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I. EINLEITUNG 

Lyme-Borreliose (LB) zählt sowohl in Europa als auch in den Vereinigten Staaten 

zu einer der am häufigsten durch Vektoren übertragenen Krankheiten (WU et al., 

2011). Ursächlich für diese multisystemische Erkrankung sind Spirochäten des 

Borrelia-burgdorferi-sensu-lato (Bbsl)-Komplexes, welchem mittlerweile über 20 

Borrelienspezies angehören (CUTLER et al., 2017). Übertragen werden die 

Spirochäten während des Saugaktes von Zecken, wobei in Europa Ixodes ricinus – 

auch bekannt als Gemeiner Holzbock – als Überträger 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 häufigsten 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 

Humanpathogenität von B. lusitanae, B. miyamotoi und B. valaisiana konnte durch 

deren Nachweis in Cerebrospinalflüssigkeit (CSF) verifiziert werden 

(COLLARES-PEREIRA et al., 2004; DIZA et al., 2004; DE CARVALHO et al., 

2008; HOVIUS et al., 2013). Zusätzlich zum Menschen können diese Spirochäten 

auch bei anderen Säugetieren, wie Hunden und Pferden, Erkrankungen auslösen. 

Klinische Anzeichen sind bei diesen beiden Tierarten unspezifisch und treten – 

wenn überhaupt – 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 (Ig)-G-Antikörperspiegel quantitativ gemessen, wobei die Probe 

bei Werten über 100 als Borrelien-positiv gilt. Der KELA zeichnet sich durch eine 

hohe Spezifität aus, kann aber zwischen geimpften und infizierten Patienten nicht 

unterscheiden. Um diese Unterscheidung zu ermöglichen, fungiert der Line-

Immunoassay (LIA) als zweiter Schritt der Diagnostik. Die hohe Spezifität des LIA 

wird durch verschiedene Ag-Signale erreicht, die eine Unterscheidung zwischen 

Impfung und Infektion ermöglichen (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, für B. afzelii konnte eine höhere Affinität 

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 Pathogenität 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 zusätzliche Spezies eine LB verursachen können. Bisherige 

Untersuchungen hierzu wurden fast ausschließlich mittels 

Polymerasekettenreaktion (PCR) und anschließender Gensequenzierung 

durchgeführt, dies stellt auf Grund möglicher 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 

et al., 2019). 

Ziel dieser Arbeit war es, zwei für Hunde und Pferde zugelassene kommerzielle 

LIAs (im Weiteren LIA A und LIA B) hinsichtlich der Korrektheit und 

Vergleichbarkeit der daraus gewonnenen Ergebnisse zu überprüfen. Die so 

gewonnenen Ergebnisse sollen zu einer optimierten Diagnose der LB bei Hunden 

und Pferden beitragen. Ein weiteres Ziel war, neue Erkenntnisse bezüglich der für 

diese Tierarten pathogenen Borrelienspezies mittels speziesspezifischem 

Antikörpernachweis zu gewinnen. Dafür wurde in Zusammenarbeit mit der Firma 

Virotech (VIROTECH Diagnostics GmbH, Rüsselsheim, Deutschland) ein LIA 

entwickelt, mit welchem fünf verschiedene Borrelienspezies anhand von Antigen-

Antikörper-Bindung unterschieden werden sollen.
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II. LITERATURÜBERSICHT 

1 Der Borrelia-burgdorferi-sensu-lato-Komplex 

1.1 Taxonomie und Nomenklatur 

Namensgebend für Borrelien war der französische Bakteriologe Amédée Borrel 

(1867-1936) (BRADE & HUNFELD, 2009). Die Gattung Borrelia gehört zur 

Familie der Borreliaceae, welche dem Stamm der Spirochaetota zugeordnet wird 

(PARTE et al., 2020). Nach momentanem Kenntnisstand gehören 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 Humanpathogenität Referenz 

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

B. americana ungeklärt (RUDENKO et al., 2009b) 

B. andersonii nein (MARCONI et al., 1995) 

B. bavariensis bewiesen (MARGOS et al., 2009) 

B. bissettii ungeklärt (POSTIC et al., 1998) 

B. burgdorferi sensu 

stricto 
bewiesen (JOHNSON et al., 1984b) 

B. californiensis ungeklärt (POSTIC et al., 2007) 

B. carolinensis nein (RUDENKO et al., 2009a) 

B. chilensis ungeklärt (IVANOVA et al., 2014) 

B. finlandensis ungeklärt (CASJENS et al., 2011) 

B. garinii bewiesen (BARANTON et al., 1992) 

B. japonica nein (KAWABATA et al., 1993) 

B. kurtenbachii ungeklärt (MARGOS et al., 2010) 

B. lusitaniae ungeklärt (LE FLECHE et al., 1997) 

B. mayonii ungeklärt (PRITT et al., 2016) 

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

B. tanukii ungeklärt (FUKUNAGA et al., 1996) 

B. turdi ungeklärt (FUKUNAGA et al., 1996) 

B. valaisiana bewiesen (WANG et al., 1997) 

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

Die einzelnen Spezies unterscheiden sich zum Teil in Wirtsspezifität, 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). 

 

Abbildung 1: Geographische Verteilung der Borrelienspezies (GUÉRIN 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 Pathogenität von B. lusitanae und 

B. valaisiana vermutet; ersteres konnte aus einer chronischen Hautläsion isoliert 

werden (COLLARES-PEREIRA et al., 2004) und wurde mit einer Vaskulitis 
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ähnlichen 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 südlichen Staaten der USA 

konnte die DNA von B. andersonii und B. americana in Blut- und Hautproben von 

Patienten mit für LB typischen Symptomen nachgewiesen werden (CLARK et al., 

2014), auch die Pathogenität 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 größere 

Spirochätemie 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 

Länge, Durchmesser, Gleichmäßigkeit und Enge der Windungen; ebenso kann die 

Anzahl der periplasmatischen Flagellen variieren (BARBOUR & HAYES, 1986). 

Borrelien haben eine Länge von 10 bis 30 µm, der Zelldurchmesser variiert 

zwischen 0,18 bis 0,25 µm (BURGDORFER et al., 1982; JOHNSON et al., 1984a). 

Je näher die Bakterien an die stationäre Wachstumsphase kommen, desto größer 

sind sie; ebenso wird ihre Größe 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 über 910.000 Basenpaaren sowie neun zirkulären und 

zwölf linearen Plasmiden besteht (FRASER et al., 1997). Die Plasmide setzen sich 

aus insgesamt über 530.000 Basenpaaren zusammen und bilden das größte, bisher 
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in charakterisierten Bakterien nachgewiesene DNA-Komplement (FRASER et al., 

1997; CASJENS et al., 2005; STEWART et al., 2005). Zusätzliche Gensignaturen 

der einzelnen Borrelienspezies spielen nach neuesten Erkenntnissen eine Rolle bei 

der Verteilung und der Infektiosität der Spirochäten 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 Bündeln liegende Endoflagellen an den Basalkörpern beider 

Pole und durchziehen den periplasmatischen Raum asymmetrisch (Abb. 3). Die 

Kontraktion dieser Endoflagellenbündel führt zur Kontraktion des 

Protoplasmazylinders und in der Folge einer schraubenförmigen Fortbewegung. 

Um den Zellkörper vor äußeren Einflüssen zu schützen, umgibt ihn die 

wasserlösliche, muköse Außenmembran (surface layer) (Abb. 3) (JOHNSON et al., 

1984a; BARBOUR & HAYES, 1986; CHARON & GOLDSTEIN, 2002). 

 

1.3 Oberflächenstruktur und Pathogenitätsmechanismen der Borrelien 

Auf Grund der Fokussierung dieser Arbeit hinsichtlich der Validierung und 

Entwicklung diagnostischer Tests zum Antigennachweis soll in diesem Kapitel nur 

auf für die Diagnostik relevante Oberflächenproteine eingegangen werden. Ein 

Review zu diesen und anderen Proteinen der Spirochäten haben Winslow und 

Coburn im Jahr 2019 veröffentlicht (WINSLOW & COBURN, 2019). Eine 

Besonderheit der Borrelien im Vergleich zu anderen Pseudomonadota sind die 

Abbildung 3: Mikroskopische und schematische Darstellung von B. burgdorferi 

(ROSA et al., 2005) 
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Anzahl und Variabilität der Lipoproteine auf ihrer äußeren Membran (SAMUELS 

& RADOLF, 2010). Vor allem die Oberflächenproteine (Outer surface protein, 

Osp) der Spirochäten sind hochvariable Antigene (Ag) und haben starken Einfluss 

auf die Pathogenität (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 

Heterogenität 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 Adhäsion 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 Höhepunkt 48 Stunden nach Beginn des Saugaktes (SCHWAN & 

PIESMAN, 2000). Dies veranlasst zur Vermutung, dass dieses Oberflächenprotein 

für die Diagnose einer frühen Borrelieninfektion von Bedeutung sein könnte 

(WILSKE et al., 1988; WILSKE et al., 1989). Das OspC weist eine hohe Affinität 

zur Speicheldrüse der Zecke auf und hat somit großen Einfluss auf die Übertragung 

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 während einer Infektion weniger auf ihrer Oberfläche, 

wodurch nur bedingt Ak gegen sie gebildet werden können. Im Gegenzug steigt die 

Expression von anderen Oberflächenproteinen wie z.B. variable major protein like 

sequence expressed (VlsE) und dem Borrelia-burgdorferi-arthritis-related-protein 

(COX et al., 1996; LIANG et al., 2002a; LIANG et al., 2002b; LIANG et al., 2004). 

Ein weiteres Oberflächenprotein, mit dessen Hilfe Borrelien dem Immunsystem des 

Wirtes entkommen, ist das VlsE. Dieses Lipoprotein hat eine Größe 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 VlsE liegt in seinen invariablen 

(IR1-IR6) und variablen (VR1-VR6) Regionen, welche von zwei konstanten 

Domänen flankiert werden (EICKEN et al., 2002). Separat hervorzuheben ist hier 

die 26-mer invariable region (IR6), da Ak gegen diese nur bei aktiven Infektionen 
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gebildet werden. Dies macht die IR6 vor allem für 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 VlsE 

unterscheidet sich in verschiedenen Geweben (BYKOWSKI et al., 2006) und 

ermöglicht 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 

Zentraldomäne, wodurch immer wieder neue Ag synthetisiert werden. Dieser 

Prozess beginnt bereits am vierten Tag nach einer Infektion (ZHANG & NORRIS, 

1998a). Da die IR des VlsE-Proteins nicht auf der Oberfläche der Spirochäten 

exponiert sind, können die vom Säugerwirt gebildeten Ak kaum an die Epitope 

binden, wodurch die Eliminierung der Spirochäten 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 für den Stoffwechsel der Borrelien im Säugermechanismus 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 äußeren Membran der Borrelien lokalisierte Protein wird 

aufgrund seines Molekulargewichtes von 17-18 kDa auch Osp17 oder p18 genannt. 

