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[. EINLEITUNG

I. EINLEITUNG

Die Lyme-Borreliose (LB; engl.: Lyme borreliosis, Lyme disease) ist eine in der nordlichen
Hemisphére (Asien, Nordamerika und Europa) vorkommende, bakterielle Infektionskrankheit und
Zoonose. Die systemische FErkrankung wird durch verschiedene pleomorphe Spirochéten-
Genospezies der Gattung Borrelia verursacht, die unter dem mit der LB assoziierten Borrelia-
burgdorferi-sensu-lato-Komplex (Bbsl) zusammengefasst sind (BURGDORFER et al., 1982;
MARGOS et al., 2011). Die Ubertragung der obligat parasitiiren, extrazelluliren Bakterien auf
Menschen und Hausséugetiere erfolgt hauptsichlich durch Stiche infizierter Zecken der Gattung
Ixodes, erfordert jedoch sowohl das Vorhandensein von kompetenten Vektoren (v.a. Zecken) als
auch Reservoirwirten (v. a. Wildtiere wie Kleinsduger und Vogel) in enzootischen Gebieten
(BARBOUR&HAYES, 1986; HUMAIR&GERN, 2000; RADOLF et al., 2021; WOLCOTT et al.,
2021). Seit ihrer Entdeckung im Jahre 1975 stellt die LB in der Humanmedizin die am hiufigsten
diagnostizierte, Vektor-assoziierte Infektionskrankheit (VBD, Vector-borne disease) dar (STEERE
et al.,, 1977b; KUGELER et al., 2021; DONG et al., 2022; MEAD, 2022; BURN et al., 2023;
STARK et al., 2023). In Deutschland liegt die durchschnittliche jahrliche Inzidenz der LB bei 37,2
pro 100.000 Personen und Jahr mit durchschnittlich 12.789 gemeldeten Erkrankungsféllen pro Jahr
(Uberwachungsdaten von 9 aus 16 Bundesstaaten fiir einen Zeitraum von 4 Jahren (2016-2020)).
Davon wurden 94,7% klinisch diagnostiziert und 5,3% auch labordiagnostisch bestétigt. Die
Inzidenzen variieren regional signifikant und Hohepunkte sind vor allem im Monat Juli zu
beobachten (ENKELMANN et al., 2018; SKUFCA et al, 2023). In Europa liegt die
durchschnittliche, geschétzte Inzidenz bei 128.888 gemeldeten LB-Erkrankungsfillen pro Jahr
(Zeitraum 2005-2020, 25 Lénder), jedoch ist diese Zahl kritisch zu betrachten, da die
Uberwachungsmethoden der europdischen Linder stark variieren (ENKELMANN et al., 2018;
BURN et al., 2023). Eine Zunahme von Expositions- und Infektionsrisiko sowie der Inzidenz der
LB-Erkrankung wird prognostiziert, da sich verdndernde Klima- und Umweltbedingungen sowie
anthropogene Landschaftsmodifikationen (z. B. Kulturlandschaften, Aufforstung) potenziell
forderlich auf die geographische Verbreitung, rdumliche Verteilung, Entwicklung sowie die
Abundanz von Vektoren und LB-Erregern auswirken (ESTRADA-PENA, 2008; GRAY et al.,
2009; MEDLOCK et al., 2013; KAHL et al., 2016; ALKISHE et al., 2017; DUMIC&SEVERNINI,
2018; SEMENZA et al., 2022; BEERMANN et al., 2023; DE LA FUENTE et al., 2023; GOREN
et al., 2023).

Bei der LB handelt es sich primidr um eine klinische Verdachtsdiagnose, welche durch
labordiagnostische MaBnahmen untermauert werden kann (KNUF et al.,, 2023). Die durch
bakterielle Immunogene ausgeldsten, moglichen Krankheitssymptome konnen sich vielféltig und
multisystemisch manifestieren, beim Haussdugetier verlduft eine Bbsl-Infektion jedoch oft klinisch
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inapparent oder die klinischen Anzeichen sind unspezifisch (LISSMAN et al., 1984; APPEL et al.,
1993; STRAUBINGER et al., 1998; CHANG et al., 2000; MULLER et al., 2002; BUTLER et al.,
2005). Beim Menschen ist eine Bbsl-Infektion iiblicherweise durch die Bildung eines Erythema
migrans auf der Haut (um die Einstichstelle der Zecke; Frilhmanifestation) in Kombination mit
Grippe-dhnlichen Symptomen wie Kopfschmerz, Niedergeschlagenheit, Muskelschmerz, Fieber,
sowie Gelenkschmerz und -schwellung charakterisiert. Weiters besteht die Moglichkeit, dass Bbsl
peripher der Ubertragungsstelle in weitere Organe disseminiert und Gelenke, Herz sowie das
periphere und zentrale Nervensystem kolonisiert, was sich u. a. in einer Lyme-Arthritis, Karditis
und Neuroborreliose manifestieren kann (STEERE et al.,, 1977a; STANEK&STRLE, 2018;
PUSTIJANAC et al., 2024). Eine eindeutige Diagnosestellung ist oftmals schwierig aufgrund der
Komplexitit des Erregers und damit verbundenen diagnostischen Einschrinkungen (LEEFLANG
et al., 2016; BRANDA&STEERE, 2021; STELMA et al., 2023). In der Humanmedizin werden in
der Labordiagnostik sowohl indirekte als auch direkte Nachweismethoden angewendet, in der
Veterindrmedizin greift man fast ausschlieBlich auf die indirekte Serodiagnostik zuriick — den
Nachweis von spezifischen Antikorpern gegen spezifische Antigene der Erreger des Bbsl-
Komplexes in Form eines empfohlenen Zweistufentests (DRESSLER et al., 1993; WILSKE et al.,
2007; STEERE et al., 2008). Dieser besteht aus einem aus einem hochsensitiven quantitativen
Suchtest (ELISA (engl.: Enzyme-linked immunosorbent assay) oder IFT (engl.:
Immunofluorescence test)), welchem bei Reaktivitit ein spezifischer, qualitativer Bestatigungstest
(Immunoblot) folgt (RUSSELL et al., 1984; WILSKE, 1988; JOHNSON et al., 1996; WILSKE et
al., 2000).

Die serologische Labordiagnostik ist jedoch nach wie vor nicht ausgereift und eine
Standardisierung blieb bisher aus (SHIN et al., 1993; BARTH et al., 2014; BOBE et al., 2021).
Vergleichende Untersuchungen zu Serodiagnostikverfahren in der Human- und Veterindrmedizin
zeigten, dass unterschiedliche Testsysteme oft voneinander abweichende, widerspriichliche, und
nicht der Realitdt entsprechende Testresultate liefern kdnnen — tendenziell mit falsch-positiven
Ergebnissen (SCHONERT et al., 2002; SCHONERT et al., 2008; MAY, 2009; LEEFLANG et al.,
2016). Diese Diskrepanz mindert die Aussagekraft der Serodiagnostik empfindlich und erschwert
eine zuverldssige Labordiagnose. Auch speziell die Labordiagnostik einer Bbsl-Infektion bei
Pferden birgt diese Problematik (MAGNARELLI et al., 1997; DZIERZECKA&KITA, 2002b;
JOHNSON et al., 2008; SCHVARTZ et al., 2015; DOFF et al., 2022).

Wihrend einerseits nach wie vor kontrovers diskutiert wird, ob und inwieweit die Bbsl-Infektion
bei Pferden klinisch relevant ist, wird die equine Lyme-Borreliose (eLB) andererseits tendenziell
tiberdiagnostiziert (VENNER&DEEGEN, 1996; MULLER et al., 2002; BARTOL, 2013; DIVERS,
2013; LEHMANN et al., 2017; DIVERS et al.,, 2018). Ahnlich wie beim Menschen sind

Hausséugetiere wie Hunde, Katzen und Pferde zufillige Wirte. Pferde — und deren Halter in LB-
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Endemiegebieten sind dabei aufgrund der rdumlichen Néhe zu Reservoirwirten (Vertebraten wie z.
B. Vogel und Kleinsduger) und dem Aufenthalt in Biotopen mit potenziell infizierten Zecken (z. B.
Aufenthalt im Freiland, Weidehaltung), insbesondere in Sommermonaten, einem erhohten
Infektionsrisiko mit Bbsl ausgesetzt (MATUSCHKA et al., 1992; COMSTEDT et al., 2006;
JENNETT et al., 2013; HEYLEN et al., 2014; ASGHAR et al., 2016; ROOME et al., 2022a;
ROOME et al., 2022b; JANZEN et al., 2023; LIGUORI et al., 2023; SEPTFONS et al., 2023;
JANZEN et al.,, 2024). Obwohl Haussdugetieren auch an der LB erkranken koénnen, ist die
Erkrankung und Priavalenz noch wenig erforscht. Derzeit wird davon ausgegangen, dass klinische
Anzeichen einer Bbsl-Infektion beim Haussdugetier eher selten auftreten, und wenn dann
manifestiert sich die Erkrankung {iberwiegend mild und meist erst im spédten Krankheitsstadium.
Das Krankheitsbild ist dabei oft unspezifisch und nicht einheitlich. Bei Equiden verlduft eine
Infektion meistens klinisch inapparent, jedoch existieren auch klinische Fallberichte, in welchen
man einen Zusammenhang mit der eLB aufgrund eines positiven Erregernachweises herstellen
konnte (LISSMAN et al., 1984; COHEN et al., 1988; APPEL et al., 1993; STRAUBINGER et al.,
1998; BUTLER et al., 2005; SWINEBROAD, 2018; GEHLEN et al., 2022; GEHLEN et al., 2023;
KASPARKOVA et al., 2023). Beschriebene klinische Anzeichen einer LB beim Pferd sind
vielfdltig und sollen sich als  Storung des Allgemeinbefindens, Fieber, Steitheit und
intermittierende Lahmheit, Leistungsabfall, infektiose Polyarthritis, Augenerkrankungen (Uveitis,
Konjunktivitis, Keratokonjunktivitis, Retinitis), Verhaltensauffilligkeiten, neurologische
Erkrankungserscheinungen, = Meningitis,  Encephalitis, kutanes = Pseudolymphom und
Gewichtsverlust zeigen (VAN HEERDEN&REYERS, 1984; BURGESS et al, 1986;
BURGESS&MATTISON, 1987; BURGESS, 1988; MAGNARELLI et al, 1988;
PARKER&WHITE, 1992; BROWNING et al., 1993; HAHN et al., 1996; LIEBISCH et al., 1999;
CHANG et al., 2000; BUTLER et al., 2005; JAMES et al., 2010; IMAI et al., 2011; PRIEST et al.,
2012; SEARS et al., 2012; DIVERS, 2013; PASSAMONTTI et al., 2015; JOHNSTONE et al., 2016;
SWINEBROAD, 2018; PECORARO et al., 2019; SCHERRER et al., 2020; GUARINO et al.,
2021; GEHLEN et al., 2022; PEARSON et al.,, 2024). Allerdings sind diese Fallberichte
tiberwiegend kritisch zu betrachten, denn bei einem Grofiteil der Pferde wurde die klinische LB-
Verdachtsdiagnose mit dem Nachweis der Bbsl-Seropositivitit untermauert. Erregerexposition und
Serokonversion allein sind jedoch nicht zwingend mit einer klinisch apparenten LB-Erkrankung
assoziiert. Ein Nachweis von spezifischen Antikdrpern gegen Bbsl-spezifische Antigene ist nur ein
Indiz dafiir, dass in der Vergangenheit ein Erregerkontakt stattgefunden hat — in Form einer
natiirlichen Exposition oder einer Impfung gegen eLB (HAMMERS-BERGGREN et al., 1994;
MULLER etal., 2002; SCHONERT et al., 2002; BARTH et al., 2014; GEHLEN et al., 2023). Daher
sollten generell nur klinisch auffillige Pferde — im Anschluss an eine umfassende

Differentialdiagnostik — einer Bbsl-spezifischen Labordiagnostik, zur Substitution einer primér
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klinisch gestellten Verdachtsdiagnose, unterzogen werden (MAY, 2009; LEHMANN et al., 2017).
Entsprechend ist es wichtig, fir die Bbsl-Serodiagnostik existierende Methoden weiter zu
verbessern und zu standardisieren, um aussagekréftige und reproduzierbare Laborergebnisse zu
erhalten. Gleichzeitig sollte ein positives Laborergebnis stets kritisch und nur in Zusammenhang
mit klinischen Anzeichen des equinen Patienten betrachtet werden, insbesondere in Hinblick auf
eine moglicherweise kontraproduktive antibiotische Behandlung (COSTA etal., 2015; LEHMANN
et al., 2017; ALVAREZ-NARVAEZ et al., 2020; ARNOLD et al., 2021; JIMENEZ et al., 2021;
KHUSRO et al., 2021).

Das Ziel dieser Arbeit war es, drei kommerziell verfligbare Immunoblots (Line Immunoassays,
LIA) zu evaluieren und zu vergleichen, die fiir die Detektion spezifischer Antikérper gegen Bbsl-
Antigene in equinen Serumproben erhéltlich sind und im Rahmen der Zweistufendiagnostik
Anwendung finden. Diese Arbeit beschreibt die diagnostische Qualitit von erhiltlichen
serologischen Nachweistests, erldutert Stirken und Schwéchen der Tests und zeigt Fallstricke in
der Labordiagnostik der eLB auf. Damit leistet sie einen wertvollen wissenschaftlichen Beitrag
hinsichtlich der fortlaufenden Bestrebungen, veterinérdiagnostische Labormethoden zum Nachweis
einer Bbsl-Infektion zu verbessern, zu standardisieren und zu validieren, um reproduzierbare und
verldssliche Ergebnisse hinsichtlich der Labordiagnostik und zur Untermauerung einer klinischen

Verdachtsdiagnose zu erhalten.



II. LITERATURUBERSICHT

II. LITERATURUBERSICHT

1. Die equine Lyme-Borreliose

Namensgebend fiir die LB war die Stadt Old-Lyme in Connnecticut, U.S.A., wo im Jahre 1975 eine
Haufung von akuten Arthritis-Féllen bei Kindern auftrat (STEERE et al., 1977a). Der Erreger selbst
konnte jedoch erst 1982 erstmals aus einem an LB erkrankten humanen Patienten und 1984 aus
einem Hund isoliert werden (BURGDORFER et al., 1982; LISSMAN et al., 1984). Bei Pferden
wurde die Erkrankung 1984 erstmals beschrieben; der erste serologische Nachweis von
spezifischen Antikérpern (AK) gegen Antigene (AG) von LB-Erregern wurde im Jahre 1985
erbracht (VAN HEERDEN&REYERS, 1984; MARCUS et al., 1985).

1.1.Erreger der Lyme-Borreliose

Borrelien sind spiralférmige Bakterien der Familie Borreliaceae, die der Ordnung Spirochaetales
angehort (MARGOS et al., 2018). Die medizinisch bedeutsamen Borrelienspezies werden unter der
Gattung Borrelia gefiihrt, welche nach dem franzdsischen Bakteriologen Amédée Borrel (1867-
1936) benannt wurde (BRADE&HUNFELD, 2009; MARGOS et al.,, 2020c). Diese nahezu
weltweit vorkommende Gattung wird unterteilt in die Gruppe der Riickfallfieber-Borrelien, sowie
die Gruppe der LB-Spirochiten (Borrelia-burgdorferi-sensu-lato-Komplex, Bbsl), deren
zugehorige Spezies zum Teil mit der LB assoziiert sind (RADOLF et al, 2012;
ADEOLU&GUPTA, 2014; MARGOS et al., 2017b). Die Unterteilung in Gruppen innerhalb der
Borrelia-Gattung  basiert auf divergenten klinischen, biologischen und epidemiologischen
Merkmalen der phylogenetisch dhnlichen Borrelia-Spezies. Nach neustem Kenntnisstand ist
dazwischen eine weitere, noch weitgehend unerforschte Gruppe einzuordnen, die Echidna-

Reptilien-Gruppe (TAKANO et al., 2010; TREVISAN et al., 2021).

Die Namensgebung fiir den LB-Erreger Borrelia burgdorferi (Bb) geht auf den schweiz-
amerikanischen Wissenschaftler William Burgdorfer zuriick. Diesem gelang im Jahre 1982
erstmals die Isolierung und Identifikation von LB-Erregern, der serologische Nachweis von AK
gegen den Erreger, sowie der Beweis fiir die krankmachenden Eigenschaften der LB-Spirochéten
(BURGDORFER et al., 1982; JOHNSON et al., 1984). Im Jahre 1984 konnten diese Spirochéten
auch aus einem Hund isoliert werden, der LB-typische klinische Anzeichen in Form einer
Spirochéten-assoziierten Arthritis aufwies (LISSMAN et al., 1984). In darauffolgenden Studien
konnte die Pathogenitit von Bb sowohl fiir Hunde als auch fiir Pferde und Katzen demonstriert

werden (BOSLER et al., 1988; APPEL, 1990).
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Nachdem man in den frithen 1990er feststellte, dass neben dem urspriinglichen Bb-Isolat mehrere
Borrelia-Spezies eine LB verursachen konnen, fasste man die mit der LB assoziierten
Borrelienspezies, sowie phylogenetisch Verwandte, unter dem Borrelia-burgdorferi-sensu-lato-
Komplex (Bbsl) zusammen, welcher das urspriingliche Isolat unter dem Spezies-Name Borrelia
burgdorferi sensu stricto (Bbss) einschlieBt. Es sind jedoch nicht alle Borrelienspezies des LB-
Komplexes auch als Verursacher der LB zu identifizieren, weshalb Uneinigkeit iiber die Borrelien-
Taxonomie herrscht. Laut einer Studie von Adelou und Gupta (2014) sollte die Gattung Borrelia in
zwei Gattungen aufgeteilt werden, wobei die LB-verursachenden Borrelien aufgrund gemeinsamer
phylogenetischer Merkmale der neuen Gattung Borreliella zuzuordnen sind, wihrend die
Riickfallfieber-Borrelien die emendierte Gattung Borrelia bilden. Die Richtigkeit und
Notwendigkeit dieser Einordnung wird allerdings hinsichtlich verschiedener Aspekte kritisch
diskutiert (ADEOLU&GUPTA, 2014; MARGOS et al.,, 2018; STEVENSON et al., 2019;
MARGOS et al., 2020a; MARGOS et al., 2020d).

Dem human- und veterindrmedizinisch bedeutsamen Bbsl-Komplex gehdren mittlerweile weltweit
mehr als zwanzig beschriebene Borrelienspezies an (Tabelle 1) (VAN DAM et al., 1993; MARGOS
et al.,, 2011; RADOLF et al., 2012; CUTLER et al., 2017). Davon werden derzeit die neun
Genospezies B. burgdorferi sensu stricto (Bbss), Borrelia afzelii, Borrelia garinii, Borrelia
bavariensis, Borrelia spielmanii, B. mayonii, Borrelia bissettii, Borrelia lusitaniae und Borrelia
valaisiana als klinisch relevant betrachtet (JOHNSON et al., 1984; BARANTON et al., 1992;
CANICA et al., 1993; WANG et al., 1997; DIZA et al.,, 2004; RICHTER et al., 2006; DE
CARVALHO etal., 2008; FINGERLE et al., 2008; RUDENKO et al., 2008; MARGOS et al., 2009;
MARKOWICZ et al., 2015; PRITT et al., 2016; MARGOS et al., 2017c; VIEIRA et al., 2019;
RADOLF et al., 2021; BURN et al., 2023). Die LB-Erreger unterscheiden sich in ihrer
geographischen Verbreitung, Wirtspezifitit, sowie der Fahigkeit, eine Erkrankung beim Wirt
auszuldsen (WOLCOTT et al., 2021). In Nordamerika prddominiert die primér gelenkassoziierte
Genospezies Bbss, in Europa hingegen sind hauptsédchlich die hautassoziierte Genospezies B.
afzelii, die tendenziell neurotrophe Genospezies B. garinii sowie B. bavariensis als Erreger der LB
vertreten (Abb. 1) (PIESMAN&GERN, 2008; STANEK&STRLE, 2018; BOBE et al., 2021;
MARQUES et al., 2021).

Tabelle 1: Aktuell beschriebene Genospezies des Borrelia-burgdorferi-sensu-lato-Komplexes.

Borrelia Geographi- Reservoirwirte (Human-) Referenzen
Genospezies sche Verbrei- Pathogenitiit

tung
B. burgdorferi Nordamerika, | Nagetiere, Ja (JOHNSON et al.,
sensu stricto Europa Kleinsauger, Wild, 1984; BARANTON
(Bbss) groBere Siuger etal.,, 1992)
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B. garinii (Bg) Eurasien Vogel, Kleinsduger | Ja BARANTON et al.,
1992

B. afzelii (Ba) Eurasien Nagetiere, Ja (CANICA et al.,

Kleinsduger 1993)

B. japonica Asien Nagetiere unbekannt (KAWABATA etal.,
1993)

B. andersonii Nordamerika | Kaninchen, Végel | unbekannt (MARCONI et al.,
1995)

B. tanukii Asien Nagetiere unbekannt (FUKUNAGA et al.,
1996)

B. turdi Eurasien Vogel unbekannt (FUKUNAGA et al,,
1996)

B. lusitaniae Europa, Eidechsen, Vogel potenziell (LE FLECHE et al.,

Nordamerika 1997)
B. valaisiana Euroasien Vogel potenziell (WANG et al., 1997)
B. bissettii Europa, Nagetiere potenziell (BISSETT&HILL,
Nordamerika 1987; POSTIC et al.,
1998; MARGOS et
al., 2016)

B. sinica Asien Nagetiere unbekannt (MASUZAWA etal,,
2001)

B. spielmanii Europa Nagetiere, Vogel? | Ja (RICHTER et al.,
2004; RICHTER et
al., 2006)

B. californiensis | Nordamerika | Nagetiere, Maul- unbekannt (POSTIC et al., 2007,

tierhirsche MARGOS et al.,
2016)

B. americana Nordamerika | Nagetiere, Vogel unbekannt (POSTIC et al., 2007;
RUDENKO et al.,
2009b)

B. yangtzensis Asien Nagetiere potenziell (CHU et al., 2008;
MARGOS et al.,
2015)

B. carolinensis Nordamerika | Nagetiere, Vogel unbekannt (RUDENKO et al.,
2009a, 2011a)

B. bavariensis Eurasien Nagetiere, Vogel Ja (MARGOS etal.,
2009; MARGOS et
al., 2013)

B. kurtenbachii | Nordamerika | Nagetiere potenziell (MARGOS et al.,
2010; MARGOS et
al., 2014)

B. chilensis Stidamerika Nagetiere unbekannt (IVANOVA et al.,
2014)

B. mayonii Nordamerika | Nagetiere? Ja (PRITT et al., 2016)

B. lanei Nordamerika | Lagomorphe? unbekannt (POSTIC et al., 2007;
MARGOS et al.,
2017a)

B. maritima Nordamerika unbekannt unbekannt (MARGOS et al.,
2020b)

Candidatus Unbekannt unbekannt unbekannt (NORTE et al., 2020)

B. aligera

(RUDENKO et al., 2011b; STANEK&REITER, 2011; STEINBRINK et al., 2022; LITTMAN et

al., 2023)
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Abbildung 1: Verbreitung von Bakterien des Borrelia-burgdorferi-sensu-lato-Komplexes (MARGOS et
al., 2024).

