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Einleitung

1 Einleitung

Spirochéaten des Borrelia-burgdorferi-sensu-lato (Bbsl)-Komplexes verursachen sowonhl
bei Tieren als auch bei Menschen eine multisystemische Krankheit, die als Lyme-Borre-
liose (LB) bezeichnet wird. Namensgebend fur diese Bakterien war Willy Burgdorfer, der
die Spirochaten im Jahr 1982 entdeckte (BURGDORFER et al., 1982). In Europa fun-
gieren vor allem Schildzecken der Art Ixodes ricinus (gemeiner Holzbock) als Vektoren.
Diese infizieren sich durch den Saugakt an Wildtieren, vor allem an Mausen (EBANI et
al., 2012). Als Teil des Bbsl-Komplexes kénnen in Europa mindestens drei Genospezies
von Borrelien fur die LB verantwortlich gemacht werden: B. burgdorferi sensu stricto
(Bbss), B. afzelii und B. bavariensis (BARANTON et al., 1992; CANICA et al., 1993;
MARKOWICZ et al., 2015). Die humane LB ist wahrscheinlich die haufigste, durch Ze-
cken Ubertragene Infektionskrankheit in der nérdlichen Hemisphare. Auch Tiere kénnen
mit Borrelien infiziert werden. Die klinischen Bilder beim Pferd sind nicht pathognomo-
nisch fur die Infektion, weshalb kein einheitliches Krankheitsbild beschrieben werden
kann. Es existieren jedoch zahlreiche klinische Fallbeispiele, die im Rahmen von sero-
epidemiologischen Studien eine umfangreiche Palette an klinischen Veranderungen be-
legen. Diese umfassen Allgemeinstdrungen, Gelenk- und GliedmalRenmanifestationen
in Form von Lahmheiten, neurologische Stdérungen, Hautverédnderungen, Augenmani-
festationen, Fortpflanzungsstdrungen und Aborte (BURGESS et al., 1986; BURGESS &
MATTISON, 1987; HAHN et al., 1996; PASSAMONTI et al., 2015). Stérungen des mus-
kuloskelettalen Systems sind die am haufigsten beschriebenen klinischen Erscheinun-
gen nach einer Borrelieninfektion des Pferdes (FRITZ, 2018).

In Anbetracht des stetig wachsenden Infektionsdruckes in Endemiegebieten (RAUTER
& HARTUNG, 2005) und der schweren Therapierbarkeit einer LB nimmt die Pravention
einen hohen Stellenwert ein (KRUPKA & STRAUBINGER, 2010). Eine prophylaktische
Mafnahme stellt die Impfung gegen den Erreger dar. Fir den Menschen besteht derzeit
keine Mdglichkeit, sich gegen die LB impfen zu lassen. Obwohl in den Neunziger Jahren
auch in der Humanmedizin ein wirksamer Impfstoff verfigbar war (SIGAL et al., 1998;
STEERE et al., 1998), wurde dieser aus verschiedenen Griinden kurze Zeit spater wie-
der vom US-Markt genommen (HANSON & EDELMAN, 2003). Fur Hunde hingegen ste-
hen diverse kommerziell erhéltliche Vakzinen zur Verfugung (TOPFER, 2007). Seit Juni
2015 ist mit der Vakzine EquiLyme® ein Impfstoff gegen die LB fir Pferde erhaltlich.
Das Wirkprinzip sollte eine Induktion von spezifischen Antikbrpern gegen das Outer
Surface Protein A (OspA) sein. Aufgrund des besonderen Schutzmechanismus der Imp-
fung ist ein ausreichend hoher Antikorperspiegel notwendig, damit ein Infektionsschutz
gewabhrleistet werden kann (GIPSON & DE SILVA, 2005). Neben einer ausreichend ho-
hen Dosierung der Antigene ist auch die regelmafige Wiederholung der Immunisierung
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fur eine erfolgreiche Impfung ausschlaggebend (GOLDE et al., 1997). Anhand von Stu-
dien aus der Humanmedizin wurde die Wirksamkeit von rekombinanten OspA-Vakzinen
nach dreimaliger Impfung innerhalb von 12 Monaten gepruft. Hierbei stellte sich heraus,
dass 68 % der Probanden nach zweimaliger Immunisierung ausreichend geschiitzt sind,
wahrend eine dritte Auffrischungsimpfung nach einem Jahr in 92 % der Studienteilneh-
mer einen ausreichenden Antikdrperspiegel induziert (SIGAL et al., 1998). Erfolgt dage-
gen eine zusatzliche Immunisierung innerhalb der ersten sechs Monate, so fihrt dies
beim Menschen zu einem signifikant hoheren Antikérperspiegel (VAN HOECKE et al.,
1999). Anhand einer Impfstudie bei Hunden konnte gezeigt werden, dass eine dritte Im-
munisierung innerhalb von zwei bis drei Wochen nach der Grundimmunisierung keine
signifikante Erhdhung des OspA-Antikdrperspiegels mit sich bringt (TOPFER, 2007). In
Anbetracht der in Europa vorherrschenden Diversitat an Borrelienspezies ist flr einen
umfassenden Infektionsschutz gegen die LB zudem eine speziestbergreifende Kreuz-
reaktivitat erforderlich. Bisher wurden noch keine Studien tber die Kreuzreaktivitat bzw.
-protektivitat der aufgrund einer Immunisierung von Hunden induzierten OspA-Antikor-
per durchgefiihrt. Dennoch konnte anhand von Studien im europaischen Raum belegt
werden, dass eine Kreuzreaktivitat nur in sehr geringem Umfang existiert und Impfstoffe,
die eine einzelne Spezies als Antigen enthalten, keinen ausreichenden Schutz vor einer
Infektion mit einer heterologen Spezies gewahrleisten (GERN et al., 1997). Dies ist ei-
nerseits auf die hohe OspA-Variabilitat zwischen den einzelnen Genospezies zurlickzu-
fuhren. So sind die in Europa hauptsachlich vorkommenden Spezies Bbss, B. garinii, B.
afzelii und B. bavariensis mit sechs unterschiedlichen OspA-Serotypen assoziiert
(RUZIC-SABLJIC et al., 2002). Andererseits lasst sich die geringe Kreuzreaktivitat in der
Spezifitédt der OspA-Antikdrper begrinden, indem die Antikdrper spezifisch an ein be-
stimmtes Epitop des OspA binden (GOLDE et al., 1997).

Das Ziel der durchgefiihrten Studie war es, die Antikérperspiegel bei Pferden nach In-
fektion oder Immunisierung im zeitlichen Verlauf darzustellen. Anhand zwei unterschied-
lichen Impfzeitplanen sollte zudem die Auswirkung der Impfhaufigkeit auf das Immun-
system veranschaulicht werden.

Da der Impfstoff EQuiLyme® drei Vertreter der LB enthalt, haben wir die Wirksamkeit der
Vakzine nicht nur im Hinblick auf eine Antikdrperinduktion gegen Bbss, sondern zudem

gegen die Borrelienspezies B. garinii und B. afzelii untersucht.
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2 Literaturiibersicht
2.1 Borrelien

211 Beschreibung der Mikroorganismen

Borrelien sind spiralférmige Bakterien von 3 — 20 um Lange und 0,2 — 0,5 um Durch-
messer, die im Jahr 1982 von Willy Burgdorfer entdeckt wurden (BURGDORFER et al.,
1982). Namensgebend fur diese Spezies war Amédéé Borrell (WRIGHT, 2009). Die Gat-
tung Borrelia zahlt zur Familie der Spirochaetaceae, die wiederum der Ordnung Spiro-
chaetales angehort. Spirochaten konnen mithilfe der Dunkelfeld- oder Phasenkontrast-
mikroskopie dargestellt werden. An beiden Polregionen der Bakterienzelle befinden sich
Endoflagellen, die frei Uberlappend im mittleren Zellbereich enden (MOTALEB et al.,
2000). Der Protoplasmazylinder windet sich um den starren periplasmatischen Endofla-
gellenstab, wodurch die fiir die Spirochéaten typische Schraubenform entsteht. Die Be-
sonderheit der Schraubenbakterien ist ihre aktive Fortbewegung, die durch Kontraktion
der Endoflagellen stattfindet (GRAY et al., 2002a). Dadurch findet eine Rotation der Spi-
rochaten um ihre Langsachse statt. Bakterien der Familie Spirochaetaceae sind eigent-
lich gramnegativ. Aufgrund der schweren Anfarbbarkeit werden sie jedoch als gramlabil
eingestuft (SCHWAN et al., 1995).

Die Gattung Borrelia umfasst eine Vielzahl von Borrelienspezies, die phylogenetisch in
drei grolRere Gruppen eingeteilt werden kénnen. Die Gruppe der Ruckfallfieberborrelien
beinhaltet derzeit 29 Spezies, die humanmedizinisch bedeutsam sind (CUTLER et al.,
2017). Die zweite Gruppe wird von den Reptilien-assoziierten Borrelien (REP) gebildet,
die erst kirzlich aus importierten Reptilien, bzw. deren Ektoparasiten isoliert werden
konnten und mit der LB sowie dem Ruckfallfieber verwandt sind (TAKANO et al., 2010).
Den Reptilien-assoziierten Borrelien sind B. turtica und noch nicht benannte Spezies
zuzuordnen (GUNER et al., 2004). Die dritte groRe Gruppe wird vom Bbsl-Komplex ge-
bildet, dem aktuell 21 Spezies angehdren (CUTLER et al., 2017). Diese Gruppe wird
zum Teil mit der LB assoziiert, die sowohl fir den Menschen als auch fur einige Tierarten
von grol3er Bedeutung ist. Wahrend in Nordamerika Bbss als einzige Borrelienspezies
fur die Lyme-Borreliose verantwortlich gemacht werden kann, sind im eurasischen Raum
auch B. garinii, B. afzelii, B. bavariensis und B. spielmanii als Krankheitsverursacher
beim Menschen zu nennen (JOHNSON et al., 1984; CANICA et al., 1993; CASJENS et
al.,, 2011; MARGOS et al., 2011). Nachdem der Nachweis von B. lusitaniae, B. valaisiana
und B. miyamotoi in der Cerebrospinalfliissigkeit von neurologisch erkrankten Menschen
gelang, sind auch diese Spezies als Erreger der LB anerkannt (COLLARES-PEREIRA
et al., 2004; DIZA et al., 2004; HOVIUS et al., 2013). Die Pathogenitat der weiteren Spe-
zies des Bbsl-Komplexes ist bisher noch nicht restlos geklart (RUDENKO et al., 2011).
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Allerdings wurden Anderungen in der Nomenklatur durchgefiihrt. So werden die fiir die
LB verantwortlichen Genospezies neuerdings unter der Bezeichnung Borreliella burg-
dorferi gefuhrt, wohingegen die Ruckfallfieberborrelien weiterhin den Namen Borrelia
tragen (ADEOLU & GUPTA, 2014).

Borrelien sind auf Wirtsorganismen angewiesen, um uberlebensfahig zu sein. Fir die
Ubertragung auf Wirbeltiere dienen den Bakterien Arthropoden. Hierbei handelt es sich
vorwiegend um Zecken, in einzelnen Fallen um Lause. Das Reservoir fur fast alle
Borrelienspezies bilden Wildtiere (vorwiegend Kleinsauger und Nagetiere) und Végel
(EBANI et al., 2012). Urspringlich wurde angenommen, dass Borrelien der
Ruckfallfiebergruppe, abgesehen von B. recurrentis, einzig und allein durch
Lederzecken ubertragen werden, wéahrend Bbsl (mit Ausnahme von B. sinica)
Schildzecken als Vektoren nutzen. Nachdem B. miyamotoi aus Zecken der Art Ixodes
ricinus isoliert wurde, ist davon auszugehen, dass die Rickfallfieber-Borrelien auch
Schildzecken infizieren (RUDENKO et al., 2011; ADEOLU & GUPTA, 2014).

2.1.2 Epidemiologie und Vektor

Die LB, verursacht durch Borrelien des Bbsl-Komplexes, ist die haufigste vektorassozi-
ierte Infektionskrankheit in der nérdlichen Hemisphére. Die Verbreitung der LB in Europa
deckt sich mit dem geographischen Vorkommen von |. ricinus und |. persulcatus (Ost-
europa), wahrend die LB in Asien und in den USA entsprechend dem Habitat von |. sca-

pularis und I. persulcatus in Erscheinung tritt (GRAY, 1998).

Abbildung 1

Verbreitung der LB (Quelle: http://www.lyme-borreliose.info/zecken/)
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In den letzten zwanzig Jahren ist die Anzahl der Erkrankungen an humaner LB deutlich
angestiegen. Wahrend 1992 im US-amerikanischen Raum 9.908 Falle von LB notiert
werden konnten, waren es im Jahre 2006 mit 19.931 Neuerkrankungen mehr als doppelt
so viele Menschen (BACON et al., 2008). In Ostdeutschland ist die Situation ahnlich: Im
Jahr 2002 waren mit 17,8 LB-Erkrankten pro 100.000 etwa halb so viele Menschen be-
troffen als im Jahre 2009, in dem 31,7 Falle pro 100.000 Einwohner verzeichnet wurden
(ADLHOCH & POGGENSEE, 2010).

Die sowohl aus humanmedizinischer als auch aus veterinarmedizinischer Sicht klinisch
relevanten Borrelia spp. des Bbsl-Komplexes lassen sich neben ihrer Genetik mehr oder
weniger anhand ihres geographischen Vorkommens unterscheiden. In Nordamerika ist
Bbss als einziges Agens fir die LB verantwortlich zu machen, wahrend in Europa neben
Bbss auch B. garinii, B. afzelii und B. bavariensis als Infektionserreger bei Mensch und
Tier nachgewiesen wurden (COUPER et al., 2010; HALOS et al., 2010; BALATOVA et
al., 2011; HASLE et al., 2011). B. bavariensis ist erst seit kurzem als eigene Spezies
anerkannt. Vorher wurde angenommen, dass es sich hierbei um eine an Saugetiere als
Vektoren angepasste Variation von B. garinii handelt (MARGOS et al., 2009; SCHOLZ
et al., 2013).

Tabelle 1: Haupterreger der Lyme-Borreliose

Spezies Vorkommen Vektoren Reservoir Referenzen
Bbss Europa, Ixodes ricinus, | Kleinsduger | (BACON et al.,
Nordamerika I. scapularis, Vogel 2008; BARAN-
I. pacificus DIKA et al., 2008)
B. garinii Europa, Ixodes ricinus, | Vogel (BARANTON et
Russland, I. persulcatus al., 1992)
China, Japan
B. afzelii Europa, Ixodes ricinus, | Kleinsduger | (CANICA et al.,
Russland, |. persulcatus 1993; FOMENKO
China, Japan et al., 2009)
B. bavariensis | Zentraleuropa | Ixodes ricinus, | Kleinsduger | (SKUBALLA et
I. persulcatus al., 2012)

Wie FRANKE (2008) zeigte, ist jedoch eine hohe Variabilitét in der Genospezieszusam-
mensetzung innerhalb der Kontinente und Regionen zu verzeichnen. Das Vorkommen
der Erreger ist einerseits von der Interaktion genetisch diverser Spezies mit dem Wirbel-
tierreservoir abhangig, andererseits werden Wirtstier und Mikroorganismen von einer
Vielzahl biotischer und abiotischer Faktoren beeinflusst (RANDOLPH, 2011).
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Um den Lebenszyklus der Borrelien aufrechtzuerhalten, sind neben den Zecken als
Vektoren Reservoirwirte essentiell. Innerhalb dieser Wirtstiere muissen sich die
Spirochaten vermehren und sich im Gewebe verteilen, damit diese von den Zecken
aufgenommen werden kénnen. Im Hinblick auf die LB gelten Vdgel, Kleinsduger und
Reptilien als wichtige Reservoire fur Borrelien. Einige dieser Wirtstiere sind mit einer
bestimmten Genospezies von Borrelien assoziiert. TARAGELOVA et al. (2008)
beschrieb, dass B. garinii nur von Voégeln auf Zecken Ubertragen werden kdnnen.
Dagegen sind B. afzelii und B. bavariensis auf Kleinsauger als Reservoir angewiesen
(HANINCOVA et al., 2003). Ein breiteres Wirtsspektrum nutzt Bbss. Diese Genospezies
wurde sowohl aus Kleinsédugern als auch aus Voégeln isoliert (WRIGHT et al., 2000).
Dass manche Borrelienspezies an spezifische Wirte adaptiert sind, lasst sich durch die
Interaktion von Borrelien mit dem humanen Komplementsystem erklaren. Die
Genospezies Bbss, B. afzelii und B. bavariensis besitzen einen komplement-resistenten
Phanotyp, wodurch sie sich Uber Mechanismen der Komplementregulation der
Bakteriolyse entziehen koénnen. Die Spezies B. garinii hingegen besitzt einen
komplement-sensitiven Phéanotyp. Dies erklart, dass S&ugetiere kein geeignetes
Reservoir fur B. garinii darstellen (KURTENBACH et al., 1998; KRAICZY et al., 2001;
ULLMANN et al., 2003).

Der Gemeine Holzbock, I. ricinus, gehdrt zur Familie der Schildzecken und ist die
haufigste mit Bbsl infizierte Zeckenart in Mitteleuropa (XU et al., 2003). Schildzecken
zeichnen sich durch einen vierstufigen Lebenszyklus aus, der in etwa zwei bis sechs
Jahre in Anspruch nimmt. Die weiblichen adulten Schildzecken leben in einer
Strauchschicht bis 80 cm Hohe und stechen mit ihren speziellen Mundwerkzeugen vor
allem groRere S&ugetiere wie Reh- und Schwarzwild, Kihe, Pferde, Hunde und
Menschen. Auf diese Weise nehmen sie ihre Blutmahlzeit ein. Nachdem die Adulten
sieben Tage an der Einstichstelle der Haut verbleiben, fallen sie ab und legen etwa 2000
Eier ab. Fir die Entwicklung zur Larve dauert es bis zu zwei Monate. Die Larven leben
in Vegetationsschichten bis zu 20 cm H6he und saugen vor allem an Kleinsaugern,
Vogeln und Reptilien. Nach drei Tagen l6sen sich die Larven von der Haut und erreichen
anschliel3end das Nymphenstadium. Nymphen leben in Vegetationsschichten bis 40 cm
Hohe. Sie schlieRen den Zyklus, indem sie sich nach dem Saugvorgang an
Kleinsdugern, Kiihen, Pferden, Wildtieren und Menschen zu Adulten entwickeln. Somit
ist der Lebenskreis von I. ricinus durch drei Blutmahlzeiten an unterschiedlichen Wirten
gekennzeichnet (PIESMAN & GERN, 2004; STANEK, 2009). Die Ubertragung der
Borrelien des Bbsl-Komplexes von Schildzecken auf den Wirt findet wahrend des
Saugvorganges Uber den Speichel der Zecken statt. Arthropoden der Gattung

I. scapularis und I. pacificus missen fur den Transfer von Bbss mindestens 36 Stunden
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an der Einstichstelle verbleiben, wéhrend 1. ricinus fur die Infektion des Wirtstieres mit
B. afzelii nach neuer Erkenntnis nur 17 Stunden bendtigt (PEAVEY & LANE, 1995; KAHL
et al., 1998; DES VIGNES et al., 2001; SCOLES et al., 2001; GRAY et al., 2002b). Da
die transovarielle Ubertragung der Borrelien von der adulten Zecke auf die im Eierstock
befindlichen Eier keine Rolle spielt, sind Larven der Schildzecken keine Vektoren fiir die
LB (EISEN et al., 2002). Neben dem Vorkommen von Wirtstieren ist der Lebenszyklus
der Zecken von der Vegetationsperiode abhéngig (GRAY et al., 2002b). I. ricinus und
I. persulcatus zeigen von Frihjahr bis Sommer die hdchste Aktivitéat. Die Nymphen von
I. scapularis sind von Friihsommer bis Herbst aktiv, wahrend die Adulten erst im Herbst

aktiv werden und den Winter bei Temperaturen tber 3° C tberleben (EISEN et al., 2002).
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Abbildung 2

Lebenszyklus von Schildzecken. Aus Ektoparasiten in der veterindrmedizinischen Pra-
xis, ein Leitfaden fir die Kleintierpraxis. S. Pachnicke, D. Stanneck und N. Mencke,
BAYER

2.1.3 Pathogenese der Borrelieninfektion

Borrelien werden beim Saugakt an einem infizierten Wirt aufgenommen und befinden
sich dann im Mitteldarm der Schildzecken (BURGDORFER et al., 1982). Wéahrend der
Blutmahlzeit wandern die Borrelien durch die Darmwand und gelangen Uber die Hae-
molymphe zur Speicheldrise der Zecken. Dort angelangt, werden sie mit dem Speichel
auf das Wirtstier Ubertragen (GERN et al., 1990). Wahrend des Saugaktes, der 60 bis

72 Stunden in Anspruch nimmt, mussen sich die Borrelien extremen Umwelteinflissen
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anpassen. Einerseits kommt es durch den Hautkontakt innerhalb der Zecken zu einem
Temperaturanstieg, andererseits mussen sich die Borrelien mit dem Immunsystem des
Wirtes, sowie Anderungen des pH-Wertes und des osmotischen Druckes auseinander-
setzen. Derzeit kdnnen uber die genauen pathogenetischen Vorgéange der Borrelien in-
nerhalb der Zecke wenig Aussagen gemacht werden. Ein wichtiger Mechanismus fur die
Anpassung der Bakterien ist jedoch die Genregulation fir die Outer Surface Proteine
(Osp) der Borrelien. Von grofRer Bedeutung ist hierbei die sich gegenseitig beeinflus-
sende Genexpression von OspA und OspC (BARBOUR & HAYES, 1986; WILSKE et al.,
1986; SCHWAN et al., 1995; BUSCH et al., 1997). Wahrend Bbss im Mitteldarm der
Zecken vermehrt OspA auf der Oberflache tragt, kann bei Isolation der Bakterien aus
der Speicheldriise vermehrt OspC detektiert werden (BURKOT et al., 1994; FINGERLE
et al., 1995; SCHWAN et al., 1995). Die zunehmende Expression von OspA im Mittel-
darm der Zecke konnte FINGERLE et al. (2002) ebenso fur B. garinii und B. afzelii bele-
gen, weshalb vermutet wird, dass OspA im Mitteldarm der Zecken als Adhéasin fungiert.
Studien Uber die Expression von OspC wahrend der Blutmahlzeit haben gezeigt, dass
die Borrelien bei der Wanderung vom Mitteldarm zur Speicheldriise sowie bei der Infek-
tion des Wirtstieres vermehrt OspC als Oberflachenprotein exprimieren (MASUZAWA et
al.,, 1994; DE SILVA & FIKRIG, 1995; MONTGOMERY et al.,, 1996; FINGERLE et
al., 1998; SCHWAN & PIESMAN, 2000). Dies fuhrt zur Annahme, dass OspC den Bak-
terien die Wanderung innerhalb der Zecke ermdglicht und somit entscheidend fir die
Infektion des Wirtes ist, wahrend OspA den Bakterien das Verweilen im Darm zwischen
den Blutmahlzeiten ermoglicht (FINGERLE et al., 2002). Zudem konnte in einer von
SCHWAN et al. (2000) angelegten Studie gezeigt werden, dass im Mitteldarm von
Ixodes-Larven nach einem 48-stiindigen Saugakt an bereits mit Borrelien infizierten
Mausen der grofite Anteil von OspC-tragenden Borrelien isoliert werden konnte. Zwolf
Stunden nach dem Absetzen der Zecken von den Méausen, kam es zu einem signifikan-
ten Abfall der OspC-tragenden Borrelien, wéahrend der Anteil an OspA auf der Bakterien-
oberflache anstieg. Daraus kann abgeleitet werden, dass im Wirtstier nach einer Infek-
tion hauptséchlich OspC-tragende Borrelien vorhanden sind und der Wirt keine Antikor-
per gegen OspA induziert (KALISH et al., 1993; GOLDE et al., 1994; MONTGOMERY
et al., 1996). Wie SCHWAN et al. (1995) anhand von in-vitro-Versuchen zeigten, scheint
die Anderung der Oberflachenproteine der Borrelien von den Temperaturen innerhalb
der Zecke und des Wirtes abhangig zu sein. Bei 33 °C herrschen fur Borrelien die giins-
tigsten Wachstumsbedingungen, wobei hier der héchste Anteil von OspC auf der Bak-
terienoberflache detektiert werden kann (FINGERLE et al, 1995, AGUERO-
ROSENFELD et al., 1996; AKINS et al., 1998).
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Das Genom von Bbsl kodiert neben OspA und OspC fir verschiedene Lipoproteine, die
auf der Borrelienoberflache lokalisiert sind und wichtige Virulenzfaktoren darstellen
(FRASER et al., 1997; CASJENS, 2000). Einige dieser Proteine sind fur die Persistenz
der Borrelien in den Zecken von Bedeutung, wahrend andere die Ubertragung der Bak-
terien auf den Wirt ermdglichen. BBA64, ein 35-kDa schweres Antigen, scheint eine
wichtige Rolle bei der Ubertragung der Borrelien vom Vektor auf den Wirt oder wéahrend
der akuten Phase der Saugetierinfektion einzunehmen (GILMORE et al., 2010). DbpA
und DbpB, decorin-binding proteins A und B, binden an das wirtseigene Decorin, ein
Bestandteil des Bindegewebes (GUO et al., 1995). Diese Oberflachenproteine kénnen
die Interaktion von Bbsl mit dem Bindegewebe vermitteln und sind an der Verteilung der
Borrelien im Gewebe sowie an der Manifestierung von chronischen Infektionen in Deco-
rin-reichen Geweben mitbeteiligt (CARROLL et al., 2000; OJAIMI et al., 2003; BLEVINS
et al., 2008). BBK32, ein 47-kDa schweres Protein und OspF sind weitere Oberfla-
chenantigene von Bbsl und ermdglichen die Verteilung der Borrelien im Saugetier
(MILLER et al., 2000; LI et al., 2006; ANTONARA et al., 2007). Einen groRRen Stellenwert
besitzt das 35-kDa schwere Lipoprotein VISE (variable major protein-like sequence, ex-
pressed). Dieses Antigen ermdglicht den Borrelien durch Antigenvariationen dem wirts-
eigenen Immunsystem zu entfliehen. Dadurch kann Bbsl in Wirtstieren persistieren und
sich in Form von chronischen Infektionen etablieren (ZHANG et al., 1997). Durch Me-
chanismen der Genkonversion kdnnen eine Vielzahl von VISE-Varianten auftreten, die
sich bereits vier Tage nach Infektion zeigen und bei Etablierung des Krankheitsgesche-
hens zunehmen (ZHANG & NORRIS, 1998). Somit ist VISE als einer der wichtigsten
Virulenzfaktoren von Borrelien anzusehen. Weitere Oberflachenantigene, die mit dem
Immunsystem interagieren, sind CRASPs (Complement regulator-acquiring surface pro-
teins). Diese Oberflachenproteine binden die I6slichen Serumproteine factor H und/oder
factor H-like-protein 1 (FH/FHL-1) des Wirtes (HARTMANN et al., 2006). FH/FHL-1 sind
negative Regulatoren des Komplementsystems. Durch die Bindung dieser Serumprote-
ine kbnnen die Borrelien der Zerstérung durch das wirtseigene Komplementsystem ent-
gehen. Zusatzlich besitzt Bbsl Antigene, die nicht auf der Oberflache der Borrelien zu
finden sind. Ein Protein mit einem Molekulargewicht von 83-100 kDa, p83/100, ist ein
immundominantes Protein, welches mit dem protoplasmatischen Zylinder oder den Fla-
gellen der Borrelien assoziiert wird (LUFT et al., 1992). Dieses Protein ist hochspezifisch
fur Bbsl und besitzt in der Diagnostik einen hohen Stellenwert (BRUCKBAUER et al.,
1992). Ebenfalls relevant fur die Diagnostik ist das 39-kDa schwere Antigen BmpA
(SIMPSON et al., 1990). SHIN et al. (2004) spricht diesem Protein eine wichtige Rolle
beim Metabolismus der Borrelien zu, wahrend PAL et al. (2008) BmpA mit der Entste-

hung einer Lyme-Arthritis assoziiert.
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2.2 Wirt
221 Klinische Erscheinungen der LB

2.2.1.1 Mensch

Fruher wurde die LB des Menschen entsprechend dem zeitlichen Auftreten der verschie-
denen Symptome in drei Stadien eingeteilt: lokalisierte, friihe disseminierte und spate
LB (DATTWYLER, 1990; KALISH et al., 1993). Diese Einteilung lies darauf schlief3en,
dass die Infektion zu einer Aufeinanderfolge der verschiedenen Manifestationen fuhrt.
Jedoch verhindert der friihzeitige Einsatz von Antibiotika das Fortschreiten der Erkran-
kung. Dartiber hinaus manifestiert sich die Krankheit individuell unterschiedlich. Deshalb
werden die klinischen Erscheinungen neuerdings in Friihmanifestationen, die nach Ta-
gen bis Wochen auftreten und in Spatmanifestationen, welche nach Monaten bis Jahren
evident werden, unterteilt (STEERE, 2001).

Allgemeinsymptome

Im Anfangsstadium der Infektion kann es aufgrund der Erregerdissemination zu grippe-
ahnlichen Symptomen kommen. Diese Beschwerden kénnen vor oder zusammen mit
einem Erythema migrans auftreten (STEERE et al., 1983; STEERE et al., 2003).

Kutane Manifestationen

Erythema migrans (EM)
Das EM (Wanderrote) ist sowohl in Europa als auch in den USA die haufigste klinische
Erscheinung der LB (BERGDLUND et al., 1995; HUPPERTZ et al., 1999; STRLE, 1999).
Diese spezifische klinische Veranderung erscheint in der Regel ein bis zwei Wochen
nach der Infektion (SMITH et al., 2002). Die Wanderréte ist eine Entziindungsreaktion,
die als Antwort eines funktionierenden Immunsystems auf das Eindringen der Patho-
gene in den Organismus anzusehen ist. Das Erythem breitet sich ausgehend von der
Stelle des Zeckenbisses typischerweise zentrifugal aus. Im Gegensatz zu den USA tritt
das EM in Europa haufiger zusammen mit Allgemeinsymptomen auf, wofur die im euro-
paischen Raum verbreiteten Erreger B. garinii und B. afzelii verantwortlich gemacht wer-
den (STRLE, 1999). Obwohl das EM Uber Tage, Wochen oder sogar Monate persistieren
kann, heilt es letztendlich spontan ab. Bleibt diese Krankheitserscheinung jedoch unbe-
handelt, kommt es bei 78 % der Betroffenen zu spéateren Manifestationen der LB
(STEERE et al., 1987).