Durch seine Fähigkeit, Dekorin zu binden, spielt es eine maßgebende 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 Variabilität des Molekulargewichts weist das p83/100-Protein auf, 

welches auch „Protein im 100 kDa-Bereich“ genannt wird (WILSKE et al., 1992; 

RÖSSLER et al., 1995). Dieses immundominante Protein ist im protoplasmatischen 

Zylinder lokalisiert und zeichnet sich durch eine hohe Spezifität für Bbsl aus 

(BRUCKBAUER et al., 1992; LUFT et al., 1992). Das p83/100 könnte ähnliche 

Funktionen wie das flagellenassoziierte Protein p41 haben, da es bei 

Aufreinigungsschritten von Borrelienproteinen häufig in derselben Fraktion wie 
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letzteres nachgewiesen werden konnte (VOLKMAN et al., 1991; RÖSSLER et al., 

1995). Das eben genannte p41 wird vor allem mit frühen Infektionen in Verbindung 

gebracht (BERG et al., 1991), es bestehen jedoch ausgeprägte Kreuzreaktionen mit 

anderen verwandten Bakteriengenera wie Treponemen und Rückfallfieber-(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 et al., 1993). 
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2 Lyme-Borreliose 

2.1 Infektionsmechanismus 

Eine transovarielle Übertragung von Borrelien bei Zecken ist zwar theoretisch 

möglich, jedoch äußerst selten (BONNET et al., 2007; GERN, 2009), die 

Hauptübertragung findet durch und mit der Blutmahlzeit statt. Während 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 Spirochäte 

überleben, 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). 

 

Abbildung 4: Aufnahme von B. burgdorferi aus einem infizierten Wirt in eine 

Zecke (KUROKAWA et al., 2020) 

Beginnt die Zecke auf dem nächsten Wirt den Saugakt, verändern sich durch 

Aufnahme von Gewebeflüssigkeit und Blut der pH-Wert und die Temperatur im 

Darm der Zecke. Diese chemischen Veränderungen können 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 löst und die Borrelien durch den Darm über die Hämolymphe 

in die Speicheldrüsen wandern (Abb. 5). Von dort werden sie mit dem Speichel auf 

den Wirt übertragen (SCHWAN et al., 1995; OHNISHI et al., 2001; FINGERLE 

et al., 2002; MUNDERLOH & KURTTI, 2005). Je nach Borrelienspezies ist die 

Übertragung der Erreger unterschiedlich effizient. I. ricinus überträgt B. afzelii 

beispielsweise früher und effektiver als Bbss (CRIPPA et al., 2002). Auch der 

Zeitpunkt der Erregerübertragung variiert je nach Vektor: So überträgt I. ricinus 

bereits nach 16,7 Stunden Saugdauer in 50 % der Fälle 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). 

   

Abbildung 5: Übertragung von B. burgdorferi von der Zecke auf den Wirt 

(KUROKAWA et al., 2020) 
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2.2 Immunantwort des Wirtes 

Trotz ihrer zahlreichen Fähigkeiten, dem Immunsystem des Wirtes zu entkommen, 

lösen 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 

früheste 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 Spirochäten verursachen im umliegenden Gewebe multisystemische 

Entzündungsreaktionen und ziehen etwa zwei bis vier Wochen nach Infektion erste 

Ak-Bildungen nach sich. Zu diesem Zeitpunkt gelingt bereits der Nachweis von 

IgM-Antikörpern und vier bis sechs Wochen später auch der Nachweis von IgG-

Antikörpern (CRAFT et al., 1984). Der Nachweis von Ak gegen Borrelien gelang 

bei experimentell infizierten Hunden frühestens drei Wochen p. i. (LIANG et al., 

2000).  

Im Falle einer chronischen Infektion werden häufig erneut IgM-Antikörper 

gebildet, sodass diese nicht unbedingt beweisend für eine kürzlich erfolgte 

Infektion sind. Ak gegen Borrelien persistieren teils lebenslang im Wirt, was 

zusammen mit den damit verbundenen proinflammatorischen Aktivitäten 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 

Immunität 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, für 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 

Oberflächenproteine der Borrelien mit dem auf der Immunzelloberfläche 
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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 Veterinärmedizin 

Nicht nur beim Menschen, sondern auch bei Hunden, Katzen und Pferden können 

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 Mäusen, Ratten und Katzen riefen Arthritiden hervor (MOODY et 

al., 1990; BURGESS, 1992; MOODY et al., 1994; GIBSON et al., 1995). Die 

ausführlichsten Untersuchungen zu LB bei Haussäugetieren wurden bisher bei 

Hunden vorgenommen. 

2.3.1.1 Lyme-Borreliose der Hunde 

Die Seroprävalenz 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 

häufigsten nachgewiesen werden (HOVIUS et al., 1999; HOVIUS et al., 2000; 

SKOTARCZAK & WODECKA, 2005; WODECKA et al., 2009; SKOTARCZAK, 

2014; PANTCHEV 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 ausschließlich 

eine Infektion mit Bbsl zur caninen LB führt (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 Fälle 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 frühen, lokalisierten humanen LB, beobachtet werden. 

Hautveränderungen, die beim Hund rund um die Einstichstelle der Zecke auftreten, 

sind lediglich lokale Entzündungsreaktionen mit großflächigen Rötungen und 

Schwellungen ohne charakteristische, labordiagnostische Veränderungen 

(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 übertragende Zecke wird 

oft übersehen; 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 erhöhte 

Körpertemperatur 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 natürlich infizierten Hunden der Rassen Golden Retriever, Labrador und Berner 

Sennenhund wurden schwerwiegende und teils tödlich 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 Spirochäten im Blut 

nachgewiesen. Die „Lyme-Nephropathie“ ist vermutlich immun-mediiert und 

abhängig von der Borrelienspezies und der genetischen Disposition des Wirtes. Vor 

allem oben genannte Rassen scheinen prädisponiert für eine solche Form der LB zu 

sein, die Gründe hierfür sind noch nicht geklärt (DAMBACH et al., 1997; 

LITTMAN, 2003; LITTMAN et al., 2006; GERBER et al., 2007; GERBER et al., 

2009; PREYß-JÄGELER 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 (JÄDERLUND et al., 2007). 

Es gibt wenige canine Fälle, die eine Myokarditis aufgrund einer Infektion mit 

Borrelien des Bbsl-Komplexes beschreiben. In einem Bericht über zehn tote Boxer-

Welpen konnten bei einem der Hunde Ak gegen Borrelien nachgewiesen werden 

(DETMER et al., 2016). Im Jahr 2020 wurde ein Fallbericht veröffentlicht, 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 Ausprägung, die für 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 über 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 gegenüber 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 für 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 Fälle und auch Fallbeschreibungen in der Literatur, in denen 

Borrelien des Bbsl-Komplexes als kausal für 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 

äußernden degenerativen Karpalgelenksentzündung sowie einer Konjunktivitis mit 

Keratitis und Korneaödem. Da das Pony im mit Serum und Synovia durchgeführten 

Immunfluoreszenztest (IFAT) einen Titer von 1:1.024 für B. burgdorferi aufwies 

und zudem postmortal ein mikroskopischer Nachweis eben dieser Spirochäten 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 Veränderungen 

bei Pferden beschrieben, die vermutlich auf eine LB zurückzuführen waren. In den 

meisten dieser Fälle sind klinische Anzeichen unspezifisch. Beschrieben wurden 

Störungen 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), Gliedmaßen- und 

Hautveränderungen (SEARS et al., 2012), neurologische Störungen (JAMES et al., 

2010; IMAI et al., 2011; JOHNSTONE et al., 2016; PECORARO et al., 2019), 

okuläre Manifestationen (GERHARDS & WOLLANKE, 1996; PRIEST et al., 

2012) sowie Aborte und Reproduktionsstörungen (BURGESS, 1988; BURGESS et 

al., 1988; COHEN et al., 1992). Die klinischen Erscheinungsbilder der Studien 

kongruieren teils; am häufigsten wurden Lahmheit, Arthritiden, Hyperästhesie, 

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; SCHÖNERT 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-

II)-Medium und serologischem Ak-Nachweis mittels IFAT von Burgess und 

Mattison (BURGESS & MATTISON, 1987). Die geringe Spezifität des IFAT 

(siehe 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 Hautveränderungen in Verbindung mit positiv ausfallendem 

IFAT eine geringe Aussagekraft (LIEBISCH et al., 1999). Auch der 

Erregernachweis mittels PCR ohne ergänzende 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 zusätzliches, indirektes 

Diagnostikverfahren folgen (TALASKA, 1998; PRIEM & KRAUSE, 1999). 

Demnach kann der Verdacht einer equinen LB nur bei den Publikationen der 
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Autoren Browning und Sears bestätigt 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 würde bei Pferden zu häufig falsch diagnostiziert werden 

(BARTOL, 2013). Die größte Schwierigkeit stellt hier die Standardisierung eines 

direkten und indirekten Erregernachweises zur Verifizierung einer 

Borrelieninfektion bei Pferden dar (SCHÖNERT et al., 2008b). 

Die Seroprävalenz von Ak gegen Erreger des Bbsl-Komplexes variiert bei Pferden 

stark und in Abhängigkeit von Endemiegebieten des Vektors I. ricinus. So werden 

europaweit Prävalenzen 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 Seroprävalenz mit dem Auftreten klinischer Anzeichen (MAGNARELLI 

et al., 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 Prävalenzen beim Pferd sind weit weniger 

erforscht als bei Hunden. In den Fällen, in denen eine Differenzierung erfolgt ist, 

zeigten sich B. afzelii und Bbss als dominanteste Vertreter (BROWNING et al., 

1993; EGENVALL et al., 2001; MÜLLER et al., 2002; SCHÖNERT et al., 2008a). 

