ELISA Virotech Blot Virotech ELISA Virotech

Abbildung 13: Gegeniiberstellung der Testergebnisse der gesamten Pferde im Virotech-Blot und im
Virotech-ELISA
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Tabelle 26: Ubereinstimmungen der Testergebnisse der gesamten Pferde im Virotech-Blot und im
Virotech-ELISA

Blut A Blut B
Blot ELISA Virotech Blot ELISA Virotech
Virotech Virotech
n 96 96 73 73

Ubereinstimmung

72 58
Keine Ubereinstim-
mung 24 15
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Ergebnisse

4.2.2.1.2 Gegeniiberstellung der Testergebnisse der Fohlen im Virotech-Blot und im Virotech-ELISA

Gegeniiberstellung der Testergebnisse der Fohlen im Virotech-Blot und im Virotech-ELISA
Virotech-Blot Virotech-ELISA
100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
M negativ
50% -
= grenzwertig
40% - .
M positiv
30% -
20% -
10% -
0% -
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
n=10 n=10 n=6 n=10 n=11 n=11 n=8 n=9 n=10 n=10 n=6 n=10 n=11 n=11 n=8 n=9
Tag0 | Tag33 | Tag 70 [Tag 104 |Tag 131 |Tag 173 |Tag 222 |Tag328| TagO | Tag33 | Tag 70 |Tag 104 |Tag 131 |Tag 173 | Tag 222 | Tag 328
Blutentnahme 1 2 3 4 5 6 7 8
Datum 14.07.2005 16.08.2005 22.09.2005 26.10.2005 22.11.2005 04.01.2006 22.02.2006 08.06.2006

Abbildung 14: Gegeniiberstellung der Testergebnisse der Fohlen im Virotech-Blot und im Virotech-ELISA
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Tabelle 27: Ubereinstimmungen der Testergebnisse der Fohlen im Virotech-Blot und im Virotech-

ELISA

Blut 1 2 4
Ubereinstimmung 10 10 10
Keine Ubereinstim- 0 0 0

mung

4.3 Pravalenz von Borrelia burgdorferi in Zecken des Gestiitsgeldndes

Die Pravalenz von Borrelia burgdorfer in Zecken der Spezies Ixodes ricinus in der Umgebung der un-
tersuchten Pferde wurde anhand der Untersuchung von 100 adulten Exemplaren, die von den Wei-
den des Gestlits Schwaiganger gesammelt wurden (siehe Kapitel 3.2.1.3), geschatzt. Mittels Real-
Time PCR waren bei 18 dieser Zecken spezifische Gensequenzen von Borrelia burgdorferi nachweis-
bar, die geschatzte Pravalenz betragt demzufolge 18 % mit einer oberen bzw. unteren Konfidenz-

grenze von 26 % bzw. 10 % bei einer angenommenen statistischen Sicherheit von 95 %.

Tabelle 28: Pravalenz von Borrelia burgdorferi in Ixodes ricinus

Ergebnisse
n 100
positiv 18
negativ 82
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5 Diskussion

Das libergeordnete Ziel dieser Studie war die Uberpriifung der diagnostischen Eignung serologischer
Untersuchungsmethoden, die zur Abklarung klinischer Verdachtsfalle equiner Lyme-Borreliose in der
tierarztlichen Praxis Einsatz finden. Die divergierenden Ergebnisse einer vorausgegangenen eigens
durchgefiihrten Untersuchung waren der Grund fiir dieses Vorhaben.

Eine im Jahr 2005 gestartete Studie sollte Aufschliisse liber die Immunantwort klinisch gesunder
Pferde unterschiedlichen Alters und Geschlechts sowie unterschiedlicher Rassezugehorigkeit und
Vektorexposition im jahreszeitlichen Verlauf erbringen. Zu diesem Zweck wurde eine Blutprobenent-
nahme bei Pferden des Haupt- und Landgestiits Schwaiganger zwischen Juli 2005 und Juni 2006 in
vier- bis sechswochigen Abstanden durchgefiihrt. Die genommenen Blutproben wurden mittels eines
IFAT, zwei verschiedener ELISA und einem Immunblot auf Borrelia burgdorferi s.l. untersucht. Allge-
mein lieRen sich groRRe Diskrepanzen in den serologischen Ergebnissen erkennen, so dass Aussagen
Uber die Immunantwort klinisch gesunder Pferde unterschiedlichen Alters und Geschlechts sowie
unterschiedlicher Rassezugehorigkeit und Vektorexposition im jahreszeitlichen Verlauf nur unzuver-
lassig zu treffen waren.

Zur Uberpriifung der divergierenden Testergebnisse wurde im Frithjahr 2015 eine Subgruppe, deren
Blutproben bereits 2007 untersucht wurden, erneut mittels eines weiteren Immunblots untersucht.
Da die gegenwartige Empfehlung zur serologischen Diagnostik der Lyme-Borreliose sowohl in der
Human- als auch der Tiermedizin das Prinzip des Zweistufentests vorsieht (Wilske et al., 2007; Bayeri-
sches Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, 2008; Robert-Koch-Institut, 2013),
wurden die neu gewonnenen Testergebnisse jenen des im Jahr 2007 durchgefiihrten Blots der Firma
Mikrogen und des ELISA der Firma Virotech gegentibergestellt und verglichen.

5.1 Betrachtung der Testergebnisse aus dem Jahr 2007

Um die Testsysteme miteinander vergleichen zu kénnen, wurden ihre serologischen Ergebnisse in
Vierfeldertafeln gegeniibergestellt. Als AhnlichkeitsmaR wurde der Matching-Koeffizient (M-
Koeffizient) verwendet (siehe Kapitel 4.1.1). Die groRte Ubereinstimmung der Testergebnisse findet
man im Vergleich zwischen dem ELISA M und dem Immunblot, bei dem der Matching-Koeffizient
0,74 betragt. GemaR der Richtwerttabelle zur Interpretation des Matching-Koeffizienten (siehe Kapi-
tel 4.1.1) liegt zwar eine gute Ubereinstimmung vor, bei diagnostischen Tests ist dieser Wert jedoch
als schlecht zu bewerten und nicht akzeptabel. Vielmehr weist dieser Wert auf eine mangelhafte
Aussagekraft der Testsysteme hin. Die Gegeniiberstellung des IFAT mit dem ELISA und dem Immun-
blot der Firma Mikrogen liefert anndhernd gleiche Werte (M-Koeffizient von 0,71 und 0,70). Bei den
Vergleichen des ELISA der Firma Virotech mit den anderen Untersuchungssystemen lassen sich grol3e
Diskrepanzen in den serologischen Ergebnissen erkennen. So erreicht der Vergleich mit dem Immun-
blot einen Wert von 0,41, jener mit dem IFAT einen Wert von 0,38. Die direkte Gegenliberstellung
mit dem Mikrogen ELISA ergibt lediglich einen M-Koeffizienten von 0,30. Die Stirke der Uberein-
stimmung ist somit nur leicht bis mittelmaRig.
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Die divergenten Ergebnisse dieser vorausgegangenen Arbeit lassen keine zuverldssigen Aussagen
Uber die Seropravalenz von B. burgdorferiim Pferdebestand des Bayerischen Haupt- und Landgestiits
Schwaiganger zu und bediirfen einer Uberpriifung.

5.2 Betrachtung der Testergebnisse der Subgruppe aus dem Jahr 2015

Zur Uberpriifung der vorangegangenen Testergebnisse wurde im Jahr 2015 der Line Immuno Assay
(LIA) eingesetzt, der zusammen mit der Firma Virotech im Institut fur Infektionsmedizin und Zoono-
sen entwickelt wurde. Dabei wurden 96 Proben der fiinften Blutentnahme (Blutentnahme A) und 73
Proben der sechsten Blutentnahme (Blutentnahme B), sowie die Proben einer ausgewahlten Fohlen-
gruppe, bestehend aus 11 Tieren, des Jahrgangs 2005 (Blutentnahmen eins bis acht) untersucht.
Samtliche Proben wurden bereits 2007 im RecomBlot der Firma Mikrogen und im ELISA der Firma
Virotech untersucht. Da seinerzeit die meisten untersuchten Proben der fiinften und sechsten Blut-
entnahme entstammten, wurden diese erneut fiir die Subgruppe ausgewahlt (siehe Kapitel 3.2.1.1).
Aufgrund der geringen Anzahl der Fohlenblutproben konnten die Proben aller stattgefundenen Blut-
entnahmen untersucht werden. Die Testergebnisse des Virotech-Blots werden im Folgenden mit
jenen des Mikrogen-Blots und des Virotech-ELISA verglichen.

5.2.1 Gegeniiberstellung der Testergebnisse des Virotech-Blots und des Mikrogen-Blots

Die Gegenuberstellung der Testergebnisse des Virotech-Blots und des Mikrogen-Blots der gesamten
Pferde zeigt auf den ersten Blick, dass im Mikrogen-Blot eine deutliche Mehrheit der Proben positiv
bewertet wird (siehe Kapitel 4.2.1.1.1). Bei der Blutentnahme A reagieren im Virotech-Blot 2 % der
Pferde positiv, beim Mikrogen-Blot sind es hingegen 64 %. Bei der Blutentnahme B ist im Virotech-
Blot kein positives Pferd zu verzeichnen, im Mikrogen-Blot sind es abermals 64 %. Bei 96 Serumpro-
ben der Blutprobe A gibt es 33 lbereinstimmende Ergebnisse der beiden Tests. Bei 73 Serumproben
der Blutprobe B gibt es lediglich 22 Ubereinstimmungen.