Die Genospezies B. valaisiana, die neben B. afzelii, B. garinii und B. bavariensis am haufigsten in
europdischen Zecken vorkommt, wird bisher nur selten mit der LB assoziiert (DIZA et al., 2004;
STRNAD et al., 2017; WAINDOK et al., 2017). Es konnte gezeigt werden, dass diese Genospezies
abweichende Muster in Resistenz oder Sensitivitit gegeniiber dem Komplementsystem
verschiedener Wirbeltiere aufweist. Diese Eigenschaften kdnnten der Grund dafiir sein, dass das
Immunsystem des Wirtes sensitiver auf diesen Erreger reagiert und ihn dadurch effizienter
bereinigen kann (KURTENBACH et al., 2002).

Im veterindrmedizinischen Bereich — insbesondere bei Haus- und Stalltieren — sind vor allem die
Genospezies B. afzelii, B. garinii und Bbss pravalent, aber auch B. spielmanii, B. valaisiana und
B. lusitaniae (STEFANCIKOVa et al., 2008; CLAEREBOUT et al., 2013; PANTCHEYV et al.,
2015; GEURDEN et al., 2018; SOMMERAUER et al., 2019; PROBST et al., 2024).

1.2.Klinische Manifestation der Lyme-Borreliose

Spezifische klinische Anzeichen einer durch Bbsl verursachten Infektion sind vor allem bei
Primaten zu beobachten (PACHNER et al., 1995). Die LB ist eine multisystemische Erkrankung,
wobei man beim Menschen drei klinische LB-Erkrankungsstadien unterscheidet: das frithe
lokalisierte Stadium (Stadium 1), das frithe disseminierte Stadium (Stadium II), das spéte

(chronische) Stadium der LB (Stadium III) (STANEK et al., 2012; CARDENAS-DE LA GARZA
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et al., 2019; SKAR et al., 2025). Die Auspragung der LB-Symptomatik ist teilweise abhingig vom
Genotyp des Erregers (VAN DAM et al., 1993; BALMELLI&PIFFARETTI, 1995).

Im frithen lokalisierten Stadium der LB, das Tage bis Wochen nach dem Zeckenstich andauert, sind
die Erreger zunichst lokal um die Einstichstelle der Zecke lokalisiert. Beim Menschen ist dieses
kutane LB-Stadium durch das Erythema migrans (Wanderrdte) gekennzeichnet, ein von der
Einstichstelle kreisformig ausgehender, sich zentrifugal ausbreitender Ausschlag, der ein bis zwei
Wochen post infectionem beginnt, in Erscheinung zu treten (STEERE et al., 2016). Zusétzlich
konnen Allgemeinsymptome auftreten (STRLE et al., 1999).

Bleibt die Infektion unbehandelt, breiten sich die Erreger weiter in periphere Regionen des Korpers
aus, man spricht dabei vom friilh disseminierten Stadium, das sich {iblicherweise drei bis zwolf
Wochen post infectionem manifestiert. Dieses Stadium kann u. a. von Muskelschwéche, sekundéaren
Hautauschldgen, Nackensteitheit, Fieber, und einem ausgeprigten Krankheitsgefiihl
gekennzeichnet sein. Nach mehreren Wochen bis Monaten der Erkrankung konnen weitere
Symptome wie Arthritis und neurologische Abnormalitdten (Meningitis, Enzephalitis, kraniale
Neuritis, Neuropathien, Ataxie, Myelitis) hinzukommen, in manchen Fillen auch
Herzproblematiken (atrioventrikuldre Blockaden, Myoperikarditis, Kardiomegalie) (WORMSER
et al., 2006; STEERE et al., 2016).

Im spéten Stadium, das erst viele Monate post infectionem auftritt, sind vor allem das Nervensystem
und Skelettmuskeln betroffen (z. B. Polyneuropathie, Encephalomyelitis) und es kann dabei zu
neurologischen Defiziten kommen (z. B. Ataxie, Hemiparese, Gehorverlust). Auch Gelenke
(Ellbogen, Knie) konnen aufgrund von Entziindungen (z. B. Arthritis, Bursitis) symptomatisch sein.
Die Symptome treten meist intermittierend auf, allerdings kann es auch zu chronischen
Entziindungen kommen (z. B. postinfektiose Lyme-Arthritis, Neuroborreliose, Acrodermatitis
chronica atrophicans) (STEERE et al., 1977b; MiLLEGGER&GLATZ, 2008; CARDENAS-DE
LA GARZA etal., 2019).

Obwohl auch Haussdugetiere mit Bbsl infiziert werden und an der LB erkranken konnen, ist —
anders als beim Menschen — die Pathogenese und Préivalenz noch wenig erforscht. Dies ist unter
anderem darauf zurlickzufiihren, dass klinische Anzeichen einer Bbsl-Infektion beim Haussdugetier
cher selten und oft unspezifisch auftreten, und wenn dann manifestiert sich die Erkrankung meist
erst im spiten Krankheitsstadium (LISSMAN et al, 1984; BURGESS&GENDRON-
FITZPATRICK, 1990; BURGESS, 1992; APPEL et al., 1993; MOODY et al., 1994;
STRAUBINGER et al., 1997b; STRAUBINGER et al., 1998; CHANG et al., 2000).

Auch Pferde kdnnen (wiederholt) einer Bbsl-Infektion ausgesetzt sein und serokonvertieren, jedoch
verlauft eine Bbsl-Infektion meist subklinisch, was die LB beim Pferd zu einem sehr kontrovers

diskutierten Thema macht (CHANG et al., 2000; CHANG et al., 2005; DEVILBISS et al., 2009;
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DIVERS et al., 2018). Dokumentierte klinische Anzeichen einer eL.B sind sporadisch, vielfiltig
und eher unspezifisch, weshalb bisher kein einheitliches Krankheitsbild beschrieben und auch keine
Krankheitsstadien wie beim Menschen differenziert werden konnten (VENNER&DEEGEN, 1996;
MULLER et al., 2002; DIVERS, 2013). Eine durch Erregerexposition induzierte Serokonversion
ist jedoch kein alleiniger Beweis fiir eine LB-Erkrankung beim Pferd, sondern lediglich ein Indiz
fiir einen aktuellen oder vergangenen Erregerkontakt (MAGNARELLI&ANDERSON, 1989;
CHANG et al., 2000; MULLER et al., 2002; DIVERS et al., 2018; GEHLEN et al., 2023).

Im Zusammenhang mit einem positiven Antikdrpernachweis wurden bisher unter anderem die
Neuroborreliose (Meningitis, Encephalitis, Neuritis, Radikulitis), Polyarthritis, das kutane
Pseudolymphom, die Uveitis sowie Polysynovitis, Bursitis, Steifheit, intermittierende Lahmbheit,
Leistungsabfall und generell Verhaltensauffalligkeiten als klinische Anzeichen der eLB
beschriecben (VAN  HEERDEN&REYERS, 1984; BURGESS et al, 1986;
BURGESS&MATTISON, 1987; BURGESS, 1988; MAGNARELLI et al, 1988;
PARKER&WHITE, 1992; BROWNING et al., 1993; HAHN et al., 1996; LIEBISCH et al., 1999;
CHANG et al., 2000; BUTLER et al., 2005; JAMES et al., 2010; IMAI et al., 2011; PRIEST et al.,
2012; SEARS et al., 2012; DIVERS, 2013; PASSAMONTTI et al., 2015; JOHNSTONE et al., 2016;
SWINEBROAD, 2018; PECORARO et al., 2019; SCHERRER et al., 2020; GUARINO et al.,
2021; GEHLEN et al., 2022; PEARSON et al., 2024).

1.3.Morphologie des Erregers

Borrelien haben eine flexible, schraubenférmige und langgestreckte Gestalt mit einer Lange des
Organismus von 7 - 30 um und einem Durchmesser von 0,2 - 0,5 pm (JOHNSON et al., 1984;
NEUMEISTER B. et al., 2009). Der Korper der motilen Spirochéten besteht aus einem zentralen
protoplasmatischen Zylinder, welcher von einer trilamindren Zellhiille ummantelt wird. Die
Zellhiille setzt sich aus drei Kompartimenten zusammen: einer inneren, doppelschichtigen
Zytoplasmamembran, einem zwischen den Membranen liegenden periplasmatischen Raum, und
einer &ufleren bakteriellen Lipidzellmembran, die nach auBlen hin von einer wasserloslichen
Mukosa-Schicht (engl. surface layer, S-layer) abgegrenzt wird (Abb. 2 und 3) (JOHNSON et al.,
1984; BARBOUR&HAYES, 1986). Der periplasmatische Raum zwischen der inneren und duf3eren
Membran beinhaltet eine Peptidoglykanschicht sowie flagelldre Filamente, die gebiindelt und
verdrillt einen starren periplasmatischen Endoflagellenstab bilden, welcher subterminal an beiden
Enden des Protoplasmazylinders inseriert (KELLY, 1981; KUDRYASHEYV et al., 2009). Durch
diese kontraktilen periplasmatischen Endoflagellen konnen sich Schraubenbakterien durch
Rotation um ihre Langsachse schraubenformig rotierend aktiv im Gewebe des Wirtes fortbewegen

(BARBOUR&HAYES, 1986; MOTALEB et al., 2000; CHANG et al., 2019).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Zellanatomie und des Querschnittes von Borrelia
burgdorferi  TREVISAN et al., 2021).

Abbildung 3: Elektronenmikroskopische
Darstellung von Borrelia burgdorferi in BSK-
Kulturmedium (TREVISAN et al., 2021).

11



II. LITERATURUBERSICHT

In ihrer Zellhiille weisen Borrelien anstatt Lipopolysachariden (LPS) immunreaktive Phospho- und
Glykolipide auf, was fiir Gram-negative Bakterien untypisch ist (TAKAYAMA et al., 1987; BEN-
MENACHEM et al., 2003; STUBS et al., 2009). Diese Antigenstrukturen spielen eine essenzielle
Rolle bei der Etablierung, Vermehrung und Ausbreitung des Erregers im infizierten Organismus
sowie der Entstehung der LB-Erkrankung im Wirt. Neben der Pathogenitét spielt ihre Morphologie
auch eine Rolle hinsichtlich der Resistenz gegeniiber bestimmten Antibiotika (STEERE, 2001).
Hier ist einerseits ihre besondere Zellwandstruktur von Bedeutung (z. B. Unwirksamkeit von auf
die Zellwandsynthese wirkenden Antibiotika (z. B. Beta-Laktame)) als auch ihre langgestreckte
Form und Motilitdt, wodurch Borrelien viskose Gewebe durchdringen, tief in diese eindringen und
auch schwer zugéngliche Bereiche des Korpers besiedeln konnen (z. B. Gelenke, Nerven). Dort
konnen sie geschiitzt persistieren, sich langsam vermehren und chronische Infektionen etablieren.
Auch konnen sie ihren Phénotyp in Anpassung an die Umwelt verdndern (z. B. L-Form). Diese
Schutzmechanismen koénnen die Zuginglichkeit fiir Antibiotika erschweren, Resistenzen
hervorbringen und die antibiotische Wirksamkeit mindern, insbesondere bei einer persistierenden

Infektion (SMITH et al., 2014; RUDENKO et al., 2019).

Borrelien gedeihen unter anaeroben und mikroaerophilen Bedingungen, sie sind jedoch schwer zu
kultivieren und benétigen anspruchsvolle Nahrboden. Das ist dadurch begriindet, dass im Genom
dieser obligat parasitiren Bakterien die meisten Gene fiir eigene zelluldre biosynthetische
Stoffwechselwege fehlen und sie daher zahlreiche essenzielle Komponenten aus der Umgebung
beziehungsweise dem Anzuchtmedium beziehen miissen. Im Gegenzug besitzen Borrelien eine
Vielzahl an proteincodierenden Genen. Wéhrend ihres enzootischen Zyklus zirkulieren die obligat-
parasitiren LB-Borrelien zwischen Zeckenvektor, Reservoirwirtstieren und zufilligen
Vertebratenwirten. Um sich dabei an wechselnde Bedingungen ideal anpassen zu kénnen, besitzen
LB-Borrelien die Fahigkeit, die Genexpression der dulleren Oberflichenproteine zu modulieren.
Dies ermoglicht ihnen unter anderem Wirtswechsel, Adaptionsprozesse im Sdugerwirt sowie
*Immune Escape’-Mechanismen (SCHWAN et al., 1995; SCHWAN&PIESMAN, 2000; YANG et
al., 2000; GRAY JS et al., 2002; NEUMEISTER B. et al., 2009; ASLAM et al., 2017).

Grundsitzlich umfassen die genetischen Virulenzdeterminanten von Bbsl dabei Gene, die 1) an
regulatorischen und grundlegenden Stoffwechselprozessen von Borrelien beteiligt sind, die ein
generelles Uberleben im Wirtsorganismus gewihrleisten (die den Wirtsorganismus aber nicht
unbedingt direkt oder aktiv einbeziehen), die 2) fiir Funktionen enkodieren, die Bbsl zur
Wirtsinvasion und Dissemination befdhigen, und die 3) eine LB-Erkrankung beim Wirt auslésen

(STEWART et al., 2005; COBURN et al., 2021).

Die den Infektionsprozess beeinflussenden Gene von Bbsl sind sowohl auf einem linearen
Chromosom (950 Kilobasen) als auch auf mindestens 21 extrachromosomalen DNA-Elementen

bzw. Plasmiden (9 lineare und 12 zirkuldre Plasmide mit insgesamt 620 Kilobasen) lokalisiert. Das

12
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segmentierte Genom von Bbsl ist einzigartig, denn es beinhaltet das derzeit grofite bekannte
Plasmid-Komplement der Bakterienwelt. Die Anzahl und Sequenz der Plasmide sind innerhalb der
Spezies und Stdmme heterogen, sowohl auf Nukleotid- als auch Aminoséureebene, wodurch eine
hohe Bandbreite an moglichen exprimierten Proteinen entsteht (WILSKE et al., 1992; JAURIS-
HEIPKE et al., 1993; ROBERTS et al, 1998; CASJENS et al, 2000;
DERDaKOVa&LENCaKOVa, 2005; STRNAD&REGO, 2020). Die genetische und
immunologische Diversitit innerhalb des Bbsl-Komplexes stellt eine grole Herausforderung in der

LB-Diagnostik sowie in der Entwicklung von Impfstoffen dar (BARBOUR, 1990).

1.3.1. Oberfliichenantigene von Borrelia burgdorferi sensu lato

Die exprimierten, immunogenen Oberflachenlipoproteine befdhigen den Erreger zur Adhésion (z.
B. an Thrombozyten, Lymphozyten, Fibroblasten, Epi- und Endothelien), Invasion, Persistenz (z.
B. in Gelenken, ZNS, Augen) und Immunevasion, und dienen damit der Etablierung, Vermehrung
und Dissemination des Erregers im infizierten Organismus. Die Genexpression und das
Antigenrepertoire kann je nach Entwicklungs- und Infektionszyklus, Wirt und Umweltbedingungen
adaptiert werden (SCHWAN et al., 1995; CARROLL et al., 1999; PAL&FIKRIG, 2003). Das heil}t,
die ,,/ipid raft“-dhnliche Mikrodoménen bildenden Glykolipide in der dufleren Bakterien-Membran
koénnen sich in Reaktion auf externe Stimuli — wie Umgebungstemperatur, pH, Zelldichte und
Saugetierwirt-spezifische Signale — in ihrer Anordnung und Grofe signifikant verdndern
(SCHWAN et al., 1995; STEVENSON et al., 1995; INDEST et al., 1997; LIANG et al., 2002;
REVEL et al., 2002; HYDE et al., 2007). Dabei korrespondieren diverse Gene miteinander (z. B.
jene, die durch Temperatur oder Sdugetierwirt-spezifische Signale reguliert werden), und es erfolgt
eine entsprechend spezifische Hoch- oder Herunterregulierung der Expression einzelner Gene bzw.

der enkodierten Proteine (BROOKS et al., 2003; OJAIMI et al., 2003; TOKARZ et al., 2004).

Die immunogenen Oberflichenproteine der Borrelien konnen mittels SDS-Page anhand ihres
Molekulargewichtes aufgetrennt und durch einen GroBenmarker bestimmt werden. Die
Bezeichnung der Oberfldchen-AG beziehungsweise -proteine (p) erfolgt entsprechend nach ihrem
Molekulargewicht in Kilodalton (z. B. p41). Dariiber hinaus kdnnen sie aufgrund ihrer Lokalisation
oder Funktion Eigennamen haben (z. B. Flagellin fiir pA1, BmpA (engl. Borrelia membrane binding
protein) fiir p39) (WILSKE et al., 1992; ZuCKERT et al., 1999).

Bbsl exprimiert im Zeckenvektor Oberflachenlipoproteine, die den Spirochéten eine Besiedlung des
Zeckenvektors (im Mitteldarm) sowie Schutz vor Eliminierungsmechanismen des Vektors
gewihrleisten. Dazu zdhlen unter anderem das duflere Oberflichenprotein (engl. Outer surface
protein) A (OspA), OspB und OspC (Tabelle 2) (PAL et al., 2000; PAL&FIKRIG, 2003; FIKRIG
et al., 2004; TILLY et al., 2016). Bahnt sich ein Wechsel von Zeckenvektor auf einen Sadugerwirt
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an, wird ebenso OspA, verstirkt OspC sowie OspD und Flagellin exprimiert, wodurch Bbsl befahigt
wird, zum Ubertragungsort, den Speicheldriisen der Zecke, zu migrieren, moglichst ohne
Eliminierung auf den Wirt libertragen zu werden und sich im Wirtsgewebe auszubreiten
(Oberflachenlipoproteine der frithen Infektionsphase) (FUCHS et al., 1994; DE SILVA et al., 1999;
GILMORE&PIESMAN, 2000; SCHWAN&PIESMAN, 2000, 2002; RAMAMOORTHI et al.,
2005; DE SILVA et al., 2009; DUNHAM-EMS et al., 2009; ONDER et al., 2012; COOK, 2015;
TRACY&BAUMGARTH, 2017; STANEK&STRLE, 2018; CAIMANO et al., 2019)). Zu einem
spateren Zeitpunkt werden AG exprimiert, die insbesondere der Besiedlung des Saugerwirtes, der
Interaktion mit dem Immunsystem des Wirtes, der Immunmodulation und -evasion sowie der
Persistenz im Wirt dienen (u. a. Oberflédchenlipoproteine der spéten Infektionsphase). Dazu zdhlen
unter anderem DbpA (engl. Decorine binding protein A), BmpA, VISE (engl. Variable major
protein like sequence Expressed) mit C (engl. 6™ invariant region of VISE), sowie CspA alias
CRASP (engl. Cold shock protein Al Complement regulator-acquiring surface protein), pS8 und
p66 (RGSSLER et al., 1995; ZHANG et al., 1997a; GUO et al., 1998; COBURN&CUGINI, 2003;
BEHERA et al., 2008; BLEVINS et al., 2008; MARANGONI et al., 2008; YANG et al., 2008;
VERMA et al., 2009; SALO et al., 2011; KENEDY et al., 2012; HALLSTROM et al., 2013;
NORRIS, 2014; ZHANG et al., 2020; CURTIS et al., 2022).

Insbesondere die Oberflachen-AG DbpA, OspC, OspA, VIsE, BmpA, aber auch Flagellin, p5S8 und
p83 finden Anwendung in Serotests zum Nachweis von spezifischen AK gegen Bbsl-AG im Serum
des Patienten (HAUSER et al., 1998b; GOETTNER et al., 2005). Im Idealfall ermoglicht ein
entsprechender Nachweis es, eine Aussage hinsichtlich einem stattgefundenen Erregerkontakt bzw.

einer Bbsl-Infektion, sowie dem Infektionsstadium (friith oder spit), zu treffen.
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Tabelle 2: Zusammenfassung wichtiger Oberflichen-AG von Bbsl, die in der Diagnostik der equinen
Lyme-Borreliose Anwendung finden. Die AG sind nach ihrem Molekulargewicht aufsteigend geordnet.

Bezeich-
Alterna-
nung . Infek- .
Lipopro- tive . Ort der . tions- Serodlagnos- Literatur-
. Bezeich- Expres- | Funktion tische Aus-

tein/ . sta- quellen

Oberfli- nung sion dium | S28¢

chen-AG

(GUO et
al., 1998;
Bindung an CARROLL
Bindege- aktive/ persis- | et al., 1999;
o wpbe, Kolo- i ‘?ere;n};ie Infek- | yAURIS-
duger- | nisierun il ion/ Erreger-

DbpA Ospl7, p18 Wigrt und Persgis- spat kontakt ingder HEIPKE et
tenz in Ge- Vergangen- al., 1999;
weben des heit/ Impfung | REVEL et
Wirtes al., 2002;

SALO et
al., 2011)
6" invari- i invariabler , aktive/ persis- (KIEU;I)(OA9 .
Ces-Peptid | ant region Sauger- Bestandteil frith/ tierende Infek- ctal, ’
of VISE wirt von VIsE spat tion WAGNER
et al., 2013)
(SCHWAN
Migration zu et al., 1995;
Speicheldrii- SCHWAN
sen des Vek- &PIESMA
Zecken. | foFS: Ubertra- ) N 2000;
vekior/ | Ung auf frithes Ipfekﬂ- GRIMM et
OspC p23-25 N Wirt, Etab- frith onsstadium/ al., 2004;
SAULEr- | Jierung d Impfi PAL et al
wirt ierung der mpfung etal.,
Infektion, 2004b;
Hemmung TILLY et
Komple- al., 2016;
mentsystem CAINE et
al., 2017)
(KRAICZY
Inhibition et al., 2004;
Siuger- Ic?osnzizs- aktive/ persis- | KENEDY
CspA CRASP ; | spéat? tierende Infek- | et al., 2009;
wirt mentsystem; tion
Invasion und HALLSTR
Persistenz OM etal.,
2013)

15



II. LITERATURUBERSICHT

Adhésion im

Mitteldarm (NORRIS
Zecken- | des Zecken- etal., 1992;
vektor/ | vektors, tem- . frithes Infekti- | OJAIMI et
OspD N .| friih .
Sduger- | peratursensi- onsstadium al., 2003;
wirt tiv, (Bindung LI et al.
an Wirts- ’
zelle) 2007)
(FINGERL
E et al.,
1995;
Adhision im SCHWAN
Mitteldarm et al., 1995;
Zecken- | des Zecken- . PAL etal.,
OspA p30 vektor | vektors, Ko- frith Impfung 2000;
lonisierung, SCHWAN
Persistenz &PIESMA
N, 2000;
TILLY et
al., 2016)
Adhésion im (FIKRIG et
. al., 2004;
Mitteldarm
BECKER
Zecken- | des Zecken- . .
OspB vektor | vektors. Ko- friith et al., 2005;
lonisielim TILLY et
ICTung, al., 2016)
Persistenz
(ZHANG et
Immunmo- aktive/ Dersis- al., 1997a;
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p, Protein; AG, Antigen; DbpA, engl. Decorine binding protein A; Osp, engl. Outer surface protein;
CspA, engl. cold shock protein A; VISE, engl. variable major protein like sequence Expressed,
BmpA, engl. Borrelia membrane binding protein. Fett markierte Proteine sind von diagnostischer
Relevanz und finden Anwendung in der Serodiagnostik.

