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I. Einleitung 1

l. EINLEITUNG

Lyme-Borreliose (LB) zahlt sowohl in Europa als auch in den Vereinigten Staaten
zu einer der am hdufigsten durch Vektoren Ubertragenen Krankheiten (WU et al.,
2011). Urséchlich fir diese multisystemische Erkrankung sind Spirochéten des
Borrelia-burgdorferi-sensu-lato (Bbsl)-Komplexes, welchem mittlerweile tber 20
Borrelienspezies angehéren (CUTLER et al., 2017). Ubertragen werden die
Spirochaten wahrend des Saugaktes von Zecken, wobei in Europa Ixodes ricinus —
auch bekannt als Gemeiner Holzbock — als Ubertrager fungiert (SKOTARCZAK et
al., 2003; WODECKA, 2003; LOMMANO et al., 2012). Die Spezies
Borrelia burgdorferi sensu stricto (Bbss), Borrelia (B.) garinii, B. bavariensis,
B. spielmanii und B. afzelii werden am haufigsten mit humanen Erkrankungen
assoziiert (BARANTON et al., 1992; CANICA et al., 1993; GERN & HUMAIR,
2002; PIESMAN & GERN, 2004; FINGERLE et al., 2008; STANEK & REITER,
2011; MANNELLI et al., 2012; STANEK et al., 2012; STUPICA et al., 2015). Die
Humanpathogenitét von B. lusitanae, B. miyamotoi und B. valaisiana konnte durch
deren Nachweis in Cerebrospinalflissigkeit (CSF) verifiziert werden
(COLLARES-PEREIRA et al., 2004; DIZA et al., 2004; DE CARVALHO et al.,
2008; HOVIUS et al., 2013). Zusatzlich zum Menschen kdnnen diese Spirochéten
auch bei anderen Séaugetieren, wie Hunden und Pferden, Erkrankungen auslosen.
Klinische Anzeichen sind bei diesen beiden Tierarten unspezifisch und treten —
wenn Uberhaupt — eher im fortgeschrittenen Stadium der Krankheit auf (LISSMAN
et al., 1984; APPEL et al., 1993; HAHN et al., 1996; STRAUBINGER et al.,
1998a; PASSAMONTI et al., 2015). Sowohl in der Human- als auch in der
Tiermedizin ist der diagnostische Goldstandard ein Zweistufenverfahren (STEERE
et al., 2008; BARTH et al., 2014). Hierbei dient z.B. ein kinetischer Enzyme-
linked-Immunosorbant-Assay (KELA) als erste Stufe. Dabei wird der spezifische
Immunglobulin (1g)-G-Antikdrperspiegel quantitativ gemessen, wobei die Probe
bei Werten tiber 100 als Borrelien-positiv gilt. Der KELA zeichnet sich durch eine
hohe Spezifitat aus, kann aber zwischen geimpften und infizierten Patienten nicht
unterscheiden. Um diese Unterscheidung zu ermdglichen, fungiert der Line-
Immunoassay (LIA) als zweiter Schritt der Diagnostik. Die hohe Spezifitat des LIA
wird durch verschiedene Ag-Signale erreicht, die eine Unterscheidung zwischen
Impfung und Infektion ermdglichen (WILSKE et al., 2007). In der Humanmedizin

gibt es immer mehr Hinweise darauf, dass verschiedene Borrelienspezies eine
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unterschiedliche Symptomatik verursachen. So wird beispielsweise B. spielmanii
mit Erythema migrans (EM) assoziiert, fur B. afzelii konnte eine hohere Affinitét
zu Kollagen in der Haut als bei anderen Spezies nachgewiesen werden (FINGERLE
et al.,, 2008; STUPICA et al., 2015). Bei Hunden wurde bisher unter
Laborbedingungen nur die Pathogenitat von Bbss bewiesen (STRAUBINGER et
al., 1998a). Aufgrund der steigenden Anzahl an Borrelienspezies, die mit humanen
Erkrankungen assoziiert werden, liegt die Vermutung nahe, dass auch bei Tieren
neben Bbss zusatzliche Spezies eine LB verursachen konnen. Bisherige
Untersuchungen hierzu wurden fast ausschlieBlich mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR) und anschlielender Gensequenzierung
durchgefunhrt, dies stellt auf Grund moéglicher falsch-negativer Ergebnisse jedoch
kein sicheres Verfahren dar (STRAUBINGER et al., 1998a; STRAUBINGER,
2000; SPECK et al., 2007; LESCHNIK et al., 2013; NUNES et al., 2018; OKEYO
etal., 2019).

Ziel dieser Arbeit war es, zwei fir Hunde und Pferde zugelassene kommerzielle
LIAs (im Weiteren LIA A und LIA B) hinsichtlich der Korrektheit und
Vergleichbarkeit der daraus gewonnenen Ergebnisse zu 0berprifen. Die so
gewonnenen Ergebnisse sollen zu einer optimierten Diagnose der LB bei Hunden
und Pferden beitragen. Ein weiteres Ziel war, neue Erkenntnisse beztiglich der fir
diese Tierarten pathogenen Borrelienspezies mittels speziesspezifischem
Antikdrpernachweis zu gewinnen. Dafiir wurde in Zusammenarbeit mit der Firma
Virotech (VIROTECH Diagnostics GmbH, Russelsheim, Deutschland) ein LIA
entwickelt, mit welchem funf verschiedene Borrelienspezies anhand von Antigen-

Antikorper-Bindung unterschieden werden sollen.
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1. LITERATURUBERSICHT
1 Der Borrelia-burgdorferi-sensu-lato-Komplex
1.1 Taxonomie und Nomenklatur

Namensgebend fur Borrelien war der franzosische Bakteriologe Amédée Borrel
(1867-1936) (BRADE & HUNFELD, 2009). Die Gattung Borrelia gehort zur
Familie der Borreliaceae, welche dem Stamm der Spirochaetota zugeordnet wird
(PARTE et al., 2020). Nach momentanem Kenntnisstand gehtren 21 Spezies zum
Bbsl-Komplex (Tabelle 1); dieser Gruppe werden auch die Erreger der LB
zugeordnet (WOLCOTT et al., 2021).

Tabelle 1: Liste der Borrelien des B.-burgdorferi-sensu-lato-Komplexes

Name Humanpathogenitdt  Referenz

B. afzelii bewiesen (CANICA et al., 1993)

B. americana ungeklart (RUDENKO et al., 2009b)
B. andersonii nein (MARCONI et al., 1995)
B. bavariensis bewiesen (MARGOS et al., 2009)

B. bissettii ungeklart (POSTIC et al., 1998)
3'”2%9‘10”8” sensu bewiesen (JOHNSON et al., 1984b)
B. californiensis ungeklart (POSTIC et al., 2007)

B. carolinensis nein (RUDENKO et al., 2009a)
B. chilensis ungeklart (IVANOVA et al., 2014)
B. finlandensis ungeklart (CASJENS et al., 2011)

B. garinii bewiesen (BARANTON et al., 1992)
B. japonica nein (KAWABATA et al., 1993)
B. kurtenbachii ungeklart (MARGOS et al., 2010)

B. lusitaniae ungeklart (LE FLECHE et al., 1997)
B. mayonii ungeklart (PRITT et al., 2016)

B. sinica ungeklart (MASUZAWA et al., 2001)
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B. spielmanii bewiesen (RICHTER et al., 2006)

B. tanukii ungeklart (FUKUNAGA et al., 1996)
B. turdi ungeklart (FUKUNAGA et al., 1996)
B. valaisiana bewiesen (WANG et al., 1997)

B. yangtzensis ungeklart (CHU et al., 2008)

Die einzelnen Spezies unterscheiden sich zum Teil in Wirtsspezifitat, Verbreitung
und Organtropismus (MARGOS et al., 2011; CUTLER et al., 2017). Im Gegensatz
zu Bbss, welches auf allen Kontinenten aufzufinden ist, sind in Nordamerika andere

Spezies vertreten als in Europa oder Asien (siehe Abb. 1).

Localization Borrelia genospecies

Bbss

NORTH AMERICA  B. mayonii
B. bissettii
Bbss
B. afzelii
B. garinii
B. spielmanii

EUROPE B. bavariensis
B. bissettii
B. lusitaniae
B. mayonii
B. valaisiana
Bbss
B. afzelii
B. garinii
ASIA B. spielmanii

B. bavariensis
B. bissettii
B. valaisiana

Abbildung 1: Geographische Verteilung der Borrelienspezies (GUERIN et al.,
2023)

Als nachweislich humanpathogen gelten Bbss (JOHNSON et al., 1984b), B. garinii
(BARANTON et al., 1992), B. afzelii (CANICA et al., 1993) und B. bavariensis
(MARKOWICZ et al., 2015). Durch den Nachweis von B. spielmanii im EM
mehrerer Patienten kann von dessen Beteiligung an klinischen Hautmanifestationen
bei der LB ausgegangen werden (FOLDVARI et al., 2005; MARASPIN et al.,
2006; FINGERLE et al., 2008). Zudem wird die Pathogenitat von B. lusitanae und
B. valaisiana vermutet; ersteres konnte aus einer chronischen Hautlésion isoliert
werden (COLLARES-PEREIRA et al., 2004) und wurde mit einer Vaskulitis



I11. Literaturiibersicht 5

ahnlichen Syndrom in Zusammenhang gebracht (DE CARVALHO et al., 2008).
Der Nachweis von B. valaisiana gelang aus der CSF eines Mannes mit spastischer
Paraparese (DIZA et al., 2004). In mehreren, vor allem siidlichen Staaten der USA
konnte die DNA von B. andersonii und B. americana in Blut- und Hautproben von
Patienten mit fir LB typischen Symptomen nachgewiesen werden (CLARK et al.,
2014), auch die Pathogenitat von B. japonica wird vermutet (MASUZAWA et al.,
1996b). Zudem wurde in den Vereinigten Staaten eine neue Spezies, B. mayonii,
aus der Haut bzw. CSF von sechs Patienten mit LB isoliert. Diese Borrelienspezies
zeichnet sich durch eine hohe Virulenz aus und verursacht eine groRere
Spirochatemie als andere Spezies (PRITT et al., 2016).

1.2 Morphologische Eigenschaften
Die mikroaerophilen, gramnegativen Borrelien stellen sich als helikal gewundene,
bewegliche Bakterien dar (Abb. 2).

Abbildung 2: Elektronenmikroskopische Darstellung von B. burgdorferi

(nach dem Robert-Koch-Institut (RKI) (ROBERT KOCH INSTITUT, 2019))

Die verschiedenen Borrelienspezies unterscheiden sich morphologisch hinsichtlich
Lange, Durchmesser, Gleichméaligkeit und Enge der Windungen; ebenso kann die
Anzahl der periplasmatischen Flagellen variieren (BARBOUR & HAYES, 1986).
Borrelien haben eine L&nge von 10 bis 30 um, der Zelldurchmesser variiert
zwischen 0,18 bis 0,25 um (BURGDORFER et al., 1982; JOHNSON et al., 1984a).
Je naher die Bakterien an die stationdre Wachstumsphase kommen, desto groier
sind sie; ebenso wird ihre GroRe vom zur Anzucht verwendeten Kulturmedium
beeinflusst (ARISTOWSKY & HOELTZER, 1924; BARBOUR & HAYES, 1986).
Im Inneren des Protoplasmazylinders liegt neben den Zellorganellen das lineare
Chromosom, welches aus uber 910.000 Basenpaaren sowie neun zirkuldren und
zwolf linearen Plasmiden besteht (FRASER et al., 1997). Die Plasmide setzen sich

aus insgesamt ber 530.000 Basenpaaren zusammen und bilden das groRte, bisher
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in charakterisierten Bakterien nachgewiesene DNA-Komplement (FRASER et al.,
1997; CASJENS et al., 2005; STEWART et al., 2005). Zusétzliche Gensignaturen
der einzelnen Borrelienspezies spielen nach neuesten Erkenntnissen eine Rolle bei
der Verteilung und der Infektiositdt der Spirochaten innerhalb des Wirts
(LEMIEUX et al., 2023). Die Fortbewegung der Borrelien wird durch im
periplasmatischen Raum befindliche Endoflagellen bewerkstelligt. Dabei
inserieren bis zu 18 in Blindeln liegende Endoflagellen an den Basalkorpern beider
Pole und durchziehen den periplasmatischen Raum asymmetrisch (Abb. 3). Die
Kontraktion dieser Endoflagellenbiindel fihrt zur Kontraktion des
Protoplasmazylinders und in der Folge einer schraubenférmigen Fortbewegung.
Um den Zellkorper vor &uleren Einflissen zu schitzen, umgibt ihn die
wasserldsliche, mukdse AuBenmembran (surface layer) (Abb. 3) (JOHNSON et al.,
1984a; BARBOUR & HAYES, 1986; CHARON & GOLDSTEIN, 2002).

AuBenmembran

[soceccrcrcrprarececeseosceesd Y PAOCOOOOOOCO0OC
{11 1 1
| R 2

W&‘} laWsssessscreessWWisessssssseses

AuRere

Endoflagelle
Zellmembran

- ~ 3
o
o0
Protoplasmazylinder LOFP
.. "
X
Ot
.
Endoflagellen i - :
:‘ '. —— = .- = D — — =
S e = e = ==
0.25 pnr

VOO CO000000O00O000C

Periplasmatischer
Raum

Peptidoglykan

Zytoplasmenmembran

Abbildung 3: Mikroskopische und schematische Darstellung von B. burgdorferi
(ROSA et al., 2005)

1.3 Oberflachenstruktur und Pathogenitatsmechanismen der Borrelien
Auf Grund der Fokussierung dieser Arbeit hinsichtlich der Validierung und
Entwicklung diagnostischer Tests zum Antigennachweis soll in diesem Kapitel nur
auf fur die Diagnostik relevante Oberflachenproteine eingegangen werden. Ein
Review zu diesen und anderen Proteinen der Spirochdten haben Winslow und
Coburn im Jahr 2019 veroffentlicht (WINSLOW & COBURN, 2019). Eine

Besonderheit der Borrelien im Vergleich zu anderen Pseudomonadota sind die
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Anzahl und Variabilitat der Lipoproteine auf ihrer &ueren Membran (SAMUELS
& RADOLF, 2010). Vor allem die Oberflachenproteine (Outer surface protein,
Osp) der Spirochaten sind hochvariable Antigene (Ag) und haben starken Einfluss
auf die Pathogenitat (STEVENSON et al., 1995; BONO et al., 1998; STEVENSON
et al.,, 1998; PORCELLA et al., 2000). Ihrem Molekulargewicht entsprechend
werden sie in die Gruppen OspA bis OspF eingeteilt und weisen eine hohe
Heterogenitat vor allem bei humanpathogenen Borrelienspezies auf (WILSKE et
al., 1992; WILSKE et al., 1993b; JAURIS-HEIPKE et al., 1995). Mithilfe des
OspA gelingt der Borrelie die Adhésion an die Darmwand der Zecke. Nach dem
Saugakt steigt die Temperatur im Mitteldarm des Vektors, der pH-Wert sinkt von
7,2 bis 7,6 auf 6,8 bis 6,9 (BALASHOV, 1967; YANG et al., 2000;
RAMAMOORTHY & SCHOLL-MEEKER, 2001). Aufgrund dieser wechselnden
Bedingungen wird statt OspA nun OspC exprimiert (FINGERLE et al., 1995;
SCHWAN et al., 1995; STEVENSON et al., 1995). Die Expression des OspC
erreicht ihren Hohepunkt 48 Stunden nach Beginn des Saugaktes (SCHWAN &
PIESMAN, 2000). Dies veranlasst zur Vermutung, dass dieses Oberflachenprotein
fir die Diagnose einer frihen Borrelieninfektion von Bedeutung sein kodnnte
(WILSKE et al., 1988; WILSKE et al., 1989). Das OspC weist eine hohe Affinitat
zur Speicheldriise der Zecke auf und hat somit groRen Einfluss auf die Ubertragung
der Borrelie mit dem Speichel auf den Wirt (GILMORE & PIESMAN, 2000; PAL
et al., 2004b). Um dem Immunsystem des Wirts zu entkommen, exprimieren
Borrelien die Proteine wahrend einer Infektion weniger auf ihrer Oberflache,
wodurch nur bedingt Ak gegen sie gebildet werden kdnnen. Im Gegenzug steigt die
Expression von anderen Oberfldchenproteinen wie z.B. variable major protein like
sequence expressed (VISE) und dem Borrelia-burgdorferi-arthritis-related-protein
(COXetal., 1996; LIANG et al., 2002a; LIANG et al., 2002b; LIANG et al., 2004).

Ein weiteres Oberfldchenprotein, mit dessen Hilfe Borrelien dem Immunsystem des
Wirtes entkommen, ist das VISE. Dieses Lipoprotein hat eine GroRe von 34 kDa
und wird nahe des rechten Telomers des linearen Plasmids exprimiert; vermutlich
ist es mittels Lipidankern mit der Borrelienmembran verbunden (ZHANG et al.,
1997; LIANG et al., 1999a). Die Besonderheit des VISE liegt in seinen invariablen
(IR1-IRg) und variablen (VR:-VRs) Regionen, welche von zwei konstanten
Doménen flankiert werden (EICKEN et al., 2002). Separat hervorzuheben ist hier

die 26-mer invariable region (IRe), da Ak gegen diese nur bei aktiven Infektionen
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gebildet werden. Dies macht die IRg vor allem fir die Diagnostik der LB wertvoll
(ZHANG et al., 1997; ZHANG & NORRIS, 1998b; LIANG et al., 2000; PHILIPP
et al., 2001). Die Expression dieses Gens und damit die Produktion des VISE
unterscheidet sich in verschiedenen Geweben (BYKOWSKI et al., 2006) und
ermoglicht den Borrelien den immune-escape-Mechanismus, wodurch eine
persistierende Infektion entstehen kann. Um dem Immunsystem des Wirts zu
entgehen, rekombinieren einzelne Teile der vls-Genkassetten mit Segmenten der
Zentraldomane, wodurch immer wieder neue Ag synthetisiert werden. Dieser
Prozess beginnt bereits am vierten Tag nach einer Infektion (ZHANG & NORRIS,
1998a). Da die IR des VISE-Proteins nicht auf der Oberflache der Spirochéten
exponiert sind, konnen die vom Sdugerwirt gebildeten Ak kaum an die Epitope
binden, wodurch die Eliminierung der Spirochaten erschwert wird (ZHANG &
NORRIS, 1998a; LIANG et al., 1999a; EICKEN et al., 2002; EMBERS et al.,
2007; ROGOVSKYY et al., 2015).

Von diagnostischer Bedeutung ist auch das Borrelia membrane protein A (BmpA),
ein membranassoziiertes Protein mit einem Molekulargewicht von 39 kDa
(SIMPSON et al., 1990). Dieses bindet an Laminine und spielt somit eine wichtige
Rolle fir den Stoffwechsel der Borrelien im S&ugermechanismus sowie bei der
Entstehung der Lyme-Arthritis (PAL et al., 2008; VERMA et al., 2009).

Ein weiteres diagnostisch wertvolles Protein ist das Decorin binding protein A
(DbpA). Dieses auf der &ufleren Membran der Borrelien lokalisierte Protein wird
aufgrund seines Molekulargewichtes von 17-18 kDa auch Osp17 oder p18 genannt.
Durch seine Féahigkeit, Dekorin zu binden, spielt es eine maligebende Rolle bei der
Anheftung der Borrelie an Kollagenfasern in der Haut und anderen Geweben (GUO
et al., 1995). DbpA wird in vivo exprimiert und ist vor allem bei fortgeschrittenen
Infektionen nachweisbar (CASSATT et al., 1998; HAUSER et al., 1998; JAURIS-
HEIPKE et al., 1999).

Eine hohe Variabilitdt des Molekulargewichts weist das p83/100-Protein auf,
welches auch ,,Protein im 100 kDa-Bereich* genannt wird (WILSKE et al., 1992;
ROSSLER et al., 1995). Dieses immundominante Protein ist im protoplasmatischen
Zylinder lokalisiert und zeichnet sich durch eine hohe Spezifitat fir Bbsl aus
(BRUCKBAUER et al., 1992; LUFT et al., 1992). Das p83/100 kdnnte dhnliche
Funktionen wie das flagellenassoziierte Protein p4l haben, da es bei

Aufreinigungsschritten von Borrelienproteinen haufig in derselben Fraktion wie
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letzteres nachgewiesen werden konnte (VOLKMAN et al., 1991; ROSSLER et al.,
1995). Das eben genannte p41 wird vor allem mit friihen Infektionen in VVerbindung
gebracht (BERG et al., 1991), es bestehen jedoch ausgepréagte Kreuzreaktionen mit
anderen verwandten Bakteriengenera wie Treponemen und Rickfallfieber-(RF)-
Borrelien, wodurch die diagnostische Relevanz des p41 umstritten ist (CRAFT et
al., 1986; WILSKE et al., 1990; BRUCKBAUER et al., 1992; SHIN et al., 1993;
ZOLLER etal., 1993).
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2 Lyme-Borreliose

2.1 Infektionsmechanismus

Eine transovarielle Ubertragung von Borrelien bei Zecken ist zwar theoretisch
moglich, jedoch &uRerst selten (BONNET et al.,, 2007; GERN, 2009), die
Hauptlbertragung findet durch und mit der Blutmahlzeit statt. Wahrend der
Blutmahlzeit gelangen Borrelien aus einem bereits infizierten Reservoirwirt in die
Zecke (BURGDORFER et al., 1982; MAGNARELLI et al., 1987). Aufgrund
fehlender Verdauungsenzyme im Mitteldarm der Zecke kann die Spirochéte
uberleben, wobei sie mittels des OspA an den in der Mitteldarmwand der Zecke
befindlichen Rezeptor TROSPA (tick receptor for OspA) gebunden ist (Abb. 4)
(SCHWAN et al.,, 1995; SCHWAN & PIESMAN, 2000; GRAY, 2002).
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Abbildung 4: Aufnahme von B. burgdorferi aus einem infizierten Wirt in eine
Zecke (KUROKAWA et al., 2020)

Beginnt die Zecke auf dem néchsten Wirt den Saugakt, verandern sich durch
Aufnahme von Gewebeflissigkeit und Blut der pH-Wert und die Temperatur im
Darm der Zecke. Diese chemischen Veranderungen kénnen von den Borrelien

erkannt werden, die Bakterien reagieren mit ansteigender Expression von OspC;
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die Expression von OspA wird herunterreguliert, woraufhin sich die Bindung am
Rezeptor TROSPA 16st und die Borrelien durch den Darm tber die Hamolymphe
in die Speicheldriisen wandern (Abb. 5). Von dort werden sie mit dem Speichel auf
den Wirt Gbertragen (SCHWAN et al., 1995; OHNISHI et al., 2001; FINGERLE
et al., 2002; MUNDERLOH & KURTTI, 2005). Je nach Borrelienspezies ist die
Ubertragung der Erreger unterschiedlich effizient. 1. ricinus ubertragt B. afzelii
beispielsweise fruher und effektiver als Bbss (CRIPPA et al., 2002). Auch der
Zeitpunkt der Erregeriibertragung variiert je nach Vektor: So Ubertragt 1. ricinus
bereits nach 16,7 Stunden Saugdauer in 50 % der Falle Bbsl auf den Wirt,
I. scapularis hingegen erst nach einer Mindestsaugdauer von 24 Stunden
(PIESMAN et al., 1987; DES VIGNES et al., 2001; OHNISHI et al., 2001; GERN,
2009).
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(KUROKAWA et al., 2020)
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2.2 Immunantwort des Wirtes

Trotz ihrer zahlreichen Fahigkeiten, dem Immunsystem des Wirtes zu entkommen,
I6sen Borrelien vor allem in der Initialphase einer Infektion Abwehrmechanismen
aus. Nach dem Stich der Zecke kommt es im umliegenden Gewebe durch
einwandernde Immunzellen wie Makrophagen, Lymphozyten und Granulozyten zu
einer unspezifischen Immunreaktion. Beim Menschen kann hierdurch das EM, das
friheste Anzeichen einer LB, entstehen (STEERE et al., 2004). Zwar gelingt es
dem Immunsystem, mittels Phagozyten einen Teil der Erreger zu eliminieren,
jedoch umgehen einige Borrelien diese Abwehrreaktion (MONTGOMERY et al.,
2002). Diese Spirochéten verursachen im umliegenden Gewebe multisystemische
Entziindungsreaktionen und ziehen etwa zwei bis vier Wochen nach Infektion erste
Ak-Bildungen nach sich. Zu diesem Zeitpunkt gelingt bereits der Nachweis von
IgM-Antikorpern und vier bis sechs Wochen spéter auch der Nachweis von 1gG-
Antikorpern (CRAFT et al., 1984). Der Nachweis von Ak gegen Borrelien gelang
bei experimentell infizierten Hunden friihestens drei Wochen p. i. (LIANG et al.,
2000).