Borrelien-Lymphozytom

Eine seltene Frihmanifestation der LB ist das Borrelien-Lymphozytom (Lymphadenosis
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benigna cutis). Die blaurote, grof3knotige, umschriebene Hautschwellung zeigt sich we-
nige Wochen bis Monate nach dem Zeckenstich und betrifft meistens Kinder (MARA-
SPIN et al., 2002).
Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA)

Die ACA ist eine mogliche Spatmanifestation der LB, die bisher nur in Europa beschrie-
ben wurde. Altere Menschen sind am haufigsten betroffen (STANEK & STRLE, 2008).
Bei den meisten Patienten konnte B. afzelii als Krankheitsverursacher verantwortlich ge-
macht werden. Von der ACA sind typischerweise die Streckseiten der Extremitéten be-
troffen. Das Anfangsstadium zeigt sich anhand einer ddematdsen Schwellung mit zu-
nehmender blauroter Verfarbung der Haut. Bei unbehandelten Patienten kommt es im
spaten Krankheitsgeschehen zu einer Hautatrophie. Darliber hinaus kann auch eine Po-
lyneuropathie auftreten, die in schweren Fallen zu Gelenksdeformationen fiihren kann
(BREHMER-ANDERSSON et al., 1998; MULLEGGER & GLATZ, 2008).

Organmanifestationen

Lyme-Borreliose-Karditis
In Europa ist die Lyme-Borreliose-Karditis eine seltene Frilhmanifestation der LB (SI-
GAL, 1995). Diese zeigt sich im Mittel 21 Tage nach dem Auftreten eines EM (CADAVID
et al., 2004). Sowohl Atrioventrikular-Blockierungen und Arrhythmien (COSTELLO et al.,
2009) als auch Myo-, Peri- und Endokarditiden kénnen auf eine Lyme-Karditis hinweisen
(WORMSER, 2006; MUNK et al., 2007).

Neurologische Manifestationen

Akute Neuroborreliose
Die haufigste im Zusammenhang mit einer akuten Neuroborreliose einhergehende klini-
sche Erscheinung ist die Meningoradikulitis, auch bekannt als Bannwarth-Syndrom
(ACKERMANN et al., 1984; HANSEN et al., 2013).

Chronische Neuroborreliose
Monate bis Jahre nach der Infektion mit Bbsl kann es zu chronischen neurologischen
Erkrankungen kommen. Die chronisch progrediente Borrelien-Enzephalitis/-Enzephalo-
myelitis und die zerebrale Vaskulitis stellen die haufigsten Auspragungen einer das ZNS
betreffenden Spatmanifestation der LB dar. Die ACA-assoziierte Polyneuropathie, die
sich bei 40 % der ACA-Betroffenen Patienten entwickelt, betrifft dagegen die peripheren
Nerven (REIBER et al., 2013).

Muskuloskeletale Manifestationen

Lyme-Arthritis

11
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Die durch Bbsl verursachte meist asymmetrisch auftretende Mono- oder Oligoarthritis
manifestiert sich typischerweise viele Wochen bis Monate nach der Infektion (STEERE
et al., 1987). Haufig sind die Kniegelenke von der Lyme-Arthritis betroffen (THOMPSON
et al., 2009). Der Verlauf der Erkrankung ist intermittierend und durch rezidivierende
Episoden unterschiedlicher Dauer gekennzeichnet. Dabei existieren auch symptomfreie
Intervalle von mehreren Wochen (STEERE et al., 1987).
Myositis

Die LB manifestiert sich nur selten in Myositiden. Dabei préasentieren sich die Patienten
typischerweise mit einem diffusen Muskelschmerz, der mit einer Muskelschwéche ein-
hergeht (HOLMGREN & MATTESON, 2006).

2.2.1.2 Pferd

Im Gegensatz zum Menschen lassen sich die klinischen Erscheinungen der LB bei Pfer-
den nicht in Stadien einteilen. Dies liegt daran, dass beim Pferd bisher kein einheitliches
Krankheitsbild beschrieben werden kann. Dennoch existieren zahlreiche klinische Fall-
beispiele aus dem In- und Ausland (BURGESS & MATTISON, 1987; HAHN et al., 1996;
LIEBISCH, 1997; DEVILBISS et al., 2009). Die darin beschriebenen klinischen Veran-
derungen sind jedoch nicht eindeutig. AuRerdem gilt zu beriicksichtigen, dass bei dem
Grol3teil der Pferde bereits der positive Antikdrpernachweis zur Diagnosestellung gefihrt
hat. Der Nachweis von Bbsl-spezifischen Antikdrpern in Pferdeseren beweist lediglich
den Kontakt des Pferdes mit Borrelien und steht nicht im Zusammenhang mit dem Auf-
treten von klinischen Veradnderungen (STRAUBINGER, 2017). Nachfolgend werden di-
verse Fallberichte Uber klinische Manifestationen der LB und dem damit verbundenen
direkten Nachweis von Bbsl beim Pferd naher erlautert.

BURGESS (1986) berichtete tiber ein zwdlf Jahre altes Pony aus Wisconsin, USA,
welches aufgrund eines bilateralen Karpalgelenksergusses und damit verbundener
Lahmheit vorgestellt wurde. Die Lahmheit wurde vor sechs Monaten das erste Mal beo-
bachtet und zeigte sich in Form von rezidivierenden Krankheitserscheinungen. Als Ur-
sache wurde eine schwere degenerative Karpalgelenksentziindung diagnostiziert. Zu-
satzlich zur Bewegungseinschrankung zeigte das Pferd eine Corneatriibung. Die oph-
thalmoskopische Untersuchung ergab eine ulzerative Keratitis, ein generalisiertes Cor-
neaddem, eine Konjunktivitis sowie eine Uveitis, die vorwiegend das linke Auge betraf.
Die Untersuchung von Serum- und Synovialproben mittels indirektem Immunfluores-
zenztest (IFAT) fihrte zu Antikorpertitern in Hohe von 1:1024 und somit zu einem indi-
rekten Nachweis von Bbss. Dagegen ergaben weder serologische noch bakteriologische

Untersuchungen des Kammerwassers nach Euthanasie des Tieres Hinweise auf das
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Vorhandensein von Borrelien. Der gelungene mikroskopische Nachweis von Spirochéa-
ten in der linken Augenkammer, die mit Hilfe des direkten Immunfluoreszenztest (DIFT)
als Bbss identifiziert wurden, trug im Kontext mit dem vorausgegangenen positiven IFAT
zur Diagnose der LB bei.

Uber ein Pferd mit neurologischen Erscheinungen im Zusammenhang mit einer LB
berichteten BURGESS et al. (1987). Demnach zeigte ein 6-jahriger Wallach in Wis-
consin, USA, Symptome einer progressiven Enzephalitis. Diese auf3erten sich in Form
von Kopfschiefhaltung, Schweiflahme, Dysphagie und standiger Unruhe. Nach Eutha-
nasie des Tieres konnten aus dem Hirngewebe Spirochaten durch Anziichtung in einem
modifizierten Kelly-Medium isoliert werden. Der direkte Nachweis von Borrelien aus dem
Gehirn konnte anschlieRend mittels DIFT erbracht werden. Der Antikdrpernachweis ge-
gen Bbss gelang mit Hilfe des IFAT und erbrachte einen Antikorpertiter von 1:2048.

Im Jahr 1996 konnte mittels PCR die erste klinisch aufféllige LB bei einer
neunjahrigen Stute aus dem Vereinigten Konigreich bestatigt werden. Das Pferd zeigte
seit mehreren Wochen eine progrediente Lethargie, Anorexie, Fieber und eine Ataxie
mit Hyperaesthesie des Kopfes. Mit Fortschreiten des Krankheitsgeschehens kam es
weiterhin zu folgenden klinischen Erscheinungen: Arthritis der Karpalgelenke, vermehrte
Fullung der Sehnenscheiden, akute Uveitis, Hypersensitivitat der Beckengliedmal3en
und der Perinealregion, stereotypes Umherlaufen und eine Depression bis hin zum
Stupor. Nach Auftreten von Exzitationen wurde das Pferd euthanasiert. Die postmortale
Untersuchung von Gewebeproben aus Leber, Milz, Lunge, Gehirn, Haut und
Synovialmembran mittels PCR erbrachte den direkten Nachweis von Borrelien (HAHN
et al., 1996).

Im Jahr 2010 wurde in Pennsylvania ein 12-jahriger Wallach mit Nackensteifheit und
Leistungsabfall vorgestellt. Die klinische Untersuchung ergab eine erhéhte Temperatur
von 38,5 °C und eine eingeschrankte Beweglichkeit von Kopf und Nacken. Die anschlie-
Bende radiologische und szintigraphische Darstellung des Nackens blieb ohne Ergeb-
nisse. Die Blutanalyse ergab eine relative Lymphopenie und erhéhte Werte fur das
Plasma-Fibrinogen. Zusatzlich waren Antikdrper gegen Bbss nachweisbar. Die mittels
Cerebrospinalfliissigkeit durchgefiihrte PCR erbrachte den direkten DNA-Nachweis von
Bbss. Immunologische Tests der Cerebrospinalfliissigkeit resultierten in einer ausge-
pragten B-Zell-Lymphopenie und einer niedrigen IgM-Konzentration, die auf eine Im-
mundefizienz schlieBen lassen. Der Wallach wurde anschlieend Uber 60 Tage mit
Doxyzyklin behandelt. Obwohl sich der Gesundheitszustand des Pferdes daraufhin deut-
lich besserte, kam es zwei Monate nach Abschluss der Antibiotikatherapie erneut zu der
initial beschriebenen Nackensteifheit sowie zu progressiven neurologischen Ausfallen.

Trotz intravendser Verabreichung von Oxytetrazyklin verschlechterte sich der Zustand
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des Pferdes, weshalb schlief3lich die Euthanasie durchgefiihrt wurde. Die postmortalen
Untersuchungen ergaben eine Leptomeningitis, eine lymphohistiozytische leptomenin-
geale Vaskulitis und eine periphere Radikuloneuritis mit Wallerscher Degeneration. Auf-
grund dieser Befunde wurde letztendlich eine Neuroborreliose diagnostiziert (JAMES et
al., 2010).

In Newtown, USA, wurde eine 10-jahrige Belgische Warmblutstute wegen kutanen
Plagues tUber dem rechten Musculus masseter in der Klinik vorgestellt. Der Besitzer be-
richtete, dass an der betroffenen Stelle drei Monate zuvor eine adulte Zecke entfernt
wurde. Vor dem Zeckenstich hatte die Stute keinerlei Hautprobleme oder Traumata er-
litten. Die klinische Untersuchung ergab im ventrolateralen Masseterbereich multiple Pa-
peln zwischen 2 mm und 7 mm Durchmesser, welche bei Palpation nicht schmerzhaft
waren. In naher Umgebung der Papeln waren gestaute Lymphbahnen auffallig. Ebenso
war der rechte Mandibularlymphknoten vergréf3ert, aber nicht schmerzhaft. Aufgrund
des beobachteten Zeckenstiches wurde sowohl ein Enzyme-Linked Immunosorbent As-
say (ELISA), als auch ein Western-Blot zum serologischen Nachweis einer LB durchge-
fuhrt. Der Antikorpertiter von 1:1024 wurde als stark positiv interpretiert, das Ergebnis
des Western-Blots als moderat positiv und indikativ fir eine Infektion mit Bbss. Danach
wurden zwei 6-mm grof3e Stanzbiopsien aus den Papeln entnommen und mikroskopisch
untersucht. Dabei waren diffuse oberflachliche bis tiefe dermale Infiltrate auffallig, die
aus kleinen Lymphozyten, Histiozyten und Riesenzellen bestanden. Basierend auf den
histopathologischen Befunden, wurde ein T-Zell-reiches B-Zell-Lymphom hinter den ku-
tanen Veranderungen vermutet. Die immunhistochemische Untersuchung ergab eine
Lymphozytenpopulation bestehend aus T- und B-Zellen. Des Weiteren konnten um die
Kapillaren B- und T-Zell-Aggregate in Verbindung mit hyperplastischen Endothelzellen
nachgewiesen werden. Basierend auf den immunhistochemischen Befunden, wurden
die Lasionen als gemischte lymphoide Hyperplasien interpretiert, die eine Form des
Pseudolymphoms darstellen. Die anschlieRende PCR des Probenmaterials war positiv
fur Bbss. Im Zusammenhang mit dem Vorbericht des Zeckenstiches an den veranderten
Hautarealen, wurde die Diagnose Borrelien-assoziiertes kutanes Pseudolymphom ge-
stellt. Daraufhin wurde die Stute 30 Tage lang mit Doxyzyklin behandelt. Vier Monate
spater wurde das Pferd zur Nachuntersuchung vorgestellt. Die Hautveranderungen wa-
ren vollstandig abgeheilt. In der Kontrolluntersuchung sechs Monate spater konnte kein
Rezidiv beobachtet werden (SEARS et al., 2012).

Um die Aussagen uber die klinischen Erscheinungen der LB des Pferdes prazisieren zu
kénnen und die humorale Immunantwort des Pferdes auf eine Borrelieninfektion zu cha-
rakterisieren, wurden im Jahre 1999 von CHANG und Mitarbeitern (2000) erstmals In-

fektionsversuche von Pferden mittels Zeckenexposition durchgefiihrt. Zunachst wurden
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potenziell infizierte Zecken aus Westchester County, New York, gesammelt und deren
Infektionsrate mit Bbss ermittelt. Dazu wurden 20 gesammelte Zecken zerkleinert und in
BSK-II-Medium kultiviert. Mit Hilfe der Dunkelfeldmikroskopie sowie des IFAT konnte
anschliel3end eine Infektionsrate mit Bbss von 55 — 60 % ermittelt werden. In einem
ersten Infektionsversuch wurden acht spezifisch pathogenfreie (SPF)-Ponys uber einen
Zeitraum von sieben Tagen mit jeweils 30 der zuvor gesammelten Schildzecken expo-
niert, wahrend an eine Kontrollgruppe von vier SPF-Ponys nicht-inifizierte Nymphen an-
gesetzt wurden. Neun Monate nach der Zeckenexposition wurden alle Pferde euthana-
siert. Beginnend mit dem Zeitpunkt der Zeckenexposition wurden die Ponys in zweiwo-
chigen Intervallen serologisch mittels kinetic ELISA (KELA) und Western-Blot auf das
Vorhandensein von Bbss-spezifischen Antikdrpern untersucht. Alle Pferde, die mit Bbss-
infizierten Zecken exponiert wurden, entwickelten flinf bis sechs Wochen nach der Ze-
ckenexposition detektierbare Antikdrper, die Uber einen Zeitraum von drei bis vier Mo-
naten stetig anstiegen. Im weiteren Zeitverlauf bewegten sich die borrelienspezifischen
Antikorper bis zum Studienende auf einem konstanten Niveau. Bei der Kontrollgruppe
konnten dagegen keine Bbss-spezifischen Antikérper detektiert werden. Weiterhin wur-
den in monatlichen Abstdnden Hautbiopsien im Bereich der Zeckenstiche durchgefihrt,
die mittels Kultivierung sowie anschliel3ender Dunkelfeldmikroskopie und IFA auf Borre-
lien untersucht wurden. Hierbei gelang bei allen mit Bbss-infizierten Zecken exponierten
Ponys der direkte Erregernachweis, wahrend bei der Kontrollgruppe keine Borrelien iso-
liert werden konnten. Postmortal wurden Gewebeproben aus unterschiedlichen Organen
entnommen und mittels Kultur und PCR im Hinblick auf eine Infektion mit Bbss unter-
sucht. Wahrend alle Gewebeproben von den Tieren aus der Kontrollgruppe PCR-negativ
waren, lieferte die PCR bei Untersuchung der mit infizierten Zecken exponierten Ponys
in vielen Geweben (Lymphknoten, Muskeln, Synovialmembran, Nieren) den direkten
Nachweis von Bbss. Obwohl die Pferde durch die Exposition mit infizierten Zecken ex-
perimentell mit Borrelien infiziert wurden, konnten bei keinem Tier klinische Veranderun-
gen einer LB beobachtet werden (CHANG et al., 2000).

Zur Evaluierung des Infektionsschutzes nach Impfung gegen Bbss fihrten CHANG und
Mitarbeiter (1999) einen zweiten Infektionsversuch von Pferden durch. Zunachst wurden
acht SPF-Ponys mit rekombinantem OspA (rOspA) aus Bbss Stamm B31 geimpft. Wei-
tere vier SPF-Ponys wurden nicht immunisiert. Im Anschluss wurden alle Ponys mit
Bbss-infizierten Zecken (s. 0.) exponiert. Bei den nicht immunisierten Pferden konnten
zwei bis drei Monate nach der Zeckenexposition Antikbrper mittels KELA detektiert wer-
den, die Uber den Zeitraum des Versuches von etwa vier Monaten persistierten. Bei den

geimpften Tieren fand die Zeckenexposition zum Zeitpunkt eines durch Impfung indu-
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zierten hohen Antikodrperspiegels statt. Nach der Zeckenexposition war bei den immuni-
sierten Ponys ein Abfall der Antikdrperspiegel zu beobachten. Die serologische Unter-
suchung mittels Western-Blot ergab bei den geimpften Ponys drei Wochen nach der
Immunisierung eine Bande bei dem Protein OspA, wéhrend die Analyse der nicht ge-
impften Tiere acht bis zehn Wochen nach der Zeckenexposition ein breites Bandenspek-
trum lieferte. Bei der Obduktion der nicht immunisierten Ponys gelang die Isolation von
Bbss sowohl aus Lymphknoten als auch aus Muskeln, Gelenken und Schilddriise. Bei
den immunisierten Pferden verlief der direkte Erregernachweis aus postmortalem Ge-
webe negativ. Die Pferde innerhalb der Kontrollgruppe und die geimpften Tiere wiesen
wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes keine klinischen Anzeichen einer LB
auf (CHANG et al., 1999).

In Europa kann anhand bisheriger Untersuchungen von Pferden kein Zusammenhang
zwischen Klinischen Erscheinungen und positivem serologischen Nachweis von Bbsl-
spezifischen Antikdrpern festgestellt werden. In der Chirurgischen und Medizinischen
Tierklinik der LMU Miinchen wurden 232 Pferdeseren im Hinblick auf das Vorhandensein
von borrelienspezifischen Antikdrpern untersucht. Obwohl bei 112 Probandenseren ein
positiver Antikdrpernachweis mittels IFAT gelang, konnten bei keinem Pferd klinische
Erscheinungen im Sinne einer LB beobachtet werden (GERHARDS & WOLLANKE,
1996). In Schweden konnten EGENVALL und Mitarbeiter (2001) anhand von 2.018 un-
tersuchten Pferdeseren mittels IFAT ebenfalls keine Korrelation zwischen positivem An-
tikdrpernachweis und klinischen Erscheinungen, die mit einer LB zu vereinbaren sind,
feststellen. Ferner untersuchte die Freie Universitat Berlin mittels verschiedenen ELISA-
Systemen 220 klinisch unauffallige Pferde auf das Vorhandensein von Bbsl-spezifischen
Antikorpern. Zusatzlich wurden die Vollblutproben von 117 klinisch auffélligen Pferden
mittels direkten Nachweisverfahren von Bbsl analysiert. Obwohl eine Seropravalenz von
bis zu 61,1 % ermittelt werden konnte und der direkte Erregernachweis mittels PCR in
16 % der untersuchten Proben positiv war, konnte kein Zusammenhang mit den klini-
schen Erscheinungen der Pferde beobachtet werden (SCHONERT et al., 2002).

Neben Pferden konnen auch Katzen und Hunde an einer LB erkranken. Obwohl kein EM
beobachtet werden kann, werden Hunde in der ersten Phase des Infektionsgeschehens
durch Fieber von bis zu 40,5 °C, Fressunlust und Mattigkeit auffallig (APPEL, 1990).
Wochen bis Monate spater kommt es zur zweiten Erkrankungsphase. Hier ist das klini-
sche Erscheinungsbild von einer Lahmheit gepréagt, die auch ohne Verabreichung von
Medikamenten nach wenigen Tagen wieder abklingen kann (STRAUBINGER et al.,
1998a). Sofern zeitnah nach dem Auftreten der Lahmheit keine adaquate Behandlung

eingeleitet wird, kann sich eine chronisch-intermittierende Lahmheit entwickeln (APPEL
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et al., 1993; STRAUBINGER et al., 1998b). Neben der am haufigsten mit der LB asso-
ziierten Arthritits, kann sich eine Infektion mit dem Bbsl auch auf andere Organsysteme
auswirken. So konnten bei histologischer Untersuchung von experimentell infizierten
Hunden Perineuritiden und Meningitiden nachgewiesen werden (STRAUBINGER et
al., 1997a). Weiterhin kann es aufgrund einer schweren Glomerulonephritis zu Nieren-
versagen kommen. Hierbei ist das klinische Erscheinungsbild durch starke Abmagerung,
Erbrechen und lethargischem Verhalten gekennzeichnet (DAMBACH et al., 1997).

222 Immunantwort nach Infektion mit Bbsl

Wahrend der Blutmahlzeit gelangen Spirochéaten des Bbsl-Komplexes zusammen mit
dem Speichel von Schildzecken in die Haut des Wirtes. Von dort aus verteilen sich die
Borrelien, vorwiegend extrazellular verbleibend, im Korpergewebe des Wirtes
(STRAUBINGER et al., 1997b) und verursachen vorzugsweise klinische Veranderungen
in Gelenken, Herzmuskel, Nervensystem oder entfernten Hautarealen (STEERE
A.C., 2001). Sowohl an der Eintrittsstelle als auch wéhrend der Verteilung der Borrelien
innerhalb des Organismus, missen sich die Bakterien mit dem angeborenen Immunsys-
tem des Wirtes auseinandersetzen. Die ersten unspezifischen Reaktionen des Immun-
systems sind durch das Einwandern von polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten
(PMNs) sowie dem Vorhandensein von Makrophagen und Plasmazellen gekennzeich-
net (STRAUBINGER et al., 1997b; HARTER et al., 1999). Nachfolgend wird durch die
Degranulierung der PMNs eine Entziindungsreaktion im Wirt initiiert (HARTER et al.,
1999). Neben dem angeborenen Immunsystem leistet das humorale Immunsystem ei-
nen wichtigen Beitrag im Kampf gegen Bbsl. In den ersten Wochen nach der Borrelienin-
fektion werden Immunglobuline der Klasse M synthetisiert (CRAFT et al., 1984). An-
schlielend andert sich die Immunglobulinklasse von IgM zu IgG. Dieser Klassenwechsel
dient dem Zweck der Erregerelimination, indem die Phagozytose durch PMNs und Mak-
rophagen herbeigeftihrt wird (COLLINS, 2016). Nachdem Hunde experimentell mit Hilfe
von Zecken infiziert wurden, konnten vier bis sechs Wochen nach der Zeckenexposition
die ersten Immunglobuline der Klasse G detektiert werden. Sechs bis acht Wochen spé-
ter konnte ein Anstieg von IgG verzeichnet werden. Dieser hohe Antikorpertiter konnte
Uber einen Zeitraum von von 560 Tagen nachgewiesen werden (STRAUBINGER, 2000).
Richtet man ein Augenmerk auf die genaue Charakterisierung der Antikdrper, so sind in
Seren von Bbsl-infizierten Menschen und Hunden im friihen Infektionsgeschehen vor-
nehmlich Antikérper gegen OspC und Flagellin (p41) nachweisbar (DRESSLER et al.,
1993; ENGSTROM et al., 1995; AKIN et al., 1999). AulRerdem ist eine unspezifische
Immunreaktion gegen die Borrelienantigene p100, p66 und VISE zu beobachten. Im spa-

teren Infektionsgeschehen, vier bis fiinf Monate nach einer Borrelieninfektion, kann eine
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signifikante Abnahme der gegen OspC gerichteten Immunglobuline verzeichnet werden
(WAGNER et al., 2012). Dagegen konnen sowohl in der akuten Phase der Infektion als
auch in der Konvaleszenzphase keine nennenswerten Antikorpertiter gegen das OspA
der Borrelien detektiert werden (STEERE, 2001).

Die adaptive Immunantwort des Pferdes auf eine Infektion mit Bbsl ist nach bisherigen
Erkenntnissen mit der Antikdrperantwort des Hundes vergleichbar. Im Anfangsstadium
der Infektion sind grof3tenteils Antikérper gegen OspC und p41 detektierbar (CHANG et
al., 2000; WAGNER et al., 2012), wahrend chronische Krankheitsstadien eine Antikor-
perproduktion gegen OspF und C6, der invariable Bereich IR6 des VISE-Antigens, ver-
muten lassen (WAGNER et al., 2012).

Trotz wirtseigener spezifischer und unspezifischer Immunabwehrmechanismen kénnen
Bakterien des Bbsl-Komplexes im Wirt persistieren und eine chronische LB verursachen.
Dazu haben die Pathogene spezifische Mechanismen entwickelt, um sich vor der Im-
munabwehr des Wirtes zu schitzen. Im Zusammenhang mit dem Bakterientransfer von
der Zecke auf den Wirt nutzen Borrelien unter anderem die immunmodulatorische und
anti-entziindliche Eigenschaft des Zeckenspeichels, indem das Oberflachenantigen
OspC das Salpl5 (salivatory protein) im Zeckenspeichel bindet. Dadurch wird die Bin-
dung von bakteriziden OspC-spezifischen Antikdrpern und damit verbunden die Lyse
durch Komplement inhibiert (RAMAMOORTHI et al., 2005). Zudem besitzen die Genos-
pezies Bbss, B. afzelii und B. bavariensis im Gegensatz zu B. garinii einen komplement-
resistenten Phanotyp. Diese ,natlrliche” Komplementresisitenz erméglicht den Borrelien
die Bindung von Komplementregulaturen an ihre Zelloberflache, wodurch die Bakterien
vor einer Bakteriolyse geschitzt sind (HELLWAGE et al., 2001; KRAICZY et al., 2001,
KURTENBACH et al., 2002). Ferner sind die beiden auf dem Plasmid Ip28-1 lokalisierten
funktionellen Gene, BBFO1 und VISE, mafigeblich an den Prozessen der Immunevasion
der Borrelien beteiligt (PURSER & NORRIS, 2000; LABANDEIRA-REY & SKARE, 2001;
THOMAS et al., 2001). Das VIsE-Antigen kann wahrend des Infektionsgeschehens im
Wirt seine Antigenstruktur variieren, wodurch die Antigenbindung durch VISE-spezifische
Antikorper erschwert ist (ZHANG & NORRIS, 1998). VISE besitzt zwei konstante Berei-
che am N- und C-Terminus, die einen variablen Bereich von sechs variablen und sechs
konstanten Regionen (invariable Region, IR 1-6) umrahmen (ZHANG et al., 1997; LIANG
& PHILIPP, 1999). Wéahrend die hochkonstanten Bereiche von VISE nicht verandert wer-
den kdnnen und damit Ziel von spezifischen Antikdrpern sind, fuhrt die standige Variation
der variablen Regionen zu einer Produktion von Antikérpern, die keine geeigneten Bin-
dungsstellen mehr finden (LIANG & PHILIPP, 1999; EICKEN et al., 2002). Darlber hin-
aus vollziehen Borrelien eine segmentale Rekombination, die durch eine Vielzahl von

neuen Borrelien-Stdmmen mit unterschiedlichen VISE-Antigenen gekennzeichnet sind
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(EMBERS et al., 2007). Eine weitere Mdglichkeit der Immunevasion ist die Biofilmbildung
der Borrelien. Dadurch sind sie fur das Immunsystem als auch fir diverse Antibiotika
unangreifbar (SAPI et al., 2012). Schlief3lich sind Borrelien pleomorphe Bakterien, die
im Wirt sowohl die Spiroch&tenform als auch L- und zystische Formen annehmen. Die
L-Form der Borrelien hat keine Zellwand, wodurch sich die Pathogene intrazellular auf-
halten kénnen und wahrscheinlich vor einer Immunabwehr und einer Antibiotikatherapie
geschitzt sind (MIKLOSSY et al., 2008; BRORSON et al., 2009).

2.3 Immunisierung

Da eine Infektion mit Borrelien unmittelbar mit der Zeckenexposition einhergeht, bietet
die regelmaRige Kontrolle der Kérperoberflache auf Zecken und deren zeitnahen Entfer-
nung mit Hilfe von kommerziell erhaltlichen Zeckenzangen eine geeignete Vorbeuge-
mafinahme. Zusatzlich gibt es diverse Mdglichkeiten zur Zeckenabwehr. Der Mensch
kann sich dabei einer groRen Palette von geeigneten Praparaten bedienen, die vor-
nehmlich auf die Haut aufgetragen werden. Bei Hunden und Katzen kénnen zur Zecken-
abwehr sowohl wirksame Spot-on-Formulierungen mit repellierenden Eigenschaften, als
auch Kautabletten Anwendung finden. Beim Pferd dagegen gestalten sich solche Pro-
phylaxemaflinahmen schwierig. Derzeit sind fur das Pferd lediglich Sprays kommerziell
erhéltlich, die den Wirkstoff Icaridin enthalten. Laut Herstellerangaben betragt die Wirk-
dauer im Hinblick auf eine Zeckenabwehr lediglich vier Stunden, weshalb die Aufbrin-
gung in kurzen Zeitintervallen wiederholt werden muss. Die Immunisierung gegen Bbsl
stellt dagegen sowohl fir Hunde als auch fir Pferde eine geeignete Praventivmalinahme

dar.