Die Gegenuberstellung der Testergebnisse beider Blots der Fohlen liefert ein ahnliches Bild (siehe
Kapitel 4.2.1.1.2). Wahrend im Virotech-Blot keine Probe positiv reagiert, werden im Mikrogen-Blot
am Tag 33 nach der ersten Blutentnahme 10 % der Pferde als positiv bewertet. Am Tag 70 sind es 33
%, am Tag 104 sind es 30 %, am Tag 131 und 173 je 55 %, am Tag 222 sind es 63 % und am Tag 328
haben 78 % der Fohlen ein positives Resultat. Dem entsprechend gibt es vor allem gegen Ende des
Testzeitraums kaum Ubereinstimmungen bei den Ergebnissen der beiden Blots. Am Tag 222 stimmen
bei 8 Serumproben die Resultate von 3 Proben lberein, am Tag 328 gibt es bei 9 Proben lediglich 2
Ubereinstimmungen.

Bei der Betrachtung der Bandenmuster der exemplarisch ausgewahlten Pferde (siehe Kapitel 4.2.1.2)
fallt auf, dass bei den beiden mannlichen Pferden des Jahrgangs 2004 und dem Pferd ,Shogun“
(Jahrgang 2001) im Virotech-Blot bei beiden Blutentnahmen keine Bande starker als die Cut-off- Kon-
trolle befundet wurde und somit als negativ beurteilt wird. Bei Pferd 23208 weisen alle Banden, bis
auf die OspC Bande, im Mikrogen-Blot eine starke Intensitat auf, so dass das Pferd als positiv bewer-
tet wird. Bei Pferd 25989 erhalten die Banden p100 und VISt im Mikrogen-Blot die Bewertung ,+“,
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und das Pferd wird als positiv bezeichnet. Bei dem Pferd ,Shogun” wird im Mikrogen-Blot bei den
Blutentnahmen A und B jeweils die Bande p100 mit ,+“ und sogar ,++“ beurteilt. Das Pferd wird in
beiden Fallen als positiv befundet.

Bei dem exemplarisch ausgewahlten Fohlen ,aus der Atlanta” werden im Virotech-Blot bei den Blut-
entnahmen fiinf, sieben und acht die VIsE Bande starker als die Cut-off-Bande bewertet, was laut den
Bewertungskriterien den Gesamtbefund , grenzwertig” zur Folge hat (siehe Kapitel 4.2.1.2). Im Mik-
rogen-Blot hat die VISE Bande bereits ab der vierten Blutentnahme eine starke Intensitdt. Hinzu
kommen ab der flinften bis zur achten Blutentnahme noch die Bande p18 und bei der flinften, sechs-
ten und siebten Blutentnahme die Bande p100, so dass das Fohlen ab der fiinften Blutentnahme als
positiv bezeichnet wird.

Bei dem Fohlen ,aus der Givenchy” wird im Virotech-Blot bei der siebten und achten Blutentnahme
nur die 83-kDa-Bande starker als der Cut-off bewertet. Dem entsprechend werden alle Proben als
negativ bezeichnet. Im Mikrogen-Blot hat die VISE Bande von der dritten bis zur achten Blutentnah-
me, aulBer bei der sechsten, eine starke Intensitdt. Zusatzlich werden bei den Blutentnahmen fiinf,
sechs und acht die p18-Bande und bei der Blutentnahmen sechs die p100-Bande mit ,+“ bewertet, so
dass das Fohlen ab der fiinften Blutentnahme durchgehend als positiv bezeichnet wird.

Bei dem Fohlen ,,aus der Sunset” wird bei der dritten und der siebten Blutentnahme die VIsE Bande
starker als die Cut-off Bande bewertet. Obwohl bei der Blutentnahme sieben die mit ,++“ bezeichne-
te 83-kDa-Bande hinzukommt, werden beide Blutentnahmen als grenzwertig beurteilt; die restlichen
Blutentnahmen sind negativ. Im Mikrogen-Blot hat die VISE Bande bei den Blutentnahmen zwei, drei,
vier, sieben und acht eine starke Intensitat. Bei den Blutentnahmen zwei, fiinf, sechs, sieben und acht
wird die p18-Bande als positiv beurteilt, bei den Blutentnahmen zwei, drei, fiinf, sechs, sieben und
acht die p100-Bande. Bis auf die erste Blutentnahme, bei der keine Bande mit ,,+“ bewertet wird, und
die vierte Blutentnahme, bei der nur die VIsE Bande als positiv beurteilt wird, erhalten alle Blutent-
nahmen die Bezeichnung positiv.

Fiir die unterschiedlichen Untersuchungsergebnisse desselben Probenmaterials beim Einsatz der
Blots der Firma Virotech und Mikrogen kommen mehrere Ursachen in Frage. Zum einen bestimmt
die Cut-off-Kontrolle, wie die einzelnen Banden beurteilt werden. Die Firma Virotech verwendet ei-
nen VIsE-Mix Pferd, der im Rahmen der Testevaluierung zu einer hohen Spezifitat des Blots fiihrte
(Krupka et al., 2012), zur Cut-off-Kontrolle der Firma Mikrogen werden keine Angaben gemacht.

Zum anderen ergeben sich Schwierigkeiten bei der Auswertung von Immunblots, da es kein einheitli-
ches Interpretationsschema gibt, nach dem die einzelnen Banden bewertet werden kénnen. Das
Punktebewertungssystem des Mikrogen-Blots sieht jeweils acht Punkte vor, wenn die Banden p100,
BmpA und p18 mit ,+“ bewertet werden. Ab einem Punktewert von groRer/gleich sieben erhalt die
Probe die Beurteilung positiv.

Bei den Bandenmustern der exemplarisch ausgewahlten Pferde fallt bei dem Pferd , Shogun” auf,
dass im Mikrogen-Blot die Bande p100 bei der Blutentnahme A mit ,+“ und bei der Blutentnahme B
mit ,,++“ bewertet wurde. Die Bande p100 erhalt im Bewertungsschema der Firma Mikrogen acht
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Punkte (siehe Kapitel 3.2.2.1.3). Die Auswertekriterien des Virotech-Blots sehen bei Fehlen der VIsE-
Bande erst bei zusatzlicher Anwesenheit von vier und mehr Banden einen Hinweis auf Infektion (sie-
he Kapitel 3.3.2.1). Auch bei dem Fohlen ,aus der Givenchy” wiirden bei Anlegen der Bewertungskri-
terien des Virotech-Blots die Blutentnahmen fiinf und sieben im Mikrogen-Blot nicht als positiv, son-
dern als grenzwertig und die Blutentnahme sechs sogar als negativ bezeichnet werden. Bei der fiinf-
ten Blutentnahme werden die VIsE-Bande und die p18-Bande starker als der Cut-off bewertet, aber
die zusatzliche Bande, die eine positive Beurteilung zur Folge héatte, fehlt. Bei der siebten Blutent-
nahme ist die VIsE-Bande als positiv vorhanden, jedoch nur eine von drei oder mehr bendétigten Ban-
den wird starker als der Cut-off bewertet. Bei der sechsten Blutentnahme sind nur zwei Banden vor-
handen, die VIsE-Bande fehlt. Bei dem Fohlen ,,aus der Sunset” wiirde die Blutentnahme drei statt
der Bewertung positiv die Bezeichnung grenzwertig und die Blutentnahmen fiinf und sechs wiirden
sogar die Bezeichnung negativ erhalten. Bei der dritten Blutentnahme ist nur die VIsE-Bande als posi-
tiv bewertet, und nur eine weitere Bande ist vorhanden. Bei den Blutentnahmen fiinf und sechs fehlt
die VIsE-Bande, und es weisen nur zwei zusatzliche Banden eine starke Intensitat auf. Diese Beispiele
zeigen, dass die unterschiedlichen Bewertungskriterien der Banden einen groRen Anteil an den diffe-
renten Testergebnissen beider Blots haben.

In einer Arbeit von Miiller und Mitarbeitern, die in Ost-Osterreich und Wien durchgefiihrt wurde,
wiesen die Ergebnisse nach Anlegung sechs unterschiedlicher Interpretationskriterien ebenfalls eine
grolRe Diskrepanz auf (Mdller et al., 2002) In der Studie wurden die Pravalenzen fiir die Genospezies
B. afzelii, B. burgdorferi s.s., B. garinii, B. lusitaniae und B. valaisiana einzeln ermittelt und je nach US-
amerikanischen und europaischen Kriterien ausgewertet. Die positiven Immunblot-Ergebnisse betru-
gen bei Verwendung von USA-Kriterien fur B. afzelii, B. burgdorferi s.s., B. garinii, B. lusitaniae und

B. valaisiana 66,6 %; 25,1 %; 15,8 %; 0 % bzw. 12,4 % und bei Verwendung von europdischen Krite-
rien 83,6 %; 93,3 % und 88,4 % (durchgefihrt mit B. afzelii, B. burgdorferi s.s., B. garinii) (Miller et
al., 2002). Die Ergebnisse zeigen, dass die Interpretation und Auswertung von Blot-Mustern sich als
problematisch erweist und sehr unterschiedliche Resultate zur Folge hat. So reagierten z.B. von den
186 Serumpaaren, die jeweils aus den Proben der 1. und 2. Blutentnahme gebildet wurden, im ersten
Durchgang 52 % bis 91 % der Proben auf B. afzelii positiv, im zweiten Durchgang 53 % bis 93 %.

Auch in der Humanmedizin gestaltet sich die Auswertung von Immunblots schwierig, da es dort
gleichfalls an einem einheitlichen Interpretationsschema mangelt (Hauser et al., 1999; Robertson et
al., 2000; Wilske et al., 2007; Mavin et al., 2011).