Im Falle einer chronischen Infektion werden h&ufig erneut IgM-Antikorper
gebildet, sodass diese nicht unbedingt beweisend fiir eine kirzlich erfolgte
Infektion sind. Ak gegen Borrelien persistieren teils lebenslang im Wirt, was
zusammen mit den damit verbundenen proinflammatorischen Aktivitaten des
Immunsystems wesentlich an der Pathogenese der LB beteiligt ist ( MAGNARELLI
et al., 1990; APPEL et al., 1993; STRAUBINGER et al., 1997a; TOPFER &
STRAUBINGER, 2007; KRUPKA & STRAUBINGER, 2010; STANEK et al.,
2012). Zwar bewirken diese gebildeten Ak sowohl die Phagozytose (BENACH et
al.,, 1984) als auch die Lyse der Borrelien durch Aktivierung des
Komplementsystems (KOCHI et al.,, 1991), jedoch kann keine protektive
Immunitat verzeichnet werden, weder durch das angeborene noch das erworbene
Immunsystem (STRAUBINGER et al., 2000; STEERE, 2001; STANEK et al.,
2012).

Aufgrund dieser fehlenden Abwehr durch den Wirt kommt es im Verlauf der LB
zu chronischer Arthritis, fir welche massive Infiltrationen von Immunzellen, vor
allem T-Lymphozyten, verantwortlich sind (HU & KLEMPNER, 1997). Auch
Leukozyten wandern vermehrt in die betroffenen Gelenke: durch Interaktionen der

Oberflachenproteine der Borrelien mit dem auf der Immunzelloberflache
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lokalisierten Toll-like-receptor-2 (TLR-2) wird die Zytokinkaskade, mit der
Beteiligung von u.a. Interleukin (IL)-8, in Gang gesetzt (STRAUBINGER et al.,
1997b; HIRSCHFELD et al., 1999).

2.3 Lyme-Borreliose in der Veterinarmedizin

Nicht nur beim Menschen, sondern auch bei Hunden, Katzen und Pferden kdnnen
Infektionen mit Erregern des Bbsl-Komplexes vorkommen (LISSMAN et al., 1984;
BURGESS, 1988; COHEN et al., 1988; APPEL, 1990; MAGNARELLI et al.,
1990). Studien an Affen konnten klinische Anzeichen identisch mit denen der
humanen LB provozieren (PACHNER et al., 1995), und experimentelle Infektionen
mit Borrelien an Mdusen, Ratten und Katzen riefen Arthritiden hervor (MOODY et
al., 1990; BURGESS, 1992; MOODY et al., 1994; GIBSON et al., 1995). Die
ausfihrlichsten Untersuchungen zu LB bei Hausséugetieren wurden bisher bei

Hunden vorgenommen.

2.3.1.1 Lyme-Borreliose der Hunde

Die Seropravalenz von Hunden in Deutschland gegen Erreger des Bbsl-Komplexes
variiert zwischen 2-20 % (LITTMAN, 2003; KRUPKA & STRAUBINGER, 2010).
Die Spezies Bbss und B. garinii konnten bei Feldinfektionen in Europa am
haufigsten nachgewiesen werden (HOVIUS et al., 1999; HOVIUS et al., 2000;
SKOTARCZAK & WODECKA, 2005; WODECKA et al., 2009; SKOTARCZAK,
2014; PANTCHEYV et al., 2015). In den USA ist Bbss am meisten vertreten und
wurde bei Hunden intensiv, sowohl in Feldstudien als auch Tierversuchen,
beforscht. Andere Vertreter des Bbsl-Komplexes hingegen wurden bisher bei
Tieren kaum untersucht, weshalb manche Autoren suggerieren, dass ausschliel3lich
eine Infektion mit Bbsl zur caninen LB fihrt (LITTMAN et al., 2006; RHODES et
al., 2013; LITTMAN et al., 2018). Ein Auftreten klinischer Manifestationen wird
bei etwa 50 % der infizierten Tiere vermutet (WILCZEK et al.,, 2022).
Experimentell infizierte Hunde entwickeln in bis zu 75 % der Falle klinische
Krankheitsbilder: in Studien mit jungen Beagles konnten nach einer mittleren
Inkubationszeit von 68 Tagen klinische Manifestationen wie Fieber, Anorexie,
Apathie, lokale Lymphadenopathie und rezidivierende Lahmheit aufgrund einer
akuten Arthritis beobachtet werden (APPEL et al., 1993; STRAUBINGER et al.,
1998a; CALLISTER et al., 2000).

Allerdings konnte bei den Hunden kein EM, das Hauptaugenmerk der klinischen
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Anzeichen einer fruhen, lokalisierten humanen LB, beobachtet werden.
Hautveranderungen, die beim Hund rund um die Einstichstelle der Zecke auftreten,
sind lediglich lokale Entziindungsreaktionen mit groRflachigen R&tungen und
Schwellungen ohne charakteristische, labordiagnostische Veranderungen
(STRAUBINGER et al., 1997a; STRAUBINGER et al., 1998a; LITTMAN, 2003).

Das Erkennen einer caninen LB unter Feldbedingungen gestaltet sich aufgrund der
recht unspezifischen klinischen Anzeichen schwierig. Die Gibertragende Zecke wird
oft Ubersehen; die unspezifischen klinischen Manifestationen der ersten Tage und
Wochen  wie  Fieber, reduziertes  Allgemeinbefinden und lokale
Lymphknotenschwellung sind selbstlimitierend und werden vom Besitzer oft nicht
wahrgenommen (LITTMAN, 2003; KRUPKA & STRAUBINGER, 2010).
Intermittierendes oder chronisches Lahmen, das teils mehrere Gelenke betrifft, tritt
meist erst Wochen bis Monate nach der Infektion auf. Begleitend zeichnen sich hier
bei manchen infizierten Tieren erneutes reduziertes Allgemeinbefinden und erhéhte
Korpertemperatur ab (LITTMAN, 2003; LITTMAN et al., 2006). Allerdings gibt
es viele Differentialdiagnosen zu  klinischen  Manifestationen  des
Bewegungsapparates, wie  beispielsweise  Verstauchungen, Prellungen,
altersbedingte Arthritiden oder Kreuzbandrisse (KRUPKA & STRAUBINGER,
2010).

Bei nattrlich infizierten Hunden der Rassen Golden Retriever, Labrador und Berner
Sennenhund  wurden  schwerwiegende und teils tddlich  verlaufende
Nierenerkrankungen (d.h., Glomerulonephritiden, akutes Nierenversagen) mit einer
LB in Verbindung gebracht. Ein Nachweis von Borrelien aus Nierengewebe gelang
nicht, es wurden lediglich spezifische Ak gegen die Spirochdten im Blut
nachgewiesen. Die ,,.Lyme-Nephropathie* ist vermutlich immun-mediiert und
abhéangig von der Borrelienspezies und der genetischen Disposition des Wirtes. VVor
allem oben genannte Rassen scheinen préadisponiert fiir eine solche Form der LB zu
sein, die Grinde hierfir sind noch nicht geklart (DAMBACH et al., 1997
LITTMAN, 2003; LITTMAN et al., 2006; GERBER et al., 2007; GERBER et al.,
2009; PREYR-JAGELER et al., 2020).

Zudem konnten bei einzelnen Hunden mit neurologischen Erscheinungen Ak gegen
Borrelien nachgewiesen werden (FEDER et al., 1991; MANDEL et al., 1993). In
einer Studie mit 54 Hunden mit Verdacht auf eine Neuroborreliose konnten
allerdings weder im Blut noch im Liquor Ak gegen oder DNA von Borrelien
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nachgewiesen werden. Demnach sei eine neurologische LB bei Hunden
unwahrscheinlich (JADERLUND et al., 2007).

Es gibt wenige canine Falle, die eine Myokarditis aufgrund einer Infektion mit
Borrelien des Bbsl-Komplexes beschreiben. In einem Bericht tiber zehn tote Boxer-
Welpen konnten bei einem der Hunde Ak gegen Borrelien nachgewiesen werden
(DETMER et al., 2016). Im Jahr 2020 wurde ein Fallbericht veroffentlicht, in dem
ein Hund aufgrund einer akuten Myokarditis euthanasiert werden musste. Bei
diesem Tier konnten sowohl Ak diagnostiziert als auch Borrelien-DNA aus
Herzgewebe isoliert werden. Dies entspricht der klinischen Auspragung, die fur die
humane Lyme-Karditis beschrieben wurde (ADASZEK et al., 2020).

2.3.1.2 Lyme-Borreliose der Pferde

Die equine LB ist weit nicht so erforscht wie ihr caniner Vertreter. Zwar gibt es
auch beim Pferd Belege Uber die Bildung von Ak gegen Borrelien unter
experimentellen Bedingungen, jedoch entwickelten diese Equiden keine
einheitlichen klinischen Manifestationen (CHANG et al., 1999; CHANG et al.,
2000a). Chang und Mitarbeitern gelang es in mehreren Versuchen, die
Immunantwort von Pferden gegenuber B. burgdorferi mittels KELA und
Westernblot (WB) zu belegen (CHANG et al., 1999; CHANG et al., 2000a;
CHANG et al., 2005). In diesen Tierversuchen wurden die Ponys infizierten
Vektoren ausgesetzt; die serologisch ermittelten KELA-Werte variierten zwischen
200 und 590 und es konnten fir eine Infektion spezifische Banden ermittelt werden
(CHANG et al., 1999; CHANG et al., 2000a; CHANG et al., 2005).

Zwar konnten bislang trotz oben genannter Versuche keine konformen klinischen
Anzeichen bei der equinen LB festgestellt werden (DIVERS et al., 2018), jedoch
gibt es in der Praxis Félle und auch Fallbeschreibungen in der Literatur, in denen
Borrelien des Bbsl-Komplexes als kausal fiir die Erkrankung der Tiere vermutet
werden. Die erste beschriebene equine LB wurde1986 bei einer Shetlandponystute
aus Wisconsin, USA diagnostiziert. Die Stute litt an einer sich in Lahmheit
aulernden degenerativen Karpalgelenksentziindung sowie einer Konjunktivitis mit
Keratitis und Korneatdem. Da das Pony im mit Serum und Synovia durchgefiihrten
Immunfluoreszenztest (IFAT) einen Titer von 1:1.024 fir B. burgdorferi aufwies
und zudem postmortal ein mikroskopischer Nachweis eben dieser Spirochaten aus

der linken vorderen Augenkammer gelang, gingen die Autoren von einer LB aus
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(BURGESS et al., 1986). Seither wurden immer wieder klinische Veréanderungen
bei Pferden beschrieben, die vermutlich auf eine LB zuruckzufuhren waren. In den
meisten dieser Félle sind klinische Anzeichen unspezifisch. Beschrieben wurden
Storungen des Allgemeinbefindens (MAGNARELLI et al., 1988; HAHN et al.,
1996), Gelenkbeschwerden (BROWNING et al., 1993; HAHN et al., 1996;
EGENVALL et al.,, 2001; PASSAMONTI et al.,, 2015), GliedmaRen- und
Hautveranderungen (SEARS et al., 2012), neurologische Stérungen (JAMES et al.,
2010; IMAI et al., 2011; JOHNSTONE et al., 2016; PECORARO et al., 2019),
okulére Manifestationen (GERHARDS & WOLLANKE, 1996; PRIEST et al.,
2012) sowie Aborte und Reproduktionsstérungen (BURGESS, 1988; BURGESS et
al., 1988; COHEN et al., 1992). Die klinischen Erscheinungsbilder der Studien
kongruieren teils; am h&ufigsten wurden Lahmbheit, Arthritiden, Hyperé&sthesie,
Ataxie, Gelenkschwellungen, Fieber, Lethargie und Uveitis beschrieben. Einigen
Autoren gelang zudem ein direkter Erregernachweis von Bbsl mittels Kultivierung
(BURGESS & MATTISON, 1987; MANION et al., 1998; LIEBISCH et al., 1999)
beziehungsweise PCR (HAHN et al., 1996; SCHONERT et al., 2008a; JAMES et
al., 2010; IMAI et al., 2011; PRIEST et al., 2012; SEARS et al.,, 2012;
JOHNSTONE et al., 2016; PECORARO et al., 2019). Zu hinterfragen sind hier
allerdings zum einen die Kultivierung von B. burgdorferi aus der Niere zweier
Fohlen sowie aus dem Gehirn eines dieser Tiere in Barbour-Stoenner-Kelly (BSK-
I1)-Medium und serologischem Ak-Nachweis mittels IFAT von Burgess und
Mattison (BURGESS & MATTISON, 1987). Die geringe Spezifitit des IFAT
(siene Kapitel 3.2.2) sowie die anspruchsvolle Kultivierung von Borrelien (siehe
Kapitel 3.1.1) wegen geringer Erregerdichte in betroffenem Gewebe (KARLSSON
et al., 1990) lassen an den Ergebnissen zweifeln. Des Weiteren hat auch die
Anzucht von Borrelien aus Hautbioptaten zweier kachektischer Pferde mit
Polyarthritis, Somnolenz und Endokarditis sowie eines Tieres mit sarkoiden
hyperkeratotischen Hautverédnderungen in Verbindung mit positiv ausfallendem
IFAT eine geringe Aussagekraft (LIEBISCH et al., 1999). Auch der
Erregernachweis mittels PCR ohne ergédnzende Nachweisverfahren muss in Frage
gestellt werden, was in zwei der oben genannten Studien der Fall ist (IMAI et al.,
2011; PRIEST et al.,, 2012). Zur Feststellung einer LB mittels PCR (siehe
Kapitel 3.1.2) sollte auf diese immer ein zusatzliches, indirektes
Diagnostikverfahren folgen (TALASKA, 1998; PRIEM & KRAUSE, 1999).

Demnach kann der Verdacht einer equinen LB nur bei den Publikationen der



I11. Literaturiibersicht 17

Autoren Browning und Sears bestatigt werden. Hier zeigten die betroffenen Tiere
hohe Borrelien-spezifische Ak-Titer im ELISA sowie eine Verbesserung der
klinischen Manifestation (Lahmheit in Kombination mit Fieber (BROWNING et
al., 1993) beziehungsweise multiple Papeln im Bereich des Musculus masseter
(SEARS et al., 2012)) nach Verabreichung einer Antibiose. Der direkte
Erregernachweis mittels PCR gelang nur in einer der zwei Studien (SEARS et al.,
2012).

Die oben beschriebenen klinischen Manifestationen sind anderen Autoren zufolge
jedoch Co-Infektionen mit weiteren Pathogenen wie Anaplasma phagocytophilum
(Ap) geschuldet (CHANG et al., 2000b; MAGNARELLI et al., 2000; BUTLER et
al., 2005) und eine LB wiurde bei Pferden zu héufig falsch diagnostiziert werden
(BARTOL, 2013). Die grofite Schwierigkeit stellt hier die Standardisierung eines
direkten und indirekten  Erregernachweises zur  Verifizierung einer
Borrelieninfektion bei Pferden dar (SCHONERT et al., 2008b).

Die Seropravalenz von Ak gegen Erreger des Bbsl-Komplexes variiert bei Pferden
stark und in Abhéangigkeit von Endemiegebieten des Vektors 1. ricinus. So werden
europaweit Prévalenzen zwischen 11,9 % bis hin zu 48,0 % beschrieben
(EGENVALL et al., 2001; HANSEN et al., 2010; MAURIZI et al., 2010; KISS et
al., 2011; EBANI et al., 2012; TSACHEV et al., 2019; GEHLEN et al., 2023), in
den USA reicht diese in Minnesota sogar bis zu 58,7 % (DURRANI & GOYAL,
2011; WAGNER & ERB, 2012; FUNK et al., 2016). Einige Autoren korrelieren
eine hohe Seropravalenz mit dem Auftreten klinischer Anzeichen (MAGNARELLI
etal., 1988; DURRANI & GOYAL, 2011; LAUS et al., 2013; FUNK et al., 2016);
andere vermuten hier keinen Zusammenhang (GERHARDS & WOLLANKE,
1996; VERONESI et al., 2012; LEE et al., 2016; MEERSSCHAERT et al., 2016).
Die Speziesdifferenzierung und deren Pravalenzen beim Pferd sind weit weniger
erforscht als bei Hunden. In den Féllen, in denen eine Differenzierung erfolgt ist,
zeigten sich B. afzelii und Bbss als dominanteste Vertreter (BROWNING et al.,
1993; EGENVALL etal., 2001; MULLER et al., 2002; SCHONERT et al., 2008a).

2.4 Therapie der Lyme-Borreliose

Im Falle einer caninen LB haben sich [3-Laktam-Antibiotika und Tetrazykline als
effizienteste Therapiemdglichkeiten erwiesen (KRUPKA & STRAUBINGER,
2010; WORMSER & O’CONNELL, 2011). In jedem Fall sollte die Gabe der
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Antibiose Uber einen Zeitraum von 28 Tagen erfolgen, wobei selbst dann Borrelien
persistieren und Rezidive verursachen konnen (LEVIN et al., 1993;
STRAUBINGER et al., 1997a; STRAUBINGER et al., 2000; WORMSER &
SCHWARTZ, 2009; WAGNER et al., 2015). In der Praxis wird hierbei aufgrund
der einfachen Handhabung und der geringen Nebenwirkungen am haufigsten
Doxycyclin im Abstand von 12 oder 24 Stunden verwendet (LITTMAN et al.,
2006; KIM et al., 2013). Des Weiteren konnte die Effizienz von Amoxicillin-Gaben
im Abstand von acht Stunden auch bei Hunden nachgewiesen werden
(STRAUBINGER et al., 1998a). Auch die Wirkung von Cefovecin konnte in einer
Studie belegt werden, wobei der groBte Vorteil im Sinne der Besitzerkompliance
die nur zweimalige subkutane Applikation im Abstand von 14 Tagen anstatt der
taglichen Tablettengabe ist (MEEUS et al., 2012; WAGNER et al., 2015).
Allerdings handelt es sich hierbei um ein Cephalosporin der 3. Generation, flr
welches strikte Regeln und Einschrankungen bzw. Zulassungsbeschrankungen und
damit Verbote der Gabe fur einzelne Tierarten zu beachten sind
(BUNDESTIERARZTEKAMMER, 2018; EUROPEAN MEDICINES AGENCY,
2020).

Wie bei der Therapie einer humanen oder caninen LB stellen auch beim Pferd
Tetrazykline, Penicilline und Cephalosporine die effektivste Behandlungsoption
dar. Der Zeitraum der Antibiotikagabe sollte auch hier mindestens 28 Tage
andauern, wobei bis zu deren Beendigung eine deutliche Besserung der klinischen
Anzeichen eintreten muss (POST, 1990; CHANG et al., 2005). Chang und
Mitarbeiter erprobten hierzu an 16 mit Borrelien infizierten Ponys die Wirksamkeit
der obigen Antibiotika und konnten bei allen drei Therapieansdtzen einen
deutlichen Ruckgang der Ak im WB verzeichnen. Bei der Gabe von Tetrazyklin
waren im Gegensatz zu Doxycyclin und Ceftiofur sowohl kulturell als auch mittels
PCR keine Borrelien mehr in Gewebeproben nachweisbar (CHANG et al., 2005).
Unter Feldbedingungen gelang die Therapie jedoch aufgrund der hohen Rezidivrate
von klinischen Manifestationen nur in einem Fall equiner LB (BROWNING et al.,
1993; HAHN et al., 1996; LIEBISCH et al., 1999; SCHONERT et al., 2008a;
JAMES et al., 2010; IMAl et al., 2011; SEARS et al., 2012; PASSAMONTI et al.,
2015).

Um eine Infektion mit Borrelien und die Gabe von AB zur Therapie zu vermeiden,

gibt es verschiedene préventive Malnahmen wie Impfungen oder Antiparasitika.
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Da die Pravention der LB nicht Fokus dieser Arbeit ist, wird an dieser Stelle
lediglich auf andere Literatur verwiesen (WILCZEK, 2023).

3 Nachweis der Borrelien-Infektion

Da die Klinik einer LB sehr unterschiedlich ausfallen kann, ist eine laboratorische
Bestatigung der Verdachtsdiagnose unerlasslich. Hierfiur stehen sowohl direkte als
auch indirekte Nachweismethoden zur Verfiigung (AGUERO-ROSENFELD et al.,
2005). Zudem ist die anamnestische Befunderhebung ein wichtiges Kriterium, um
zusétzlich  zum klinischen Erscheinungsbild eventuelle Zeckenexposition,
Aufenthalte in Endemiegebieten, Vorbehandlungen mit Antibiotika, Impfungen
und Zeckenprophylaxe mit einbeziehen zu kdnnen. Durch eine grindliche
Anamnese konnen andere Krankheiten mit &hnlichen klinischen Manifestationen
ausgeschlossen werden (DIVERS et al.,, 2001; FRITZ & KJEMTRUP, 2003;
BUTLER et al., 2005; DIVERS, 2013; STRAUBINGER, 2015). Eine
Labordiagnose sollte nie alleiniges Kriterium fiir die Diagnose einer Infektion mit
Erregern des Bbsl-Komplexes sein, sondern immer mit eben genannten Faktoren

zusammen betrachtet werden.
3.1 Direkte Nachweisverfahren

3.1.1 Kultivierung

Die Kultivierung von Borrelien ist ein diffiziles Anliegen. Die Vermehrung von
B. burgdorferi erfolgt in mikroaerophilem Milieu anhand von Querteilung, wobei
die Verdopplungszeit zwischen 8 und 20 Stunden betrégt und somit im Vergleich
zu anderen Bakterien sehr langsam ist. Das optimale pH-Milieu liegt bei 7,6 und
die Wachstumstemperatur sollte zwischen 30 °C und 35 °C betragen. Borrelien sind
oft erst nach wochenlanger Inkubation nachweisbar (BARBOUR, 1984;
BURGDORFER, 1984). Geeignete Untersuchungsmaterialien sind — abhangig von
den klinischen Manifestationen — Haut- und Gewebebioptate sowie Punktate von
Synovia oder Liquor. Der Erregernachweis aus Blut oder Urin gelingt nur selten
(MANION et al., 1998; CHANG et al., 1999; LIEBISCH et al., 1999; WILSKE et
al., 2007; HERZER et al., 2014; KRAUSE & FINGERLE, 2014; FINGERLE et
al., 2017). Durch die lange Inkubationszeit wird die Uberwucherung durch
Begleitkeime beginstigt, was zum Absterben der Borrelien fiihren kann
(SCHONBERG et al., 1989). Um dies zu verhindern, kénnen Antibiotika, gegen
welche B. burgdorferi resistent ist, dem Kulturmedium hinzugegeben werden,
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bspw. Rifampicin oder Phosphomycin (SCHONERT, 2006). Zudem kann
B. burgdorferi weder Aminosduren noch Fettséduren, Cofaktoren und Nukleotide
synthetisieren, was die Nahrmedienauswahl erschwert (FRASER et al., 1997). Als
geeignete Medien haben sich das BSK-lI-Medium und das Modified-Kelly-
Pettenkofer-(MKP)-Medium erwiesen (BARBOUR, 1984; MUNDERLOH et al.,
1988; PREAC-MURSIC et al., 1991; BERGER et al., 1992; POLLACK et al.,
1993). Die Sensitivitat der Anzucht liegt zwischen 10 % und 70 %, je nachdem, aus
welchem Gewebe oder Korperflissigkeit die Probe stammt. Die Kultivierung ist
nur bei nicht vorbehandelten Patienten mdglich, da selbst eine Kurzzeittherapie mit
Antibiotika den kulturellen Nachweis verhindert (NADELMAN et al., 1993).
Zudem wird vermutet, dass Borrelien im persistierenden Stadium einen viable-but-
nonculturable (VBNC) Status erreichen konnen (MALI et al., 2017; CABELLO et
al., 2022). Nach erfolgreicher kultureller Anreicherung lassen sich die Borrelien
mittels Phasenkontrast- oder Dunkelfeldmikroskopie bei einer 160- bis 1000-
fachen VergrofRerung darstellen. Aufgrund der langen Inkubationszeit, des hohen
Arbeitsaufwandes und einer geringen Sensitivitat, vor allem bei extrakutanen
Manifestationen, ist eine kulturelle Anziichtung als diagnostisches Mittel in der
Praxis trotz der Spezifitit von fast 100 % nicht geeignet (WILSKE, 2003;
AGUERO-ROSENFELD et al., 2005; KRUPKA & STRAUBINGER, 2010).