1.4.Atiologie & Ubertragung der Lyme-Borreliose-Erreger

Um tiberlebensféhig zu sein, sind Borrelien als obligat-parasitire Bakterien auf Wirtsmechanismen
angewiesen. Bbsl existiert innerhalb eines komplexen enzootischen Zyklus, wobei der Erreger
zwischen Vektor und Wirtstieren zirkuliert (TILLY et al., 2008). Ihre Biologie ist entsprechend
stark an jene ihrer Vektoren und Wirte angepasst (KURTENBACH et al., 2002; MARGOS et al.,
2022). Die horizontale Ubertragung der organotrophen Erreger auf Wirbeltierwirte (v.a. Wildtiere
wie Kleinsduger, Vogel, Hasen, Fiichse, Schalenwild, aber auch grofere Vertebraten wie Menschen
oder Haussdugetiere) erfolgt himatogen iiber Zeckenvektoren (LISSMAN et al., 1984; BURGESS,
1988; COHEN et al., 1988; APPEL, 1990; MAGNARELLI et al., 1990; HUMAIR&GERN, 2000;
COMSTEDT et al.,, 2006; STANEK&STRLE, 2018). Vertebratenwirte konnen dabei eine
Doppelrolle einnehmen: sie konnen sowohl als Wirt fiir parasitére Zecken als auch als Wirt fiir
Spirochéten dienen. Hier gilt es, zwischen fiir Bbsl kompetenten Reservoirwirten (iiblicherweise
Kleinsduger und Vogel) und Nicht-Reservoirwirten beziehungsweise zufélligen Wirten (z. B.
Menschen und Hausséugetiere) zu unterscheiden. Erstere konnen durch die Blutmahlzeit des
Vektors mit Borrelien infiziert werden, sie tragen signifikant zur Zirkulation der Spirochéten in der
Natur bei und die Spirochéten sind auf deren Prdsenz angewiesen. Nicht-Reservoirwirte und
zufillige Wirte hingegen sind kein essenzieller Bestandteil des enzootischen Zyklus, das heif3t, eine

Bbsl-Ubertragung kann zwar stattfinden, aber in der Regel findet keine Weiterverbreitung des
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Erregers durch diesen Wirt statt (z. B. fiir Bbsl inkompetente Wirte wie das Rotwild; engl. dead-
end hosts) (ASHFORD, 2003; RADOLF et al., 2012).

1.4.1. Zecken & Reservoirwirte

Der Vektor von Bbsl sind hdamatophage Schildzecken der Gattung Ixodes. Mit Borrelien infizierte
Zecken sind meist nur mit einer Bbsl-Spezies infiziert, eine Koinfektion mit verschiedenen Erregern
des Bbsl-Komplexes ist jedoch nicht ausgeschlossen (PIESMAN&GERN, 2008; WAINDOK et al.,
2017; CHEN et al., 2022). In Europa ist die Spezies Ixodes ricinus (Gemeiner Holzbock) aufgrund
ihrer ausgedehnten geographischen Verbreitung der Hauptvektor fiir LB-Erreger (RADOLF et al.,
2012; STANEK&STRLE, 2018). Die obligaten Dreiwirts-Zecken durchlaufen einen mehrjahrigen
Entwicklungszyklus, dessen Lénge jedoch unter dem Einfluss von Klima und Nahrungsangebot
steht (MANNELLI et al.,, 2012; SONENSHINE&ROE, 2014; ALKISHE et al, 2017;
DUMIC&SEVERNINI, 2018; GETHMANN et al.,, 2020). Ixodes-Zecken haben ihre
Hauptaktivitdtsphasen im Friithjahr und im Herbst, bei kalten Temperaturen im Winter verbringen
sie eine Ruhephase (GRAY, 1991). Ihr {iiblicherweise zwei bis drei Jahre andauernder
Entwicklungszyklus beinhaltet drei Entwicklungsstadien: das Larven-, Nymphen- und
Adultstadium. Um sich weiterentwickeln zu konnen, nehmen sie tiblicherweise drei Blutmahlzeiten
zu sich (eine Blutmahlzeit pro Stadium) und parasitieren dabei eine Vielzahl an verschiedenen
Vertebratenwirten (Abb. 4). Eine spezifische Wirtsassoziation von Borrelien wird hierbei diskutiert
(z. B. Nagetiere und B. afzelii bzw. Bbss, Vogel und B. garinii bzw. B. valaisiana), wobei eine lose
Wirtsassoziation im enzootischen Zyklus wohl hiufiger vorzukommen scheint (KURTENBACH
et al., 2002; GERN, 2008; WOLCOTT et al., 2021; STRNAD et al., 2023).

Zunéchst schliipfen die noch nicht infizierten Zeckenlarven aus Eiern, die ein adultes Weibchen im
natiirlichen Habitat abgelegt hat. Dann parasitieren die sechsbeinigen Larven ihren ersten Wirt
(meist kompetente Reservoirwirte wie Kleinsduger und Vogel). Sobald eine Larve vollgesogen vom
Wirt abfillt, findet in geschiitzter Umgebung die Hautung und Entwicklung zur achtbeinigen
Nymphe statt (Abb. 5) (RADOLF et al., 2012; RIZZOLI et al., 2014). Dabei kann eine initiale
Infektion der Zecke mit Borrelien stattfinden, wenn der Wirt infiziert ist. Fiir die darauffolgende
Blutmahlzeit werden iiblicherweise groflere Wirtstiere aufgesucht (Hasen, Wildkarnivoren; aber
auch Menschen oder Hauss#ugetiere). Die Ubertragung von Borrelien auf Wirtsvertebraten findet
tiberwiegend wahrend des Nymphenstadiums statt. Im Anschluss erfolgt die Weiterentwicklung der
Nymphen zu weiblichen oder ménnlichen Adulten, diese parasitieren wihrend einer zur Paarung
benotigten dritten Blutmahlzeit vor allem Groftiere wie Schalenwild, aber auch Menschen und
Haussduger (RAGAGLI et al., 2011; SONENSHINE&ROE, 2014; STANEK&STRLE, 2018;
STEINBRINK et al., 2022). Allerdings stellt Rotwild kein kompetentes Reservoir fiir Borrelien dar
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(TELFORD et al., 1988; JAENSON&TALLEKLINT, 1992). Im Anschluss an die Paarung der

Imagines legt das Zeckenweibchen tausende Eier auf dem Laubboden ab und verstirbt.
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Abbildung 4: Enzootischer Lebenszyklus, der dafiir verantwortlich ist, dass Borrelia burgdorferi sensu
lato in der Zecken- und Reservoirwirtspopulation verbleibt.

Der Vektor Ixodes ricinus durchlauft einen dreiphasigen Lebenszyklus (Larve, Nymphe, Imago) und nimmt
jeweils eine Blutmahlzeit pro Stadium zu sich. Zunéchst schliipft eine nicht infizierte Larve aus einem Ei. Die
Larve parasitiert dann ihren ersten Wirtsvertebraten und entwickelt sich zur Nymphe. Dieser erste Wirt kann
Trager von Bbsl sein und die Nymphe internalisiert somit den Erreger. Bei einer zweiten Blutmahlzeit, wobei
die infizierte Nymphe in das adulte Zeckenstadium iibergeht, findet eine Ubertragung der Borrelien auf einen
weiteren Wirtsvertebraten statt. Diese konnen emeut als Infektionsquelle fiir naive Zeckenlarven fungieren. Zur
Paarung der weiblichen und méannlichen Imagines wird eine dritte Blutmahlzeit konsumiert, danach legt das
Zeckenweibchen tausende befruchtete, nicht-infizierte Eier ab, wodurch der Zyklus von vorne beginnt. Auf
diese Weise zirkulieren die Spirochéten zwischen Vektor und Wirtstieren. Am hiufigsten findet eine Ubertra-
gung von Borrelien durch Nymphen statt. Fiir adulte Zecken sind Hirsche beliebte Wirte, jedoch stellen sie
keine kompetenten Reservoire fiir die Spirochdten dar (STRNAD et al., 2023).
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Abbildung 5: Entwicklungsstadien von Ixodes ricinus.
A: Larvenstadium (3 Beinpaare), B: Nymphenstadium (4 Beinpaare), C: Weibliches Imago, D: Ménnliches
Imago (STRNAD et al., 2023).

Die Privalenz von Bbsl in Zecken ist geographisch und saisonal variabel. In endemischen Gebieten
variiert sie zwischen 10% und 50%, mancherorts kann sie sogar hoher sein (z. B. in Gebieten mit
hoher Zeckenpopulation, hoher Dichte an Reservoirwirten und giinstigen Bedingungen).
Insbesondere im Friihling und Herbst ist die Priavalenz am hochsten (MEDLOCK et al., 2013;
STRNAD et al., 2017, ESTRADA-PENA et al., 2018). Giinstigere Klimabedingungen (z. B.
erhohte Temperaturen und eine Luftfeuchte > 85%) fordern beispielsweise kiirzere Abstinde
zwischen effektiven Buchenmastdurchgéngen, dadurch gibt es groere Nagetierpopulationen und
somit mehr Wirte fir Zecken (IMHOLT et al., 2015). Zudem beeinflussen sie die Aktivitit,
Entwicklungsdauer, Diapause, Uberwinterung und Uberlebensrate von Zecken positiv
(ZAHLER&GOTHE, 1995b, 1995a; PERRET et al., 2004; ANDERSON&MAGNARELLI, 2008).
Eine mittelhohe Vegetation wie man sie in Laub- oder Mischwéldern, auf offenen Grasfldchen und
Heidelandschaften sowie in urban und suburban gestalteten Fliachen vorfindet, wirkt sich ebenso
forderlich auf die Zecken- und somit auf die Bbsl-Privalenz aus (MEDLOCK et al., 2013; KRoL
et al., 2022; HANSFORD et al., 2023). Zu feuchte Witterungen hingegen reduzieren die Zeit der
aktiven Suchphase und somit die Wirtfindungswahrscheinlichkeit (PERRET et al., 2000;
ANDERSON&MAGNARELLI, 2008).

1.4.2. Wirtsfindung

Wihrend ihres Entwicklungszyklus bendtigen Zecken mehrere Blutmahlzeiten, um sich
weiterentwickeln und reproduzieren zu konnen (RANDOLPH, 2004). Das Ausbleiben der
Wirtfindung bedeutet fiir die obligaten Parasiten, dass sich ihr Lebenszyklus verlangert oder sie gar
sterben (ANDERSON&MAGNARELLI, 2008). Bei geeigneter Witterung lauern Zecken wéhrend

ihrer aktiven Suchphase geeigneten Wirten in der Vegetation auf. Sie konnen sich dabei horizontal
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und vertikal entlang der Vegetation fortbewegen (MILNE, 1950). Beim sogenannten Questing,
einem Suchverhalten, wobeil sie auf Griser, Biische oder andere Pflanzen klettern und ihre
Vorderbeine ausstrecken, konnen sie potenzielle Wirte anhand von chemosensorischen Signalen
(chemische Botenstoffe, Vibration, Wiarme, Verianderung von Licht- und Schattenverhiltnis)
ausfindig machen (SONENSHINE&ROE, 2014). Das spezialisierte Haller-Organ (olfaktorisches
Sinnesorgan) am vordersten Beinpaar der Zecke spielt dabei eine wichtige Rolle (CARR et al.,
2017). Sie konnen damit Umweltreize bzw. Botenstoffe registrieren (z. B. Kohlenstoffdioxid,
Ammoniak, Aceton), die der Wirt durch die Atmung, das Haarkleid sowie die Schweil3- und
Urinsekretion absondert (GARCIA, 1962; CARROLL, 1999; SONENSHINE, 2004). Sobald ein
Wirt vorbeistreift, bleiben sie an dessen Haut oder Fell hdngen und suchen sich dann eine geeignete
Stelle (gut durchblutete, diinne Hautareale), wo sie sich mit ihren Mundwerkzeugen festsetzen,

bevor sie mit ihrem Blutsaugeakt beginnen (HADDAD et al., 2018).

Schildzecken der Gattung Ixodes parasitieren ihre Wirte mehrere Tage lang und konnen dabei das
Hundertfache ihres Korpergewichts an Blut aufnehmen. Die Blutaufnahme variiert mit dem
Entwicklungsstadium und dem Geschlecht (ESTRADA-PEGA&DE LA FUENTE, 2014; GULIA-
NUSS et al., 2016). Dabei kann eine potenzielle Ubertragung von Borrelien stattfinden. Es konnte
gezeigt werden, dass mit der Dauer der Blutmahlzeit (> 2 Tage) die Wahrscheinlichkeit fiir die

Ubertragung von Borrelien steigt (HOJGAARD et al., 2008).

1.4.3. Stechakt und Ubertragung von Bbsl auf den Siugerwirt

Wihrend der Blutmahlzeit schneidet die Zecke mit ihren paarig angelegten Mundwerkzeugen
(BeiBklauen, Cheliceren) in die Epidermis des Wirtes, penetriert die Hautschichten mit ihrem mit
Widerhaken versehenen Hypostom (zungenartiger Fortsatz des Mundapparates) und verankert
dieses fest im Stichkanal. Im Anschluss sekretiert die Zecke ihren Speichel iiber die paarigen
Speicheldriisen in den Stichkanal und beginnt, Blut zu saugen (RICHTER et al., 2013; VANCOVa
et al., 2020). Der Speichel verhindert dabei unter anderem eine Blutgerinnung des Wirtsblutes,
ermdglicht den Verdau von Wirtsgewebe sowie die Ubertragung von Pathogenen (KEMP et al.,
1982).

Die Spirochiten dringen in die Zecke (Larven-/ Nymphenstadium) wéhrend der Blutmahlzeit an
einem infizierten Wirtstier ein und besiedeln anschlieBend den Mitteldarm der Zecke. Die Borrelien
haben dabei die Herausforderung zu bewiltigen, dass im Blut des Reservoirwirtes ein anderes
Milieu herrscht als im Mitteldarm des Zeckenvektors (BALASHOV, 1967, NARASIMHAN et al.,
2017). Borrelien adaptieren sich an diese Milieudnderung, indem sie die Genexpression ihrer
duBeren Oberflachenproteine anpassen (SCHWAN et al., 1995; SCHWAN&PIESMAN, 2000;
YANG et al., 2000; PAL&FIKRIG, 2003). Zudem schiitzen sie sich auf diese Weise davor, durch
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das Immunsystem der Zecke erkannt und eliminiert zu werden (GULIA-NUSS et al., 2016;
SONENSHINE&MACALUSO, 2017). Die Expression des Oberfldchenlipoproteins A (OspA,
engl. Outer surface protein A) zum Zeitpunkt der Aufnahme in den Mitteldarm der niichternen
Zecke ermoglicht Bbsl eine Adhésion an die luminale Oberflédche von Mitteldarmepithelzellen und
ein Verweilen bis zur néchsten Blutmahlzeit (PAL et al, 2000; PAL&FIKRIG, 2003;
KUROKAWA et al., 2020). Bbsl exprimiert OspA primér wéhrend der Kolonisierung des
Zeckenvektors (SCHWAN et al., 1995; DE SILVA et al., 1996; SCHWAN&PIESMAN, 2000;
STROTHER et al., 2007; WOODMAN et al., 2008). Neben OspA erleichtert Bbsl die Expression
von OspB die Adhésion und Kolonisation des Mitteldarms (PAL et al., 2000; HU et al., 2001;
YANG etal., 2004; TILLY etal., 2016). Neben OspA tragt das Oberflichenlipoprotein OspC durch
die Bindung an Plasminogen dazu bei, dass die Borrelien vor Abwehrmolekiilen geschiitzt sind, die
wahrend einer weiteren Blutmahlzeit der Zecke im Mitteldarm eintreffen (FUCHS et al., 1994;
ONDER et al., 2012). Die dabei im Mitteldarm ankommenden Blutbestandteile, und die damit
einhergehenden Verdnderungen in Temperatur, pH-Wert und Kohlenstoffdioxidgehalt im
Mitteldarm der Zecke, veranlassen die dort lokalisierten Borrelien dazu, ihre Genexpression
anzupassen; sie 16sen sich vom Darmepithel, vermehren sich und migrieren mithilfe einer erhohten
Expression des Oberflichenproteins OspC in die Speicheldriisen der Zecke (STEVENSON et al.,
1995; CARROLL et al., 1999; DE SILVA et al., 1999; GILMORE&PIESMAN, 2000; HYDE et
al., 2007, CAIMANO et al., 2019; KUROKAWA et al., 2020). Dabei penetrieren sie die
peritrophische Membran des Mitteldarms und disseminieren in das Hdmozo6l der Zecke, um
anschliefend {iber die Himolymphe in die Speicheldriisen der Zecke zu gelangen (Abb. 6). Dort
bedienen sich Borrelien zahlreicher Escape- und Schutzmechanismen, um Speicheldriisenproteinen
zu entgehen (VANCOVA et al., 2020). Die Autoren Pal et al. (2004) konnten am murinen LB-
Modell mit OspC-Knockout-Bb zeigen, dass OspC essenziell fiir eine Ubertragung von Borrelien
aus dem Vektor auf einen Wirt zu sein scheint (PAL et al., 2004b). Desweiteren konnte gezeigt
werden, dass OspC das Komplementsystem des Wirtes in der frithen Infektionsphase hemmt, was
den Erregern ein Uberleben im Wirt ermoglicht (CAINE et al., 2017).

Schlussendlich werden die in die Zeckenspeicheldriisen eingewanderten Borrelien im Verlauf der
Blutmahlzeit auf das ndchste Wirtstier iibertragen. Durch die Penetration der Haut und des
Blutgefdes durch die Zecke wihrend ihrer Blutmahlzeit konnen die Erreger ihre erste Hiirde
tiberwinden und in den Wirt gelangen, um sich anschlieBend lokal iiber die Blutgefdfe in der Haut
und spéter in Geweben im gesamten Organismus auszubreiten (DUNHAM-EMS et al., 2009;
STANEK&STRLE, 2018). Die Ubertragung der Spirochiten erfolgt meist erst 24 bis 48 Stunden
nach Beginn des Blutsaugeaktes, kiirzere Ubertragungsperioden (< 16 Stunden) werden jedoch

diskutiert, ebenso wie Einflussfaktoren wie Borrelien- und Zecken-Genospezies (COOK, 2015). Je
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langer die Blutmahlzeit andauert, desto wahrscheinlicher ist eine Transmission der Erreger (EISEN,

2018).
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Abbildung 6: Molekulare Interaktionen wihrend der Ubertragung von im Mitteldarm der infizierten
Zecke persistierenden Borrelien auf einen Wirt als auch der initialen Aufnahme von Spirochéiten in den
Zeckenvektor.

(a) Wihrend der Blutmahlzeit der infizierten Zecke werden im Mitteldarm persistierende Borrelien durch das
ankommende Blut dazu veranlasst, sich vom Darmepithel zu 16sen, zu vermehren und die Expression von OspC
hochzuregulieren. OspC schiitzt B. burgdorferi vor bakteriziden Bestandteilen des ankommenden Blutes und
ermoglicht eine Migration zu den Speicheldriisen der Zecke. Anschlielend (1) verlassen sie den Darm durch
Penetration der Darmschranke in das Himocoel. (2) Uber die Himolymphe migrieren sie zu den Speicheldrii-
sen der Zecke. Dort erfolgt (3) eine Ubertragung der Borrelien auf den Saugerwirt (engl. Transmission to host)
sowie (4) eine emeute Aufhahme von Borrelien aus dem infizierten Wirt, welche die Zecke bis zur nichsten
Blutmahlzeit wieder besiedeln (engl. Acquisition & persistence). (b) Die im Mitteldarm ankommenden Borre-
lien exprimieren Lipoproteine wie OspA und OspB, die den Spirochéten eine Adhésion an das Darmepithel
ermoglichen, sie schiitzen und die Persistenz im Mitteldarm der Zecke mdglich machen (durch Bindung von
OspA an TROSPA (engl. tick receptor for OspA)) (STRNAD et al., 2023).

1.5.Pathogenese der Bbsl-Infektion

Borrelien kénnen in der freien Umwelt nicht selbststindig liberleben, sie sind auf Wirte angewiesen
(ESTRADA-PERA et al., 2016). Um zu iiberleben und sich nicht nur im Zeckenvektor, sondern
auch in unterschiedlichen Sdugetierwirten ausbreiten, etablieren und persistieren zu kénnen, haben
sie verschiedenste Virulenzmechanismen entwickelt (KENEDY et al., 2012; RADOLF et al.,
2012). Bbsl besitzt zwar keine bei anderen Bakterien oder Mikroben iiblichen Virulenzfaktoren (z.

B. spezialisierte Sekretionssysteme, Toxine (z. B. Lipopolysaccharide, LPS), extrazelluldre
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Proteasen (auBBer der temperatursensitiven Serin-Protease HtrA, die an der Etablierung der Infektion
im Sduger beteiligt ist)), dafiir bedient sich der Erreger gezielt anderen Mechanismen, die sein
Uberleben im Enzootischen Zyklus sichern (FRASER et al., 1997; COLEMAN et al., 2013; YE et
al., 2016). Dazu zdhlen, neben einer strukturell auffilligen &uBeren Membran, dynamischer
Genregulation und Antigenvariation, auch das Ausnutzen von wirtseigenen Proteinen zur
Vermittlung der Interaktion mit Zielgeweben, die Komplementevasion durch Manipulation der
Wirtsimmunantwort, sowie die Besiedelung von immunprivilegierten Nischen (RADOLF et al.,
2012; TRACY&BAUMGARTH, 2017; COBURN et al., 2021). Dariiber hinaus nutzen die Erreger
potenziell weitere Virulenzmechanismen wie den Pleomorphismus, die Intrazellularitit in
wirtseigenen Makrophagen und die mechanische Transformation von Wirtszellen (MERILAINEN
et al., 2015; KARVONEN et al., 2021; KLOSE et al., 2021; YUSTE et al., 2022). Obwohl es
mittlerweile ein umfangreiches Wissen zu den LB-Erregern gibt, konnten bis heute nicht alle

Pathogenititsmechanismen von Bbsl vollstindig ergriindet werden (STRNAD et al., 2023).