Eine weitere Ursache fir abweichende Untersuchungsergebnisse kann in der Verwendung unter-
schiedlicher Antigene bestehen (Schonert et al. 2004, Ang et al., 2011). Sowohl der Blot der Firma
Virotech als auch der Mikrogen-Blot enthalten einheitlich die Antigene von den Genospezies

B. burgdorferi s.s., B. garinii und B. afzelii. Der VIsE-Mix der Firma Virotech besteht aus zwei rekombi-
nanten Antigenen der Genospezies B. burgdorferi s.s. (B31) und B. garinii (IP90). Nach den Angaben
der Firma Mikrogen liegt das VIsE als Fusionsprotein vor, das die immundominanten VIsE-Epitope von
verschiedenen Genospezies reprasentiert. Der Virotech-Blot enthédlt einen OspC-Mix, der aus drei
rekombinanten Antigenen der Genospezies B. afzelii (PKo), B. bavariensis (PBi) und B.burgdorferi s.s.
(2S7) besteht. Im Mikrogen-Blot werden die OspCs aller drei Genospezies angeboten und dariber
hinaus von zwei verschiedenen Stammen der Genospezies B. garinii. Der DbpA-Mix des Virotech-
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Blots besteht aus drei rekombinanten Antigenen der Genospezies B. bavariensis (PBi) und B. garinii
(PBr) und dem hochaufgereinigten B. afzelii (PKo). Das BmpA (p39) und p83 (p100) enthalt bei beiden
Blots Antigene von B. afzelii. Die Spezifitat der Antikorper im Virotech-Blot wird als hochspezifisch
(DbpA-Mix, OspC-Mix, BmpA, p83), bzw. spezifisch (VISE-Mix) angegeben. Die Punktebewertung des
Mikrogen-Blots klassifiziert die entsprechenden Banden ahnlich. So erhalten die Antigene p100,
BmpA und p18 jeweils acht Punkte, das OspC wird mit sechs Punkten und das VISE mit vier Punkten
bewertet. Beide Blots verwenden rekombinante Antigene, was die Sensitivitdt gegeniiber Lysatblots
erhoht und die Standardisierung verbessert (Wilske et al., 2007).

Grundsatzlich besteht auch die Moglichkeit der Kreuzreaktionen mit anderen Spirochaten, die zu
einer geringen Spezifitat des Tests flihren (siehe Kapitel 2.5.2), die aber laut Herstellerangaben bei
den hier verwendeten Testsystemen zu vernachldssigen sind. Die Firma Mikrogen weist auf die Ver-
wendung gentechnologisch erzeugter Antigene hin, die in Zusammenarbeit mit dem Nationalen Re-
ferenzlabor fiir Borrelien am Max von Pettenkofer-Institut (jetzt am Landesamt fir Gesundheit und
Lebensmittelsicherheit, LGL) entwickelt wurden und den Einfluss von stérenden oder kreuzreagie-
renden Antigenen minimieren sollen.

Ein weiteres Problem ergibt sich durch die Positivkontrolle. Der Blot der Firma Mikrogen ist bis heute
kommerziell nicht erhéltlich und wurde erstmalig an dem Pferdekollektiv der vorangegangenen Ar-
beit erprobt. Es wurde keine Positivkontrolle eingesetzt. Beim Virotech-Blot wurde ein hausinternes
Kontrollserum des Instituts fir Infektionsmedizin und Zoonosen der LMU Miinchen verwendet.

Hinzu kommt, dass der Immunblot nicht standardisiert ist und unter verschiedenartigen Rahmenbe-
dingungen durchgefiihrt wird. Die Auswertung des Tests ist subjektiv und sehr von der Einschatzung
des jeweiligen Untersuchers abhdngt, was zu starken Schwankungen bei der Beurteilung ihrer Test-
ergebnisse fiihren kann. In der Vergangenheit wurde schon mehrfach auf die Dringlichkeit einer Eva-
luierung von indirekten Nachweisverfahren von B. burgdorferi s.l. in der Labordiagnostik hingewiesen
(Hunfeld et al., 2002; Schonert, 2004).

5.2.2 Gegeniiberstellung der Testergebnisse des Virotech-Blots und des Virotech-ELISA

Die Testergebnisse aller untersuchten Pferdeseren zeigen, dass im Virotech ELISA von 222 Proben
195 und im Virotech-Blot 184 Seren negativ beurteilt werden (siehe Kapitel 4.2.2.1). Dies bedeutet,
dass 11 Proben nicht bestatigt werden kénnen. Positiv reagieren im ELISA 13 Proben und im Blot 2.
Die Bezeichnung grenzwertig erhalten im ELISA 14 Proben und im Blot 36.

Die Gegeniberstellung der Testergebnisse des Virotech-Blots und des Virotech ELISA der gesamten
Pferde zeigt, dass es tendenziell mehr Positivreagenten auf Seiten des ELISA gibt (siehe Kapitel
4.2.2.1.1). Bei der Blutentnahme A reagieren im Blot 2 % der Pferde positiv, beim ELISA sind es 7 %.
Bei der Blutentnahme B ist im Blot kein positives Pferd zu verzeichnen, im ELISA sind es 6 %. Jedoch
werden 19 % der Proben im Blot bei der Blutentnahme A als grenzwertig beurteilt, im ELISA sind es
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6 %. Bei der Blutentnahme B werden im Blot 16 % und im ELISA 3 % als grenzwertig beurteilt. Bei 96
Serumproben der Blutprobe A gibt es 72 lbereinstimmende Ergebnisse der beiden Tests. Bei 73 Se-
rumproben der Blutprobe B gibt es 58 Ubereinstimmungen.

Bei der Gegenliberstellung der Testergebnisse des Blots und des ELISA der Fohlen Uberwiegen bei
beiden Testsystemen die Negativreagenten (siehe Kapitel 4.2.2.1). Wahrend im Virotech-Blot keine
Probe positiv reagiert, werden im ELISA am Tag 173 nach der ersten Blutentnahme 18 % der Fohlen
als positiv bewertet. In beiden Testsystemen werden bei vier Blutentnahmen Proben als grenzwertig
beurteilt. Die Ergebnisse weichen dabei jedoch voneinander ab. So werden im Blot am Tag 70 nach
der ersten Blutentnahme 17 % der Proben als grenzwertig bezeichnet; am Tag 131 sind es 18 %, am
Tag 222 sind es 38 % und am Tag 328 sind es 22 %. Im ELISA werden am Tag 131 nach der ersten
Blutentnahme 9 % der Proben als grenzwertig beurteilt; am Tag 173 sind es ebenfalls 9 %, am Tag
222 sind es 13 % und am Tag 328 sind es 44 %. Bei den Blutentnahmen eins, zwei und vier stimmen
die Ergebnisse beider Tests vollkommen Uberein, bei der dritten Blutentnahme gibt es lediglich eine
Abweichung. Bei den Blutentnahmen fiinf und sechs stimmen von elf Proben die Ergebnisse von acht
iberein; bei der Blutentnahme sieben gibt es bei acht Proben sechs Ubereinstimmungen und bei der
Blutentnahme acht sind es fiinf von neun Proben, die libereinstimmen.

Die vergleichende Betrachtung zeigt, dass bei der Gegenliberstellung der Ergebnisse des Virotech-
Blots und des Virotech-ELISA eine wesentlich groBere Ubereinstimmung vorliegt als bei der Gegen-
Uberstellung des Virotech-Blots und des Mikrogen-Blots. Dennoch gibt es auch hier Abweichungen.

Vielfaltige Grinde fir divergierende serologische Testergebnisse wurden in einer Arbeit aus der Kli-
nik fir Pferde des Fachbereichs Veterinarmedizin der Freien Universitdt Berlin genannt. Schonert
untersuchte im Rahmen ihrer Dissertation Patientenproben mittels dreier verschiedener ELISA-
Testsysteme, basierend auf europdischen Isolaten von B. afzelii (ELISA A), B. burgdorferi s.s. (ELISA B)
und B. garinii (Stamm 1B29) (ELISA C) sowie einem IFAT basierend auf B. garinii (Stamm 1B29) (siehe
Kapitel 2.4.3.2). Ein Teil der Seren wurde ferner mittels Immunblot sowie mittels eines weiteren ELI-
SA untersucht. Die Ergebnisse der serologischen Tests lieen eine hohe Diskrepanz innerhalb der
Seroreagenten erkennen. Schonert diskutierte als mogliche Griinde fiir diese Abweichungen den
Einsatz unterschiedlicher Antigene, die Anwendung nicht einheitlicher Verdiinnungsmodalitaten und
das Fehlen definierter Positivkontrollen. AuBerdem wurde die nicht standardisierte Festlegung des
Cut-off (ELISA) und des Grenztiters beim IFAT kritisch bewertet (Schénert, 2004).

Stefancikova und Mitarbeiter untersuchten Pferdeseren auf Antikérper (IgG) gegen B. burgdorferi
s.s., B. afzelii und B. garinii mittels ELISA (siehe Kapitel 2.4.3.2.). Ein Teil der gesammelten Proben
wurde einem differenzierten ELISA-Test unterzogen. In einem Test wurde B. garinii als Antigen ver-
wendet; ein Test basierte auf einer Kombination aus B. burgdorferi s.s. und B. afzelii, ein weiterer
Test auf B. afzelii. Die Ergebnisse dieser Tests fielen unterschiedlich aus, B. afzelii wurde als dominan-
te Genospezies ermittelt. Von den ELISA-positiven Proben wurde ein Teil anschliefend mit einem
Immunblot, basierend auf B. burgdorferi s.s. und B. afzelii untersucht, wobei 60 % der positiven Re-
sultate bestatigt wurden. Die Autoren sahen das Hauptproblem der abweichenden Testergebnisse in
der Heterogenitat von B. burgdorferi s.s. und damit in der Verwendung der verschiedenen Antigene
in den Testsystemen (Stefancikova et al., 2008).
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In der vorliegenden Arbeit wurde der ELISA der Firma Virotech verwendet, der den Nachweis gegen
B. burgdorferi s.s. erbringen kann, wahrend der Virotech-Blot die Genospezies B. burgdorferi s.s.,
B. garinii und B. afzelii als Antigen enthalt.

Ein weiteres, wie schon in der Studie von Schonert diskutiertes Problem (Schoénert, 2004), besteht in
der unterschiedlichen Festlegung des Schwellenwertes (Cut-off). Flr die Berechnung und Bewertung
der Testergebnisse im ELISA gibt es bis heute keine einheitliche Regelung. So wird der Cut-off von
den Herstellerfirmen selbst festgelegt. Die Testresultate werden in firmenindividuellen Einheiten
angegeben, die herstellerdefinierten Negativ-, Grenz- und Positivbereichen zugeordnet sind.