2.4 Therapie der Lyme-Borreliose 

Im Falle einer caninen LB haben sich ß-Laktam-Antibiotika und Tetrazykline als 

effizienteste Therapiemöglichkeiten erwiesen (KRUPKA & STRAUBINGER, 

2010; WORMSER & O’CONNELL, 2011). In jedem Fall sollte die Gabe der 
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Antibiose über einen Zeitraum von 28 Tagen erfolgen, wobei selbst dann Borrelien 

persistieren und Rezidive verursachen können (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 häufigsten 

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 größte Vorteil im Sinne der Besitzerkompliance 

die nur zweimalige subkutane Applikation im Abstand von 14 Tagen anstatt der 

täglichen Tablettengabe ist (MEEUS et al., 2012; WAGNER et al., 2015). 

Allerdings handelt es sich hierbei um ein Cephalosporin der 3. Generation, für 

welches strikte Regeln und Einschränkungen bzw. Zulassungsbeschränkungen und 

damit Verbote der Gabe für einzelne Tierarten zu beachten sind 

(BUNDESTIERÄRZTEKAMMER, 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 Therapieansätzen einen 

deutlichen Rückgang 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; SCHÖNERT et al., 2008a; 

JAMES et al., 2010; IMAI 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 präventive Maßnahmen wie Impfungen oder Antiparasitika. 
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Da die Prävention 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 

Bestätigung der Verdachtsdiagnose unerlässlich. Hierfür stehen sowohl direkte als 

auch indirekte Nachweismethoden zur Verfügung (AGUERO-ROSENFELD et al., 

2005). Zudem ist die anamnestische Befunderhebung ein wichtiges Kriterium, um 

zusätzlich zum klinischen Erscheinungsbild eventuelle Zeckenexposition, 

Aufenthalte in Endemiegebieten, Vorbehandlungen mit Antibiotika, Impfungen 

und Zeckenprophylaxe mit einbeziehen zu können. Durch eine gründliche 

Anamnese können andere Krankheiten mit ähnlichen 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 für 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 beträgt 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 – abhängig 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 Überwucherung durch 

Begleitkeime begünstigt, was zum Absterben der Borrelien führen kann 

(SCHÖNBERG et al., 1989). Um dies zu verhindern, können Antibiotika, gegen 

welche B. burgdorferi resistent ist, dem Kulturmedium hinzugegeben werden, 
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bspw. Rifampicin oder Phosphomycin (SCHÖNERT, 2006). Zudem kann 

B. burgdorferi weder Aminosäuren noch Fettsäuren, Cofaktoren und Nukleotide 

synthetisieren, was die Nährmedienauswahl erschwert (FRASER et al., 1997). Als 

geeignete Medien haben sich das BSK-II-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 Sensitivität der Anzucht liegt zwischen 10 % und 70 %, je nachdem, aus 

welchem Gewebe oder Körperflüssigkeit die Probe stammt. Die Kultivierung ist 

nur bei nicht vorbehandelten Patienten möglich, 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 können (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 Vergrößerung darstellen. Aufgrund der langen Inkubationszeit, des hohen 

Arbeitsaufwandes und einer geringen Sensitivität, vor allem bei extrakutanen 

Manifestationen, ist eine kulturelle Anzüchtung als diagnostisches Mittel in der 

Praxis trotz der Spezifität 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 Flüssigkeiten wie 

Haut, Blut, Urin, Synovia oder Cerebrospinalflüssigkeit 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-rRibonukleinsäure (RNA)) 

oder Plasmid-lokalisierten (z.B. der Proteine OspA, OspB, OspC) Genen 

durchgeführt werden (MULLIS et al., 1986; WILSKE et al., 2007). Der Vorteil 

gegenüber der Kultivierung liegt bei der PCR in der Möglichkeit, nicht nur lebende, 

sondern auch tote (intakte und fragmentierte) Spirochäten nachzuweisen (CHANG 

et al., 2000a). Allerdings ist ein positives PCR-Ergebnis kein Beweis für eine 

bestehende LB, sondern erlaubt lediglich den Rückschluss, 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. Fällt das Ergebnis positiv aus, kann eine 

anschließende Sequenzierung Kreuzreaktionen dekuvrieren (STANEK & REITER, 

2011; HERZER et al., 2014; FINGERLE et al., 2017). Des Weiteren können 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 für die Diagnostik geeignet (STRAUBINGER et 

al., 1998a; STRAUBINGER, 2000; LITTMAN et al., 2006; LESCHNIK et al., 

2010). Um eine nicht-invasive Probenentnahme zu ermöglichen, wurde 2022 eine 

Methode entwickelt, bei der eine Art Impfpflaster um die Stichstelle platziert 

wurde. Aus der aufgesaugten Extrazellularflüssigkeit konnten mittels PCR direkt 

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

3.2 Indirekte Nachweisverfahren 

3.2.1 Zweistufentest zum Nachweis spezifischer Antikörper 

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 Spirochäten 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 durchgeführt, 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 

Veterinärmedizin hat sich der Zweistufentest als Methode der Wahl für die 

Diagnostik einer LB durchsetzen können (SHIN et al., 1993; CHANG et al., 2000a; 

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 

Schlüssel-Schloss-Prinzip sowohl IgG- als auch IgM-Ak nachgewiesen (CRAFT et 

al., 1984; MAGNARELLI 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 Sekundärantikörper 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 Intensität der Farbentwicklung hängt von der Ak-

Konzentration im Serum des Patienten ab, wodurch auf die Ausmaße 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 Vorselektion, um 

unspezifisch positive Ergebnisse zu verringern (MAGNARELLI et al., 1997; 

STEFFEN & HIRSCH, 2005). Allerdings bietet der einfache ELISA nicht die 

Möglichkeit, 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). 

3.2.1.2 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 für 

den Nachweis von IgG-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 Durchführung des oben beschriebenen 
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indirekten ELISA und festgelegter Zeit für die Inkubation des Substrats wird 

dreimalig die Extinktion der Enzym-Substrat-Farbkomplexbildungsreaktion in 

einminütigem Abstand bei einer Wellenlänge von 650 nm gemessen. Aus diesen 

Ergebnissen wird die Reaktionsgeschwindigkeit anhand der Steigung innerhalb 

einer linearen Funktion für jede einzelne Probe berechnet (SHIN et al., 1993). Die 

gemessene optische Dichte (OD) wird anschließend 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 für Hunde (APPEL et al., 1993; STRAUBINGER et al., 1995), als auch für 

Pferde (CHANG et al., 1999; CHANG et al., 2000a) wurde eine erfolgreiche Ak-

Detektion mittels KELA durchgeführt. 

3.2.1.3 Immunoblot 

Um grenzwertige oder positive Seren weiter untersuchen zu können und so 

zwischen einer Impfung und Feldinfektion unterscheiden zu können, dient der 

Immunoblot als zweiter Schritt im Zweistufentest. Dieser lässt eine differenzierte 

Aussage über die Immunantwort gegen bestimmte Ag des Erregers zu. Sowohl in 

der Human- als auch in der Veterinärmedizin wird der Immunoblot zur 

Differenzierung reaktiver Seren empfohlen (WILSKE et al., 2007; MAY, 2009; 

KRUPKA & STRAUBINGER, 2010; ROBERT KOCH INSTITUT, 2019). 

3.2.1.4 Western-Blot 

Der WB ist eine spezifische Form des Immunoblots (WILSKE & PREAC-

MURSIC, 1993). Das Prinzip eines WB ist dem eines ELISA ähnlich. Zunächst 

werden die Proteine mittels Gelelektrophorese größenchronologisch aufgetrennt, 

auf eine Nitrozellulosemembran übertragen und dort gebunden. Im Anschluss 

werden die zu untersuchenden Seren auf die Nitrozellulosemembran aufgetragen 

und inkubiert. Ein mit Farbstoff konjugierter Sekundär-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“ für „Protein“ und dem 

jeweiligen Molekulargewicht in kDa. In Europa werden als Lysat-Ag meist Stämme 
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der Spezies B. afzelii und B. garinii genutzt (STEERE et al., 2008). Für eine 

Infektion spezifische Proteine sind p17, p39, Proteine mit einer Molekularmasse 

zwischen 83 und 100 kDa und insbesondere VlsE. Das VlsE-Oberflächenprotein 

besitzt stark immunogene Epitope und gilt aufgrund der in-vivo-Expression von 

lebenden Borrelien als Marker für eine aktive Infektion (ZHANG et al., 1997; 

LIANG et al., 1999a; PHILIPP et al., 2001). In der Humanmedizin werden bei 

einem IgG-WB, welcher auf B. afzelii basiert, die Banden p14, p17, p21, p23 

(OspC), p30, p39, p43, p58 und p83/100 als für 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 frühen, 

gegen diese Oberflächenproteine gerichteten Immunantwort des Wirtes bereits als 

positiv anzusehen. Allerdings ist die Sensitivität eines IgM-WB im Vergleich zu 

der des IgG-WB schwächer und begrenzt seine Aussagekraft (HAUSER et al., 

1999). 

Vor allem für Hunde gilt eine Reaktion gegen das VlsE-Oberflächenprotein 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 größtenteils um Ak gegen Flagellen- und Hitzeschockproteine 

handelt und Reaktionen gegen diese Proteine deshalb keine allzu große Bedeutung 

zugeschrieben werden kann (KRUPKA et al., 2012). Die p31-Bande konnte sowohl 

für Hunde als auch Pferde, welche OspA-Impfstoff injiziert bekommen hatten, als 

Nachweis einer erfolgreichen Vakzinierung beschrieben werden (STRAUBINGER 

et al., 1995; KNÖDLSEDER et al., 2019). 

3.2.1.5 Line-Immunoassay 

Der LIA ist eine Modifizierung des IgG-WB zur qualitativen Detektion Bbsl-

spezifischer Ak im Serum. Beim LIA werden die Proteine des Erreger-Ag im 

Gegensatz zum WB durch ein spezielles Sprühverfahren auf die 

Nitrozellulosemembran übertragen, welche danach in Einzelstreifen geschnitten 

wird. Durch eine verringerte Anzahl aufgesprühter 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 Sekundär-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 höchste 

Sensitivität (93,2 %). 