1.6.Immunantwort des Wirtes nach einer Bbsl-Infektion

Wihrend der Ubertragung iiber den Zeckenspeichel machen sich die Borrelien zuniichst die
Wirkung der Speichelbestandteile zu Nutze (antikoagulativ, antiinflammatorisch,
immunmodulierend, Bindung von OspC an Salp15). Dabei wird das Komplementsystem des Wirtes
inhibiert. Somit konnen die Borrelien wéhrend der Transmission und einer lokalen himatogenen
Infektion um die FEintrittspforte in der Haut (friihes lokales Infektionsstadium) den
Immunmechanismen des Wirtes und der damit einhergehenden AK-induzierten Eliminierung
entkommen (RAMAMOORTHI et al., 2005; STANEK&STRLE, 2018; KUROKAWA et al.,
2020). Sobald die Erreger mithilfe ihrer Membran-assoziierten Oberflachenlipoproteine entlang
von Kollagenfasern der Haut lokal disseminieren (innerhalb von 48 Stunden post infectionem) wird
durch das Immunsystem des Wirtes eine angeborene und eine adaptive Immunantwort ausgelost
(STEERE et al., 2004). In einer ersten unspezifischen Immunreaktion des angeborenen
Immunsystems wandern Makrophagen und neutrophile Granulozyten in das infizierte Gewebe ein.
Diese erkennen die Oberflache der Borrelien als Pathogen-assoziiert, sodass eine AK-vermittelte
Immunreaktion eingeleitet wird, die einer Eliminierung der Erreger dient (STRAUBINGER et al.,
1997a; STEERE et al., 2004; XU et al., 2007; NESTLE et al., 2009). Die Immunzellen konnen
einen Teil der Erreger durch Phagozytose abfangen und eliminieren, dennoch kann die Infektion
nicht allumfassend bereinigt sowie ein Fortschreiten verhindert werden (MONTGOMERY et al.,
2002; PARK et al., 2018). Die iibrigen Erreger, die sich der Immunantwort des Wirtes durch
Immunevasion entziehen konnten, breiten sich weiter im Gewebe aus (friihe disseminierte Phase;
Tage bis Wochen post infectionem). Dabei bleiben die Borrelien liberwiegend im extrazelluldren

Raum, wo sie mit residierenden Immunzellen interagieren (CRAFT et al., 1984; STRAUBINGER
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et al.,, 1997a; HARTER et al.,, 1999; HYDE, 2017; LIN et al., 2020). Dies lockt weitere
immunologische Effektorzellen (Granulozyten) an, die durch ihre Degranulation eine Entziindung
im Gewebe hervorrufen (STRAUBINGER et al., 1997a; BROWN et al., 1999; YANG et al., 2008).
Vor allem kollagenreiche Gewebe (z. B. Herzmuskel, Gelenke, Nervensystem) sind aufgrund einer
hohen Glykosaminoglykan (GAG)-Rezeptordichte von Entziindungen durch persistierende Bbsl
betroffen, da die Erreger iiber ihre Oberflichenproteine (z. B. Adhésine wie DbpA/B) an die
Molekiile der wirtseigene Extrazelluldren Matrix (z. B. Proteoglykane wie Decorin oder Glykane)
binden konnen (GUO et al, 1995; PARVEEN&LEONG, 2000; COBURN et al.,, 2002;
ZAMBRANO et al., 2004; FISCHER et al., 2006; BEHERA et al., 2008; LI et al., 2012; COBURN
et al., 2013).

Im weiteren Verlauf der Infektion leitet das humorale Immunsystem eine spezifische Abwehr ein,
dabei wird die adaptive Immunantwort aktiviert und es kommt zur Bildung von spezifischen AK
gegen Oberflichen-AG des Erregers (nach dem Schliissel-Schloss-Prinzip). Zunéchst ist die
Immunantwort gekennzeichnet durch eine massive Bildung von Immunglobulinen M (IgM)
(friihe/akute Infektion; beginnend nach ein bis zwei Wochen post infectionem), die meist in einem
Zeitraum von vier bis sechs Wochen post infectionem im Serum des Wirtes nachgewiesen werden
konnen, bevor sie allméihlich wieder abnehmen und die Bildung von Immunglobulinen G (IgG)
ansteigt (CRAFT et al., 1984; SCHAIBLE et al., 1991; CHANG et al., 2000; STRAUBINGER et
al., 2000; WILSKE, 2003). IgG sind ein Indiz fiir ein spétes bzw. chronisches Infektionsstadium
als auch fiir eine latente oder ausgeheilte Infektion, wobei diese AK-Klasse teils lebenslang konstant
im Wirt nachgewiesen werden kann, da sich diese AK nur sehr langsam zuriickbilden
(STRAUBINGER et al., 1997b; DONTA et al., 2021). Nichtsdestotrotz ist bei der LB nicht von
einer lebenslangen protektiven Immunitdt durch das angeborene oder adaptive Immunsystem
auszugehen. Im Falle eines ausschlieBlichen Nachweises von IgM kann davon ausgegangen
werden, dass es sich um keine chronische LB-handelt (CHANG et al., 2005; ELSNER et al., 2015).
Ist ein andauernder niedriger IgG-Titer vorhanden, kann dies sowohl fiir eine frither {iberwundene
Infektion als auch eine frilhe Reinfektion sprechen (LOHR et al., 2018; WOUDENBERG et al.,
2020).

Das immunologische Ziel der Bildung von spezifischen AK gegen Bbsl-AG ist es, gezielt an die
Oberflachenlipoproteine des Erregers binden und diesen moglichst frithzeitig eliminieren zu
konnen. Wenn die Erreger nicht vollstindig eliminiert werden konnen und sich dem
Wirtsimmunsystem durch Immunevasion, z. B. mithilfe von VIsE-Variation, entziehen, sind die
spezifischen AK unwirksam (KABAT, 1980; CRAFT et al.,, 1984). Dies kann zu einer
persistierenden Infektion und chronischen bzw. intermittierenden Symptomen fithren (APPEL et
al., 1993; STRAUBINGER et al., 1997b; KRUPKA&STRAUBINGER, 2010). Dabei kommt es zu

einer massiven Infiltration von Immunzellen, vor allem T-Lymphozyten, sowie einem vermehrten
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Einwandern von Leukozyten in betroffene Gewebe (BURGESS&GENDRON-FITZPATRICK,
1990; HU&KLEMPNER, 1997; STRAUBINGER et al., 1997a).

1.7.Therapie

Die Therapie einer verifizierten eLB mit klinischer Manifestation erfolgt iiblicherweise durch eine
antibiotische Behandlung iiber vier Wochen mit Penicillinen oder Tetrazyklin (z. B. Doxycyclin),
welche eine bakteriostatische Wirkung zeigen (CHANG et al., 2005; WORMSER&SCHWART?Z,
2009; DIVERS et al., 2018). Zusétzlich konnen entziindungshemmende und schmerzlindernde

Medikamente verabreicht werden.

Eine Behandlung von klinisch unauffélligen, seropositiven Pferden ist kontraindiziert, hier birgt ein
unangemessener Einsatz von antimikrobiellen Wirkstoffen nur unnétige Kosten sowie das Risiko
von nachteiligen Auswirkungen auf den Patienten. Insbesondere bei Herbivoren, wie Pferden, ist
die mogliche gastrointestinale Problematik (z. B. Kolik, Durchfall) ein nicht zu vernachléssigender
Aspekt, weshalb die Sinnhaftigkeit eines Antibiotikaeinsatzes stets kritisch abzuwégen ist
(DIVERS et al., 2018; ALVAREZ-NARVAEZ et al., 2020; ARNOLD et al., 2021; JIMENEZ et
al., 2021; KHUSRO et al., 2021).

Eine antibiotische Behandlung von klinisch auffilligen Pferde kann indiziert sein, wenn das Pferd
1) eine Zecken- und mdgliche LB-Erregerexposition hatte, 2) klinische Anzeichen einer eLB
manifestiert, 3) vorab einer umfassende Differentialdiagnostik unterzogen wurde, die zu einer
entsprechenden klinischen Verdachtsdiagnose fiihrte, und 4) wenn fiir das Pferd zur Substitution
der klinisch gestellten Verdachtsdiagnose ein infektionstypischer, positiver Nachweis von Bbsl in
Form einer spezifischen Labordiagnostik erbracht werden konnte (z. B. serologischer Nachweis
von spezifischen AK gegen VISE-AG) (SWINEBROAD, 2018). Eine grundsitzliche
Voraussetzung dafiir ist u. a. ein zuverlédssiges und aussagekriftiges labordiagnostisches Ergebnis
(MAY, 2009; COSTA et al., 2015; LEHMANN et al., 2017; ALVAREZ-NARVAEZ et al., 2020;
ARNOLD et al., 2021; JIMENEZ et al., 2021; KHUSRO et al., 2021).

2. Labordiagnostik der Bbsl-Infektion bei Pferden

Fir die mikrobiologische Labordiagnostik der LB  stehen sowohl indirekte
Erregernachweismethoden mittels Nachweis Bbsl-spezifischer AK (IFT, ELISA, Immunoblot) als
auch Direktnachweismethoden (Mikroskopie, Erreger-Kultivierung, Polymerase chain reation
(PCR)) zur Verfiigung (FINGERLE&SING, 2020; BRANDA&STEERE, 2021).

Je nach mikrobiologischem Verfahren finden verschiedene Untersuchungsmaterialien Anwendung

(Tab. 3). Fiir den direkten Erregernachweis wird geeignetes Probenmaterial in Form von Bioptaten
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(Haut, Myokard, Synovia) verwendet, bei indirekten Nachweismethoden hingegen wird Liquor,
Synovia oder Blut hinsichtlich spezifischer AK untersucht (WILSKE&FINGERLE, 2000;
AGUERO-ROSENFELD et al., 2005; ESHOO et al., 2013). Wahrend in der Humanmedizin das zu
verwendende Probenmaterial und die Labordiagnostikmethode von der klinischen Manifestation
der LB und dem Infektionsstadium des Patienten abhéngig sind, erfolgt der LB-Erregernachweis in
der Veterindrmedizin fast ausschlieBlich serologisch iiber den Nachweis von Bbsl-spezifischen AK
im Serum oder Plasma des Tieres (KRUPKA&STRAUBINGER, 2010; BARTH et al., 2014). Hier
wird die sogenannte Zweistufendiagnostik empfohlen, die aus einem quantitativen AK-Suchtest
(ELISA, IFT/ IFAT) und einem anschlieBenden, qualitativen AK-Bestéitigungstest (Immunoblot)
besteht und derzeit den Goldstandard der LB-Diagnostik darstellt (WILSKE et al., 2007;
KRUPKA&STRAUBINGER, 2010; DIVERS, 2013; CHOMEL, 2015).

Dariiber hinaus stehen Schnelltests zur Verfiigung, die spezifische AK ausschlielich gegen die
infektionsspezifische IR6-Einheit von Bbsl mittels des rekombinanten Cs-Peptids detektieren (Cs
SNAP), sowie Multiplex-Assays, wobei infektions- und impfspezifische AK (OspB, OspF und
OspA) quantifiziert werden konnen (CHANDRASHEKAR et al., 2008; JOHNSON et al., 2008;
WAGNER&FREER, 2009; WAGNER et al., 2011).

Tabelle 3: Ubersicht iiber giingigste serologische Diagnostikmethoden zum indirekten Nach-

weis einer Immunantwort auf Bbsl-AG im Pferd (DIVERS et al., 2018).

Diagnostik- | Herkunft der Interpretation Vorteile Nachteile
verfahren Ziel-AG
IFAT, Vollerregerlysat | = quantitatives | = breites Nach- | = zweiter Besté-
ELISA aus in vitro Ergebnis in weisspektrum tigungstest
(Serum, Bbsl-Stammen Form von von AK ge- notig (WB)
Liquor, oder rekombi- AK-Titer gen Bbsl-AG | = mdogliche
Synovia) nante Bbsl-AG | = positives Er- | = quantitativ: Kreuzreaktio-
gebnis muss ansteigender nen sind prob-
mit WB veri- AK-Titer lematisch
fiziert werden kann indikativ | *  keine Aussage
= keine Diffe- fiir eine ak- iiber Infekti-
renzierung tive Infektion onsstadium
moglich zwi- sein oder Impfsta-
schen Impf- tus moglich
AK und AK = FErgebnisse
durch natiirli- konnen durch
che Exposi- LB-Impfung
tion verfalscht
werden
Immunoblot | Vollerregerlysat | = qualitatives » breites Nach- | ®= nicht-quanti-
(WB, LIA) aus in vitro Ergebnis in weisspektrum tativ
(Serum, Bbsl-Stammen Form von von AK ge- = teilweise sub-
Liquor, oder Bandenmus- gen Bbsl-AG jektive Inter-
Synovia) rekombinante ter, teilweise | = qualitativ: pretation,
Bbsl-AG Identifikation wenn visuell
interpretiert
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visuell inter- von Impfsta- und nicht mit
pretiert (sub- tus und Infek- automatisier-
jektiv) tionsstadium ter Software
qualitative In- moglich teilweise nicht
formation validiert
hinsichtlich nicht standar-
Impfstatus disiert
und Infekti- technisch auf-
onsstadium wendig
moglich
Ce-Schnell- | synthetisches qualitatives giinstig, prak- subjektive In-
test SNAP | Ce-Peptid dqui- Ergebnis in tisch, zeitspa- terpretation
4Dx, Idexx) | valent zu IR6- Form von rend nicht-quanti-
(Serum, Region von Bbsl Farbumschlag zuverldssig tative Be-
Plasma, visuelle Inter- und gute funde (in
Vollblut) pretation Ubereinstim- Pferden)
positives Er- mung mit Im-
gebnis zeigt munoblot und
natiirliche In- Multiplex As-
fektion an, say
nicht Impfung Impfung be-
einflusst Er-
gebnis eher
nicht
Equine rekombinante quantitatives sehr sensitiv, falsch-nega-
Multiplex Bbsl-AG (OspA, Ergebnis in geringe AK- tive Befunde
Assay OspC, OspF) Form von Titer messbar aufgrund ge-
(Serum, MFTI (mediane quantitativ: netischer Va-
Liquor) Fluores- potenziell riabilitdt von
zenzintensi- Aussage iiber OspC méglich
tét) Infektionssta- fehlende ex-
Anti-OspA- dium und perimentelle
AK: Impfung Impfstatus Studienlage
bzw. Impfung moglich, an- zu AK-Kine-
u./o. Infektion steigender tik bei eL.B
Anti-OspC- AK-Titer
AK: friihe In- kann indikativ
fektion fiir eine ak-
Anti-OspF- tive Infektion
AK: chroni- sein
sche Infektion

2.1.Methoden zum Direktnachweis von Borrelien

Direktnachweisverfahren wie die Mikroskopie (Dunkelfeld-, Phasenkontrastmikroskopie) und die
Erregerkultivierung in BSK-II Medium (modifiziertes Barbour-Stoener-Kelly-Medium), welche
frither den Goldstandard der LB-Diagnostik darstellten, finden heute nur noch selten Anwendung
(BURGDORFER, 1984; BARBOUR, 1988). Ein direkter Nachweis von lebenden Borrelien in

infizierten Geweben und Korperfliissigkeiten ist zwar eine sehr spezifische Nachweismethode,
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jedoch keine sehr sensitive, denn die Anzahl der Borrelien ist dort meist nur sehr gering und liegt
unter der Nachweisgrenze (< 10* - 10° Borrelien/ ml). Eine Erregeranzucht vorab ist mdglich, ist
aber kosten- und arbeitsintensiv, sie kann bis zu sechs Wochen dauern und eine Differenzierung
auf Speziesniveau ist nicht moglich (BARBOUR, 1988; MARQUES, 2015; BRANDA&STEERE,
2021). Die Kultivierung erfolgt bei 30-34 C unter mikroaerophilen Bedingungen, was iiber einen
langeren Kultivierungszeitraum auch das Wachstum von Begleitkeimen begiinstigt und zur
Uberwucherung der nachzuweisenden Borrelien in Kultur fiihren kann.

Dariiber hinaus gibt es die Moglichkeit des molekularbiologischen Direktnachweises von Erreger-
DNA mittels PCR (engl. polymerase chain reaction) (STEERE et al., 1983; PRIEST et al., 2012;
ESHOO et al., 2013). In der PCR kann genetisches Material sowohl von lebenden als auch toten
Borrelien nachgewiesen werden. Obwohl diese sehr spezifische in-vitro-Methode sensitiver ist als
andere Direktnachweismethoden, besteht hier ebenso die Hiirde einer zu geringen Erregermenge
im Probenmaterial, was zu falsch-negativen Ergebnissen fithren kann (NIELSEN et al., 1990;
STRAUBINGER, 2000; LEBECH, 2002). Daher ist diese Methode allein nicht aussagekraftig.
Ferner wurde die PCR bisher als klinisch-diagnostisches Verfahren weder unter standardisierten
Studienbedingungen validiert, noch aus verschiedenen Probenmaterialien standardisiert, d.h. die
verschiedenen Laborprotokolle der durchfiihrenden Diagnostiklabore variieren und sind nicht

vergleichbar (FINGERLE et al., 2017).

2.2.Indirekte Nachweismethoden

2.2.1. Zweistufentest

Zum indirekten Nachweis einer aktiven oder vergangenen Bbsl-Infektion stehen zahlreiche
Verfahren und Einzeltests zur Verfiigung, jedoch gibt es keinen optimalen Einzeltest fiir die
serologische LB-Diagnostik. Daher wird empfohlen, verschiedene Verfahren neuster Generation in
Form einer Stufendiagnostik zu kombinieren, um somit eine moglichst hohe diagnostische
Effizienz zu erzielen (TREVEJO et al., 1999; BUTLER et al., 2005; FINGERLE&SING, 2020).
Daher steht die Zweistufendiagnostik in der LB-Diagnostik im Vordergrund, in der
Veterindrmedizin erfolgt die LB-Diagnostik fast ausschlieBlich auf diesem Wege. Der
Zweistufentest setzt sich zusammen aus einem ersten hochsensitiven AK-Suchtest, iiblicherweise
in Form eines indirekten IFT/ IFAT (Immunofluoreszenztest/ Immunofluoreszenzantikorpertest)
oder EIA/ ELISA (engl. Enzyme immunoassay! Enyzm-linked immunosorbent assay), und einem
zweiten qualitativen AK-Bestitigungstest, wobei Immunoblots (z. B. WB (Westernblot), LIA (engl.
Line immunoassay) verwendet werden (WILSKE et al., 2007, LEHMANN et al., 2017; DIVERS
et al,, 2018). Der zweite Test ist durchzufiihren, falls der erste positiv ausfillt. Indirekte

Nachweismethoden zielen darauf ab, eine Immunantwort auf Borrelien im Organismus

29



II. LITERATURUBERSICHT

nachzuweisen, d.h. spezifische IgM und IgG zu detektieren, die gegen immunogene Bbsl-AG
gerichtet sind.

Die Stufendiagnostik ist sehr sensitiv und hochspezifisch hinsichtlich der Detektion einer
Immunreaktion auf Bbsl-AG. Allerdings besteht dennoch die Herausforderung, von einem
positiven Nachweis spezifischer AK gegen Bbsl-AG abzuleiten, ob einerseits eine aktive oder
vergangenen Exposition bzw. Infektion vorliegt, und andererseits, ob die Bbsl-Infektion tatsdchlich
auch der Grund fiir die beobachtete klinischer Erkrankung des Pferdes ist (DIVERS, 2013).
Grundsitzlich ist die eLB primér eine klinische Verdachtsdiagnose. Nach erfolgter anamnestischer
Befunderhebung und klinischer Differentialdiagnostik kann unterstiitzend dazu der Nachweis einer
Borrelieninfektion auf labordiagnostischem Wege erfolgen. Weiterfithrende mikrobiologische und
labormedizinische Untersuchungen sind allerdings nur als zuséitzlicher diagnostischer Schritt zur
Substantiierung einer klinisch gestellten LB-Verdachtsdiagnose indiziert — nach Abklarung einer
moglichen Vektorexposition und antibiotischen Vorbehandlung, dem Impfstatus, sowie dem
Ausschluss moglicher Differentialdiagnosen. Entsprechend sollte ein positiver Erregernachweis
stets in Zusammenhang mit der Anamnese sowie persistierenden und spezifischen klinischen
Anzeichen, die indikativ fiir eine LB sind, interpretiert werden (STRAUBINGER et al., 1997b;
FINGERLE&SING, 2020). Denn ein direkter oder in-situ-Nachweis von Bbsl in Pferden ist sowohl
in klinisch auffélligen als auch in subklinischen Pferden moglich (GERHARDS&WOLLANKE,
1996; MANION et al., 1998; CHANG et al., 2000; MANION et al., 2001). Ein positiver
serologischer Test allein bestdtigt also nur, dass eine Erregerexposition stattgefunden hat
(MAGNARELLI&ANDERSON, 1989; VENNER&DEEGEN, 1996). Sind die klinischen
Anzeichen eines erkrankten Pferdes jedoch mit der LB assoziiert, ist es erstrebenswert, die Bbsl-
Infektion moglichst in einem frithen Infektionsstadium zu diagnostizieren, um den Erfolg der
antibiotischen Behandlung zu steigern, und die Gewebeschidigung durch die Spirochiten

moglichst gering zu halten.

2.2.1.1. TFAT/IFT & ELISA/ EIA

Der als erste indirekte LB-Nachweismethode etablierte indirekte IFAT und der etwas spéter
entwickelte ELISA sind zwei indirekte Nachweistechniken, die in der Tier- und Humanmedizin
verwendet werden, um die Prasenz von spezifischen AK gegen Bbsl-AG im Serum des Patienten
zu detektieren und zu quantifizieren (BURGDORFER et al., 1982; RUSSELL et al., 1984;
BOSLER et al.,, 1988; MAGNARELLI&ANDERSON, 1988; MAGNARELLI et al., 1988;
WILSKE, 1988; MAGNARELLI&ANDERSON, 1989). Dabei kann ein breites Spektrum an
spezifischen AK gegen Bbsl-AG nachgewiesen werden (RUSSELL et al., 1984; WILSKE et al.,
2007). Der Nachweis von spezifischen AK gegen Bbsl-AG mit diesen Testverfahren ist ab einem
Zeitpunkt von fiinf bis sechs Wochen post infectionem moglich (CHANG et al., 2000).
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Bei der ersten Generation dieser quantitativen Tests wurde das gesamte Borrelien-AG-Spektrum
(ganze Zellen oder Borrelien-Ultrasonikate) verwendet, daher kam es zu hoher Kreuzreaktivitit
verursacht durch Oberflichen-AG anderer Infektionserreger im Blut der Patienten. Entsprechend
wurden nicht nur Bb-spezifische AK nachgewiesen, sondern auch jene von kreuzreaktiven
Determinanten von Borrelia burgdorferi (z. B. Riickfallfieber-Borrelien sowie spirochétale Erreger
der Leptospirose (Leptospira sp.) und Treponema pallidum (Syphilis) (BURGDORFER et al.,
1982; RUSSELL et al., 1984; MAGNARELLI et al., 1987, BRUCKBAUER et al., 1992; SHIN et
al., 1993). Trotz eher entfernter Verwandtschaft zu Bbsl beinhalten die kreuzreaktiven Spirochiten
dennoch gemeinsame, konservierte Proteineinheiten in ihren Oberflichen-AG, die zu
Kreuzreaktivititen in serologischen LB-Assays fiithren kdnnen und dadurch eine mangelhafte
Spezifizitit begriinden (MAGNARELLI et al., 2000a; BUNIKIS&BARBOUR, 2002; ESHOO et
al., 2013). In diesem Kontext birgt ebenso die Heterogenitit der verschiedenen Bbsl-Genospezies,
die mit der LB assoziiert sind, eine Herausforderung in der serologischen Diagnostik (HAUSER et
al., 1998a; FINGERLE&SING, 2020).