2.3.1 Schutzmechanismus der Immunisierung

Das Ziel der Immunisierung gegen die LB ist eine Induktion von Antikbrpern gegen das
OspA von Bbsl. OspA ist ein Oberflachenantigen, das maf3geblich an der Bindung des
TROSPA (tick receptor for OspA) im Zeckendarm beteiligt ist und dadurch den Wande-
rungsprozess der Borrelien vom Darm zur Speicheldriise der Zecken initiiert (PAL et
al., 2004b). Der durch die Immunisierung hervorgerufene einzigartige Infektionsschutz
basiert darauf, dass die mit Bbsl-infizierten Zecken wahrend der Blutmahlzeit am Sau-
getier spezifische OspA-Antikérper des Wirtstieres aufnehmen, welche bereits im Mittel-
darm der Zecke an das Oberfachenantigen der Borrelien binden. Dadurch wird einerseits
die Haftung und andererseits das Austreten der Erreger durch die Darmwand der Zecken
unterbunden, was wiederum dazu fuhrt, dass die Bakterien nicht zur Speicheldriise wan-

dern kénnen und dadurch eine Infektion des Wirtes vermieden wird. Gleichzeitig fuhrt
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die Antikdrperbindung an das OspA innerhalb der Arthropoden zur Neutralisation der
Borrelien (COUGHLIN et al., 1995; GIPSON & DE SILVA, 2005). Mdglicherweise wer-
den diese Effekte Uber Antikérper mit wachstumshemmenden und immobilisierenden
Eigenschaften mediiert (FIKRIG et al., 1992). Bei diesem, auf OspA abzielenden Impf-
mechanismus gilt zu berlcksichtigen, dass keine naturliche Auffrischung des wirtseige-
nen Immunsystems in Form einer regelmafigen Erregerkonfrontation stattfindet, da die
durch Impfung induzierten OspA-Antikorper die Borrelien bereits innerhalb der Zecke
inaktivieren. Zudem unterliegen die aufgrund der Impfung induzierten Antikérper einem
natirlichen Abbauprozess. Ein ausreichend hoher und damit protektiver OspA-Antikor-
perspiegel wird folglich nur durch eine regelmaRige, erfolgreich durchgefiihrte Immuni-
sierung induziert (GOLDE et al., 1997). Die Protektiviat eines hohen OspA-Antikérper-
spiegels konnte mittels Infektionsversuchen von geimpften Hunden bereits belegt wer-
den (CHANG et al., 1995). Nach bisherigen Erkenntnissen ist ein hohes OspA-Antikor-
perniveau in Pferden ebenfalls positiv mit einem Infektionsschutz korreliert (CHANG et
al., 1999). Die durch Impfung induzierten Antikdrper sind bei Pferden, Affen und Hunden
komplementabhangig (CHANG et al., 1995). Studien mit Rhesusaffen ohne Komple-
mentsystem konnten, abhangig vom verwendeten Borrelienstamm, eine 14 bis 3800-
mal geringere Eliminationsrate belegen. Anhand der relativ ineffektiven komplement-un-
abhé&ngigen Eliminationsmechanismen der OspA-Antikorper kann die Abhangigkeit des
Impfschutzes von der Hohe des Antikorperniveaus erklart werden (NOWLING &
PHILIPP, 1999). Durch eine auf dem Antigen OspA beruhende Immunisierung werden
im Wirt Antikdrper induziert, die ausschlief3lich an ein spezifisches Epitop des OspA bin-
den (GOLDE et al., 1997). Die in Europa als Erreger der LB bekannten Spezies sind
jedoch mit unterschiedlichen OspA-Serotypen assoziiert. Bbss enthalt den Serotyp 1,
B. afzelii den Serotyp 2, B. garinii die Serotypen 3, 5 und 6 und B. bavariensis den Se-
rotyp 4 (RUZIC-SABLJIC et al., 2002; MARGOS et al., 2009). Fur einen umfassenden
Infektionsschutz vor einer LB erfordert die speziesspezifische Variabilitéat des OspA eine
ausreichende Kreuzreaktivitat zwischen den verschiedenen Spezies. Bisher wurden
noch keine Studien Uber die Kreuzreaktivitat bzw. -protektivitat der aufgrund einer Im-
munisierung von Hunden induzierten OspA-Antikorper durchgefiihrt. Dennoch konnte
anhand von Studien im européischen Raum gezeigt werden, dass eine Kreuzreaktivitat
nur in sehr geringem Umfang existiert und Impfstoffe, die rOspA aus einer einzelnen
Spezies als Antigen enthalten, keinen ausreichenden Schutz vor einer Infektion mit einer
heterologen Spezies gewdhrleisten (GERN et al., 1997). Fur eine erfolgreiche Impfung
ist neben einer ausreichend hohen Dosierung der Antigene auch die regelmaRige Wie-
derholung der Immunisierung ausschlaggebend (GOLDE et al., 1997). Anhand von Stu-

dien aus der Humanmedizin wurde die Wirksamkeit von rekombinanten OspA-Vakzinen
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nach dreimaliger Impfung innerhalb von zw6lf Monaten geprift. Hierbei stellte sich her-
aus, dass 68 % der Probanden nach zweimaliger Immunisierung vor einer Infektion ge-
schitzt sind, wahrend die dritte Auffrischung nach einem Jahr in 92 % der Félle zu einem
protektiven Antikdrperspiegel fuhrt (SIGAL et al., 1998). Erfolgt dagegen innerhalb der
ersten sechs Monate eine zuséatzliche Antigenverabreichung, kénnen beim Menschen
signifikant hohere Antikdrperlevel detektiert werden (VAN HOECKE et al., 1999). An-
hand einer mit Hunden durchgefiihrten Impfstudie, konnten TOPFER et al. (2007) die
Kinetik der Impfantikérper in Hunden veranschaulichen und aufzeigen, dass eine Auffri-
schungsimpfung innerhalb von zwei bis drei Wochen nach zweimaliger Immunisierung
keinen signifikant héheren protektiven Antikérperspiegel mit sich bringt. Wie sich die An-
tikorpertiter bei Pferden nach Infektion oder Immunisierung im zeitlichen Verlauf darstel-
len, ist bisher nicht bekannt. Somit ist die Einschatzung der humoralen Immunantwort
des Pferdes hinsichtlich Zeit und Verlauf erschwert. Anhand von Infektionsversuchen an
Ponys konnten funf bis sechs Wochen nach der Zeckenexposition borrelienspezifische
Antikorper detektiert werden, die innerhalb von drei bis vier Monaten ihr Maximum er-
reichten und bis zum Ende des Versuches, nach neun Monaten nachweisbar waren
(CHANG et al., 2000). Nach der Immunisierung von Pferden mit fir Hunde zugelassenen
Lyme-Vakzinen, die lediglich eine Genospezies als Antigen beinhalten, konnten niedrige
und kurzweilige OspA-spezifische Antikorpertiter detektiert werden (GUARINO et al.,
2017). Durch die Verfligbarkeit eines fur Pferde zugelassenen Lyme-Impfstoffes, der drei
Spezies des Bbsl-Komplexes als Antigen enthélt, muss zunéchst die humorale Immun-
antwort nach Immunisierung charakterisiert werden und in Abhangigkeit der Ergebnisse
eine Impfempfehlung abgegeben werden. Zur Prazisierung des durch die Immunisierung
hervorgerufenen speziesuibergreifenden Infektionsschutz des Pferdes muss die Antikor-
perinduktion sowohl gegen Bbss als auch gegen B. garinii und B. afzelii analysiert wer-

den.

2.3.2 Impfstoffe

Die Erkenntnis, dass mittels OspA immunisierte M&ause vor einer Infektion mit Bbsl ge-
schitzt sind, hat im Wesentlichen dazu beigetragen, OspA als Hauptantigen bei der
Impfstoffentwicklung einzusetzen (FIKRIG et al., 1990; SCHAIBLE et al., 1990). Im Jahr
1998 war mit der Vakzine LYMErix™ der erste Impfstoff gegen die LB fir den Menschen
kommerziell verfigbar. Dieser enthielt als Antigen rOspA aus Bbss. Frihere Studien
deuteten darauf hin, dass es eine autoimmune Komponente der LB gibt. Demnach
wirde eine Immunisierung mit OspA die klinischen Ausprégungen einer bereits vorhan-
denen LB potenzieren (KALISH et al., 1993; KAMRADT et al., 1996). Impfstudien, in

denen rOspA als Impfantigen verwendet wurde, konnte diese Hypothese jedoch nicht
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bestatigen. Demnach gab es nach Immunisierung von mehr als 5.000 Probanden keinen
Hinweis darauf, dass die Immunisierung bei Patienten mit vorheriger selbst berichteter
LB zu einer Exazerbation der klinischen Veranderungen fihrte. Die im Zusammenhang
mit der Antigenapplikation auftretenden Nebenwirkungen waren in den ersten sieben
Tagen nach der Immunisierung zu beobachten und umfassten eine Schwellung an der
Injektionsstelle, die mit Schmerzen vergesellschaftet waren sowie milde grippedhnliche
Erscheinungen. Hierbei handelte es sich um unspezifische Impfreaktionen, die nicht im
direkten Zusammenhang mit der Applikation von rOspA standen (SIGAL et al., 1998;
STEERE etal., 1998). Aufgrund sinkender Nachfrage wurde LYMErix™ vier Jahre spéter
wieder vom US-Markt genommen (HANSON & EDELMAN, 2003). Fur den Menschen
besteht derzeit keine Méglichkeit, sich gegen die LB impfen zu lassen. Fir Hunde hin-
gegen stehen diverse kommerziell erhaltliche Vakzinen zur Verfiigung (TOPFER, 2007).
Alle zugelassenen Impfstoffe sind Totvakzinen, die sich in ihrer Zusammensetzung von-
einander unterscheiden. Wahrend einige Vertreter inaktivierte Vollerreger enthalten, ist
das eingesetzte Antigen bei anderen Vakzinen lediglich rekombinantes OspA. In
Deutschland sind derzeit zwei Lysat-Vakzinen fur Hunde erhaltlich. Merilym 3® (Boeh-
ringer-Ingelheim-Vetmedica GmbH) enthalt die Spezies Bbss, B. garinii und B. afzelii,
wahrend Virbagen canis B® (Virbac Tierarzneimittel GmbH) die Spezies B. garinii und
B. afzelii beinhaltet. Seit Juni 2015 ist ein Impfstoff gegen die LB fir Pferde erhaltlich.
Die Lysat-Vakzine EquiLyme® (Boehringer-Ingelheim-Vetmedica GmbH) ist ebenfalls
ein Totimpfstoff und enthalt die Antigene der Spezies Bbss, B. garinii und B. afzelii. Als
Adjuvans fungiert Aluminiumhydroxid. Laut Herstellerangaben kann die Immunisierung
eine voriibergehende Erhohung der Korpertemperatur (bis zu 1,5 °C) des Pferdes her-
vorrufen. AuRerdem sind voribergehenden Schwellungen an der Injektionsstelle sowie
Uberempfindlichkeitsreaktionen maglich.

Das Wirkprinzip von allen derzeit verfigbaren Impfstoffen gegen die LB basiert auf der
Induktion von spezifischen Antikdrpern gegen das OspA der Borrelien. Nach einer Infek-
tion des Saugetieres haben die Borrelien das OspA bereits von ihrer Oberflache entfernt,
weshalb sich die Impfung als Therapie fir eine bereits bestehende Borrelieninfektion
nicht eignet (ZHONG et al., 1997). Derzeitig wird an der Herstellung von alternativen
Impfstoffen gegen die LB gearbeitet. Ein wichtiger Grund daftr stellt die in Europa vor-
handene Speziesdiversitat von Bbsl dar. Bei Impfstoffen, die lediglich rOspA als Impfan-
tigen verwenden, ist die durch Immunisierung induzierte Kreuzreaktivitat unzureichend
(GERN et al., 1997). Ein weiterer Nachteil beim Einsatz von Vakzinen, die zur Induktion
von OspA-spezifischen Antikorpern fuhren, ist die Unterscheidung von geimpften und

infizierten Tieren mittels der serologischen Standarddiagnostik. Obwohl der Antikorper-
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nachweis gegen OspA mittels Immunoblot beim Tier als Indikator fiir eine erfolgte Im-
munisierung zu verstehen ist (BARBOUR et al., 1983; CRAFT et al., 1984), muss zur
Erfassung von immunisierten Tieren mittels ELISA anstelle von Borrelienlysat reines
rOspA als Detektionsantigen verwendet werden. Ebenso fiihrt der Einsatz von den Pro-
teinen DbpA und OspC zu Differenzierungsschwierigkeiten von geimpften und infizierten
Tieren.

Obwohl Antikérper gegen OspC eine bakterizide Wirkung besitzen und die Ubertragung
der Borrelien von der Zecke auf den Wirt partiell unterbinden kénnen, existieren derzeit
noch keine Daten Uber die protektive Wirkung gegeniber einer Borrelieninfektion des
Pferdes (GILMORE & PIESMAN, 2000; PAL et al., 2004a; HENDERSON, 2005;
EARNHART et al., 2007; EARNHART & MARCONI, 2007). Bei der Entwicklung von
neuen Impfmechanismen gegen die LB werden vorwiegend Co-Infektionen, die im Zu-
sammenhang mit einer Zeckenexposition einhergehen, berlcksichtigt. Die Impfstrate-
gien zielen dabei einerseits auf die Immunisierung von Reservoirwirten, um die Erreger-
last in den Zecken zu minimieren, andererseits werden Wirtstiere mittels Antigenen im-
munisiert, die die Blutmahlzeit der Zecke am Wirt unterbinden (EMBERS &
NARASIMHAN, 2013).

Obwohl die Impfung gegen den Erreger der LB eine wichtige und effektive Vorbeuge-
malnahme darstellt, ist die tagliche Zeckenkontrolle, sowie die friihestmégliche manu-
elle Zeckenentfernung unerlasslicher Bestandteil der Infektionsprophylaxe.

2.4 Therapie

Da es sich bei Borrelien um Bakterien handelt, stellt die Antibiotikatherapie im Kampf
gegen die LB das Mittel der Wahl dar. Die Behandlung mittels Antibiotika ist
erfolgreicher, wenn diese bereits im Frihstadium der LB begonnen wird (ASCH et
al., 1994). Erfolgt die Antibiotikabehandlung in den ersten vier Wochen nach
Infektionsbeginn, betragt die Erfolgsquote in humanmedizinischen Patienten 90 %.
Dagegen flhrt der Antibiotikaeinsatz zur Behandlung von chronischen Verlaufsformen
in 50 % der Falle zum Erfolg (DATTWYLER et al., 1988; MANNING, 1989; PREAC-
MURSIC et al., 1989). Die LB des Menschen wird grundsatzlich mit Tetrazyklin-
Antibiotika behandelt. Derzeit wird fir alle Patienten mit einem EM die Standardtherapie
mit Doxyzyklin empfohlen (STUPICA et al.,, 2012). Alternativ kdnnen [-Laktam-
Antibiotika eingesetzt werden. Patienten, die an einer Lyme-Meningitis erkrankt sind,
konnen entweder mit Doxyzyklin oder mit Ceftriaxon, einem Cephalosporin-Antibiotikum
der dritten Generation, behandelt werden. Fir das Krankheitsbild einer LB-Karditis,

Lyme-Arthririts, Lyme-Radikulopathie oder einer kraniellen Neuropathie kann die
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Therapie ebenfalls mit Doxyzyklin oder Ceftriaxon erfolgen (LJOSTAD et al., 2008).
Handelt es sich dagegen um eine chronische LB wird eine initiale Behandlung mit
Ceftriaxon Uber zwei Wochen und eine darauffolgende Verabreichung von Doxycyclin
tber maximal drei Monate empfohlen. Eine darlber hinaus gehende Therapiedauer
bringt keine Besserung der Symptome. Dagegen kann es aufgrund der lang anhaltenden
Antibiotikaverabreichung zZu schweren Nebenwirkungen kommen
(BERENDE et al., 2016).

Ebenso wie beim Menschen ist die erfolgreiche Antibiotikatherapie bei Tieren vom
Beginn der Behandlung abhangig. Je friher im Krankheitsverlauf mit der Antibiose
begonnen wird, umso hoher ist die Erfolgsrate. Beim Hund konnte gezeigt werden, dass
sich das Krankheitsbild bereits innerhalb der ersten drei Behandlungstagen verbesserte
(KRUPKA & STRAUBINGER, 2010). Sowohl der Einsatz von B-Laktam-Antibiotika, als
auch von Tetrazyklinen fuhrt zu einer Besserung der klinischen Veranderungen einer LB
des Hundes. Aufgrund der im Vergleich zu anderen Bakterien langeren Generationszeit
der Borrelien ist eine Behandlungsdauer von mindestens 28 Tagen anzuraten
(STRAUBINGER et al., 1997a; STRAUBINGER et al., 2000). Eine rechtzeitige,
ordnungsgemale Therapie gewahrleistet jedoch keine Erregerfreiheit. In experimentell
infizierten, klinisch unaufféalligen Hunden, wurden unterschiedliche Therapiemethoden
getestet. Wéahrend einige Hunde 30 Tage mit einer Dosis von 10 mg/kg Doxyzyklin
zweimal taglich behandelt wurden, erhielten die anderen Tiere entweder alle acht
Stunden 20 mg/kg oral zu verabreichendes Amoxicillin, einmal taglich 25 mg/kg oral zu
verabreichendes Azithromycin oder einmal taglich 25 mg/kg Ceftriaxon intravends. Nach
Beendigung der Therapie wurden anhand von Hautbiopsien an der
Zeckenexpositionsstelle direkte Nachweisverfahren von Bbsl durchgefiihrt. Sowohl die
kulturelle Anziichtung als auch die PCR waren in einer Vielzahl der Proben positiv.
Obwohl der Einsatz von Antibiotika in der Regel zu einer Verringerung der Spirochaten
im Gewebe fihrt, kbnnen einige Borrelien Uberleben und eine persistierende LB
verursachen (STRAUBINGER et al., 1998a).

Die Behandlung einer LB des Pferdes erfordert eine strenge Indikationsstellung. Neben
einer vorberichtlichen Zeckenexposition und einem positiven serologischen Erreger-
nachweis ist das Vorliegen von klinisch manifesten Verdnderungen ein entscheidendes
Kriterium fur den Antibiotikaeinsatz beim Pferd. Am haufigsten werden beim Pferd
Oxytetrazyklin und Doxyzyklin angewendet (DIVERS, 2013). Obwohl Doxyzyklin im Ge-
gensatz zu Oxytetrazyklin eine bessere Verteilung im Gewebe gewahrleistet, ist Oxytet-
razyklin durch eine héhere Bioverfiigbarkeit gekennzeichnet. Bei intravendser Applika-

tion von Doxyzyklin traten beim Pferd hochgradige kardiovaskulare Nebenwirkungen bis
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hin zu Todesféllen auf (RIOND et al., 1992). In einer von CHANG et al. an Ponys durch-
gefuihrten Studie zeigte intravends verabreichtes Oxytetrazyklin eine bessere Wirksam-
keit gegen Bbsl (CHANG et al., 2005). Beim Pferd sollte dieses Antibiotikum jedoch nicht
oral verabreicht werden, da es aufgrund seiner geringen Bioverfligbarkeit schwere
Durchfalle auslosen kann, falls aktive Metaboliten das Colon erreichen (WHITE &
PRIOR, 1982). Die intravendse Applikation von Oxytetrazyklin erfordert eine genaue
Uberwachung der Nierenfunktion des Pferdes, da neben einer proliferativen Enteropa-
thie, verursacht durch Lawsonia intracellularis, auch die Gefahr fir ein akutes Nieren-
versagen gegeben ist. Zur Behandlung einer LB beim Pferd sollten zweimal taglich 6,6
mg/kg Oxytetrazyklin Uber sieben bis zehn Tage intravends appliziert werden. Im An-
schluss daran wird die orale Verabreichung von 10 mg/kg Doxyzyklin zweimal taglich
Uber ein bis zwei Monate empfohlen (DIVERS, 2013). Ebenso eignet sich eine tégliche
intravendse Verabreichung von 5 mg/kg Oxytetrazyklin Gber einen Zeitraum von 28 Ta-
gen (CHANG et al., 2005). Als alternatives Antibiotikum kann auch Cefquinom intrave-
nds oder intramuskular in einer Dosis von 1 mg/kg Kérpergewicht liber einen Zeitraum
von drei bis vier Wochen verabreicht werden (STRAUBINGER, 2017).

2.5 Diagnostik

Die Diagnose ,LB* erfordert neben einer klinischen Allgemeinuntersuchung in jedem Fall
auch eine labordiagnostische Untersuchung von geeignetem Probenmaterial. Wahrend
mittels Hautbiopsien, Myocardbiopsien, Liquor, Gelenkflissigkeit und Synoviabiopsien
ein direkter Erregernachweis maglich ist, erfolgt der indirekte Nachweis von Borrelien
mittels Blutserum und Liquor. Das in der Humanmedizin zu verwendende Probenmate-
rial ist abhangig von der klinischen Manifestation der LB (ESHOO et al., 2013). Bei Tie-
ren dagegen erfolgt die Diagnose vornehmlich durch einen indirekten Erregernachweis
im Blutserum. Hierbei ist es unabdingbar, die labordiagnostischen Ergebnisse im Zu-

sammenhang mit den klinischen Erscheinungen zu interpretieren.

251 Indirekte Nachweisverfahren von Bbsl

BARBOUR et al. (1983) gelang mit der Entwicklung eines indirekten Immunfluoreszenz-
Antikorpertests (IFT bzw. IFAT) die erste Methode fir die Detektion von Bbsl-spezifi-
schen Antikorpern. Kurze Zeit spater etablierte sich auch der Enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA) als Diagnostikinstrument fur die LB (RUSSELL et al., 1984).
Beide Verfahren zeigten bei Verwendung von humanen Seren eine hohe Sensitivitat fr
spate Stadien der LB, wohingegen die Diagnose von Frihmanifestationen der LB man-

gels unzureichender Sensitivitat Schwierigkeiten bereitet (ESHOO et al., 2013). Zudem
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zeigten beide Nachweismethoden eine hohe Kreuzreaktivitat mit anderen durch Spiro-
chaten verursachten Erkrankungen (RUSSELL et al., 1984). In der Humanmedizin rea-
gieren die Bbss-spezifischen Antikorper vornehmlich mit Oberflachenantigenen von
Treponema pallidum, dem Erreger der Syphilis, sowie auch mit Proteinen von Leptospi-
ren. Weiterhin kdnnen die Antikérper auch mit den Ruckfallfieber-Borrelien, wie B. recur-
rentis und B. duttoni kreuzreagieren (MAGNARELLI & ANDERSON, 1987; ESHOO et
al., 2013). Abgesehen davon werden der ELISA und der IFT auch heute noch fir die
Serodiagnostik der LB verwendet. Der Immunoblot hat sich ebenfalls als indirektes
Nachweisverfahren einer LB bewahrt (FINGERLE & WILSKE, 2007).

Beim Tier erfolgt der Nachweis einer Borrelieninfektion vorwiegend tber serodiagnosti-
sche Verfahren. Hierbei wird eine zweistufige Diagnostik empfohlen, die aus einem
Suchtest und einem Bestatigungstest besteht. In der ersten Stufe der Diagnostik wird
anhand einem ELISA oder IFT nach Bbsl-spezifischen Antikérpern gesucht. Anschlie-
Bend wird die Borrelieninfektion durch einen Immunoblot bestéatigt (JOHNSON et
al., 1996; WILSKE et al., 2001). Beim Pferd werden als Borrelien-Nachweisverfahren
der ELISA und der Line immunoassay (LIA) eingesetzt. Da es bei Pferden haufiger zu
Kreuzreaktionen zwischen Bbsl-spezifischen Antikdrpern und Leptospiren-Antigenen
kommt, muss dies bei der Auswertung der serologischen Testergebnisse bericksichtigt

werden.

2.5.1.1 Immunfluoreszenztest (IFT)

Wahrend der direkte IFT fiir den Nachweis von Antigenen dient, wird der indirekte IFT
zum Antikérpernachweis verwendet. Das Prinzip dieses Verfahrens basiert darauf, dass
Fluorochrom-Molekiile in einem ersten Schritt energetisch angeregt werden. Beim
Wechsel in den urspringlichen Zustand senden diese Molekiile Strahlung einer Wellen-
lange aus, die im sichtbaren Bereich liegt und fluoreszenzmikroskopisch gemessen wer-
den kann (SELBITZ et al., 2011). In der Borreliendiagnostik beim Pferd wird das zu un-
tersuchende Serum auf einen Objekttrager aufgetragen, der zuvor mit bestimmten inak-
tivierten Borrelienspezies beschichtet wurde (MAGNARELLI & ANDERSON, 1987). Be-
finden sich in den Serumproben spezifische Antikdrper gegen Bbsl, binden diese an die
Oberflachenantigene der Borrelien und es entstehen Antigen-Antikdrperkomplexe. An-
schlieRend werden Sekundarantikdrper aufgetragen, die einerseits mit einem fluoreszie-
renden Farbstoff markiert wurden und andererseits gegen Pferde-Antikdrper gerichtet
sind. Das Resultat ist eine Fluoreszenz, dessen Intensitat proportional zur Menge der im
Serum vorhanden borrelienspezifischen Antikdrper sind. Da der IFT subjektiv ausgele-
sen wird und héaufig Kreuzreaktionen stattfinden, sollte diese Methode nicht in der Rou-
tinediagnostik eingesetzt werden (BARTH et al., 2014).
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2.5.1.2 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der ELISA ist die am haufigsten verwendete Nachweismethode fir Antikérper gegen
Bbsl. Hierbei wird eine Mikrotiterplatte mit Borrelienantigenen beschichtet. Dabei kom-
men sowohl Lysate von Bbsl, welche in einer Kultur angeziichtet werden, als auch re-
kombinante Proteine zum Einsatz (MAGNARELLI et al., 1997). AnschlieRend werden
die zu untersuchenden Seren in die Vertiefungen der Platte pipettiert. Nach ausreichen-
der Inkubationszeit werden mittels Waschvorgéangen unspezifische Bindungen zwischen
den Borrelienantigenen und der im Serum vorhandenen Antikdrper entfernt. Durch Zu-
gabe eines Enzym-markierten Sekundarantikorpers kann die Konzentration der gegen
Bbsl gerichteten Antikdrper ermittelt werden. Dies gelingt durch Zugabe eines Substra-
tes, welches analog zum Gesamtgehalt an spezifisch gebundenen Antikdrpern mit ei-
nem Farbumschlag reagiert. Die Extinktion wird mit einem speziell fir Mikrotiterplatten
geeignetem Photometer gemessen (KRAMER et al., 1992). Wird Borrelienlysat als De-
tektionsantigen verwendet, so kdénnen die Antikorper weder ihrer GroRe nach differen-
ziert werden noch kénnen Aussagen Uber die Oberflachenproteine gemacht werden, ge-
gen die sie gerichtet sind. Des Weiteren werden bei Durchfiihrung eines ELISA sowohl
Antikorper erfasst, die aufgrund einer Immunisierung oder einer Infektion gebildet wur-
den. Damit die durch Impfung induzierten Antikérper ermittelt werden kénnen, muss rei-
nes rekombinantes OspA als Antigen eingesetzt werden um sicher zu stellen, dass keine
unspezifischen Bindungen stattfinden. Bei Verwendung eines ELISA in der Borreliendi-
agnostik sollten zweifelhafte Serumproben mit Hilfe eines zusatzlichen Testverfahrens
nachuntersucht werden. Hierflirr eignet sich der Immunoblot. Die Spezifitat des ELISA
kann insbesondere durch den Einsatz von den rekombinanten Antigenen p37 und VISE
verbessert werden (AGUERO-ROSENFELD et al, 2005, MAGNARELLI &
FIKRIG, 2005).

Der Kinetic-ELISA (KELA) stellt eine Modifikation des ELISA dar. Beim KELA werden
zur Erfassung der Kinetik der Immunkomplexbildung in einer vorgegebenen Zeitspanne
computergestitzt dynamische Messungen der Extinktion durchgefiihrt. Die Rate an ge-
messener Enzym-Stubstrat-Reaktion ist proportional zur Antikérperkonzentration in der
Serumprobe (TSANG et al., 1980). Die erfolgreiche Detektion von AntikGrpern gegen
Bbsl in Hundeseren wurde in der Cornell University (Ithaca, New York, USA) protokolliert
(SHIN et al., 1993) und anschlieBend erprobt (CHANG et al., 1995). Basierend auf die-
sem Protokoll wird die erfolgreiche Anwendung des KELA fir die Antikérperdetektion in
Pferdeseren in zwei experimentellen Infektionsversuchen von Ponys beschrieben
(CHANG et al., 1999; CHANG et al., 2000).

Neben dem konventionellen ELISA eignet sich der IDEXX SNAP® 4Dx® Test fur die
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sofortige Detektion von Antikdrpern gegen Bbsl. Dieses Verfahren wurde fir den Einsatz
beim Hund entwickelt und zeichnet sich durch die Verwendung des C6-Peptids aus. Die-
ses Protein ist Teil der nicht variablen Regionen (IR1-6) innerhalb des variablen Ober-
flachenproteins VISE. Antikérper gegen das VISE-Antigen sind hochspezifisch fir eine
Infektion mit Bbsl und ermoglichen die Differenzierung von infizierten und geimpften Tie-
ren (O’ CONNOR et al., 2004). JOHNSON (2008) et al. evaluierte dieses Testsystem fiir
den Nachweis von spezifischen Antikorpern beim Pferd und kam zu dem Ergebnis, dass
dieses Nachweisverfahren mit einer Sensitivitat von 63 % und einer Spezifitat von 100 %
auch fur Pferde eingesetzt werden kann. Die Detektion von Antikdrpern gegen das C6

dient unter Praxisbedingungen zum Nachweis einer akuten Borrelieninfektion.