Für Hunde hat sich der LIA als effiziente und sensitive Methode der 

Borreliendiagnostik erwiesen. Hierbei hat sich wie beim Menschen besonders das 

Protein VlsE als Marker einer aktiven Borrelieninfektion herausgestellt (KRUPKA 

& STRAUBINGER, 2010; KRUPKA et al., 2012; BARTH et al., 2014). Beim 

Pferd gibt es bislang keine vollständigen Erkenntnisse über die Ausbildung 

spezifischer Ak bei einer LB, wobei in einer Studie bei positiv getesteten Pferden 

die Kombination der Proteinbanden VlsE, DbpA und p38 in 25 % der Fälle auftrat. 

Ak gegen die Oberflächenproteine OspC und OspA schienen hingegen nicht 

spezifisch für eine Infektion zu sein, insbesondere da OspA-Antikörper 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 Objektträgern mit 

definierten Feldern fixiert werden, fungieren als Ag, wobei ihre Genospezies die 

Testqualität beeinflussen. Die Serumproben werden in einer Verdünnungsreihe auf 

die Felder gegeben; vorhandene Ak binden an die Oberflächenantigene der 

Borrelien, die auf dem Objektträger fixiert worden sind. Diese Ag-Ak-Komplexe 

werden mittels fluoreszierendem Sekundärantikörper mit Hilfe des 

Fluoreszenzmikroskops sichtbar gemacht. Burgdorfer und Mitarbeiter entwickelten 

einen IFAT mit hoher Sensitivität, welcher sich frühzeitig in der Borrelien-

Diagnostik etablierte. Kreuzreaktionen mit Leptospiren, anderen Spirochäten aus 

dem Magen-Darm-Trakt sowie gramnegativen Enterobakterien limitieren den 

IFAT jedoch als Diagnostikmethode (BURGDORFER et al., 1982; 

MAGNARELLI et al., 1987; KÄSBOHRER & SCHÖNBERG, 1990; TALASKA, 

1998). Ein weiterer Nachteil sind die uneinheitlichen Protokolle der 

durchführenden 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 möglich, was den Einsatz des 

IFAT in der Borrelien-Diagnostik weiter einschränkt (LITTMAN et al., 2006). 

Dennoch wird er teils immer noch für die Validierung von Seroprävalenzen beim 

Pferd eingesetzt (DURRANI & GOYAL, 2011). 

3.2.3 C6-Peptid-Schnelltest 

Als ergänzende Maßnahme zum Zweistufentest erweist sich der C6-ELISA als 

schnelle, sinnvolle Methode (STRAUBINGER, 2015). Dieser Test nutzt das 

hochspezifische, synthetische C6-Peptid, ein aus 25 Aminosäuren bestehendes 

Peptid der IR6 des infektionsspezifischen VlsE, welches beim Hund eine 

ausgeprägte Immunogenität hervorruft (LIANG & PHILIPP, 1999; LIANG et al., 

2000). Weder bei humanem noch bei caninem Serum konnten Kreuzreaktionen mit 

impfspezifischen OspA-Antikörpern nachgewiesen werden, was einen großen 

Vorteil gegenüber dem ELISA darstellt. Somit können auch bei geimpften Tieren 

Infektionen diagnostiziert werden. Zudem reagierte der C6-ELISA bei 

experimentell infizierten Hunden bereits drei Wochen p. i., was einen sehr frühen 

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 C6-Antikörperspiegels verzeichnet werden 

(PHILIPP et al., 2001). In der Veterinärmedizin ist der C6-ELISA als 

kommerzieller Schnelltest für canine Seren erhältlich (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 Möglichkeit 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 Vorhandensein von Ag gegen drei 

Borrelien-spezifische Oberflächenproteine (OspA, OspC, OspF) verwendet, wobei 

die rekombinanten Ag an fluoreszierende Kügelchen (Multiplex beads) gekoppelt 

werden. Sind im Serum Ak gegen diese Proteine vorhanden, werden Ag-Ak-

Komplexe gebildet und mittels Biotin-konjugiertem Sekundärantikörper, Biotin-

bindendem Streptavidin-Protein und dem Farbstoff Phycoerythrin sichtbar 

gemacht. Im Anschluss misst ein multiplex reader die Intensität der entstandenen 
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immunfluoreszierenden Bindung und berechnet diese in Median fluorescent 

intensities (MFI) als maßgebende Einheit. Mit diesem Verfahren können Ak-

Konzentrationen im pg/ml-Bereich detektiert werden (WAGNER et al., 2011b; 

WAGNER et al., 2011a). Resultate mit MFI-Werten von über 2.000 für OspA, über 

1.000 für OspC und über 1.250 für OspF gelten als positiv (FUNK et al., 2016). 

Vorteile des LMA sind laut Hersteller die frühzeitige Ak-Detektion ab 3-5 Wochen 

p. i. (WAGNER et al., 2013) sowie die Differenzierung zwischen frühen und 

chronischen Infektionen und Impfungen. Der Nachweis von Ak gegen OspC sei 

demnach beweisend für eine frühe LB, da diese Ak bereits drei Wochen nach einer 

Infektion auftreten können und nach 7-11 Wochen wieder deutlich zurückgehen. 

Die Detektion von Ak gegen OspF hingegen ist 5-8 Wochen p. i. erfolgreich und 

stagniert auf hohem Niveau, was als Hinweis für eine chronische LB gilt 

(WAGNER & ERB, 2012). Werden Ak gegen OspA nachgewiesen, spricht dies für 

eine Vakzination des Tieres gegen Borrelien (CHANG et al., 1999). Laut Krupka 

et al. deutet das Vorhandensein 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). 

3.2.5 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 Proliferationskapazität zytotoxischer T-Lymphozyten dar und 

untersucht somit die frühzeitige, zelluläre Immunantwort. Die Blutprobe wird mit 

Salzlösung und Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer versetzt, um mittels 

Zentrifugation die Lymphozyten vom Blut abtrennen zu können. Die Lymphozyten 

werden mit aus lysierten Erregern entstammenden oder rekombinanten Borrelien-

Ag und Ag-präsentierenden Zellen inkubiert; 16 Stunden vor der Zellernte wird 

Thymidin (3H-Thymidin) hinzugefügt (BARNETSON & GAWKRODGER, 1995; 

SIEGMUND-SCHULTZE, 2007). Bei der Bildung von Ag-stimulierenden 

Lymphozyten wird gleichzeitig die DNA-Synthese gesteigert, wodurch das 

Nukleotid 3H-Thymidin intrazellulär aufgenommen und in die DNA der 

Lymphozyten eingebaut wird. Nach einer 4- bis 5-tägigen Markierungszeit und 

hypotoner Zelllyse wird der entstandene Überstand 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-Moleküle am Filter 

haften. Mit einem Szintillationszähler kann die ß-Strahlung des in der DNA 

gebundenen 3H-Thymidins gemessen und als Maß für die Zellteilung bestimmt 

werden (SCHÜTT & BRÖKER, 2011). Eine Möglichkeit zur frühzeitigen 

Detektion aktiver Infektionen sowie der Verlaufskontrolle disseminierter 

Infektionen und der Abklärung grenzwertiger Fälle bietet ein LTT mit spezifischen 

Borrelienlysat-Ag (OspA, OspC, p39, BmpA, Oberflächenprotein 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 für 

Borrelien als auch die Schweizerische Gesellschaft für Infektiologie bemängeln 

jedoch die Sensitivität und Spezifität des LTT sowie die mangelnde 

Standardisierung dieses Verfahrens. Dieses Testverfahren wird deshalb als 

ungeeignet für 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-

präsentierenden Zellen stimuliert. Durch die Aktivierung der zytotoxischen T-

Lymphozyten wird vermehrt Interferon (IFN)-γ sezerniert, welches durch an der 

Mikrotiterplatte gekoppelte IFN-γ-Fang-Ak gebunden wird. Nach hypoosmotischer 

Zelllyse und Entfernung der Zellreste kann mit enzymgekoppeltem IFN-γ-

Detektions-Ak inkubiert werden, welcher ein anderes Epitop bindet als der IFN-γ-

Fang-Ak. Somit entstehen Immunkomplexe, welche mittels chromogenem Substrat 

sichtbar gemacht werden. Es werden farbige Punkte (spots) um die IFN-γ-

produzierenden Zellen sichtbar gemacht, welche computergestützt gezählt werden, 

sodass im Verhältnis zu den eingesetzten Lymphozytenmengen dargestellt werden 

kann, ob sie durch den Kontakt mit Borrelien spezifisch erhöht sind (SCHÜTT & 

BRÖKER, 2011; MURPHY et al., 2012). 

Laut einer Studie aus dem Jahr 2013 hat ein neu entwickelter ELISPOT (iSPOT 

Lyme™) eine signifikant höhere Spezifität und Sensitivität als ein WB (JIN et al., 

2013). Jedoch finden sich unterschiedliche Angaben bezüglich Spezifität (82-94 %) 
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und Sensitivität (36-84 %), die die obige Aussage widerlegen (NORDBERG et al., 

2012). Auch für die Borreliendiagnostik von Hunden und Pferden ist ein ELISPOT 

kommerziell erhältlich (SpiroFind Vet™, Boulder Diagnostics Europe GmbH, 

Mellrichstadt, Germany). Jedoch werden aufgrund mangelnder Validierung weder 

LTT noch ELISPOT für die Borreliendiagnostik empfohlen (WILSKE & 

FINGERLE, 2005; MARQUES, 2015). 

Eine zuverlässige Diagnose von Borrelien-spezifischen Ak und eine 

Unterscheidung von geimpften und infizierten Tieren sind von großer Bedeutung. 

Nur so kann eine unnötige 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 erhältlichen LIAs getestet. Die Testergebnisse wurden hinsichtlich 

Sensitivität, Spezifität, der Diagnose und Handling verglichen, um die 

labordiagnostisch besten Resultate erzielen zu können. 
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IV. WEITERE FORSCHUNGEN 

Wie in Kapitel II beschrieben, gehören mittlerweile 21 verschiedene 

Borrelienspezies dem Bbsl-Komplex an, welcher ursächlich für die Entstehung 

einer humanen LB ist (CUTLER et al., 2017). Bisher konnte nur für Bbss unter 

experimentellen Bedingungen die Entstehung klinischer 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). Demgegenüber führte 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 führen könnten. 