Die Moglichkeit von Kreuzreaktionen kénnen auch laut Virotech vernachlassigt werden. Die Firma
bezieht sich dabei auf eine Untersuchung Leptospiren-positiver Pferdeseren, bei der keine Kreuzreak-
tivitdt zum B. burgdorferi Veterinar ELISA festgestellt wurde. Die Spezifitat des ELISA V wird laut Ge-
brauchsinformation mit 96 % und die Sensitivitat mit 100 % angegeben, mit der Einschrankung, dass
dieser Wert statistisch unsicher sei, da nur 3 positive Borrelien IgG Seren fir die Testungen zur Ver-
flgung standen.

Einen weiteren Unsicherheitsfaktor stellt auch hier die Positivkontrolle aufgrund ihrer mangelnden
Definition dar: Die Firma Virotech verwendet in ihrem ELISA als Positivkontrolle Serumproben von
Pferden, die mit selbigem Testsystem in der Vergangenheit positiv bewertet wurden. Im Rahmen
ihrer Dissertation testete Schonert die Positivkontrollen der beiden kommerziell erhaltlichen ELISA,
die bei ihren Untersuchungen eingesetzt wurden, mit Hilfe des Western-Blots. Bei einem der beiden
handelte es sich um den ELISA der Firma Virotech. Beide Positivkontrollen konnten nicht bestatigt
werden. Das bedeutet, dass beide ELISA keine definierte Positivkontrolle besitzen. Laut Schonert
stellt das Fehlen einer definierten Positivkontrolle die Aussagefahigkeit hinsichtlich Spezifitdt und
Sensitivitat des ELISA in Frage und muss als moégliche Ursache der Diskrepanz der ELISA-Ergebnisse
angesehen werden (Schonert, 2004).

5.2.3 Bewertung der diagnostischen Eignung der serologischen Testsysteme zum Nachweis von
Antikorpern gegen Borrelia burgdorferi beim Pferd

Die gegenwartige Empfehlung zur serologischen Diagnostik der Lyme-Borreliose sieht sowohl in der
Human- als auch der Tiermedizin das Prinzip des Zweistufentests vor (Wilske et al., 2007; Bayerisches
Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, 2008; Robert-Koch-Institut, 2013). Als erste
Stufe wird der ELISA als Suchtest empfohlen, der Immunblot wird in der zweiten Stufe als Bestati-
gungstest eingesetzt. Eine hohe Spezifitdt von mindestens 95 % ist dabei Voraussetzung (Wilske et
al., 2007).

Die Gegenuberstellung der Blots der Firma Virotech und der Firma Mikrogen zeigt eine deutliche
Mehrheit an positiven Pferdeseren auf Seiten des Mikrogen-Blots (siehe Kapitel 4.2.1). Selbst unter
der Bericksichtigung, dass laut Literatur die meisten Falle einer equinen Borrelieninfektion inappa-
rent verlaufen (Kasbohrer et al., 1990; Cohen et al., 1992; Tasai et al., 1993; Gerhards et al., 1996;
Salinas-Meléndez et al., 2001; Midller et al., 2002; Schonert 2004; Stefancikova et al., 2008) ist es

79



unrealistisch, dass in einem Pferdebestand, in dem wahrend des Zeitraums der Blutentnahmen bei
keinem Pferd klinische Anzeichen einer Lyme-Borreliose auftraten, eine derart hohe Zahl an Positiv-
reagenten zu verzeichnen ist. Vor allem die Testergebnisse der Fohlen lassen groRe Zweifel an der
Zuverlassigkeit des Mikrogen-Blots aufkommen. Obwohl die Fohlen erst ungefdahr ab dem ersten
Blutentnahmetermin Weidegang und somit potentiellen Zeckenkontakt hatten (siehe Kapitel
3.2.1.1), erhoht sich die Zahl der im Mikrogen-Blot positiv untersuchten Fohlenseren sukzessiv, wah-
rend im Virotech-Blot innerhalb des gesamten Testzeitraums kein Fohlen positiv befundet wurde.
Sowohl bei den Fohlen als auch bei den dlteren Pferden konnte bei keinem Blutentnahmetermin ein
Zeckenbefall beobachtet werden. Die mittels PCR geschatzte Pravalenz von B. burgdorferi in adulten
Zecken des Gestitsgelandes betrug 18 % (siehe Kapitel 4.3). Laut dem Robert-Koch Institut wird die
deutschlandweite Pravalenz des Erregers in adulten Zecken auf 20 % geschéatzt (siehe Kapitel 2.4.1).
Der Vergleich zeigt, dass die Pferde des Gestlits Schwaiganger keinem erhdhten Infektionsrisiko aus-
gesetzt waren.

Die vergleichende Betrachtung der Bandenmuster offenbart zum einen, dass eine Uberzahl an Ban-
den im Mikrogen-Blot als positiv beurteilt wird (siehe Kapitel 4.2.1.2). Da im Virotech-Blot dieselbe
Bande oftmals die Bewertung negativ erhalt, muss die Auswertung und insbesondere die Cut-off-
Kontrolle des Mikrogen-Blots mit Skepsis betrachtet werden. Zum anderen liefert das Auswertungs-
schema des Mikrogen-Blots libermaRig viele positive Gesamtresultate, die nicht der Wirklichkeit ent-
sprechen kdnnen.

AbschlieBend sind die Resultate des RecomBlot Borrelia IgG der Firma Mikrogen als unzuverlassig zu
bewerten. Fiir den Nachweis einer Borrelieninfektion beim Pferd ist der Test nicht geeignet und soll-
te in der serologischen Diagnostik auch zukiinftig keinen Einsatz finden.

Um die Leistungsdaten des Blots der Firma Virotech zu erheben, wurde im Institut fir Infektionsme-
dizin und Zoonosen des Veterindrwissenschaftlichen Departments der LMU Miinchen eine Ver-
gleichstestung zum Zweistufentest an 149 definierten Pferdeseren durchgefiihrt (siehe Kapitel
3.3.2.1). Die Testauswertung zeigt, dass mit dem Immunblot der Firma Virotech mehr equine Seren
als klar negativ eingestuft werden kénnen, die vorher zumeist als positiv/grenzwertig befundet wur-
den. Dies entspricht auch eher der diagnostischen Realitat. Sowohl die Ergebnisse dieser Evaluierung
als auch die Resultate der vorliegenden Arbeit zeigen, dass der Borrelia Veterinar plus OspA Line IgG
Line Immunoblot der Firma Sekisui Virotech sich als wertvolles Diagnostikum zum Nachweis spezifi-
scher Antikorper gegen B. burgdorferi s.l. erweist und im Zweistufentest zur Bestatigung reaktiver
Seren eingesetzt werden kann.

Der in der ersten Stufe des Zweistufentests eingesetzte ELISA soll vorwiegend der Erkennung negati-
ver Seren dienen, deren Untersuchung damit abgeschlossen ist. In der vorliegenden Arbeit wurden
von 222 Pferdeseren im Virotech ELISA 195 Proben negativ untersucht, von denen 11 im Virotech-
Blot nicht bestatigt werden konnten. Demgegeniber stehen 36 grenzwertig und nur 2 positiv befun-
dete Proben auf Seiten des Virotech-Blots. Im Zweistufentest sollte der ELISA immer mehr Seren
positiv bewerten als der Immunblot, da dieser nur die positiven Seren bestatigt. In der empfohlenen
Kombination des Zweistufentests kann der Borrelia burgdorferi Veterinar ELISA der Firma Virotech
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somit als sinnvolles Diagnostikinstrument angesehen werden, mit dessen Hilfe im ersten Schritt ein
Screening durchgefiihrt werden kann, um Negativreagenten zu erkennen.

5.2.4 Schlussfolgerungen

Aufgrund der divergierenden Ergebnisse der vorangegangenen Studie und der Vergleichstestung der
vorliegenden Arbeit ist eine Evaluierung und Standardisierung der in der Diagnostik eingesetzten
indirekten serologischen Testmethoden zum Erregernachweis der Lyme-Borreliose zwingend erfor-
derlich.

Die diagnostische Eignung des Borrelia Veterinar plus OspA Line IgG Line Immunoblot der Firma Se-
kisui Virotech im empfohlenen Zweistufentest zur Charakterisierung reaktiver Seren konnte bestatigt
werden. Ebenso kann der Borrelia burgdorferi Veterindr ELISA der Firma Virotech im ersten Diagno-
stikschritt zur Erkennung negativer Seren eingesetzt werden. Grundsatzlich sollte bei der Interpreta-
tion der serologischen Ergebnisse immer das klinische Bild und eventuell weitere zur Verfligung ste-
hende Laborbefunde mit einbezogen werden, da falsch negative Ergebnisse, vor allem im Screening
mittels des ELISA, nicht ausgeschlossen werden kénnen.

81



6 Zusammenfassung

Es ist bekannt, dass Weidepferde in Endemiegebieten einem hohen Infektionsrisiko mit Borrelia
burgdorferi sensu lato ausgesetzt sind. Obwohl die meisten Falle einer equinen Borrelieninfektion
offenbar inapparent verlaufen, gibt es zahlreiche Fallbeschreibungen von mit Borrelieninfektionen
assoziierten Erkrankungen beim Pferd mit direktem Nachweis von B. burgdorferi s.l. Das in der Litera-
tur beschriebene klinische Bild ist vielfaltig, und es lasst sich kein einheitliches Krankheitsbild beim
Pferd definieren. Umso wichtiger ist bei der Verdachtsdiagnose Lyme-Borreliose ein zuverlassiger
serologischer Erregernachweis. Aufgrund der bis heute mangelnden Standardisierung der Untersu-
chungsmethoden ergeben sich gerade hier jedoch grof3e Schwierigkeiten.