3.1.2 Polymerase-Kettenreaktion

Wie auch bei der Kultivierung kann eine PCR mit Geweben und Flissigkeiten wie
Haut, Blut, Urin, Synovia oder Cerebrospinalflussigkeit erfolgen. Auch in
fortgeschrittenem Stadium kann eine LB mittels Nachweis Borrelien-spezifischer
DNA-Sequenzen diagnostiziert werden (ROSA & SCHWAN, 1989). Die PCR ist
eine in-vitro-Amplifizierungsmethode bestimmter DNA-Abschnitte und kann an
chromosomalen (z.B. der Proteine Flagellin, p66, 16S-rRibonukleinséure (RNA))
oder Plasmid-lokalisierten (z.B. der Proteine OspA, OspB, OspC) Genen
durchgefiihrt werden (MULLIS et al., 1986; WILSKE et al., 2007). Der Vorteil
gegenuber der Kultivierung liegt bei der PCR in der Mdglichkeit, nicht nur lebende,
sondern auch tote (intakte und fragmentierte) Spirochaten nachzuweisen (CHANG
et al., 2000a). Allerdings ist ein positives PCR-Ergebnis kein Beweis fiir eine
bestehende LB, sondern erlaubt lediglich den Rickschluss, dass Borrelien im
Wirtsorganismus vorhanden sind oder waren. Auch nach Antibiotikagabe kann das
Testergebnis noch positiv ausfallen (STRAUBINGER, 2015). Demnach sollte eine
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PCR nur in Kombination mit anderen diagnostischen Verfahren und klinischen
Befunden angewandt werden (TALASKA, 1998; PRIEM & KRAUSE, 1999).
Aufgrund der fehlenden Standardisierung variieren PCR-Untersuchungen stark
zwischen verschiedenen Laboren. Fallt das Ergebnis positiv aus, kann eine
anschlieBende Sequenzierung Kreuzreaktionen dekuvrieren (STANEK & REITER,
2011; HERZER et al., 2014; FINGERLE et al., 2017). Des Weiteren kdnnen bei
chronischen Infektionen falsch-negative Ergebnisse in der PCR auftreten, da hier
das Erregervorkommen unterhalb der Detektionsgrenze liegen kann (KRUPKA et
al., 2009). Auch die Untersuchung von Blut und Urin mittels PCR ist nach
derzeitigem Wissensstand nicht fur die Diagnostik geeignet (STRAUBINGER et
al., 1998a; STRAUBINGER, 2000; LITTMAN et al., 2006; LESCHNIK et al.,
2010). Um eine nicht-invasive Probenentnahme zu ermdglichen, wurde 2022 eine
Methode entwickelt, bei der eine Art Impfpflaster um die Stichstelle platziert
wurde. Aus der aufgesaugten Extrazellularflissigkeit konnten mittels PCR direkt

Borrelia burgdorferi nachgewiesen werden (KIGHT et al., 2022).
3.2 Indirekte Nachweisverfahren

3.2.1 Zweistufentest zum Nachweis spezifischer Antikorper

Seit 1995 wird in der Humanmedizin von den Centers of Disease Control die
serologische Diagnostik im Zweistufentest (standard two-tiered serologic testing,
STTT) empfohlen, wobei falsch-positive Testergebnisse aufgrund von
Kreuzreaktionen mit anderen Spirochdten wie Leptospiren oder Treponemen
vermieden werden (BRUCKBAUER et al., 1992; SHIN et al., 1993; STEFFEN &
HIRSCH, 2005; STEERE et al., 2008; MIRAGLIA, 2016). Als erster Schritt wird
mittels eines sensitiven ELISA vorselektiert, ob Ak gegen Borrelien vorhanden
sind. Bei grenzwertigen oder positiven Ergebnissen wird ein Immunoblot in Form
eines WB oder LIA durchgefiihrt, um infektionsspezifische Signale darzustellen.
Nur Proben, die sowohl im ELISA als auch im Immunoblot positiv reagieren,
werden als Borrelien-positiv eingestuft, wodurch die Anzahl falsch-positiver
Ergebnisse reduziert wird (STEFFEN & HIRSCH, 2005). Auch in der
Veterindrmedizin hat sich der Zweistufentest als Methode der Wahl fur die
Diagnostik einer LB durchsetzen kénnen (SHIN et al., 1993; CHANG et al., 2000g;
MAGNARELLI et al., 2000; STRAUBINGER, 2015). Mithilfe des WB oder LIA

kann zudem bei Tieren zwischen Impfung und Infektion unterschieden werden
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(KRUPKA & STRAUBINGER, 2010; KRUPKA et al., 2012; BARTH et al.,
2014).

3.2.1.1 ELISA

Der ELISA ist der erste Schritt des Zweistufenverfahrens. Hier werden im
Schlissel-Schloss-Prinzip sowohl 1gG- als auch IgM-Ak nachgewiesen (CRAFT et
al., 1984; MAGNARELLLI et al., 1988). In der Borreliendiagnostik wird mit einem
indirekten ELISA gearbeitet, bei welchem die Ag, bestehend aus Borrelienlysat
oder rekombinanten Ag, auf der Mikrotiterplatte fixiert sind. Sind im Serum des
Patienten Borrelien-Ak vorhanden, binden diese an die fixierten Ag auf der Platte.
Ein zugegebener enzymgekoppelter Sekundarantikorper bindet an diese Ag-Ak-
Komplexe; als letzter Schritt wird Substrat hinzugegeben und es findet eine Enzym-
Substrat-Reaktion statt. Diese wird durch eine Farbentwicklung visualisiert, welche
photometrisch messbar ist. Die Intensitat der Farbentwicklung héngt von der Ak-
Konzentration im Serum des Patienten ab, wodurch auf die Ausmal3e der Infektion
geschlossen werden kann (VOLLER et al., 1978; KRAMER et al., 1992). Vorteile
des ELISAs sind die leichte Handhabung und das schnelle, unkomplizierte
Detektieren negativer Seren. Deshalb dient er in erster Linie zur VVorselektion, um
unspezifisch positive Ergebnisse zu verringern (MAGNARELLI et al., 1997;
STEFFEN & HIRSCH, 2005). Allerdings bietet der einfache ELISA nicht die
Madglichkeit, zwischen geimpften und infizierten Tieren zu unterscheiden. Deshalb
muss zur Differenzierung als zweiter Test im Zweistufenverfahren ein Immunoblot
folgen (KRUPKA et al., 2009; BARTH et al., 2014).

3212 KELA

Der KELA ist eine Modifizierung des ELISA, die in den 1980er Jahren bekannt
wurde. Der Vorteil des KELA ist eine dynamische Messung der relativen Ak-
Konzentration auf einer kontinuierlichen Skala, wodurch die Kinetik der
Immunkomplexbildung erfasst wird. Die Kurve einer KELA-Messung ist direkt
proportional zur Ak-Konzentration der Probe (TSANG et al., 1980). In den 1990er
Jahren wurde an der Cornell University (Ithaca, New York, USA) ein Protokoll fir
den Nachweis von 1gG-Ak gegen Erreger des Bbsl-Komplexes bei Hunden
entworfen (SHIN et al.,, 1993) und getestet (CHANG et al.,, 1995). Die
Beschichtung der Mikrotiterplatte erfolgt hierbei mit Borrelien-Lysat von
B. burgdorferi N40 als Ag. Nach der Durchfiihrung des oben beschriebenen
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indirekten ELISA und festgelegter Zeit fir die Inkubation des Substrats wird
dreimalig die Extinktion der Enzym-Substrat-Farbkomplexbildungsreaktion in
einminutigem Abstand bei einer Wellenldnge von 650 nm gemessen. Aus diesen
Ergebnissen wird die Reaktionsgeschwindigkeit anhand der Steigung innerhalb
einer linearen Funktion fur jede einzelne Probe berechnet (SHIN et al., 1993). Die
gemessene optische Dichte (OD) wird anschlielend in vergleichbare Einheiten
(KELA units) umgerechnet. Sollten bei der Probenvorbereitung (z.B. Pipettieren)
oder der Anwendung des Computersystems Fehler passieren, kann man dies
erkennen, da keine lineare Reaktionskurve dargestellt wird (BACON et al., 2003).
Sowohl fir Hunde (APPEL et al., 1993; STRAUBINGER et al., 1995), als auch fur
Pferde (CHANG et al., 1999; CHANG et al., 2000a) wurde eine erfolgreiche Ak-
Detektion mittels KELA durchgefihrt.

3.2.1.3 Immunoblot

Um grenzwertige oder positive Seren weiter untersuchen zu koénnen und so
zwischen einer Impfung und Feldinfektion unterscheiden zu kénnen, dient der
Immunoblot als zweiter Schritt im Zweistufentest. Dieser l&sst eine differenzierte
Aussage (ber die Immunantwort gegen bestimmte Ag des Erregers zu. Sowohl in
der Human- als auch in der Veterindrmedizin wird der Immunoblot zur
Differenzierung reaktiver Seren empfohlen (WILSKE et al., 2007; MAY, 2009;
KRUPKA & STRAUBINGER, 2010; ROBERT KOCH INSTITUT, 2019).

3.2.14 Western-Blot

Der WB ist eine spezifische Form des Immunoblots (WILSKE & PREAC-
MURSIC, 1993). Das Prinzip eines WB ist dem eines ELISA &hnlich. Zun&chst
werden die Proteine mittels Gelelektrophorese groRenchronologisch aufgetrennt,
auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen und dort gebunden. Im Anschluss
werden die zu untersuchenden Seren auf die Nitrozellulosemembran aufgetragen
und inkubiert. Ein mit Farbstoff konjugierter Sekundar-Ak bindet an die eventuell
vorhandenen Ag-Ak-Komplexe, woraufhin der ganze Komplex mit Hilfe des
Substrats und daraus resultierender Farbreaktion visualisiert wird. Entsprechend
den im Serum vorhandenen Ak gegen spezifische Proteine entsteht ein typisches
Muster auf den Proteinbanden der Nitrozellulosemembran (HAAS & BEER, 2015).
Die Bezeichnung der Proteinbanden ergibt sich aus ,,p“ fiir ,,Protein® und dem

jeweiligen Molekulargewicht in kDa. In Europa werden als Lysat-Ag meist Stdamme



I11. Literaturiibersicht 24

der Spezies B. afzelii und B. garinii genutzt (STEERE et al., 2008). Fir eine
Infektion spezifische Proteine sind p17, p39, Proteine mit einer Molekularmasse
zwischen 83 und 100 kDa und insbesondere VISE. Das VISE-Oberflachenprotein
besitzt stark immunogene Epitope und gilt aufgrund der in-vivo-Expression von
lebenden Borrelien als Marker fiir eine aktive Infektion (ZHANG et al., 1997;
LIANG et al., 1999a; PHILIPP et al., 2001). In der Humanmedizin werden bei
einem 1gG-WB, welcher auf B. afzelii basiert, die Banden pl4, pl7, p21, p23
(OspC), p30, p39, p43, p58 und p83/100 als fur eine Infektion spezifisch gesehen
(HAUSER et al., 1997; HAUSER et al., 1998). Bei einem B. afzelii-basierten IgM-
WB ist eine Reaktion der Banden p17, p23 (OspC), und p39 aufgrund der frihen,
gegen diese Oberflachenproteine gerichteten Immunantwort des Wirtes bereits als
positiv anzusehen. Allerdings ist die Sensitivitat eines IgM-WB im Vergleich zu
der des 19G-WB schwacher und begrenzt seine Aussagekraft (HAUSER et al.,
1999).

Vor allem fiir Hunde gilt eine Reaktion gegen das VISE-Oberflachenprotein ebenso
wie beim Menschen als Zeichen einer aktiven Infektion (KRUPKA &
STRAUBINGER, 2010; KRUPKA et al., 2012; BAUM et al., 2014). Equine Seren
infizierter Tiere reagieren vermehrt mit den Banden p41, p60, p75 und p83/100,
wobei es sich groftenteils um Ak gegen Flagellen- und Hitzeschockproteine
handelt und Reaktionen gegen diese Proteine deshalb keine allzu groRe Bedeutung
zugeschrieben werden kann (KRUPKA et al., 2012). Die p31-Bande konnte sowohl
fir Hunde als auch Pferde, welche OspA-Impfstoff injiziert bekommen hatten, als
Nachweis einer erfolgreichen Vakzinierung beschrieben werden (STRAUBINGER
etal., 1995; KNODLSEDER et al., 2019).

3.2.1.5 Line-Immunoassay

Der LIA ist eine Modifizierung des 1gG-WB zur qualitativen Detektion Bbsl-
spezifischer Ak im Serum. Beim LIA werden die Proteine des Erreger-Ag im
Gegensatz zum WB durch ein spezielles Sprihverfahren auf die
Nitrozellulosemembran Ubertragen, welche danach in Einzelstreifen geschnitten
wird. Durch eine verringerte Anzahl aufgesprihter Proteine ist die Interpretation
des Tests leichter (KRUPKA et al., 2012). Sollten in der Probe Ak vorhanden sein,
binden diese an die Ag auf der Nitrozellulosemembran. Mithilfe eines
enzymmarkierten Sekundar-Ak werden diese Ag-Ak-Komplexe sichtbar gemacht

und der auf der Membran entstehende Farbumschlag wird visuell ausgewertet
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(HULINSKA, 1997; ROBERTSON et al., 2000). Bei einer humanen
Borrelieninfektion bilden sich zwei bis vier Wochen p. i. Ak, die im LIA sichtbar
werden und welche vor allem gegen das Flagellin-Protein p41, das common antigen
p60 sowie Proteine mit niedrigem Molekulargewicht, wie OspC, gerichtet sind
(SIMPSON et al., 1991). Im Vergleich zu anderen Testsystemen (IFAT, ELISA)
besitzt ein mit rekombinanten Borrelien-Proteinen beschichteter LIA die hochste
Sensitivitat (93,2 %).

Fir Hunde hat sich der LIA als effiziente und sensitive Methode der
Borreliendiagnostik erwiesen. Hierbei hat sich wie beim Menschen besonders das
Protein VISE als Marker einer aktiven Borrelieninfektion herausgestellt (KRUPKA
& STRAUBINGER, 2010; KRUPKA et al., 2012; BARTH et al., 2014). Beim
Pferd gibt es bislang keine vollstdndigen Erkenntnisse Uber die Ausbildung
spezifischer Ak bei einer LB, wobei in einer Studie bei positiv getesteten Pferden
die Kombination der Proteinbanden VISE, DbpA und p38 in 25 % der Félle auftrat.
Ak gegen die Oberflachenproteine OspC und OspA schienen hingegen nicht
spezifisch flr eine Infektion zu sein, insbesondere da OspA-Antikdrper meist nach
Impfungen zu finden sind (KRUPKA et al., 2012).

3.2.2 Immunfluoreszenztest

Der IFAT ist ein zeitaufwendiges, nicht automatisierbares Testverfahren, welches
auf einer Ag-Ak-Reaktion beruht. Diese wird mithilfe des Fluoreszenzmikroskops
dargestellt (COONS et al., 1941). Inaktivierte Borrelien, die auf Objekttrdgern mit
definierten Feldern fixiert werden, fungieren als Ag, wobei ihre Genospezies die
Testqualitat beeinflussen. Die Serumproben werden in einer Verdinnungsreihe auf
die Felder gegeben; vorhandene Ak binden an die Oberflachenantigene der
Borrelien, die auf dem Objekttrager fixiert worden sind. Diese Ag-Ak-Komplexe
werden  mittels  fluoreszierendem  Sekundérantikorper mit Hilfe des
Fluoreszenzmikroskops sichtbar gemacht. Burgdorfer und Mitarbeiter entwickelten
einen IFAT mit hoher Sensitivitat, welcher sich frihzeitig in der Borrelien-
Diagnostik etablierte. Kreuzreaktionen mit Leptospiren, anderen Spirochéten aus
dem Magen-Darm-Trakt sowie gramnegativen Enterobakterien limitieren den
IFAT jedoch als Diagnostikmethode (BURGDORFER et al, 1982,
MAGNARELLI et al., 1987; KASBOHRER & SCHONBERG, 1990; TALASKA,
1998). Ein weiterer Nachteil sind die uneinheitlichen Protokolle der

durchfuhrenden Labore, welche eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse nicht
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zulassen (CRAFT et al., 1984; STRAUBINGER, 2015). Auch ist eine Trennung
zwischen geimpften Tieren und Feldinfektionen nicht mdglich, was den Einsatz des
IFAT in der Borrelien-Diagnostik weiter einschrankt (LITTMAN et al., 2006).
Dennoch wird er teils immer noch fir die Validierung von Seropréavalenzen beim
Pferd eingesetzt (DURRANI & GOYAL, 2011).

3.2.3 Ce-Peptid-Schnelltest

Als erganzende MalRnahme zum Zweistufentest erweist sich der Ce-ELISA als
schnelle, sinnvolle Methode (STRAUBINGER, 2015). Dieser Test nutzt das
hochspezifische, synthetische Ce-Peptid, ein aus 25 Aminosauren bestehendes
Peptid der IRs des infektionsspezifischen VISE, welches beim Hund eine
ausgepragte Immunogenitat hervorruft (LIANG & PHILIPP, 1999; LIANG et al.,
2000). Weder bei humanem noch bei caninem Serum konnten Kreuzreaktionen mit
impfspezifischen OspA-Antikdrpern nachgewiesen werden, was einen groRRen
Vorteil gegeniliber dem ELISA darstellt. Somit kdnnen auch bei geimpften Tieren
Infektionen diagnostiziert werden. Zudem reagierte der Ces-ELISA bei
experimentell infizierten Hunden bereits drei Wochen p. i., was einen sehr friihen
Nachweis Borrelien-spezifischer Ak erlaubt (LIANG et al., 2000; LEVY, 2002;
O'CONNOR et al., 2004). Des Weiteren kann bei antibiotisch therapierten Hunden
und Menschen ein Absinken des Ces-Antikorperspiegels verzeichnet werden
(PHILIPP et al.,, 2001). In der Veterinarmedizin ist der Ces-ELISA als
kommerzieller Schnelltest fiir canine Seren erhaltlich (SNAP® 4Dx Plus Borreliose;
IDEXX Laboratories, Inc.); es konnten auch equine Proben damit erfolgreich
untersucht werden (CHANDRASHEKAR et al., 2008).

3.2.4 Lyme Multiplex Assay

Eine weitere Moglichkeit der indirekten Diagnostik bietet der an der Cornell
University (Ithaca, New York, USA) entwickelte Lyme Multiplex Assay (LMA).
Dieser wird zur Untersuchung von Seren auf das VVorhandensein von Ag gegen drei
Borrelien-spezifische Oberflachenproteine (OspA, OspC, OspF) verwendet, wobei
die rekombinanten Ag an fluoreszierende Kugelchen (Multiplex beads) gekoppelt
werden. Sind im Serum Ak gegen diese Proteine vorhanden, werden Ag-Ak-
Komplexe gebildet und mittels Biotin-konjugiertem Sekundarantikdrper, Biotin-
bindendem Streptavidin-Protein und dem Farbstoff Phycoerythrin sichtbar

gemacht. Im Anschluss misst ein multiplex reader die Intensitét der entstandenen
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immunfluoreszierenden Bindung und berechnet diese in Median fluorescent
intensities (MFI) als maRgebende Einheit. Mit diesem Verfahren kdnnen Ak-
Konzentrationen im pg/ml-Bereich detektiert werden (WAGNER et al., 2011b;
WAGNER et al., 2011a). Resultate mit MFI-Werten von tber 2.000 fr OspA, tber
1.000 fur OspC und tber 1.250 fir OspF gelten als positiv (FUNK et al., 2016).
Vorteile des LMA sind laut Hersteller die friihzeitige Ak-Detektion ab 3-5 Wochen
p. i. (WAGNER et al.,, 2013) sowie die Differenzierung zwischen frihen und
chronischen Infektionen und Impfungen. Der Nachweis von Ak gegen OspC sei
demnach beweisend fur eine frihe LB, da diese Ak bereits drei Wochen nach einer
Infektion auftreten kénnen und nach 7-11 Wochen wieder deutlich zurtickgehen.
Die Detektion von Ak gegen OspF hingegen ist 5-8 Wochen p. i. erfolgreich und
stagniert auf hohem Niveau, was als Hinweis flr eine chronische LB gilt
(WAGNER & ERB, 2012). Werden Ak gegen OspA nachgewiesen, spricht dies fur
eine Vakzination des Tieres gegen Borrelien (CHANG et al., 1999). Laut Krupka
et al. deutet das VVorhandensein von Ak gegen OspC jedoch nicht auf eine Infektion
hin, da in einer Studie mit einem LIA sowohl negative, als auch grenzwertige und
positiv getestete Pferde Reaktionen gegen die OspC-Proteinbande aufwiesen
(KRUPKA et al., 2012).

3.25 Lymphozyten-Transformationstest

Um die Zeitspanne bis zur Bildung von Borrelien-spezifischen Ak in der Diagnostik
zu umgehen, wurde der Lymphozyten-Transformationstest (LTT) entwickelt.
Dieser stellt die Proliferationskapazitat zytotoxischer T-Lymphozyten dar und
untersucht somit die fruhzeitige, zellulare Immunantwort. Die Blutprobe wird mit
Salzlésung und Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer versetzt, um mittels
Zentrifugation die Lymphozyten vom Blut abtrennen zu kénnen. Die Lymphozyten
werden mit aus lysierten Erregern entstammenden oder rekombinanten Borrelien-
Ag und Ag-prasentierenden Zellen inkubiert; 16 Stunden vor der Zellernte wird
Thymidin (3H-Thymidin) hinzugefiigt (BARNETSON & GAWKRODGER, 1995;
SIEGMUND-SCHULTZE, 2007). Bei der Bildung von Ag-stimulierenden
Lymphozyten wird gleichzeitig die DNA-Synthese gesteigert, wodurch das
Nukleotid 3H-Thymidin intrazellular aufgenommen und in die DNA der
Lymphozyten eingebaut wird. Nach einer 4- bis 5-tdgigen Markierungszeit und
hypotoner Zelllyse wird der entstandene Uberstand durch einen Glasfaserfilter
filtriert (EVISON et al., 2005). Wenn im Blut Borrelien-spezifische-T-
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Lymphozyten vorhanden sind, bleiben deren markierte DNA-Molekiile am Filter
haften. Mit einem Szintillationszahler kann die R-Strahlung des in der DNA
gebundenen 3H-Thymidins gemessen und als MaR fir die Zellteilung bestimmt
werden (SCHUTT & BROKER, 2011). Eine Mdglichkeit zur friihzeitigen
Detektion aktiver Infektionen sowie der Verlaufskontrolle disseminierter
Infektionen und der Abklarung grenzwertiger Falle bietet ein LTT mit spezifischen
Borrelienlysat-Ag (OspA, OspC, p39, BmpA, Oberflachenprotein G) der Spezies
Bbss, B. afzelii und B. garinii (BAUER et al., 2001; VALENTINE-THON et al.,
2007; VON BAEHR et al., 2012). Sowohl das Nationale Referenzzentrum fir
Borrelien als auch die Schweizerische Gesellschaft fiir Infektiologie beméangeln
jedoch die Sensitivitdt und Spezifitit des LTT sowie die mangelnde
Standardisierung dieses Verfahrens. Dieses Testverfahren wird deshalb als
ungeeignet fir die Diagnostik der LB erachtet (EVISON et al., 2005; WILSKE &
FINGERLE, 2005; DESSAU et al., 2014).