Methodisch in Frage kämen dabei Infektionsversuche, PCR-Nachweise und 

serologische Untersuchungen. Nachdem Infektionsversuche in diesem Maßstab 

nicht trivial sind und PCR-Nachweise wie oben beschrieben Schwächen aufweisen, 

erscheint ein serologischer Nachweis speziesspezifischer Antikörper gegen 

verschiedene Borrelienspezies zunächst am durchführbarsten. Ziel dieser weiteren 

Forschungen war es dementsprechend, einen LIA zur Differenzierung der 

Antikörper gegen fünf verschiedene Borrelienspezies aus caninen und equinen 

Serumproben zu entwickeln und zu validieren. In Zusammenarbeit mit der Firma 

VIROTECH Diagnostics GmbH (Rüsselsheim, Deutschland) wurde deshalb ein 

LIA entwickelt. Positive Ergebnisse könnten Rückschlüsse auf das Vorkommen 

und im Zusammenhang mit der Klinik gegebenenfalls auch die Pathogenität 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 für Bakteriologie und Mykologie der 

Tiermedizinischen Fakultät der LMU München 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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Veterinär plus OspA LINE (VIROTECH Diagnostics GmbH, Rüsselsheim, 

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 Mäusen 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 zugehörigen Reagenzien wurden in Zusammenarbeit mit der Firma 

VIROTECH Diagnostics GmbH (Rüsselsheim, Deutschland) zu rein 

experimentellen Zwecken entwickelt. Die Durchführung des Tests erfolgte 

entsprechend Bedienungsanleitung des Borrelia Veterinär plus OspA LINE der 

Firma VIROTECH Diagnostics GmbH. Lediglich die Einwirkungszeit des 

Substrates war mit 17 Minuten länger als beim Borrelia Veterinär plus OspA LINE. 

Für die murinen Seren wurde ein anti-mouse IgG (Gesamtmolekül, 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 Verhältnis 1:30.000 mit 

Waschpuffer verdünnt. Die Evaluierung der entstandenen Streifen erfolgte visuell. 

Aufgrund der Stärke der Färbung 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 besprüht worden. Diese bestanden aus 

jeweils einer Bande für die Serumkontrolle, das Protein VlsE 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 aufgesprüht wurden. 
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2 Ergebnisse 

2.1 Murine Serumproben 

Alle murinen Proben reagierten mit deutlichem Farbumschlag an der VlsE-Bande 

(Abbildung 6A). Keines der Mäuseseren zeigte eine Reaktion mit der OspA-

Proteinbande (Abbildung 6A). Die Reaktionen der murinen Proben bezüglich der 

OspC-Banden waren für die einzelnen Borrelienspezies nicht spezifisch, hier 

konnten bei jedem Serum Kreuzreaktionen verzeichnet werden (Abbildung 6). 

Konsequenterweise werden im Folgenden ausschließlich die Reaktionen mit der 

DbpA-Proteinbande dargestellt. 

Die Mäuseseren der Tiere, die mit Bbss infiziert worden waren, reagierten nur für 

diese Spezies stark; die farbliche Reaktion der Bbss-Banden auf der 

Nitrozellulosemembran war deutlich (Abbildung 6B). Die Seren der experimentell 

mit B. bavariensis infizierten Mäuse (n = 2) reagierten für diese Spezies; der 

Farbumschlag auf der Nitrozellulosemembran war deutlich sichtbar. Eines dieser 

beiden Mäuseseren reagierte auch leicht für Bbss (Abbildung 6C). Die 

Serumproben der Mäuse, 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 Mäuse 

zeigte eine Reaktion in Form eines Farbwechsels auf der Nitrozellulosemembran 

nur für diese Borrelienspezies. Das zweite Mäuseserum reagierte mit keiner 

Spezies; es waren keine Verfärbungen von Proteinbanden sichtbar (Abbildung 6E).  
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Abbildung 6: Auswertung der murinen Seren im Spezies-LIA 

Zu sehen sind A) Seren aller mit Borrelienspezies infizierten Mäuse; B) Seren der mit Bbss-

infizierten Mäuse; C) Seren der mit B. bavariensis infizierten Mäuse; D) Seren der mit B. afzelii 

infizierten Mäuse; E) Seren der mit B. spielmanii infizierten Mäuse. 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 speziesunabhängigen 

Proteinen VlsE und OspA. 

Ba: Borrelia (B.) afzelii; Bbss: B. burgdorferi sensu lato; Bbav: B. bavariensis; Bg: B. garinii; Bs: 

B. spielmanii; VlsE, 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 VlsE- 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 ausschließlich 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).  

 

Abbildung 7: Auswertung der caninen Kontrollseren der Cornell University 

im Spezies-LIA 

Zu sehen sind A) Reaktionen aller caninen Seren der Cornell University für die Proteine OspA und 

VlsE; B) Reaktionen der negativen caninen Seren der Cornell University für die Proteinbanden von 

DbpA und OspC; C) Reaktionen der positiven caninen Seren der Cornell University für die 

Proteinbanden von DbpA und OspC; D) Reaktionen der geimpften caninen Seren der Cornell 
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University für 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 speziesunabhängigen Proteinen VlsE und OspA. 

Ba: Borrelia (B.) afzelii; Bbss: B. burgdorferi sensu lato; Bbav: B. bavariensis; Bg: B. garinii; Bs: 

B. spielmanii; VlsE, 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 VlsE- 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 routinemäßig genutzten KELA sowie dem regulären LIA 

entstanden bei diesen drei Hundeseren jedoch negative Ergebnisse. Die übrigen 

Proben aus dieser Gruppe der negativen caninen Seren zeigten keine Reaktion in 

Form einer Verfärbung 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 häufigsten 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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Abbildung 8: Auswertung der caninen Feldseren im Spezies-LIA 

Zu sehen sind A) Reaktionen aller caninen Feldproben für die Proteine OspA und VlsE; 

B) Reaktionen der negativen caninen Feldproben für die Proteinbanden von DbpA und OspC; 

C) Reaktionen der positiven caninen Feldproben für die Proteinbanden von DbpA und OspC; 

D) Reaktionen der geimpften caninen Feldproben für 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 

speziesunabhängigen Proteinen VlsE und OspA. 

Ba: Borrelia (B.) afzelii; Bbss: B. burgdorferi sensu lato; Bbav: B. bavariensis; Bg: B. garinii; Bs: 

B. spielmanii; VlsE, 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 VlsE-Bande reagierten Proben aus allen Gruppen, 

am häufigsten 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 übrigen Seren dieser 

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

In der Gruppe der seropositiven Pferdeproben (n = 35) wiesen 48,6 % (n = 17) Ak 

für nur eine Borrelienspezies auf. Am häufigsten 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 übrigen 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 häufigsten auf (n = 4; 11,4 %). 

In der Gruppe der geimpften Pferde (n = 52) reagierte die Mehrheit der Seren für 

B. afzelii (n = 42). Sechs Tiere zeigten Reaktionen für Bbss und zwei für 

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). Fünf Seren wiesen eine Mischinfektion mit zwei Spezies der 

Spirochäten 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 für die Proteine OspA und VlsE; B) Reaktionen 

der negativen equinen Seren für die Proteinbanden von DbpA und OspC; C) Reaktionen der 

positiven equinen Seren für die Proteinbanden von DbpA und OspC; D) Reaktionen der Seren 

geimpfter Pferde für die Proteinbanden von DbpA und OspC; E) Reaktionen der grenzwertigen 

equinen Seren für 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 speziesunabhängigen Proteinen VlsE und 
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OspA. 

Ba: Borrelia (B.) afzelii; Bbss: B. burgdorferi sensu lato; Bbav: B. bavariensis; Bg: B. garinii; Bs: 

B. spielmanii; VlsE, 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 zählen 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 Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus (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 anschließender 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 häufig 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 ausschließlich auf Methoden der PCR mit anschließender DNA-

Analyse (MÜLLER et al., 2002; WODECKA et al., 2009; SKOTARCZAK, 2014; 

ALHO et al., 2016). Für größere und insbesondere respektive Untersuchungen 

eignen sich PCR-Verfahren jedoch nicht. Zum einen ist wie oben beschrieben eine 

akzeptable Sensitivität insbesondere bei Blut- und Urinproben nicht vorhanden und 

das Verfahren funktioniert am verlässlichsten 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 würde je nach 

Tierart sogar eine Narkose, Sedation und gegebenenfalls Antibiose erfordern. 

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

Im Zuge der Zusammenarbeit mit VIROTECH Diagnostics Gmbh (Rüsselsheim, 

Deutschland) wurde ein LIA zur Speziesdifferenzierung von Erregern des Bbsl-

Komplexes in equinen und caninen Seren entwickelt. Hierbei lag das Ziel in einer 

durchführerfreundlichen, nicht-invasiven, sicheren Differenzierung von in 

Deutschland und Europa vorkommenden pathogenen Borrelienspezies und damit 

einhergehenden Erkenntnissen über mögliche auslösende Spezies equiner und 

caniner LB. Aufgrund ihrer europaweit beschriebenen Humanpathogenität und 

ihres häufigen Vorkommens in Ixodes-ricinus-Zecken wurden zur Entwicklung des 

LIAs die fünf Spezies Bbss, B. afzelii, B. bavariensis, B. garinii und B. spielmanii 

ausgewählt (WILSKE et al., 1985; HERZBERGER et al., 2007; MARGOS et al., 

2013; STRNAD et al., 2017; ESTRADA-PEÑA et al., 2018; SPRINGER et al., 

2020). Hierfür wurden Ag der Oberflächenproteine OspC und DbpA auf die 

Nitrozellulosemembran aufgesprüht. Diese beiden plasmidkodierten Lipoproteine 

sind hochspezifische Marker für eine Borrelieninfektion und ermöglichen 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 berücksichtigen, dass keine cut-off-

Kontrolle verwendet wurde. Hierdurch können falsch-positive Ergebnisse aufgrund 

von Kreuzreaktionen oder Missinterpretationen des Farbumschlags der 

Proteinbanden entstehen. Zudem kann die OspC-Bande grundsätzlich für alle 

Borrelienspezies nicht in die Auswertung mit einbezogen werden, da diese mit den 

Seren der Kontrollgruppen der Mäuse 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, während Antikörper gegen Bbss in caninen Seren 

eine höhere, aber nicht vollständige Sensitivität zeigten. Des Weiteren standen 

keine Seren von Mäusen, die mit B. garinii infiziert worden waren, zur Verfügung. 