Das (ibergeordnete Ziel der vorliegenden Dissertation war die Uberpriifung der diagnostischen Eig-
nung von einem Immunblot der Firma Mikrogen und einem ELISA der Firma Virotech, die in einer
durchgefiihrten vorausgegangenen Arbeit Einsatz fanden und widerspriichliche Ergebnisse lieferten.
Da die gegenwartige Empfehlung zur serologischen Diagnostik der Lyme-Borreliose das Prinzip des
Zweistufentests vorsieht, wurden diese beiden Untersuchungssysteme ausgewahlt. Zu diesem Zweck
wurde eine Subgruppe, deren Blutproben bereits 2007 mit diesen beiden Testsystemen untersucht
wurden, erneut mittels eines weiteren Immunblots, ebenfalls der Firma Virotech, untersucht. Um
eine Aussage Uber die diagnostische Wertigkeit treffen zu kénnen, wurden die Ergebnisse gegen-
Ubergestellt und miteinander verglichen.

Die analysierten Blutproben stammten von Pferden des Bayerischen Haupt- und Landgestits
Schwaiganger und wurden im Zeitraum von Juli 2005 bis Juni 2006 in vier- bis sechswdchigen Ab-
standen entnommen. Die mittels PCR geschatzte Pravalenz von Borrelia burgdorferi in den Zecken
des Gestiitsgelandes betrug 18 %.

Fiir die Subgruppe wurden die Proben der flinften und sechsten Blutentnahme der vorausgegange-
nen Arbeit ausgewahlt, da zu diesen Terminen die meisten Proben im Immunblot und Gbereinstim-
mend im ELISA V untersucht wurden. Von der flinften Blutentnahme, im Folgenden als Blutentnahme
A bezeichnet, wurden 96 Proben im Jahr 2015 erneut untersucht. Von der sechsten Blutentnahme,
im Folgenden als Blutentnahme B bezeichnet, wurden 73 Proben fiir die erneute Untersuchung aus-
gewahlt. Samtliche Jahrgange der damalig untersuchten Pferde wurden in die Subgruppe einbezo-
gen. Aus der Gruppe der Fohlen wurden 11 Tiere ausgewahlt. Aufgrund dieser geringen Anzahl der
Tiere konnten die Proben aller acht stattgefundenen Blutentnahmen untersucht werden.

Die Gegenuberstellung der Testergebnisse des Virotech-Blots und des Mikrogen-Blots der gesamten
Pferde zeigte auf den ersten Blick, dass im Mikrogen-Blot eine deutliche Mehrheit der Proben positiv
bewertet wurde. Bei der Blutentnahme A reagierten im Virotech-Blot dagegen nur 2 % der Pferde
positiv, beim Mikrogen-Blot waren es hingegen 64 %. Bei der Blutentnahme B war im Virotech-Blot
kein positives Pferd zu verzeichnen, im Mikrogen-Blot waren es abermals 64 %. Bei 96 Serumproben
der Blutprobe A gab es 33 libereinstimmende Ergebnisse der beiden Tests. Bei 73 Serumproben der
Blutprobe B gab es lediglich 22 Ubereinstimmungen.

Die Gegenulberstellung der Testergebnisse beider Blots mit Seren der Fohlen lieferte ein ahnliches
Bild. Wahrend im Virotech-Blot keine Probe positiv reagierte, wurden im Mikrogen-Blot zwischen Tag
33 und Tag 328 nach der ersten Blutentnahme minimal 10 % bis maximal 78 % der Pferde positiv
untersucht. Dem entsprechend gab es kaum Ubereinstimmungen zwischen den Ergebnissen der bei-
den Blots.

Die vergleichende Betrachtung der Bandenmuster der drei exemplarisch ausgewahlten Pferde zeigte,
dass es auf Seiten des Virotech-Blots keine positiv bewertete Bande gab, wahrend auf Seiten des
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Mikrogen-Blots diverse Banden positiv befundet wurden und alle Teststreifen das Gesamturteil ,po-
sitiv* erhielten. Bei den drei exemplarisch ausgewahlten Fohlen war im Virotech-Blot ebenfalls kein
Teststreifen mit dem Gesamturteil ,,positiv” zu verzeichnen. Von den 44 ausgewerteten Teststreifen
wurden im Virotech-Blot lediglich flinf als grenzwertig beurteilt. Im Mikrogen-Blot gab es vier Test-
streifen mit dem Gesamturteil ,grenzwertig” und 14 Teststreifen wurden als positiv befundet.

Die Gegenliberstellung der Testergebnisse des Virotech-Blots und des Virotech-ELISA der gesamten
Pferde, inklusive der Fohlen, zeigte, dass im Virotech-ELISA von 222 Proben 195 und im Virotech-Blot
184 Seren negativ beurteilt wurden. Dies bedeutet, dass 11 Proben nicht bestatigt werden konnten.
Positiv reagierten im ELISA 13 Proben und im Blot 2. Die Bezeichnung ,grenzwertig” erhielten im
ELISA 14 Proben und im Blot 36.

Die vergleichende Betrachtung ergab, dass bei der Gegenliberstellung der Ergebnisse des Virotech-
Blots und des Virotech-ELISA eine wesentlich groBere Ubereinstimmung vorlag als bei der Gegen-
Uberstellung des Virotech-Blots und des Mikrogen-Blots.

Die Resultate des RecomBlot Borrelia IgG der Firma Mikrogen sind als unzuverldssig zu bewerten. Die
Ubermalig vielen positiv befundeten Proben weichen von der diagnostischen Realitat ab.

Aufgrund der Untersuchungsergbenisse dieser Arbeit konnte die diagnostische Eignung des Borrelia
Veterinar plus OspA Line IgG Line Immunoblot und des Borrelia burgdorferi Veterinar ELISA der Firma
Sekisui Virotech bestatigt werden. In der empfohlenen Kombination des Zweistufentests erweisen
sich beide Untersuchungssysteme als verwendbare Diagnostikinstrumente zum Nachweis einer Bor-
relieninfektion.
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7 Summary

It is widely known that horses mainly living on meadows in endemic regions are exposed to a
high infection risk with Borrelia burgdorferi sensu lato. Although most cases of equine borre-
lia infection seem to proceed inapparent, there are numerous reports of cases of borrelia-
infection associated illnesses in horses with direct confirmation of B. burgdorferi sensu lato.
The clinical signs described in literature are versatile and there is no homogeneous disease
pattern defined for horses. The more important it is to have a reliable serological verification
of pathogenic agents as soon as there is the suspicion of Lyme disease. Huge problems result
of the still deficient standardisation of examination methods.

The superior target of this dissertation was the revision of the diagnostic suitability of an
immunoblot of Mikrogen and an ELISA of Virotech, both of which had been used in a prelim-
inary paper and provided contradictory results. As the current recommendation of serologi-
cal clinical diagnostics of Lyme disease allots a two-step test, both examination systems
mentioned above were chosen. For this purpose, a subgroup, whose blood samples had al-
ready been tested with those systems in 2007, was again tested with another immunoblot of
Virotech. In order to be able to make a declaration concerning the diagnostic value the re-
sults were confronted and compared.

The analysed blood samples came from horses of the Bavarian “Haupt- und Landgestiit
Schwaiganger” and were taken in the period between July 2005 to June 2006 in intervals of
four to six weeks. The via PCR estimated prevalence of Borrelia burgdorferi in the ticks of the
stud’s grounds amounted to 18 %.

The samples of the fifth and sixth blood withdrawal of the preliminary paper were chosen
for the subgroup as most samples had been tested concordantly with immunoblot as well as
ELISA V at these dates. 96 samples of the fifth blood withdrawal, subsequently to be referred
to as blood withdrawal A were again tested in 2015. 73 samples of the sixth blood with-
drawal, subsequently to be referred to as blood withdrawal B, were chosen from another
testing. All age groups of the formerly tested horses were included in the subgroup. 11 foals
were chosen. Due to the small number of animals the samples of all eight blood withdrawals
could be tested.

At first sight, the comparison of the results of the Virotech-blot and the Mikrogen-blot of all
horses showed that a distinct majority of the samples of the Mikrogen-blot could be rated as
positive. In the blood withdrawal A only 2 % of the horses reacted positively on the Virotech-
blot, compared to 64 % on the Mikrogen-blot. In the blood withdrawal B there was no posi-
tive horse to be listed on the Virotech-blot whereas there were again 64 % on the Mikrogen-
blot. Out of 96 samples of blood withdrawal A there were 33 correlating results of both
tests. Out of 73 samples of blood withdrawl! B there were only 22 conformities.

The comparison of the results of both blots with sera of the foals provided a similar pattern.
While no sample reacted positively on the Virotech-blot, 10 % to 78 % of the tested horses
were tested positively on the Mikrogen blot between the 33" and 328" day after the first
withdrawal. Accordingly, there were only few matches of the two blots.
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The comparing examination of the banding pattern of three exemplarily chosen horses
showed that there were no positively rated bands on the part of the Virotech-blot whereas
there were various bands to be positively rated on the part of the Mikrogen-blot whose con-
trol strips all received the attribute “positive”.

Concerning the three exemplarily chosen foals there again was no control strip rated “posi-
tive” on the Virotech-blot. Only five of 44 evaluated control strips of the Virotech-blot were
rated as “marginal”. Compared to Virotech, four control strips were rated as “marginal” and
fourteen as “positive” on the Mikrotech-blot.

The comparison of the results of the Virotech-blot and Virotech-ELISA of all horses, including
the foals, showed that on Virtoech-ELISA 195 out of 222 samples and on the Virotech-blot
184 samples were rated negatively which means that 11 samples could not be confirmed. 13
samples reacted positively on ELISA, two on the blot. The label “marginal” was given to 14
ELISA samples and 36 of the blot.

The comparing observation revealed a larger consensus between the results of Virotech-blot
and Virotech-Elisa than between Virotech-blot and Mikrogen-blot.

The results of the ReclomBlot Borrelia IgG of Mikrogen can be rated as unreliable. The exces-
sive amount of positively adjudged samples aberrates from the diagnostic reality.