In aktuellen IFATs und ELISAs werden als Ziel-AG rekombinante AG (z. B. Cs-Peptid) sowie
Bbsl-Vollerregerlysate aus der in-vitro-Kultur oder aufgereinigte Bbsl-AG auf der Testmatrix
verwendet und auf definierten Feldern fixiert (MAGNARELLI et al, 1988S;
GERHARDS&WOLLANKE, 1996; MAGNARELLI et al., 2000b; NEELY et al., 2021). Auch
wenn seit Etablierung dieser AK-Suchtests die Sensitivitdt und Spezifitit deutlich verbessert
werden konnte, sind sie dennoch anfillig fiir Kreuzreaktionen und bergen das Potenzial fiir falsch-
positive Ergebnisse (MAGNARELLI et al., 2000b; DZIERZECKA&KITA, 2002b). Und obwohl
IFATs und ELISAs im Allgemeinen eine sehr hohe Sensitivitdt demonstrieren, insbesondere in
spiten LB-Stadien mit Serokonversion, ist diese Form der Diagnostik in der Frithphase der
Infektion ungeeignet, da die Sensitivitdt dafiir meist nicht ausreicht und mangelhafte Ergebnisse
liefert (MAGNARELLI et al., 1984; BERARDI et al., 1988). Dies ist unter anderem durch die
biologisch verzogerte immunologische Reaktion in den ersten Wochen nach der initialen Infektion
begriindet; wihrend im frithen Stadium einer Infektion nur wenige immunologisch relevante AG
durch das Immunsystem des Wirtes erkannt werden und eine frilhe Immunantwort auslosen (v.a.
IgM), expandiert die Immunantwort mit fortschreitender Infektion und der spezifische AK-Spiegel
steigt an. Im Zuge der adaptiven Immunantwort wird im Spitstadium der Bbsl-Infektion ein
breiteres AG-Spektrum erkannt, weshalb eine breitere und stirkere Immunreaktion (IgG) im
Patienten zu beobachten ist. Dies spiegelt sich entsprechend in den AK-Detektionsraten und
begriindet ein oft negatives Testergebnis im Frithstadium der LB (BERARDI et al., 1988; WILSKE,
1988; MARQUES, 2015).

Dariiber hinaus ermoglichen diese beiden nicht-automatisierten Testverfahren keine

Unterscheidung zwischen einer aktiven und vergangenen Bbsl-Infektion, sowie impf- und
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infektionsinduzierten AK (BUNIKIS&BARBOUR, 2002; GOMES-SOLECKI et al., 2002).
Entsprechend kann keine Aussage zum Impfstatus oder dem Infektionsstadium getroffen werden.
Jedoch kann ein gradueller AK-Anstieg iiber einen gewissen Zeitraum ein Indiz fiir eine Bbsl-
Infektion sein, wenn keine Immunisierung stattgefunden hat. Gleichermallen kann eine Impfung
gegen LB einen Nachweis von infektionsinduzierten spezifischen AK verfalschen (AGUERO-
ROSENFELD et al., 1999; DIVERS et al., 2018).

Beim IFAT unterscheidet man den direkten IFT zum Nachweis spezifischer intrazelluldrer oder
oberflichengebundener AG sowie den indirekten IFT fiir den spezifischen AK-Nachweis, welcher
in der LB-Diagnostik Anwendung findet.

Das Prinzip des indirekten IFAT basiert darauf, dass spezifische AK (Primir-AK im Serum), die
gegen den Erreger gerichtet sind, an Ziel-AG (Test-AG) auf einer Testmatrix jeweils an einer
fixierten Position spezifisch binden (RUSSELL et al., 1984). Diese AG-AK-Komplexe werden
dann durch Zugabe eines sekundidren Test-AK (z. B. anti-Pferd-IgG), welcher mit einem
Fluoreszenzfarbstoft (Fluorchrom) markiert ist, erkannt und gebunden und anschlieBend sichtbar
gemacht. Dabei werden die Fluorchrommolekiile zunéchst energetisch angeregt, um in einem
weiteren Schritt in den urspriinglichen Zustand zu wechseln, wobei sie Strahlung einer Wellenlidnge
im sichtbaren Bereich aussenden. Diese Strahlungsintensitit kann fluoreszenzmikroskopisch
gemessen werden. Dadurch kann ein Riickschluss auf die Menge der Serum-AK (IgG) gezogen
werden, nicht aber auf deren Qualitit (RUSSELL et al., 1984). Ein starkes Fluoreszenzsignal zeigt
an, das die Probe spezifische AK gegen den Erreger aufweist und dass im Patienten entsprechend

eine spezifische Immunantwort auf die Test-AG vorhanden ist (SELBITZ, 2011).

Im ELISA wird ein vergleichbares Prinzip zur AK-Detektion gegen Borrelien-AG angewendet wie
beim IFAT, jedoch wird hier, anstelle eines mit Fluoreszenzfarbstoff markierten Sekundir-AK, ein
enzymgekoppelter Sekundar-AK verwendet (CRAFT et al., 1984; MAGNARELLI et al., 1984;
MAGNARELLI&ANDERSON, 1988; MAGNARELLI&FIKRIG, 2005). Bei diesem
hochsensitiven AK-Suchtest werden mit Bbsl-AG beschichtete Mikrotiterplatten eingesetzt. In der
Probe vorhandene AK gegen Bbsl binden spezifisch an Ziel-AG auf der Platte, wahrend
unspezifische Bindungen durch wiederholte Waschvorgénge entfernt werden. Durch anschlieende
Zugabe eines passenden Substrates reagiert das Enzym und es entsteht ein Farbumschlag, dessen
Intensitit gemessen werden kann und Riickschluss auf die Anzahl der gebundenen AG-AK-
Komplexe liefert, und somit auf die Anzahl der spezifischen AK gegen Bbsl-AG in der
Patientenprobe (CRAFT et al., 1984). Der ELISA hat sich als der am hiufigsten verwendete AK-
Suchtest in der human- und veterindrmedizinischen LB-Diagnostik etabliert. Unter anderem, weil
dieser weniger aufwendig und einfacher ist als der IFAT, und keine entsprechend spezialisierte,
kostenintensive Ausriistung (Fluoreszenzmikroskop) benétigt. AuBerdem ist der ELISA im

Vergleich zum IFAT zwar weniger spezifisch, jedoch stirker standardisiert und liefert daher
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zuverldssigere und reproduzierbarere Ergebnisse (MAGNARELLI&ANDERSON, 1988;
DZIERZECKA&KITA, 2002b; MAGNARELLI&FIKRIG, 2005; NEELY et al., 2021).

Um die Spezifitit zu steigern und falsch-positiven Ergebnissen entgegenzuwirken, wird ein zweiter
Stufentest in Form eines Immunoblots (WB oder LIA) angeschlossen, um das positive oder
grenzwertig positive Ergebnis des ersten Tests zu bestitigen (DZIERZECKA&KITA, 2002a). Der
Bestitigungstest ermoglicht einen semiquantitativen und qualitativen Nachweis von spezifischen
Proteinen bzw. AK gegen Bbsl-AG in der Patientenprobe, wobei die humorale Immunantwort
genauer differenziert werden kann (JOHNSON et al., 1996; HAUSER et al., 1997; WILSKE et al.,
2000; DZIERZECKA&KITA, 2002a).

2.2.1.2. Immunoblots: Westernblot & LIA

Immunoblots weisen ein breites Nachweisspektrum an spezifischen AK gegen Bbsl-AG auf, sind
hochspezifisch, und ermdglichen potenziell eine Unterscheidung von Impf-AK und durch Infektion
induzierte AK (MAGNARELLI et al., 1984; GAUTHIER&MANSFIELD, 1999; BARTH et al.,
2014). Geeignete Ziel-AG fiir Immunoblots stellen u. a. das DbpA (p18), OspC (p23), OspA (p30),
BmpA (p39), p66, p83, Flagellin und VISE dar (DRESSLER et al., 1993; ZOLLER et al., 1993;
ENGSTROM et al., 1995). Immunoblots haben sich nur kurze Zeit nach dem IFAT und ELISA
etabliert und zeigten anfinglich gleichermaBen Defizite in Sensitivitdt und Spezifitat (WILSKE et
al., 1993; HAUSER et al., 1998b; WILSKE et al., 1999; DZIERZECKA&KITA, 2002a). Trotz
bekannter Fallstricke wurden Immunoblots weiterhin in der Labordiagnostik der LB angewendet,
jedoch adressierte man die Schwachpunkte der Tests in folgenden Testgenerationen sukzessive,
indem man zunéichst aufgereinigte oder angereicherte Bb-AG verwendete (z. B. gereinigte Flagellen
als AG) und schlussendlich rekombinante Proteine in den Tests einsetzte, die immundominante
spezifische AG-Determinanten trugen (FIKRIG et al., 1992b; WILSKE et al., 1994;
HAUSER&WILSKE, 1997; GOMES-SOLECKI et al., 2002; MAGNARELLI&FIKRIG, 2005).
Dadurch konnte man eine Selektion spezifischer AG erreichen (z. B. infektions- und
impfspezifische Detektions-AG (z. B. VISE, Cs-Peptid und OspA)) sowie eine Kombination aus
homologen AG verschiedener relevanter Bbsl-Stimme), was potenziell eine Unterscheidung von
geimpften und infizierten Tieren ermdglicht und die Spezifitdt der Tests deutlich verbesserte.
Zudem ermdglicht der Einsatz von rekombinanten Ziel-AG eine erleichterte Standardisierung und
Reproduzierbarkeit von Testergebnissen (WILSKE et al.,, 1993; HAUSER&WILSKE, 1997;
HAUSER et al., 1998b; WILSKE et al., 1999; SCHULTE-SPECHTEL et al., 2004; GOETTNER
etal., 2005; BARTH et al., 2014).

Mittlerweile gibt es zahlreiche kommerziell verfiigbare Immunoblots zur Messung der Reaktivitét
der Bbsl-spezifischen AK im Blut des Patienten, auch speziell fiir equine Patienten. Die Sensitivitét

und Spezifizitit dieser Tests ist jedoch unterschiedlich, nicht alle sind ausreichend evaluiert und
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validiert worden, und es gibt fiir die LB-Diagnostik nach wie vor keine standardisierten
serologischen Assays mit einheitlichen Interpretationskriterien, was die Reproduzierbarkeit von
Ergebnissen oft schwierig macht (WILSKE, 2003; KRUPKA&STRAUBINGER, 2010; DOFF et
al., 2022).

Im WB erfolgt im ersten Schritt eine Auftrennung von Proteinen bzw. Ziel-AG (Bbsl-AG) mittels
SDS-PAGE (Polyacrylamid-Gelelektrophorese) nach ihrer Gréfe und Ladung (AGUERO-
ROSENFELD et al., 2005). Dabei wandern kleinere Molekiile schneller durch das Gel als groB3ere.
Im Anschluss werden die aufgetrennten Proteine auf eine feste Trigermembran (z. B.
Nitrozellulosemembran) iibertragen und fixiert (engl. blotting). Dann wird die Serumprobe des
Patienten aufgetragen. Befinden sich AK gegen Bbsl-AG in der Probe, binden diese spezifisch und
es entstehen AG-AK-Komplexe. Nach einem Waschvorgang werden speziesspezifische, Enzym-
gekoppelte (z. B. Peroxidase, Alkalische Phosphatase) Sekundér-AK aufgetragen, welche die AG-
AK-Komplexe erkennen und binden. Durch Substratzugabe findet eine Enzymreaktion statt,
wodurch die AG-AK-Komplexe sichtbar gemacht werden kénnen (HULINSKA, 1997). Die
Intensitdt der Lichtemission bzw. des Farbumschlages ist analog zur Anzahl der vorhandenen AK
im Serum. Als Resultat entsteht ein Bandenmuster, welches anhand eines Grofenmarkers
interpretiert werden kann. Somit konnen spezifische Banden den jeweiligen Borrelien-AG
zugeordnet werden und einen Riickschluss auf vorhandene, spezifische AK geben (DRESSLER et
al., 1993; ZOLLER et al., 1993; ENGSTROM et al., 1995).

Der semiquantitative LIA stellt eine Weiterentwicklung des WB dar, wobei die Sensitivitit und
Spezifitdt deutlich gesteigert werden konnte (BARTH et al., 2014). Im LIA erfolgt die Beschichtung
der Testmatrix (Nitrozellulose-Trigermembran) durch Aufsprilhen von Erreger-AG mittels
spezieller Verfahren. Die Trigermembran wird dann in einzelne Teststreifen geschnitten. Die
Testdurchfiihrung erfolgt analog zum WB. Wie beim WB binden die in der Serumprobe des
Patienten vorhandenen AK gegen Bbsl-AG spezifisch an die Ziel-AG auf der Testmatrix,
unspezifische Bindungen werden im Waschschritt ausgewaschen. Durch Zugabe von
speziesspezifischen, enzymmarkierten Sekundar-AK (z. B. Anti-Pferd AK) werden die AG-AK-
Komplexe gebunden und sichtbar gemacht (HULINSKA, 1997). Im LIA kann die Immunreaktion
fiir jedes einzelne getestete AG separat beurteilt werden. Ebenso kdnnen verschiedene Proteine, die
ein gleiches Molekulargewicht aufweisen, simultan getestet werden (WILSKE et al., 2007). Durch
den Einsatz rekombinanter Proteine konnen im LIA unter anderem auch AG unterschiedlicher
Borrelienspezies simultan analysiert werden, sowie AG, die nur von Borrelien in vivo exprimiert
werden (z. B. VIsE), was die Sensitivitit und Spezifitit deutlich erhoht (GOETTNER et al., 2005).
Im Allgemeinen weisen Immunoblots mit rekombinanten Ziel-AG eine hohere Sensitivitét auf als

jene, bei welchen Ganzzelllysate verwendet werden (WILSKE et al, 1993;
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MAGNARELLI&FIKRIG, 2005). Nachteilig an LI1As ist, dass die Beurteilung der Testergebnisse
bisher noch iliberwiegend visuell durch die den Test durchfiihrende Person erfolgt, das heif3t, die
Farbintensitit der Banden auf einem Teststreifen erfolgt subjektiv, was eine gewisse
Fehleranfilligkeit mit sich bringt. Diese Vorgehensweise wird jedoch zunehmend durch eine
automatisierte, computergestiitzte Beurteilung und Ergebnisinterpretation abgelost (z. B.
MegaLINE® BORRELIA IgG mit Megaline® Software, Megacor Diagnostik (Austria)), was die
Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse deutlich verbessert.

Fiir den labordiagnostischen Nachweis von spezifischen AK gegen Bbsl-AG im Pferdeserum stehen
in Deutschland derzeit zwei speziesspezifische, nicht-standardisierte und fiir equine Seren nicht-
validierte LIAs zur Verfiigung (VIROTECH® Borrelia Vet. + OspA IgG LINE Immunoblot
(Germany) und MEGACOR MegalLINE® BORRELIA IgG ad.us.vet. LINE Immunoassay
(Austria)), ein dritter kommerziell erhéltlicher LIA (EUROIMMUN Anti-Borrelia-EUROLINE
horse (IgG) (Germany)) wurde aufgrund zu geringer Nachfrage kiirzlich vom Markt genommen.
In Hinblick auf die Interpretationskriterien zur Auswertung der Bandenmuster unterscheiden sich
die drei Tests teilweise gravierend. Wihrend das Ergebnisinterpretationsprotokoll des
VIROTECH®-LIAs keinerlei Unterscheidung zwischen geimpften und ungeimpften Pferden
anhand von OspA vornimmt (obwohl der Test technisch in der Lage ist, OspA-AK zu detektieren),
enthdlt das Evaluierungsprotokoll der beiden anderen Tests einen entsprechenden
Interpretationshinweis, dass ein Nachweis von spezifischen AK gegen OspA-AG (und eine
entsprechende Bande im LIA (Abb. 7)) als Indikator fiir eine Impfung in Betracht zu ziehen und
entsprechend zu bewerten ist.

In einer vergleichenden LB-Studie mit Hunde- und Pferdeseren mit bekanntem Serostatus wurde
von Doff et al. eine Evaluierung von zwei derzeit fiir die Bbsl-Serodiagnostik erhéltlichen LIAs
durchgefiihrt, wobei man zu der Erkenntnis kam, dass mit den beiden getesteten LIAs fiir
Hundeseren einheitliche Ergebnisse erzielt werden konnen (Ubereinstimmungrate der
Testergebnisse: 94,0%). Fiir die Serodiagnostik von Bbsl in Pferdeseren hingegen war die
Ubereinstimmung der Testergebnisse der beiden evaluierten LIAs signifikant schlechter
(Ubereinstimmungrate der Testergebnisse: 65,5%) (DOFF et al., 2022). Kritikpunkte waren dabei
u. a. Unterschiede in der Interpretation von AG-Signalen, die Verwendung von unspezifischen Ziel-
AG (z. B. p100/ p83), eine visuelle und damit subjektive Interpretation von Testergebnissen sowie
eine zu hohe Sensitivitdt einzelner Ziel-AG, was zu einer Fehlinterpretation und falsch-positiven

Ergebnissen im LIA fiihren kann.
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Abbildung 7: LIA-Teststreifen fiir die serologische LB-Diagnostik bei
Pferden — nach Testdurchfiihrung. Betrachtung der impfspezifischen
OspA-Bande.

In den beiden oberen Streifen ist eine leichte bzw. starke OspA-Bande (,,posi-
tiv*, da stérker als die Referenzbande) sichtbar sowie weitere Banden, exklu-
sive der Pferd-spezifischen (forse) VIsE-Bande; diese beiden Bandenmuster
sprechen fiir eine erfolgte Immunisierung der getesteten Pferde, und nicht fiir
eine aktive Bbsl-Infektion. Der unterste Teststreifen hingegen weist keine
OspA-Bande auf, jedoch eine deutliche, positive VISE-Bande sowie weitere
positive Banden; dieses Bandenmuster spricht fiir eine aktive Bbsl-Infektion
des getesteten Pferdes.

2.2.2. C¢-Peptid ELISA Schnelltest (SNAP® 4Dx Plus®)

Neben dem klassischen ELISA gibt es den kommerziell erhiltlichen, modifizierten Cs ELISA-
Schnelltest (SNAP® 4Dx Plus; IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, ME, USA), der sich sehr gut

fiir den Praxisalltag eignet, da er sich leicht und ziigig vor Ort durchfiihren ldsst, sehr sensitiv und
hochspezifisch ist sowie reproduzierbare Ergebnisse liefert (CHANDRASHEKAR et al., 2008;
JOHNSON et al., 2008; HANSEN et al., 2010).

Dieser validierte Schnelltest detektiert spezifische AK gegen das synthetische Cs-Testpeptid,

welches der hochkonservierten, invariablen Oberflichenproteineinheit IR6 (engl. invariant region

6) des antigenetisch variablen VISE-AG von Bbsl gleichkommt (LIANG et al., 1999). Der Nachweis

von AK gegen das infektionsspezifische VISE-AG bzw. Ce-Peptid ist ein Indiz fiir eine aktuelle
oder wiederkehrende Bbsl-Exposition und -infektion (LIANG et al., 2000a; PHILIPP et al., 2001;
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WAGNER et al., 2013). C¢-basierte Tests lassen auBBerdem eine Unterscheidung zwischen auf
natiirliche Weise Bbsl-exponierten und gegen LB geimpften Tieren zu, da es zu keinen

Kreuzreaktionen mit impfinduzierten OspA-AK kommt (MARQUES et al., 2002).

2.2.3. Equine Lyme Multiplex Assay

Daneben gibt es als neuere Methode qualitative Lyme Multiplex Assays fiir die Diagnostik der eLB,
welche vom Animal Health Diagnostic Center der Cornell University (Ithaca, New York, USA)
entwickelt wurde. Dieses Verfahren kombiniert die Vorteile von Immunoblot und ELISA und
verspricht dadurch eine bessere analytische und diagnostische Sensitivitit (WAGNER et al., 2011;
WAGNER et al., 2013). Mit dieser Testmethode soll ein Nachweis von bereits geringen Mengen
spezifischer AK gegen die drei Bbsl-spezifischen AG OspA, OspC und OspF ab einem Zeitpunkt
von drei bis fiinf Wochen post infectionem moglich sein. Der Test basiert auf der Verwendung von
rekombinanten Bbsl-Proteinen, welche an fluoreszierende Kiigelchen (engl. Multiplex beads)
gebunden sind und von spezifischen AK gegen die drei Bbsl-AG im Serum des Patienten gebunden
werden (Abb. 8). Durch Zugabe eines fluoreszierenden AK-Konjugats (Biotin-konjugierte Anti-
Pferd AK mit gebundenen Streptavidin-Phycoerythrin-Molekiilen) konnen AG-AK-Komplexe im
Anschluss spezifisch gebunden und sichtbar gemacht werden. Die dabei entstehenden
Signalintensitdten konnen mittels Multiplex-Lesegerit quantifiziert werden. Der Test liefert somit
eine nummerische AK-Angabe fiir jedes getestete AG in Form eines MFI (Mediane

Fluoreszenzintensitit) (WAGNER et al., 2011).

4. streptavidin-
phycoerythrin (PE)

3. biotinylated
anti-equine Ab

2. equine serum

ﬁ
1.recombinant B.
burgdorferi proteins
coupled to fluorescent
beads

Abbildung 8: Funktionsweise des Equine Lyme Multiplex Assays fiir die serologische LB-Diagnostik
bei Pferden (WAGNER etal., 2011; WAGNER et al., 2012; WAGNER et al., 2013).

Ein Vorteil des Lyme Multiplex Assays ist, dass eine simultane Messung von spezifischen AK
gegen drei spezifische Bbsl-AG moglich ist, welche Information zum Infektions- und Impfstatus

des getesteten Pferdes liefern konnen und es erfolgt eine Quantifizierung der vorhandenen AK.
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Dabei ist OspA als Impfmarker zu interpretieren, OspC als Indikator fiir eine frithe Infektion und
OspF wird von den Autoren bzw. Entwicklern des Tests als Indikator fiir eine chronische Bbsl-
Infektion bewertet (WAGNER et al., 2012; WAGNER et al., 2013). Durch die Verwendung von
nur wenigen und ausschlieBlich rekombinanten AG wird die Anfilligkeit fiir Kreuzreaktivitét
geringgehalten, allerdings kann es dadurch zu falsch-negativen Befunden aufgrund der genetischen
Variabilitidt von OspC kommen (WAGNER et al., 2011). Vorhandene Serum-AK konnen relativ
frith nachgewiesen werden (drei bis fiinf Wochen post infectionem versus fiinf bis sechs Wochen

post infectionem mittels ELISA und WB) (CHANG et al., 2000).