Für diese Spezies gibt es somit keinen Nachweis über die Korrektheit der 

Ergebnisse. Ein möglicher Grund für die Resultate könnte eine mangelnde 

Spezifität oder Sensitivität der auf die Nitrozellulosemembran aufgesprühten Ag 

sein. Zudem ist die Infektion von Mäusen mit verschiedenen Spezies des Bbsl-
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Komplexes zwar möglich, die Anzahl von gebildeten Ak variiert jedoch bei den 

einzelnen Spezies der Spirochäten, 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 für diese Spezies 

(STRAUBINGER et al., 1998a). Allerdings konnte für zwei der dreizehn caninen 

Seren keinerlei Ag-Ak-Reaktion auf der Nitrozellulosemembran verzeichnet 

werden. Möglich wäre es demnach, dass nicht alle Tiere dieser Studie mit einer 

Bbss-Infektion erfasst worden sind.  

Während das Vorgehen 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 

Spezifität der aufgetragenen Antikörper. Optimalerweise wären für 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 möglich. Gegebenenfalls ließe sich dies über die Herstellung 

synthetischer Antikörper umgehen. Eine Weiterführung der hier begonnenen 

Etablierung eines speziesspezifischen Borrelien-LIAs war im Rahmen der 

vorgestellten Arbeit leider nicht mehr möglich, sollte aber in Zukunft fortgesetzt 

und abgeschlossen werden. 
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V. DISKUSSION 

Weltweit ist LB eine der wichtigsten humanpathogenen, durch Zecken 

übertragenen Erkrankungen. Auch eine canine Form der klinischen 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 

kostengünstige Vorselektion über 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 Überdiagnose 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). Häufig unvollständige Anamnesen und unklare Krankheitsverläufe 

erschweren die Diagnosestellung. Zudem wird beim Pferd die 

Zweistufendiagnostik zwar empfohlen, allerdings erwiesen sich ELISAs hierbei als 

weitaus weniger aussagekräftig als beim Hund (FRITZ, 2018; HOUBEN et al., 

2020).  

Durch das stetige Voranschreiten der Wissenschaft sowie aufgrund neuer 

Erkenntnisse und Möglichkeiten der Diagnostik ist es von großer Bedeutung, 

bestehende Testmethoden immer wieder zu überdenken und zu optimieren. Da LB 

unter Umständen eine schmerzhafte Erkrankung ist, die die Lebensqualität 

betroffener Tiere und Patientenbesitzer stark einschränken kann, ist eine richtige 

Diagnosestellung äußerst dringlich. Doch auch falsch-positive Testergebnisse und 

daraus resultierende unnötige Gaben von Antibiotika gilt es unbedingt zu 

vermeiden. Das Ziel dieser Studie war es deshalb, die Diagnoseverfahren der 

caninen und equinen LB zu überprüfen. Hierfür wurden Seren von Hunden und 

Pferden mit bekanntem Borrelien-Ak-Status mithilfe zweier kommerziell 

erhältlicher LIAs untersucht. Die Tests wurden in Bezug auf Sensitivität, Spezifität 

und den Resultaten verglichen. Auch Handhabung und Auswertungsverfahren der 

Tests wurden gegenübergestellt, um die Vor- und Nachteile des jeweiligen LIAs 

hervorzuheben. 
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1 Sensitivität, Spezifität und Ergebnisse der LIAs zur 

Diagnostik einer Borrelien-Infektion  

Durch den Klimawandel werden die Überlebensbedingungen für Zecken immer 

günstiger: wärmere Winter mit weniger Schnee und Frost ziehen eine erhöhte 

Zeckenpopulation nach sich, wodurch auch die Infektionsrate bei Haustieren 

steigen wird (LINDGREN et al., 2006). Hunde leben für gewöhnlich mit ihren 

Besitzern im Haus und haben sehr engen Körperkontakt zu diesen. Sind die Tiere 

nicht gegen Borrelien geimpft oder anderweitig durch Repellentien vor Zecken 

geschützt, können sie leicht zu Trägern einer Borrelien-Infektion werden. Wenn an 

diesen infizierten Hunden wiederum eine Nymphe ihre Blutmahlzeit zu sich nimmt, 

führt das zu immer mehr infizierten Zecken in häuslichen Regionen. Diese 

infizierten Vektoren verbreiten dann in Gärten und Parks weiter Borrelien an 

Haustiere oder Menschen, die sich dort aufhalten. Aufgrund dieser potenziellen 

indirekten Übertragung der Borrelien auf den Menschen ist es wichtig, eine sichere 

Diagnose zu stellen (DAY, 2011). Sollte diese die Infektion bestätigen, 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, müssen falsch-positive Ergebnisse in den 

Untersuchungsmethoden unbedingt vermieden werden.  

Mit einer Übereinstimmung von 94 % sind beide innerhalb dieser Studie getesteten 

LIAs zur Diagnostik von caninen Seren geeignet. Die höchste Übereinstimmung 

(ҡ2 = 0,895) konnte hierbei für die Gruppe der Kontrollseren der Cornell University 

verzeichnet werden. Den zweithöchsten Index für Kappa (ҡ2 = 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. Mögliche Gründe, warum ursprünglich 

mehr Caniden als seropositiv bewertet und deshalb in diese Gruppe eingeteilt 

worden waren, könnten falsche Handhabung, Fehler in der Probenevaluierung oder 

der Durchführung des früheren 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 schließen 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 LIAs 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 LIA B 

übereinstimmen, beim vorhergegangenen Testen Fehler unterlaufen sind.  

Für die Gruppen der negativen und geimpften Tiere sowie die Kontrollseren der 

Cornell University konnten stärkere Farbreaktionen der VlsE-Bande bei LIA B im 

Vergleich zu LIA A beobachtet werden. Die für LIA A spezifische C6-Bande 

reagierte für eben genannte Gruppen deutlich. Die VlsE-Banden beider LIAs, sowie 

die C6-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 C6 ist ein Peptid der IR6 des VlsE und ruft beim Hund 

ausgeprägte Immunogenität 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 C6-Bande, jedoch nicht mit der VlsE-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 beigefügt, dass dieses Tier 

geimpft worden sei. Die zweite Probe mit unterschiedlichem Ergebnis aufgrund der 

C6-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 über der Grenze von 100 Units. Hier 

könnte eine frühe Infektion vorliegen, bei der die Ag des LIA A mehr Ak gebunden 

haben als die des LIA B. In der Praxis würde 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 bestätigen. Der letzte Hund, bei dem 

aufgrund der positiven C6-Bande ein anderes Ergebnis in LIA A als in LIA B 

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., 
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1998a), ist das Reagieren der C6-Bande hier als falsch anzusehen. Zieht man diese 

Ergebnisse in Betracht, ist eine Trennung von den Banden C6 und VlsE nicht von 

diagnostischem Vorteil. Dies widerspricht einer Studie von Breu und Müller 

(BREU & MÜLLER, 2017), in welcher die Ergebnisse der VlsE- und C6-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 et al., 2000a). Nichtsdestotrotz sind die im Feld beschriebenen klinischen 

Manifestationen der LB bei Pferden, sowie beim Menschen und beim Hund, breit 

gefächert. Zusätzlich zu unspezifischen klinischen Manifestationen wie Fieber, 

Apathie und Lethargie werden weltweit Fälle von Lahmheit (BROWNING et al., 

1993), neurologischen Erscheinungen (JAMES et al., 2010), Uveitis (PRIEST et 

al., 2012) sowie kutanem Pseudolymphom (SEARS et al., 2012), ausgelöst durch 

Erreger des Bbsl-Komplexes, beschrieben. Multiple Studien aus diversen Ländern 

belegen die Infektion von Pferden mit Borrelien anhand serologischer 

Untersuchungen (KÄSBOHRER & SCHÖNBERG, 1990; BHIDE et al., 2008; 

DURRANI & GOYAL, 2011; BAE, 2018; GEHLEN et al., 2023). Hinsichtlich der 

Weiterverbreitung der Spirochäten vor allem in Bezug auf Infektionen des 

Menschen spielen Pferde jedoch eine geringere Rolle als Hunde, da sie für 

gewöhnlich nicht auf so engem Raum mit ihren Haltern zusammenwohnen. Um 

eine tatsächliche equine LB diagnostizieren zu können, spielen bei Pferden 

zusätzlich 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 könnten, ausgeschlossen werden. Auch sollte 

berücksichtigt 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 Übereinstimmung 

der Ergebnisse von 65,5 %. Wie zuvor bei den Hundeseren, konnte auch bei den 

Pferden die höchste Kongruenz (ҡ2 = 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 LIAs die zweithöchste 
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Übereinstimmung (ҡ2 = 0,457). Im LIA B wurden 47 und im LIA A 38 Pferde als 

seronegativ bestimmt. Größere Diskrepanzen gab es bei den zuvor als positiv 

bewerteten Feldseren von Pferden. Während ursprünglich alle 50 Seren als positiv 

gewertet wurden, können in LIA A und LIA B zum jetzigen Zeitpunkt in dieser 

Gruppe maximal jeweils 29 und 17 Seren als positiv befundet werden. Für die 

Initialdiagnose wurde der LIA „Borrelia Veterinär plus OspA LINE“ (Virotech 

GmbH, Rüsselsheim), bzw. dessen Vorgängermodell verwendet. Eben genannter 

Vorläufer des „Borrelia Veterinär plus OspA LINE“ wurde von 2006 bis 2011 zur 

LB-Diagnostik der Proben verwendet und besaß 16 Ag; das heutige Modell dieses 

Tests besitzt nur noch sieben. Eine mögliche Erklärung, warum damals so viele 

Pferde mehr als positiv diagnostiziert worden waren, könnten Ag-Ak-Reaktionen 

auf den neun Proteinbanden sein, die der heutige LIA nicht mehr besitzt. Für einige 

dieser Proteine wie z. B. das p41 konnten Kreuzreaktionen mit bspw. RF-Borrelien 

nachgewiesen werden, was die Eignung dieser Proteinbanden zu diagnostischen 

Zwecken beeinträchtigt (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 Veterinär plus OspA LINE“ und 

dessen Vorgängermodell nicht auszuschließen. Der Scanner des LIA A kann eben 

solche unterschiedlichen Interpretationen durch verschiedene Untersucher 

umgehen und liefert standardisierte, objektive Ergebnisse. Die höchsten 

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 unnötige 

Langzeit-Antibiotikagabe zu ersparen. Neben einer eindeutigen Kontraindikation 

der unnötigen Antibiotikagabe im Hinblick auf die Resistenzbildung werden 

Antibiotika, die gegen Borrelien wirksam und in Deutschland für Equiden 

zugelassen sind, mit Ausnahme von Tetracyclinen nur intravenös oder 

intramuskulär verabreicht (DIVERS et al., 2018). Hierdurch wird das Risiko einer 

Thrombophlebitis erhöht, sowie der Entstehung von Abszessen an der 

Injektionsstelle (DIAS & DE LACERDA NETO, 2013). Zudem kann eine 

Langzeit-Gabe von Antibiotika bei Pferden zu schwerwiegenden klinischen 

Manifestationen des Magen-Darm-Trakts wie Durchfall und Koliken führen, die 
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schlimmstenfalls tödlich für das Tier enden können (KEIR et al., 1999; BARR et 

al., 2013). Im Sinne des One-Health-Gedankens und des Wohlergehens des 

Patienten sollte eine unnötige Gabe dieser Art Medikamente deshalb unbedingt 

vermieden werden (MCEWEN & COLLIGNON, 2018). 