Due to the results of this work the diagnostic suitability of the Borrelia Veterindr plus OspA
Line IgG Line Immunoblot and the Borrelia burgdorferi Veterinér ELISA of Sekisui Virotech
could be confirmed. Both testing systems approve as suitable diagnostic instruments to
proof Lyme disease in the recommended two-step test.
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CA common-antigen

cm Zentimeter

DNA Desoxyribonukleinsaure

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

EM Erythema migrans

ERU Equine rezidivierende Uveitis

Fa. Firma

FITC Fluoreszeinisothiocyanat

IFAT/IFT Indirekter Immunfluoreszenz-Antikorpertest/Immunfluoreszenztest
I Ixodes

i.v. intra vends

Ig Immunglobulin

kDa Kilodalton

LCB Lymphadenosis cutis benigna

LIA Line Immuno Assay

mg Milligramm

min. Minute/Minuten

MKP Modified-Kelly-Medium nach Preac-Mursic et al.
mM Millimol

nm Nanometer

Osp engl.Outer-surface-protein

PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung

PCR Polymerase-Kettenreaktion (engl. Polymerase Chain Reaction)
p.i. post infectionem

s Sekunden

SDS Sodium-Dodecylsulfat

SDS-PAGE Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
s.l. sensu lato

SPF engl. Specific pathogen-free

S.S. sensu stricto

TMB Tetramethylbenzidin

U/Min. Umdrehungen pro Minute

VE Virotech-Einheiten

VIsE engl.variable major protein-like sequence, expressed
ul Mikroliter
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12 Anhang

Anhang A:

12.1 Verwendetes Arbeitsmaterial
12.1.1 Testsysteme/Test-Kits

Tabelle 29: Testkits

Borrelia burgdorferi sensu lato IFT

Eindeckmittel

R-biopharm AG, Darmstadt

Objekttrager, mit Antigen beschichtet
(B.burgdorferi sensu stricto, B. garinii und
B. afzelii)

R-biopharm AG, Darmstadt

Nicht im Testkit enthalten:

anti-horse-IgG FITC-markiert (Fluoreszeinisothio-
cyanat)

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Kontrollseren Pferd (Positiv- und Negativkontrol-
le)

Serumbank Institut fir Bakteriologie und Myko-
logie, Miinchen

Borrelia burgdorferi Veterinar ELISA
Spezies B. burgdorferi sensu stricto

Anti-Pferd-1gG-Konjugat (Kaninchen-
Meerrettich-Peroxidase-Konjugat)

Genzyme Virotech GmbH, Riisselsheim

Citrat-Stopplosung

Genzyme Virotech GmbH, Riisselsheim

IgG-cut-off-Kontrolle Pferd

Genzyme Virotech GmbH, Riisselsheim

IgG-negative-Kontrolle Pferd

Genzyme Virotech GmbH, Riisselsheim

IgG-positive-Kontrolle Pferd

Genzyme Virotech GmbH, Riisselsheim

Mikrotiterplatte, mit Antigen beschichtet
(B. burgdorferi sensu stricto)

Genzyme Virotech GmbH, Riisselsheim

PBS-Verdinnungspuffer (pH 7,2)

Genzyme Virotech GmbH, Riisselsheim

PBS-Waschpuffer (20x konzentriert, pH 7,2)

Genzyme Virotech GmbH, Riisselsheim

Tetramethylbenzidin-Substratlosung

Genzyme Virotech GmbH, Riisselsheim

QlAamp® DNA Mini Kit (51306)
Spin-Variante mit Mikrozentrifuge

AE-Puffer QIAGEN GmbH, Hilden
AL-Puffer QIAGEN GmbH, Hilden
ATL-Puffer QIAGEN GmbH, Hilden
AW1-Puffer QIAGEN GmbH, Hilden
AW?2-Puffer QIAGEN GmbH, Hilden

Proteinase K-Losung

QIAGEN GmbH, Hilden

QlAamp Spin Saulen (mit Silicagel-Membran)

QIAGEN GmbH, Hilden
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recomBlot Borrelia horse IgG
Spezies B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii
und B. afzelii

anti-Pferd IgG Konjugat (aus Ziege, enthalt Thi-
merosal)

Fa. Jackson

Chromogenes Substrat Tetramethylbenzidin
(TMB)

Mikrogen GmbH, Neuried

Kontrollstreifen (vorentwickelt, kitspezifisch)

Mikrogen GmbH, Neuried

Schwachpositiv Serumkontrolle IgG

Mikrogen GmbH, Neuried

Teststreifen Western-Blot, mit Antigenen be-
schichtet (B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii
und B. afzelii)

Mikrogen GmbH, Neuried

Waschpuffer (5x konzentriert)

Mikrogen GmbH, Neuried

recomWell Borrelia horse IgG
Spezies B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii
und B. afzelii

Anti-Pferd I1gG Konjugat

Mikrogen GmbH, Neuried

Chromogenes Substrat Tetramethylbenzidin
(TMB)

Mikrogen GmbH, Neuried

Cutoff-Kontrolle

Mikrogen GmbH, Neuried

Mikrotiterplatte, mit Antigen beschichtet (B.
burgdorferi sensu stricto, B.garinii, B. afzelii)

Mikrogen GmbH, Neuried

Negative Kontrolle

Mikrogen GmbH, Neuried

Phosphorsaure 25% (Stopplosung)

Mikrogen GmbH, Neuried

Verdinnungspuffer

Mikrogen GmbH, Neuried

Waschpuffer (10x konzentriert)

Mikrogen GmbH, Neuried

Borrelia Veterinar plus OspA Line
Spezies Borrelia burgdorferi sensu lato

Nitrozellulose Teststreifen mit aufgesprihten
Antigenen

Sekisui Virotech GmbH, Risselsheim

IgG Cut off Kontrolle, Pferdeserum, vorverdiinnt

Sekisui Virotech GmbH, Risselsheim

Verdinnungs-/Waschpuffer, pH7,3 (10x konz.),
mit Tris und Konservierungsmittel

Sekisui Virotech GmbH, Risselsheim

anti-Pferd IgG-Konjugat (100x konz.), Anti Pferd,
(Kaninchen)-Alkalische Phosphatase, mit Konser-
vierungsmittel

Sekisui Virotech GmbH, Risselsheim

Substrat (BCIP/NBT)

Sekisui Virotech GmbH, Risselsheim
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12.1.2 Chemikalien, Reagenzien und Enzyme

Tabelle 30: Chemikalien, Reagenzien und Enzyme

Agua dest. Mikrobiol. Labor LMU
Deionisiertes Wasser Mikrogen GmbH, Neuried

Ethanol Roth GmbH, Karlsruhe

Evans-Blue Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Hausinternes Kontrollserum Pferd: 0496 Mikrobiol. Labor LMU

KH2PO4 Merck KGaA, Darmstadt

K2HPO4 x 3 H20 Merck KGaA, Darmstadt

Na;HPO,4 x 2H,0 Merck KGaA, Darmstadt

NaCl Merck KGaA, Darmstadt

12.1.3 Rezepte der Puffer und Lésungen
12.1.3.1 Indirekter Immunfluoreszenztest

Wasch- und Verdiinnungspuffer (pH 7,4; Rezept des Pettenkofer-Instituts)

Stammldsung:
389,25 g NaCl
171,25 g K;HPO4 x 3 H,0
19,50 g KH,PO,
ad 2500 Aqua dest.
Gebrauchslésung:
Stammlésung wurde 1:20 mit Aqua dest. verdiinnt:
100 ml Stammldsung + 1900 ml Aqua dest.
pH wurde gemessen und auf 7,4 eingestellt

0,02% Evans-Blue/PBS

0,02 g Evans-Blue auf 100 ml PBS pH 7,2, um das Auftreten unspezifischer Fluoreszenzen auf den
Antigenfeldern zu unterdriicken

12.1.3.2 RecomWell Borrelia (ELISA M)

Waschpuffer

Waschpuffer-Konzentrat wurde mit 149 H,0 deionisiert verdiinnt
pro Mikrotiterplattenstreifen wurden 5ml Konzentrat mit 45 ml H,O deion. gemischt

Konjugatlésung
pro Mikrotiterplattenstreifen wurde 1 ml Verdiinnungspuffer mit je 10ul anti-Pferd IgG Peroxidase-

Konjugat gemischt (Verdiinnung 1 + 100)
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12.1.3.3 RecomBlot Borrelia IgG(Blot M)

Waschpuffer

Ein Teil des Waschpuffer-Konzentrats wurde mit vier Teilen deionisiertem Wasser verdiinnt (Verdin-
nung 1 +4)

Konjugatlésung

pro Teststreifen wurden 1,5 ul Anti-Pferd IgG Konjugat auf 2 ml gebrauchsfertigen Waschpuffer ver-
wendet (1:1333)

12.1.3.4 Borrelia Veterinar plus OspA Line (Blot V)

Verdiinnungs-/Waschpuffer

Fiir 32 Teststreifen (4 Inkubationswannen):
60 ml Konzentrat (10x) + 540 ml Aqua dest. in ein Glasgefal? fullen und auf dem Magnetrihrer mi-
schen.