2.5.1.3 Immunoblot

Der Immunoblot dient zum semiquantitativen Nachweis von Antikérpern gegen Bbsl. Mit
Hilfe dieses Verfahrens kann die humorale Immunantwort genauer differenziert werden.
Somit kénnen durch Infektionen induzierte Antikdrper von Impfantikérpern unterschie-
den werden. Derzeit wird im Hinblick auf die Diagnose der LB sowohl in der Humanme-
dizin als auch in der Veterinarmedizin der Zweistufentest empfohlen (CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION (CDC), 1995; JOHNSON et al.,, 1996;
WILSKE et al., 2001). Bei positivem Ergebnis des ELISA oder IFT, dient der Immunoblot
als Bestatigungstest flr eine Borrelieninfektion (BROUQUI et al., 2004; WILSKE et
al., 2007; HALPERIN, 2011; ROBERT-KOCH-INSTITUT, 2013). Im Gegensatz zu
Ganzzell-Lysat-Blots, weisen Immunoblots mit rekombinanten Antigenen eine hdhere
Sensitivitat auf. Bei Verwendung von rekombinanten Antigenen kdnnen spezifische An-
tigene selektioniert werden und das Problem der Unterscheidung von unspezifischen,
benachbarten Antigen-Antikorper-Komplexen entféllt. AuRerdem kénnen auch Antigene
wie DbpA und VISE, die nur in vivo und nicht in Kultur exprimiert werden, als Detektions-
antigene verwendet werden (SCHULTE-SPECHTEL et al., 2003). Ein weiterer Vorteil
beim Einsatz von rekombinanten Antigenen ist die einfachere Standardisierung und die

zuverlassigere Auswertung der Immunoblots.

2.5.1.3.1 Western-Blot

Beim Western-Blot werden Antigene von Bbsl mittels SDS-Polyacrylamidgelelektropho-
rese (SDS-PAGE) entsprechend ihrer GroRRe aufgetrennt und auf eine feste Tra-
germembran Ubertragen. Haufig handelt es sich hierbei um eine Nitrozellulosemembran.
Nachdem die Proteine auf dem Tragerstoff gebunden sind, wird im nachsten Schritt die

zu untersuchende Serumprobe aufgetragen. Sind Antikorper gegen die Borrelienanti-
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gene vorhanden, entstehen spezifische Antigen-Antikérper-Komplexe. Mit Hilfe von en-
zymmarkierten speziesspezifischen Sekundarantikrpern kdnnen diese Bindungen
sichtbar gemacht werden, indem eine Farbreaktion in einer Intensitat stattfindet, die ana-
log zur Menge der im Serum vorhandenen Antikorper ist. Das Resultat dieses semiquan-
titativen Testverfahrens ist ein Bandenmuster, welches mit einem Gro3enmarker inter-
pretiert werden kann. Auf diese Weise ist es moglich, einzelne Banden den jeweiligen

Borrelienantigenen zuzuordnen und damit speziesspezifische Antikdrper aufzuspiren.

2.5.1.3.2 Line immunoassay (LIA)

Der Line immunoassay (LIA) stellt eine Weiterentwicklung des kommerziellen Western-
Blots dar. Dabei werden die Erregerantigene durch ein spezielles Verfahren auf eine
Nitrozellulosemembran gespriht. Im nachsten Schritt wird die Tragermembran in Ein-
zelstreifen geschnitten. Die nachfolgende Testdurchfiihrung erfolgt analog zum Wes-
tern-Blot. Durch die Etablierung des LIA konnte die Sensitivitat deutlich verbessert wer-
den. Dies liegt einerseits daran, dass dadurch zusatzliche Antigene getestet werden
koénnen, andererseits kann mittels LIA die Immunreaktivitat fir jedes einzelne Protein mit
gleichem Molekulargewicht separat beurteilt werden (FINGERLE & WILSKE, 2007). Ein
Zugewinn der Spezifitat dieses Testverfahrens wird durch den Einsatz von rekombinan-
ten Antigenen erreicht, indem eine Vielzahl von Antigenen unterschiedlicher Borrelien-
spezies mit diagnostischem Stellenwert auf einen Streifen aufgebracht werden kénnen
(GOETTNER et al., 2005). Damit die Auswertung des LIA standardisiert durchgefiihrt
werden kann, haben die Centers for Disease Control and Prevention (CDC) Immunoblot-
Kriterien erstellt, die in der humanmedizinischen LB-Diagnostik in den USA verwendet
werden (HAUSER et al., 1997). In Deutschland haben Experten Interpretationsregein
erarbeitet und in der DIN 58969-44 verdffentlicht (DIN DEUTSCHES INSTITUT FUR
NORMUNG E.V., 2005). Bei der Auswertung des Testergebnisses missen die klini-
schen Daten Beriicksichtigung finden. Beim Menschen lassen sich Antikorper zwei bis
vier Wochen nach einer Infektion mit Bbsl mittels Immunoblot nachweisen. Dabei sind
Quantitat und Qualitat der Antikdrperproduktion abhangig vom Krankheitsstadium der
LB. Wéhrend in der frihen, lokalisierten Phase (EM) lediglich 20-50 % der Patienten
seropositiv fur IgM und/oder 1gG-Antkdrper sind, weisen in der frihen, disseminierten
Phase (Neuroborreliose) 70-90 % der Betroffenen IgM und/oder IgG-Antikorper auf. Im
spaten Krankheitsstadium (ACA und Arthritis) kbnnen dagegen bei allen Patienten 1gG-
Antikorper detektiert werden (HANSEN et al., 1988; HANSEN & ASBRINK, 1989). Rich-
tet man ein Augenmerk auf die Antikdrperqualitat, so sind im friilhen Krankheitsstadium
vornehmlich Antikorper gegen p41 und OspC detektierbar (SIMPSON et al., 1991). Bei

Patienten mit Spatmanifestationen der LB sind dagegen IgG-Antikdrper nachzuweisen,
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die gegen ein breites Spektrum von Antigenen gerichtet sind. Nach DIN 58969-44 (2005)
werden Antikérper gegen die Antigene p83/100, p58, VISE, p43, p41l, p39, p30, OspC,
p21, DbpA (Ospl7) und pl4 als spezifische Immunreaktion in Folge einer Infektion mit
Bbsl gewertet. Dabei gilt das Erscheinen von mindestens zwei Banden bei den genann-
ten Proteinen als positives Testergebnis. Dagegen stufen ZOLLER et al. (1993) die Pro-
teine p83/100, p39, OspA und OspC als hochspezifisch ein und schreiben ihnen damit
einen hohen Stellenwert in der Diagnostik einer LB zu.

Fur die Auswertung des Immunoblots beim Pferd sind bislang keine einheitlichen Inter-
pretationskriterien vorhanden. Dies liegt daran, dass die Kenntnisse hinsichtlich der Pro-
duktion von spezifischen Antikbrpern gegen bestimmte Antigene in Folge einer Borreli-
eninfektion unzureichend sind. CHANG et al. (2000) fuhrte in New York eine Infektions-
studie mit sieben Ponys durch. Durch Zeckenexposition wurden die Pferde mit Bbss in-
fiziert. AnschlieRend erfolgten Uber einen Zeitraum von neun Monaten in zweiw6chigen
Intervallen Blutprobenentnahmen. Die gewonnenen Seren wurden mittels Immunoblot
untersucht. Dabei konnten vornehmlich spezifische Antikorper gegen die Proteine p83,
p65, p60, p4l und p39 detektiert werden. Darlber hinaus konnten schwach gefarbte
Banden bei den Antigenen mit einem Molekulargewicht von 28 kDa, 30/31 kDa, 35 kDa
und 45 kDa beobachtet werden. MULLER und Mitarbeiter (2002) analysierten mit dem
Immunoblot Pferdeseren aus Osterreich hinsichtlich Antikérper gegen Bbss, B. garinii,
B. afzelii, B. valaisiana und B. lusitaniae. Hierbei konnten 27 Banden detektiert werden,
die Proteine von einem Molekulargewicht von 9 kDa bis 83/100 kDa umfassten. Da bei
allen Genospezies Antikorper gegen die Proteine p83/100 und p41 detektiert werden
konnten, lasst sich darauf schliel3en, dass diese Antigene beim Pferd Kreuzreaktionen
induzieren.

MANION et al. (2001) fUhrten in Conneticut eine serologische Untersuchung von 22
Pferden mit klinischen Erscheinungen einer LB durch. Bei 77 % der untersuchten Seren
konnten mit Hilfe des Immunoblots Antikérper gegen die Proteine mit einem Molekular-
gewicht von 30 kDa, 31 kDa, 34 kDa, 45 kDa und 83/93 kDa nachgewiesen werden.
Dzierzecka und Mitarbeiter (2002) untersuchten 87 Pferdeseren mittels ELISA und Wes-
tern-Blot hinsichtlich einer Borrelieninfektion. Bei den ELISA-positiven Proben zeigte der
Immunoblot ein Signal bei den Proteinen mit einem Molekulargewicht von 41 kDa,
62/60 kDa, 93 kDa, 72 kDa, 34 kDa und 66 kDa. Dagegen reagierten auch 55,5 % der
ELISA-negativen Proben mit dem Antigen p41, sodass eine Antikorperproduktion gegen
dieses Antigen eher als unspezifisch anzusehen ist und in der Borreliendiagnostik einen
geringen Stellenwert einnimmt.

Nachdem KRUPKA und Mitarbeiter (2012) 149 Pferde mittels Immunoblot serologisch

auf Anzeichen einer LB untersucht haben, konnten bei positiv befundeten Proben haufig
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Immunreaktionen bei VISE-Mix, DbpA-Mix und p83 beobachtet werden. Eine Antikdrper-
detektion gegen OspC und OspA ist dagegen als unspezifisch anzusehen, da Pferde auf
eine Impfung vornehmlich mit einer Antikorperproduktion gegen OspA reagieren
(KRUPKA et al., 2012)

2.5.2 Direkte Nachweisverfahren von Bbsl

2.5.2.1 Mikroskopie und Kultivierung

Die mikroskopische Untersuchung bietet die Mdglichkeit, Borrelien direkt darzustellen.
Dadurch kénnen GréRRe, Gestalt, Beweglichkeit und Anfarbbarkeit beurteilt werden. Fir
die Untersuchung kann entweder ein Dunkelfeldmikroskop oder ein Phasenkontrastmik-
roskop eingesetzt werden. Allerdings ist die mikroskopische Darstellung der Spirochaten
schwierig, da die Anzahl der Mikroorganismen im infizierten Gewebe oftmals unter der
Nachweisgrenze von 10%— 10° Keimen/ml liegt. Durch die Erfassung der mikroskopi-
schen Eigenschaften kbénnen zudem keine Artdiagnosen gemacht werden. Dazu mds-
sen weitere Verfahren, wie die serologische Untersuchung und die Fluoreszenzmikro-
skopie, angewendet werden.

Die kulturelle Untersuchung auf Borrelien erméglicht die zuverlassige Diagnose einer
LB. Obwohl der kulturelle Erregernachweis aus Probenmaterial bis zu sechs Wochen
dauert (STRAUBINGER et al., 1997a) und deshalb routinemafig nicht als alleiniges
Nachweisverfahren eingesetzt werden kann, gelingt mit der kulturellen Anziichtung eine
weitere Charakterisierung der Borrelienisolate (WILSKE et al., 2007; MARQUES, 2015).
Neben Synovialflissigkeit, Cerebrospinalflissigkeit und Blut sind Hautbiopsien und
Proben aus der Synovialmembran am besten fir die kulturelle Erregeranziichtung
geeignet (BERGER, 1992). Das Gewebe wird anschlieBend in ein Nahrmedium
verbracht. Heute werden vorwiegend die Nahrmedien Barbour-Stoener-Kelly 1l (BSK II)
(BARBOUR, 1984), BSK-H (POLLACK et al., 1993), und Kelly Medium Preac-Mursic
(MKP) (PREAC-MURSIC et al.,, 1986) eingesetzt, da sie den Erregern optimale
Wachstumsbedingungen bieten kdnnen. Dies zeigt sich vor allem in Form von kiirzeren
Generationszeiten und maximalen Konzentrationen der Spirochaten von bis zu 10°
Keimen/ml. Die Inkubation erfolgt unter mikroaerophilen Bedingungen bei einer
Temperatur von 30° C bis 34° C Uber einen Zeitraum von bis zu zwd6lf Wochen, da
Borrelien im Gegensatz zu anderen Bakterien eine langere Generationszeit (18 - 24
Stunden) in Anspruch nehmen (BARBOUR, 1984). Wahrend dieser Zeitspanne wird ein
Aliqguot der Kultur in regelméRigen Abstanden mittels Dunkelfeld- oder
Phasenkontrastmikroskopie auf die Spirochaten untersucht. Die kulturelle Untersuchung
kann durch unzureichende Erfahrung bei der mikroskopischen Detektion zu falsch-
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positiven Ergebnissen fihren. Sofern sich in der Kultur Borrelien nachweisen lassen, ist
es mdglich, die Isolate mittels nachfolgender Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zu

differenzieren.

2.5.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR (polymerase chain reaction) ermdglicht die in-vitro-Amplifizierung eines spezi-
fischen DNA-Fragmentes durch eine Tag-Polymerase. Diese Methode erlaubt eine
schnelle und effiziente Vermehrung von kleinsten Nukleinsdauremengen und hat damit
einen hohen Stellenwert im Hinblick auf den direkten Nachweis des Erregers. Da dieses
Verfahren keine Quantifizierung der spezifischen Nukleinsduremenge im Testmaterial
ermdglicht, stellt die Real-Time-PCR eine Alternative dar. Hierbei werden fluoreszenz-
markierte Sonden eingesetzt, die die Auftrennung der Amplifikationsprodukte mit Hilfe
der Gelelektrophorese und der anschlieBenden Anfarbung ersetzen. Des Weiteren ist
mittels Fluoreszenzmessung bei jedem Reaktionszyklus eine Quantifizierung der Zielse-
guenz im Probenmaterial méglich. Die PCR ist ein sensitives und spezifisches Verfahren
zur direkten Detektion des Erregers der LB beim Menschen (ROSA und SCHWAN,
1989). Obwohl Hautbiopsien am haufigsten fur die PCR-Reaktion verwendet werden,
kénnen auch Korperflissigkeiten wie Blut, Cerebrospinal- oder Synovialfliissigkeit als
Probenmaterial fungieren. Im Gegensatz zur kulturellen Anziichtung des Erregers han-
delt es sich bei der PCR um ein schnell durchfihrbares Diagnostikverfahren. Dennoch
ist diese Methode mit einigen Schwierigkeiten behaftet. Die Sensitivitat der PCR ist zu
einem groRen Teil von der Probenentnahme und -aufbewahrung abhangig. Einerseits
muss die entnommene Gewebeprobe eine ausreichende Anzahl von Borrelien aufwei-
sen, andererseits fuhrt die Kultivierung einer Hautbiopsie in BSK-Medium zwar zu einer
hoheren Amplifikationsrate der Borrelien, jedoch gilt hierbei zu beachten, dass Borrelien
von der Haut in das N&hrmedium auswandern konnen und somit auch das Nahrmedium
mittels PCR untersucht werden muss. Des Weiteren kdnnen sowohl die Wirts-DNA also
auch Inhibitoren im Probenmaterial die PCR-Detektion von Bbsl negativ beeinflussen.
Eine weitere Hirde stellt die DNA-Extraktion aus dem gewonnen Probenmaterial dar.
Da sich durch den Extraktionsprozess die Probenmenge verringert, kommt es in der
Folge auch zu einer Reduktion der nachweisbaren Borrelien-DNA. Schliel3lich wird das
Ergebnis des Amplifikationsverfahrens stark von den fir die PCR-Reaktion verwendeten
Primern und Zielsequenzen beeinflusst.

AGUERO-ROSENFELD und Mitarbeiter (2005) beurteilen die Sensitivitat der PCR zur
direkten Erregerdetektion lediglich bei Verwendung von Hautbiopsien als ausreichend,

wahrend bei der Untersuchung von Korperfliissigkeiten andere Nachweisverfahren in
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Betracht gezogen werden sollten. Bei Tieren gestaltet sich die PCR schwieriger, da Bor-
relien enthaltende Hautareale durch Pigmentierung und starke Behaarung nicht in jedem
Fall aufgefunden werden kdonnen. Daher ist ein ein negatives PCR-Ergebnis keinesfalls
ein Ausschlusskriterium fur das Vorhandensein von Bbsl. Ein positiver Erregernachweis
ist dagegen ein eindeutiger Beweis fir eine bestehende Borrelieninfektion. Um aussa-
gekraftige Ergebnisse zu erzielen, sollte der Erregernachweis mittels PCR laut FIN-
GERLE (2015) nur in spezialisierten Laboren durchgefiihrt werden.

3 Pferde, Material und Methoden

3.1 Pferde

Zur Durchfiihrung dieser Feldstudie erfolgte bei der Regierung von Oberbayern eine
Tierversuchsanzeige, die unter dem Aktenzeichen Az. 55.2.1.54-2532.0-91-16 geflihrt
wird. Insgesamt wurden 194 Pferde aus Privathaltungen und einem Gestut in Bayern
untersucht. Die Auswahl der Tiere erfolgte nach dem Zufallsprinzip. Das Alter der Tiere
betrug zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung zwischen sechs Monaten und 25 Jahren.
Daneben waren die Pferde unterschiedlichen Rassen und Geschlechtern zugehorig.
Nach Durchfuihrung einer allgemeinen und serologischen Untersuchung auf Bbsl-spezi-
fische Antikérper mittels KELA und LIA wurden 168 negativ und schwach grenzwertig
getestete Pferde in die Studie aufgenommen. Nachdem die Pferdebesitzer dartiber auf-
geklart wurden, dass die Pferde uber einen Zeitraum von 13 Monaten fur die Studie zur
Verfiigung gestellt und in regelméRigen Abstadnden geimpft und serologisch untersucht
werden mussen, stimmten die Besitzer von 143 Pferden den Teilnahmebedingungen zu.
Wahrend dem Studienzeitraum kam es zum Abgang von 13 Tieren. Drei Pferde starben
an einer Kolik, zwei Stuten mussten aufgrund von schweren Geburtsverletzungen eu-
thanasiert werden, drei Tiere wurde wegen einer schweren Allgemeinerkrankung, die
nicht im Zusammenhang mit der Impfung stand, aus der Studie herausgenommen und
weitere funf Pferde wurden verkauft und waren fir Impfungen und serologische Unter-
suchungen nicht mehr erreichbar. Letztendlich konnte die Studie mit einer Population
von 130 Pferden beendet werden. Siebenundachtzig Pferde wurden nach dem Zufalls-
prinzip in zwei unterschiedliche Impfschema-Gruppen eingeteilt und regelmaRig geimpft
sowie serologisch untersucht. Dreiundvierzig Tiere wurden nichtimmunisiert und dienten
als Kontrollgruppe zur Ermittlung des Impferfolges. Innerhalb der Impfgruppe A (siehe
3.2), wurde bei drei Stuten zwdlf Monate nach der Grundimmunisierung keine weitere
Booster-Impfung vorgenommen, da sie zu diesem Zeitpunkt tréchtig waren und das Ri-
siko fur einen drohenden Abort nicht in Kauf genommen wurde. Ein Hengst, der sich in
einem schlechten Allgemeinzustand befand, wurde nach zwélf Monaten ebenfalls nicht

mehr geimpft. Diese vier Tiere wurden jedoch fiur die letzte Blutentnahme zur Verfiigung
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gestellt und konnten somit serologisch untersucht werden. Nach Beendigung der Studie

befanden sich alle untersuchten Pferde in einem guten Allgemeinzustand.
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Einhundertfinfundzwanzig Tiere waren in Privatbesitz und wurden in Niederbayern ge-
halten. Davon befanden sich 57 Pferde im Landkreis Regen, 23 Tiere stammten aus
dem Landkreis Deggendorf und 45 Pferde wurden im Landkreis Passau gehalten. Finf
Pferde waren in Besitz eines Gestites im Landkreis Schwandorf in der Oberpfalz. Ins-
gesamt nahmen 80 weibliche und 50 mannliche Tiere an der Studie teil, wobei 54 % der
mannlichen Tiere kastriert waren. Der Anteil der Warmblutpferde an der Gesamtpopula-
tion lag bei 66,2 %, 11,5 % der Tiere waren Kaltblutpferde, 10,8 % waren Ponys, bei

7,7 % der Pferde handelte es sich um Haflinger und der Anteil der Friesen lag bei 3,8 %.

Tabelle 2: Ubersicht tiber die Herkunft und Anzahl der Pferde

Herkunft Vollst. Teilnahme | Keine Immunisierung | Abbruch der
an der Studie nach 12 Monaten Studie

Landkreis Regen 57 1 4
Landkreis Passau 45 3 7
Landkreis Deggendorf 23

Landkreis Schwandorf 5 2
Gesamtzahl 130 4 13

3.2 Impfstoff, Impfschema und Blutentnahmeintervalle

Die Immunisierung der Tiere wurde mit der Vakzine EquiLyme® der Fa. Boehringer
Ingelheim Vetmedica GmbH (Deutschland) durchgefihrt. Die Zulassung von
EquiLyme® erfolgte am 16.06.2015 durch das Paul-Ehrlich-Institut (Zulassungs-/Reg-
Nr. (AMG76): PEI.V.11736.01.1). Hierbei handelt es sich um den ersten und weltweit
einzig kommerziell erhaltlichen Impfstoff gegen die LB des Pferdes. Eine Dosis (1 ml)
der Lysatvakzine enthalt die Erreger Bbss, B. afzelii und B. garinii in inaktivierter Form.
Als Adjuvans fungiert Aluminiumhydroxid. Die Injektion von einer Dosis EquiLyme® er-
folgte intramuskular in den Musculus pectoralis.

Aus der Abbildung 3 ist ersichtlich, dass die Pferdepopulation in drei unterschiedliche
Gruppen eingeteilt wurde. Die Pferde in der Gruppe A wurden, der derzeitigen Impfemp-
fehlung entsprechend, zweimal im Abstand von 14 Tagen immunisiert und erhielten
zwolf Monate spéter eine Booster-Impfung. Die Tiere in der Gruppe B erhielten neben
der zweimaligen Antigenapplikation innerhalb von 14 Tagen und der Auffrischungsimp-
fung nach zwolf Monaten sechs Monate nach der Grundimmunisierung eine zusétzliche
Antigenverabreichung. Bei der Gruppe C hingegen handelt es sich um eine Kontroll-
gruppe, die nicht geimpft wurde. Zur Beurteilung des Impferfolges fanden in zweimona-
tigen Intervallen serologische Untersuchungen statt.
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Die erste Blutentnahme erfolgte bei allen Tieren zum Zeitpunkt der ersten Antigenappli-
kation der Pferde innerhalb der Gruppen A und B, um den Ausgangswert zum Zeit-
punkt O zu bestimmen. Zwei Wochen nach der ersten Impfung wurden die Tiere in den
Gruppen A und B ein weiteres Mal immunisiert. Achtundzwanzig Tage nach der ersten
Immunisierung wurde den Pferden erneut Blut entnommen. Im weiteren Verlauf wurden
alle Tiere im zweimonatigen Intervall serologisch auf Antikbrper gegen Bbsl untersucht.
Die letzte Blutprobenentnahme fand bei allen Pferden 28 Tage im Anschluss an die
Booster-Impfung, die 365 +/- 3 Tage nach der Erstimmunisierung durchgefuhrt wurde,
statt. Am Ende des Untersuchungszeitraumes umfassten die Gruppen A und C jeweils
43 Pferde, wobei vier Tiere in der Gruppe A zwo6lf Monate nach der ersten Antigenappli-
kation keine Auffrischungsimpfung erhielten. In der Gruppe B konnten bis zur Beendi-

gung der Studie 44 Pferde regelmaRig geimpft und serologisch untersucht werden.

Impfungen
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* Impfung der Gruppe B

Abbildung 4

Zeitliche Abfolge der Blutprobenentnahmen und Impfungen der Pferde

3.3 Vorgehensweise zur Immunisierung und Blutentnahme

3.3.1 Impfung

Die Impfstoffapplikation erfolgte nach Durchfihrung einer allgemeinen Untersuchung
und Ermittlung der Impftauglichkeit des Pferdes entweder in den rechten oder linken
Musculus pectoralis. Dafuir wurde zunachst der Hautbezirk an einer dieser Stellen griind-
lich gereinigt und mittels Octenisept (Sarstedt Artikelnr. 114349) desinfiziert. Im An-
schluss daran wurde die Vakzine mit 2-ml-Einmal-Spritzen und Kanulen der Grol3e 22 G

(0,70 mm Durchmesser) der Fa. Terumo (Artikelnr. 100097) intramuskular injiziert.
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3.3.2 Blutentnahme

Fur die Blutentnahme wurden Serum-Monovetten Z-Gel mit 9 ml Fassungsvermdgen
und die dazugehorgigen Multi-Adaptoren verwendet (Sarstedt Artikelnr. 02.1388.001
und 14.1205). Kanulen mit 1,20 mm Durchmesser und 40 mm L&ange dienten zur Punk-
tion der Vene (Henry Schein Artikelnr. 9003625). Nach Adaptation der Kanilen und
Multi-Adaptoren auf die Serum-Monovetten wurde zur Vorbereitung der Blutentnahme
zunachst der Hautbezirk griindlich gereinigt und mittels Octenisept desinfiziert (Sarstedt
Artikelnr. 114349). Die Venenpunktion erfolgte entweder an der linken oder der rechten
Vena jugularis des Pferdes. Hierfur wurde das Tier vom Besitzer mittels Halfter und Fuhr-
strick fixiert. Im nachsten Schritt wurde mit dem linken Daumen die Drosselrinne aufge-
sucht und die Vene mittels Druckaustbung im oberen Halsdrittel angestaut. Im An-
schluss wurde die Vena jugularis mit der rechten Hand unter fortwahrender Anstauung
kopfwarts in einer Einstichwinkelung von 45° punktiert. Nach Fullung der Serum-Mono-
vette wurde der Venenstau aufgeldst und die Vene kopfwarts der Einstichstelle erneut
angestaut. Schliel3lich wurde die Kaniile aus der Vene entfernt und die Entnahmestelle
mittels Tupfer gut abgedriuckt. Sobald keine Nachblutungen mehr erkennbar waren,
wurde der Tupfer entfernt und die Fixation des Pferdes geldst.

3.4 Blutaufbereitung und -konservierung

Die mit Blut gefullten Serum-Monovetten wurden abhangig vom Ort der Blutenthahme
nach maximal sechs Stunden fiir mindestens 30 min bei Raumtemperatur aufrecht ge-
lagert. Nachdem die Koagulation stattgefunden hat, wurde das Pferdeblut mit der Tisch-
zentrifuge EBA 200 der Firma Hettich bei Raumtemperatur und 10.000 x g fiir 10 Minuten
zentrifugiert (Henry Schein Artikelnr. 523497). Danach wurde von jeder Probe 1,5 ml
Serum in 2-ml Mikro-Schraubrdhren abpipettiert (Sarstedt Artikelnr. 72.609.001). Nach
luftdichtem und auslaufsicherem Verschluss mit dem dazugehérigen Schraubverschluss
inklusive Dichtungsring (Sarstedt Artikelnr. 65.716.999) wurden die Mikro-Schraubréh-

ren ordnungsgemal’ beschriftet und bei -20 °C eingefroren.

3.5 Kontrollseren, monoklonale Antikdrper und rekombinantes OspA

Fur die Untersuchung der gewonnenen Serumproben mittels KELA standen verschie-
dene Kontrollseren zur Verfigung. Darunter waren vier Hundeseren und ein Pferdese-
rum, flr die standardisierte Werte vorlagen. Die Serumprobe A95-13/4 stammte aus

SPF-Hunden, die negativ auf das Vorhandensein von Bbsl-spezifischen Antikérpern ge-
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testet wurden. Die Probe RKS-B-9826-C wurde aus einem mittels Zeckenexposition ex-
perimentell mit Bbss N40 infizierten Hund gewonnen. Das Hundeserum Hugo06
stammte aus einem Beagle, der zweimal mittels Lyme Vax®, einem die Spezies Bbss
enthaltenden Lysat-Impfstoff, immunisiert wurden. Das Serum Lilly06 wurde aus einem
dreimalig mittels der Vakzine Lyme Vax® immunisierten Beagle gewonnen. Bei dem
Pferdeserum RKS-B-0496-E handelt es sich um eine hoch positive Kontrollprobe.
Damit eine Aussage Uber die nach Impfung vorhandenen Antikérper gemacht werden
konnte, wurden die ELISA-Platten neben Borrelien-Lysat zusatzlich mit Recom-
bitek® Lyme der Firma Merial (Charge: 42147 Exp 04/02/11) beschichtet. Hierbei han-
delt es sich um einen fur Hunde entwickelten Impfstoff, der als Antigen rekombinantes
OspA der Genospezies Bbss beinhaltet. Durch die Bereitstellung von rekombinantem
OspA der Stamme Bbss ZS7, B. garinii ZQ1 und B. afzelii PKo seitens Prof. Dr. Kraiczy
aus dem Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene in Frankfurt,
war es uns ferner moglich, die ELISA-Platten ausschlief3lich mit reinem rekombinanten
OspA zu beschichten.