3.2.6 ELISPOT

Der Enzyme-Linked Immunospot Assay (ELISPOT) ist eine Art Modifizierung des
LTT nach dem Prinzip eines Sandwich-ELISA. Er dient der Quantifizierung Ag-
spezifischer zytotoxischer T-Lymphozyten, indem er ihre Zytokinproduktion misst
(CZERKINSKY et al., 1988). Wie beim LTT werden auch beim ELISPOT die T-
Lymphozyten durch Inkubation mit rekombinanten Borrelien-Ag und Ag-
prasentierenden Zellen stimuliert. Durch die Aktivierung der zytotoxischen T-
Lymphozyten wird vermehrt Interferon (IFN)-y sezerniert, welches durch an der
Mikrotiterplatte gekoppelte IFN-y-Fang-Ak gebunden wird. Nach hypoosmotischer
Zelllyse und Entfernung der Zellreste kann mit enzymgekoppeltem [FN-y-
Detektions-Ak inkubiert werden, welcher ein anderes Epitop bindet als der IFN-y-
Fang-Ak. Somit entstehen Immunkomplexe, welche mittels chromogenem Substrat
sichtbar gemacht werden. Es werden farbige Punkte (spots) um die IFN-y-
produzierenden Zellen sichtbar gemacht, welche computergestutzt gezéhlt werden,
sodass im Verhaltnis zu den eingesetzten Lymphozytenmengen dargestellt werden
kann, ob sie durch den Kontakt mit Borrelien spezifisch erhoht sind (SCHUTT &
BROKER, 2011; MURPHY et al., 2012).

Laut einer Studie aus dem Jahr 2013 hat ein neu entwickelter ELISPOT (iSPOT
Lyme™) eine signifikant hdhere Spezifitat und Sensitivitat als ein WB (JIN et al.,
2013). Jedoch finden sich unterschiedliche Angaben bezlglich Spezifitat (82-94 %)
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und Sensitivitat (36-84 %), die die obige Aussage widerlegen (NORDBERG et al.,
2012). Auch fir die Borreliendiagnostik von Hunden und Pferden ist ein ELISPOT
kommerziell erhaltlich (SpiroFind Vet™, Boulder Diagnostics Europe GmbH,
Mellrichstadt, Germany). Jedoch werden aufgrund mangelnder Validierung weder
LTT noch ELISPOT fur die Borreliendiagnostik empfohlen (WILSKE &
FINGERLE, 2005; MARQUES, 2015).

Eine zuverlassige Diagnose von Borrelien-spezifischen Ak und eine
Unterscheidung von geimpften und infizierten Tieren sind von grof3er Bedeutung.
Nur so kann eine unnétige Gabe von AB bei gesunden Tieren vermieden werden,
was den Patienten die Nebenwirkungen dieser erspart und zudem im Sinne des One-
Health-Gedanken ist. Deshalb wurden in der nachfolgenden Publikation die Seren
von 200 Hunden und 200 Pferden mit bekanntem Borrelien-Ak-Status in zwei
kommerziell erhdltlichen LIAs getestet. Die Testergebnisse wurden hinsichtlich
Sensitivitat, Spezifitdt, der Diagnose und Handling verglichen, um die

labordiagnostisch besten Resultate erzielen zu kénnen.
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Simple Summary: The causative agents of Lyme borreliosis, spirochetes from the Borrelia burgdorferi
sensu lato complex, can be transmitted via various life stages of the tick, making this disease a
serious concern pertaining to One Health approaches. The detection of specific antibodies against
Bbsl is generally achieved by using a two-tiered test approach based on an ELISA combined with
a line immunoassay (LIA). In this study, canine and equine serum samples with known antibody
status were tested with two different LIAs. Results were compared in term of sensitivity, specificity,
diagnostic outcome for dogs and horses, as well as of operability of the test. For canine serum
samples, reliable results can be achieved with both LIAs. In contrast, the serodiagnosis of horses is
still challenging, and improvements of both LIAs are recommended.

Abstract: Lyme borreliosis is a vector-borne disease in humans and animals caused by bacteria from
the Borrelia burgdorferi sensu lato complex (Bbsl). The possible transmission of Bbsl from companion
animals to humans via ticks makes this disease important in terms of One Health approaches.
Thus, early and accurate diagnosis and treatment are of utmost importance. Today’s standard for
the detection of specific antibodies against Bbsl is a two-tiered test system based on an ELISA for
screening combined with a line immunoassay (LIA) for confirmation. In this study, 200 canine and
200 equine serum samples with known antibody status were tested with two different LIAs (A and B).
Results were compared regarding sensitivity, specificity, the diagnostic outcome for dogs and horses,
as well as operability of the test. The results for canine serum samples corresponded to 94.0%,
making both LIAs a good choice for LB diagnostic in dogs. For equine serum samples, the agreement
of both tests was 65.5%, displaying the challenge equine samples still provide in LB diagnostic.
Major concerns were the interpretation of the OspA antigen (AG) signal and the use of unspecific
(i.e., p100/p83) or too sensitive signals on the LIA. The operability of both LIAs was equally user-
friendly. Regarding the tests’ evaluation, the scanning process provided by LIA A was a major
advantage considering the comparability of the tests.

Keywords: antibody; Borrelia burgdorferi sensu lato; canine; equine; serum diagnosis; line immunoassay

1. Introduction

Lyme borreliosis (LB) is the most diagnosed human vector-borne disease in Europe and
Northern America. The infection occurs in dogs and horses and is caused by spirochetes
from the Borrelia burgdorferi sensu lato complex (Bbsl). Seroprevalence for Bbsl-specific
antibodies in dogs varies between 0.1% and 15.0% worldwide [1-3], while in horses, it
ranges from 8.0% to 33.0% [4,5].

There are several diagnostic methods for detecting borrelial infections in mammalian
hosts. Culture of Borrelia spp. is complicated and may take up to six weeks [6-8]. The
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detection of Bbsl-specific DNA via polymerase chain reaction (PCR) is discussed controver-
sially, as low numbers of borreliae in tissues of infected hosts might lead to false-negative
results [9-11]. Since the direct detection of borrelial organisms is difficult and prone to
erratic results [12], indirect tests detecting Bbsl-specific antibodies are the method of choice
in LB diagnostics [13]. The first serologic test used was the indirect immunofluorescence
antibody test (IFAT), which contained a broad spectrum of antigens [12,14,15]. Due to
low specificity [16] and the inability to discriminate between infected and vaccinated in-
dividuals [17], further test systems such as ELISAs [16,18] and Western blots [19] have
been developed [20]. Western blots (WB) were established to detect well-characterized
antibodies, which are highly specific for the serologic status [19]. Proteins are blotted on
nitrocellulose membranes and bind Bbsl-specific antibodies of the patient’s serum. Those
immune complexes are subsequently visualized by color reactions on the carrier [19]. This
diagnostic process allows the specific detection of borrelial infections and the differentiation
between vaccinated and infected patients [21,22]. Suitable antigens for immunoblotting are
the following proteins (p): p18/p21 (decorine binding protein A, DbpA), p23/24 (outer
surface protein C, OspC), p28, p30 (OspA), p39 (borrelia membrane protein A, BmpA),
p41, p43, p45, p58, p66, p83, p93, and p100 [13,23,24]. Commonly, these proteins are de-
rived from B. afzelii and show a broad cross-reactivity with antibodies induced also by
other species of the Bbsl-complex [25,26]. The detection of the lipoprotein variable major
protein-like sequence expressed (VIsE) in serologic diagnostic procedures contributes to
an even higher specificity of these tests [27]. The VISE gene contains a lipoprotein leader
sequence, a N- and C-terminal unique conserved region, and a vls cassette with variable
(V1-V6) and invariable regions (IR1-IR6) [28,29]. The expression of the VIsE lipoprotein
occurs only in vivo by metabolically active Bbsl organisms and is a highly specific marker
for infection [27].

The current diagnostic standard for LB is based on a two-tiered test system in which
an ELISA with a high sensitivity serves as the first screening step [30,31]. A kinetic ELISA
(KELA) is a diagnostic method in ELISA format, and its usability and the possibility of au-
tomatization contribute to its popularity [30,32]. Subsequent verification of KELA-positive
samples and the differentiation between vaccination and infection status is achieved by
immunoblotting the samples using assays such as the line immunoassay (LIA). LIAs were
developed to standardize reactions and simplify the diagnostic process. Hence, recombi-
nant antigens are sprayed on membranes as single antigen (AG) lines. The specificity of
these semi-quantitative line immunoblots is very high, allowing differentiation between
vaccinated and naturally infected animals [33].

In this study, we compared two LIAs by testing them with canine and equine serum
samples obtained from animals with known antibody status against Bbsl. A regular recon-
sideration of available test systems is detrimental, as science advances and new insights
and opportunities should be met with the diagnostic methods available. As the treatment
of LB is not trivial and the silent infection of canines and equines with Bbsl-complex species
is a One Health concern, the appropriateness of diagnostic methods used to detect antigens
against Bbsl-complex species should be verified regularly. Results were compared in terms
of sensitivity, specificity, and diagnostic outcome to emphasize the benefits and detriments
of each LIA. Further, the handling, operability, and evaluation procedures were evaluated.

2. Materials and Methods
2.1. Serum Samples

A total of 400 serum samples were assessed for Bbsl-specific antibodies with an in-
house KELA and two LIAs. The collection of sera consisted of 200 canine and 200 equine
samples (Table 1). The sera were sent to the Chair for Bacteriology and Mycology of
the LMU Munich for diagnostic purposes or were available from previous experiments
and thereafter stored at —80 °C. All tested sera were from animals showing clinical signs
matching those of LB, and antibiotic treatment of animals needed precursory serologic
confirmation. Those serum samples were tested with the in-house KELA and the Borrelia
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Veterindr plus OspA LINE (VIROTECH Diagnostics GmbH, Ruesselsheim, Germany) or
its predecessor model for past research or diagnostic purposes. For the conduction of this
study, residuals from these canine and equine serum samples with matching antibody status
determined in the previous diagnostic testing (i.e., seropositive, seronegative, equivocal, or
vaccinated) were selected. However, the testing was based on antibody detection only, and
the presence of Borrelia spp. organisms was not determined. To avoid biases due to possible
false allocation in the previous serologic testing, two control groups were included in this
study. The “canine control sera” consisted of serum samples from dogs with a confirmed
Bbss infection status (i.e., “positive”), vaccinated (i.e., “vaccination”), or specific-pathogen
free (i.e., “negative”) [34-36]. The “equine control sera” originated from a vaccination
study with horses using the vaccine EquiLyme® (Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH,
Ingelheim am Rhein, Germany) [37].

Table 1. Serostatus of canines and equines used in this study.

Seropositive Equivocal Seronegative  Vaccinated

Canine test sera
(n =150)
Canine control sera—
positive/vaccination/negative 12 19 19
(n =50) *
Equine test sera
(n =150)
Equine control
sera—vaccination 50
(n = 50) **
* Dogs used for studies with Bbsl infections at Cornell University (Ithaca, NY, USA) [34-36]. ** Horses experi-
mentally vaccinated with the vaccine EquiLyme® (Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim am Rhein,
Germany) [37].

50 50 50

50 50 50

All serum samples described in this study were again tested for quantitative antibody
levels with the in-house KELA and afterward analyzed using the two LIAs further named
LIA A and LIA B. For the serologic testing, the sera were thawed and stored at +8 °C for a
maximum of six hours between the tests.

2.2. Antibody Detection in the Serum Samples

”

The KELA used in this study to measure “total Bbsl-specific” and “OspA-specific
antibody levels was conducted as published previously [31,32].

221.LIAA

LIA A is a line immunoassay for semi-quantitative detection of specific antibodies
against Bbsl-complex species. The detection of antibodies was performed according to the
manufacturer’s instructions with the supplied nitrocellulose strips. All antigens present on
the strips are listed in Table 2 along with the genospecies from which they were derived.

All chemical components needed for the antibody detection with LIA A were brought
to room temperature before use. First, the wash and incubation buffer (WIB) were prepared
by mixing the buffer concentrate with aqua destillata (dH>O) in a ratio of 1:5. Then, 1.5 mL
of the WIB was added to each well of a ten-welled incubation tray. One test strip for
each tested serum was then placed in one of these incubation wells. The incubation tray
was placed on the rocking shaker for five minutes until all strips were fully moistened.
Afterward, 15 uL of the serum sample was added to each well and incubated for 45 min
on the rocking shaker. After carefully draining all fluids, 1.5 mL of WIB was added per
well. After five minutes of incubation on the rocking shaker, all fluids were poured off; this
washing step was repeated three times in total. Then, 1.5 mL of the conjugate was added to
each well and incubated on the rocking shaker for 45 min followed by three washing steps
as described above. After draining all liquids, 1.5 mL of the substrate was added to each
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well. After an incubation for ten minutes followed on the rocking shaker, all fluids were
removed, and the strips were washed three times with 1.5 mL of dH,O. The strips were
then carefully removed from the wells and placed on a clean, absorptive paper to dry for at
least 20 min.

Table 2. Recombinant antigens sprayed on the nitrocellulose strips of both LIAs.

Antigen LIA A LIAB
VIsE Ba Bbss, Bg
OspA Ba Ba, Bg, Bbss
DbpA/p18 Bbss, Bg, Ba, Bs Bg, Bbav, Ba
OspC/p23 Ba, Bbss, Bs, Bg, Bgll Ba, Bbav, Bbss
BmpA/p39 Ba Ba
p58 Bg Bbav
p83 np Ba
Ce Bg np
p4l Bbss np
p100 Ba np

Antigens derived from the following genospecies: B. afzelii (Ba), B. burgdorferi sensu stricto (Bbss),
B. bavariensis (Bbav), B. garinii (Bg), B. garinii II (BgII; probably B. bavariensis), B. spielmanii (Bs), not present
on the assay (np). VISE, variable major protein-like sequence expressed; Osp, outer surface protein; DbpA,
decorin binding protein A; BmpA, borrelia membrane protein A; p, protein.

The LIA strips were evaluated using the manufacturer’s scanner and software version
5.1.2. with values from 0 to 0.9 (negative), 1.0 (equal to cut-off control (COC)), and greater
than 1.0 (positive). Values have then been automatically assigned to a result by the scanner
(Table 3).

222.LIAB

LIA B was developed for semi-quantitative detection of Bbsl-specific antibodies. All
antigens present on the strips are listed in Table 2 along with the genospecies from which
they were derived. Antibody detection with the supplied LIA strips was performed
according to the manufacturer’s instructions. All components were brought to room
temperature before use. The washing buffer concentrate was mixed 1:10 with dH,O. For
each tested serum sample, one supplied strip was placed in an incubation well that is part of
a supplied incubation tray consisting of eight wells. Compounded washing buffer (1.5 mL)
was added to each reaction well; the incubation tray was then placed on the rocking shaker
to thoroughly moisten the LIA strips for one minute. Next, 15 pL of serum was added
to each well and incubated for 30 min on the rocking shaker. After incubation, fluids
were carefully poured off. The strips were washed with 1.5 mL of washing buffer for five
minutes and three times in a row while placed on the rocking shaker. For the next step, the
IgG-conjugate was diluted at 1:100 with the washing buffer, and 1.5 mL of the compounded
conjugate mix was dispensed into each well and incubated for 30 min on the rocking shaker.
After pouring off all fluids, washing steps were repeated three times as described above
and all fluids were drained carefully. Subsequently, 1.5 mL of dH,O was added to each
well, incubated for one minute, and then removed. Then, 1.5 mL of the substrate was
added to each well and incubated for twelve minutes. After removing the substrate from
the incubation wells, the substrate reaction was stopped by adding 1.5 mL of dH,O to the
incubation well for one minute, and thereafter, all fluids were poured off. This step was
repeated three times. All fluids were then drained, and the strips were carefully removed
from the incubation wells and transferred to a clean, absorptive paper for drying.
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Table 3. Allocation of serum samples based on results obtained with LIA A and to its manufacturer’s

instructions.
Allocatlp n Canine Sera Equine Sera
Categories
0-1 AG lines > COC 0-2 AG lines > COC
nes except OspA or VISE/Cg AG line except OspA or VISE/Cg AG line
VISE/Cs AG line and 0-2 AG lines >
ity 2-3 AG lines > COC cocC
9 except OspA or VISE/Cg AG line or
3 AG lines except VISE AG line > COC
VIsE/Cg AG line and > 3 AG lines >
CcoC
VISE/Cg AG line or
os or > 4 AG lines > COC
P > 4 AG lines (except OspA AG line) > or
COC VIsE/Cg AG line and p18 AG line
and
> 1 AG line > COC
OspA AG line and > 0 AG lines
vac (except VISE/Cg) -
> COC
OspA AG line and VISE/
yac#:pos Cg AG line )
and

>0 AG lines > COC

VIsE and Cg are considered as one AG line; however, the appearance of one of the two lines is enough to allocate
samples to the categories “equiv” and “pos” as well as “vac + pos”. Horses with an OspA AG line were evaluated
once according to the evaluation protocol for samples from horses with the antigen-antibody reaction on the OspA
AG line and once again according to the evaluation protocol for vaccinated and vaccinated and positive dogs. AG
line, antigen line; COC, cutoff control AG line.

Evaluation of the strips was carried out visually by the examiner; reactions were
categorized according to the AG signal coloration showing a semiquantitative amount of
immunocomplexes. The cut-off control in the form of a strip that was developed with the
supplied cut-off concentrate was compared to the signals produced by the serum samples.
Control AG lines on the cut-off strip will be abbreviated as COC. Color reactions were
categorized as “—", less than the COC; “+”, identical to the COC; “++”, stronger than
the COC; or “+++”, considerably stronger than the COC. However, the results “+”, “++”,
and “+++” were all considered positive and did not make a difference in the overall result
for a single sample (Table 4). COC strips were prepared according to the manufacturer’s
instructions, which equaled the production of the LIA strips for serum samples. Instead of
adding 15 pL of serum, 100 uL of cut-off concentrate was added to the incubation wells of
the COC. For canine and equine sera, an individual cut-off strip with a cut-off concentrate
specific for canine and equine samples was produced.

If the two LIAs disagreed in their results for a serum sample, both tests were performed
again, and samples were evaluated anew to exclude the possibility that there was a technical
error. In the following, the first round of LIAs conducted will be called the “first test series”,
and the repetition of disagreeing LIAs will be named the “second test series”.



111. Publikation

35

Vet. Sci. 2022, 9, 633

60f 19

Table 4. Allocation of serum samples based on results obtained with LIA B and to its to the manufac-
turer’s instructions.

Allocatl.o o Canine Serum Equine Serum
Categories
0 AG lines or AG lines < COC
or g ”
VISE AG line = COC 0 AG lines or AG lines < COC
neg 2 ) or
0-1 AG line (except VISE and 20 Ik (except VIRE) = €O
OspA) = COC
3 AG line (except VISE) > COC
o 2-3 AG lines > COC or
g (except VISE and OspA) VISE AG line and 0-2 AG lines
> COC
VIsE > COC VISE AG line and > 3 AG lines >
or CcoC
VIsE = COC and 1 AG line or
pos (except OspA) VISE AG line and DbpA AG line
or and 1 AG line
> 4 AG lines (except VIsE and or
OspA) > 4 AG lines > COC (except VISE)
OspA AG line isolated
or
OspA AG lineand > 1 AG
vac line (beside VISE) -
or
OspA AG line and VISE AG

line isolated = COC

OspA AG line and VISE AG
line isolated > COC
vac + pos or -
OspA AG line and VISE AG
line and > 1 AG line
OspA AG line was considered as non-specific AG line in equine immunoreactions. Equine serum samples with an
OspA AG line were evaluated once according to the equine evaluation protocol by simply considering the OspA
AG line as non-specific for equine immunoreactions and thus not counting this AG line and afterward evaluated
according to the evaluation protocol for vaccinated or vaccinated and infected dogs. AG line, antigen line; COC,
cutoff control AG line.

2.3. Statistical Methods

The intensity for each single signal on the LIA strips and the overall results were listed,
organized, and analyzed for each sample with Microsoft Excel 2019 (Microsoft Corporation,
Redmond, WA, USA). Color reactions of the protein-antibody-complexes for each AG line
and overall results were compared for each sample. The statistical analysis was performed
using the program R (R i4.1.3., R Foundation for Special Computing, Vienna, Austria).
Samples were analyzed using the Cohen’s squared kappa test to give more weight to
dissimilar results [38]. k2 depicts the agreement of the coloration of the single AG lines
between the two LIAs for each subgroup of sera. The degree of agreement in coloration was
categorized in “none to slight” (k2 <0.2), “fair” (k2 = 0.21-0.40), “moderate” (k2 = 0.41-0.60),
“substantial” (x? = 0.61-0.80), and “almost perfect” (k2 = 0.81-1.00). Therefore, a high value
for k? can occur in negative samples, as x* does not reflect the intensity of coloration of
single AG lines but only its agreement in coloration comparing the two tests.

3. Results
3.1. Canine Serum Samples

In the first test series with both LIAs that included 200 canine sera, the agreement of
the results between the two assays was 92.5% (n = 185). The remaining serum samples
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with divergent results (1 = 13; Table 5) and serum samples for which LIA A could not
automatically assign a result category due to a COC above the maximum level (1 = 2) were
then retested under the same conditions.

Table 5. Canine samples with divergent results in the two LIAs. KELA-results below 100 are
considered as negative. KELA levels above 100 need confirmation by a LIA.

Sample ID Group LIAA LIAB KELA Values
RKS-B-5365-C Negative neg pos 138.9
RKS-B-7240-C Negative pos neg 151.7
RKS-B-7279-C Negative vac neg 125.6
RKS-B-8564-C Negative neg pos 127.0
RKS-B-5119-C Positive pos vac + pos 394.6
RKS-B-7996-C Positive pos equiv 103.7
RKS-B-8113-C Positive pos equiv 243.1

Hanka Vaccinated vac + pos vac 613.6
RKS-B-5512-C Vaccinated neg vac 2349
RKS-B-8324-C Vaccinated vac + pos vac 580.9

598-5/1* Control sera pos neg 63.3
A93-3/3* Control sera neg vac 383.2
A93-3/4* Control sera vac neg 311.2

* Dogs used for Bbsl infection studies at Cornell University (Ithaca, NY, USA) [34-36].

The accordance of the results between the two LIAs including the second test series
was 94.0% in total (n = 188; Table 6). In the second test series, two samples tested with LIA
A (i.e., RKS-B-5512-C and $98-5/1) and one sample tested with LIA B (i.e., RKS-B-5365-C)
displayed different results when compared to the first test series. The automatic scan of LIA
A was not successful for two strips (i.e., RKS-B-8492-C and RKS-B-5707-C) in both test series,
as its COC was above the maximum level the scanner was able to handle. Those strips
had to be evaluated visually by the examiner as advised in the manufacturer’s instructions.
Results from those two strips agree with the results from LIA B.

Table 6. Defined Bbsl-serostatus of dogs (Groups; n = 200) and allocated results after the second
round of serologic testing using LIA A and LIA B.

Groups Positive Negative Vaccinated  Control Sera
LIA Results (n = 50) (n = 50) (= 50) (=501
pos 47 2 0 12
< equiv 0 0 0 0
z neg 3 47 0 20
vac 0 1 50 ** 18
pos 45* 2 0 12
: equiv 2 0 0 0
= neg 3 48 0 20
vac 0 0 50 *** 18

* One infected dog showed additional AG lines for vaccination. ** Three vaccinated dogs showed additional AG
lines for infection. *** One vaccinated dog showed additional AG lines for infection. ! Dogs used for Bbsl infection
studies at Cornell University (Ithaca, NY, USA) [34-36].

Overall, LIA A reacted stronger than LIA B with sera from the group “positive”
(Figure 1B). Reactions on LIA B were stronger in color when tested with sera that origi-
nated from uninfected and vaccinated dogs (Figure 1A). The sera from the group “control
sera” reacted in the same way with the antigens of the two LIAs (Figure 1D). As shown
in Figure 1C, the dogs vaccinated against Bbsl reacted strongly to the OspA antigen of
both tests.
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Figure 1. Degree of antigen-antibody reactions on LIA A and LIA B resulting from testing with canine
serum samples. Ranking from reaction as “—", less than the cut-off control COC; “+”, equal to the
COC; “++”, strong; and “+++", very strong reactions. Antigens marked with * are unique for the
respective LIA. Degree of antigen-antibody reactions of sera (A) from group “negative”; (B) from
group “positive”; (C) from group “vaccinated”; (D) from group “control sera”. COC, cut-off control;
VISE, variable major protein-like sequence expressed; OspA, outer surface Protein A; DbpA, decorin
binding protein A; OspC, outer surface protein C; BmpA, borrelia membrane protein A; p, protein;
Cg, Cg peptide.