Konjugatverdinnung:

Flr 32 Teststreifen + Reserve (4 Inkubationswannen):

600 pl Konjugat + 60 ml Verdiinnungs-/Waschpuffer (1:100)
12.1.3.5 DNA-Extraktion

PBS

pH 7,2 (Rezept vom Robert-Koch-Institut)

Loésung a: Na;HPO4 x 2H,0 11,88¢g
Aqua dest. ad 1000 ml

Losung b: KH,PO, 9,08 g
Aqua dest. ad 1000 ml

Gebrauchslésung:
Losung a 143 ml
Losung b 57 ml
NaCl 17¢g
Aqgua dest.ad 2000 ml

pH messen und einstellen
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12.1.4 Gerate

Tabelle 31: Gerate

Absaugsystem mit Desinfektionsfalle

MikrogenGmbH, Neuried

Combitip-Pipetten

Eppendorf, Hamburg

Feuchte Kammern

Camag

Fluoreszenzmikroskop

LEITZ Orthoplan

iCycler

Qiagen GmbH, Hilden

Inkubationsschrank

MikrogenGmbH, Neuried

Kippschuttler Shaker ST5

Fa. CAT, Itzenbach, Staufen

Magnetrihrer

Mikropipetten

MikrogenGmbH, Neuried

Mikrotiterplatten-Photometer

MikrogenGmbH, Neuried

Multipipette

Eppendorf, Hamburg

Pipetten, Eppendorf Reference

Eppendorf, Hamburg

Pipetten (10, 50, 100, 1000 ul)

Rainin

Schittler 3016

GFL, Burgwedel

Spektralphotometer fir Mikrotiterplatten mit

450/620 nm Filter

Asys Hightech 96

Thermo-Mixer

Eppendorf, Hamburg

Tissue-Lyser

Qiagen GmbH, Hilden

Vortex (Vortex Genie 2)

Scientific Industries

Warmeschrank

Hereaus
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12.1.5 Laborkleinmaterial und Verbrauchsmaterial

Tabelle 32: Laborkleinmaterial und Verbrauchsmaterial

Abdeckfolien Mikrogen GmbH, Neuried

Abdeckung fir ELISA-Platten

Becherglaser

Deckglaser (24x60 mm)

Inkubations-Schalen (mit je 10 Vertiefungen und | Mikrogen GmbH, Neuried
Kunststoffdeckeln)

Inkubationswannen

Messzylinder MikrogenGmbH, Neuried
Mikrotiterplatten (U-Form)
Mikrozentrifuge (Biofuge Pico) Heraeus

Objekttragerhalter

Objekttragertableau

Pipettenspitzen (10, 50, 100, 1000 pl)

Pipettenspitzen Combitips 10 ml Eppendorf, Hamburg
Pipettenspitzen gelb Eppendorf, Hamburg
Pipettenspitzen mit Aerosolsperre (10, 50, 100, Kisker

1000 pl)

Plastikpinzetten

Reagenzglaser

ReaktionsgefaRe 1,5 ml Eppendorf
ReaktionsgefdaRe ohne Deckel 2,0 ml Eppendorf
Safe-Lock-ReaktionsgefalRe 1,5 ml Epprndorf, Hamburg
Testrohrchen Mikrogen GmbH, Neuried

Zellstofftlicher
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Anhang B:

12.2 Ubersicht Blutproben
Tabelle 33: Ubersicht iiber die Blutproben der gesamten untersuchten Pferde der vorausgegangen Studie aus dem Jahr 2007

Geburtsjahrgang 2005 Geburtsjahrgang 2004 Geburtsjahrgang 2003
Warmblut Kaltblut Warmblut Kaltblut Warmblut Kaltblut
Geschlecht mannlich weiblich mannlich weiblich mannlich weiblich mannlich | weiblich mannlich weiblich mannlich weiblich
Blutprobenentnahme Nr. 1: gesamt 124 (IFAT), 142 (ELISA V), 23 (ELISA M), 95 (RecomBlot)
Gewonnene Blutproben 142
IFAT 10 19 3 4 8 10 12 5 12 13 6 1
Untersuchte ELISAV 10 19 3 4 8 10 12 5 12 13 6 1
Blutproben ELISAM 2 4 2 2 8 - - - - 13 - -
RecomBlot 2 5 2 2 8 10 4 4 12 13 6 1
Blutprobenentnahme Nr. 2: gesamt 123 (IFAT), 143 (ELISA V), 72 (ELISA M), 92 (RecomBlot)
Gewonnene Blutproben 143
IFAT 10 18 4 4 11 10 3 8 10 11 5 2
Untersuchte ELISAV 10 18 4 4 11 10 3 8 10 11 5 2
Blutproben ELISA M 2 5 3 2 - 11 7 8 11 11 4 2
RecomBlot 2 5 3 2 - 11 7 8 11 11 4 2
Blutprobenentnahme Nr. 3: gesamt 122 (IFAT), 139 (ELISA V), 90 (ELISA M), 100 (RecomBlot)
Gewonnene Blutproben 139
IFAT 6 13 4 4 11 9 7 8 11 12 6 3
Untersuchte ELISAV 6 12 4 4 11 9 7 8 11 11 6 3
Blutproben ELISAM 2 5 3 2 11 9 7 8 11 3 6 3
RecomBlot 2 5 3 2 11 9 7 8 11 12 6 3
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Geburtsjahrgang 2002 Deckhengste Zuchtstuten

Rasse Warmblut Kaltblut Warmblut Kaltblut Warmblut Kaltblut

Geschlecht weiblich mannlich weiblich

Fortsetzung Blutprobenentnahme Nr. 1: gesamt 125 (IFAT), 142 (ELISA V), 23 (ELISA M), 95 (RecomBlot)

Gewonnene Blutproben 142
IFAT 3 4 - 1 1 3 6 5
Untersuchte ELISA V 3 4 - - 2 3 14 8
Blutproben ELISA M . . . _ . . . _
RecomBlot 3 4 - - 1 3 6 5

Fortsetzung Blutprobenentnahme Nr. 2: gesamt 123 (IFAT), 143 (ELISA V), 72 (ELISA M), 92 (RecomBlot)

Gewonnene Blutproben 143
IFAT 3 3 - - 3 8 6 4
Untersuchte ELISAV 3 4 - - 3 8 14 7
Blutproben ELISA M 3 3 - - - - - -
RecomBlot 8 3 - - 1 4 6 4

Fortsetzung Blutprobenentnahme Nr. 3: gesamt 122 (IFAT), 139 (ELISA V), 90 (ELISA M), 100 (RecomBlot)

Gewonnene Blutproben 139
IFAT 2 4 - - 3 9 6 4
Untersuchte ELISAV 2 4 - - 3 9 14 6
Blutproben ELISA M 2 4 - - 1 4 5 4
RecomBlot 2 4 - - 1 4 6 4
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Geburtsjahrgang 2005 Geburtsjahrgang 2004 Geburtsjahrgang 2003
Rasse Warmblut Kaltblut Warmblut Kaltblut Warmblut Kaltblut
Geschlecht mannlich weiblich mannlich weiblich mannlich weiblich mannlich | weiblich mannlich weiblich mannlich weiblich
Blutprobenentnahme Nr. 4: gesamt 124 (IFAT), 142 (ELISA V), 94 (ELISA M), 101 (RecomBlot)
Gewonnene Blutproben 142
IFAT 8 15 4 4 8 11 7 7 11 11 6 3
Untersuchte ELISAV 8 15 4 4 8 10 7 6 11 11 6 3
Blutproben ELISA M 2 5 3 5 8 9 7 7 11 8 6 3
RecomBlot 2 5 3 2 8 11 7 6 11 11 6 3
Blutprobenentnahme Nr. 5: gesamt 122 (IFAT), 141 (ELISA VX)), 97 (ELISA M), 102 (RecomBlot)
Gewonnene Blutproben 141
IFAT 6 15 4 4 9 12 7 7 12 11 4 3
Untersuchte ELISAV 6 15 4 4 9 12 7 7 12 11 4 3
Blutproben ELISA M 1 5 3 2 9 12 7 7 12 11 4 3
RecomBlot 1 5 3 2 9 12 7 7 12 11 4 3
Blutprobenentnahme Nr. 6: gesamt 116 (IFAT), 137 (ELISA V), 96 (ELISA M), 102 (RecomBlot)
Gewonnene Blutproben 137
IFAT 7 15 3 4 10 10 6 4 11 11 5 3
Untersuchte ELISAV 7 15 3 4 10 10 6 4 11 11 5 3
Blutproben ELISAM 2 5 3 2 9 10 6 3 12 12 6 3
RecomBlot 2 5 3 2 10 10 6 3 12 12 6 3
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Geburtsjahrgang 2002 Deckhengste Zuchtstuten
Warmblut Kaltblut Warmblut Kaltblut Warmblut Kaltblut
Geschlecht mannlich weiblich mannlich weiblich
Fortsetzung Blutprobenentnahme Nr. 4: gesamt 124 (IFAT), 142 (ELISA V), 94 (ELISA M), 101 (RecomBlot)

Gewonnene Blutproben 142
IFAT 2 3 - 2 2 9 6 5
Untersuchte ELISAV 2 3 - - 2 9 6 9
Blutproben ELISA M 2 2 - - 1 4 6 5
RecomBlot 7 3 - - 1 4 6 5

Fortsetzung Blutprobenentnahme Nr. 5: gesamt 122 (IFAT), 141 (ELISA V<), 97 (ELISA M), 102 (RecomBlot)

Gewonnene Blutproben 141
IFAT 3 2 - - 3 9 6 5
Untersuchte ELISAV 3 2 - - 3 9 13 8
Blutproben ELISA M 3 2 - - 1 4 6 5
RecomBlot 8 2 - - 1 4 6 5

Fortsetzung Blutprobenentnahme Nr. 6: gesamt 116 (IFAT), 137 (ELISA V), 96 (ELISA M), 102 (RecomBlot)

Gewonnene Blutproben 137
IFAT 4 4 - - 3 6 6 4
Untersuchte ELISAV 4 4 - - 3 6 14 7
Blutproben ELISAM 4 4 - - 1 4 6 4
RecomBlot 9 4 - - 1 4 6 4
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Geburtsjahrgang 2005 Geburtsjahrgang 2004 Geburtsjahrgang 2003
Rasse Warmblut Kaltblut Warmblut Kaltblut Warmblut Kaltblut
Geschlecht mannlich weiblich mannlich weiblich mannlich weiblich mannlich | weiblich mannlich weiblich mannlich weiblich
Blutprobenentnahme Nr. 7: gesamt 111 (IFAT), 132 (ELISA V), 97 (ELISA M), 97 (RecomBlot)

Gewonnene Blutproben 132
IFAT 8 14 3 2 10 12 6 6 12 12 4 3
Untersuchte ELISAV 8 14 1 2 10 12 6 6 12 12 4 3
Blutproben ELISA M 2 5 1 2 11 12 6 6 12 12 4 3
RecomBlot 2 5 1 2 11 12 6 6 12 12 4 3