2.3.Aktuelle Herausforderungen der LB-Diagnostik

2.3.1. Impfantikorper gegen Bbsl in der serologischen Diagnostik

2.3.1.1. Impfung als Prophylaxe gegen die Bbsl-Infektion

Die Oberflache von Bbsl ist die Schnittstelle zwischen Pathogen und Wirt wéahrend einer Infektion,
daher werden die Oberflichenmembranproteine des Erregers als wichtige Virulenzfaktoren bei der
Bbsl-Infektion angesehen. Das Vorhandensein spezifischen AK im Wirt, die sich gegen die
Oberflachen-AG der LB-Borrelien richten, konnen einen effektiven Schutz vor einer Infektion mit
Bbsl bieten (SCHAIBLE et al., 1990; FIKRIG et al., 1991; SIGAL et al., 1998; STEERE et al.,
1998; CHANG et al., 1999; TOPFER&STRAUBINGER, 2007; KNODLSEDER et al., 2019;
WILCZEK et al., 2022). Der erste und bislang einzige Impfstoff gegen die Lyme-Borreliose beim
Menschen war der 1998 fiir Erwachsene freigegeben Impfstoff LYMERix® (Anonymous, 1999).
Dieser wurde jedoch nur vier Jahre spiter aufgrund einer angeblich limitierten Akzeptanz der
Impfung in der Bevolkerung und einer zu geringen Nachfrage wieder vom Markt genommen.
Grundlegend hierfiir sollen u. a. eine eingeschrinkte Effizienz der Impfung, zu hohe Kosten, die
Notwendigkeit, die Impfung regelméBig aufzufrischen, sowie die Angst vor Begleiterscheinungen
der Impfung gewesen sein. Seither ist keine LB-Impfung fiir den humanen Gebrauch verfiigbar,
jedoch wird rege an neuen Ansédtzen geforscht. Fiir Pferde gibt es seit 2015 den Lysat-Impfstoff
Equilyme® (Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH), der bei entsprechender, wiederholter
Anwendung einen Schutz gegen Bbss, B.garinii und B.afzelii verspricht (CHANG et al., 1999;
KNODLSEDER et al., 2019; STIKOVET et al., 2023). Die Marktzulassung wurde jedoch kiirzlich
vom Zulassungsinhaber zuriickgezogen. FEine identische Zusammensetzung wie der
Pferdeimpfstoff Equilyme® hat der fiir Hunde zugelassene und verfiigbare Impfstoff Merylym3®
(Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH). Dabei besteht die Moglichkeit der Umwidmung des
Arzneimittels auf die Tierart Pferd (nach EU Verordnung 06/2019, Artikel 10 (TAM-Verordnung))
(STIKOVET et al., 2023). Neben Merylym3® sind in Deutschland auch die LB-Impfstoffe
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Virbagen® canis B (Virbac Tierarzneimittel GmbH) und RIVAC® Borrelia (Ecuphar NV) fiir Hunde
zugelassen (PAUL-EHRLICH-INSTITUT, 2025). Die Impfung gegen LB wird von der Stindigen
Impfkommission Veterindrmedizin (StIKo Vet) fiir Hunde mit erhShter Zeckenexposition

empfohlen (STIKOVET et al., 2023).

2.3.1.2. Wirkungsweise & Schutzmechanismus der LB-Vakzine

Das Ziel der Immunisierung ist eine Induktion von protektiven, spezifischen AK gegen Bbsl-AG,
insbesondere gegen das Oberflichenprotein A (OspA, engl. Outer surface protein A), die im
Rahmen der Immunisierung verabreicht werden (SCHAIBLE et al., 1990; FIKRIG et al., 1991; DE
SILVA etal., 1996). Die Impfstoff-AG bestehen entweder aus einem Lysat inaktivierter Vollerreger
(z. B. Merylym3® oder Equilyme®) oder aus rekombinanten OspA-AG (z. B. der in USA
vermarktete Recombitek Lyme Impfstoff) (CONLON et al., 2000).

Die Auswahl der in Inaktivatimpfstoffen enthaltenen AG-Aufbereitungen orientiert sich an den
regional pravalenten LB-Borrelienspezies (entweder von Bbss oder ein Gemisch aus mehreren
Borrelienspezies (z. B. Bbss, B.afzelii und B.garinii)), denn spezifische Vakzine gegen LB bieten
keinen Schutz gegen heterologe Borrelienspezies und konnen daher nicht pauschalisiert weltweit
einsetzt werden (WILSKE et al., 1996; GERN et al., 1997; ToPFER&STRAUBINGER, 2007;
CHOMEL, 2015).

Das fiir den Impfschutz relevante OspA ist ein immunogenes Oberflichenlipoprotein, das von Bbsl
in groer Menge im Vektor zum Zeitpunkt der Aufnahme in den Mitteldarm der niichternen Zecke
exprimiert wird (SCHWAN et al., 1995; PAL et al., 2000; PAL&FIKRIG, 2003; KENEDY et al.,
2012; CAIMANO et al., 2019; KUROKAWA et al., 2020). Dort bindet OspA an den Rezeptor
TROSPA (engl. Tick receptor for OspA), welcher im Mitteldarm wéhrend der Blutmahlzeit
ebenfalls verstdrkt exprimiert wird (PAL et al., 2004a). Dadurch wird Bbsl eine Adhédsion an die
luminale Oberflache von Mitteldarmepithelzellen und ein Verweilen bis zur ndchsten Blutmahlzeit
ermoglicht (YANG et al., 2004). Die Autoren Yang et al. konnten anhand von infektiosen, OspA-
mutanten Bb-Isolaten zeigen, dass OspA essenziell fiir eine Kolonisierung und Persistenz der
Erreger im Mitteldarm einer Zecke ist, aber nicht fiir eine Bbsl-Ubertragung auf den Wirt und
dessen Infektion (PAL et al., 2000; SCHWAN&PIESMAN, 2000; YANG et al., 2004; STROTHER
et al., 2007). Nach aktuellem Stand der Wissenschaft werden OspA-AG wihrend der Ubertragung
auf den Sduger nicht oder nur noch in so geringer Menge auf der Borrelien-Oberflache exprimiert,
dass die Produktion nicht ausreicht, um eine Serokonversion beim Wirt hinsichtlich OspA zu

induzieren (ZHONG et al., 1997; WOODMAN et al., 2008).

In experimentellen Versuchen am murinen LB-Modell konnte gezeigt werden, dass impfinduzierte

spezifische OspA-AK die Méuse vor einer Infektion mit Bbsl schiitzen (SCHAIBLE et al., 1990;
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FIKRIG et al., 1991; TSAO et al., 2001). Chang et al. konnte nachweisen, dass eine Impfung mit
einem rekombinanten OspA (rOspA) Vakzin ebenso Ponys vor einer Bbsl-Infektion und klinischen
LB-Erkrankung schiitzt, indem die Infektion direkt nach Exposition mit infizierten Zecken blockiert
wird (CHANG et al., 2000). Auch in Hunden konnte dieser Beweis erbracht werden, weshalb sich
OspA als Haupt-AG in LB-Vakzinen sehr gut eignet und Anwendung findet (CHANG et al., 1995;
CHANG et al., 1999; CONLON et al., 2000; TOPFER&STRAUBINGER, 2007; KNODLSEDER
et al., 2019; WILCZEK et al., 2022).

Durch die Applikation von rekominantem OspA, oder inaktivierten nicht-infektiosen Borrelien, die
OspA auf ihrer Oberflache tragen, wird die Bildung von spezifischen, protektiven AK gegen das
OspA-AG im Siuger induziert. Diese AK werden durch Zecken wéhrend der Blutmahlzeit am
immunisierten Wirt aufgenommen und gelangen in den Mitteldarm der Zecke, wo sie direkt an
OspA binden, welches sich auf der Oberflache der dort lokalisierten Borrelien befindet. Dadurch
werden die Spirochéten direkt in der Zecke immobilisiert und unschidlich gemacht, und es wird
somit eine Ubertragung in den Wirt verhindert (FIKRIG et al., 1992¢c; PAL et al., 2001;
GIPSON&DE SILVA, 2005).

Ein Impfstoff, welcher auf dem Wirkprinzip von OspA basiert, eignet sich zur Vorbeugung einer
Infektion, nicht aber als Therapie bei einer bereits erfolgten Bbsl-Infektion (ZHONG et al., 1997).
Ebenso ist der potenziell schiitzende Effekt einer LB-Impfung nur nach erfolgreicher
Grundimmunisierung und regelméaBiger Auffrischung des Impfschutzes zu erwarten, wobei die AK-
Bildung erneut stimuliert wird (KNODLSEDER et al., 2019; WILCZEK et al., 2022). Ein hoher
AK-Titer korreliert positiv mit dem Schutz vor einer Bbsl-Infektion, wird jedoch keine regelmaBige
Auffrischung des Impfschutzes durchgefiihrt, werden die OspA-AK mit der Zeit langsam abgebaut
und die Protektivitdt verfallt (GOLDE et al., 1997; CHANG et al., 1999).

In einer Impfstudie mit Pferden von Knddlseder et al. wurde gezeigt, dass eine
Grundimmunisierung (GI) bestehend aus zwei Impfungen im Abstand von zwei Wochen sowie
zwel Auffrischungsimpfungen (Al) nach sechs und zwdlf Monaten einen besseren Impfschutz
bieten, als wenn nur eine Al nach zwolf Monaten nach GI verabreicht wird (KNODLSEDER et al.,
2019). Denn nach fiinf Monaten nach GI fallen impfinduzierte protektive AK bereits deutlich ab,
eine Al zu diesem Zeitpunkt kann den AK-Titer hingegen signifikant erhohen und die protektive
Immunantwort somit deutlich verbessern (Abb. 9). Selbes konnte in humanmedizinischen
Impfstudien und einer Impfstudie mit Hunden demonstriert werden (SIGAL et al., 1998;
WRESSNIGG et al.,, 2014; WILCZEK et al., 2022). Fiir Pferde, die sich im Freiland in
Endemiegebieten mit besonders hohem Infektionsdruck aufhalten, wird empfohlen, die LB-
Impfung nach Grundimmunisierung plus zwei Auffrischungsimpfungen (sechs und zwolf Monate
nach Grundimmunisierung) jéhrlich zu wiederholen, optimalerweise im Friihjahr, vor Beginn der

Zeckensaison (KNODLSEDER et al., 2019; STIKOVET et al., 2023).
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Abbildung 9: Serologische eL.B-Impfstudie mit Pferden: Verlauf der impfinduzierten, spezifischen AK-
Spiegel gegen Bbsl-AG in drei Studiengruppen (A, B und C) withrend eines Studienzeitraumes von 13
Monaten.

Pferde der Studiengruppe A (schwarz) wurden wihrend des Studienzeitraumes von 13 Monaten an Tag 0, 14
und 365+3 gegen LB geimpft (A), Pferde der Studiengruppe B (rot) wurden gleichermaf3en geimpft wie Stu-
diengruppe A, erhielten jedoch eine zusétzliche Al an Tag 180 (A). Studiengruppe C (griin) fungierte als Ne-
gativkontrollgruppe und wurde nicht geimpft. Zur Beurteilung des Impferfolges fanden Blutprobenentnahmen
in zweimonatigen Intervallen und deren serologische Untersuchung auf impfinduzierte, spezifische AK gegen
Bbsl-AG mittels Zweistufentest (KELA und LIA) statt. Pferde der Studiengruppe A zeigten einen deutlichen
Anstieg des protektiven AK-Titers (gemessen in KELA-Einheiten (engl. units)) nach GI sowie einen graduellen
Abfall des Titers (beginnend nach 1 Monat nach GI) bis zur nidchsten Al Gleiches war fiir Gruppe B zu be-
obachten, die Al an Tag 180 induzierte jedoch einen ereuten, signifikanten Anstieg des protektiven AK-Titers
und somit einen verbesserten Impfschutz bis zur néchsten Al. Bei der Kontrollgruppe war keine signifikante
Veranderung des AK-Titers zu beobachten (KNODLSEDER et al., 2019).

LB, Lyme-Borreliose; GI, Grundimmunisierung; Al, Auffrischungsimpfung; AK, Antikérper; KELA, engl.
Kinetic Enzym-linked immunosorbent assay; LIA, engl. Line immunoassay.

2.3.1.3. Serologischer Nachweis von impfinduzierten spezifischen AK gegen
Bbsl-AG

Spezifische AK gegen Bbsl-AG im Serum von Patienten kdnnen sowohl durch einen natiirlichen
Erregerkontakt als auch durch eine LB-Impfung induziert werden. Entsprechend ist Vorsicht bei
der Interpretation von serologischen Laborergebnissen geboten, wenn bekannt ist, dass dem

Patienten in der Vergangenheit Lysatimpfstoffe zum Schutz vor einer Bbsl-Infektion verabreicht
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wurden. Die Unterscheidung von Impf-AK und jenen AK, die durch eine natiirliche Bbsl-
Exposition induziert wurden, stellen in der veterindrmedizinischen Serodiagnostik nach wie vor
eine Hiirde dar und machen eine Ergebnisinterpretation oft schwierig, vor allem wenn der
Impfstatus des Tieres nicht bekannt ist (CRAFT et al., 1984; GAUTHIER&MANSFIELD, 1999).
Nach derzeitigem Wissenstand sind spezifische AK gegen OspA-AG im Serum von tierischen
Patienten ein weitgehend zuverléssiges Indiz fiir eine erfolgte Immunisierung gegen Bbsl, da OspA-
AG nicht oder nur in sehr geringem Mafe von LB-Borrelien in vivo im Sidugerwirt exprimiert
werden, wobei die Menge nicht ausreichend ist, um eine Produktion von OspA-spezifischen AK im
Wirt auszuldsen (GERN et al., 1993; BRUNET et al., 1995; DE SILVA et al., 1996; HODZIC et
al., 2003; LIANG et al., 2004a; WOODMAN et al., 2008). Entsprechend ist ein Nachweis von
OspA-AK im Serum von Patienten fast ausschlieBlich einer erfolgten Immunisierung zuzuordnen
und nicht einer natiirlichen Exposition und Infektion (FIKRIG et al., 1998). Ein zuverldssiges Indiz
fiir eine Bbsl-Infektion ist hingegen der Nachweis von spezifischen AK gegen VISE-AG oder gegen
Cs-AG (LIANG et al., 2004b; MARANGONI et al., 2008; KRUPKA et al., 2009; WAGNER et al.,
2013). Das durch Rekombination antigenetisch variable Immunogen VISE wird durch den Saugakt
der Zecke reguliert, bei der Ubertragung auf den Siugerwirt aktiviert, und nur von aktiven LB-
Borrelien in vivo im Sdugerwirt exprimiert (ZHANG et al., 1997a; LIANG et al., 2000b). Es dient
der Immunevasion wihrend einer aktiven oder persistierenden Bbsl-Infektion (ZHANG&NORRIS,
1998; CROTHER et al., 2004; BYKOWSKI et al.,, 2006; ROGOVSKYY et al., 2015;
BANKHEAD, 2016; ZHANG et al., 2020). Dieser wichtige Virulenzfaktor kann bereits wenige
Tage nach Infektion im Serum des Wirtes nachgewiesen werden (KENEDY et al., 2012).

2.3.2. Fehlende Standardisierung und Validierung von Diagnostik-
verfahren zum serologischen Nachweis von spezifischen AK
gegen Bbsl-AG in equinen Seren

Es ist von groBer Wichtigkeit, verfligbare serologische Nachweisverfahren zur Diagnose einer Bbsl-
Infektion zu evaluieren wund hinsichtlich der Sensitivitit, Spezifitit und den
Ergebnisinterpretationskriterien mittels einem einheitlichen Interpretationsprotokoll zu
standardisieren, um zuverldssige, reproduzierbare und aussagekriftige Ergebnisse in der
serologischen Bbsl-Diagnostik zu erhalten. Dabei sollte eine Validierung anhand von Testgruppen
mit sowohl ungeimpften als auch geimpften Pferden erfolgen und die Kriterien der
Ergebnisinterpretation sollten entsprechend eine impfspezifische Immunantwort miteinbeziehen.
Fiir die in dieser vergleichenden Studie eingesetzten, semiquantitativen LIAs zum Nachweis von
spezifischen AK gegen Bbsl-AG blieb die erstrebenswerte Testvalidierung und -standardisierung
hinsichtlich der Untersuchung von Pferdeseren bisher aus. Fiir die Untersuchung von Pferdeseren

auf Bbsl-spezifische AK erfolgte bereits durch Doff et al. eine Evaluierung fiir zwei der drei in
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Deutschland erhéltlichen LIA-Test-Kits hinsichtlich ihrer Sensitivitét, Spezifitit, Labortauglichkeit
und der Ubereinstimmung der produzierten Ergebnisse der angewendeten Tests (65,5%). Jedoch
wurde kein standardisiertes Ergebnisinterpretationsprotokoll fiir die Bbsl-Serodiagnostik mit
equinen Seren mittels LIA zur Verfligung gestellt sowie keine detaillierten technischen
Verbesserungshinweise fiir verfiigbare LIAs gegeben. Daher werden in dieser vergleichenden
Studie drei verschiedene LIAs fiir die Bbsl-Diagnostik in equinen Seren hinsichtlich ihrer
Sensitivitét, Spezifitit einzelner Ziel-AG, sowie dem Gesamttestergebnis verglichen und evaluiert.
Zudem wird ein einheitliches Interpretationsprotokoll vorgestellt, in welchem eine Unterscheidung
von geimpften und ungeimpften Pferden, und eine entsprechende Interpretation der

Bandenergebnisse im LIA, erfolgt.
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Abstract

Diagnosis of equine Lyme borreliosis (LB), an infection caused by members of the Borrelia
burgdorferi sensu lato complex (Bbsl), is challenging due to the nonspecific clinical signs of
the disease and due to the variety of non-standardized serological tests. Specific vaccine-
induced antibodies against LB, providing an effective protection against the infection, com-
plicate the issue further. The standard for the detection of specific antibodies against Bbsl is
a two-tier test system based on an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) or indirect
fluorescent antibody test (IFA) for antibody screening combined with a qualitative, highly
specific immunoassay (e. g. line immunoassay (LIA)) for confirmation. In this study, three
LIAs available for detection of antibodies in equine serum samples were evaluated and com-
pared. A total of 393 serum samples of 131 horses with known serostatus were used. It
included groups of non-vaccinated horses, immunized horses (vaccinations against LB on
days 0 and 14), and horses that had received an initial immunization plus an additional
booster on day 180. Sera were collected on days 0, 135 and 210 of the study. Results were
compared considering the tests’ sensitivity, specificity, diagnostic outcome, and the opera-
bility of each test. Agreements of the diagnostic results among the LIAs were calculated for
overall test results and single antigen-antibody-complex signal results. They are presented
as inter-rater agreement and statistic reliability, represented by the Fleiss’ kappa coefficient.
Agreement scores ranged from poor to moderate depending on group and time-point of
blood sample collection. Depending on LIA used, deficiencies were observed in the form of
non-sufficient sensitivity of antigen signals on the LIA strips (especially for outer surface pro-
tein A (OspA) or variable major protein like sequence expressed (VISE)) or as an inappropri-
ate test interpretation of the OspA signal. Operability of the three LIAs was equally user-
friendly with minor variations. In two LIAs, test-evaluation was simplified by a supplied scan-
ner and evaluation software. To improve functionality of available LIAs for equine serum
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samples it is advisable to adjust sensitivity and specificity of single test antigen signals and
establish appropriate evaluation protocols.

1. Introduction

Due to more favorable climate conditions the likely geographic range, the distribution and
abundance of ticks of the Ixodes family, the vector of borreliae from the Borrelia burgdorferi
sensu lato complex (Bbsl), is increasing [1]. Especially rural areas with large natural and semi-
natural greenspaces, a low field vegetation height and a high vertebrate host spectrum bear risk
for an increased density of tick populations, particularly during summer months [2, 3].
Regarding tick-borne diseases (TBD) such as Lyme borreliosis (LB), or Lyme disease (LD), an
increasing emergence and a shift in seasonality can be observed [4, 5]. Although there is sparse
data available on the seroprevalence and clinical presentation of LB in horses in Europe, horses
are potentially at extended risk of tick encounter, transmission and infection with TBD [6, 7].
Focusing on equine LB, the pathogenesis is not well elucidated, however, infection and clinical
disease are two different entities. Seropositivity itself is not associated with clinical disease and,
accordingly, a single positive serologic test is not enough for a confirmation of LB in horses.
Yet, a serum sample with Bbsl-specific antibodies might be evidence of a current or past expo-
sure to borrelia antigens (AG). Documented clinical signs in horses are manifold, but generally
unspecific, and include fever, stiffness, intermittent lameness, decreased performance, and
behavioral changes due to encephalitis, uveitis, infectious arthritis, neurological disease or
cutaneous pseudolymphoma [8-10]. The diagnosis of LB should only be confirmed if differen-
tial diagnoses have been eliminated and the criteria of tick exposure, the manifestation of clini-
cal signs and the detection of the pathogen in the patient, or a specific antibody response,
apply [11].

To prevent an infection with Bbsl, vaccines are available for horses, yet, to ensure a protec-
tive effect it is necessary and recommended to perform two initial immunizations within 2-3
weeks, a third immunization 6 month later, a fourth immunization one year after the first
immunization, and then repeat the vaccination on an annual basis prior to the peak of tick
activity [12, 13]. The lysate vaccines available contain inactivated borreliae antigens, including
the outer surface protein A (OspA). Vaccination-induced immunoglobulins are taken up by
the tick during its blood meal. In the tick’s midgut, antibodies bind to the expressed OspA
antigen on the borreliae. Antigen-antibody binding results in the immobilization of the spiro-
chetes, inhibiting the spirochetes’ migration to the tick’s salivary glands and their injection
into the host’s skin [14, 15].

To confirm Bbsl infection and strengthen clinical diagnosis, it is essential to have operable
and reliable serodiagnostic tests for the detection of antibodies (AB) specific for an ongoing
infection with Bbsl. In this context, it is of great importance that tests allow the differentiation
of vaccination-induced AB from those induced by past, natural exposure and active infection.
Only horses with clinical signs consistent with LB and infection-specific antibodies against
Bbsl need antibiotic treatment; while a false-negative serodiagnostic result may entail the omis-
sion of appropriate on-time treatment, a false-positive result may evoke unnecessary antibiotic
treatments with detrimental effects on the horses’ health (e.g. effects of drug intolerance, coli-
tis, diarrhea, increased risk for additional infections) and the risk of antibiotic-resistance devel-
opment in bystander bacteria [16]. However, diagnosis of LB in horses is challenging;
recommended serological standard methods often fail at this challenge impeding clinical
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decision-making and potentially leading to misdiagnosis and mistreatment of the herbivorous
patient.