The statistics showed significant differences in the reactions of canine serum antibodies
to antigens on the two LIAs (Table 7). Results observed by the two LIAs displayed an
almost perfect overall agreement of x> = 0.936. Regarding the four canine groups used in
this study, the two LIAs agreed least in the group “negative” (k> = 0.219) and matched best
in the group “control sera” (k2 = 0.895). Considering AG lines in the four canine groups,
the lowest agreement (k2 = 0.084) was observed at the DbpA /p18 AG line with sera of dogs
vaccinated against Bbsl. The OspA antigen reaction for the group “control sera” achieved
the highest x> with a value of 0.956.

3.2. Equine Serum Samples

After screening 200 equine serum samples with both LIAs in the first test series,
the accordance of the results was 57.5% (1 = 115). Of these 200 equine serum samples,
17 samples (8.5%) could not be evaluated in the scanning process of LIA A, as the COC
was above its maximum level. These LIA strips were then evaluated visually by the
examiner as suggested in the manufacturer’s instructions. Most results disagreeing between
the two LIAs were observed in the group “equivocal” (n = 33), followed by the group
“control sera—vaccinated” (1 = 21), the group “positive” (n = 20), and the group “negative”
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(n =11). Four equine samples were recognized by the scanner as canine samples, displaying
false results for RKS-B-6841-E, RKS-B-5283-E, and RKS-B-6238-E. While LIA B specifically
states that OspA is a non-specific AG line in equine immunoreactions, LIA A seems to
count the OspA AG line as specific for equine infections displaying equivocal or positive
results for 18 horses and disagreeing results for 8 horses (Table 8). As neither the manual
for LIA A nor for LIA B instructs on how to evaluate vaccinated horses, we reevaluated
all horses’ sera displaying reactions for the OspA AG according to the manufacturer’s
instructions for vaccinated and vaccinated and infected dogs.

Table 7. x? for comparable antigen-antibody-complex signals on LIA A and B when canine or equine
sera were applied. The degrees of agreement are categorized into “none to slight” (k% < 0.2), “fair”
(k2 = 0.21-0.40), “moderate” (x? = 0.41-0.60), “substantial” (x? = 0.61-0.80), and “almost perfect”
(k% = 0.81-1.00). A high value for x? does not represent a high reaction intensity but merely a high
agreement between the two LIAs.

%‘:;ﬁ;n VISE OspA DbpA/p18 OspC BmpA/p39 p58
CaNpeg 0.236 0.111 0.331 0.123 0.560 0.580
canpos 0.852 0.147 0.156 0.645 0.850 0.574
Canyace 0411 0.460 —0.084 0.772 0.577 0.464
cancon 0.777 0.956 0.096 0.805 0.785 0.508
equneg 0.575 0.123 0.572 0.254 0.169 0.414
equpos 0.636 0.084 0.358 0.315 0.565 0.445
eqUyacc 0.665 0.668 0.015 0.559 0.523 0.234
eqUequiv 0.367 0.083 0.186 0.560 0.551 0.459

Canyeg, canine sera from the group “negative”; canp,s, canine sera from the group “positive”; canyae, canine
sera from the group “vaccinated”; cancon, canine sera from the group “control sera” [34-36]; equneg, equine sera
from the group “negative”; equpos, equine sera from the group “positive”; equyace, equine sera from the group
“control sera—vaccinated”; equequiv, €quine sera from the group “equivocal”; VIsE, variable major protein-like
sequence expressed; OspA, outer surface protein A; DbpA, decorin binding protein A; OspC, outer surface
protein C; BmpA, borrelia membrane protein A; p, protein. The highest values for k2 for each AG line and
subgroup are written in bold.

Table 8. Equine serum samples with divergent results in the LIA A due to the recognition of the
OspA band as specific for Bbsl-infection.

Sample ID Group wi tll;lgsg A+ withol;lltA Ol:p A #* LIAB KELA Values
S4-81 Control sera—vaccinated equiv neg neg 654.3
S4-321 Control sera—vaccinated pos equiv equiv 735.0
S4-180 ! Control sera—vaccinated pos equiv equiv 688.6
S7-431 Control sera—vaccinated equiv neg neg 728.9
S7-441 Control sera—vaccinated pos equiv neg 633.8
§7-58 1 Control sera—vaccinated equiv neg neg 725.4
S7-611 Control sera—vaccinated pos equiv neg 694.8

S1-51 Control sera—vaccinated equiv neg pos 568.4

* Evaluation of LIA A strips according to the manufacture’s instruction considering OspA AG lines indicative for
infection, ** Evaluation of LIA A strips according to the manufacture’s instruction considering OspA AG lines not
indicative for infection and not for vaccination. ! Horses experimentally vaccinated with the vaccine EquiLyme®
(Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim am Rhein, Germany) [37].

Even though in the manual for LIA B a signal for OspA AG is considered non-specific
for an infection with Bbsl-complex species, the evaluation of equine sera displaying a
reaction for OspA AG resulted in many false-positive outcomes (Table 9). Nevertheless,
reactions to four or more further AG lines (i.e., OspC, DbpA, BmpA, p39, or p83) occurred,
which allowed the categorization of the samples as “pos” according to the manufacturer’s
instruction. As the use of a lysate vaccine against LB in horses might lead to the devel-
opment of antibodies against various borrelial outer surface proteins that are expressed
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by borreliae in vitro, immunocomplex reactions on these AG lines in combination with
a reaction to the OspA AG line can occur in vaccinated animals and should—as in the
evaluation scheme of dogs—not be counted as specific for infection. Only the VISE and
Cg AG lines can be evaluated as specific for an infection with Bbsl species, as VISE is only
expressed by active borreliae in vivo. Similar to dogs, horses with concurrent reactions for
OspA and VISE or Cg AG should be categorized as “vac + pos”.

Table 9. Equine serum samples with OspA AG signals and results considered “pos” on LIA B due to
the recognition of > 4 AG lines (beside VISE and OspA) that are considered as non-specific for an
infection with Bbsl complex species in vaccinated dogs.

Sample ID Group LIA A LIAB KELA Values
Control
51 )
S sera—vaccinated pos pos 584.0
Control
961
Beag sera—vaccinated Pos pos 659.9
Control
30! .
430 sera—vaccinated Po¥ pos 709.4
Control
e L 1 .
Sl sera—vaccinated Pos pos 697.8
Control
% l %
k176 sera—vaccinated POS pos 7224
Control
861 ”
Ly sera—vaccinated pos pos 731.8
Control 5
! .
S sera—vaccinated SquLy pos 568.4
Control
1
o sera—vaccinated neg pos 661.2
G531 1 Control ieg pos 2aps

sera—vaccinated

* LIA strips with a reaction to the VISE or Cs AG; ** only case tested with LIA A; reactions to four AG lines beside
VISE and OspA were considered as “pos”. ! Horses experimentally vaccinated with the vaccine EquiLymeﬁ
(Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim am Rhein, Germany) [37].

When a reaction for OspA AG occurred on LIA strips with equine serum samples,
both technical manuals supplied no information on how to evaluate these strips at the
time of testing. As we were aware of the vaccination against LB, the reaction of OspA
must have occurred due to the vaccination with the specific vaccine. Therefore, we catego-
rized the equine samples according to the manufacturer’s instructions provided for dogs
(Supplementary Material Table S1). This way, an accordance of 78% was reached in the
group “control sera—vaccinated”.

Afterward, LIA strips exposed to equine sera and then recognized as canine samples
were correctly evaluated according to the equine evaluation scheme, and samples for
which OspA was considered non-specific for infection were categorized according to the
evaluation scheme for dogs. In consequence, the agreement between the two LIA rose from
57.5% (n = 115) to 63.0% (n = 126).

All serum samples with divergent results (1 = 85) were retested in a second test series
under the same conditions. Thus, the comparability of the results between the two LIAs
grew to 65.5% (n = 131); vaccinated horses were evaluated like vaccinated dogs, and LIA
strips exposed to equine sera recognized as canine samples were evaluated according to the
equine evaluation scheme. In the second test series, changes in three additional samples
in LIA A and two additional samples in LIA B led to concurrent results. Additionally, the
equine samples in which the COC was in the first test run too high for evaluation could
now be evaluated with the scanner aside from two horses that displayed a COC too high for
evaluation in both test series (S4-28 and RKS-B-10899-E). These horses were then evaluated
visually by the examiner. As already described in the first test series, a few horses’ sera
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were still recognized as dog samples, of which three sera were evaluated as canine in both
test series (RKS-B-6841-E, RKS-B-5283-E, and RKS-B-6238-E).

The group “equivocal” (n = 50) displayed the most discrepancies (58%), followed by
the groups “positive” (36%), “negative” (20%), and “control sera—vaccinated” (20%).

Considering the extent of coloration of AG lines on the LIA strips, the p100-antigen
line on LIA A developed the strongest reaction compared to all other antigens of both
LIAs in all four groups (Figure 2); further, p100 was equal to or higher than the COC on
170 of the 200 equine LIA strips. LIA A produced a slightly stronger color reaction in the
group “negative” (Figure 2A). Both LIAs showed comparable antibody reactions for groups
“positive” and “equivocal” (Figure 2B,C); serum samples from group “equivocal” showed
stronger signals for the OspC and p39 AG on LIA B, while p58 and DbpA were stronger
on LIA A. As illustrated in Figure 2D, samples from “control sera—vaccinated” showed
strong signals for OspA on both LIAs.
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Figure 2. Degree of antigen-antibody reactions on LIA A and LIA B resulting from tests with equine
serum samples. Ranking from reaction as “—", less than the cut-off control COC; “+”, equal to the
COC; “++”, strong; and “+++”, very strong reactions. Antigens marked with * are unique for the
respective LIA. Degree of antigen-antibody reactions of sera (A) from group “negative”; (B) from
group “positive”; (C) from group “equivocal”; (D), from “control sera—vaccinated”. COC, cut-off
control; VISE, variable major protein-like sequence expressed; OspA, outer surface Protein A; DbpA,
decorin binding protein A; OspC, outer surface protein C; BmpA, borrelia membrane protein A;
p., protein; Cq, Cg peptide.

’

The statistical analysis (Table 7) shows significant differences in the antibodies
reaction patterns for single serum samples based on the results derived from the two LIAs.
Compared to canine sera, the rate of concordance for equine serum samples was generally
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lower. All equine results displayed a substantial comparability at k? = 0.808. Results
for the group “control sera—vaccinated” displayed the highest degree of comparability
(k% = 0.519), except for the DbpA/p18 signal (x*> = 0.015). The results for the group
“equivocal” agreed the least (x? = 0.223), considering the signals reactions to DbpA /p18
(x? = 0.186) and OspA (x* = 0.083) were the least comparable. Groups “positive” and
“negative” showed a moderate degree of comparability with x* = 0.450 and x? = 0.457,
respectively.

4. Discussion

This study was designed to compare two LIAs regarding sensitivity, specificity, overall
results, and laboratory handling of canine and equine serum samples.

4.1. Sensitivity, Specificity, and Overall Results

For LB in dogs, it is essential to correctly detect silent carriers of borreliae, as dogs
and owners live in a close relationship [39]. The estimated growth of the tick population
due to more favorable climate conditions in the next years will lead to a higher number
of canine infections [40]. When dogs are neither vaccinated nor protected or tested and
treated against LB, tick attachment and the possible infection of uninfected nymphal stages
on these infected dogs will allow more infected ticks to reach gardens and greens, where
deer and other wildlife are not residing. Nymphs will then molt to adults and possibly bite
and may infect humans. On the other hand, a false-positive diagnosis of LB will lead to the
unnecessary treatment of dogs with antibiotics with unnecessary side effects and the risk
of antibiotic-resistance development in bystander bacteria.

In this context, both LIAs evaluated in his study seem to be highly comparable (94.0%)
and appropriate for diagnostic purposes with canine serum samples. For the group of
“canine control sera”, the best agreeance between the results of the two LIAs could be
observed (x? = 0.895). Both LIAs produced twelve serum samples from the group “canine
control sera—positive” identified correctly as “pos” and also nineteen serum samples
from the group “canine control sera—negative” accurately identified as “neg”. Both LIAs
allocated one serum sample each from the “canine control sera—vaccinated” as falsely “neg”
and the residual nineteen serum samples correctly as “vac” (Table 6). As the “canine control
sera” originate from dogs with a confirmed infection status, and both LIA tested different
vaccinated canine serum samples as “neg”, we could clearly identify these two results
as false. The group “positive” (n = 50) displayed the second-best agreeance (x> = 0.882).
However, here, LIA A tested 47 serum samples correctly as “pos”, while LIA B tested
45 serum samples correctly as “pos” (Table 6). This disagreement between the previous
allocation and the LIAs might be due to the previously used tests or might even be a
previous case of human error. Next, the second-least agreeance of the results between the
two LIAs (k2 = 0.489) was observed for the group “vaccinated” (1 = 50) even though both
LIAs allocated the 50 serum samples correctly as “vac” (Table 6). The results for the group
“negative” (1 = 50) agreed with x? = 0.219, while LIA A allocated 47 serum samples correctly
as “neg” and LIA B 48 serum samples as “neg”; both produced two “false-positive” in this
group. Of these “pos”-labeled samples, one was “pos” in both LIAs with 256.6 KELA units
(Table 6). The other two “pos” dogs had either 138.9 or 151.7 KELA units. In this case, it is
difficult to conclude which test produced an accurate result. In general, seronegative dogs
display KELA levels below 100 KELA units. Thus, it is reasonable to conclude that sample
with agreeing “pos” results from the two LIAs might have been allocated falsely beforehand.
Further, we observed that on LIA A, canine serum samples reacted less strongly with VISE
than on LIA B in groups “negative”, “vaccinated”, and “control sera”. However, in the
previous three groups, a stronger reaction against the C¢ peptide was visible. In the group
“positive”, both LIAs produced strong color reactions to VIsE and in LIA A equally strong
color reactions to Cg. Therefore, in our opinion, separating Cg and VISE does not add extra
value to the performance of a LIA, which disagrees with a study conducted with dogs by
Breu and Miiller (2017) [41]. In this study, over 25% of 236 positive canine sera displayed



111. Publikation

42

Vet. Sci. 2022, 9, 633

13 0f 19

disagreeing results between the C¢ and the VISE AG [41]. In our study, only 8 of the 200
canine serums samples (4%; RKS-B-7240-C, RKS-B-8484-C, RKS-B-5813-C, RKS-B-7973-C,
RKS-B-7996-C, RKS-B-8324-C, S98-5/1, and S98-5/4) showed diverging results between
the C¢ and the VISE AG on LIA A. On LIA B, three of these five dog sera (RKS-B-8324-C,
RKS-B-7669-C, and S98-5/1) produced different results when compared to LIA A (Table 6).
However, in our opinion, both tests are highly suitable for LB diagnostic for dogs, and the
addition of the Cq antigen does not influence the results negatively.

In horses, the existence of clinical LB is controversially discussed, and if it exists,
clinical signs are highly diverse, ranging from neuroglial disorders to lameness, uveitis,
and cutaneous pseudolymphoma [42-44]. Yet, many studies in various countries around
the world describe and confirm infections of horses with Bbsl organisms [45-47]. Like dogs,
horses are a part in the infectious chain of Bbsl-complex species [48]. However, equines
probably play a lesser role in the indirect transmission to humans, as horses and humans
live in a remoter relationship than humans and dogs. Due to the recommendation to treat
only seropositive horses with antibiotics that at the same time display clinical signs and in
which all other diseases can be ruled out [42], the impact of false-negative results is not as
high as in dogs.

For equine serum samples, the two LIAs displayed concordant results for 65.5% of
the sera. Again, the results from the group “control sera—vaccinated” agreed the most
(k% = 0.519), with 47 serum samples correctly allocated as “vac” by LIA A and 48 serum
samples correctly allocated as “vac” by LIA B. The second-best agreeance was observed
for the group “negative” (x? = 0.457). Here, LIA B displayed 47 “neg” results, while
LIA B produced only 38 “neg” (Table 10). The 50 samples in group “positive” had been
assigned to this group by evaluating these sera with the assay “Borrelia Veterinar plus
OspA LINE” (Virotech GmbH) or its predecessor model. In our study, 17 of these sera
tested positive on LIA B and 29 on LIA A (Table 10). An explanation for the discrepant test
results could be the use of a predecessor model of the “Borrelia Veterindr plus OspA LINE”
(Virotech GmbH), a Western blot used between 2006 and 2011. This WB contained 16 AG
lines, which is 9 AG lines more than current LIA B. Reactions with those nine antigens
might have contributed to more positive results. For some of these proteins, e.g., the p41,
cross-reactions with spirochetes such as relapsing fever borreliae have been described,
which limits their diagnostic value [30,49,50]. Another explanation for discrepant results of
sera could be the subjective assessment by the technical person in the case of LIA B and
the predecessor model of Borrelia Veterinar plus OspA LINE (Virotech GmbH), making
human error more likely in these tests. LIA A’s evaluation via a scanning system may
prevent varying results, particularly if more than one person evaluates the assays. In the
group “equivocal”, the highest number of diverging results (1 = 29) occurred, and the color
reaction and overall results were the least comparable between the two LIAs (Table 7). LIA
A produced 25 seropositive hoses, while LIA B produced only 6. Considering all samples,
LIA A produced a total of 77 positive serum samples, while LIA B produced a total of 32.

High numbers of false-positive samples are concerning and show that the serologic
assessment of equine sera for Bbsl-specific antibodies is challenging and should be im-
proved to reduce the overdiagnosis and unrequired antibiotic treatment of horses. This is
especially important for the animal, as many long-term antibiotic treatment regimens can
lead to the development of diarrhea, colitis, and might even cause the needless death of
the equine [51,52]. Further, long-term antibiotic treatment in horses is generally performed
by intravenous or intramuscular injection of the compound, as almost all antibiotics rec-
ommended and available for equine LB [42]—except for tetracycline—must be applied
parenterally. Continuous intravenous or intramuscular injection often leads to throm-
bophlebitis [53] and may induce abscesses.
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Table 10. Defined serostatus of horses (groups; n = 200) and allocated results using LIA A and LIA B.
(Specific samples were tested two time as described above.)

Groups : 1
Positive (1 =50)  Equivocal (n =50) Negative (1 = 50) Coritrol: Sera-Vacalnated
LIA Results (n = 50)
pos 29 25 5 0
: equiv 20 22 6 1
= neg 1 3 38 2
vac 0 0 0 47*
pos 17 6 1 0
: equiv 28 23 2 1
= neg 4 21 47 1
vac 1* 0 0 48 **

* 18 vaccinated horses also showed signals for infection. ** 8 vaccinated horses also showed signals for infection.
! Horses experimentally vaccinated with the vaccine EquiLyme® (Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH,
Ingelheim am Rhein, Germany) [37].

The consideration of OspA AG as specific for borrelial infection is probably the main
disadvantage of LIA A [17,54]. The development of antibodies against OspA is specific for
vaccination [32], as borreliae express OspA only while residing in the tick’s intestine [55].
When Ixodes spp. ticks start to feed blood on the mammalian host, borreliae change their
outer-surface antigen expression pattern, especially from OspA to OspC [56]. Thus, the
host will encounter not many Bbsl organisms expressing OspA during the transmission
and thus will not develop antibodies against OspA due to the infection [34]. In contrast, for
canine serum samples both technical manuals provide precise evaluation schemes. Dogs
with OspA-specific antibodies and against antigens other than VIsE/Cg are then considered
“vac”, and when the VISE/Cg AG is also visible, the sera come from “vac + pos” dogs. Since
lysate vaccines against LB were used in the horses [37] that were included in this study,
antibody reactions to various borrelial outer surface proteins must be considered [35]. In
contrast, antibodies against VISE and C¢ antigens are associated with an active infection
with Bbsl organisms, as VISE is expressed in vivo only [27]. Further, the vls gene is expressed
on the linear plasmid 1p28-1 [57], which might get lost during passaging of Borrelia spp.
in vaccine production [58]. When this plasmid is lost, borreliae will therefore lose the
ability to express the VISE lipoprotein, and thus, no antigen reaction to VISE occurs in
vaccinated animals [37,59,60]. This assumption would allow the evaluation of vaccinated
horses according to the canine evaluation protocol; however, further studies with a larger
number of experimentally vaccinated horses might be helpful.

We furthermore recommend reducing the number of AG lines, including only these
that are highly specific for infection or vaccination with Bbsl.

p100 and p83 are associated with either the protoplasmic cylinder [61] or the flag-
ella [62] of borreliae and are highly sensitive antigens for late stages of Bbsl infection [20,63].
p83/100 are similar for Bbss and B. afzelii although these proteins show differences when
compared to B. garinii [64]. However, in a comparison of the N-terminal amino acid se-
quences of p100 and p83, no differences in the amino acid sequence were found, and it
was concluded that p100 and p83 are identical [65]. In this study, p100 used on LIA A
showed the strongest color reactivity in all equine serum test groups. LIA A strips incu-
bated with equine sera produced reactions to p100 in 170 cases, which accounts for 85.0%
of the 200 horses. This non-specificity of p100 might be one reason for a high portion of
horses identified as “pos” (40.7%) compared to LIA B with only 23.3%. However, when we
compared the signals of the similar p83 AG on LIA B, a disproportionate high number of
reactions to this AG (n = 122; 61%) was observed as well. Consequently, we compared the
numbers of reactions to the p100 and p83 AG line with the those to other AG lines found
on the respective LIA (Supplementary Material Table S2 and Figure 3).

When all color reactions on the AG lines (i.e., degree of color reaction (Figures 1 and 2)
and overall number of reactions (Figure 3)) are considered, it seems that the p83 and p100
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AG react very often and may falsely call for a Bbsl infection in horses and thus should be
omitted from diagnostic LIA strips to avoid false-positive results in horses.

Of all 200 tested equine samples, only two samples (RKS-B-5442-E, RKS-B-5558-E)
reacted as positive for the Cg and negative for VISE on LIA A. One of the two samples
(RKS-B-5442-E) was diagnosed “negative” in LIA B but equivocal in LIA A, while the other
sample (RKS-B-5558-E) was categorized as “equivocal” in both LIAs. On the other hand,
the VISE AG appeared isolated without a reaction against C¢ in 37 equine serum samples.
To the best of our knowledge, there is no literature available describing the heterogenicity
of equine immune responses to VISE or Cq. The Cy peptide is a synthetically produced part
(IR6) of the VISE lipoprotein. Regarding different invariable regions of the VISE lipoprotein,
X-ray crystallography of VISE displayed a limited surface exposure of IR6 [66]. This study
suggests that in horses, more antibodies bind to the complete VISE surface than to the
limited surface of C¢ peptide. Therefore, in the authors” opinion, there seems to be no
additional value and probably no considerable disadvantage of including Cs. However, as
depicted in Figure 3, considerably more LIA A strips displayed a reaction to VISE than LIA
B strips (LIA A: n =122; LIA B: n = 85). This observation might indicate that the reactivity
to the VISE AG is too high in LIA A, as only 50 horses were seropositive, and 50 additional
horses were equivocal. This might be an additional reason why LIA A produces more
positive results than LIA B (Table 10). In conclusion, the interpretations of results from
LIAs exposed to equine sera are still challenging, and improvements concerning OspA and
the selection of AG are needed.

200

150

number of equine LIA strips
g
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Figure 3. Number of equine AG lines that displayed positive (equal or higher than COC) or negative
color reactions on the LIA strips of both LIAs. Antigens marked with * are unique for the respective LIA.