Blutprobenentnahme Nr. 8: gesamt 63 (IFAT), 76 (ELISA V), 46 (ELISA M), 51 (RecomBlot)

Gewonnene Blutproben 76
IFAT 7 16 3 3 2 - - 3 12 5 1 2
Untersuchte ELISAV 7 16 3 3 2 - - 3 12 5 1 2
Blutproben ELISA M 2 5 3 2 2 - - 3 12 5 1 2
RecomBlot 2 5 3 2 2 - - 3 12 5 1 2

Blutprobenentnahme Nr. 9: 74 (IFAT), 87 (ELISA V), 74 (ELISA M), 76 (RecomBlot)

Gewonnene Blutproben 87
IFAT - - - - 11 11 4 4 8 10 3 1
Untersuchte ELISAV - - - - 11 11 6 4 8 10 3 1
Blutproben ELISA M - - - - 11 10 6 4 9 10 3 1
RecomBlot - - - - 11 10 6 4 9 10 3 1
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Geburtsjahrgang 2002 Deckhengste Zuchtstuten
Rasse Warmblut Kaltblut Warmblut Kaltblut Warmblut Kaltblut
Geschlecht mannlich weiblich mannlich weiblich
Fortsetzung Blutprobenentnahme Nr. 7: gesamt 111 (IFAT), 132 (ELISA V), 97 (ELISA M), 97 (RecomBlot)

Gewonnene Blutproben 132
IFAT 2 3 - - 1 3 5 5
Untersuchte ELISAV 3 4 - - 1 3 13 8
Blutproben ELISA M 3 4 - - 1 3 5 5
RecomBlot 3 4 - - 1 3 5 5

Fortsetzung Blutprobenentnahme Nr. 8: gesamt 63 (IFAT), 76 (ELISA VD<), 46 (ELISA M), 51 (RecomBlot)

Gewonnene Blutproben 76
IFAT 2 - - - 1 2 4 -
Untersuchte ELISAV 3 B B B 1 2 8 B
Blutproben ELISA M 3 - - - 1 2 3 -
RecomBlot 7 - - - 1 2 4 -

Fortsetzung Blutprobenentnahme Nr. 9: gesamt 74 (IFAT), 87 (ELISA V), 74 (ELISA M), 76 (RecomBlot)

Gewonnene Blutproben 87
IFAT 1 4 - 2 1 4 5 5
Untersuchte ELISAV 1 4 - - 1 4 9 8
Blutproben ELISA M 2 4 - - 1 3 5 5
RecomBlot 4 4 - - 1 3 5 5
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Anhang C:

12.3 Ausziige aus den Ergebnissen der Studie aus dem Jahr 2007

12.3.1 IFAT

IFAT - Untersuchungsergebnisse aller getesteten Pferde
zwischen Juli 2005 und Juni 2006
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Jul05 Aug05 Sep05 Okt05 Nov05 Dez05 Jan06 Feb06 Mrz06 Apr06 Mai06 Jun06
Monat der Blutenthnahme
BIFAT-negativ OIFAT-grenzwertig BIFAT-positiv
Mo- Julo Aug Sep Okt Nov Dez Jan Feb Mrz Apr Mai Jun ge-
nat/ 05 05 05 05 05 05 06 06 06 06 06 06 samt
Jahr
IFAT-Untersuchungsergebnisse — absolute Haufigkeit
n 125 123 122 121 122 116 111 63 74 977
positiv 71 73 75 85 79 90 78 40 61 652
nega- 37 33 22 13 10 3 5 2 3 128
tiv
grenz- 17 17 25 23 33 23 28 21 10 197
wertig
IFAT-Untersuchungsergebnisse — relative Haufigkeit in %
positiv | 56,8 59,4 61,5 70,3 64,8 77,6 70,3 63,5 82,4 | 66,7
nega- 29,6 26,8 18,0 10,7 8,2 2,6 4,5 3,2 4,1 13,1
tiv
grenz- 13,6 13,8 20,5 19,0 27,0 19,8 25,2 33,3 13,5 20,2
wertig
insg. 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 100,0 | 100,0 100,0 100,0 | 100,0
Konfidenzintervalle in %
47,6- 50,1- 52,2- 61,3- 55,6- 68,9- 60,9- 50,4- 71,8- 63,8-
65,6 68,1 70,1 78,2 73,2 84,8 78,6 75,3 90,3 69,7

Abbildung 15: IFAT — Untersuchungsergebnisse aller untersuchten Pferde zwischen Juli 2005 und

Juni 2006
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12.3.2 ELISA M

ELISA M - Untersuchungsergebnisse aller getesteten Pferde zwischen
Juli 2005 und Juni 2006

100%

90%
80%
70%
60%
50%
40% -
30% -
20% -
10% A
0% - ‘ ‘ r r

Jul05 Aug05 Sep05 Okt05 NovO05 Dez05 Jan06 Feb06 Mrz06 Apr06 Mai06 Jun06

Anteil untersuchter Pferde

Monat der Blutenthahme

OELISA M-negativ OELISA M-grenzwertig BELISA M-positiv

Mo- Jul Aug Sep Okt Nov Dez Jan Feb Mrz Apr Mai Jun ge-
nat/ 05 05 05 05 05 05 06 06 06 06 06 06 samt
Jahr
ELISA M- Untersuchungsergebnisse - absolute Haufigkeit
n 23 72 90 94 97 96 97 46 74 689
positiv 11 58 73 73 89 73 79 22 39 517
nega- 10 12 12 11 4 18 14 22 28 131
tiv
grenz- 2 2 5 10 4 5 4 2 7 41
wertig
ELISA M- Untersuchungsergebnisse - relative Haufigkeit in %
positiv | 47,8 80,5 81,1 77,7 91,8 76,0 81,4 47,8 52,7 75,0
negativ 43,5 16,7 13,3 11,7 4,1 18,8 14,5 47,8 37,8 19,0
grenz- 8,7 2,8 5,6 10,6 4,1 5,2 4,1 4,4 9,5 6,0
wertig
insg. 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100.0 | 100,0 100,0 | 100,0 100,0 100,0 | 100,0
Konfidenzintervalle in %
26,8- 69,5- 71,5- 67,9- 84,4- 66,3- 72,3- 32,9- 40,8- 71,8-
69,4 88,9 88,6 85,6 96,4 84,2 88,6 63,1 64,4 78,3

Abbildung 16: ELISA M — Untersuchungsergebnisse aller untersuchten Pferde zwischen Juli 2005
und Juni 2006
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12.3.3 ELISAV

ELISA V - Untersuchungsergebnisse aller getesteten Pferde
zwischen Juli 2005 und Juni 2006
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Jul05 Aug05 Sep05 Okt05 Nov05 Dez05 Jan06 Feb06 Mrz06 Apr06 Mai06 Jun 06
Monat der Blutentnahme
OELISA V-negativ. OELISA V-grenzwertig BELISA V-positiv
Monat/ Jul Aug Sep Okt Nov Dez Jan Feb Mrz Apr Mai Jun ge-
Jahr 05 05 05 05 05 05 06 06 06 06 06 06 samt
ELISA V-Untersuchungsergebnisse — absolute Haufigkeit
n 142 143 139 142 141 137 132 76 87 1.139
positiv 5 7 7 5 9 11 4 1 6 55
negativ 130 135 126 133 126 120 125 68 78 1.041
grenz- 7 1 6 4 6 6 3 7 3 43
wertig
ELISA V-Untersuchungsergebnisse — relative Haufigkeit in %
positiv 3,5 4,9 5,0 3,5 6,4 8,0 3,0 1,3 6,9 4,8
negativ 91,6 94,4 90,7 93,7 89,4 87,6 94,7 89,5 89,7 91,4
grenz- 4,9 0,7 4,3 2,8 4,2 4,4 2,3 9,2 3,4 3,8
wertig
insg. 100,0 | 100,0 | 100,0 100,0 | 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 | 100,0
Konfidenzintervalle in %
1,2- 2,0- 2,1-10,1 | 1,2- 3,0- 4,1- 0,8- 0,3- 2,6- 3,6-
8,0 9,8 8,0 11,8 13,9 7,6 7,1 14,4 6,1

Abbildung 17: ELISA V — Untersuchungsergebnisse aller untersuchten Pferde zwischen Juli 2005 und

Juni 2006
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12.3.4 Blot M

Blot M - Untersuchungsergebnisse aller getesteten Pferde
zwischen Juli 2005 und Juni 2006

100%
90%

80%

70%

60%

50%

40% A

30% A

20% A

10% -

0% - ‘ ‘ T ‘

Jul05 Aug05 Sep05 Okt05 Nov05 Dez05 Jan06 Feb06 Mrz06 Apr06 Mai06 Jun06

Anteil untersuchter Pferde

Monat der Blutenthahme

BImmunblot-negativ @Immunblot-positiv

Monat/ Jul Aug Sep Okt Nov Dez Jan Feb Mrz Apr Mai Jun ge-

Jahr 05 05 05 05 05 05 06 06 06 06 06 06 samt
Immunblot-Untersuchungsergebnisse — absolute Haufigkeit
n 95 92 100 101 102 102 97 51 76 816
positiv 54 63 66 69 67 70 65 22 57 533
negativ 41 29 34 32 35 32 32 29 19 283
Immunblot-Untersuchungsergebnisse — relative Haufigkeit in %
positiv 56,8 68,5 66,0 68,3 65,7 68,6 67,0 43,1 75,0 65,3
negativ 43,2 31,5 34,0 31,7 34,3 31,4 33,0 56,9 25,0 34,7
insg. 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 | 100,0
Konfidenzintervalle in %
46,3- 58,0- 55,9- 58,3- 55,6- 58,7- 56,7- 29,4- 63,7- 62,0-
67,0 77,8 75,2 77,2 74,8 77,5 76,2 57,8 84,2 66,4

Abbildung 18: Blot M — Untersuchungsergebnisse aller untersuchten Pferde zwischen Juli 2005 und
Juni 2006
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