Today’s method of choice are non-standardized indirect tests detecting Bbsl-specific AB in
serum; it is a two-tier test system based on an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
or indirect fluorescent antibody test (IFA) for screening for reactive antibodies combined with
a qualitative and highly specific inmunoassay (e. g. line immunoassay (LIA)) for confirmation.
Test strips of immunoblots are coated with antigens specific for member species of the Bbsl
complex. Suitable and commonly used antigens for immunoblotting are decorine binding pro-
tein A (DbpA, p18), outer surface protein C (OspC), outer surface protein A (OspA, p30), Bor-
relia membrane protein A (BmpA, p39), protein 100 (p100, p83), protein 58 (p58), peptid C6
and variable major protein-like sequence expressed (VISE). If specific AB are present in the
sample, they bind to its specific AG on the test strip resulting in AG-AB immunocomplexes
which are visualized by color reaction signals on the strip [17, 18]. Semi-quantitative LIAs are
highly specific potentially allowing a differentiation between naturally infected and vaccinated
animals. Due to the vaccination with LB lysate vaccines, animals develop a humoral OspA-spe-
cific IgG-response with antibody levels depending on the vaccination schedule and time of
testing [12, 19]. Thus, reactions to OspA antigen is a consistent marker for immunization
against LB [20]. Yet, although a reaction to OspA AG in LIA is considered as indicative for
vaccination-also in equine serum samples-and most test kit manufacturers supply instruction
manuals accordingly, informative LIA evaluation protocols for serum samples of vaccinated
horses covering this state of knowledge have not officially been published to this date. Addi-
tionally, it needs to be considered that the use of lysate vaccines against LB in horses might
result in the development of antibodies against diverse other borrelial outer surface proteins
that are expressed by borreliae in vitro (i. e., OspC, DbpA, BmpA, p58, or p100). That is, the
appearance of respective immunocomplex reaction signals on LIA strips in combination with
a positive reaction to OspA AG commonly occur in vaccinated animals and need to be consid-
ered as vaccination-induced and not be counted as infection-specific signals. In contrast, VISE
and C6 AG signals are considered as highly specific markers for a Bbsl-infection since those
are only expressed by viable borreliae in vivo [21-23].

In this project we compared and evaluated three LIAs available for detection of AB against
Bbsl in equine serum samples with focus on their ability to differentiate antibody responses
initiated by immunization and natural infection. A total of 393 serum samples of 131 clinically
healthy horses with known serostatus were used. The sample-pool originated from a vaccina-
tion study and included groups of non-vaccinated horses, basic-immunized horses (vaccina-
tions against LB on days 0 and 14), and horses that had received immunizations against LB
plus an additional booster on day 180 [12]. Sera were collected on day 0 (prior to first vaccina-
tion), as well as on days 135 and 210 in the vaccination schedule since differences in diagnostic
results (specific antibody levels) are expected between experimental groups at these time-
points. Tests were compared regarding their sensitivity, specificity and diagnostic outcome,
and were evaluated for handling, operability and evaluation procedure to identify individual
benefits and deficiencies of a test. Moreover, with the aim to refine serodiagnostic accuracy, a
recommended overall evaluation protocol (ROEP) for serodiagnosis of LB was established as
an up-to-date reference protocol for the evaluation of equine serum samples when LIAs are
used.

2. Material and methods

All procedures for this study were carried out in accordance with the guidelines approved by
the Animal Welfare Committee of the Government of Upper Bavaria, Munich, Germany (Az.
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55.2.1.54-2532.0-91-16) and the protocols adhered to the German “Tierschutzgesetz” (§ 8a
Abs. 1 Nr. 3b TierSchG).

2.1. Serum samples

A total of 393 equine serum samples were analyzed for the presence of specific antibodies
against Bbsl using LIAs produced by three different manufacturers (S2 Table). The sera were
originated from a previous vaccination study with horses using the vaccine EquiLyme®
(Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim am Rhein, Germany [12]) and were
stored at -80°C. All equine serum samples described in this study have been tested in advance
for quantitative and qualitative antibody levels with in-house kinetic ELISA (KELA) and LIA
and therefore had known serostatus [12].

The collection of sera consisted of samples collected from a total of 131 clinically healthy
horses at three time-points in the vaccination schedule and included one group of non-vacci-
nated and two groups of vaccinated horses that underwent variant vaccination schedules
(S1 Table). Horses in group Non-Vac (n = 42) received no vaccination and functioned as the
negative control group. Horses assigned to group Vac-Basic (n = 45) were vaccinated following
a basic vaccination schedule which included two vaccinations: on day 0 (first immunization)
and day 14. Horses belonging to group Vac-Plus (n = 44) were vaccinated equally to study
group Vac-Basic, yet, had received an extra booster on day 180. For this study we used sera col-
lected from each participating horse on sampling time-point day 0 (d0), day 135 (d135) and
day 210 (d210) in the vaccination period. We chose this specific selection of study groups and
blood sampling time-points to demonstrate that, depending on the time-point of the latest per-
formed vaccination, there may be significant differences in equine immune responses. This
comprises a major pitfall in the serodiagnosis of equine LB, particularly with regard to differ-
entiating vaccinated and naturally infected horses.

Additionally, a serum sample of a Bbsl-infected and LB-vaccinated horse with known, high
seropositivity was included as positive control (RKS-B/9940-E) in every single test run.

For the serologic testing, the sera were thawed twice and either stored at +4°C for a maxi-
mum of five hours between two tests or refrozen right after usage.

2.2. Antibody detection in the serum samples

Serum samples were tested each with three different line immunoassays further named LIA A,
LIA B and LIA C (S2 Table).

The LIA strips are coated with antigens specific for Borrelia species of the Bbsl complex.
The detection of Bbsl-specific antibodies in equine serum with the supplied LIAs was carried
out according to manufacturer’s instructions as described in the following section (and
S1 Fig). Only test kits with one and the same LOT number per manufacturer were applied to
test all samples in order to exclude the possibility that the use of different LOTs may have influ-
ence on test results. Samples were not tested according to the study groups but were processed
randomly.

Depending on the technical instruction manual of the LIA applied, the evaluation of the
LIA strips was conducted either visually by the examiner (i. e. LIA A) or automatically by a
scanning and evaluation software (i. e. LIA B and LIA C).

Evaluation results written in small letters (i. e. “negative” (neg), “equivocal positive” (equi-
voc), “positive” (pos)) refer to a result of a single AG line (single color reaction signal result)
on a test strip. Evaluation results written in capital letters (i. e. “NEGATIVE” (NEG), “EQUIV-
OCAL” (EQUIVOC), “POSITIVE” (POS), “VACCINATED” (VAC), “VACCINATED AND
POSITIVE” (VAC+POS)) refer to the cumulative diagnostic outcome (overall test result) of an
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entire test strip or serum sample. Yet, the expressions “false-positive” or “false-negative”, as
used several times in this publication, refer to the misdiagnosed or misclassified, cumulative
diagnostic outcome of a test.

2.2.1.LIA A. LIA A is aline immunoassay developed for semi-quantitative detection of
IgG antibody response against antigens that are specific for Borrelia species of the Bbsl com-
plex. It was designed for testing of equine and canine sera. To test equine serum samples,
though, it is required to acquire both, the canine test kit plus the supplemental equine set, to
have all necessary test components available. The serological testing was conducted according
to manufacturer’s instructions with supplied nitrocellulose strips coated with Bbsl-specific
antigens and provided reagents. Antigens present on the strips are listed in Table 1. For every
test kit one equine IgG cut off control (COC), a serum sample supplied as concentrate by the
manufacturer, needs to be included in every single LIA run. COC were generally handled like
every other serum sample but were always placed in the first reaction well of the incubation
tray and, later, on a separate evaluation sheet. The COC was developed to function as colora-
tion reference for the signal intensity of AG-AB immunocomplex reactions. During the evalu-
ation process it is compared to signals on the test strips evoked by serum samples tested.

As instructed by the manufacturer's manual, all chemical components utilized for antibody
detection with LIA A were brought to room temperature before use.

Then, the washing and incubation buffer (WB) was prepared in a ratio of 1:10 by mixing
concentrated buffer with a respective volume of distilled water (Aqua destillata (Aq. dest.)).
For each serum sample to be tested one nitrocellulose test strip was placed in a reaction well of
an 8-well incubation tray. Then, 1.5 ml of WB were pipetted into each well used and the incu-
bation tray was swayed gently to fully moisten the test strips. This step was followed by the
addition of test samples: in the first reaction well 100 pl of COC was added, in the second and
further wells 15 pl of an equine serum sample were added to an assigned well and test strip.
The incubation was performed at room temperature for 30 min on a rocking shaker.

Table 1. Borrelia burgdorferi senso stricto-specific antigens applied on nitrocellulose strips of three LIAs used.

Antigen LIAA LIAB LIAC
VIsE - np +
VIsE-Bb* np + np
VIsE-Ba** np + np
Cg-Peptid np np +
OspA + + +
DbpA (p18) + + +
ErpA-p18*** np + np
OspC + + +
BmpA (p39) + + +
p58 + + +
p100 (p83) + + +
p4l np np +
L-Bb* np + np

LIA, line immunoassay; Ba, Borrelia afzelii; Bb, Borrelia burgdorferi; VIsE, variable major protein-like sequence
expressed; C6, peptide referring to 6" invariant region of VIsE; Osp, outer surface protein; DbpA, decorine binding
protein A; ErpA, A-type iron sulfur protein essential for respiratory metabolism in Escherichia coli; BmpA, Borrelia
membrane protein A; p, protein; L, lipid; antigens present (+) and not present (np) on the assay; *antigen on strip
originated from Bb; **antigen on strip originated from Ba; ***according to the manufacturer the recombinant

protein ErpA-p18 is of different origin than DbpA (p18) on their LIA strip and therefore unequal.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0316170.t001
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Subsequently, the fluid was gently poured off while test strips remain in the well, replaced by
another 1.5 ml of WB and incubated for 5 min on the rocking shaker; this 5-minute washing-
and-draining-step was repeated two more times. Meanwhile, the anti-horse IgG-conjugate-
dilution was prepared in a ratio of 1:100 by mixing equine conjugate concentrate with a
respective volume of WB. Then, 1.5 ml of conjugate-dilution was added to each drained well
with a test strip, followed by an incubation period of 30 min on the rocking shaker and, after
the removal of all fluids, three further 5-minute washing-steps with 1.5 ml WB each. After fin-
ishing the washing-and-draining process, 1.5 ml of Aq. dest. was added to each well for 1 min,
then poured off, replaced by 1.5 ml of substrate per well and incubated for exactly 12 min on
the incubation shaker. The test was finalized by one last draining-step and three rinsing-steps
with 1.5 ml Aq. dest. each without incubation. At the end, all fluids were removed, the strips
carefully transferred from the wells to a clean absorbent tissue and left to dry for at least 20
min away from sunlight. For evaluation, the LIA strips were first arranged and attached one
below the other on an evaluation sheet-with an extra sheet for the COC.

Evaluation of the strips was conducted visually by the examiner. Color reactions on single
antigen lines were categorized with values 1 (negative (neg); no signal), 2 (negative (neg); weak
signal fainter than COC), 3 (equivocal positive (equivoc); signal equal to COC), and 4 (positive
(pos); signal stronger than COC). The overall rating of an entire test strip or serum sample in
LIA A and its assignment to an overall test result allocation category is explained in Table 2.
Hereby, the manufacturer of LIA A distinguishes between the allocation categories “NEGA-
TIVE” (NEG)-no evidence of relevant contact with pathogen, “EQUIVOCAL”-evidence of
contact with pathogen, “POSITIVE” (POS) (infection)-evidence of infection with pathogen.
The OspA AG line was not considered as a specific AG signal in equine immunoreactions.
Thus, there is no differentiation and specification as vaccination or both as vaccination and
infection.

Table 2. LIA A-overall rating of a test strip or equine serum sample and its assignment to an overall test result
allocation category according to manufacturers’ instructions.
Allocation categories (overall test result) Antigen line evaluation—Equine sera

NEG 0 AG lines or AG lines < COC
or
0-2 AG lines > COC (except VISE)

EQUIVOC VISE AG line and 0-2 AG lines > COC
or
3 AG lines (except VISE) > COC

POS VISE AG line and > 3 AG lines > COC
or
VISE AG line and DbpA AG line and > 1 AG line > COC
or
>4 AG lines > COC (except VISE)

VAC R
VAC+POS -

Overall rating and allocation are based on the AG line results obtained with LIA A and its evaluation according to
LIA A’s evaluation protocol for horses supplied by the manufacturer. The OspA AG line was not considered as a
specific AG line for an equine immunoreaction. Hence, in this protocol there is no differentiation in terms of a
vaccination (VAC) or vaccination and infection (VAC+POS) regarding an overall test result.

AG line, antigen line; NEG, negative overall test result; EQUIVOC, equivocal overall test result; POS, positive overall
test result (infection); COC, cut off control; OspA, outer surface protein A; VIsE, variable major protein-like

sequence expressed; DbpA, decorine binding protein A; COC, cut off control.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0316170.t002
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2.2.2. LTIA B. Other than LIA A, LIA B was designed for testing equine serum samples
only. Antigens present on the strips are listed in Table 1. Antibody detection was performed
according to the manufacturer’s instructions. Evaluation of the strips was conducted with the
software and scanner system supplied by the manufacturer. In case of this LIA, the COC was
already included on the test strip and no additional procedure was needed in this context.

LIA B was prepared and conducted alike LIA A with the following differences: in LIA B
30 pl of serum samples were used, incubation trays held 30 wells, and strips were required to
be incubated in advance for 15 min in 1.5 ml of WB-dilution before adding serum samples.
The subsequent steps of incubation of serum samples and conjugate (30 min each) as well as
the two washing steps in between (3 x 5 min each) were equal to LIA A. However, in LIA B the
anti-horse enzyme-conjugate-dilution was prepared in a ratio of 1:10. After finalizing the sec-
ond washing process with WB, no further washing step with Aq. dest. was conducted, but the
substrate was applied immediately, and incubation was performed for only 10 minutes. To
stop the color reaction fluids were poured off and strips were washed-off with 1.5 ml Aq. dest.
three times for 1 min each. After finishing the test, transferring strips to a prepared sticky eval-
uation sheet and air-drying them for at least 20 min away from sunlight, evaluation was per-
formed using a flatbed scanner and evaluation software (version 3.4.36) supplied by the
manufacturer.

Color reactions on single AG lines were evaluated and categorized automatically by the
software with values from 0 to 11 (negative (neg); no signal), 12 to 18 (equivocal positive
(equivoc); very weak signal or equal to COC), and > 19 to 255 (positive (pos); medium to
strong signal greater than COC). The overall rating of an entire test strip or serum sample
in LIA B and its assignment to an overall test result allocation category is explained in
Table 3. Hereby, the manufacturer of LIA B distinguishes between allocation categories
“NEGATIVE (NEG)-no evidence of relevant contact with pathogen”, “EQUIVOCAL
(EQUIVOC)-serological evidence of contact with pathogen”, “POSITIVE (POS)-serologi-
cal evidence of infection” and “VACCINATED (VAC)-serological evidence of immuniza-
tion”. Thus, the OspA AG signal is considered as specific AG signal in equine
immunoreactions. In the software there is an additional allocation category for the case of
both, a vaccination and an infection, classified as “VACCINATED OR POSITIVE (VAC
+POS)-Positive—serological evidence of infection or immunization”, but with no further
explanation for the type and number of AG lines.

2.2.3.LIA C. Alike LIA A, LIA C was developed to test equine and canine serum and
plasma. Yet, a kit included components for testing sera of both species. All antigens present on
the strips of LIA C are listed in Table 1. Antibody detection was performed according to manu-
facturer’s instructions. Evaluation of the strips was conducted with the software and scanner
system supplied by the manufacturer. In this LIA the COC was already included on the test
strip.

LIA C was prepared and conducted like LIA A and LIA B with the following differences:
the WB-dilution was prepared in a ratio of 1:5, incubation trays held 10 wells each and pre-
incubation of strips in WB was performed for 5 min before adding 15 ul of an equine serum
sample. Further, subsequent steps of incubation of serum samples and conjugate were con-
ducted for 45 min each. The anti-horse enzyme-conjugate came as a ready-to use component.
Equal to LIA B, the second washing process with WB (3 x 5 min. each) was followed by imme-
diate application of the substrate and its incubation for 10 min. To stop the color reaction, flu-
ids were poured off and strips were rinsed with 1.5 ml Aq. dest. three times without
incubation. After finishing the test, air-drying the strips for at least 20 min away from sunlight
and attaching them to an evaluation sheet, evaluation was performed using a flatbed scanner
and evaluation software (version 6.0.0) supplied by the manufacturer.
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Table 3. LIA B-overall rating of a test strip or equine serum sample and its assignment to an overall test result
allocation category according to manufacturers’ instructions.

Allocation categories (overall test result) Antigen line evaluation—Equine sera

NEG 0 AG lines or AG lines < COC
or
1 AG line > COC
or
p100 AG line and 1 AG line > COC

EQUIVOC 2 AG lines > COC (except p100)
or
2 AG lines > COC and > 1 AG line equivoc
or
1 AG line > COC and > 2 AG lines equivoc
or
> 3 AG lines equivoc

POS > 3 AG lines > COC (except OspA)
VAC OspA AG line and other possibly positive AG lines
VAC+POS -

Opverall rating and allocation are based on the AG line results obtained with LIA B and its evaluation according to
LIA B’s evaluation protocol for horses supplied by the manufacturer. VIsE-Ba and VISE-Bb were always considered as
one AG line albeit both AG lines might appear as “positive “or “equivocal positive”. The OspA AG line was
considered as specific AG line in equine immunoreaction. Hence, there was an overall test result allocation category
for vaccinated animals (VAC, vaccinated). *Only in the manufacturer’s evaluation software there is an additional
allocation category for the case of both-a vaccination and an infection (VAC+POS)-classified as “Positive—
serological evidence of infection or immunization”, but with no further specification regarding the type and number
of AG lines.

AG line, antigen line; NEG, negative overall test result; EQUIVOC, equivocal overall test result; POS, positive overall
test result (infection); equivoc, equivocal positive AG signal result on single AG line COC, cut off control; OspA,

outer surface protein A; p100, protein 100.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0316170.t003

Color reactions on single AG lines were evaluated and categorized automatically by the
software with values from 0 to 0.9 (negative (neg); no signal or signal fainter than COC), 1.0
(equivocal positive (equivoc); signal equal to COC), and greater than 1.0 (positive (pos);
strong signal greater than COC). The overall rating of an entire test strip or serum sample
in LTA C and its assignment to an overall test result allocation category is explained in
Table 4. Hereby, the manufacturer of LIA C distinguishes between allocation categories
“NEGATIVE (NEG)-no evidence of relevant contact with pathogen”, “EQUIVOCAL
(EQUIVOC)-evidence of contact with pathogen”, “POSITIVE (POS) (infection)-evidence
of infection®, “VACCINATED (VAC)-evidence of vaccination”, and “VACCINATED
AND POSITIVE (VAC+POS)-evidence of vaccination and infection”. The OspA AG signal
was considered as specific AG signal in equine immunoreactions and considered accord-
ingly in the evaluation of a test.

2.3. Statistical methods

For each serum sample and LIA strip the signal intensity results on single Bbsl-specific antigen
lines and the overall test result were recorded, organized, and analyzed with Microsoft Excel
Office 365 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA). Results were grouped and charted
by experimental group, LIA and sampling time-point (d0, d135 and d210).

To assess the agreement of results between the three independent raters (named LIA A,
LIA B and LIA C), single AG-AB immunocomplex signal intensity results and overall test
results were statistically analyzed for each serum sample using the Fleiss’ kappa test [24, 25].
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Table 4. LIA C-overall rating of a test strip or equine serum sample and its assignment to an overall test result
allocation category according to manufacturers’ instructions.

Allocation categories Antigen line evaluation—Equine sera
(overall test result)
NEG 0 AG lines or AG lines < COC

or
0-2 AG lines > COC (except OspA or VIsE / C6 AG line)

EQUIVOC VISE / C6 AG line and 0-2 AG lines > COC (except OspA or p18 AG line)
or
3 AG lines > COC (except OspA or VIsE / C6 AG line)

POS VISsE / C6 AG line and > 3 AG lines > COC (except OspA or p18 AG line)
or
> 4 AG lines > COC (except OspA or VISE / C6 AG line)
or
VIsE / C6 AG line, p18 AG line and > 1 AG line > COC (except OspA AG line)

VAC OspA AG line and > 0-2 AG lines > COC
or
OspA AG line and 0-3 AG lines > COC (except VISE / C6 AG line)

VAC+POS OspA AG line, VISE / C6 AG line and > 3 AG lines > COC (except p18 AG line)
or
OspA AG line and > 4 AG lines > COC (except VISE / C6 AG line)
or
OspA AG line, VISE / C6 AG line, p18 AG line and > 1 AG lines > COC

Overall rating and allocation are based on the AG line results obtained with LIA C and its evaluation according to
LIA C’s evaluation protocol for horses supplied by the manufacturer. VISE and C6 were considered as one AG line
albeit both AG lines might appear > cut off control AG line (COC). The appearance of one of those two lines alone
was not sufficient to allocate samples to the categories “EQUIVOC”, “POS” as well as “VAC+POS”.

AG line, antigen line; NEG, negative overall test result; EQUIVOC, equivocal overall test result; POS, positive overall
test result (infection); VAC, vaccinated overall test result (vaccination); VAC+POS, vaccinated and positive overall
test result (vaccination and infection); COC, cut off control; OspA, outer surface protein A; VIsE, variable major
protein-like sequence expressed; C6, peptide referring to 6" invariant region of VIsE; p18, protein 18 (synonymous

with decorine binding protein A (DbpA)).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0316170.t004

The observed inter-rater agreement (P,) and the statistic inter-rater reliability (IRR), repre-
sented by the Fleiss” kappa coefficient (x), were calculated per sampling time-point; once
without and second with additional subdivision into experimental groups (Non-Vac, Vac-
Basic, Vac-Plus). The IRR was categorized into “poor” (x = < 0.0), “slight” (x = 0.0 to 0.2),
“fair” (x = 0.21 to 0.40), “moderate” (x = 0.41 to 0.60), “substantial” (x = 0.61 to 0.80), and
“almost perfect” (x = 0.81 to 1.00). A high value for x represents a high agreement of the
three tests or raters regarding a sample‘s overall result, or its coloration of single AG signals
respectively [26].

3. Results

The study was conducted with, in total 393 equine sera of 131 clinically healthy horses priorly
diagnosed as LB-negative or equivocal with an in-house KELA and a commercial LIA. Each
horse was assigned to one of three experimental groups—non-vaccinated group Non-Vac (n =
42), which served as negative control group or vaccinated group Vac-Basic (n = 45) or Vac-
Plus (n = 44) (S1 Table). Serum samples collected at three different sampling time-points in
the vaccination schedule (d0, d135 and d210) were analyzed for their antibody contents each
with LIA A, LTIA B and LIA C.
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3.1. Results after evaluation and allocation according to manufacturers’
instructions

All three LIAs were tested with 393 equine serum samples each and handling was without any
issues. Visual evaluation of test strips in LIA A, and automatic scan and interpretation of
results on test strips in LIA B was entirely successful. However, for LIA C the automatic scan
and evaluation was not successful for three strips incubated with serum samples from one and
the same horse at three time-points (ZP0-28, ZP3-28, ZP4-28) as its COCs were above the
maximum level the scanner was able to process. Subsequently, the evaluation was performed
visually by the examiner in this case.