3.6 Bakterienspezies fur die in-vitro-Diagnostik

Fur den Bbsl-spezifischen Gesamtantikbrpernachweis diente die Genospezies Bbss
N40 (Cornell University, Ithaca, USA). Die Borrelien wurden zunachst in ihrem Medium
bei 33 °C und 5 % O im Brutschrank kultiviert. Nach Erreichung einer Dichte von 107 bis
108 Borrelien/ml wurde Glyzerol (Sigma, Bestellnr. G 5150) bis zur Endkonzentration von
15 % je ml hinzugegeben. Schlie3lich wurden jeweils 100 oder 200 pl dieser Lésung in
0,5-ml Eppendorf GefalRe (Safe-Lock, Bestellnr. 0030121.023) pipettiert und bei -80 °C

bis zur Verwendung eingefroren.
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3.7 Herstellung der Antigenpréparation fir die Verwendung im KELA

3.7.1 Herstellung des Kultivierungsmediums fur Bbss
Als Nahrmedium fir die Anztichtung von Bbss wird BSK Il verwendet.

Tabelle 3: Zusammensetzung des BSK lI-Mediums

Inhaltsstoff Firma / Bestellnummer | Charge Menge
Destilliertes Wasser 900 ml
Bovines Serumalbumin Sigma A 9056 070K09011 50,0 g
Neopepton Difco 211681 0297001 50 ¢
HEPES Sigma H 3784 119H5422 6,0 g
Natriumcitrat Sigma S 441 99H0075 0,7 g
Glucose Sigma G 6152 121K0002 50 ¢
Natriumpyruvat Sigma P 4562 092K15311 08 g
N-Acetyl-D-Glucosamin Sigma A 3286 59H07146 04 ¢
Natriumbikarbonat Sigma S 5761 85H1110 22 ¢
TC Yeastolate Difco 255772 139850 26 ¢
CMRL Medium 1066 10 x Gibco 21540-026 3079826 100 ml
Kaninchenserum Sigma R 7136 21K8417 64 ml
Kanamycin 80 ul/100ml Sigma K 0129 52K2322 932 ul
Gelatine Sigma G 9391 112K1369 14,4 gin
100 ml H.O

Fur die Herstellung von 1.164 ml Kultivierungsmedium wurde zunachst bovines
Serumalbumin, Neopepton, HEPES, Natriumcitrat, Glucose, Natriumpyruvat, N-Acetyl-
D-Glucosamin, Natriumbikarbonat und TC Yeastolate bei Raumtemperatur Uber
3 Stunden in destilietem Wasser gelést. Im nachsten Schritt erfolgte die
Hitzeinaktivierung des Kaninchenserums bei 56 °C Uber einen Zeitraum von 45 min.
Nach der Zugabe von CMRL Medium 1066 10x, Kaninchenserum und Kanamycin
80 /100 mlwurde die L6sung auf pH = 7,4 eingestellt und sowohl durch Filter der Grof3e
0,65 um (Watman No5, Bestellnr. 1820047), 0,45 um und 0,2 um (Nalgene, Bestellnr.
296-4545 und 2964520) filtriert. SchlieRBlich wurde die Gelatine unter sterilen
Bedingungen hinzugefigt, nachdem sie zuvor bei 121 °C und 3 bar fir 20 min

autoklaviert wurde.
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3.7.3 Kulturelle Anziuichtung der Borrelien und Herstellung des Antigenlysats
Bevor die Antigenpréaparation durchgefuhrt werden konnte, mussten die mit Glyzerol ver-
setzten Borrelien angezuchtet werden. Zu diesem Zweck wurde ein Aliquot der Borrelien
in 6 ml ihres Mediums auf zwei R6hrchen Uberfuhrt. Danach wurde die Kultur bei 33 °C
und 5 % O inkubiert. Nach drei Tagen wurden die Bakterien taglich kontrolliert und
nachdem sie eine Wachstumsdichte von 107 bis 108 Borrelien/ml erreicht haben, nach
vier bis sechs Tagen umgesetzt. Dazu wurde die komplette Kultur in einen Liter BSK II-
Medium Uberfuhrt. Dieser Vorgang erfolgte unter sterilen Bedingungen, da die Kultur
schnell kontaminiert werden kann. Nach weiteren funf Tagen wurde das Wachstum der
Borrelienkultur taglich adspektorisch kontrolliert. Eine Gelbverfarbung der klaren Lésung
sowie eine dichte Flockenbildung waren als Wachstumskriterium ausschlaggebend.
Nach sieben bis neun Tagen befanden sich die Borrelien in der stationdren Phase, die
durch eine deutliche Auspragung der genannten Kriterien gekennzeichnet war.

Im nachsten Schritt wurde mit der dicht gewachsenen Kultur die Antigenpraparation
durchgefuhrt. Dazu wurde ein Liter Medium auf vier sterile 250-ml Zentrifugenréhrchen
(Oak Ridge Zentrifugenréhrchen, Nalgene, Bestellnr. 3115) aufgeteilt und 15 min bei
10.000 x g und 20 °C zentrifugiert (Multifuge 3 S-R, Hereaus). Die Uberstande wurden
vollstdndig abgegossen und in Alkohol aufgefangen, wahrend die gebildeten Pellets je-
weils in 40 ml sterilem PBS geldst wurden. Die vier mit Pellets und 40 ml PBS gefillten
Rohrchen wurden fir 15 min bei 10.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Nach erneutem Ab-
gieRen der Uberstande wurden die Pellets aus jeweils zwei Rohrchen in einem Zen-
trifugenréhrchen zusammengefihrt und mit 40 ml PBS geldst. Danach wurden die bei-
den Pellets und 40 ml PBS enthaltenden Rohrchen dreimal hintereinander fir 15 min bei
10.000 x g und 4 °C zentrifugiert, wobei die Uberstande zwischen den Durchgéangen
abgegossen und die Pellets mit weiteren 40 ml PBS geldst wurden. Nach der dritten
Zentrifugation wurden die Pellets aus beiden Zentrifugationsrohrchen in ein R6hrchen
(15-ml Blue Caps Greiner, Bestellnr. 188271) zusammengefihrt, in 5 ml PBS geldst und
auf Eis gelagert. Der Aufschluss der Borrelien erfolgte mittels Ultraschall (Bandelin So-
noplus UW2070, Berlin) fur 10 - 15 s bei 35 Watt. Wahrend dieser Prozedur war das
Rohrchen mit den Borrelien und 5 ml sterilem PBS auf Eis gelagert. Der Vorgang wurde
so oft wiederholt, bis anhand der Dunkelfeldmikroskopie (Axiolab, Zeiss, Jena) keine
lebenden Bakterien mehr nachweisbar waren.

AnschlieRend wurde das entstandene Bakterienlysat weiterverarbeitet indem die Sus-
pension aus toten Bakterien zundchst auf funf sterile 1,5-ml Eppendorf Gefal3e (Safe-
Lock, Bestellnr. 0030120.086) aufgeteilt und anschlieend fir 10 min bei 10.000 x g und

4 °C zentrifugiert wurde. Wéahrend das entstandene Pellet verworfen wurde, musste der
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Uberstand wieder in sterile 1,5 ml-Eppendorf GefaRRe tiberfiihrt und bei -80 °C gelagert

werden.

3.8 Bestimmung der Proteinkonzentration der gewonnenen Bakteriensus-
pension

3.8.1 Puffer und Lésungen fur die SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Tabelle 4: 1,5 M Tris-Cl, pH = 8,8 Stammlésung

Tris Base 1815 ¢
Aqua destillata guantum satis 800,0 ml
pH mit 6 N und 1 N HCI auf pH = 8,8 einstellen

Aqua destillata guantum satis 1000,0 ml

Anschlieend wurde die Losung mit einem 0,2 um Filter steril filtriert.

Tabelle 5: 0,5 M Tris-ClI, pH = 6,8 Stammlésung

Tris Base 60,0 ¢
Aqua destillata guantum satis 800,0 ml
pH mit 6 N und 1 N HCI auf pH = 6,8 einstellen

Aqua destillata guantum satis 1000,0 ml

Anschlieend wurde die Losung mit einem 0,2 um Filter steril filtriert.

Tabelle 6: 0,5 % Bromphenol-Blau-Stammldsung

Bromphenol Blau

05 g

Aqua destillata

guantum satis

100,0 ml

AnschlielRend wurde die Lésung mit einem 0,2 um Filter steril filtriert und lichtgeschuitzt

aufbewabhrt.

Tabelle 7: Probenpuffer (ohne Glyzerol) Stammldsung

0,5 M Tris-Cl, pH = 6,8 25 ml
-Mercaptoethanol 10 ml
0,5 % Bromphenolblau 5mi
Aqua destillata 10 ml
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AnschlieRend wurde die Lésung mit einem 0,2 um Filter steril filtriert und lichtgeschutzt

aufbewahrt. Der Puffer musste vor Gebrauch 1:1 mit 10 % SDS vermischt werden.

Tabelle 8: 0,1 % SDS Uberschichtungspuffer Stammlésung

Natriumdodecyl-Sulfat 04 ¢

Aqua destillata guantum satis 400,0 ml

Tabelle 9: 10 % Ammonium Persulfat-Arbeitslosung

APS 0,10 ¢
Aqua destillata 0,95 ml

Tabelle 10: 10 % SDS Arbeitslésung

Natriumdodecyl-Sulfat 0,30 ¢
Aqua destillata 2,85 ml

Tabelle 11: Uberschichtungspuffer

1,5 M Tris-Cl, pH = 8,8 3,00 mi
10 % SDS 120 ul
Aqua destillata 8,84 ml

Tabelle 12: Waschpuffer

0,5 M Tris-Cl, pH = 6,8 2,50 ml
10 % SDS 100 pl
10 % APS 60 ul
Aqua destillata 7,36 mi

Tabelle 13: Laufpuffer

Glyzin 57,79
Tris Base 12,0g
Aqua destillata 4.0 1
Natriumdodecyl-Sulfat 4049
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Tabelle 14: Auflésungsgel, 12 %ig

Aqua destillata 5,00 ml
Acrylamid-Bisacrylamid 6,00 ml
1,5 M Tris-Cl, pH = 8,8 3,73 ml
10 % SDS 0,15 ml
die Losung wurde zehn min entgast

10 % APS 20 pl
TEMED 8 ul

Tabelle 15: Sammelgel, 5 %ig

Aqua destillata 3,03 ml
Acrylamid-Bisacrylamid 625 pl
0,5 M Tris-Cl, pH = 6,8 1,25 ml
10 % SDS 50 ul
die Loésung wurde zehn min entgast

10 % APS 30 pl
TEMED 8 ul

3.8.2 Durchfliihrung der SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese und Bestim-
mung der Proteinkonzentration
Die SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese diente zur fraktionierten Darstellung der
Proteine, die in der hergestellten Antigenpraparation von Bbss enthalten sind. Dazu
wurden SDS-Polyacrylamidgele in einer Grd3e von 6 cm x 10 cm hergestellt. Die
angesetzten Lésungen wurden zwischen zwei Glasplatten bis zu einer Héhe von 6 cm
gegossen. Nach der Uberschichtung mit 1 %iger SDS-Losung folgte eine einstiindige
Polymerisierungsphase. Danach wurde zunachst der Uberschichtungs- und
anschliel3end der Waschpuffer aufgetragen. Im néchsten Schritt folgte das Giel3en der
Sammelgele. Nachdem in jedes Gel ein Kamm eingesetzt wurde, schloss sich eine
weitere einstindige Polymerisierungsphase an. Im nachsten Schritt wurden die Kdmme
entfernt und die Vertiefungen zundchst mit Laufpuffer Gberschichtet. AnschlielRend
wurden sowohl die Proteinmarker fur die GrolRenbestimmung (Precision Protein
Standards, gefarbt, Biorad, Bestellnr. 161-0372 und Biotinylated SDS-PAGE Standard

broad range, ungefarbt, Biorad, Bestellnr. 161-0319) als auch die Antigene aufgetragen.
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Wahrend der gefarbte Marker mit 13 pg eingesetzt wurde, mussten 2 ug des
ungefarbten, biotinylierten Markers nach funfmindtiger Erhitzung auf 95 °C und
anschlieRender Abkuhlung auf Raumtemperatur, gemischt mit 12 ul Ladepuffer
aufgetragen werden. Die hergestellten Antigenpraparationen wurden zunachst fur zwei
min in kochendem Wasser erhitzt. Nach Abkihlung auf Raumtemperatur wurden sie in
einer Konzentration von 15 pg je Tasche aufgetragen. Schlief3lich folgte die Auftrennung
der Proteinfraktionen im Laufpuffer fir 45 Minuten bei 200 Volt sowie die Anfarbung der
Proteine.

Um die Vergleichbarkeit der hauseigenen Antigenpraparationen mit friiheren Praparati-
onen zu gewahrleisten, wurde in einem separaten Gel jeweils eine Probe in verschiede-

nen Verdinnungsstufen aufgetragen.

3.8.2.1 Proteinanfarbung mit Coomassie Brillant Blau R250

Die Farbelosung fur die Proteinanfarbung wurde nach dem Standardprotokoll
(SAMBROOK et al.,, 1989) hergestellt. Dazu wurden 0,25 g Coomassie brilliant
blue R250, 90,0 ml Methanol-Wasser-Gemisch im Verhéltnis 1:1 und 10,0 ml geeiste
Essigsaure vermischt. Die angesetzte Losung wurde so lange gerihrt, bis der Farbstoff
in Losung gehen konnte. Zur Entfernung der Fremdpartikel wurde die Mischung durch
einen 0,2 um Filter (Nalgene) filtriert. Nach Entfernung der Glasplatten wurde das ge-
samte Gel in die Coomassie-Farbeldsung gegeben. Um ein gutes Anfarben der Protein-
banden zu gewahrleisten, wurde das mit Coomassie Blau Farbelésung versetzte Gel bei
Raumtemperatur Uber sechs Stunden auf einer rotierenden Platte gehalten. Da der Farb-
stoff generell in das Gel eindringt und alles einfarbt, musste das Gel wieder gréf3tenteils
entfarbt werden. Die Entfarbeldsung setzte sich, abgesehen von Coomassie brilliant blue
R250, aus den gleichen Inhaltsstoffen wie die Farbeldsung zusammen. Beim Entfarbe-
vorgang wurde das Gel Uber 12 bis 18 Stunden bei Raumtemperatur auf einer rotieren-
den Platte gehalten. Dabei wurde die Entfarbelosung vier bis sechs Mal gewechselt.
Bevor das entstandene Bandenmuster mittels Scanner (Hewlett Packard) bildlich fest-

gehalten wurde, musste das entfarbte Gel kurz in Wasser gewaschen werden.

3.8.2.2 Proteinanfarbung mit dem Silver Stain Kit der Firma Invitrogen

Zur Visualisierung der Proteinfraktionen der hauseigenen Antigenpraparationen wurde
das SilverQuest™Silver Staining Kit der Fa. Invitrogen verwendet. Die in dem Testver-
fahren enthaltenen Lésungen farben Proteinbanden in Polyacrylamidgelen an, indem sie
die Reduktion von Silberionen zu metallischem Silber hervorrufen. Zunachst wurde das
Gel mit destilliertem Wasser vorsichtig gewaschen. Im Anschluss daran wurde das Gel

fir 20 min auf einer rotierenden Platte mit 100 ml Fixiermittellésung bei Raumtemperatur
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inkubiert. Nach einem Waschschritt mit 200 ml 30 %igem Ethanol und der nachfolgenden
Inkubation mit 100 ml Sensibilisierungslosung fur jeweils 10 min, folgten zwei weitere
Waschvorgénge tber 10 min, wobei zunachst 100 ml 30 %iges Ethanol und anschlie-
Rend 100 ml destilliertes Wasser verwendet wurden. Nachfolgend wurde das Gel 15 min
mit 100 ml Farbeldsung inkubiert und danach fir 20 - 60 s mit 100 ml destilliertem Was-
ser gewaschen. AnschlieRend wurde das Gel fir 4 - 8 Minuten mit 100 ml Entwicklerl6-
sung inkubiert. Nach Erreichen der gewiinschten Farbintensitat wurden 10 ml Stoppl6-
sung hinzugegeben und es folgte eine weitere Inkubationsdauer von 10 min. Ein Far-
bumschlag von pink zu farblos zeigte die Beendigung des Entwicklungsvorgangs an und

das Gel wurde gewaschen und eingescannt.

3.9 Indirekte Nachweisverfahren von Bbsl

3.9.1 Puffer, Losungen und Reagenzien fur das KELA-Verfahren
Tabelle 16: PBS 10-fach konzentriert (PBS 10 x)

KH2PO,4 3,54 g
Na;HPO4 14,80 g
NaCl 85,00 g
Aqua destillata guantum satis 1000,00 ml

Da es sich hierbei um eine 10-fach konzentrierte Lésung handelt, wird fur die Herstellung
der einfachen Arbeitslosung (PBS) ein Teil PBS 10 x mit 9 Teilen destilliertem Wasser
gemischt.

PBS-Tween (PBST) entstand aus der Zugabe von 0,05 % Tween 20 zu der einfachen
Arbeitslésung PBS.

3.9.2 Puffer, Losungen und Reagenzien zur Herstellung des KELA

Tabelle 17: 1 M Natriumcarbonat Stammlésung (Na.CO3)

Na,COs3 53,00 g
Fa. Merck Bestellnr.

106392

Aqua destillata guantum satis 500,00 ml

46



Pferde, Material und Methoden

Tabelle 18: 1 M Natriumhydrogencarbonat Stammldsung (NaHCO:5)

NaHCO3 42,00 g
Fa. Merck Bestellnr.

106323

Aqua destillata guantum satis 500,00 ml

Die Natriumcarbonat- und Natriumhydrogencarbonat Stammlésung wurde bei 4 °C

gelagert.

Tabelle 19: 0,1 M Carbonatpuffer Arbeitslésung (COs)

1 M NazCOs 71,30 mi
1 M NaHCO3 28,00 ml
Aqua destillata 800,00 ml
Am pH-Meter mit 1M NaOH und 1M HCI pH = 9,6 einstellen

Aqua destillata guantum satis 1000,00 ml

Die Arbeitslosung wurde im Anschluss mit 0,2 um steril filtriert und bei 4 °C gelagert.

Tabelle 20: 10 % SDS-Puffer

Natriumdodecyl-Sulfat (SDS) 0,30 g
Fa. Serva Bestellnr. 20765
Aqua destillata 2,85 ml

Dieser Puffer war bei Raumtemperatur 1 Woche haltbar.

Tabelle 21: CO3s/ME/SDS (Antigen auflésende Reagenz)

COs 25 ml
B-Mercaptoethanol 500 ul
Fa. Neolab Bestellnr. 5655

10 % SDS 500

Die Losung wurde in dunkle Flaschen gefillt, mit einem Gummistopfen verschlossen
und zusatzlich mit Parafilm abgedichtet. Die Aufbewahrung erfolgte unter Lichtschutz bei

Raumtemperatur.
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3.9.3 Puffer, Losungen und Reagenzien fur die Durchfihrung des KELA
Tabelle 22: PBST mit 2 % Milch

Magermilchpulver 2,00 g
Fa. Merck Bestellnr. 115363
PBST guantum satis 100,00 mi

Als Konjugat fur die Hunde-Kontrollseren diente ein HRP-konjugiertes Ziege-anti-Hund-
IgG (Cappel Goat-anti-dog-lgG HRP, Firma MP Biomedicals, Bestellnr. 855332). Fir die
Pferdeseren wurde ein HRP-konjugiertes Ziege-anti-Pferd-IgG (Goat-anti-horse-IgG
HRP, Fa. KPL-medac, Katalognr. 14-21-06) eingesetzt. Fur den Substratumsatz wurde
das TMB Peroxidase Substrat System verwendet (TMB 2-C Microwell Substrate, KPL,
Bestellnr. 50-76-00).

394 KELA

3.9.4.1 Herstellung der KELA-Platten

Damit die Pferdeseren untersucht werden konnten, wurden KELA-Platten (C96 Ma-
xisorb, Nunc, Bestellnr. 430341) nach dem in der Cornell University, Ithaca, New York
etablierten Protokoll mit hauseigenem Antigen (Borrelia-Lysat-Antigen 20100119) und
rekombinantem OspA (rOspA) beschichtet. Fir die Beschichtung der KELA-Platten
wurde 0,1 M Carbonatpuffer Arbeitslosung (COs), COs/ME/SDS-L6sung, Lyme-Antigen
in einer Konzentration von 0,34 ug pro Kavitat und rOspA (Borrelia Burgdorferi Bacterial
Extract Recombitek® Lyme, Firma Boehringer-Ingelheim, Charge: 42147 Exp 04/02/11)
in einer Konzentration von 1 pg pro Kavitat gut vermischt und fir 10-15 min bei 75 rpm
auf den Kippschuttler verbracht. Die Halfte aller Kavitaten wurde mit 100 ul der Lyme-
Antigen-Carbonatmischung beflllt, wahrend in die andere Halfte der Kavitaten zur Er-
mittlung der Negativwerte lediglich 100 ul Carbonatpuffer pipettiert wurde.

Ein Teil der Serumproben wurde zusatzlich mittels KELA-Platten untersucht, die aus-
schlie3lich mit reinem rekombinanten OspA (Institut fir Medizinische Mikrobiologie und
Krankenhaushygiene in Frankfurt) beschichtet wurden. Hierbei wurde rOspA der Spe-
zies Bbss ZS7, B. garinii ZQ1 oder B. afzelii PKo in einer Konzentration von 1 ug in
100 ul COs3 per well in die Halfte der vorhandenen Kavitaten pipettiert. Die andere Halfte
der auf einer ELISA-Platte zur Verfigung stehenden Kavitaten wurde zur Ermittlung der

Negativwerte lediglich mit 100 ul CO3z beschichtet.
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Die beschichteten KELA-Platten wurden anschlieRend mit einer Abdeckfolie (Firma Ra-
tiolab Artikelnr. 6018412) gut verschlossen und fir 5 min bei 75 rpm auf den Kippschutt-
ler gegeben. Danach mussten die Platten fir 24 Stunden bei 4 °C im Kihlschrank auf-
bewahrt werden. Bevor die KELA-Platten verwendet wurden, mussten diese im An-
schluss an den Kihlprozess fur mindestens 24 Stunden bei -20 °C im Gefrierschrank
belassen werden. Um Beschichtungsveranderungen aufgrund der Lagerung zu minimie-
ren, wurden die KELA-Platten spatestens nach acht Wochen aus dem Gefrierschrank

genommen und verwendet.

3.9.4.2 Durchfihrung des KELA

Zunachst wurden die KELA-Platten bei einer Temperatur von 37 °C im Schiittelinkubator
(New Brunswick) ohne Rotation vollstandig aufgetaut. Anschlie3end wurden die Platten
viermal mittels PBST im ELISA-Washer (Aqua max 2000, MDS) gewaschen. Nach dem
vierten Waschdurchgang waren die Platten noch feucht und mussten auf Papiertiichern
kraftig ausgeklopft werden. Danach wurde jede Kavitat mit 100 ul der im Verhaltnis 1:10
mit PBST und 2 % Milch verdiinnten Serumproben befillt. Jede Probe belegte dabei
zwei Kavitaten mit und zur Ermittlung der Negativkontrolle zwei Kavitaten ohne Antigen-
lysat. Danach wurde die mit Serumproben belegte Platte fiir eine Stunde bei 37 °C im
Schuttelinkubator ohne Rotation inkubiert und anschlieRend erneut viermal mit PBST im
ELISA-Washer gewaschen. Im nachsten Schritt wurde jede Kavitat der KELA-Platte mit
100 ul Konjugat befillt. Dazu wurde fur die Hundeseren HRP-konjugiertes Ziege-anti-
Hund-IgG und fiur die Pferdeseren HRP-konjugiertes Ziege-anti-Pferd-IgG im Verhaltnis
1:1000 mit PBST und 2 % Milch verdinnt. Nach einer anschlie3enden Inkubationszeit
von 30 min bei Raumtemperatur und einem weiteren sich viermal wiederholenden
Waschvorgang mit PBST wurde in jede Kavitat 100 ul TMB pipettiert. Die Substratlésung
wurde kurz vor dem Auftragen angesetzt, indem die Losung TMB A und TMB B in einem
Verhéltins von 1:1 gemischt wurden. Exakt 1 min und 45 s nach Beginn der Substratpi-
pettierung erfolgte die Auswertung der Extinktion im ELISA-Reader (SpectraMAX340PC,
Molecular Devices) bei einer Wellenlange von 650 nm. Die Bewertung der Farbentwick-
lung erfolgte kinetisch, indem die Extinktion dreimal im Abstand von 45 Sekunden erfasst
wurde. Auf diese Weise konnte die Zunahme der Farbintensitat tiber den Zeitverlauf be-
rechnet werden. Damit die resultierenden Werte aussagekréftig und mit den giltigen
Einheiten der Cornell University in Ithaca, USA, vergleichbar waren, mussten die Ergeb-
nisse umgerechnet werden. Dazu wurden auf jede KELA-Platte vier Hundeseren aufge-
tragen: eine Probe aus einem SPF-Hund, der keine Antikérper gegen Bbsl aufweist, eine

Kontrollprobe aus einem experimentell mit Bbss infizierten Hund mit hohem Antikorper-

49



Pferde, Material und Methoden

titer, eine Serumprobe aus einem zweimalig mit der Lysat-Vakzine Lyme Vax® immuni-
sierten Hund mit niedrigem OspA-Antikorpertiter und eine Probe aus einem dreimalig mit
Lyme Vax® geimpften Hund mit hohem OspA-Antikorpertiter. Da flr die genannten Hun-
dekontrollseren standardisierte Werte vorlagen, konnten Korrelationen berechnet wer-
den. Die nach der Auswertung jeder KELA-Platte im ELISA-Reader erhaltenen Werte
der vier Hundeseren wurden hierzu mit den vorhandenen standardisierten Werten der
Kontrollseren verglichen und ins Verhaltnis gesetzt. Aus dem Verhaltnis wurde schliel3-
lich eine Gerade berechnet. Das Ergebnis dieser Regression war eine Formel, mit der
es uns mdglich war, die Werte der zu analysierenden Pferdeseren umzurechnen. Somit
waren die Resultate sowohl standardisiert, als auch vergleichbar.

Zur Interpretation der gemessenen Antikorperlevel in den Pferdeseren wurde zusatzlich
die hoch positive Serumprobe des experimentell infizierten Pferdes RKS-B-0496-E auf
jede KELA-Platte aufgetragen. Die Pferde, deren gemessener Antikdrpertiter hdher war
als der gemessene Wert der Serumprobe RKS-B-0496-E, wurden fir seropositiv befun-

den.

3.95 LIA der Firma Sekisui Virotech GmbH

3.9.5.1 Verbrauchsmaterial, Puffer und Lésungen fir den LIA

Der Borrelia Veterinar plus OspA LINE ist ein IgG Line Immunoblot zur qualitativen Ana-
lyse der in den Hunde- und Pferdeseren vorhandenen IgG-Antikorper gegen Bbsl. Die-
ses serologische Nachweisverfahren wurde von der Firma Sekisui Virotech GmbH in
Russelsheim, Deutschland, bezogen (Bestellnr. DE226G32 und DE226K62).

Tabelle 23: Packungsinhalt des Borrelia Veterinar plus OspA LINE fir 32 Bestimmungen

Nitrozellulose Teststreifen mit aufgespriihten Antigenen 32 Streifen
IgG Cut off Kontrolle, Pferdeserum, vorverdinnt 0,5 ml
Verdinnungs-/Waschpuffer, pH 7,3 (10x konzentriert) 100 ml
Anti-Pferd IgG-Konjugat (100x konzentriert) 0,7 ml
Substrat (BCIP/NBT) 57 ml
Auswertungsprotokollblatt 1St

Tabelle 24: Herstellung des endverdiinnten Verdiinnungs-/ Waschpuffer

Verdinnungs-/Waschpuffer, pH 7,3 (10x konzentriert) 100 ml

Aqua destillata 900 ml

50



Pferde, Material und Methoden

Der Waschpuffer wurde vor dem Gebrauch mittels Magnetrihrer gut durchgemischt.

Tabelle 25: Herstellung der IgG-Konjugatverdiinnung

Anti-Pferd IgG-Konjugat (100x konzentriert) 600 pl

Verdinnungs-/ Waschpuffer endverdinnt 60 ml

Die 1gG-Konjugatverdiinnung wurde erst kurz vor dem Auftragen angesetzt.

3.9.5.2 Durchfiihrung des LIA

Zunachst wurde jede Rinne der Inkubationswannen (Fa. Sekisui Virotech GmbH
Bestellnr. WE 300.08) mit einem Nitrozellulosestreifen und 1,5 ml endverdiinntem
Waschpuffer versehen. Anschlielend wurden pro Testkit 100 ul der IgG Cut off Kontrolle
in die erste Vertiefung der Inkubationswanne pipettiert. Die zu untersuchenden
Pferdeseren wurden im Verhaltnis 1:100 mit dem endverdinnten Waschpuffer verdinnt,
indem eine Rinne der Inkubationswanne mit 15 ul des hoch positiven Kontrollserums
RKS-B-0496-E und die restlichen Vertiefungen mit jeweils 15 ul der zu untersuchenden
Pferdeseren befullt wurden. Nach einer Inkubationsdauer von 30 min auf dem
Kippschuttler wurden die Teststreifen dreimal fur jeweils 5 min mit dem Verdinnungs-/
Waschpuffer gewaschen. Nachdem die Nitrozellulosestreifen vollstandig von
Waschpuffer befreit waren, wurde zu jedem Teststreifen 1,5 ml der im Verhaltnis 1:100
hergestellten IgG-Konjugatverdiinnung gegeben. Die Inkubationswannen wurden erneut
fir 30 min bei Raumtemperatur auf den Kippschuttler verbracht und anschliel3end
dreimal fir jeweils 5 min mit dem Waschpuffer gewaschen. Um eindeutige und
aussagekraftige Ergebnisse zu erlangen, mussten die Teststreifen vor dem Auftragen
von jeweils 1,5 ml Substrat pro Vertiefung fiir 1 min mit 1,5 ml Aqua destillata gewaschen
werden. Die mit Substrat versehenen Nitrozellulosestreifen wurden fur exakt 12 min auf
dem Kippschuttler inkubiert und danach dreimal kurz mit Aqua destillata gewaschen.
SchlieB3lich wurden die Teststreifen vollstandig auf Papiertiichern getrocknet und auf das
Protokollblatt geklebt.

Zur Auswertung des auf den Nitrozellulosestreifen ersichtlichen Bandenmusters wurden
speziesspezifische Beurteilungskriterien aufgestellt. Hierbei wurden nur Banden berick-
sichtigt, deren Intensitdt mindestens der Farbintenstidt der 1gG-Cut-Off-Bande ent-
sprach. Anhand der Positionierung der aufgetretenen Banden auf dem Teststreifen war
abzulesen, gegen welche Borrelienantigene spezifische Antikdrper in den Serumproben

vorhanden waren. Bei den auf Nitrozellulose gespriihten Antigenen handelte es sich um
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VISE-Mix-Hund, OspA-Mix, DbpA-Mix, OspC-Mix, BmpA (p39), p58, p83 und VISE-Mix-
Pferd. Das Antigen VISE-Mix enthalt zwei rekombinante Antigene der Genospezies
Bbss (B31) und B. garinii (IP90). OspA-Mix besteht aus drei rekombinanten Antigenen
der Genospezies B. afzelii (PKo), B. bavariensis (PBi) und B. garinii (PBr). OspC-Mix
enthalt drei rekombinante Antigene der Genospezies B. afzelii (PKo), B. bavariensis
(PBi) und Bbss (ZS7). Dagegen besteht DbpA-Mix aus zwei rekombinanten Antigenen
der Genospezies B. bavariensis (PBi) und B. garinii (PBr) sowie dem hochaufgereinigten
B. afzelii (PKo).