Der wohl größte Nachteil des LIA A ist, dass in diesem Test das Protein OspA als 

für eine Infektion spezifisch bewertet wird (FAWCETT et al., 2001; GOMES-

SOLECKI et al., 2002). Das OspA ist für Borrelien unabdingbar hinsichtlich der 

Adhäsion 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 Oberflächenprotein 

in Kontakt kommt und somit keine Ak gegen das OspA ausbilden kann (BATTISTI 

et al., 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 

führt. Deshalb sind Ag-Ak-Komplexe mit OspA spezifisch für eine Impfung, 

jedoch nicht für eine Infektion (CHANG et al., 1995). Im Fall der Hundeseren 

lassen beide LIAs eine präzise Erkennung von Impfreaktionen zu, indem das Tier 

im Falle einer positiven Reaktion der OspA-Bande als „vac“ also geimpft deklariert 

wird. Sollten zusätzlich Ag-Ak-Reaktionen mit der VlsE-Bande, bei LIA A auch 

der C6-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 

(KNÖDLSEDER et al., 2019). Auf Grund der in Lysat-Impfstoffen vorhandenen 

Oberflächenproteine kann auch nach Impfung eine Bildung von Ak gegen mehrere 

Oberflächenproteine erwartet werden. Dieser Umstand sollte, wie bei Hunden, bei 

der Diagnostik geimpfter Pferde berücksichtigt werden sollte (STRAUBINGER et 

al., 2001). So wäre es sinnvoll, bei geimpften Equiden die Reaktion aller Banden 

außer VlsE und C6 als unspezifisch anzusehen. Im Gegensatz hierzu werden die 

Proteine VlsE und C6 nur in vivo von Borrelien exprimiert, und der Nachweis von 

Ak gegen diese ist somit beweisend für eine aktive Infektion mit lebenden Erregern 

des Bbsl-Komplexes (MARANGONI et al., 2008). Während der Herstellung des 

Impfstoffs haben die verwendeten Borrelien vermutlich das lineare Plasmid lp 28-1 

verloren, auf welchem das Gen Vls exprimiert wird (O'CONNOR et al., 2004). Ist 
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dieses Plasmid nicht mehr vorhanden, können Borrelien das VlsE 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; KNÖDLSEDER et al., 2019; WILCZEK et al., 2022). 

Nach Bestätigung dieser Annahmen, könnten die equiden Proben nach demselben 

Auswertungsprotokoll wie geimpfte Hunde diagnostiziert werden. Um genauere 

Aussagen über die Reaktionen verschiedener Borrelien-spezifischer Proteine bei 

geimpften Pferden treffen zu können, wäre eine Studie mit einer größeren Anzahl 

vakzinierter Equiden hilfreich. 

Um die Diagnosestellung mit LIA A weiter zu optimieren, wäre eine Reduktion der 

Ag-Streifen auf diesem Test angebracht. So hat die p100-Bande dieses LIAs die mit 

Abstand stärksten Farbreaktionen in allen Gruppen equiner Proben. Das p100 sowie 

das p83 gehören zu Epitopen, die mit dem protoplasmatischen Zylinder und 

Endoflagellen von Borrelien assoziiert werden (EIFFERT et al., 1992; LUFT et al., 

1992). Beide Proteine sind höchstsensitive Ag in einer fortgeschrittenen Infektion 

mit Erregern des Bbsl-Komplexes und ähneln sich vor allem für die Spezies Bbss 

und B. afzelii (WILSKE et al., 1993c; RASIAH et al., 1994). Untersuchungen 

mittels PCR, DNA-Sequenzierung und Restriktionsenzymanalysen zeigten größere 

Unterschiede bei der Spezies B. garinii (RÖSSLER et al., 1995). Ditton et al. 

argumentierten in ihrer Studie, in der die N-terminalen Aminosäuresequenzen 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 A reagierten 170 Pferde deutlich mit Ag des p100, was 85 % der 200 getesteten 

Pferde entspricht. Die unspezifische Reaktion dieser Proteinbande könnte mitunter 

ein Grund für die deutlich höhere Anzahl der positiv diagnostizierten equinen 

Proben im Vergleich zu LIA B sein. Während laut LIA A insgesamt 40,7 % aller 

Pferdeseren Antikörperreaktionen gegen Borrelien zeigten, sind es bei LIA B nur 

23,3 % der Tiere. Die dem p100 ähnliche p83-Bande reagiert im LIA B mit 61 % 

der euqinen Proben. Zieht man alle Reaktionen der Proteinbanden im 

Zusammenhang mit positiver Diagnose der Pferde in Betracht, so reagieren p100 

und p83 sehr häufig und könnten ein Grund für eine Überdiagnose von einer 

Borrelieninfektion sein. Eine Möglichkeit, dieses Problem zu beheben, könnte 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 für die C6-Bande und negativ für die VlsE-

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 VlsE-Bande ohne gleichzeitiges Reagieren der C6-Bande im 

LIA A beobachtet. Nach derzeitigem Wissensstand gibt es keine Studien oder 

Erkenntnisse darüber, wie sich die Immunantwort von Pferden zu VlsE im 

Vergleich zu C6 darstellt. Wie oben bereits genannt, ist das C6 ein synthetisch 

hergestellter Abschnitt des VlsE-Lipoproteins, welches aus mehreren invariablen 

Regionen besteht. Zwar können in den Seren infizierter Pferde mehr 

IR6-spezifische Ag als beispielsweise Ag für IR2 oder IR4 nachgewiesen werden, 

jedoch ist auch die Exponierung von IR6 auf der Oberfläche des VlsE begrenzt 

(EMBERS et al., 2007). Anhand der Ergebnisse dieser Studie lässt sich vermuten, 

dass equine Ak bevorzugt an die Bande des VlsE binden, im Vergleich zu der des 

C6-Proteins. Wie auch schon bei den caninen Seren besteht demnach kein Vorteil, 

aber auch kein Nachteil in der Separierung von VlsE und C6 in der Untersuchung 

equiner Seren mit dem LIA A. Da in eben genanntem Test jedoch weitaus mehr 

Pferde positiv für die VlsE-Bande reagierten als in LIA B (122 vs. 85), ist die 

Reaktivität dieses Proteins in LIA wohl zu hoch. Bestärkt wird diese Vermutung 

durch die Tatsache, dass die ursprüngliche 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 (SCHÖNERT 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 LIA A vs. 32 beim LIA B), 

Verdünnungs-/Waschpuffer, Sekundär-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 enthält zudem zwei Inkubationswannen, welche beim LIA B gesondert bei 

der Firma angefordert werden müssen. Nur für Hunde sind Sekundär-Ak und 

Cut-Off beim LIA B im Testkit enthalten; für Pferde müssen diese extra erworben 

werden. Zudem ist der Sekundär-Ak des LIA B ein Konzentrat und muss vor 

Gebrauch mit Verdünnungs-/Waschpuffer verdünnt werden. Im Testkit des LIA A 

ist ein fertig angemischter Sekundär-Ak sowohl für Hunde als auch für Pferde 

enthalten, der die Handhabung erleichtert. Fehler beim Mischen oder Zugeben des 

Sekundär-Ak können somit vermieden werden. Die Inkubationszeiten differieren 

nur leicht, so bedarf es für Serum und Sekundär-Ak beim LIA A einer 

Inkubationszeit von 45 Minuten, und beim LIA B von 30 Minuten auf dem 

Kippschüttler. Das Substrat des LIA B hingegen muss zwei Minuten länger 

inkubieren als das des LIA A (12 Min. vs. 10 Min.).  

 

Abbildung 10: Inkubation von Serum auf dem Kippschüttler 

 

Abbildung 11: Trocknen der fertigen Streifen auf Zellulosetüchern 
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Die Cut-Off-Bande des LIA B muss für jedes Testkit für Hunde und Pferde separat 

auf extra Streifen produziert werden. Das hierfür vorgesehene vorverdünnte 

Hundeserum ist im Testkit enthalten; für die equine Cut-Off-Kontrolle muss ein 

extra Testkit angefordert werden, in welchem vorverdünntes Pferdeserum, das anti-

horse-IgG als Sekundärantikörper sowie ein Auswertungszettel für 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 können. 

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; Intensitäten werden in negativ (unterhalb des Cut-Off; -), 

schwach positiv (entspricht genau Cut-Off; +), mittelgradig positiv (stärker als der 

Cut-Off; ++) und stark positiv (deutlich stärker 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 

berücksichtigt werden, vor allem wenn die Proteinbanden nur knapp unterhalb des 

Cut-Offs liegen bzw. genau dessen Farbausschlag entsprechen. Zudem können 

Lichtverhältnisse die wahrgenommene Intensität der Verfärbung beeinflussen, 

wodurch bei LIA B Fehler durch das menschliche Auge entstehen können. Im 

Lieferumfang des LIA A ist eine Software enthalten, welche mithilfe eines 

Scanners eine automatische Datenevaluierung ermöglicht. Die Intensität der 

Farbreaktion wird numerisch mit Zahlen von 0-9 angegeben; Werte oberhalb des 

Wertes 1 gelten als für diese Proteinbande positiv. Zusätzlich zu einem 

Auswertungsbogen für alle Proben erstellt das Computerprogramm für jeden 

Teststreifen und jedes Tier ein Auswertungsblatt und einen extra Ordner. Auch die 

letztendliche Befundung übernimmt das Computerprogramm, was eine objektive, 

schnellere Auswertung ermöglicht; 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 und damit Auswertungsprozess des LIA A aufgrund von 
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Softwareproblemen nicht durchgeführt werden. In diesen Fällen war eine visuelle 

Auswertung in der Bedienungsanleitung des LIAs vorgesehen. Diese stellte sich 

jedoch für 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 geschätzt werden. 