4.2. Handling of LIAs

In terms of handling and implementation of the tests in the laboratory, there are hardly
any differences. LIA A features a longer incubation time compared to LIA B (45 min for
serum and conjugate versus 30 min); the incubation time for the substrate is two minutes
shorter for LIA A (ten minutes versus twelve minutes). An advantage of LIA A is its
multi-species conjugate; in contrast to LIA B, the test kit from LIA A contains one conjugate
used for both canine and equine serum samples. Furthermore, it is unnecessary to mix the
conjugate from LIA A with washing buffer and conjugate concentrate before testing. In our
view, the workflow of LIA A is more user-friendly.
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LIA A provides a scanner for the evaluation scheme. During the scanning process, a
combined evaluation sheet of all samples and an extra folder for each sample and each
strip with its AG lines’ color intensity are created. After scanning, the color reaction
for each AG line is displayed as a number from 0 to 9. In contrast, LIA B is evaluated
visually by the examiner by comparing the AG line on the test strip with the COC. In
the authors’ opinion, the evaluation via a scanning system is the main advantage of
LIA A, allowing a precise evaluation of samples and thus comparability. LIA B is prone
to human error, and evaluation might change according to the evaluator and the light
conditions. Therefore, the evaluation as conducted in LIA A seems to be most suitable for
the scientific field, as human error is mostly ruled out, and the number values provided
by the program allow a more precise and easy statistical evaluation. A further advantage
of LIA A is the fact that results for each sample are displayed in an extra folder, and
this sheet can be sent directly to the veterinary clinic or diagnostic facility as a medical
report. Then again, when the scanning process for LIA A fails—as it did in this study
in 2 dogs and 17 horses—the visual evaluation by the examiner is challenging, as the
COC is on the same strip as the sample AG lines. A visual examination and thorough
comparison were possible only for the first two to three AG lines next to the COC; all other
AG lines could only be judged imprecisely. Furthermore, LIA A’s scanning system had
problems when strips were incubated with hemolytic sera. These hemolytic sera produced
speckles on the nitrocellulose membrane concealing the protein signals. In hemolytic
sera, the concentration of intracellular components of erythrocytes and other blood cells
is released into the extracellular space of the blood [67]. These components may bind on
the nitrocellulose membrane of a LIA strip [68]. The nitrocellulose membrane of LIA A
seemed to be affected more strongly by this phenomenon than the membrane of LIA B.
These speckled discolorations complicated the identification of antigen-antibody reactions
in LIA A. In the scanning process of these speckled strips, equine samples were identified
as canine samples as the canine control band seemingly reacted, or the scanner mistook a
speckle as an antigen-antibody-complex reaction.

Dried strips of LIA B showed a slight purple discoloration. However, this had no
impact on the evaluation.

5. Conclusions

Both tests are reliable assays for the diagnosis of LB in dogs, considering an agreement
of 94.0%. For equine serum samples, the agreement was 65.5%. This result clearly shows
that the serologic diagnosis of LB with equine sera is still challenging. Both LIAs should
improve their interpretation of sera from vaccinated horses, and especially in the case of
LIA A, the consideration of the OspA AG as specific for infection must be changed (current
information on the LIA A manufacturer’s website reconsiders the OspA AG role during Bbsl
infection, and an evaluation scheme for vaccinated horses has been provided). Regarding
test specificity, LIA B seems to be more reliable and produced fewer false-positive results.
The test protocols are similar and allow no preference for a specific LIA. The evaluation
of strips by a scanner makes LIA A the more adequate choice in a scientific background,
as it is not prone to human error and displays higher comparability of evaluations and
easier application for statistics. However, the evaluation scheme for LIA A in the case of
vaccinated horses still needs improvement.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mdpi.com/article/10.3390/vetsci9110633 /51, Table S1: Equine LIA strips evaluated according
to manufacturer’s instructions for canines; Table S2: Positive and negative reactions of AG lines on
both LIAs.
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V. WEITERE FORSCHUNGEN

Wie in Kapitel 1l beschrieben, gehdren mittlerweile 21 verschiedene
Borrelienspezies dem Bbsl-Komplex an, welcher urséchlich fir die Entstehung
einer humanen LB ist (CUTLER et al., 2017). Bisher konnte nur fir Bbss unter
experimentellen Bedingungen die Entstehung Kklinischer Manifestationen,
entsprechend denen einer humanen LB, bei Hunden bewiesen werden (APPEL et
al., 1993; STRAUBINGER et al., 1998a; STRAUBINGER et al., 2000; CHANG
et al., 2001). Demgegentber fuhrte eine experimentelle Infektion von Ponys nicht
zu klinischen Anzeichen (CHANG et al., 2000a). Da weitaus mehr Borrelienspezies
als nur Bbss humanpathogen sind, liegt der Verdacht nahe, dass neben Bbss auch
weitere Borrelienspezies zu einer klinischen LB bei Tieren flihren konnten.
Methodisch in Frage kamen dabei Infektionsversuche, PCR-Nachweise und
serologische Untersuchungen. Nachdem Infektionsversuche in diesem Malistab
nicht trivial sind und PCR-Nachweise wie oben beschrieben Schwéchen aufweisen,
erscheint ein serologischer Nachweis speziesspezifischer Antikorper gegen
verschiedene Borrelienspezies zundchst am durchfiihrbarsten. Ziel dieser weiteren
Forschungen war es dementsprechend, einen LIA zur Differenzierung der
Antikorper gegen funf verschiedene Borrelienspezies aus caninen und equinen
Serumproben zu entwickeln und zu validieren. In Zusammenarbeit mit der Firma
VIROTECH Diagnostics GmbH (Russelsheim, Deutschland) wurde deshalb ein
LIA entwickelt. Positive Ergebnisse konnten Rickschlisse auf das Vorkommen
und im Zusammenhang mit der Klinik gegebenenfalls auch die Pathogenitét dieser

Spezies in Bezug auf Hunde und Pferde erlauben.

1 Material und Methoden

1.1 Infektionsmechanismus

Insgesamt wurden 410 Serumproben mithilfe des neu entwickelten LIAS
untersucht. Darunter waren zehn murine Seren, 200 canine Seren und 200 equine
Seren. Diese Proben waren dem Lehrstuhl fiir Bakteriologie und Mykologie der
Tiermedizinischen Fakultdt der LMU Muinchen zu diagnostischen Zwecken
zugeschickt worden, da die Tiere klinische Anzeichen einer LB aufwiesen, oder
stammten aus ehemaligen Versuchen. Alle Seren waren bei -80 °C gelagert und

bereits zuvor mit dem am Lehrstuhl entwickelten KELA sowie dem Borrelia
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Veterindr plus OspA LINE (VIROTECH Diagnostics GmbH, Russelsheim,
Deutschland) getestet worden. Die Einteilung der Gruppen erfolgte basierend auf
den Ergebnissen der vorangegangenen Versuche (DOFF et al., 2022). Zudem
dienten die Seren von zehn Mausen als Kontrolle, welche experimentell mit den
Spezies B. afzelii PKo (n = 2), Bbss N40 (n = 4), B. bavariensis PBi (n = 2) und
B. spielmanii A14S (n = 2) infiziert worden waren (KRUPKA et al., 2009;
KNAUER et al., 2011).

1.2 Speziesdifferenzierung mithilfe des entwickelten LIA

Der LIA und die zugehdrigen Reagenzien wurden in Zusammenarbeit mit der Firma
VIROTECH Diagnostics GmbH (Risselsheim, Deutschland) zu rein
experimentellen Zwecken entwickelt. Die Durchfuhrung des Tests erfolgte
entsprechend Bedienungsanleitung des Borrelia Veterinar plus OspA LINE der
Firma VIROTECH Diagnostics GmbH. Lediglich die Einwirkungszeit des
Substrates war mit 17 Minuten langer als beim Borrelia Veterinar plus OspA LINE.
Fur die murinen Seren wurde ein anti-mouse 1gG (Gesamtmolekul, Alkalische
Phosphatase, in Ziege hergestellte Ak) der Firma Merck KGaA (Darmstadt,
Deutschland; Katalognummer A9316) verwendet. Dieses Konjugat wurde vor dem
Auftragen wie in der Bedienungsanleitung beschrieben im Verhaltnis 1:30.000 mit
Waschpuffer verdunnt. Die Evaluierung der entstandenen Streifen erfolgte visuell.
Aufgrund der Starke der Farbung der Ak-Linien auf den Streifen erfolgte eine
Einteilung in negativ (-), schwach positiv (+), positiv (++) und stark positiv (+++).

Die Auswertung erfolgte ohne eine Cut-Off-Kontrolle.

Jeder Teststreifen war mit 15 Proteinbanden bespriht worden. Diese bestanden aus
jeweils einer Bande fur die Serumkontrolle, das Protein VISE und das Protein OspA.
Die restlichen 12 Proteinbanden waren je sechs spezies-spezifische DbpA-Banden
und sechs spezies-spezifische OspC-Banden. Die verwendeten Spezies waren
B. afzelii, Bbss Z27, Bbss B31, B. bavariensis, B. garinii und B. spielmanii, welche

in dieser Reihenfolge auf die Streifen aufgespriht wurden.
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2 Ergebnisse

2.1 Murine Serumproben

Alle murinen Proben reagierten mit deutlichem Farbumschlag an der VISE-Bande
(Abbildung 6A). Keines der Maduseseren zeigte eine Reaktion mit der OspA-
Proteinbande (Abbildung 6A). Die Reaktionen der murinen Proben beziiglich der
OspC-Banden waren fiur die einzelnen Borrelienspezies nicht spezifisch, hier
konnten bei jedem Serum Kreuzreaktionen verzeichnet werden (Abbildung 6).
Konsequenterweise werden im Folgenden ausschlielich die Reaktionen mit der
DbpA-Proteinbande dargestellt.

Die Mduseseren der Tiere, die mit Bbss infiziert worden waren, reagierten nur fir
diese Spezies stark; die farbliche Reaktion der Bbss-Banden auf der
Nitrozellulosemembran war deutlich (Abbildung 6B). Die Seren der experimentell
mit B. bavariensis infizierten Méuse (n = 2) reagierten fur diese Spezies; der
Farbumschlag auf der Nitrozellulosemembran war deutlich sichtbar. Eines dieser
beiden Ma&useseren reagierte auch leicht fir Bbss (Abbildung 6C). Die
Serumproben der Méuse, die experimentell mit B. afzelii infiziert worden waren
(n = 2), zeigten keine sichtbaren Reaktionen mit der DbpA-Proteinbande, jedoch
diverse Reaktionen gegen OspC-Antigene verschiedener Borrelienspezies
(Abbildung 6D). Eines der Seren der beiden mit B. spielmanii infizierten Mdause
zeigte eine Reaktion in Form eines Farbwechsels auf der Nitrozellulosemembran
nur fir diese Borrelienspezies. Das zweite Méauseserum reagierte mit keiner

Spezies; es waren keine Verfarbungen von Proteinbanden sichtbar (Abbildung 6E).
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A) Mixed antigen lines of all murine serum samples B) Antigen lines of serum samples from mice infected with Bbss
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Abbildung 6: Auswertung der murinen Seren im Spezies-LIA

Zu sehen sind A) Seren aller mit Borrelienspezies infizierten Mause; B) Seren der mit Bbss-
infizierten Mé&use; C) Seren der mit B. bavariensis infizierten M&use; D) Seren der mit B. afzelii
infizierten Mduse; E) Seren der mit B. spielmanii infizierten M&use. Gezeigt werden hier jeweils die
Anzahl der Tiere (blau) und die Bildung von Ag-Ak-Komplexen mit der entsprechenden
Borrelienspezies (rot) mit den Proteinen DbpA und OspC und mit den speziesunabhéngigen
Proteinen VISE und OspA.

Ba: Borrelia (B.) afzelii; Bbss: B. burgdorferi sensu lato; Bbav: B. bavariensis; Bg: B. garinii; Bs:
B. spielmanii; VISE, variable major protein-like sequence, expressed; OspA, outer surface protein
A; DbpA: decorin binding protein A; OspC: outer surface protein C
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2.2 Canine Seren

Kontrollgruppe der Cornell University

Bis auf zwei Proben reagierten alle Seren wie zu erwarten an den VISE- und OspA-
Banden (Abbildung 7A). Die Proben der seronegativen SPF-Hunde zeigten keine
Reaktion mit den speziesspezifischen Ag-Banden auf der Nitrozellulosemembran
(Abbildung 7B). Die Proben der seropositiven SPF-Hunde aus der Kontrollgruppe
der Cornell University (n = 13) zeigten Ag-Ak-Reaktionen ausschlieBlich mit Bbss
(Abbildung 7C). Zwei der positiven Proben wiesen keine Reaktion mit Ag-Banden
auf. Vier Seren der geimpften Hunde der Cornell University (n = 19) reagierten mit
B.-afzelii-Proteinbanden (Abbildung 7D).
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Abbildung 7: Auswertung der caninen Kontrollseren der Cornell University
im Spezies-LIA

Zu sehen sind A) Reaktionen aller caninen Seren der Cornell University fur die Proteine OspA und
VIsE; B) Reaktionen der negativen caninen Seren der Cornell University fur die Proteinbanden von
DbpA und OspC; C) Reaktionen der positiven caninen Seren der Cornell University fur die

Proteinbanden von DbpA und OspC; D) Reaktionen der geimpften caninen Seren der Cornell
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University fur die Proteinbanden von DbpA und OspC. Gezeigt werden hier jeweils die Anzahl der
Tiere (blau) und die Bildung von Ag-Ak-Komplexen mit der entsprechenden Borrelienspezies (rot)

mit den Proteinen DbpA und OspC und mit den speziesunabh&ngigen Proteinen VISE und OspA.

Ba: Borrelia (B.) afzelii; Bbss: B. burgdorferi sensu lato; Bbav: B. bavariensis; Bg: B. garinii; Bs:
B. spielmanii; VISE, variable major protein-like sequence, expressed; OspA, outer surface protein
A; DbpA: decorin binding protein A; OspC: outer surface protein C

Canine Feldseren

Die Gruppe der 150 caninen Feldseren bestand aus 48 negativen, 51 geimpften und
51 positiven Proben. Fast alle Proben reagierten wie zu erwarten mit den VISE- und
OspA-Proteinbanden (Abbildung 8A). Drei Proben aus der Gruppe der
seronegativen Hunde (n = 48) reagierten mit der Bbss-Ag-Bande (Abbildung 8B).
Beim im Institut routineméflRig genutzten KELA sowie dem reguléaren LIA
entstanden bei diesen drei Hundeseren jedoch negative Ergebnisse. Die ubrigen
Proben aus dieser Gruppe der negativen caninen Seren zeigten keine Reaktion in

Form einer Verfarbung der Nitrozellulosemembran im entwickelten Spezies-LIA.

Insgesamt 45,1 % (n = 23) der Seren aus der Gruppe der seropositiven Hunde
(n = 51) reagierten mit Ag von nur einer Borrelienspezies. Die Spezies, mit der die
meisten Ag-Ak-Reaktionen auftraten, war Bbss (n = 18; 35,3 %), gefolgt von
B. bavariensis (n = 4; 7,8 %) und B. garinii (n = 1; 2,0 %) (Abbildung 8B).
Insgesamt wiesen 43,1 % der Proben von seropositiven Hunden Mischinfektionen
mit zwei (31,4 %) oder mehr Borrelienspezies auf (11,8 %). Die Kombination von
Bbss und B. afzellii trat am haufigsten auf (17,6 %). Sechs der positiven Hundeseren
(11,8 %) reagierten mit keiner der speziesspezifischen Ag-Banden (Abbildung 8B).
Kein Serum dieser Gruppe reagierte mit B. spielmanii. Bei den Seren aus der
Gruppe der geimpften Hunde (n = 51) reagierten 45,1 % (n = 23) mit B. afzelii,
3,9% (n = 2) mit Bbss, 2,0 % (n = 1) mit B. garinii und 2,0 % (n = 1) mit
B. bavariensis. Auch hier konnte bei keinem Serum eine Ag-Ak-Bildung mit

B. spielmanii verzeichnet werden (Abbildung 8D).
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A) Mixed antigen lines of all canine serum samples B) Antigen lines of ,,negative” canine serum samples
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Abbildung 8: Auswertung der caninen Feldseren im Spezies-LIA

Zu sehen sind A) Reaktionen aller caninen Feldproben fir die Proteine OspA und VISE;
B) Reaktionen der negativen caninen Feldproben fiir die Proteinbanden von DbpA und OspC;
C) Reaktionen der positiven caninen Feldproben fir die Proteinbanden von DbpA und OspC;
D) Reaktionen der geimpften caninen Feldproben fir die Proteinbanden von DbpA und OspC.
Gezeigt werden hier jeweils die Anzahl der Tiere (blau) und die Bildung von Ag-Ak-Komplexen
mit der entsprechenden Borrelienspezies (rot) mit den Proteinen DbpA und OspC und mit den

speziesunabhangigen Proteinen VISE und OspA.

Ba: Borrelia (B.) afzelii; Bbss: B. burgdorferi sensu lato; Bbav: B. bavariensis; Bg: B. garinii; Bs:
B. spielmanii; VISE, variable major protein-like sequence, expressed; OspA, outer surface protein
A; DbpA: decorin binding protein A; OspC: outer surface protein C

2.3 Equine Seren

Die Gruppe der 200 equinen Seren bestand aus 59 negativen Proben, 52 geimpften
Proben, 35 positiven Seren und 54 grenzwertigen Tieren. In allen Gruppen, vor
allem aber bei den geimpften Pferden, konnten deutliche Reaktionen in Form eines
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Farbumschlags auf der Nitrozellulosemembran mit OspA beobachtet werden
(Abbildung 9A). Auch mit der VISE-Bande reagierten Proben aus allen Gruppen,
am hé&ufigsten konnte die Bildung von Ag-Ak-Komplexen bei den grenzwertigen
Seren beobachtet werden (Abbildung 9A). Aus der Gruppe der seronegativen Tiere
(n = 59) reagierten vier Pferdeseren mit Ag der Spezies B. garinii, drei mit Bbss,
zwei mit B. bavariensis und eines mit B. spielmanii. Bei den ubrigen Seren dieser

Gruppe konnte keine Reaktion verzeichnet werden (Abbildung 9B).

In der Gruppe der seropositiven Pferdeproben (n = 35) wiesen 48,6 % (n = 17) Ak
fur nur eine Borrelienspezies auf. Am haufigsten konnten Reaktionen mit B. garinii
beobachtet werden (n = 9; 25,7 %), gefolgt von B. bavariensis (n = 5; 14,3 %) und
Bbss (n = 3; 8,6 %; Abbildung 9C). Die lbrigen positiven Pferdeseren reagierten
auf Ag von zwei (17,1 %) oder mehr (28,6 %) Borrelienspezies oder zeigten keine
Reaktion (5,7 %). Die Kombination von Ag-Ak-Reaktionen gegen B. garinii und
Bbss traten am hdufigsten auf (n = 4; 11,4 %).

In der Gruppe der geimpften Pferde (n = 52) reagierte die Mehrheit der Seren fiir
B. afzelii (n = 42). Sechs Tiere zeigten Reaktionen fir Bbss und zwei fir
B. bavariensis. Keines der Seren reagierte auf Ag von B. garinii oder B. spielmanii
(Abbildung 9D).

In der Gruppe der als grenzwertig diagnostizierten Pferde (n = 54) reagierten
40,7 % (n = 22) der Proben mit Ag einer einzigen Borrelienspezies. Vierzehn Tiere
reagierten mit Ag von Bbss, sieben Tiere bildeten sichtbare Ag-Ak-Komplexe an
der Proteinbande von B. garinii und ein equines Serum reagierte mit B. bavariensis
(Abbildung 9E). Funf Seren wiesen eine Mischinfektion mit zwei Spezies der
Spirochaten auf, wobei die Kombination von Bbss und B. bavariensis viermal

auftrat und ein Tier eine Infektion mit Bbss und B. garinii aufwies.
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Abbildung 9: Auswertung der equinen Seren im Spezies-LIA

Zu sehen sind A) Reaktionen aller equinen Seren fiir die Proteine OspA und VISE; B) Reaktionen
der negativen equinen Seren fiir die Proteinbanden von DbpA und OspC; C) Reaktionen der
positiven equinen Seren flr die Proteinbanden von DbpA und OspC; D) Reaktionen der Seren
geimpfter Pferde fir die Proteinbanden von DbpA und OspC; E) Reaktionen der grenzwertigen
equinen Seren fir die Proteinbanden von DbpA und OspC. Gezeigt werden hier jeweils die Anzahl
der Tiere (blau) und die Bildung von Ag-Ak-Komplexen mit der entsprechenden Borrelienspezies

(rot) mit den Proteinen DbpA und OspC und mit den speziesunabhdngigen Proteinen VISE und
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OspA.

Ba: Borrelia (B.) afzelii; Bbss: B. burgdorferi sensu lato; Bbav: B. bavariensis; Bg: B. garinii; Bs:
B. spielmanii; VISE, variable major protein-like sequence, expressed; OspA, outer surface protein

A; DbpA: decorin binding protein A; OspC: outer surface protein C

3 Diskussion der Ergebnisse der weiteren Forschungen

In der Humanmedizin existieren einige Testverfahren, um Erreger des Bbsl-
Komplexes zu differenzieren. Hierzu zéhlen beispielsweise die DNA-DNA-
Hybridisierung (WAYNE et al., 1987; RICHTER et al., 2006), die Multi-Locus
Sequenzanalyse (MLSA) (RICHTER et al., 2006; RUDENKO et al., 2009a;
MARGOS et al., 2010), der Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP)
(MASUZAWA et al., 1996a; WANG et al., 1999; LIN et al., 2001) , Pulsed-Feld-
Gelelektrophorese (PFGE) (BUSCH et al., 1996) oder die Sequenzanalyse des 16S-
rRNA-Gens (WILSKE et al., 1993a). Diese direkten Nachweisverfahren basieren
auf dem Prinzip der PCR mit anschlieBender Gensequenzanalyse und liefern die
besten Resultate mit Proben aus Hautgewebe (WIENECKE et al., 1993;
BRETTSCHNEIDER et al., 1998; WANG, 2002; AGUERO-ROSENFELD et al.,
2005). Auch aus Urin- und Blutproben kann sehr selten und ausnahmsweise der
Nachweis von Borrelien-DNA gelingen; aufgrund der haufig falsch-negativen
Ergebnisse haben diese sich in der Diagnostik jedoch sowohl bei caninen als auch
humanen Proben als nicht geeignet erwiesen (BRETTSCHNEIDER et al., 1998;
STRAUBINGER et al., 1998a; LITTMAN et al., 2006; LESCHNIK et al., 2010).
Bisher fungierten Testverfahren zum Nachweis verschiedener Borrelienspezies
auch beim Tier fast ausschlie3lich auf Methoden der PCR mit anschlieRender DNA-
Analyse (MULLER et al., 2002; WODECKA et al., 2009; SKOTARCZAK, 2014;
ALHO et al., 2016). Fur grofRere und insbesondere respektive Untersuchungen
eignen sich PCR-Verfahren jedoch nicht. Zum einen ist wie oben beschrieben eine
akzeptable Sensitivitat insbesondere bei Blut- und Urinproben nicht vorhanden und
das Verfahren funktioniert am verldsslichsten mit Hautbiopsien an der
Einstichstelle der Zecke. Die exakte Benennung der Einstichstelle kann hierbei eine
weitere Herausforderung darstellen. Zum anderen ist die Akzeptanz der Besitzer
hinsichtlich der Entnahme von Gewebeproben nicht hoch und dies wiirde je nach
Tierart sogar eine Narkose, Sedation und gegebenenfalls Antibiose erfordern.

Folglich wurde eine Untersuchung von Antikérpern in bereits vorhandenen Proben
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vorgezogen.

Im Zuge der Zusammenarbeit mit VIROTECH Diagnostics Gmbh (Russelsheim,
Deutschland) wurde ein LIA zur Speziesdifferenzierung von Erregern des Bbsl-
Komplexes in equinen und caninen Seren entwickelt. Hierbei lag das Ziel in einer
durchfuhrerfreundlichen, nicht-invasiven, sicheren Differenzierung von in
Deutschland und Europa vorkommenden pathogenen Borrelienspezies und damit
einhergehenden Erkenntnissen ber mdogliche auslosende Spezies equiner und
caniner LB. Aufgrund ihrer europaweit beschriebenen Humanpathogenitit und
ihres hdufigen Vorkommens in Ixodes-ricinus-Zecken wurden zur Entwicklung des
LIAs die fiinf Spezies Bbss, B. afzelii, B. bavariensis, B. garinii und B. spielmanii
ausgewahlt (WILSKE et al., 1985; HERZBERGER et al., 2007; MARGOS et al.,
2013; STRNAD et al., 2017; ESTRADA-PENA et al., 2018; SPRINGER et al.,
2020). Hierfur wurden Ag der Oberflachenproteine OspC und DbpA auf die
Nitrozellulosemembran aufgespriiht. Diese beiden plasmidkodierten Lipoproteine
sind hochspezifische Marker fiir eine Borrelieninfektion und erméglichen aufgrund
ihrer genetischen Unterschiede eine Speziesdifferenzierung (PADULA et al., 1994;
ROBERTS et al., 1998; LIN et al., 2002; SCHULTE-SPECHTEL et al., 2003;
BRADSHAW et al., 2017).