Tabelle 26: Bedeutung der Antigene im Borrelia Veterinar plus OspA LINE

Antigen Diagnostische Bedeutung Antikorperspezifitat

VISE-Mix Marker fur Erregerkontakt, bzw. Spezifisch
Wildinfektion mit Bbsl

OspA-Mix OspA-Antikorper sind vor allem nach Hochspezifisch,
Impfungen nachweisbar aul3er beim Pferd

DbpA-Mix DbpA-Antikorper finden sich vornehmlich Hochspezifisch

bei fortgeschrittenen LB-Infektionen
OspC-Mix (p23) | OspC-Antikorper finden sich bei Wild- Hochspezifisch

infektionen und teilweise nach Impfungen

BmpA (p39) Marker fur disseminierte LB-Infektionen Hochspezifisch

p58 p58-Antikérper finden sich vornehmlich bei | Hochspezifisch

disseminierten LB-Infektionen

p83 Marker fur fortgeschrittene LB-Infektionen | Hochspezifisch

Tabelle 27: Auswertungskriterien des Borrelia Veterinar plus OspA LINE beim Pferd

Bandenmuster Befund Interpretation

0 Banden oder Banden < cut off | negativ kein Hinweis auf Erregerkontakt
VISE-horse + 0 - 2 Banden grenzwertig Hinweis auf Erregerkontakt
VISE-horse + mindestens 3 Ban- | Infektion Hinweis auf Infektion

den

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

0 - 2 Banden ohne VIsE-horse negativ kein Hinweis auf Erregerkontakt
3 Banden ohne VISE-horse grenzwertig Hinweis auf Erregerkontakt

4 Banden ohne VIsE-horse Infektion Hinweis auf Infektion
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4 Ergebnisse

4.1 Voruntersuchung der Pferdeserumproben

Im Zusammenhang mit der Durchfiihrung einer Allgemeinuntersuchung wurden bei 194
Pferden Blutproben entnommen. Zur Auswahl der studienberechtigten Pferde wurden
die Serumproben im Institut fr Infektionsmedizin und Zoonosen, veterindrwissenschaft-
liches Department der LMU Miinchen, mit einem hauseigenen Zweistufentest analysiert.
Dabei wurden nur Pferde in die Studie aufgenommen, die mittels KELA und LIA negativ
oder schwach grenzwertig auf das Vorhandensein von Bbsl-spezifischen Antikdrpern

getestet wurden.

41.1 Untersuchung mit dem KELA-Verfahren

Zunachst wurden alle Serumproben mit dem KELA untersucht. Der KELA diente als
Suchtest fur Bbsl-spezifische Antikérper in den Pferdeseren. Neben den zu untersuchen-
den Pferdeseren wurde jede KELA-Platte mit der hochpositiven Serumprobe RKS-B-
0496-E belegt. Diese Probe diente als Kontrollserum indem die gemessenen Antikérper-
spiegel in den Pferdeseren mit dem Antikdrperniveau der Probe RKS-B-0496-E vergli-
chen wurde. Somit konnte eine Ersteinschatzung im Hinblick auf eine Infektion mit Bbsl
erfolgen, die bei positivem Befund mit Hilfe des sich anschlieRenden Borrelia Veterinar
plus OspA LINE® bestétigt werden musste.

Von 194 Proben wiesen 17 Pferdeseren (8,8 %) hthere Bbsl-spezifische Antikdrperspie-
gel auf als das Kontrollserum 0496-E. Bei 30 Serumproben (15,4 %) konnten Antikor-
perspiegel gemessen werden, die im Bereich der Positivkontrolle lagen und somit als
grenzwertig eingestuft wurden. Die restlichen 147 Pferde (75,8 %) wurden aufgrund der
detektierbaren Antikorperspiegel vorerst als Bbsl-negativ eingestuft.

41.2 Untersuchung mit dem LIA der Firma Sekisui Virotech GmbH

Der LIA diente innerhalb des Zweistufentests als semiquantitatives Nachweisverfahren
von borrelienspezifischen Antikdrpern in den Pferdeseren und fungierte als Bestati-
gungstest fur eine Infektion mit Bbsl. Die Ergebnisse dieses Testverfahrens waren maf3-
geblich fur die Entscheidung, welche Pferde in die Studie aufgenommen wurden. Bei der
Auswertung des Borrelia Veterinar plus OspA LINE waren neben positiven und negati-
ven Befunden auch grenzwertige Falle zu registrieren. Als Teilnahmebedingung wurde
ein negatives oder schwach grenzwertiges Ergebnis im LIA festgesetzt. Von den 194

untersuchten Pferden wurden 119 Pferde (61,3 %) als seronegativ eingestuft. Bei 49
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Serumproben (25,3 %) zeigte der LIA ein schwach grenzwertiges Ergebnis und 26 Tiere
(13,4 %) wurden im Hinblick auf eine Infektion mit Bbsl als positiv befunden. Nach die-
sem Selektionsverfahren waren 168 Pferde fur die Studienteilnahme in Frage gekom-
men. Nachdem die Pferdebesitzer dartiber aufgeklart wurden, dass die Tiere Uber einen
Zeitraum von 13 Monaten fur Impfungen und Blutprobenentnahmen zur Verfligung ge-
stellt werden mussen, haben sich letztendlich die Besitzer von 143 Tieren dazu entschie-

den, an der Studie teilzunehmen.

19G

serum
control

VISE-MiX  m—
(dog)

OspA-Mix

DbpA-MiX g

OspC-Mix

39 kDa
(BmpA)

58 kDa

83 kDa

VISE-Mix
(horse)

Abbildung 5
Borrelia Veterinar plus OspA LINE zum Zeitpunkt O

Nr. 1: Serumprobe Pfd-016-A: Dt. Reitpony, Stute, Infektion
Nr. 2: Serumprobe Pfd-017-A: Haflinger, Wallach, grenzwertig
Nr. 3: Serumprobe Pfd-019-B: Shetland Pony, Stute, negativ

Ergebnis ELISA LIA

Anzahl Prozent (%) | Anzahl | Prozent (%)
positiv 17 8,8 26 13,4
grenzwertig 30 15,4 49 25,3
negativ 147 75,8 119 61,3
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Gesamtzahl 194 100 194 100 | Tabelle 28:
Vergleich

der Ergebnisse im KELA- und LIA-Verfahren zum Zeitpunkt 0

4.2 Humorale Immunantwort nach Immunisierung

Nachdem alle Pferde in der Gruppe A und B zweimal im Abstand von 14 Tagen mit der
Vakzine EquiLyme® immunisiert wurden, fand weitere 14 Tage spater die serologische
Untersuchung der Pferdeseren zum Tag 28 nach initialer Impfung statt. Die Pferde in der
Kontrollgruppe C wurden ebenfalls im Hinblick auf borrelienspezifischen Antikérper ana-
lysiert. Zur Ermittlung der Antikorperkinetik nach Immunisierung und der Detektion von
Infektionen mit Bbsl wurden beginnend mit dem 28. Tag nach der ersten Immunisierung

in zweimonatigen Intervallen von allen Pferden Serumproben gewonnen.

4.2.1 Resultate des KELA-Verfahrens und des Borrelia Veterinar plus OspA LINE
der Firma Sekisui Virotech GmbH

Um den Antikoérperverlauf dokumentieren zu kénnen, wurden die Pferdeseren zunéchst
beziglich des Gehaltes an Bbsl-spezifischen Gesamtantikbrpern analysiert. Zur Bestim-
mung der Antikdrperlevel diente der KELA mit selbst hergestellten Antigenen aus Bbss
und rOspA aus Bbss (Recombitek® Lyme). Zur besseren Ubersicht der aus dieser Ana-
lyse gewonnenen Ergebnisse sind die Pferde der jeweiligen Gruppe als eine Linie zu-
sammengefasst und als Mittelwert dargestellt. Die in den verschiedenen Gruppen ge-
messenen Antikdrperspiegel wurden mittels t-Test verglichen. Ergebnisse von p < 0,05
wurden als statistisch signifikant gewertet.

Anhand des KELA konnte die Menge der Antikérper Uber den Zeitverlauf bestimmt und
grafisch veranschaulicht werden. Der LIA erlaubt einerseits eine qualitative Erfassung
der durch Immunisierung induzierten humoralen Immunantwort, andererseits erlaubt die-

ses Testverfahren die Unterscheidung von geimpften und infizierten Pferden.

4.2.1.1 Ergebnisse der serologischen Untersuchung der Impfgruppe A
Die Abbildung 6a zeigt den Antikdrperverlauf von allen Pferden aus der Impfgruppe A

innerhalb des Beobachtungszeitraumes von 13 Monaten. Alle Tiere innerhalb der
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Gruppe A erhielten innerhalb von 14 Tagen eine zweimalige Antigenverabreichung. Bei
39 Pferden wurde 365 Tage nach der ersten Immunisierung eine Auffrischungsimpfung
durchgefihrt. Dagegen erhielten vier Pferde 365 Tage nach initialer Immunisierung
keine Booster-Impfung. Diese Tiere wurden gesondert dargestellt. Zum Zeitpunkt der
ersten serologischen Antikdrperdetektion, 28 Tage nach der Erstimmunisierung, war ein
Anstieg des Gesamtantikorperlevels um 247 KELA units gegeniiber dem Ausgangswert
zu verzeichnen. Im weiteren Zeitverlauf fielen die Bbsl-spezifische Antikdrperspiegel
kontinuierlich ab und erreichten 210 Tage nach Erstimmunisierung ein Minimum von
316 KELA units. Somit konnte innerhalb von sieben Monaten nach der Grundimmunisie-
rung ein Rickgang der gegen Bbsl gerichteten Antikdrperspiegel um 176 KELA units
verzeichnet werden. Im weiteren Zeitverlauf bewegten sich die detektierbaren Antikdrper
auf einem nahezu konstanten Niveau. Im Anschluss an die Booster-Impfung, die 365
Tage nach der Grundimmunisierung durchgeftihrt wurde, konnte fur die Pferde in der
Gruppe A ein neuer maximaler Antikdrpergehalt in Héhe von 655 KELA units gemessen
werden. Verglichen mit dem Antikdrperniveau, das 28 Tage nach initialer Immunisierung
erreicht wurde, fuhrte die Antigenverabreichung am Tag 365 zu einem hoch signifikanten
(p<0,01) Anstieg des Bbsl-spezifischen Gesamtantikorperpeaks in Hohe von
163 KELA units. Bei den Tieren, die zum Tag 365 keine Auffrischungsimpfung erhielten,
konnte keine Zunahme des Antikérperniveaus festgestellt werden. Diese Pferde erreich-
ten 390 Tage nach Erstimmunisierung ein minimales Antikdrperniveau in Hohe von
durchschnittlich 331 KELA units. Der gemessene Wert liegt damit lediglich 86 KELA units
uber dem Ausgangsniveau am Tag O vor der Erstimmunisierung.

Die Abbildung 6b zeigt das Ergebnis des LIA eines Pferdes aus der Gruppe A, das als
reprasentativ fur alle Pferde aus dieser Impfgruppe anzusehen ist. Dieses Tier wurde
entsprechend der derzeitigen Impfempfehlung zweimal innerhalb von 14 Tagen mit
EquiLyme® immunisiert. Die Auffrischungsimpfung wurde 365 Tage nach der ersten An-
tigenapplikation durchgefiihrt. Die Serumprobe 0 wurde zum Zeitpunkt der ersten Anti-
genverabreichung gewonnen und spiegelt den naiven Zustand des Pferdes wider. Hier
sind keinerlei Banden auf dem Nitrozellulosestreifen ersichtlich. Die Probe 1 zeigt die
maximale Antikérperantwort des Pferdes auf eine zweimalige Antigenapplikation inner-
halb von 14 Tagen. Neben einer fur die Impfung typischen Farbentwicklung bei dem
31 kDa schweren Protein OspA sind auch Banden bei einem Molekulargewicht in Hohe
von 39 kDa (p39) und 83 kDa (p83) ersichtlich. Beginnend mit dem 90. Tag nach der
Erstimmunisierung (Probe 2) ist eine kontinuierliche Abnahme der Bandenintensitat bei
den Proteinen OspA, p39 und p83 zu beobachten. Wahrend zwischen Tag 150 und 270
(Probe 3 - 5) nach erster Antigenverabreichung noch schwache Signale erkennbar sind,

sind 330 Tage nach Erstimmunisierung Banden bei den Proteinen OspA, p39 und p83

56



Ergebnisse

nur noch zu erahnen. Die Auffrischungsimpfung am Tag 365 fuhrte dagegen zu einer
deutlichen Farbentwicklung bei OspA. Neben deutlich erkennbaren Signalen bei den
Proteinen p39 und p83, war zusétzlich eine Bandenfarbung bei dem Protein DbpA zu
beobachten. Verglichen mit der Farbintensitat nach Grundimmunisierung, fuhrte die Auf-
frischungsimpfung zu einer Zunahme der Signalintensitét bei OspA.

Die Abbildung 6c zeigt das Ergebnis eines Pferdes innerhalb der Gruppe A, das inner-
halb von 14 Tagen zweimal immunisiert wurde. Eine Auffrischungsimpfung wurde
365 Tage nach initialer Immunisierung nicht durchgefihrt. Die Probe 0 stellt das Resultat
der serologischen Untersuchung vor der Immunisierung dar. Nach zweimaliger Vakzi-
nierung innerhalb von 14 Tagen wurden auf dem Nitrozellulosestreifen Banden bei
OspA, OspC und p83 beobachtet (Probe 1). Im weiteren Zeitverlauf nahm die Signal-
starke bei allen Proteinen ab (Probe 2 - 4). Bei den Proben 5 und 6 (270 und 330 Tage
nach Erstimmunisierung) waren die Signale bei den Proteinen OspC und p83 bereits
vollstandig erloschen, wahrend die Bande bei OspA nur noch sehr schwach wahrnehm-
bar war. Da das Pferd 365 Tage nach der ersten Antigenverabreichung keine Booster-
Impfung erhielt, war 390 Tage nach initialer Immunisierung keine Bande mehr ersichtlich
und es zeigt sich das Bild des naiven Status vor jeglicher Immunisierung (Probe 7).
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Abbildung 6
a) Darstellung des Bbsl-spezifischen Gesamtantikdrperverlaufs nach Impfung der
Gruppe A, nachgewiesen durch Bbss-Lysat und rOspA aus Bbss (Recombitek®
Lyme), mit Hintergrund und Standardfehler
b, c) Die Antikorperproduktion von zwei mit EquiLyme® grundimmunisierten Pferden

aus der Gruppe A dargestellt mit dem Borrelia Veterinar plus OspA LINE

0: Zeitpunkt vor der ersten Immunisierung
1-6: Blutprobenentnahmen in zweimonatigen Intervallen
7 28 Tage nach Auffrischungsimpfung von ,Pfd-057-A“ am Tag 365

390 Tage nach Ervstimmunisierung von ,,vad—190.—Aj

Die Abbildung 7a zeigt die Antikérperkinetik der Gruppe B nach Impfung mit dem Impf-
stoff EquiLyme® an den Tagen 0, 14, 180 und 365 +/- 3. Die Tiere der Gruppe B wiesen
vor der Immunisierung einen durchschnittlichen Antikérperspiegel von 274 KELA units
auf. Vierzehn Tage nach zweimaliger Impfung innerhalb von 14 Tagen war ein Anstieg
des Bbsl-spezifischen Antikorperspiegels um durchschnittlich 248 KELA units zu ver-
zeichnen. Innerhalb von vier Monaten nach Grundimmunisierung reduzierte sich der An-
tikdrpergehalt auf ein minimales Niveau in Hohe von 372 KELA units. Die Auffrischungs-
impfung der Gruppe B, die 180 Tage nach der ersten Antigenapplikation erfolgte, fihrte
zu einem neuen Antikdrperpeak in Hohe von 646 KELA units. Verglichen mit dem Anti-
korperniveau nach Grundimmunisierung fuihrt die zusatzliche Immunisierung, sechs Mo-
nate nach initialer Immunisierung, zu einer hoch signifikanten (p < 0,01) Zunahme des
Bbsl-spezifischen Antikbrperpeaks um 124 KELA units. Ein Minimum an borrelienspezi-
fischen Antikdrpern in Hohe von 580 KELA units konnte 150 Tage nach der Booster-
Impfung gemessen werden. Uber einen Zeitraum von vier Monaten entspricht dies einer
Abnahme um 65 KELA units. Verglichen mit den ersten vier Monaten nach Grundimmu-
nisierung konnten nach der Booster-Impfung hoéhere und langsamer absinkende Anti-
korperspiegel detektiert werden. Die vierte Immunisierung innerhalb von 12 Monaten re-
sultierte in einem absoluten Maximalgehalt an borrelienspezifischen Antikdrpern in Hohe
von 777 KELA units. Die Booster-Impfung am Tag 365 fuihrt somit zu einem hoch signi-
fikanten (p < 0,01) Anstieg des nach Grundimmunisierung erreichten Antikérperpeaks
um durchschnittlich 255 KELA Units und des nach dritter Antigenapplikation gemesse-
nen Antikdrperspiegels um durchschnittlich 131 KELA units.

In der Abbildung 7b sind die Resultate des LIA bei Beprobung der Seren eines Pferdes
aus der Gruppe B dargestellt. Bei der Probe 0 sind keine Farbentwicklungen zu erken-
nen. Nach zweimaliger Immunisierung innerhalb von zwei Wochen zeigt die Untersu-

chung der Probe 1 ein Bandenspektrum bei OspA, OspC und dem 83 kDa schweren
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Protein p83. Anhand der Proben 2 und 3 ist im zeitlichen Verlauf eine abnehmende In-
tensitat dieser Banden zu beobachten. 180 Tage nach erster Antigenverabreichung
wurde eine zusatzliche Booster-Immunisierung durchgefihrt, die verglichen mit dem
Bandenspektrum nach der Grundimmunisierung zu einer Zunahme der Signalintensité-
ten bei OspA, OspC und p83 fuhrt. Zusatzlich konnte eine starke Farbentwicklung bei
dem Antigen DbpA beobachtet werden. Wahrend die Signalstéarke bei DbpA, OspC und
p83 bei den Proben 5 und 6 stark abnahm, war die Farbintensitat bei OspA verglichen
mit dem Zeitrahmen nach zweimaliger Immunisierung deutlich starker ausgepragt. Somit
fuhrt eine dritte Immunisierung innerhalb von sechs Monaten nach Erstimmunisierung
zu einem langsameren Absinken der OspA-spezifischen Antikorper. Die Auffrischungs-
impfung 365 Tage nach erster Antigenapplikation flihrte zu einer erneuten Steigerung
der Signalintensitat bei den Proteinen OspA, DbpA, OspC und p83. Eine Zunahme des

Bandenspektrums war jedoch nicht erkennbar.
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4.2.1.3 Ergebnisse der serologischen Untersuchung der Kontrollgruppe C
Die Abbildung 8a zeigt den Verlauf der im zweimonatigen Abstand gemessenen Antikor-
perlspiegel der nicht immunisierten Kontrollgruppe C. In der ersten Halfte des Untersu-
chungszeitraums blieb das Antikérperniveau nahezu konstant. In der zweiten Halfte war
zwischen Tag 150 und 270 kein signifikanter (p > 0,05) Anstieg des Antikérperspiegels
zu verzeichnen. Jahreszeitlich entspricht dies den Monaten Mai bis September, in denen
mit einer hohen Zeckenexposition gerechnet werden kann. Im weiteren Zeitverlauf san-
ken die Bbsl-spezifischen Gesamtantikorperspiegel und erreichten zum Zeitpunkt der
letzten serologischen Untersuchung mit 208 KELA units nahezu das Ausgangsniveau
zum Zeitpunkt O.
Die serologische Antikorperdetektion eines Pferdes aus der Kontrollgruppe C mit Hilfe
des LIA ict in der Ahhildiina 8h darnactallt Nie Pfarda innerhalb dieser Gruppe wurden
nicht i A Immunisierungen an den Tagen 0, 14, 180 und 365 J ergab keine Anhaltspunkte fir
Abbildung 7
a) Darstellung des Antikoérperverlaufs nach Impfung der Gruppe B an den Tagen 0, 14,
180 und 365, nachgewiesen durch Bbss-Lysat und rOspA aus Bbss
(Recombitek® Lyme), mit Hintergrund und Standardfehler.
Gestrichelte Linien symbolisieren den projizierten Antikérperverlauf zu den Mess-
punkten am Tag 180 und 365
b) Die Antikoérperproduktion eines dreimalig innerhalb von sechs Monaten immunisierten

Pferdes aus der Gruppe B dargestellt mit dem Borrelia Veterinar plus OspA LINE

0: Zeitpunkt vor der ersten Impfung

1 14 Tage nach der zweiten Impfung

2-3: Blutprobenentnahmen in zweimonatigen Intervallen

4. 28 Tage nach der dritten Immunisierung

5-6: Blutprobenentnahmen in zweimonatigen Intervallen

7 letzte Blutprobenentnahme, 28 Tage nach Auffrischungsimpfung

einen Kontakt mit Bbsl. Im weiteren Zeitverlaut kam es zu keinen Bandenerscheinungen,

die den Cut-off-Wert Uberschritten haben.
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a) Darstellung des Antikorperverlaufs der Kontrollgruppe C, nachgewiesen durch

Bbss-Lysat und rOspA aus Bbss (Recombitek® Lyme), mit Hintergrund und Standard-

fehler
b) Die Antikérperproduktion eines nicht immunisierten Pferdes aus der Gruppe C

dargestellt mit dem Borrelia Veterinar plus OspA LINE

0-7: Blutprobenentnahmen in zweimonatigen Intervallen

perverlauf grafisch dargestellt, indem die innerhalb eines Jahres dreimalig immunisierte
Impfgruppe A der Gruppe B, die vier Antigenapplikationen erhielt, gegenibergestellt
wurde. Zudem wurden zur Veranschaulichung des Impferfolges die Mittelwerte der
Gruppe C grafisch aufgetragen. Im ersten Drittel des Untersuchungszeitraums ist an-
hand der gemessenen Werte kein signifikanter Unterschied (p > 0,05) zwischen der
Gruppe A und der Gruppe B festzustellen. In beiden Impfgruppen zeigten die Pferde
innerhalb von 16 Wochen nach der Grundimmunisierung rasch absinkende Antikorper-
spiegel. Wahrend fir die Tiere innerhalb der Gruppe A 210 Tage nach initialer Immuni-
sierung ein Antikdrperspiegel von durchschnittlich 316 KELA units gemessen werden
konnte, belief sich das Antikérperniveau der Gruppe B zu diesem Zeitpunkt auf einen
Wert von 646 KELA units. Damit fuhrte die zusatzliche Immunisierung der Gruppe B, die
180 Tage nach initialer Impfung erfolgte, verglichen mit der Gruppe A zu einem doppelt
so hohen Antikorperniveau. Verglichen mit dem Zeitraum nach der Grundimmunisierung,
konnte in Folge der zusatzlichen Impfung der Gruppe B ein langsameres Absinken der

Antikorperspiegel verzeichnet werden. Vor Durchfihrung der letzten Immunisierung lag
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der Gesamtgehalt an Bbsl-spezifischen Antikbrpern in der Gruppe A bei durchschnittlich
333 KELA units, wahrend fur die Gruppe B im Durchschnitt ein Antikdrperniveau in Héhe
von 581 KELA units gemessen wurde. Letztendlich fihrte die Auffrischungsimpfung, die
365 Tage nach Erstimmunisierung durchgefiihrt wurde, in der Gruppe A zu einem um
163 KELA units hoheren Antikorperpeak als die Grundimmunisierung. Die vierte Anti-
genapplikation der Gruppe B innerhalb eines Jahres erzielte einen maximalen durch-
schnittlichen Antikdrperspiegel, der knapp 255 KELA units Uber dem Maximalwert nach
Grundimmunisierung und 131 KELA units Uber dem Antikérperpeak nach zusatzlicher
Antigenverabreichung liegt. Am Ende des Untersuchungszeitraumes, 390 Tage nach ini-
tialer Immunisierung, konnte anhand der gemessenen Antikérperspiegel ein hoch signi-
fikanter Unterschied (p < 0,01) zwischen den Gruppen A und B festgestellt werden. So
erreichten die Pferde in der Gruppe B nach vier Immunisierungen einen um durchschnitt-
lich 121 KELA units héheren Bbsl-spezifischen Antikdrperspiegel als die Tiere in der

Gruppe A, die dreimal immunisiert wurden.
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A Immunisierungen der Gruppen A und B an den Tagen 0, 14 und 365

A zusatzliche Immunisierung der Gruppe B am Tag 180

Abbildung 9
Vergleichende Darstellung des Antikorperverlaufs der Gruppe A und B nach Immunisie-
rung, nachgewiesen durch Bbss-Lysat und rOspA aus Bbss (Recombitek® Lyme),

mit Hintergrund und Standardfehler

4.3 Detektion von durch Impfung induzierten OspA-Antikdrpern mithilfe
rekombinantem OspA

4.3.1 KELA-Ergebnisse nach Verwendung von rOspA Antigen aus Bbss,
B. garinii oder B. afzelii

Da der Impfstoff EquiLyme® neben der Genospezies Bbss auch inaktivierte Antigene
der Spezies B. garinii und B. afzelii enthalt, war es von Bedeutung, die durch die Im-
munisierung hervorgerufene speziesspezifische Antikérperinduktion zu quantifizieren.
Dazu wurden KELA-Platten zundchst ausschlie3lich mit rOspA aus Bbss ZS7 beschich-
tet und der Gehalt an Bbss-spezifischen OspA-Antikérpern im Pferd nach Impfung er-
mittelt. AnschlieRend wurde sowohl die durch Immunisierung induzierte B.-garinii-spezi-
fische- als auch die B.-afzelii-spezifische OspA-Antikdrperantwort mittels KELA unter-
sucht. Dazu wurden KELA-Platten entweder mit rOspA aus B. garinii ZQ1 oder mit rOspA
aus B. afzelii PKo beschichtet. In der Abbildung 10 ist die speziesspezifische OspA-An-
tikorperkinetik nach Immunisierung der Impfgruppen A und B vergleichend mit der Anti-
korperantwort der nicht-immunisierten Kontrollgruppe C dargestellt. Um reprasentative
Ergebnisse zu erhalten, wurden jeweils acht Pferde aus den Impfgruppen A und B sowie

acht Pferde aus der Kontrollgruppe C mit rOspA beschichteten KELA-Platten untersucht.
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Insgesamt wurden die Serumproben von 24 Pferden auf das Vorhandensein von OspA-
spezifischen Antikdrpern analysiert. Bei der grafischen Darstellung der Ergebnisse
wurde der Standardfehler aufgefihrt.

Wie aus der Abbildung 10a ersichtlich ist, konnte in den Impfgruppen A und B nach
zweimaliger Immunisierung innerhalb von 14 Tagen ein OspA-spezifischer Antikdrper-
gehalt gegen Bbss zwischen 300 und 400 KELA units gemessen werden. In den folgen-
den vier Monaten war eine rasche Abnahme der impfspezifischen Immunantwort zu ver-
zeichnen. Wahrend in der Gruppe A bereits 190 Tage nach der ersten Antigenverabrei-
chung keine Bbss-spezifischen OspA-Antikdrper mehr nachgewiesen wurden, flihrte die
zusatzliche Antigenapplikation der Gruppe B, die 180 Tage nach initialer Immunisierung
erfolgte, zu einem maximalen OspA-Antikérperspiegel in Héhe von 456 KELA units. In-
nerhalb von vier Monaten nach der dritten Antigenapplikation sanken die nachweisbaren
OspA-Antikdrper innerhalb der Gruppe B um durchschnittlich 117 KELA units ab und er-
reichten damit das Antikérperniveau nach zweimaliger Immunisierung. Infolge der letz-
ten Auffrischungsimpfung, die 365 +/- 3 Tage nach Erstimmunisierung durchgefihrt
wurde, konnte in der Gruppe B ein maximales OspA-Antikorperniveau von uber
517 KELA units verzeichnet werden. Dieser gemessene Wert liegt damit signifikant
(p < 0,05) Uber dem von der Gruppe A nach Bosster-Impfung erreichten OspA-Antikor-
perspiegel in Hohe von durchschnittlich 420 KELA units. Verglichen mit dem OspA-An-
tikbrperspiegel nach Grundimmunisierung fiihrte die vierte Immunisierung innerhalb von
einem Jahr zu einer signifikanten Steigerung (p < 0,05) der gegen Bbss gerichteten
OspA-Antikrpermenge um 152 KELA units. Mit einem Antikérperzuwachs von
121 KELA units konnte die Gruppe A, verglichen mit dem OspA-Antikdrperniveau nach
zweimaliger Immunisierung, ebenfalls einen signifikanten (p < 0,05) Antikérperanstieg
verzeichen. In der Kontrollgruppe C hingegen konnte wahrend des gesamten Untersu-
chungszeitraums keine Bbss-spezifische OspA-Antikdrperantwort beobachtet werden.
In der Abbildung 10b ist die nach Impfung mit EquiLyme® detektierbare OspA-Antikor-
perantwort gegen B. garinii dargestellt. In den Impfgruppen A und B konnten nach zwei-
maliger Immunisierung innerhalb von 14 Tagen B.-garinii-spezifische OspA-Antikorper-
spiegel in HBhe von durchschnittlich 200 KELA units detektiert werden. Verglichen mit
dem Bbss-spezifischen OspA-Antikorpergehalt nach der Grundimmunisierung, waren
die gemessenen Werte bei der Verwendung von rOspA aus B. garinii signifikant
(p < 0,05) niedriger. Aufgrund des geringeren OspA-Antikdrpergehaltes und einer ra-
schen Abnahme der OspA-spezifischen Antikdrper gegen B. garinii, konnten in beiden
Impfgruppen bereits 150 Tage nach der Erstimmunisierung keine OspA-Antikérper mehr

nachgewiesen werden. Die sechs Monate nach der ersten Antigenverabreichung durch-
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gefuhrte Immunisierung der Gruppe B fiihrte zu einem Anstieg der gegen B. garinii ge-
richteten Impfantikdrper um 260 KELA units und resultierte in einer Steigerung des nach
zweimaliger Immunisierung erreichten  Antikdrperpeaks um  durchschnittlich
148 KELA units. Anschlie3end konnte innerhalb der Gruppe B ein langsameres Absin-
ken des OspA-spezifischen Antikorperspiegels beobachtet werden. Zum Zeitpunkt des
niedrigsten Antikdrperniveaus wurde 330 Tage nach der Grundimmunisierung bei den
Pferden in der Gruppe A ein OspA-Antikérperspiegel in Héhe von durchschnittlich
68 KELA units gemessen, wahrend die Gruppe B B.-garinii-spezifische OspA-Antikdrper
in H6he von 194 KELA units aufwies. Die 365 +/- 3 Tage nach erster Antigenapplikation
durchgefihrte Auffrischungsimpfung flihrte dagegen bei beiden Impfgruppen zu einem
Anstieg der gegen B. garinii gerichteten OspA-Antikérper auf ein Niveau von uber
400 KELA units. Verglichen mit dem Zeitpunkt nach zweimaliger Immunisierung, fuhrte
die vierte Antigenapplikation innerhalb der Gruppe B zu einem hoch signifikanten
(p < 0,01) Anstieg des Antikdrperpeaks um 102 KELA units. Bei der Gruppe A hingegen
fuhrte die Auffrischungsimpfung verglichen mit der Grundimmunisierung zu einer hoch
signifikanten (p <0,01) Steigerung des maximalen Antikorpergehaltes um
219 KELA units. Anhand der von beiden Impfgruppen zum Tag 390 erreichten Antikor-
perpeaks ist kein signifikanter Unterschied zu beobachten. Innerhalb des Beobachtungs-
zeitraums von 13 Monaten konnte bei Beprobung der Pferdeseren aus der Kontroll-

gruppe C keine OspA-spezifische Antikérperantwort gegen B. garinii detektiert werden.