Dies gelingt vielleicht noch für die der Kontrolle am nächsten 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 

hämolytischem Serum inkubiert worden waren. Durch dieses kam es auf der 

Nitrozellulosemembran der Streifen zu Flecken, welche die Proteinbanden 

überlappten und somit eine Auswertung mittels des Scanners nicht zuließen (siehe 

Abbildung 18). In hämolytischem Serum werden intrazelluläre Bestandteile des 

Blutes wie Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten aus den Blutzellen in das 

Plasma bzw. Serum freigesetzt (GUDER et al., 2002). Diese können leicht an der 

Nitrozellulosemembran der LIA-Streifen haften und somit zu genanntem Sprenkeln 

führen (STURGEON & VILJOEN, 2011; CLERICO et al., 2018). Gründe für die 

Entstehung von hämolytischem Serum können Fehler im Rahmen der 

Blutentnahme (zu starke Aspiration, zu dünne Nadeln) sowie unsachgemäße 

Probenbehandlung (starkes Schütteln, Kühlen oder Erwärmen, zu lange 

Aufbewahrungszeiten) sein. Aber auch Medikamentengabe oder Vorerkrankungen 

wie Hämoglobinopathien oder erytrhrozytäre Enzymdefekte können zur Hämolyse 

der Probe führen (GUDER et al., 2002). Die Nitrozellulosemembran des LIA A 

schien innerhalb dieser Studie anfälliger zu sein in Bezug auf Reaktionen mit 

hämolytischem Serum. Der Scanner deklarierte Pferdeseren als Hundeseren, da die 

Kontrollbande für canines Serum vermeintlich Farbreaktionen zeigte. Zudem 

wurden Farbsprenkel als Ag-Ak-Reaktionen der Proteinbanden ausgewertet. Auch 

im LIA B konnten Reaktionen mit hämolytischem Serum verzeichnet werden. Hier 

verfärbte sich teils der ganze Streifen etwas dunkler, das korrekte Auswerten war 

jedoch trotzdem möglich (siehe Abbildung 19). 
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Abbildung 12: Beispielbild eines gesprenkelten Streifens des LIA A 

 

 

Abbildung 13: Beispiel eines nicht-verfärbten (oben) und verfärbten (unten) 

Streifens des LIA B  
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3 Diskussion der Ergebnisse der Forschung zur 

Speziesdifferenzierung 

Ziel der weiterführenden Studien war es, eine serologische Methodik zur 

Differenzierung fünf humanpathogener Borrelienspezies in caninen und equinen 

Seren zu entwickeln. Hieraus könnten Rückschlüsse bezüglich der Pathogenität der 

einzelnen Spezies bei Hunden und Pferden gezogen werden.  

Der Bbsl-Komplex besteht aus derzeit 21 Genospezies, welche eine humane LB 

verursachen können (CUTLER et al., 2017; STANEK, 2018). Bei Hunden konnte 

bisher nur die Pathogenität von Bbss unter Laborbedingungen bewiesen werden 

(APPEL et al., 1993; STRAUBINGER et al., 1997a; STRAUBINGER et al., 

1998b; STRAUBINGER et al., 1998a), für 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; MÜLLER et al., 2002; SKOTARCZAK & 

WODECKA, 2005; GRABNER et al., 2008; KYBICOVÁ et al., 2009; 

WODECKA et al., 2009; LITTLE et al., 2010; SCHÁNILEC et al., 2010; IMAI et 

al., 2011; ALHO et al., 2016), liegt der Verdacht nahe, dass nicht nur Bbss bei 

Hunden sondern auch andere Spirochäten bei beiden Tierarten eine LB verursachen 

können. Bislang wurden Speziesdifferenzierungen für gewöhnlich 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 

schließen lässt, kann die Entnahme einer Gewebeprobe um diese Hautstelle unter 

Feldbedingungen oft nicht gewährleistet werden (STRAUBINGER et al., 1998a; 

CHANG et al., 2001). Deshalb wäre eine serologische Untersuchung auf Ak gegen 

verschiedene Borrelienspezies eine nicht-invasive und sichere Option der 

Differenzierung der Spirochäten.  

In Zusammenarbeit mit der Firma VIROTECH Diagnostics GmbH (Rüsselsheim, 

Deutschland) wurde deshalb ein LIA zur Speziesdifferenzierung entwickelt. Auf 

dessen Nitrozellulosemembran waren Proteinbanden für die Spezies B. afzelii, Bbss 

Z27, Bbss B31, B. bavariensis, B. garinii und B. spielmanii jeweils für die Proteine 

DbpA und OspC aufgesprüht, sowie eine Serumkontrolle, eine VlsE-Bande zur 
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Kontrolle einer Infektion und eine OspA-Bande, um geimpfte Tiere nachweisen zu 

können. In der Validierung reagierten die Kontrollseren der Mäuse für alle Spezies 

außer Bbss unspezifisch. Da keine mit B. garinii infizierte Maus als Kontrolltier 

vorhanden war, konnte die Spezifität dieser Proteinbande nicht verifiziert werden. 

Zudem reagierten zwei der mit Bbss infizierten Hunde aus Versuchen an der Cornell 

University nicht für diese Spezies, wodurch auch bei den Ergebnissen der Bbss-

Bande nicht für die Richtigkeit der Ergebnisse garantiert werden kann. 

Beinahe die Hälfte der Borrelien-positiven caninen Seren (45,1 %) wies Infektionen 

mit einer einzelnen Borrelienspezies auf. Die Feldseren der Hunde reagierten 

hierbei am häufigsten 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 % für eine einzelne Spezies der 

Spirochäten, wobei B. garinii am häufigsten nachgewiesen werden konnte 

(25,7 %). Bislang gibt es als Vergleich zur Speziesdifferenzierung von Borrelien in 

equinen Seren nur eine einzige Studie, in welcher überwiegend Ak gegen Ag von 

B. afzelii gebildet wurden (MÜLLER et al., 2002). Fast bei der Hälfte 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 häufigsten 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 lässt 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, lässt sich hieraus jedoch nicht 

schließen. 

Der LIA zur serologischen Differenzierung von Borrelienspezies stellt eine 

interessante und für die Praxis äußerst wertvolle neue Methodik dar. Durch die 

nichtinvasive, schnelle und leichte Unterscheidung der Spezies könnte eine große 

Anzahl Feldproben in kürzester Zeit untersucht und beurteilt werden. Mithilfe einer 

größeren Anzahl untersuchter Seren könnten Rückschlüsse bezüglich der 
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Pathogenität verschiedener Borrelienspezies gezogen und somit die Frage 

beantwortet werden, ob bei Tieren wie beim Menschen auch mehr Spirochäten des 

Bbsl-Komplexes als nur Bbss klinische Anzeichen einer LB hervorrufen. Optimal 

wäre eine kontrollierte Infektion von SPF-Hunden und -Pferden mit verschiedenen 

Borrelienspezies unter Laborbedingungen. Hier könnten entstehende klinische 

Manifestationen direkt in Korrelation mit der jeweiligen Spirochäte gebracht 

werden und somit eine sichere Aussage in Bezug auf die Pathogenität der 

jeweiligen Borrelienspezies bei Caniden und Equiden getroffen werden. Hierfür 

bedarf der LIA zur Speziesdifferenzierung weiterer Entwicklungen und 

Anpassungen, um verifizierbare Ergebnisse zu erzielen. Die einzelnen 

Proteinbanden bedürfen weiterer Verbesserung, um Kreuzreaktionen ausschließen 

zu können und eine Verfärbung am Streifen als sichere Infektion mit der jeweiligen 

Spezies zu betiteln. Leider war eine weitere Entwicklung des Tests im Rahmen 

dieser Dissertation nicht möglich, wäre aber ein schöner Ansatz für eine neue 

Doktorarbeit.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG 

Die Lyme-Borreliose ist weltweit eine der am weitesten verbreiteten durch Zecken 

übertragenen 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 durchgeführt 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 ermöglichen. Hierfür 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 hämolytischem Serum Probleme hatte. Auch scheint der cut-off des LIA 

A für equine Seren etwas zu niedrig angesetzt zu sein, da fast die Hälfte der 200 

Proben als seropositiv diagnostiziert wurden. Für 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 kritisch 

anzusehen. Mittlerweile wurden beim LIA A Änderungen in Bezug auf 

hämolytisches Probenmaterial und die Rolle des OspA vorgenommen. 

Der LIA B liefert weniger falsch-positive Ergebnisse und ist vor allem in Bezug auf 

equine Proben zuverlässiger 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 wäre eine nichtinvasive, schnelle und demnach für 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 führen, könnte dadurch bewiesen werden. 

Aufgrund der Kreuzreaktionen bei den caninen und murinen Kontrollseren, sowie 

der nicht möglichen Überprüfung 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 könnte, 

sollte der Spezies-LIA unbedingt weiterentwickelt und optimiert werden. 
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VII. 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 LIA 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 

Sekundärantikörper. 

 

 

Abbildung A 3: Inhalt des Testkits des LIA B 

Zu sehen sind zwei Verdünnungs-/Waschpuffer (weißer Deckel), Substrat (rechts daneben), Cut-

Off-Kontrolle Hund (kleines Fläschchen mit dunkelblauem Deckel) und anti-dog-IgG (kleines 

Fläschchen mit hellblauem Deckel) sowie der Auswertungsbogen. 
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Abbildung A 4: Inhalt des Testkits des LIA B für Pferdeseren 

Zu sehen sind Cut-Off-Kontrolle Pferd (kleines Fläschchen mit dunkelrotem Deckel) und anti-horse-

IgG (kleines Fläschchen mit hellrotem Deckel) sowie der Bogen zur Auswertung für equine Proben. 
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Abbildung A 5: Nutzungsrecht für Abbildungen 4 und 5 
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