Bei der Evaluierung der Spezies-LIA ist zu berlcksichtigen, dass keine cut-off-
Kontrolle verwendet wurde. Hierdurch kénnen falsch-positive Ergebnisse aufgrund
von Kreuzreaktionen oder Missinterpretationen des Farbumschlags der
Proteinbanden entstehen. Zudem kann die OspC-Bande grundsatzlich fir alle
Borrelienspezies nicht in die Auswertung mit einbezogen werden, da diese mit den
Seren der Kontrollgruppen der Méuse und SPF-Hunde der Cornell University
unspezifisch reagiert hatte. Auch eine speziesspezifische Reaktion der DbpA-
Bande konnte nicht durch die Kontrollseren verifiziert werden. Insbesondere
reagierten Ak gegen die Spezies B. afzelii, B. bavariensis und B. spielmanii in
murinen Seren nicht spezifisch, wahrend Antikorper gegen Bbss in caninen Seren
eine hohere, aber nicht vollstdndige Sensitivitat zeigten. Des Weiteren standen
keine Seren von Mé&usen, die mit B. garinii infiziert worden waren, zur Verfigung.
Fir diese Spezies gibt es somit keinen Nachweis Uber die Korrektheit der
Ergebnisse. Ein moglicher Grund fir die Resultate konnte eine mangelnde
Spezifitat oder Sensitivitat der auf die Nitrozellulosemembran aufgespriihten Ag

sein. Zudem ist die Infektion von Mausen mit verschiedenen Spezies des Bbsl-
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Komplexes zwar moglich, die Anzahl von gebildeten Ak variiert jedoch bei den
einzelnen Spezies der Spirochaten, wie aus Krupkas Versuch deutlich wird
(KRUPKA et al., 2009). Die Kontrollgruppe der seropositiven SPF-Hunde, welche
mit Bbss N40 infiziert worden waren, reagierte lediglich fir diese Spezies
(STRAUBINGER et al., 1998a). Allerdings konnte fiir zwei der dreizehn caninen
Seren keinerlei Ag-Ak-Reaktion auf der Nitrozellulosemembran verzeichnet
werden. Moglich ware es demnach, dass nicht alle Tiere dieser Studie mit einer
Bbss-Infektion erfasst worden sind.

Wahrend das VVorgehen hinsichtlich der Entwicklung eines serologischen Tests zum
Nachweis verschiedener Borrelienspezies in diesem Test als durchaus
erfolgsversprechend  eingestuft werden kann, bedarf der LIA noch
Entwicklungsarbeit insbesondere hinsichtlich der erforderlichen Menge und
Spezifitat der aufgetragenen Antikorper. Optimalerweise waren fur eine erneute
Testung Seren von SPF-Hunden und -Pferden, die mit den entsprechenden Spezies
des Bbsl-Komplexes infiziert wurden, vorhanden. Dies ist jedoch aufgrund des mit
einem erforderlichen Tierversuch verbundenen Aufwands und dem Mangel an SPF-
Pferden kaum mdglich. Gegebenenfalls liele sich dies (ber die Herstellung
synthetischer Antikdrper umgehen. Eine Weiterflhrung der hier begonnenen
Etablierung eines speziesspezifischen Borrelien-LIAs war im Rahmen der
vorgestellten Arbeit leider nicht mehr moglich, sollte aber in Zukunft fortgesetzt

und abgeschlossen werden.
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V. DISKUSSION

Weltweit ist LB eine der wichtigsten humanpathogenen, durch Zecken
ubertragenen Erkrankungen. Auch eine canine Form der Kklinischen LB konnte
anhand mehrerer Tierversuche belegt werden (APPEL et al, 1993;
STRAUBINGER et al., 1998a; CHANG et al., 2001; KORSHUS et al., 2004;
BAUM et al.,, 2014). Als diagnostisches Mittel der Wahl konnte sich ein
Zweistufentest etablieren, welcher als ersten Schritt einen KELA vorsieht, um eine
kostenguinstige Vorselektion (ber negative Seren zu treffen. Ein LIA als zweiter
Test verifiziert die positiven Ergebnisse des KELA und kann zwischen Infektion
und Impfung unterscheiden (BARTH et al., 2014).

Beim Pferd hingegen ist die Existenz einer klinischen LB umstritten; in Fachkreisen
wird von einer Uberdiagnose ausgegangen (GALL & PFISTER, 2006; BARTOL,
2013; HOUBEN et al.,, 2020). Im Gegensatz zum Hund konnten bei
experimentellen Infektionen equiner Versuchstiere keine klinischen Anzeichen
hervorgerufen werden (BURGESS & GENDRON-FITZPATRICK, 1990; CHANG
et al., 2000a). Haufig unvolistandige Anamnesen und unklare Krankheitsverlaufe
erschweren die  Diagnosestellung.  Zudem wird beim Pferd die
Zweistufendiagnostik zwar empfohlen, allerdings erwiesen sich ELISAS hierbei als
weitaus weniger aussagekréftig als beim Hund (FRITZ, 2018; HOUBEN et al.,
2020).

Durch das stetige Voranschreiten der Wissenschaft sowie aufgrund neuer
Erkenntnisse und Mdglichkeiten der Diagnostik ist es von groRer Bedeutung,
bestehende Testmethoden immer wieder zu tberdenken und zu optimieren. Da LB
unter Umstanden eine schmerzhafte Erkrankung ist, die die Lebensqualitét
betroffener Tiere und Patientenbesitzer stark einschranken kann, ist eine richtige
Diagnosestellung duRerst dringlich. Doch auch falsch-positive Testergebnisse und
daraus resultierende unnotige Gaben von Antibiotika gilt es unbedingt zu
vermeiden. Das Ziel dieser Studie war es deshalb, die Diagnoseverfahren der
caninen und equinen LB zu Uberprifen. Hierfir wurden Seren von Hunden und
Pferden mit bekanntem Borrelien-Ak-Status mithilfe zweier kommerziell
erhaltlicher LIAs untersucht. Die Tests wurden in Bezug auf Sensitivitat, Spezifitat
und den Resultaten verglichen. Auch Handhabung und Auswertungsverfahren der
Tests wurden gegeniibergestellt, um die Vor- und Nachteile des jeweiligen LIAs

hervorzuheben.
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1 Sensitivitat, Spezifitat und Ergebnisse der LIAs zur

Diagnostik einer Borrelien-Infektion
Durch den Klimawandel werden die Uberlebensbedingungen fiir Zecken immer
gunstiger: wéarmere Winter mit weniger Schnee und Frost ziehen eine erhohte
Zeckenpopulation nach sich, wodurch auch die Infektionsrate bei Haustieren
steigen wird (LINDGREN et al., 2006). Hunde leben fiir gewohnlich mit ihren
Besitzern im Haus und haben sehr engen Kdrperkontakt zu diesen. Sind die Tiere
nicht gegen Borrelien geimpft oder anderweitig durch Repellentien vor Zecken
geschiitzt, kdnnen sie leicht zu Tragern einer Borrelien-Infektion werden. Wenn an
diesen infizierten Hunden wiederum eine Nymphe ihre Blutmahlzeit zu sich nimmt,
fihrt das zu immer mehr infizierten Zecken in hduslichen Regionen. Diese
infizierten Vektoren verbreiten dann in Garten und Parks weiter Borrelien an
Haustiere oder Menschen, die sich dort aufhalten. Aufgrund dieser potenziellen
indirekten Ubertragung der Borrelien auf den Menschen ist es wichtig, eine sichere
Diagnose zu stellen (DAY, 2011). Sollte diese die Infektion bestatigen, kann das
Tier entsprechend mit Antibiotika therapiert werden und eine Weiterverbreitung
der Borrelien wird unterbunden. Da die mit der Therapie verabreichten
Medikamente auch Nebenwirkungen und die Gefahr einer Resistenzbildung gegen
Antibiotika mit sich ziehen, missen falsch-positive Ergebnisse in den

Untersuchungsmethoden unbedingt vermieden werden.

Mit einer Ubereinstimmung von 94 % sind beide innerhalb dieser Studie getesteten
LIAs zur Diagnostik von caninen Seren geeignet. Die hochste Ubereinstimmung
(x% = 0,895) konnte hierbei fiir die Gruppe der Kontrollseren der Cornell University
verzeichnet werden. Den zweithéchsten Index fiir Kappa (x® = 0,882) hatte die
Gruppe der positiven Hunde (n = 50). Im LIA A wurden hier 47, im LIA B 45 Tiere
als mit Borrelien infiziert diagnostiziert. Mogliche Griinde, warum urspriinglich
mehr Caniden als seropositiv bewertet und deshalb in diese Gruppe eingeteilt
worden waren, konnten falsche Handhabung, Fehler in der Probenevaluierung oder
der Durchflihrung des friiheren Tests oder ein fehlerhafter Test selbst sein. In der
Gruppe der negativen Feldseren (n = 50) wurden in LIA A 47 Seren als negativ
diagnostiziert, bei LIA B 48 Proben. Zwei Tiere bildeten in beiden Tests Ag-Ak-
Komplexe, die auf eine Infektion schlielen lassen. Einer dieser Hunde hatte einen
KELA-Wert von 256,6 KELA-Einheiten, die anderen beiden caninen Seren hatten
Werte von 138,9 bzw. 151,7 Units. Generell kann in der Diagnostik der Borrelien-
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Infektion bei Hunden ab einem Wert von 100 KELA-Units von einer Infektion
ausgegangen werden, welche dann mithilfe des L1As verifiziert wird (CHANG et
al., 1995; JACOBSON et al., 1996). Deshalb ist es wahrscheinlich, dass bei
zumindest zwei dieser Proben, bei denen die Ergebnisse in LIA A und LIAB

Ubereinstimmen, beim vorhergegangenen Testen Fehler unterlaufen sind.

Fur die Gruppen der negativen und geimpften Tiere sowie die Kontrollseren der
Cornell University konnten starkere Farbreaktionen der VISE-Bande bei LIA B im
Vergleich zu LIA A beobachtet werden. Die flir LIA A spezifische Ce-Bande
reagierte fur eben genannte Gruppen deutlich. Die VISE-Banden beider LI1AsS, sowie
die Ce-Bande des LIA A bildeten Ag-Ak-Komplexe mit den Seren der positiven
Hunde, was mit deutlichen farblichen Reaktionen der jeweiligen Proteinbanden
einherging. Das Protein Ce ist ein Peptid der IR6 des VISE und ruft beim Hund
ausgepragte Immunogenitat hervor (LIANG & PHILIPP, 1999; LIANG et al.,
2000); in der Diagnostik wird vor allem bei kommerziellen ELISA-Schnelltests
Gebrauch von diesem Protein gemacht (LEVY, 2002). In dieser Studie reagierten
acht von 200 caninen Seren mit der Ce-Bande, jedoch nicht mit der VISE-Bande des
LIA A. Dies entspricht 4 % aller getesteten Hunde. Zudem hatten drei der eben
genannten Hundeseren im LIA B Ergebnisse, die sich von denen im LIA A
unterschieden. So wurde ein Hund (RKS-B-8324-C) von LIA A als geimpft und
infiziert, von LIA B nur als infiziert diagnostiziert. In der Anamnese wurde zum
damaligen Zeitpunkt der Probenentnahme kein Vermerk beigefuigt, dass dieses Tier
geimpft worden sei. Die zweite Probe mit unterschiedlichem Ergebnis aufgrund der
Ce-Bande ist das Tier RKS-B-7996-C. Dieser Hund wurde von LIA A als
Borrelien-positiv, im LIA B als grenzwertig befundet. Der KELA-Wert dieses
Tieres lag bei 103,7 Units und somit gerade Uber der Grenze von 100 Units. Hier
konnte eine frihe Infektion vorliegen, bei der die Ag des LIA A mehr Ak gebunden
haben als die des LIA B. In der Praxis wiirde man bei diesem Tier die Empfehlung
aussprechen, nach 1 bis 2 Wochen nochmals eine Blutprobe zu nehmen, um die
Verdachtsdiagnose einer Borrelien-Infektion mit einem angestiegenen Ak-Titer
und demnach deutlich positivem Test zu bestétigen. Der letzte Hund, bei dem
aufgrund der positiven Ce-Bande ein anderes Ergebnis in LIA A als in LIAB
entstand, ist das Tier S98-5/4 aus der Kontrollgruppe der Hunde der Cornell
University. Da dies ein SPF-Hund war, der im Vergleich zu anderen Tieren aus
diesem Versuch nicht mit Borrelien infiziert worden war (STRAUBINGER et al.,



I1X. Diskussion 65

1998a), ist das Reagieren der Ce-Bande hier als falsch anzusehen. Zieht man diese
Ergebnisse in Betracht, ist eine Trennung von den Banden Ce und VISE nicht von
diagnostischem Vorteil. Dies widerspricht einer Studie von Breu und Mauller
(BREU & MULLER, 2017), in welcher die Ergebnisse der VISE- und Cs-Bande bei
mehr als 26 % der Proben divergierten, sodass die Notwendigkeit einer Separation

der Proteinbanden gesehen wurde.

Die equine LB wird seit Jahrzehnten kontrovers diskutiert, vor allem da bei
Versuchen mit SPF-Ponys, die mit Bbss infiziert worden waren, die Tiere trotz
steigender Ak gegen Borrelien keinerlei klinische Anzeichen entwickelten
(CHANG etal., 2000a). Nichtsdestotrotz sind die im Feld beschriebenen klinischen
Manifestationen der LB bei Pferden, sowie beim Menschen und beim Hund, breit
gefachert. Zusatzlich zu unspezifischen klinischen Manifestationen wie Fieber,
Apathie und Lethargie werden weltweit Félle von Lahmheit (BROWNING et al.,
1993), neurologischen Erscheinungen (JAMES et al., 2010), Uveitis (PRIEST et
al., 2012) sowie kutanem Pseudolymphom (SEARS et al., 2012), ausgeldst durch
Erreger des Bbsl-Komplexes, beschrieben. Multiple Studien aus diversen Landern
belegen die Infektion von Pferden mit Borrelien anhand serologischer
Untersuchungen (KASBOHRER & SCHONBERG, 1990; BHIDE et al., 2008;
DURRANI & GOYAL, 2011; BAE, 2018; GEHLEN et al., 2023). Hinsichtlich der
Weiterverbreitung der Spirochaten vor allem in Bezug auf Infektionen des
Menschen spielen Pferde jedoch eine geringere Rolle als Hunde, da sie fir
gewohnlich nicht auf so engem Raum mit ihren Haltern zusammenwohnen. Um
eine tatsachliche equine LB diagnostizieren zu konnen, spielen bei Pferden
zusatzlich zu einem positiven AK-Titer noch weitere Anhaltspunkte eine wichtige
Rolle. So sollten vor der antibiotischen Behandlung alle weiteren Krankheiten, die
die klinischen Anzeichen verursachen kénnten, ausgeschlossen werden. Auch sollte
berticksichtigt werden, ob das Pferd in einem Endemiegebiet gehalten wird und eine
Zeckenexposition gegeben war (DIVERS, 2013; DIVERS et al., 2018).

Die zwei untersuchten LIAs hatten bei den equinen Proben eine Ubereinstimmung
der Ergebnisse von 65,5 %. Wie zuvor bei den Hundeseren, konnte auch bei den
Pferden die hochste Kongruenz (x* = 0,519) bei der Kontrollgruppe der geimpften
Tiere verzeichnet werden. Hier wurden im LIA A 47 und im LIA B 48 equine
Proben richtigerweise als geimpft diagnostiziert. Die Gruppe der als negativ

diagnostizierten Tiere hatte beim Vergleich der Resultate der L1As die zweithdchste
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Ubereinstimmung (x* = 0,457). Im LIA B wurden 47 und im LIA A 38 Pferde als
seronegativ bestimmt. Grollere Diskrepanzen gab es bei den zuvor als positiv
bewerteten Feldseren von Pferden. Wéhrend urspriinglich alle 50 Seren als positiv
gewertet wurden, kénnen in LIA A und LIA B zum jetzigen Zeitpunkt in dieser
Gruppe maximal jeweils 29 und 17 Seren als positiv befundet werden. Fir die
Initialdiagnose wurde der LIA ,Borrelia Veterindr plus OspA LINE® (Virotech
GmbH, Russelsheim), bzw. dessen VVorgangermodell verwendet. Eben genannter
Vorléaufer des ,,Borrelia Veterinar plus OspA LINE* wurde von 2006 bis 2011 zur
LB-Diagnostik der Proben verwendet und besal3 16 Ag; das heutige Modell dieses
Tests besitzt nur noch sieben. Eine mogliche Erklarung, warum damals so viele
Pferde mehr als positiv diagnostiziert worden waren, konnten Ag-Ak-Reaktionen
auf den neun Proteinbanden sein, die der heutige LIA nicht mehr besitzt. Fur einige
dieser Proteine wie z. B. das p41 konnten Kreuzreaktionen mit bspw. RF-Borrelien
nachgewiesen werden, was die Eignhung dieser Proteinbanden zu diagnostischen
Zwecken beeintrachtigt (WILSKE et al., 1990; BRUCKBAUER et al., 1992; SHIN
et al., 1993). Zudem ist eine falsche Interpretation der Teststreifen durch den
Evaluierenden bei LIA B sowie dem ,,Borrelia Veterindr plus OspA LINE®“ und
dessen Vorgangermodell nicht auszuschlieRen. Der Scanner des LIA A kann eben
solche unterschiedlichen Interpretationen durch verschiedene Untersucher
umgehen und liefert standardisierte, objektive Ergebnisse. Die hdchsten
Diskrepanzen wies die Gruppe der grenzwertigen equinen Proben auf. Hier wurden
im LIA A 25 Pferde als Borrelien-positiv diagnostiziert, im LIA B nur sechs Tiere.
Zusammenfassend wurden von 200 equinen Proben im LIA A 40,7 % der Tiere als
seropositiv bewertet, im LIA B waren es lediglich 23,3 %. Diese hohe Anzahl
falsch-positiver  Tiere verdeutlicht die dringende Notwendigkeit der
Standardisierung der LB-Diagnostik bei Pferden, um den Tieren eine unnotige
Langzeit-Antibiotikagabe zu ersparen. Neben einer eindeutigen Kontraindikation
der unnétigen Antibiotikagabe im Hinblick auf die Resistenzbildung werden
Antibiotika, die gegen Borrelien wirksam und in Deutschland fir Equiden
zugelassen sind, mit Ausnahme von Tetracyclinen nur intravends oder
intramuskular verabreicht (DIVERS et al., 2018). Hierdurch wird das Risiko einer
Thrombophlebitis erhéht, sowie der Entstehung von Abszessen an der
Injektionsstelle (DIAS & DE LACERDA NETO, 2013). Zudem kann eine
Langzeit-Gabe von Antibiotika bei Pferden zu schwerwiegenden Kklinischen

Manifestationen des Magen-Darm-Trakts wie Durchfall und Koliken fiihren, die
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schlimmstenfalls todlich fur das Tier enden kénnen (KEIR et al., 1999; BARR et
al., 2013). Im Sinne des One-Health-Gedankens und des Wohlergehens des
Patienten sollte eine unnétige Gabe dieser Art Medikamente deshalb unbedingt
vermieden werden (MCEWEN & COLLIGNON, 2018).

Der wohl groBte Nachteil des LIA A ist, dass in diesem Test das Protein OspA als
fur eine Infektion spezifisch bewertet wird (FAWCETT et al., 2001; GOMES-
SOLECKI et al., 2002). Das OspA ist fiir Borrelien unabdingbar hinsichtlich der
Adhasion und Besiedlung des Zeckendarms, indem es an das Protein TROSPA im
Gastro-Intestinal-Trakt der Zecke bindet (PAL et al., 2000; PAL et al., 2004a;
YANG et al., 2004). Jedoch wird das OspA nur in der Zecke und nicht mehr im
Wirt exprimiert, wodurch dieser wenig bis gar nicht mit diesem Oberflachenprotein
in Kontakt kommt und somit keine Ak gegen das OspA ausbilden kann (BATTISTI
etal., 2008)STRAUBINGER et al., 1995 (DE SILVA et al., 1996; PAL et al., 2000;
PAL et al., 2004b). Bei einer Immunisierung gegen die LB hingegen wird Tieren
Lysat-Impfstoff injiziert, was zur Bildung von Ak gegen das OspA der Borrelien
fuhrt. Deshalb sind Ag-Ak-Komplexe mit OspA spezifisch fur eine Impfung,
jedoch nicht fur eine Infektion (CHANG et al., 1995). Im Fall der Hundeseren
lassen beide LIAs eine prazise Erkennung von Impfreaktionen zu, indem das Tier
im Falle einer positiven Reaktion der OspA-Bande als ,,vac* also geimpft deklariert
wird. Sollten zusatzlich Ag-Ak-Reaktionen mit der VISE-Bande, bei LIA A auch
der Ce-Bande entstehen, so werden die Tiere als geimpft und infiziert diagnostiziert.
Die equinen Kontrollseren aus dieser Studie stammen von Tieren, die mit Lysat-
Impfstoff gegen Erreger des Bbsl-Komplexes geimpft worden waren
(KNODLSEDER et al., 2019). Auf Grund der in Lysat-Impfstoffen vorhandenen
Oberflachenproteine kann auch nach Impfung eine Bildung von Ak gegen mehrere
Oberflachenproteine erwartet werden. Dieser Umstand sollte, wie bei Hunden, bei
der Diagnostik geimpfter Pferde beriicksichtigt werden sollte (STRAUBINGER et
al., 2001). So ware es sinnvoll, bei geimpften Equiden die Reaktion aller Banden
auller VISE und Cs als unspezifisch anzusehen. Im Gegensatz hierzu werden die
Proteine VISE und Ce nur in vivo von Borrelien exprimiert, und der Nachweis von
Ak gegen diese ist somit beweisend fur eine aktive Infektion mit lebenden Erregern
des Bbsl-Komplexes (MARANGONI et al., 2008). Wéhrend der Herstellung des
Impfstoffs haben die verwendeten Borrelien vermutlich das lineare Plasmid Ip 28-1
verloren, auf welchem das Gen VIs exprimiert wird (O'CONNOR et al., 2004). Ist
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dieses Plasmid nicht mehr vorhanden, kénnen Borrelien das VISE Lipoprotein nicht
mehr exprimieren und somit werden gegen dieses keine Ag in geimpften Tieren
gebildet (LIANG et al, 1999b; O'CONNOR et al., 2004; TOPFER &
STRAUBINGER, 2007; KNODLSEDER et al., 2019; WILCZEK et al., 2022).
Nach Bestatigung dieser Annahmen, kdnnten die equiden Proben nach demselben
Auswertungsprotokoll wie geimpfte Hunde diagnostiziert werden. Um genauere
Aussagen Uber die Reaktionen verschiedener Borrelien-spezifischer Proteine bei
geimpften Pferden treffen zu kénnen, ware eine Studie mit einer groReren Anzahl

vakzinierter Equiden hilfreich.