Die Abbildung 10c zeigt die gegen B. afzelii gerichteten OspA-Antikdrperverlaufe in den
verschiedenen Gruppen. Die zweimalige Immunisierung der Pferde in den Impfgruppen
A und B flhrte zu einem durchschnittichen OspA-Antikdrperniveau in Héhe von
300 KELA units. Obwohl die folgenden serologischen Untersuchungen bei beiden Impf-
gruppen einen starken Abfall des Antikdrperniveaus erkennen liel3en, sind im Gegensatz
zu den B.-garinii-spezifischen OspA-Antikdrpern auch 150 Tage nach erster Antigenver-
abreichung noch geringe B.-afzelii-spezifische OspA-Antikdrpertiter nachweisbar. Die
Immunisierung der Pferde in der Gruppe B, die sechs Monate nach Erstimmunisierung
durchgefuhrt wurde, fuhrte zu einem ausgepragten Anstieg der OspA-spezifischen Anti-
korper um durchschnittlich 320 KELA units. Der zu diesem Zeitpunkt von der Gruppe B
erreichte Antikorperpeak in Hohe von durchschnittlich 438 KELA units entspricht dem
gemessenen Wert bei Verwendung von rOspA aus Bbss und liegt damit 122 KELA units
uber dem Antikdrperniveau nach Grundimmunisierung. Hingegen konnten bei den Tie-
ren in der Gruppe A ab dem 190. Tag nach der Erstimmunisierung keine OspA-spezifi-
schen Antikérper mehr detektiert werden. Innerhalb der Gruppe B konnte 330 Tage nach

initialer Immunisierung ein Wert in Hohe von 280 KELA units gemessen werden. Dieses
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Antikorperniveau liegt 36 KELA units unter dem Antikdrperpeak nach Grundimmunisie-
rung, was auf ein langsameres Absinken der OspA-Antikdrper nach dritter Antigenappli-
kation hindeutet. Die Auffrischungsimpfung, die 365 Tage nach der ersten Antigenver-
abreichung durchgefiihrt wurde, induzierte bei der Impfgruppe A einen maximalen Anti-
korperpeak in Hohe von 478 KELA units. Dies entspricht einer signifikanten Steigerung
(p < 0,05 des nach Grundimmunisierung erreichten Antikbrperniveaus um
186 KELA units. Verglichen mit dem nach Grundimmunisierung gemessenen OspA-An-
tikbrpergehalt, resultierte die vierte Antigenapplikation der Gruppe B binnen einem Jahr
in einer hoch signifikanten Zunahme (p < 0,01) des OspA-Antikérperpeaks um knapp
190 KELA units auf einen Wert in Hohe von 506 KELA units. Wie es bereits hach Analyse
der B.-garinii-spezifischen OspA-Antikérperantwort zu beobachten war, ist anhand der
von den Impfgruppen A und B zum Tag 390 erreichten B.-afzelii-spezifischen OspA-
Antikodrperpeaks kein signifikanter Unterschied (p < 0,05) zu verzeichnen. Innerhalb des
Beobachtungszeitraums von 13 Monaten konnte bei Beprobung der Pferdeseren aus
der Kontrollgruppe C keine OspA-spezifische Antikdrperantwort gegen B. afzelii detek-

tiert werden.
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4.3.2  Atypische KELA-Ergebnisse nach Verwendung von rOspA Antigen

Zwei Pferde innerhalb der Impfgruppe A zeigten im KELA nach Verwendung von rOspA-
Antigenen der Spezies Bbss ZS7, B. garinii ZQ1 und B. afzelii PKo eine vom Rest der
Impfgruppe A abweichende Antikdrperkinetik. Wie in der Abbildung 11 erkennbar ist,
stiegen die OspA-spezifischen Antikbrper nach zweimaliger Antigenapplikation sowohl
bei “Pfd-169-A” als auch bei “Pfd-067-A” deutlich an. Innerhalb von 75 Tagen nach der
Erstimmunisierung war bei Analyse der OspA-spezifischen Antikérper gegen Bbss,
B. garinii und B. afzelii ein starker Abfall des Antikdrperniveaus zu beobachten. Entge-
gen der Erwartungen kam es zwischen 90 und 210 Tagen nach Grundimmunisierung
ohne weitere Antigenapplikation bei beiden Pferden zu einem ausgepragten Anstieg der
Bbss-spezifischen OspA-Antikdrper (Abb. 11a). Ein &hnliches Bild ergab sich auch bei
Detektion der gegen B. afzelii gerichteten Antikdrper, wobei hier erst ab dem 150. Tag
nach Erstimmunisierung eine Zunahme des Antikdrperniveaus wahrzunehmen war
(Abb. 11c). Im weiteren Zeitverlauf sanken die Bbss- und B.-afzelii-spezifischen OspA-
Antikorperspiegel wieder ab und erreichten 270 Tage nach initialer Immunisierung ein
niedrigeres Niveau. Beim Nachweis der B.-garinii-spezifischen OspA-Antikorper war bei
der Serumprobe “Pfd-169-A” zwischen 90 und 210 Tagen nach erster Antigenverabrei-
chung nur eine leichte Steigerung des OspA-Antikorperspiegels festzustellen, wohinge-
gen das Pferd “Pfd-067-A” in diesem Zeitraum ein relativ konstantes OspA-Antikorperni-
veau aufwies (Abb. 11b). Die Auffrischungsimpfung, die 365 Tage nach Erstimmunisie-
rung vollzogen wurde, flihrte bei beiden Tieren sowohl gegen die Spezies Bbss als auch
gegen B. garinii und B. afzelii zu maximalen OspA-Antikorperpeaks.

Die Serumproben “Pfd-169-A” und “Pfd-067-A” wurden im Hinblick auf die Antikdrper-
qualitat zusatzlich mit dem Borrelia Veterinar plus OspA LINE untersucht. Das Ergebnis
ist in der Abbildung 12 dargestellt. Bei Analyse der Serumprobe “Pfd-169-A” war im Ver-
gleich zum Zeitpunkt 2, welcher der serologischen Untersuchung 90 Tage nach initialer
Immunisierung gleichzusetzen ist, zum Zeitpunkt 3, 150 Tage nach Erstimmunisierung,
eine Steigerung der Bandenintensitat bei dem 31 kDa schweren Protein OspA zu be-
obachten. Bei der Untersuchung des Pferdes “Pfd-067-A” mit dem LIA zeigte sich dage-
gen zum Zeitpunkt 4, 210 Tage nach erster Antigenverabreichung, eine Zunahme der
Signalstarke bei dem Protein OspA. Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums
lieferte die serologische Untersuchung der Proben “Pfd-169-A” und “Pfd-067-A” mit dem

Borrelia Veterinar plus OspA LINE jedoch keine Hinweise auf eine Infektion mit Bbsl.
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Abbildung 12

Immunisierung, dargestellt durch den Borrelia Veterindr plus OspA LINE

Die Antikorperproduktion von zwei Pferden aus der Gruppe A nach zweimaliger

0: Zeitpunkt vor der ersten Impfung

1 14 Tage nach der zweiten Impfung

2-6: Blutprobenentnahmen in zweimonatigen Intervallen

7 letzte Blutprobenentnahme, 28 Tage nach Auffrischungsimpfung
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4.4 Nachweis von Infektionen mit Bbsl Organismen
44.1 Infektionen nicht-immunisierter Pferde

44.1.1 KELA-Ergebnisse

Bei der Bestimmung des Bbsl-spezifischen Gesamtantikbrpergehaltes mittels KELA ist
innerhalb der nicht-immunisierten Kontrollgruppe C ein Pferd mit atypischen Antikdrper-
verlauf aufgefallen. Wahrend des Untersuchungszeitraums waren bei 42 von 43 Pferden
aus der Gruppe C zu jedem Untersuchungszeitpunkt niedrige Antikbrperspiegel nach-
weisbar. Wie in der Abbildung 13 ersichtlich ist, konnte bei der serologischen Analyse
des Pferdes ,Pfd-139-C* ab dem Tag 150 eine Zunahme des AntikOrperniveaus ermittelt
werden. Wahrend fir das Tier zu Beginn der Untersuchungsreihe ein durchschnittlicher
Gesamtantikdrpergehalt in Hohe von 150 KELA units gemessen werden konnte, wurde
330 Tage nach Untersuchungsbeginn ein Antikérperpeak in Hohe von 348 KELA units
erreicht. Uber einen Zeitraum von 8 Monaten entspricht dies einer Zunahme des Anti-
korperspiegels um insgesamt 198 KELA units. Die anderen aus der Gruppe C getesteten
Pferde zeigten dagegen einen zu erwartenden relativ konstanten Bbsl|-spezifischen An-

tikbrperverlauf.

900

| —=— Pfd-139-C|

800

700

KELA units

T T T v T 4 T " T v T T T ¥ T
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Tage

Abbildung 13
Darstellung des Gesamtantikorperverlaufes eines nicht-immunisierten Pferdes aus der
Kontrollgruppe C, nachgewiesen mit Bbss-Lysat und rOspA aus Bbss (Recom-

bitek® Lyme), mit Hintergrund und ohne Standardfehler
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4.4.1.2 Ergebnisse des Borrelia Veterinar plus OspA LINE

Zur Charakterisierung der humoralen Immunantwort des Pferdes ,Pfd-139-C* wurde der
Borrelia Veterinar plus OspA LINE durchgefuihrt. Das Ergebnis ist in der Abbildung 14
dargestellt. Die Proben 0 - 3 (Tag 0-150) lieRRen lediglich schwach gefarbte Banden bei
dem Antigen p83 erkennen. Die Signalstarke war jedoch geringer ausgepragt als die
Farbintensitat des ,Cut-off, weshalb die aufgetretenen Banden bei der Auswertung
keine Bertcksichtigung fanden. Die Serumprobe 4 (Tag 210) hingegen zeigte neben ei-
ner intensiveren Farbentwicklung bei dem Protein p83 auch Signale bei den Antigenen
p39, p58 und ,VIsE-Mix (horse)“. Die Anzahl und Intensitat der Banden blieb bis zum
Ende des Untersuchungszeitraums unverandert und gilt als Marker fur eine Infektion mit
Bbsl. Innerhalb der Kontrollgruppe C konnten anhand der Untersuchung mit dem LIA
keine weiteren Pferde mit infektionsspezifischen Signalen beobachtet werden.

1gG

serum
control )

VIsE-Mix
(dog) }

OspA-Mix )

DbpA-Mix
OspC-Mix }

39 kDa
(BmpA) }

58 kDa ’

83kDa )

VIsE-Mix }
(horse)

Abbildung 14
Darstellung der qualitativen Antikdrperantwort der Serumprobe ,Pfd-139-C* durch den
Borrelia Veterinar plus OspA LINE

0-7: Blutprobenentnahmen in zweimonatigen Intervallen
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4.4.2 Infektionen nach Impfung gegen Bbsl

4.42.1 KELA-Ergebnisse

Bei der serologischen Untersuchung der Impfgruppe A mittels mit Bbss-Lysat und rOspA
aus Bbss beschichteten KELA-Platten sind zwei Pferde aufgefallen, die nach Immuni-
sierung mit EquiLyme® einen im Vergleich zum Rest der Gruppe A atypischen Antikor-
perverlauf aufwiesen. In der Abbildung 15 sind die Ergebnisse des KELA-Verfahrens
nach Analyse der beiden abweichenden Pferdeseren ,Pfd-132-A* und ,Pfd-141-A" dar-
gestellt. Wahrend die anderen Pferde aus der Gruppe A nach zweimaliger Antigenver-
abreichung innerhalb von zwei Wochen, wie erwartet, zunachst mit einem Antikorperan-
stieg und einem darauffolgenden Riickgang der Bbsl-spezifischen Antikorper reagierten,
zeigten die Pferde ,Pfd-132-A® und ,Pfd-141-A® ein kontroverses Verhalten. Nach zwei-
maliger Immunisierung innerhalb von zwei Wochen konnte bei beiden Tieren ein Anstieg
des Gesamtantikdrpergehaltes beobachtet werden. Wahrend bei der Serumprobe
,Pfd-141-A” innerhalb von 150 Tagen nach Erstimmunisierung eine Abnahme der borre-
lienspezifischen Antikérper um 250 KELA units verzeichnet werden konnte, kam es an-
schlielend zu einem stetigen Anstieg des Antikdrperniveaus. Bei der quantitativen Anti-
korperanalyse des Pferdes ,Pfd-141-A* konnte 330 Tage nach Erstimmunisierung ein
Wert von 500 KELA units gemessen werden. Nach der Booster-Impfung am Tag 365
stiegen die Bbsl-spezifischen Antikérper des Pferdes ,Pfd-141-A“ nochmals um
80 KELA units an. Das Pferd ,Pfd-132-A* zeigte binnen der ersten 150 Tage nach initia-
ler Immunisierung eine fur die Impfung typische Antikdrperantwort. Dagegen war in den
darauffolgenden 60 Tagen eine signifikante Zunahme der borrelienspezifischen Antikor-
per um 200 KELA units wahrzunehmen. Dieses Antikdrperniveau blieb bis zur Auffri-
schungsimpfung nach einem Jahr relativ konstant. In Folge der Booster-Impfung kam es
zu einem weiteren Anstieg des Anitkdrperspiegels um knapp 80 KELA units. Wé&hrend
des gesamten Untersuchungszeitraums konnten sowohl bei Pferd ,Pfd-141-A" als auch
bei dem Tier ,Pfd-132-A" anhand des klinischen Erscheinungsbildes keine Anzeichen
fuir eine Infektion mit Bbsl festgestellt werden. Abgesehen von den beiden geschilderten
Serumproben konnten in den Impfgruppen A und B bei keinem weiteren Pferd Serokon-

versionen festgestellt werden.
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Abbildung 15

Darstellung der Antikorperverlaufe von zwei Pferden aus der Gruppe A nach Immuni-
sierung, nachgewiesen mit Bbss-Lysat und rOspA aus Bbss (Recombitek® Lyme), mit

Hintergrund und ohne Standardfehler

4.4.2.2 Ergebnisse des Borrelia Veterinar plus OspA LINE

Aufgrund der Uberraschenden Ergebnisse im KELA-Verfahren wurde ein groR3es Augen-
merk auf die qualitative Antikdrperanalyse der Serumproben ,Pfd-132-A“ und
,Pfd-141-A* mit dem LIA gelegt. Die Untersuchung der nach Impfung mit EquiLyme®
induzierten Antikorperantwort ist in der Abbildung 16 ersichtlich. Bei Betrachtung der
Serumprobe ,Pfd-141-A“ ist ab dem Zeitpunkt 4, welcher der Blutprobenentnahme 210
Tage nach erster Antigenverabreichung entspricht, eine deutliche Zunahme der Banden-
intensitat bei dem Proteinen p83 und festzustellen. Zu diesem Zeitpunkt ist ein Signal
bei ,VIsE-Mix (horse)“ erkennbar, welches im verwendeten Testverfahren als Hinweis
fur eine Infektion mit Bbsl anzusehen ist. Die Bande bei dem Protein ,VISE-Mix (horse)*

ist bei der Serumprobe ,Pfd-141-A“ in abgeschwéachter Intensitéat bis zum Ende des Un-

75



Ergebnisse

tersuchungszeitraums nachweisbar. Bei der qualitativen Analyse der durch Impfung in-
duzierten Antikorperantwort des Pferdes ,Pfd-132-A", kann ab dem Zeitpunkt 4 ebenfalls
ein Signal bei dem Protein ,VISE-Mix (horse)“ beobachtet werden. Neben dieser Bande
ist 210 Tage nach Erstimmunisierung ein schwaches Signal bei dem Antigen ,DbpA* zu
beobachten. Bei Betrachtung der Probe zum Zeitpunkt 1 (28 Tage nach initialer Immu-
nisierung) fallt auf, dass im Serum des Pferdes ,Pfd-132-A* trotz erfolgter Grundimmu-
nisierung keine OspA-Antikorper detektiert werden konnten. Dagegen flihrte die Boos-
ter-Impfung, die 365 Tage nach erster Antigenapplikation erfolgte, neben einer Zunahme

der Signalstarke bei dem Protein p39 zu einer deutlichen Farbentwicklung bei dem An-

tigen OspA.
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1gG 1gG
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Abbildung 16

Die Antikdrperantwort von zwei Pferden aus der Gruppe A nach zweimaliger Immunisie-

rung mit EquiLyme®, dargestellt anhand des Borrelia Veterinar plus OspA LINE

0: Zeitpunkt vor der ersten Impfung
1: 14 Tage nach der zweiten Impfung
2-6: Blutprobenentnahmen in zweimonatigen Intervallen

7 letzte Blutprobenentnahme, 28 Tage nach Auffrischungsimpfung
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5 Diskussion

Aus der Humanmedizin ist bereits bekannt, dass im Verlauf der Impfung gegen die LB
eine dritte Antigenapplikation innerhalb von sechs Monaten nach der Erstimmunisierung
zu einer Steigerung des Infektionsschutzes gegen die LB fihrt (VAN HOECKE
et al., 1999). Die Einflussnahme einer dritten Immunisierung mit diversen, fir Hunde ver-
fligbaren Lyme-Vakzinen, konnte von TOPFER et al. (2007) anhand einer mit Hunden
angelegten Impfstudie nicht eindeutig aufgezeigt werden. Demnach fiihrt eine dritte Imp-
fung innerhalb von zwei bis drei Wochen nach der Grundimmunisierung im Vergleich zu
einer zweimaligen Immunisierung zu einem leichten Anstieg der OspA-Antikdrperspie-
gel. Da fur das Pferd erst seit dem Jahr 2015 ein Impfstoff gegen die LB verfugbar ist,
war ein Ziel dieser Studie, den Einfluss einer zusatzlichen Antigenapplikation innerhalb
von sechs Monaten nach der Grundimmunisierung zu ermitteln und anhand der Ergeb-
nisse eine Impfempfehlung abzugeben. Aus diesem Grund wurde die zur Verfligung ste-
hende Pferdepopulation in zwei Impfgruppen eingeteilt, die sich in Form von verschie-
denen Impfzeitplanen voneinander unterschieden. Ein weiterer Aspekt dieser Studie war
die Ermittlung der Effizienz der Vakzine EquiLyme® im Hinblick auf eine Bbsl-spezifische
Gesamtantikorperinduktion. Diesbeziglich wurde innerhalb der Pferdepopulation eine
Kontrollgruppe gebildet, die mit den beiden Impfgruppen verglichen wurde. Zur Ermitt-
lung der humoralen Immunantwort gegen die im europaischen Raum vorkommenden
und im Impfstoff enthaltenen Genospezies Bbss, B. garinii und B. afzelii wurde ferner die

speziesspezifische OspA-Antikdrperinduktion in den Pferden analysiert.

Zu Beginn der Untersuchungsreihe wurden 194 Serumproben auf das Vorhandensein
von Bbsl-spezifischen Antikdrpern untersucht. Wie DIVERS et al. (2018) berichteten,
existieren aus den USA nur wenige aussagekraftige Daten Uber den Borrelien-Infekti-
onsstatus bei Pferden, da in vielen serologischen Untersuchungen lediglich Pferde be-
rticksichtigt wurden, die bereits klinische Anzeichen einer LB aufwiesen. Dementspre-
chend betragt die Seropravalenz abhangig vom verwendeten Nachweisverfahren und
der selektierten Pferdepopulation bis zu 94 %. Bei der Analyse von Klinisch unauffélligen
Pferden in Nordamerika konnte eine regional abweichende Seropravalenz von borreli-
enspezifischen Antikérpern zwischen 14,8 % und 45 % ermittelt werden (MAGNARELLI
et al., 2000; METCALF et al., 2008). Richtet man ein Augenmerk auf den européischen
Raum, so betragt die Seropravalenz fur Bbsl bei Pferden in Schweden 16,6 % (EGEN-
VALL et al., 2001), wahrend in Ruméanien und Belgien in 11,92 % und 22 % der Pferde-
seren borrelienspezifische Antikdrper nachgewiesen wurden (KISS et al., 2011; MEERS-

SCHAERT et al., 2016). Fur das Vorkommen von Bbsl-spezifischen Antikdrpern in der
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Pferdepopulation in Deutschland existieren derzeit keine wissenschaftlich gepriften Da-
ten.

Die Pferdeseren in dieser Studie wurden aus dem bayerischen Raum gewonnen und mit
dem hauseigenen KELA und LIA, untersucht. Mit Hilfe des Zwei-Stufen-Tests konnten
in 13,4 % der getesteten Pferde Bbsl-spezifische Antikorper detektiert werden. Der Bor-
relia Veterinar plus OspA LINE ermdoglichte eine qualitative Analyse der in den Serum-
proben vorhandenen, gegen Bbsl gerichteten Antikdrper. Dadurch konnte die Art der
induzierten Antikdrper prazisiert und infolgedessen immunisierte von infizierten Pferden
unterschieden werden. Aufgrund der ermittelten Seropravalenz und des stetig wachsen-
den Infektionsdruckes in den Zeckenendemiegebieten (FINGERLE et al., 2008) ist ne-
ben der regelmaRigen Zeckenkontrolle die Vakzinierung von Pferden gegen die LB eine

mdgliche Prophylaxemafl3nahme.

Anhand des Zwei-Stufen-Tests konnten 168 seronegative und schwach grenzwertige
Pferde ermittelt werden. Nach Einverstandniserklarung der Besitzer wurden 143 Pferde
in die Studie aufgenommen. Die in regelmafligen Abstanden durchgefiihrten Analysen
der Pferdeseren erfolgte mit dem hauseigenen KELA und LIA. Die Beschichtung der
KELA-Platten mit Antigen stammend aus Bbss N40 erlaubte die Quantifizierung des
Bbsl-spezifischen Gesamtantikdrpergehaltes in den Pferdeseren. Durch das zusatzliche
Aufbringen von rOspA aus Bbss (Recombitek® Lyme) wurde ferner die maximale Erfas-
sung der Bbsl-spezifischen OspA-Antikérperantwort infolge der Immunisierung ermaog-
licht. Mit dem auf diese Weise durchgefiihrten KELA-Verfahren konnten jedoch nur Aus-
sagen Uber die Menge der in den Pferdeseren vorhandenen borrelienspezifischen Ge-
samtantikbrpern gemacht werden. Zur Analyse der impfspezifischen AntikGrperantwort
wurden KELA-Platten ferner ausschlie3lich mit reinem rekombinanten OspA der Spezies
Bbss, B. garinii oder B. afzelii beschichtet. Dadurch konnte sowohl eine Quantifizierung
des OspA-Antikdrpergehaltes ohne Hintergrund als auch eine speziesspezifische OspA-
Antikodrperdetektion erfolgen. Im Zusammenhang mit dem Borrelia Veterinar plus OspA
LINE konnte darlber hinaus das Antikérperspektrum nach Immunisierung des Pferdes
aufgezeigt werden.

Die Quantifizierung des Gesamtantikorpergehaltes fuhrt zundchst zu einem Ergebnis,
das nach Impfung gegen die LB zu erwarten war. Eine zweimalige Antigenverabreichung
induziert ein maximales Antikérperniveau. Im Anschluss sinkt der Antikorperspiegel ab
und erreicht zum Zeitpunkt der Auffrischungsimpfung minimale Werte. Die erneute Im-
munisierung resultiert wiederum in einem Antikdrperanstieg. Um eine Borrelioseimpfung
beurteilen zu kdnnen, ist es erforderlich, die im Serum vorhandenen Antikdrper zu quan-

tifizieren und das Antikorperspektrum nach Impfung aufzuzeigen.
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Nach einer Infektion mit Borrelien werden im Wirt Antikorper produziert, die gegen OspC
gerichtet sind. Dieses Oberflachenprotein wird von den Bakterien exprimiert, um die
Wanderung vom Zeckendarm zur Speicheldrise zu vollziehen und schlieRlich eine Uber-
tragung auf den Wirt zu erméglichen. Vor der Blutmahlzeit tragen die im Zeckendarm
befindlichen Mikroorganismen jedoch hauptséachlich das Antigen OspA auf ihrer Ober-
flache. Aus diesem Grund kdnnen Antikorper gegen OspC, die von der Zecke im Zuge
der Blutmahlzeit am Wirtstier aufgenommen werden, keine Neutralisation der Borrelien
innerhalb der Zecke bewirken. Die Immunisierung des Wirtes bewirkt dagegen eine An-
tikbrperinduktion gegen das OspA. Aufgenommen mit dem Blut des Wirtstieres fiihren
gegen OspA gerichtete Antikdrper bereits innerhalb der Zecke zu einer Immobilisierung
der Borrelien (GIPSON & DE SILVA, 2005). Von einem Infektionsschutz kann jedoch nur
ausgegangen werden, wenn der Wirt einen ausreichend hohen Antikorperspiegel gegen
OspA aufweist (GOLDE et al., 1997). Durch eine Erregerexposition findet keine nattrli-
che Auffrischung des OspA-spezifischen Antikdrpergehaltes statt, da bei der Ubertra-
gung der Borrelien von der Zecke auf den Wirt OspC als Oberflachenantigen dominiert.
Somit muss infolge einer Immunisierung gegen die LB eine ausreichende OspA-Antikor-
perantwort im Pferd induziert werden, damit die Borrelien im Zeckendarm wahrend der
Blutmahlzeit der Zecke absterben (FIKRIG et al., 1992). Fir eine Aussage uber die Wirk-
samkeit von EquiLyme® ist es demnach unerlasslich, die durch Immunisierung indu-
zierte OspA-spezifische Antikdrpermenge tber den Zeitraum von einem Jahr zu evalu-
ieren und die Antikbrperqualitat nach Impfung zu analysieren.

Betrachtet man zunéchst die Ergebnisse des KELA, so ist nach der Grundimmunisie-
rung, bestehend aus einer zweimaligen Impfung innerhalb von 14 Tagen, in beiden Impf-
gruppen ein Anstieg der borrelienspezifischen Antikdrper zu beobachten, wahrend bei
der nicht-immunisierten Kontrollgruppe ein weitestgehend unveranderter Antikbrperge-
halt wahrzunehmen ist. In den ersten sechs Monaten nach Grundimmunisierung kommt
es sowohl bei Gruppe A als auch bei Gruppe B zu einem raschen Antikdrperabfall. Durch
die zusatzliche Auffrischungsimpfung der Gruppe B, die sechs Monate im Anschluss an
die initiale Immunisierung erfolgte, kann ein neuer maximaler Antikdrperspiegel erreicht
werden. Verglichen mit einer zweimaligen Immunisierung bewirkt die dritte Antigenver-
abreichung signifikant hohere Antikorperspiegel, die im weiteren Zeitverlauf langsamer
abfallen. Die 365 Tage nach der Erstimmunisierung durchgefiihrte Auffrischungsimpfung
resultiert bei beiden Impfgruppen in absoluten Maximalwerten. Die AntikGrpergehalte der
Impfgruppe A stiegen um mehrere Hundert KELA units an, obwohl sich das Antikérper-
niveau vor Durchfihrung der Auffrischungsimpfung nur knapp Gber dem Ausgangsni-
veau bewegt. Fur die Pferde innerhalb der Gruppe B kdnnen 330 Tage nach Erstimmu-

nisierung bereits Werte von fast 600 KELA units gemessen werden. Durch die vierte
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Antigenapplikation innerhalb von zwdolf Monaten wird das Antikdrperniveau innerhalb der
Gruppe B jedoch erneut angehoben. Somit spricht das humorale Immunsystem auch auf
kirzere Impfabstande an und reagiert mit einer erneuten Antikorperproduktion. Aus der
aufgezeigten Antikorperkinetik lasst sich ableiten, dass eine zweimalige Immunisierung
mittels EquiLyme® hohe Bbsl-spezifische Antikbrperspiegel in Pferden induziert, die
aber rasch abfallen.