Um die Diagnosestellung mit LIA A weiter zu optimieren, ware eine Reduktion der
Ag-Streifen auf diesem Test angebracht. So hat die p100-Bande dieses LIAs die mit
Abstand starksten Farbreaktionen in allen Gruppen equiner Proben. Das p100 sowie
das p83 gehdren zu Epitopen, die mit dem protoplasmatischen Zylinder und
Endoflagellen von Borrelien assoziiert werden (EIFFERT et al., 1992; LUFT et al.,
1992). Beide Proteine sind hdchstsensitive Ag in einer fortgeschrittenen Infektion
mit Erregern des Bbsl-Komplexes und &hneln sich vor allem fir die Spezies Bbss
und B. afzelii (WILSKE et al., 1993c; RASIAH et al., 1994). Untersuchungen
mittels PCR, DNA-Sequenzierung und Restriktionsenzymanalysen zeigten groRere
Unterschiede bei der Spezies B. garinii (ROSSLER et al., 1995). Ditton et al.
argumentierten in ihrer Studie, in der die N-terminalen Aminoséuresequenzen von
p100/p83 mit der N-terminalen Sequenz des p94 abgeglichen wurden, dass die
Proteine p100, p83 sowie p94 wohl identisch seien (DITTON et al., 1992). In
LIA Areagierten 170 Pferde deutlich mit Ag des p100, was 85 % der 200 getesteten
Pferde entspricht. Die unspezifische Reaktion dieser Proteinbande konnte mitunter
ein Grund fir die deutlich hohere Anzahl der positiv diagnostizierten equinen
Proben im Vergleich zu LIA B sein. Wéhrend laut LIA A insgesamt 40,7 % aller
Pferdeseren Antikorperreaktionen gegen Borrelien zeigten, sind es bei LIA B nur
23,3 % der Tiere. Die dem p100 &hnliche p83-Bande reagiert im LIA B mit 61 %
der euginen Proben. Zieht man alle Reaktionen der Proteinbanden im
Zusammenhang mit positiver Diagnose der Pferde in Betracht, so reagieren p100
und p83 sehr haufig und konnten ein Grund fir eine Uberdiagnose von einer
Borrelieninfektion sein. Eine Mdglichkeit, dieses Problem zu beheben, kdnnte die
Entfernung der eben genannten Banden bei der Untersuchung von Pferdeseren in
LIAs sein.
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Von allen untersuchten equinen Proben reagierten im LIA A nur zwei Tiere (RKS-
B-5442-E, RKS-B-5558-E) positiv fur die Ce-Bande und negativ fir die VISE-
Bande. Das Pferd der Probe RKS-B-5442-E war im LIA A grenzwertig, im LIA B
wurde dieses Tier als Borrelien-negativ diagnostiziert. Beide Tests beurteilten die
Probe des Tieres RKS-B-5558-E als grenzwertig. Insgesamt wurde bei 37 Pferden
eine Reaktion der VISE-Bande ohne gleichzeitiges Reagieren der Ces-Bande im
LIA A beobachtet. Nach derzeitigem Wissensstand gibt es keine Studien oder
Erkenntnisse dartber, wie sich die Immunantwort von Pferden zu VISE im
Vergleich zu Ce darstellt. Wie oben bereits genannt, ist das Ce ein synthetisch
hergestellter Abschnitt des VISE-Lipoproteins, welches aus mehreren invariablen
Regionen bestent. Zwar koénnen in den Seren infizierter Pferde mehr
IR6-spezifische Ag als beispielsweise Ag fur IR2 oder IR4 nachgewiesen werden,
jedoch ist auch die Exponierung von IR6 auf der Oberflache des VISE begrenzt
(EMBERS et al., 2007). Anhand der Ergebnisse dieser Studie lasst sich vermuten,
dass equine Ak bevorzugt an die Bande des VISE binden, im Vergleich zu der des
Ce-Proteins. Wie auch schon bei den caninen Seren besteht demnach kein Vorteil,
aber auch kein Nachteil in der Separierung von VISE und Ce in der Untersuchung
equiner Seren mit dem LIA A. Da in eben genanntem Test jedoch weitaus mehr
Pferde positiv fir die VISE-Bande reagierten als in LIA B (122 vs. 85), ist die
Reaktivitat dieses Proteins in LIA wohl zu hoch. Bestarkt wird diese VVermutung
durch die Tatsache, dass die urspriingliche Gruppe der seropositiven sowie
grenzwertigen Pferde aus jeweils 50 Tieren bestand, LIA A jedoch 59 Tiere als mit

Borrelien infiziert diagnostiziert hat.

Zusammenfassend machen die Ergebnisse die Schwierigkeit der Diagnosestellung
der equinen LB sichtbar. Wie auch schon in anderen Studien diskutiert wurde, wird
hier die Dringlichkeit deutlich, die Diagnostik der equinen LB zu standardisieren
und zu optimieren (SCHONERT et al., 2008a; DIVERS et al., 2018).

2 Handhabung der LIAs zum  Nachweis einer

Borrelieninfektion

In der Handhabung gleichen die beiden LIAs sich sehr: in der Lieferung enthalten
sind die Teststreifen (20 beim LIAA vs. 32 beim LIAB),
Verdlinnungs-/Waschpuffer, Sekundar-Ak (als fertige Mischung beim LIA A, als
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Konzentrat beim LIA B), Cut-Off-Konzentrat sowie Substrat. Jedes Testkit des
LIA A enthalt zudem zwei Inkubationswannen, welche beim LIA B gesondert bei
der Firma angefordert werden mussen. Nur fur Hunde sind Sekundér-Ak und
Cut-Off beim LIA B im Testkit enthalten; fir Pferde missen diese extra erworben
werden. Zudem ist der Sekund&r-Ak des LIA B ein Konzentrat und muss vor
Gebrauch mit Verdinnungs-/Waschpuffer verdiinnt werden. Im Testkit des LIA A
ist ein fertig angemischter Sekundar-Ak sowohl fur Hunde als auch fur Pferde
enthalten, der die Handhabung erleichtert. Fehler beim Mischen oder Zugeben des
Sekundéar-Ak kénnen somit vermieden werden. Die Inkubationszeiten differieren
nur leicht, so bedarf es fur Serum und Sekundéar-Ak beim LIA A einer
Inkubationszeit von 45 Minuten, und beim LIAB von 30 Minuten auf dem
Kippschuttler. Das Substrat des LIA B hingegen muss zwei Minuten langer
inkubieren als das des LIA A (12 Min. vs. 10 Min.).
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Abbildung 11: Trocknen der fertigen Streifen auf Zellulosetiichern
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Die Cut-Off-Bande des LIA B muss fiir jedes Testkit flir Hunde und Pferde separat
auf extra Streifen produziert werden. Das hierflir vorgesehene vorverdinnte
Hundeserum ist im Testkit enthalten; fir die equine Cut-Off-Kontrolle muss ein
extra Testkit angefordert werden, in welchem vorverdiinntes Pferdeserum, das anti-
horse-1gG als Sekundarantikdrper sowie ein Auswertungszettel fur Pferde enthalten
sind. Im LIA A ist die Cut-Off-Kontrolle auf jedem Streifen integriert und muss
nicht gesondert angefertigt werden, wodurch Fehler bei der Anfertigung der

Kontrollbande vermieden werden kdnnen.

Die Auswertung des LIA B erfolgt visuell mittels der erstellten Cut-Off-Kontrolle.
Hierbei wird jede Proteinbande des Streifens einzeln mit dem Farbausschlag des
Cut-Offs verglichen; Intensitaten werden in negativ (unterhalb des Cut-Off; -),
schwach positiv (entspricht genau Cut-Off; +), mittelgradig positiv (starker als der
Cut-Off; ++) und stark positiv (deutlich starker als der Cut-Off; +++) gegliedert.
Entsprechend des mitgelieferten Auswertungsschemas kann das Tier als positiv,
grenzwertig oder negativ gegen Erreger des Bbsl-Komplexes diagnostiziert werden.
Hierbei muss immer die subjektive Wahrnehmung des Auswertenden
berucksichtigt werden, vor allem wenn die Proteinbanden nur knapp unterhalb des
Cut-Offs liegen bzw. genau dessen Farbausschlag entsprechen. Zudem kdnnen
Lichtverhaltnisse die wahrgenommene Intensitdt der Verfarbung beeinflussen,
wodurch bei LIA B Fehler durch das menschliche Auge entstehen kénnen. Im
Lieferumfang des LIA A ist eine Software enthalten, welche mithilfe eines
Scanners eine automatische Datenevaluierung ermoglicht. Die Intensitat der
Farbreaktion wird numerisch mit Zahlen von 0-9 angegeben; Werte oberhalb des
Wertes 1 gelten als fir diese Proteinbande positiv. Zusétzlich zu einem
Auswertungsbogen fiir alle Proben erstellt das Computerprogramm fir jeden
Teststreifen und jedes Tier ein Auswertungsblatt und einen extra Ordner. Auch die
letztendliche Befundung tibernimmt das Computerprogramm, was eine objektive,
schnellere Auswertung ermdglicht; die Diagnose kann zudem elektronisch direkt
an den behandelnden Tierarzt weitergeleitet werden. Demnach ist LIA A in Bezug
auf Handhabung und Auswertung die vorteilhaftere und objektivere Variante der
Testmethodik, da menschliche Fehler vermieden werden und die numerische

Auswertung eine leichtere statistische Datenerhebung erlaubt.

Jedoch konnte innerhalb dieser Studie bei mehreren Tieren (zwei Hunde, 17 Pferde)

der Scan wund damit Auswertungsprozess des LIA A aufgrund von
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Softwareproblemen nicht durchgefiihrt werden. In diesen Féllen war eine visuelle
Auswertung in der Bedienungsanleitung des LIAs vorgesehen. Diese stellte sich
jedoch fur LIA A verglichen zu LIA B als schwieriger dar, da die Cut-Off-Bande
mit auf den Streifen integriert ist. Somit konnte die Cut-Off-Kontrolle nicht direkt
gegengehalten werden und die farblichen Differenzen mussten geschatzt werden.
Dies gelingt vielleicht noch fiir die der Kontrolle am nachsten liegenden zwei bis
drei Banden, danach wird eine Interpretation jedoch immer schwieriger. Zudem
hatte der Scanner des LIA A Probleme beim Ablesen von Streifen, die mit
hamolytischem Serum inkubiert worden waren. Durch dieses kam es auf der
Nitrozellulosemembran der Streifen zu Flecken, welche die Proteinbanden
Uberlappten und somit eine Auswertung mittels des Scanners nicht zulieRen (siehe
Abbildung 18). In hamolytischem Serum werden intrazelluldre Bestandteile des
Blutes wie Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten aus den Blutzellen in das
Plasma bzw. Serum freigesetzt (GUDER et al., 2002). Diese kdnnen leicht an der
Nitrozellulosemembran der LIA-Streifen haften und somit zu genanntem Sprenkeln
fihren (STURGEON & VILJOEN, 2011; CLERICO et al., 2018). Griinde fur die
Entstehung von hamolytischem Serum koénnen Fehler im Rahmen der
Blutentnahme (zu starke Aspiration, zu dunne Nadeln) sowie unsachgemafe
Probenbehandlung (starkes Schiitteln, Kdihlen oder Erwdrmen, zu lange
Aufbewahrungszeiten) sein. Aber auch Medikamentengabe oder Vorerkrankungen
wie Hamoglobinopathien oder erytrhrozytare Enzymdefekte kénnen zur Hamolyse
der Probe fiihren (GUDER et al., 2002). Die Nitrozellulosemembran des LIA A
schien innerhalb dieser Studie anfalliger zu sein in Bezug auf Reaktionen mit
hamolytischem Serum. Der Scanner deklarierte Pferdeseren als Hundeseren, da die
Kontrollbande fir canines Serum vermeintlich Farbreaktionen zeigte. Zudem
wurden Farbsprenkel als Ag-Ak-Reaktionen der Proteinbanden ausgewertet. Auch
im LIA B konnten Reaktionen mit hdmolytischem Serum verzeichnet werden. Hier
verfarbte sich teils der ganze Streifen etwas dunkler, das korrekte Auswerten war

jedoch trotzdem mdglich (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 13: Beispiel eines nicht-verfarbten (oben) und verfarbten (unten)
Streifens des LIA B
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3 Diskussion der Ergebnisse der Forschung zur

Speziesdifferenzierung

Ziel der weiterfihrenden Studien war es, eine serologische Methodik zur
Differenzierung finf humanpathogener Borrelienspezies in caninen und equinen
Seren zu entwickeln. Hieraus kénnten Rickschliisse bezuglich der Pathogenitét der

einzelnen Spezies bei Hunden und Pferden gezogen werden.

Der Bbsl-Komplex besteht aus derzeit 21 Genospezies, welche eine humane LB
verursachen konnen (CUTLER et al., 2017; STANEK, 2018). Bei Hunden konnte
bisher nur die Pathogenitat von Bbss unter Laborbedingungen bewiesen werden
(APPEL et al., 1993; STRAUBINGER et al., 1997a; STRAUBINGER et al.,
1998b; STRAUBINGER et al., 1998a), fur Pferde gelang dieser Versuch nicht
(CHANG et al., 2000a). Da jedoch sowohl bei Caniden als auch Equiden mit
klinischen Manifestationen einer LB der Nachweis mehrerer Borrelienspezies
gelang (SPECK et al., 2001; MULLER et al., 2002; SKOTARCZAK &
WODECKA, 2005; GRABNER et al., 2008; KYBICOVA et al., 2009;
WODECKA et al., 2009; LITTLE et al., 2010; SCHANILEC et al., 2010; IMAI et
al., 2011; ALHO et al., 2016), liegt der Verdacht nahe, dass nicht nur Bbss bei
Hunden sondern auch andere Spirochaten bei beiden Tierarten eine LB verursachen
konnen. Bislang wurden Speziesdifferenzierungen fur gewdéhnlich mittels PCR-
Untersuchungen von Gewebe rund um die Stichstelle der Zecke vorgenommen, da
dies beste Ergebnisse liefert (STRAUBINGER, 2000; MARGOS et al., 2010).
Jedoch entstehen klinische Anzeichen einer LB erst Wochen nach dem Stich, und
da Hunde und Pferde kein EM entwickeln, welches auf die Einstichstelle der Zecke
schlielen lasst, kann die Entnahme einer Gewebeprobe um diese Hautstelle unter
Feldbedingungen oft nicht gewahrleistet werden (STRAUBINGER et al., 1998a;
CHANG et al., 2001). Deshalb waére eine serologische Untersuchung auf Ak gegen
verschiedene Borrelienspezies eine nicht-invasive und sichere Option der

Differenzierung der Spirochaten.

In Zusammenarbeit mit der Firma VIROTECH Diagnostics GmbH (Rsselsheim,
Deutschland) wurde deshalb ein LIA zur Speziesdifferenzierung entwickelt. Auf
dessen Nitrozellulosemembran waren Proteinbanden flr die Spezies B. afzelii, Bbss
Z27, Bbss B31, B. bavariensis, B. garinii und B. spielmanii jeweils fir die Proteine
DbpA und OspC aufgespriiht, sowie eine Serumkontrolle, eine VISE-Bande zur
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Kontrolle einer Infektion und eine OspA-Bande, um geimpfte Tiere nachweisen zu
konnen. In der Validierung reagierten die Kontrollseren der Mé&use fir alle Spezies
aufller Bbss unspezifisch. Da keine mit B. garinii infizierte Maus als Kontrolltier
vorhanden war, konnte die Spezifitat dieser Proteinbande nicht verifiziert werden.
Zudem reagierten zwei der mit Bbss infizierten Hunde aus VVersuchen an der Cornell
University nicht fur diese Spezies, wodurch auch bei den Ergebnissen der Bbss-
Bande nicht flr die Richtigkeit der Ergebnisse garantiert werden kann.

Beinahe die Hélfte der Borrelien-positiven caninen Seren (45,1 %) wies Infektionen
mit einer einzelnen Borrelienspezies auf. Die Feldseren der Hunde reagierten
hierbei am hdufigsten mit Ag von Bbss (35,3 %), was den Ergebnissen anderer
Studien zur Speziesdifferenzierung gleicht (HOVIUS et al., 2000; SKOTARCZAK
& WODECKA, 2005; WODECKA et al., 2009). Bei den Proben aus der Gruppe
der Borrelien-positiven Pferde reagierten 48,6 % fiir eine einzelne Spezies der
Spirochaten, wobei B. garinii am haufigsten nachgewiesen werden konnte
(25,7 %). Bislang gibt es als Vergleich zur Speziesdifferenzierung von Borrelien in
equinen Seren nur eine einzige Studie, in welcher Gberwiegend Ak gegen Ag von
B. afzelii gebildet wurden (MULLER et al., 2002). Fast bei der Halfte aller
beprobten caninen Feldseren (43,1 %) konnte laut dem entwickelten LIA eine
Mischinfektion mit mehreren Spezies von Borrelien festgestellt werden, wobei die
Kombination von Bbss und B. afzelii am haufigsten vorkam (17,6 %). Bei den
equinen Seren der Gruppe der Borrelien-positiven Pferde reagierten 45,7 % auf die
Ag mehrerer Spezies, wobei meist eine Kombination von Bbss, B. garinii und
B. bavariensis festgestellt werden konnte. Diese hohe Anzahl an Mischinfektionen
bei sowohl caninen als auch equinen Seren l&sst eine vorsichtige Vermutung zu,
dass Mehrfachinfektionen bei Hunden und Pferden denkbar sind. Das Ausbleiben
von Mischinfektionen bei den Seren der Cornell University unterstreicht diese
Aussage. Inwieweit die verschiedenen Borrelienspezies zum Entstehen von
klinischen Anzeichen der einer LB beitragen, l&sst sich hieraus jedoch nicht

schlielRen.

Der LIA zur serologischen Differenzierung von Borrelienspezies stellt eine
interessante und fur die Praxis &uferst wertvolle neue Methodik dar. Durch die
nichtinvasive, schnelle und leichte Unterscheidung der Spezies konnte eine grofie
Anzahl Feldproben in kiirzester Zeit untersucht und beurteilt werden. Mithilfe einer

groleren Anzahl untersuchter Seren konnten Ruckschliisse beziglich der
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Pathogenitat verschiedener Borrelienspezies gezogen und somit die Frage
beantwortet werden, ob bei Tieren wie beim Menschen auch mehr Spirochéaten des
Bbsl-Komplexes als nur Bbss klinische Anzeichen einer LB hervorrufen. Optimal
ware eine kontrollierte Infektion von SPF-Hunden und -Pferden mit verschiedenen
Borrelienspezies unter Laborbedingungen. Hier kdnnten entstehende klinische
Manifestationen direkt in Korrelation mit der jeweiligen Spirochéte gebracht
werden und somit eine sichere Aussage in Bezug auf die Pathogenitdt der
jeweiligen Borrelienspezies bei Caniden und Equiden getroffen werden. Hierfur
bedarf der LIA zur Speziesdifferenzierung weiterer Entwicklungen und
Anpassungen, um verifizierbare Ergebnisse zu erzielen. Die einzelnen
Proteinbanden bedirfen weiterer Verbesserung, um Kreuzreaktionen ausschlie3en
zu konnen und eine Verfarbung am Streifen als sichere Infektion mit der jeweiligen
Spezies zu betiteln. Leider war eine weitere Entwicklung des Tests im Rahmen
dieser Dissertation nicht moglich, ware aber ein schoner Ansatz fiir eine neue
Doktorarbeit.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Die Lyme-Borreliose ist weltweit eine der am weitesten verbreiteten durch Zecken
ubertragenen Krankheiten. Der heutige Goldstandard zum Nachweis der Borrelien-
Infektion ist ein Zweistufenverfahren, in dem als erster Schritt ein Kinetischer
ELISA zur quantitativen Ak-Bestimmung und als zweiter Schritt ein LIA zur
qualitativen Differenzierung positiver ELISA-Ergebnisse durchgefihrt wird.

Ziel dieser Studie war es, zwei verschiedene LIAs hinsichtlich ihrer Handhabung
und Resultate zu vergleichen, und somit eine Optimierung der Lyme-Borreliose-
Diagnostik bei Hunden und Pferden zu ermdglichen. Hierfir wurden 200 canine
und 200 equine Seren im betriebseigenen KELA, sowie mit LIA A und LIA B auf

Borrelien-spezifische Ak untersucht.

Der LIA A erleichtert im Vergleich zum LIA B einige Arbeitsschritte und erlaubt
eine automatische Auswertung der Ergebnisse mithilfe eines Scanners, welcher
jedoch mit hdmolytischem Serum Probleme hatte. Auch scheint der cut-off des LIA
A flr equine Seren etwas zu niedrig angesetzt zu sein, da fast die Halfte der 200
Proben als seropositiv diagnostiziert wurden. Fur den Einsatz bei geimpften Pferden
gibt es bei beiden LIAs Verbesserungsbedarf. Im Fall von LIA A war vor allem die
Interpretation der Reaktion der OspA-Bande als infektionsspezifisch Kkritisch
anzusehen. Mittlerweile wurden beim LIA A Anderungen in Bezug auf
hamolytisches Probenmaterial und die Rolle des OspA vorgenommen.

Der LIA B liefert weniger falsch-positive Ergebnisse und ist vor allem in Bezug auf
equine Proben zuverl&ssiger in der Befundung und hier demnach die bessere
Option. Bei der Untersuchung caniner Proben liefern beide Tests zufriedenstellende
Ergebnisse. Aufgrund des Scanners und der automatischen Auswertung des LIA A
im Vergleich zur visuellen Diagnosestellung des LIA B ist Ersterer bei einer
Probenevaluierung mit wissenschaftlichem Hintergrund das Mittel der Wahl, da die
Auswertungen leichter vergleichbar und statistisch erfassbar sind. Zudem kann

menschlichen Fehlern vorgebeugt werden.

Der Spezies-LIA wadre eine nichtinvasive, schnelle und demnach fur die Praxis
wertvolle Methode der Differenzierung von Erregern des Bbsl-Komplexes. Die

Vermutung, dass wie beim Menschen auch bei Tieren mehrere Spezies als nur Bbss
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zu klinischen Anzeichen einer LB fiihren, kdnnte dadurch bewiesen werden.
Aufgrund der Kreuzreaktionen bei den caninen und murinen Kontrollseren, sowie
der nicht maglichen Uberprifung der Bande von B.garinii, konnten die
entstandenen Ergebnisse nicht verifiziert werden. Da diese Methodik der
Diagnostik interessante neue Sichtweisen auf canine und equine LB liefern kdnnte,

sollte der Spezies-LIA unbedingt weiterentwickelt und optimiert werden.
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VIl. SUMMARY

Lyme borreliosis is one of the most common vector-borne diseases in the world.
Today’s standard to diagnose the infection with Borrelia is a two-tiered test based
on a kinetic ELISA as the first step for a quantitative antibody detection and a LIA
as the second step for a qualitative differentiation and confirmation of positive
results in the KELA. The aim of this study was the comparison of two commercially

available LIAs to enable an easy and efficient diagnosis of canine and equine LB.

The sera of 200 dogs and 200 horses were tested in the in-house KELA, LIA A and
LIA B. Results were compared regarding sensitivity, specificity and diagnostic
outcome as well as the operability of the two tests. In 94.0 % of canine sera, results
agreed between the two LIAs and the tests provide results satisfyingly. For horses,
the accordance of both tests reached 65.5 %, which reflects the challenge equine
samples still provide in LB diagnostic. The LIA A allows a simple, simultaneous
analysis of canine and equine sera as the conjugate of this LIA comes as a ready for
use mixture in the kit and is compatible with both animal species. The conjugate of
LIA B requires an extra work step, in which conjugate concentrates for each canine
and equine samples are mixed with washing buffer prior to testing. Furthermore,
the scanning program of LIA A allows an easy and automatic analysis and
evaluation of the strips, and creates diagnostic reports, which can be send to the
owner or the nursing veterinarian. Still, strips from LIA A that had been incubated
with haemolytic serum samples became speckled and became unreadable for the
scanner. LIA B created fewer false-positive results and therefore seems more
reliable than LIA A. Both LIAs require improvement for vaccinated horses, as the
instructions for use of L1A B do not clarify the evaluation of the strips with reactions
on the OspA-protein band. In the case of LIA A, reactions against the OspA Ag-
line should be changed from specific for infection to specific for vaccination. On
the manufacturer’s website of LIA A, the role of OspA Ag during infection and the

evaluation scheme for vaccinated horses have been adjusted.

For equine samples, diagnosing LB is a delicate topic, which requires further
investigation. A greater extent of investigation regarding background reactions and
cross reactions testing equine samples in both LIAs would be the next step to

optimize the diagnosis of LB in horses.
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IX. ANHANG

Abbildung A 1: Inhalt des Testkits des LIA A

Zu sehen sind die Inkubationswannen und die Verpackung der Streifen.
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Abbildung A 2: Inhalt des Testkits des LIA A

Zu sehen sind von links nach rechts das Substrat, der Wasch-/Probenpuffer und der
Sekundérantikorper.
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Abbildung A 3: Inhalt des Testkits des LIA B

Zu sehen sind zwei Verdunnungs-/Waschpuffer (weiller Deckel), Substrat (rechts daneben), Cut-
Off-Kontrolle Hund (kleines Flaschchen mit dunkelblauem Deckel) und anti-dog-1gG (kleines
Flaschchen mit hellblauem Deckel) sowie der Auswertungsbogen.



X. Anhang 126

Abbildung A 4: Inhalt des Testkits des LIA B fiir Pferdeseren

Zu sehen sind Cut-Off-Kontrolle Pferd (kleines Flaschchen mit dunkelrotem Deckel) und anti-horse-
1gG (kleines Flaschchen mit hellrotem Deckel) sowie der Bogen zur Auswertung fur equine Proben.
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