Der Borrelia Veterinar plus OspA LINE ermdglichte die qualitative Erfassung der nach
Impfung mit EquiLyme® gebildeten Antikorper. Bei serologischer Analyse der immuni-
sierten Pferde kdnnen hauptsachlich Antikdrper gegen das OspA der Borrelien detektiert
werden. Wie es bei Lysatvakzinen zu erwarten ist (STRAUBINGER et al., 2001), weisen
die Serumproben auch Antikérper gegen die Borrelien-Antigene p39, p58, p83 und OspC
auf.

Die Antikorperkinetik der Gruppe B lasst die positive Wirkung einer dritten Immunisierung
innerhalb von sechs Monaten nach Grundimmunisierung deutlich erkennen. Abwei-
chend von der derzeitigen Impfempfehlung fuhrt die zusatzliche Antigenverabreichung
bei den Pferden zu signifikant hoheren Antikorperspiegeln. Im weiteren Zeitverlauf kann
innerhalb der Gruppe B ein langer anhaltend hohes Antikdrperniveau beobachtet wer-
den. Somit ist bei diesem Impfregime wahrend des ersten Jahres der Immunisierung ein
speziesspezifischer Infektionsschutz zu erwarten.

Da die Ergebnisse des KELA lediglich die Héhe der borrelienspezifischen Gesamtanti-
korper wiedergeben und der LIA als semiquantitatives Nachweisverfahren kein geeigne-
tes Messinstrument darstellt, wurde zur Quantifizierung der in den Pferdeseren vorhan-
denen impfinduzierten OspA-Antikdrperfraktionen das KELA-Verfahren modifiziert. Dazu
wurden KELA-Platten anstelle von Bbss-Lysat mit reinem rekombinanten OspA der Spe-
zies Bbss ZS7, B. garinii ZQ1 oder B. afzelii PKo beschichtet. Anschlie3end folgte die
gquantitative Bestimmung des OspA-spezifischen Antikérpergehaltes in den Serumpro-
ben von jeweils acht Pferden aus den Gruppen A, B und C. Somit wurden insgesamt 24
Pferde, die reprasentativ flr die Gesamtpopulation sind, mit diesem Testverfahren un-
tersucht.

Durch die Verwendung von rOspA der Spezies Bbss ZS7 wurde zunachst die Wirksam-
keit von EquiLyme® im Hinblick auf eine OspA-Antikorperinduktion gegen diese Genos-
pezies ermittelt. Wahrend in der Kontrollgruppe C wahrend des gesamten Untersu-
chungszeitraumes keine OspA-spezifische Antikdrperantwort erkennbar ist, fihrt die
Grundimmunisierung mit EquiLyme® in beiden Impfgruppen zu einer stark ausgeprag-
ten humoralen Immunantwort gegen OspA. In der Gruppe A ist bereits sieben Monate
nach der Grundimmunisierung kein protektiver Antikdrpergehalt mehr nachweisbar. Zum

Zeitpunkt niedriger Antikorperspiegel fuhrt die zuséatzliche Immunisierung der Gruppe B
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zu einem deutlichen Antikdrperanstieg, der bis zur Auffrischungsimpfung auf einem ho-
hen Niveau bleibt. Uber einen Zeitraum von zwolf Monaten kann somit von einem Infek-
tionsschutz ausgegangen werden. Dagegen ist bei den entsprechend der derzeitigen
Impfempfehlung geimpften Pferden der Gruppe A lediglich Uber einen Zeitraum von
sechs Monaten nach Grundimmunisierung davon auszugehen, dass die OspA-Antikor-
per eine protektive Wirkung gegen Bbss erzielen.

Die quantitative Erfassung der B. afzelii-spezifischen OspA-Antikorper mittels homolog
beschichteten KELA-Platten liefert fir die Kontrollgruppe C wahrend des Untersu-
chungszeitraums ebenfalls keine positiven Ergebnisse. In den immunisierten Pferden ist
der gemessene Maximalgehalt nach der Grundimmunisierung mit dem Niveau der Bbss-
spezifischen OspA-Antikorper vergleichbar. Obwohl die gegen B. afzelii gerichteten An-
tikbrper ebenso rasch abfallen, kénnen finf Monate nach der Grundimmunisierung in
beiden Impfgruppen noch geringe OspA-Antikdrperspiegel gegen B. afzelii nachgewie-
sen werden. Wie anhand der Antikérperkinetik der Gruppe B ersichtlich ist, flhrt die zu-
satzliche Immunisierung nach sechs Monaten zu einem signifikanten Anstieg des Anti-
korperniveaus, wahrend die Gruppe A bis zur Auffrischungsimpfung nach zwdlf Monaten
keinen Antikdrperzuwachs verzeichnen kann. Dies fuhrt ebenfalls zu der Annahme, dass
das derzeitig empfohlene Impfregime in Form einer zweimaligen Immunisierung inner-
halb von zwei bis drei Wochen und einer Auffrischungsimpfung nach einem Jahr, im
ersten Jahr der Immunisierung zu einem unzureichenden Infektionsschutz gegen B. af-
zelii fahrt.

Da der LB-Impfstoff fur das Pferd auch OspA-spezifische Antikbrper gegen B. garinii
induzieren sollte, wurde die Hohe der OspA-Antikorper in den Pferdeseren mittels mit
rOspA aus B. garinii ZQ1 analysiert. Aufgrund der mit dem OspA von B. garinii assozi-
ierten Serotyp-Diversitat (RUZIC-SABLJIC et al., 2002; FINGERLE et al.,, 2008;
MARGOS et al., 2009) und der mdéglichen Verwendung eines anderen Stammes von
B. garinii bei der Impfstoffherstellung, wurden die impfinduzierten Antikdrper nicht im ho-
mologen System gemessen. Da OspA-spezifische Antikérper lediglich an ein bestimm-
tes Epitop des OspA binden (GOLDE et al., 1997), kann es im Zusammenhang mit dem
OspA-Antikdrpernachweis unter Verwendung von rOspA aus B. garinii ZQ1 somit zu ei-
nem natirlichen Detektionsverlust in Folge der Serotyp-Diversitat des OspA innerhalb
von B. garinii kommen. Obwonhl in den Impfgruppen A und B nach zweimaliger Verabrei-
chung von EquiLyme® hohe Antikdrperspiegel vorhanden sind, sind diese im Vergleich
zu dem Bbss- und B.-afzelii-spezifischen OspA-Antikérperniveau deutlich niedriger. In
Folge des raschen Abfalls der OspA-spezifischen Antikorper in beiden Impfgruppen
kann bereits funf Monate nach der Grundimmunisierung von einem wahrscheinlich un-

zureichenden, auf einer Impfung basierenden, Infektionsschutz gesprochen werden.
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Aufgrund der zuséatzlichen Immunisierung, 180 Tage nach der ersten Antigenverabrei-
chung, handelt es sich bei der Gruppe B lediglich um eine Liicke von zwei bis drei Mo-
naten, in der von keinem Schutz vor einer Infektion mit B. garinii auszugehen ist. Dage-
gen sind die Tiere in der Gruppe A fir einen Zeitraum von mehr als sieben Monaten trotz
vollzogener Grundimmunisierung wahrscheinlich nicht ausreichend vor einer Borreli-
eninfektion geschitzt, da die Pferde in dieser Gruppe erst durch die Booster-Impfung
einen Zuwachs des OspA-Antikdrperniveaus verzeichnen kénnen. Anhand der aufge-
zeigten B. garinii-spezifischen OspA-Antikorperkinetik ist davon auszugehen, dass die
zusatzliche Immunisierung innerhalb von sechs Monaten nach Grundimmunisierung von
einem bis zur Auffrischungsimpfung anhaltenden speziesspezifischen Infektionsschutz
fuhrt.

Bei Analyse der Pferdeseren mit dem rOspA-KELA sind zwei Serumproben in der
Gruppe A aufgrund eines atypischen Antikorperverlaufes aufgefallen. Nach zweimaliger
Immunisierung weisen beide Serumproben einen maximalen Gehalt an OspA-spezifi-
schen Antikorpern auf, der zunachst in den folgenden drei Monaten rasch abféllt, bevor
es ohne zusatzliche Immunisierung zwischen vier und sieben Monaten nach der Er-
stimmunisierung zu einem erneuten Anstieg der Bbss- und B.-afzelii-spezifischen OspA-
Antikorper kommt (Abbildung 11a-c). Der B.-garinii-spezifische Antikdrperverlauf zeigt
vier bis sieben Monate nach der Erstimmunisierung fiir beide Pferde nur geringgradige
Diskrepanzen. Zur Ermittlung der um diesen Zeitraum in den Serumproben vorhandenen
Antikorperqualitat wurden die Proben parallel mit dem LIA untersucht (Abbildung 12).
Abgesehen von einer 150 und 210 Tage nach Erstimmunisierung ersichtlichen Zunahme
der OspA-Signalintensitat bei den Pferden ,Pfd-169-A* und ,Pfd-067-A%, sind keine aty-
pischen oder infektionsspezifische Bandenmuster erkennbar. Da die Pferde lediglich
zwei Immunisierungen innerhalb von 14 Tagen erhielten, kann der Anstieg der OspA-
Antikérper nicht durch eine kirzlich durchgefiihrte Impfung begriindet werden. Obwohl
eine OspA-spezifische Antikdrperantwort auch bei chronischen Krankheitsstadien der
LB zu erwarten ist (LEVY et al., 1993), zeigt das im LIA ersichtliche Bandenmuster zu
keinem Zeitpunkt Anzeichen fir eine Infektion mit Bbsl. Eine andere Erklarung fiir die
abweichende OspA-spezifische Antikdrperkinetik liegt in der nattrlichen Testschwan-
kung. Da alle, Giber den gesamten Untersuchungszeitraum von den Pferden ,Pfd-067-A"
und ,Pfd-169-A“ gewonnen Serumproben mehrmals zu unterschiedlichen Zeitpunkten
mittels rOspA-KELA untersucht wurden, stellt dies keine Ursache fir die abweichenden
Ergebnisse dar.

Zusammenfassend kann anhand der Ergebnisse des quantitativen OspA-spezifischen
Antikorpernachweises die Wirksamkeit der Vakzine EquiLyme® im Pferd im Hinblick auf

eine ausreichende Antikorperantwort gegen die Spezies Bbss, B. garinii und B. afzelii
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angenommen werden. Entgegen den Erkenntnissen von GUARINO et al. (2017) indu-
ziert die fur Pferde zugelassene Lyme-Vakzine gegen alle drei Spezies eine hohe OspA-
Antikorperantwort. Im Einklang mit den Erkenntnissen von TOPFER et al. (2007) kann
durch eine zusatzliche Immunisierung nach sechs Monaten ein speziesspezifischer In-
fektionsschutz tGber den Zeitraum von mindestens einem Jahr angenommen werden.
Dagegen ist der durch EquiLyme® induzierte Impfschutz nach Anwendung des regula-
ren fur Totvakzinen empfohlenen Impfregimes als fragwirdig zu beurteilen. Anhand der
Ergebnisse im Borrelienlysat- und rOspA-KELA sind die Pferde nach zweimaliger Anti-
genverabreichung lediglich fir einen Zeitraum von maximal finf Monaten ausreichend
geschutzt, wahrend die Pferde in den folgenden sieben Monaten unzureichende, vor
einer Infektion schitzende Antikorperspiegel aufweisen. Ein erhdhtes Infektionsrisiko ist
gegeben, wenn die Pferde in Zeckenendemiegebieten gehalten werden und die Antikor-
perlicke zeitgleich mit einem saisonal bedingten Anstieg der Zeckenexposition einher-
geht. Anhand von zwei Pferden aus der Gruppe A kann die Auswirkung eines unzu-
reichenden Antikorperspiegels wahrend eines hohen Zeckenautkommens aufgezeigt
werden. Nach zweimaliger Immunisierung innerhalb von 14 Tagen ist in den Pferdeseren
,Pfd-132-A* und ,Pfd-141-A" mittels Borrelienlysat-KELA zunéchst ein Anstieg des Bbsl-
spezifischen Gesamtantikérpergehaltes zu beobachten, welcher innerhalb von fiinf Mo-
naten rasch abfallt und sieben Monate nach der Erstimmunisierung wieder ansteigt (Ab-
bildung 15). In den folgenden Monaten ist bis zur stattfindenden Auffrischungsimpfung
ein andauernder Antikorperanstieg zu beobachten. Dieser Antikérperverlauf ist als Hin-
weis auf eine Infektion zu betrachten (STRAUBINGER et al., 2000). Da anhand des
KELA nur eine guantitative Bestimmung der borrelienspezifischen Antikérperantwort
mdglich ist, wurde zur Bestatigung des Infektionsverdachtes der Borrelia Veterinar plus
OspA LINE durchgefiihrt (Abbildung 16). Zum Zeitpunkt des im KELA erscheinenden
Antikdrperanstiegs erscheint bei Untersuchung der Serumprobe ,Pfd-132-A* als auch
beim Pferd ,Pfd-141-A"“ ein Bandenmuster, das auf eine Infektion hinweist. Sieben Mo-
nate nach erster Immunisierung ist auf den Nitrozellulosestreifen eine Zunahme der Sig-
nalintensitat bei dem Antigen ,p83“ zu erkennen. Zuséatzlich tritt eine Bande bei ,VISE-
Mix (horse) in Erscheinung. Weitere Signale sind bei den Proteinen ,p39“, ,DbpA-Mix“,
,p58* und ,OspC-Mix* zu beobachten. Dieses Bandenmuster ist in abgeschwachter In-
tensitat bis zur Durchfuhrung der Auffrischungsimpfung zu sehen und ist damit im Ein-
klang mit den Beobachtungen im KELA. Die abschlieRende Immunisierung fuhrt in bei-
den Pferden zu einem erneuten Anstieg des Antikorperniveaus. Bei Analyse der durch
die Immunisierung induzierten qualitativen Antikérperantwort fallt jedoch lediglich eine

Zunahme der Signalstarke bei OspA auf. Dies spricht dafiir, dass das humorale Immun-

83



Diskussion

system auf eine Immunisierung trotz Infektion mit einer OspA-spezifischen Antikérper-
antwort reagiert. Da die Pferde sowohl vor der Auffrischungsimpfung als auch im An-
schluss daran keine klinischen Anzeichen einer LB aufwiesen, hat die Auffrischungsimp-
fung mit dem Lysatimpfstoff keinen Einfluss auf die bestehende Infektion genommen.
Ein ahnliches Bild lieferte die serologische Untersuchung des Pferdes ,Pfd-139-C* aus
der Kontrollgruppe C. Die Messung des Antikdrperspiegels fihrt ab dem flinften Monat
nach Studienbeginn zu ansteigenden Werten, die erst sieben Monate spater leicht riick-
laufig sind (Abbildung 13). Bei der qualitativen Analyse der Antikérper kann sieben Mo-
nate nach Untersuchungsbeginn ein Bandenmuster detektiert werden, das flr eine statt-
gefundene Infektion spricht (Abbildung 14). Auch hier tritt ein deutliches Signal bei ,VISE-
Mix (horse)” und ,p39“ in Erscheinung. Zudem kann eine Zunahme der Bandenintensitat
bei ,p83“ beobachtet werden.

Die serologische Untersuchung sieben Monate nach der Erstimmunisierung lieferte fir
die Pferde ,Pfd-132-A" und ,Pfd-141-A" erste Infektionshinweise. Da die Tiere innerhalb
der Impfgruppe A funf bis sechs Monate nach der Grundimmunisierung niedrige OspA-
Antikorperspiegel aufweisen, ist anzunehmen, dass sich die beiden Pferde aufgrund
eines unzureichenden protektiven OspA-Antikorperspiegels infiziert haben. Die
zweimalige Immunisierung innerhalb von 14 Tagen wurde gemaf der Empfehlung des
Impfstoffherstellers vor einer erhdhten Zeckenaktivitat, im Dezember, durchgefuhrt.
Somit befanden sich die OspA-spezifischen Antikérper ab dem Monat Mai auf einem
niedrigen Niveau. Zu diesem Zeitpunkt ist im Zusammenhang mit einer Koppelhaltung
die Zeckenexposition der Pferde sehr hoch, was wiederum eine Infektion mit Bbsl
beginstigt. Da sich das nicht-immunisierte Pferd ,Pfd-139-C* aus der Kontrollgruppe C
hdchstwahrscheinlich ebenfalls im Mai oder Juni mit Bbsl infiziert hat, ist dies plausibel.
Da bei allen drei Tieren keine Speziesisolierung und -identifikation aus den Geweben
durchgefiihrt wurde, ist die Infektionsursache unbekannt. Ob eine zeitliche Verschiebung
der Erstimmunisierung in den Monat April eine Infektion der geimpften Pferde aus der
Gruppe A verhindert hatte, ist ungewiss, da auch in den Monaten August und September
mit einem regional gehauften Zeckenvorkommen gerechnet werden muss.

Zu Beginn des Untersuchungszeitraums wurden 99 Pferde mittels EquiLyme® zweimal
innerhalb von 14 Tagen immunisiert. AnschlieBend erhielten 44 Pferde 180 Tage nach
initialer Immunisierung eine dritte Antigenverabreichung, wahrend 365 Tage nach Er-
stimmunisierung 83 Tiere erneut geimpft wurden. Somit wurden insgesamt 325 Impf-
stoffapplikationen an 99 verschiedenen Pferden durchgefuhrt. Obwohl der Impfstoffher-
steller darauf verweist, dass die Antigenverabreichung in seltenen Féllen zu Fieber oder
Schwellungen der Injektionsstelle und in sehr seltenen Fallen zu Uberempfindlichkeits-

reaktionen fihren kann, konnten die Besitzer in der durchgefihrten Studie bei keinem
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Pferd Nebenwirkungen beobachten. Lediglich ein Pferd entwickelte nach der letzten Im-
munisierung einen Abszess an der Injektionsstelle und musste daraufhin mit Penicillin,
Gentamicin und nicht-steroidalen Antiphlogistika Gber einen Zeitraum von 14 Tagen be-
handelt werden. Da es sich hierbei um eine grundsatzlich nach Injektionen auftretende
Komplikation handelt, ist die Abszedierung keine Folge der Impfstoffverabreichung.

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass sowohl der Gesamtantikérper-
spiegel als auch das OspA-Antikérperniveau nach der Grundimmunisierung rasch ab-
sinken und die geimpften Pferde bereits hach wenigen Monaten gegenuber einer Infek-
tion mit Bbsl empfanglich sind. Dies konnte bereits anhand einer Impfstudie an Hunden
bestatigt werden (TOPFER, 2007). Dagegen konnte mit einer dritten Antigenverabrei-
chung, die sechs Monate nach der Grundimmunisierung durchgefihrt wurde, eine signi-
fikante Erh6hung des Antikdrperspiegels erzielt werden. Somit kann auch in den Folge-
monaten ein schiutzender Antikdrperspiegel aufrechterhalten werden. Aufgrund dieser
Ergebnisse ist das derzeitig empfohlenen Impfregime mit einer zusatzlichen Immunisie-
rung nach sechs Monaten zu erganzen. Untersuchungen der durch EquiLyme® indu-
Zierten speziesiubergreifenden Antikorperantwort ergaben sowohl ausreichende Antikor-
perspiegel gegen das OspA von Bbss als auch gegen das OspA von B. garinii und B. af-
zelii. Damit kann die Wirksamkeit der Lyme-Vakzine fur Pferde im Hinblick auf eine An-
tikorperinduktion gegen OspA bestatigt werden und von einem adaquaten Impfschutz
gegen die in Europa hauptsachlich vorkommenden Borrelienspezies ausgegangen wer-
den. Obwohl eine Impfung gegen die LB des Pferdes eine wirksame Vorbeugemal3-
nahme darstellt, sind zur Minimierung des Infektionsrisikos mit Bbsl weitere Vorsichts-
mafinahmen zu ergreifen, die auf eine Zeckenabwehr abzielen. Auch im Hinblick auf
durch Zecken Ubertragbare Co-Infektionen mit den Erregern Anaplasma phagocytophi-
lum oder Babesia caballi ist es in erster Linie ratsam, die Pferde taglich auf anhaftende
Zecken zu kontrollieren. Da die Wanderung der Borrelien vom Darm zur Speicheldriise
der Zecke mindestens 24 Stunden in Anspruch nimmt sollten die Arthropoden mdglichst
friihzeitig entfernt werden (PIESMAN et al., 2001). In Anbetracht der gro3en Kérperober-
flache der Pferde gestaltet es sich schwierig, die Zecken aufzusuchen. Zusatzlich emp-
fiehlt sich der Einsatz von Zeckenabwehrsprays. Fur Pferde sind derzeit Produkte mit

dem Wirkstoff Icaridin, einem synthetischen Repellent, kommerziell erhaltlich.
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6 Zusammenfassung

Die Lyme-Borreliose (LB) ist die haufigste durch Zecken Ubertragene Infektionskrankheit
in Europa. Als Krankheitserreger fungieren Spirochéten des Bbsl-Komplexes. Obwohl
eine langfristige Antibiotikatherapie zu einer Linderung der klinischen Erscheinungen
fuhrt, kann damit anhand von einer Vielzahl an Studien keine Erregerelimination belegt
werden. Deshalb ist es umso wichtiger, geeignete Vorsorgemalinahmen zu ergreifen.
Aufgrund der gro3en Korperoberflache des Pferdes gestaltet sich sowohl die adspekto-
rische Zeckenkontrolle am Tier sowie die Zeckenabwehr mittels Sprays mit repellieren-
den Eigenschaften als problematisch. Aus diesem Grund stellt die Immunisierung gegen
die LB mit dem weltweit einzigen kommerziell erhaltlichen Impfstoff EquiLyme® fiir
Pferde die nahezu einzige ProphylaxemalRnahme dar. Wie Studien aus der Humanme-
dizin zeigen, ist die Wirksamkeit einer Immunisierung jedoch nicht unumstritten: Bei
zweimaliger Immunisierung kann der Impfschutz im ersten Jahr nur bei Zweidrittel der
geimpften Menschen gewahrleistet werden, wohingegen die dritte Antigenverabreichung
bei nahezu allen Probanden zu einem ausreichenden Infektionsschutz fiihrt. Anhand der
mit Pferden durchgeflihrten Studie sollte das derzeitig empfohlene Impfregime im Hin-
blick auf eine ausreichende Antikdrperantwort Uberprift und die Auswirkung einer zu-
satzlichen Immunisierung auf die Hohe der Antikoérper aufgezeigt werden. Héhere Anti-
korperspiegel fihren zu einem langer anhaltenden, hohen Antikdérperniveau und ermog-
lichen damit einen Impfschutz vor Infektion mit Bbsl. Zuséatzlich sollte die Qualitat der
induzierten Antikdrper charakterisiert und damit die Wirksamkeit des Impfstoffes im Hin-
blick auf eine speziesuibergreifende Antikdrperinduktion evaluiert werden.

In dieser Studie konnte eine Seropravalenz von 13,4 % in der untersuchten bayerischen
Pferdepopulation festgestellt werden, wobei lediglich 7 % der seropositiven Pferde wah-
rend des Untersuchungszeitraums klinische Anzeichen einer LB aufwiesen.
EquiLyme® (Boehringer-Ingelheim Vetmedica GmbH, Germany), der weltweit einzige
kommerziell erhaltliche Borreliose-Lysatimpfstoff fur Pferde, enthalt die Antigene der
Spezies Bbss, B. garinii und B. afzelii und wurde in seronegativ und schwach grenzwertig
getesteten Pferden sowohl im Hinblick auf die induzierten Gesamtantikdrper als auch
auf die speziesspezifischen Antikorper gegen das OspA untersucht. Aul3erdem wurde
durch die Anwendung von zwei unterschiedlichen Impfschemata der Einfluss einer zu-

satzlichen Immunisierung auf die nachweisbaren Antikdrper ermittelt.
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Zunachst konnte durch eine zweimalige Immunisierung ein hoher Gesamtantikérper-
spiegel gegen Bbsl erreicht werden. Im weiteren Zeitverlauf sanken die Antikorper je-
doch rasch ab, was dazu fuhrt, dass funf Monate nach der Grundimmunisierung nur noch
geringe Antikorperspiegel nachweisbar waren. Die dritte Immunisierung nach sechs Mo-
naten fuhrte jedoch zu einem signifikanten Anstieg des Gesamtantikdrperniveaus. In den
Folgemonaten des Beobachtungszeitraumes fuhrte die zuséatzliche Antigenapplikation
zu signifikant hoheren Antikorperspiegeln. Ein ahnliches Ergebnis lieferte auch die Ana-
lyse der durch EquiLyme® induzierten OspA-spezifischen AntikOrperantwort gegen die
Genospezies Bbss, B. garinii und B. afzelii. Durch die Grundimmunisierung konnte so-
wohl gegen Bbss als auch gegen B. afzelii ein deutlicher OspA-Antikdrperzuwachs beo-
bachtet werden. Obwohl die OspA-spezifische Antikérperinduktion gegen B. garinii ge-
ringer ausgepragt war, wurde nach der Impfung dennoch eine Immunantwort gegen
diese Spezies festgestellt. Nachfolgend sanken die OspA-Antikorperspiegel gegen alle
drei Spezies ab. Die gegen das OspA von Bbss und B. afzelii gerichteten Antikdrper
erreichen funf Monate nach der Grundimmunisierung kaum nachweisbare Werte, wéh-
rend sich die OspA-spezifischen Antikdrper gegen B. garinii bereits nach vier Monaten
auf einem minimalen Niveau bewegen. Dagegen fuhrte die dritte Antigenverabreichung
nach sechs Monaten zu hohen und anhaltenden OspA-Antikorperspiegel gegen alle drei
Spezies.

Wie bereits aus vorhergehenden Studien bekannt ist, induziert eine Lyme-Vakzinierung
lediglich eine geringe Kreuzprotektivitdt gegen heterologe Genospezies. Anhand der
nach Immunisierung mittels EquiLyme® induzierten, speziesiibergreifenden Immunant-
wort kann von einem Infektionsschutz sowohl gegen Bbss, als auch gegen B. garinii und
B. afzelii ausgegangen werden. Lediglich ein Pferd wurde nach der letzten Antigenver-
abreichung in Form einer Abszedierung im Bereich der Injektionsstelle auffallig. Bei den
restlichen immunisierten Pferden konnten seitens der Besitzer keine Nebenwirkungen
beobachtet werden.

Neben der Impfung gegen die Erreger der LB dirfen zusétzliche ProphylaxemalRnahmen
nicht vernachlassigt werden. Nach wie vor stellen sowohl die Vermeidung einer Zecken-
exposition mittels Zeckenabwehrpraparaten als auch die tagliche adspektorische Kon-
trolle und frihestmégliche manuelle Entfernung der Zecken wichtige Mal3nahmen zur

Minimierung des Infektionsrisikos dar.
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7 Summary

The Lyme-borreliosis is the most common tick related infectious disease in Europe. The
causative agent are spirochetes of the Bbsl-complex. Although a longterm treatment with
antibiotics improves clinical signs of Lyme-borreliosis, eradication of the borrelia in the
host’s tissues is not possible, as it has been reported in recently published studies.
Therefore preventive measures become more important. Due to the large body surface
of the horse both, the visual examination of tick bites and the use of repellent sprays
against ticks are considered to be problematic. Therefore, the vaccination against Lyme-
disease with EquiLyme® seems to be the only suitable prophylaxis measure available
for horses. However, studies in human medicine about the effectiveness of immunization
leads to controversy: Two immunizations within the first year protect only two thirds of
the participants while an additional vaccination leads to protection of nearly all individu-
als. The goal of the study presented here was to evaluate the current vaccination
schedule in order to induce sufficient antibody response and to determine the effect of
an additional immunization with regard to higher antibody levels in horses. Maximum
antibody levels are important for a delayed decrease of antibodies and therefore provide
an extended protection from infection, as infection protection exclusively depends on
high antibody levels. To evaluate the effectiveness of EquiLyme® in order to induce spe-
cies-specific antibodies against Bbsl the different types of antibodies induced by immu-
nization has to be characterized precisely.

The serological examinations in the study presented here show a seropositivity of 13.4 %
in tested horses from Bavaria. During course of investigation only 7 % of seropositivly
tested horses showed clinical signs associated with Lyme-borreliosis.

EquiLyme® (Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Germany) is the only commerci-
ally available Lyme-vaccine for horses worldwide and consists of the species Bbss,
B. garinii and B. afzelii. To evaluate the effectiveness of the Lyme-vaccine's potential to
induce high antibody levels, seronegatively and weakly borderline tested horses were
vaccinated and total antibody response as well as specific OspA-antibody response were
determined. Furthermore, two different vaccination schedules were performed in order

to show the effect of an additional immunization on the amount of antibody levels.
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First of all, two immunizations induce high amounts of total antibodies against Bbsl. Af-
terwards total antibodies decrease rapidly and reach a minimum antibody level five mon-
ths post-vaccination. However, the additional immunization on day 180 leads to a higher
and longer-lasting total antibody level in the second half since beginning of the study.
Compared to total antibody response after immunization the detection of OspA-specific
antibodies against Bbss, B. garinii and B. afzelii showed similiar results. The basic im-
munization induces a significant increase in OspA-antibodies against Bbss as well as
against B. afzelii. Although the OspA-specific antibody level against B. garinii is less pro-
nounced, there was a measurable humoral immune response. Afterwards the OspA-an-
tibodies against all three species decreased. Five months post-vaccination OspA-spe-
cific antibodies against Bbss and against B. afzelii reached minimum values, while a
sufficient high antibody level against B. garinii can be observed only during a period of
four months after immunization. Nevertheless, high and long-lasting OspA-antibody
response against all three borrelia-species can be observed following third immunization
six months after initial immunization.

As it has been reported before, vaccination against Lyme disease only predicts spe-
ciesspecific protection. As EquiLyme® induces high antibody levels against Bbss as well
as against B. garinii and B. afzelii, there can be assumed a species-specific infection
protection. After immunization exclusively one horse developed an abscess in the area
of the injection site. Among horse population no further side effects were observed by
the owners after vaccination. Additionally to vaccination other preventive measures
should be considered. Daily control of the horse and the removal of adherent ticks as
well as the use of tick repellents are important measures to reduce the risk of infection
with Bbsl.
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