3.1.1. Results pertaining to specific antigen signals. Results for single AG lines of every
LIA strip and serum sample were analyzed by signal intensity and recorded by experimental
group, sampling time-point and LIA. To contrast results between LIAs, the number of samples
with a signal intensity result of “no signal®, “signal intensity fainter than COC®, “signal inten-
sity equal to COC”and “signal intensity greater than COC”was calculated for each Borrelia-
specific AG tested. Results were charted by experimental group, sampling time-point and LIA.
Additionally, the observed inter-rater agreement (P,) and IRR (x) were calculated for signal
intensity results of single antigens tested. Special attention was put on results for vaccination-
specific OspA AG signal, as well as VISE AG signal as the leading parameter indicating an
infection with pathogens of the Bbsl-complex.

A. OspA antigen signal. None of the three LIAs displayed “positive”OspA signal intensity
results (equal to or greater than the COC) for samples of group Non-Vac at any time-point in
the observational period. In other words, there was no color reaction signal on the OspA AG
line or it was fainter than the COC and, therefore, was considered as “negative” for all samples
of group Non-Vac at d0, d135 and d210 (Fig 1A-1C). Likewise, none of the three LIAs dis-
played a positive OspA AG signal result at dO for none of the samples in the vaccinated groups
Vac-Basic and Vac-Plus.

The observed inter-rater agreement (P,) for OspA signal intensity results at d0 ranged from
69% to 63% depending on group, the calculated IRR (i) was slight for all three groups at d0
(S3 Table). For group Non-Vac at d135 the P, was 56% while the kappa was poor (k = -0.04),
yet, it increased at d210 (P, = 70%, k = 0.10 (slight). In LIA A at d135, the antibody level of
only a fraction of vaccinated horses of groups Vac-Basic and Vac-Plus was sufficient to induce
a positive result for OspA AG signal (Mvac.pasic = 12/45, Hyac.plus = 15/44). Similarly, at d210
and group Vac-Basic only 27% of the vaccinated horses (11v,c pasic = 12/45) got identified as
such by LIA A; yet, in group Vac-Plus OspA-specific AB got detected with highly positive sig-
nal intensity results in 100% of the samples (#1y,c_prus = 44/44).

In LIA B at d135, none of the vaccinated horses displayed a positive result for OspA at d135
(Mvac-Basic = 0/45, Nyac_plus = 0/44). At d210, repeatedly none of the basic-vaccinated horses was
identified as such by LIA B (nvac_pasic = 0/45); in group Vac-Plus, though, LIA B positively
detected OspA-specific AB in 98% of the samples (#1y,c_pus = 43/44).

In LIA C, the antibody level was sufficient to induce a positive OspA signal in 36% of the
samples of group Vac-Basic (Myac pasic = 16/45) and 27% of the samples of group Vac-Plus
(Myacpius = 12/44) at d135, and, in 36% of the samples of group Vac-Basic (11yac_pasic = 16/45)
at d210. In group Vac-Plus, LIA C identified all vaccinated horses by highly positive OspA sig-
nal intensity results in 100% of the samples (#1y,c_prus = 44/44).

In summary, at d135 only LIA A and LIA C positively detected OspA-specific antibodies in
samples of the two vaccinated groups, but not LIA B. At d210 and group Vac-Basic, again,
only LIA A and LIA C did so, but not LIA B; yet, in group Vac-Plus at d210 all three LIAs dis-
played highly positive results for OspA AG signal. In general, LIA C reacted the most
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Fig 1. (A)-(I). Comparison of test results obtained by three LIAs used for Bbsl-serodiagnosis with equine serum samples. Evaluation was performed according
to the three manufacturers’ instruction manuals. Test results are charted by experimental group (Non-Vac (n = 42), Vac-Basic (n = 45), Vac-Plus (n = 44)), LIA
(LIA A, LIA B and LIA C) and time-point of blood sample collection (d0, d135, d210). (A)-(C). Comparison of OspA AG-AB immunocomplex signal intensity
results. The number of serum samples with a “negative”OspA signal intensity result are displayed in white (no signal) and lilac (signal fainter than COC), the
number of samples with a “positive”OspA signal intensity result are illustrated in light purple (signal equal to COC) and bright purple (signal greater than
COC). (D)-(F). Comparison of VISE AG-AB immunocomplex signal intensity results. The number of serum samples with a “negative”VIsE signal intensity
result are represented by white color (no signal) and vanilla (signal fainter than COC), number of samples with a “positive”VIsE signal intensity result are
displayed in yellow (signal equal to COC) and ocher (signal greater than COC). (G)-(I). Comparison of overall test results. The number of serum samples with
an overall test result of “NEGATIVE” (green), “EQUIVOCAL”(salmon), “POSITIVE (infection)”(red), “VACCINATED AND POSITIVE” (light brown) and
“VACCINATED?” (blue) are illustrated. In LIA A, vaccination-specific OspA is not considered as evidence for immunization and, therefore, there is no
allocation in terms of “VACCINATED” and “VACCINATED AND POSITIVE” in this test. Bbsl, Borrelia burgdorferi sensu lato; Non-Vac, non-vaccinated
horses; Vac-Basic, horses vaccinated on d0 and d14; Vac-Plus, horses vaccinated on d0, d14 and d180; d, day of blood sample collection during the vaccination
schedule; AG, antigen; AB, antibody; OspA, outer surface protein A; VIsE, variable major protein-like sequence expressed; COC, cut off control.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0316170.g001
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sensitive—closely followed by LIA A-by displaying the highest number of samples with an
OspA signal intensity result greater than the COC, while LIA B clearly demonstrated the low-
est sensitivity in regard to OspA-specific AB. Alike for group Non-Vac at d135, the observed
inter-rater agreement in regard to OspA AG signal results dropped to a low for groups Vac-
Basic (P, = 50%) and Vac-Plus (P, = 53%), too, at a slight IRR. At d210, P, significantly
increased again to a high (P, = 61% for group Vac-Basic, P, = 95% for group Vac-Plus). Never-
theless, the calculated IRR at d210 dropped to poor for group Vac-Plus (x = -0.02), while in
group Vac-Basic it increased to fair (x = 0.30).
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B. VISE antigen signal. When comparing results of LIA A, LIA B and LIA C in regard to sig-
nal intensity results for VISE AG signal, LIA C generally reacted the strongest followed by LIA
B and LIA A.

LIA A displayed the lowest number of VISE-positive samples (signal intensity
result > COC) at all three time-points and groups (dO0: #inon-vac = 1/42, Hyac Basic = 3/45, Nyac.
plus = 10/44; d135: Ninonvac = 3/42, Myac Basic = 3145, Nyac_pius = 7/44; d210: fign vac = 3/42,
NVac-Basic = 3/45, Nyac_plus = 10/44), yet, overall with a high in group Vac-Plus.

LIA B showed a higher number of VIsE-positive samples in comparison to LIA A in all
three groups at three time-points (d0: #xon-vac = 7/42, Nvac-Basic = 13/45, Nyac_plus = 16/44;
d135: finon-vac = 6/42, Nyac-Basic = 12/45, Hyac_plus = 13/44; d210: finon-vac = 8/42, Nyac-Basic =
18/45, nivyac_prus = 15/44), yet, overall with a low in group Non-Vac.

LIA C presented by far the most VIsE-positive samples in all three groups at three time-
points (d0: finon-vac = 15/42, Nyac Basic = 19/45, Bvac_plus = 24/44; d135: tigon vac = 14/42, Byac.
Basic = 20/45, My acpius = 22/44; d210: fnonvac = 15/42, My ac Basic = 21/45, fyacpius = 27/44).

Independent of the experimental group and LIA, there was no significant increase apparent
in the number of VIsE-positive samples over the progressing sampling time-points in the vac-
cination schedule (Fig 1D-1F). In general, all three LIAs detected VIsE-specific AB (> COC)
most frequently in serum samples of horses belonging to group Vac-Plus-independent of the
time-point of blood sample collection.

In summary, LIA C reacted very sensitive for VIsE-specific antibodies with up to 61% of
VIsE-positive samples in group Vac-Plus, while LIA A clearly was least sensitive in this aspect.
In consequence, there s a high discrepancy between the three LIAs regarding the detection of
VIsE-specific antibodies. Accordingly, the calculated IRR was poor to slight at d0 at an
observed inter-rater agreement of 38% in group Non-Vac, 36% in group Vac-Basic and 39% in
group Vac-Plus. At d135, the P, and IRR mostly remained unchanged for all three groups
(Non-Vac: P, =31%, k =

-0.15; Vac-Basic: P, = 33%, k = -0.05; Vac-Plus: P, = 40%, k = 0.09). At d210, the poor
agreement of results between the three LIAs did not improve either (Non-Vac: P, = 34%, x =
-0.09; Vac-Basic: P, = 31%, « = -0.07; Vac-Plus: P, = 32%, x = -0.01) (S3 Table).

3.1.2. Overall test results. The number of samples with an overall evaluation result of
“NEGATIVE” (NEG), “EQUIVOCAL” (EQUIVOC), “POSITIVE” (POS), “VACCINATED
AND POSITIVE” (VAC+POS) as well as “VACCINATED” (VAC) was calculated and charted
by experimental group, LIA and sampling time-point. Overall, LIA C reacted the strongest at
all three time-points and groups, followed by LIA B and LIA A (Fig 1G-11).

At d0 and d135, LIA A displayed the highest number of “NEG” samples in all three groups,
as well as at d210 in groups Non-Vac and Vac-Basic. In contrast, in group Vac-Plus at d210,
LIA A assessed the greatest number of samples as POS in comparison to LIA B and LIA C due
to the fact that OspA was not considered as vaccination-specific and, consequently, the
absence of allocation categories pertaining to vaccinated or vaccinated and infected horses in
LIA A’s technical manual. Therefore, at d210 none of the samples of vaccinated horses were
allocated as VAC, or VAC+POS, which resulted in many false-positive overall test results in
vaccinated groups in LIA A.

In comparison to LIA A, more sensitive LIA B rated a higher number of samples as POS
and a lower number of samples as NEG in all three groups at d0 and d135, as well as in groups
Non-Vac and Vac-Basic at d210. At d210, LIA B identified 84% of the vaccinees in group Vac-
Plus as VAC+POS (n = 37/44) while only four samples were allocated as VAC.

In contrast, most sensitive LIA C showed the lowest number of “NEG” samples at three
time-points and groups. Yet, based on the detection of OspA-specific antibodies, LIA C
detected the highest number of vaccinees at d135 and d210 in the two vaccinated groups.
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Here, in comparison to LIA B, LIA C allocated a significantly lower number of horses as VAC
+POS (n = 23/44) and, instead, more horses as VAC (n = 21/44).

For the overall test results of 131 equine sera at three classified time-points (d0, d135, d210)-
without subdivision of results into groups—the observed inter-rater agreement (P,) and the sta-
tistic inter-rater reliability (IRR, k) were 66% and fair (x = 0.28) at d0, 55% and slight (x = 0.18)
at d135, as well as 41% and slight (x = 0.18) at d210. With additional classification of results into
experimental groups, the IRR did not improve despite a partly increased observed inter-rater
agreement. That is, group Non-Vac (n = 42) displayed a slight IRR at all three time-points, yet,
in combination with the highest observed inter-rater agreement (d0: P, = 71%, d135: P, = 70%,
d210: P, = 63%) (S4 Table). For group Vac-Basic (n = 45) the IRR was fair at d0 (x = 0.28, P, =
67%), slight at d135 (x = 0.15, P, = 50%), and slight at d210 (x = 0.11, P, = 44%), too. The high-
est discrepancy in the accordance of overall results between LIAs was observed in group Vac-
Plus (n = 44), in particular in allocation categories “POS”, “VAC” and “VAC+POS”; for group
Vac-Plus the IRR was fair at d0 (x = 0.32, P, = 60%), dropped to slight at d135 (x = 0.18, P, =
47%) and further dropped to poor (x = -0.23) at d210 at a low of P, of 17%.

In summary, LIA C displayed the highest sensitivity, particularly in terms of the detection
of VIsE-specific AB, while it was equally sensitive to LIA A regarding the detection of OspA-
specific AB. LIA B showed the lowest sensitivity towards OspA-specific AB, while LIA A did so
in regard to VIsE-specific AB. In consequence, LIA C demonstrated the highest specificity at
the identification of vaccinated horses, followed by LIA A. In this context, LIA B demonstrated
the lowest specificity.

3.2. Results after evaluation and allocation according to an alternative
recommended overall evaluation protocol (ROEP) for LIAs and equine
serum samples

In addition to the evaluation of LIA strips according to manufacturers’ evaluation protocols all
LIA strips in this study were reevaluated with an alternative, uniform and recommended over-
all evaluation protocol (ROEP) for equine serum samples. This protocol is in accordance with
instruction manuals for sera of vaccinated and vaccinated and infected dogs. It was established
to counteract shortcomings of non-standardized LIA evaluation protocols for equine sera sup-
plied by manufacturers, and to refine and standardize the interpretation of LIA results in
order to improve serodiagnostic accuracy for equine LB.

The application of ROEP solely had influence on the overall test results, that is, evaluation
of single AG-AB immunocomplex signal results remained unchanged and was performed
according to the respective manual or computer software of a LIA. In the overall evaluation
process ROEP considered the OspA signal as vaccination-specific in all three LIAs. In this con-
text, the appearance of positive color reaction signals (> COC) on additional antigen lines—
except VIsE-that are known to occur in LIA of vaccinated dogs, are considered as reaction to
the various antigens provided with the lysate vaccine applied, respectively.

According to the ROEP a differentiation between the five allocation categories “NEGA-
TIVE” (NEG), “EQUIVOCAL” (EQUIVOC), “POSITIVE (infection)” (POS), “VACCI-
NATED” (VAC) and “VACCINATED AND POSITIVE” (VAC+POS) was performed
(Table 5).

3.2.1. Overall test results. Reassessed, the number of samples with an overall evaluation
and allocation result of “NEGATIVE” (NEG), “EQUIVOCAL” (EQUIVOC), “POSITIVE
(infection)” (POS), “VACCINATED AND POSITIVE” (VAC+POS) as well as “VACCI-
NATED” (VAC) was calculated and charted by experimental group, LIA and sampling time-
point.
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Table 5. Recommended overall evaluation protocol (ROEP)-overall rating of a test strip or equine serum sample
and its assignment to an overall test result allocation category according the ROEP.

Allocation Antigen signal evaluation—Equine sera
categories

(overall test result)

NEG 0 AG signals or AG signals < COC

or
0-2 AG signals > COC (except OspA or VISE / C6* AG signal)

EQUIVOC VISE / C6* AG signal and 0-2 AG signals > COC (except OspA or DbpA™* AG signal)
VISE / C6* AG signal, DbpA™* AOCr} signal and 0 AG signals > COC
VISE / C6* AG signal, OspA AG signal and 2 (I)\rG signals > COC (except DbpA** AG signal)
3 AG signals > COC (except (gspA or VISE / C6* AG signal)

POS VISE / C6* AG signal and > 3 AG signals > COC (except OspA™* AG signal)
or
> 4 AG signals > COC (except OspA or VISE / C6™ AG signal)
or
VISE / C6* AG signal, DbpA** AG signal and > 1 AG signal > COC (except OspA AG
signal)

VAC OspA AG signal and > 0-2 AG signals > COC
or
OspA AG signal and 0-5 AG signals > COC (except VIsE / C6* AG signal)

VAC+POS OspA AG signal, VISE / C6* AG signal and > 3 AG signals > COC
or
OspA AG signal, VISE / C6* AG signal, DbpA** AG signal and > 1 AG signals > COC

Opverall rating and allocation are based on the AG-AB immunocomplex signal intensity results obtained with LIA
and its evaluation according to an alternative ROEP for equine serum samples. VISE and C6 (*if present) are
considered as one AG signal albeit both signals might appear equal to or greater than the cut off control AG signal
(COC). **DbpA protein is considered as synonymous with p18 protein.

AG, antigen; AB, antibody; NEG, negative overall test result; EQUIVOC, equivocal overall test result; POS, positive
overall test result (infection); VAC, vaccinated overall test result (vaccination); VAC+POS, vaccinated and positive
overall test result (vaccination and infection); COC, cut off control; OspA, outer surface protein A; VIsE, variable
major protein-like sequence expressed; C6, peptide referring to 6™ invariant region of VIsE; DbpA, decorine binding

protein A.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0316170.t005

After application of ROEP, in LIA A there is neither a divergence in test results in group
Non-Vac at no point, nor in groups Vac-Basic and Vac-Plus at d0. Yet, the effect of ROEP
becomes apparent in the two vaccinated groups at d135 and d210: the former number of
“NEG” and “EQUIVOC” samples slightly decreased, the number of “POS” samples decreased
to none, and the samples recognized as vaccinated significantly increased (VACqy)3s: #vac_Basic
= 11/45, Nyaepius = 12/44; VAC 1210: Mvac-pasic = 11/45, Myac_pias = 34/44; VAC+POS 41 35 Myac.
Basic = 1/45, Nvac_plus = 2/44; VAC+POS 4510: Nvac-Basic = 1/45, Nyac_plus = 10/44), since the
immunization-induced positive OspA signal is now assessed as specific for vaccination
(Fig 2A-2C).

In LIA B, similarly, the application of ROEP resulted in a significant increase in the number
of “VAC” horses and a decrease in the amount of “VAC+POS” horses, yet, only in group Vac-
Plus at d210. That is, formerly 9% of “Vac-Plus” samples were allocated as VAC (n = 4/44) and
84% as VAC+POS (n = 37/44), while with application of ROEP 64% of “Vac-Plus” samples
were then allocated as VAC (n = 28/44) and 25% as VAC+POS (n = 12/44) at d210. In group
Vac-Plus at d0 and d135, as well as in group Vac-Basic at all three time-points, there‘s no sig-
nificant alteration in overall allocation results of samples since the alternate overall evaluation
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Fig 2. (A)-(C). Overall test results after application of the ROEP-comparison of overall test results obtained by three LIAs used for LB serodiagnosis in horses.
Evaluation and allocation were performed according to an alternative recommended overall evaluation protocol for equine serum samples which considered
OspA signal as specific for equine immunoreaction. The number of serum samples with an overall test result of “NEGATIVE” (green),
“EQUIVOCAL”(salmon), “POSITIVE”(red), “VACCINATED AND POSITIVE” (light brown) and “VACCINATED?” (blue) after evaluation with the ROEP
are illustrated. Results are charted by experimental group (Non-Vac (n = 42), Vac-Basic (n = 45), Vac-Plus (n = 44)), LIA (LIA A, LIA B, LIA C) and time-point
of blood sample collection (d0, d135 and d210). ROEP, recommended overall evaluation protocol; d, day of blood sample collection during the vaccination
schedule; Non-Vac, non-vaccinated horses; Vac-Basic, horses vaccinated on d0 and d14; Vac-Plus, horses vaccinated on d0, d14 and d180.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0316170.9002
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protocol has no influence on the detection rate of OspA-specific AB in LIA B. Also, in the
non-vaccinated group the application of ROEP produced divergent overall test results in LIA
B (S5 Table). It resulted in an increase of “EQUIVOC” samples combined with a decrease of
“NEG” samples at three time-points; at d0, five samples’ allocation result changed from NEG
to EQUIVOC and two from POS to EQUIVOC, at d135 four got altered NEG to EQUIVOC,
one from POS to EQUIVOC and one from EQUIVOC to POS, and at d210 one sample shifted
from POS to EQUIVOC, one from POS to EQUIVOC and one sample from EQUIVOC to
POS.

In LIA C there is no alteration in the overall evaluation and allocation results neither in
group Non-Vac at any time-point, nor in the vaccinated group at d0. In the groups of vacci-
nated horses at d135 and d210, there is no significant disagreement in results after application
of ROEP; at d135, one sample‘s allocation result in group Vac-Basic changed from VAC+POS
to VAC, while in group Vac-Plus two samples moved from VAC+POS to VAC. At d210, two
samples‘overall result in group Vac-Plus changed from VAC to EQUIVOC, and one changed
from VAC+POS to VAC.

In view of the inter-rater agreement, the calculated IRR (k) partially improved after applica-
tion of ROEP. When comparing the inter-rater agreement results after application of manufac-
turers‘evaluation protocols with those after application of the ROEP, the IRR for overall results
for 131 equine serum samples—without subdivision into experimental groups-at first,
remained fair at dO (x = 0.35, P, = 68%), yet, increased at d135 (kx = 0.24 (fair), P, = 54%) and
d210 (x = 0.43 (moderate), P, = 59%) with application of ROEP (54 Table).

With additional subdivision of results into experimental groups, the agreement of results in
group Non-Vac (n = 42) increased at all three time-points (d0: k¥ = 0.22 (fair), P, = 72%; d135:
Kk = 0.22 (fair), P, = 71%; d210: k¥ = 0.17 (slight), P, = 66%). For group Vac-Basic (n = 45) the
inter-rater agreement negligibly improved at all three time-points (d0: x = 0.33 (fair), P, =
68%; d135: x = 0.19 (slight), P, = 48%; d210: x = 0.18 (slight), P, = 44%). The assets of ROEP
mainly become apparent in group Vac-Plus (n = 44): while the agreement between raters
remained fair at d0 (x = 0.38, P, = 63%) and d135 (x = 0.20, P, = 45%), it considerably climbed
from poor to fair at d210 (x = 0.33, P, = 67%).
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4. Discussion

An increased risk of transmission and subsequent infection with members of the Borrelia burg-
dorferi sensu lato complex is expected due to an increase in tick activity and georgical spread.
Following the infection with organisms of the Bbsl-complex the host responds with the pro-
duction of specific antibodies against the infectious agent. Some individuals may also develop
clinical signs. Consequently, infection and clinical disease are two different entities. Seroposi-
tivity itself is an indicator for a past or active exposure to borreliae antigens, yet, not necessarily
associated with clinical disease. Although there are clinical case reports, in which an associa-
tion between antibody positivity and disease in horses was suggested, Bbsl infection in animals
often remains clinically inapparent or clinical signs are vague [27-33]. In consequence, only
horses with occurrence of clinical signs delineated for a LB (i. a. intermittent lameness,
encephalitis, uveitis, infectious arthritis, cutaneous pseudolymphoma [8-10]), supported by a
positive serodiagnostic test result should receive antibiotic treatment.

Thereby, it is essential to have highly sensitive and specific serodiagnostic tools available
that produce accurate, reliable and reproduceable test results to confirm a Bbsl infection in
order to support the suspected diagnosis. Misdiagnosis or misclassification of a diagnostic out-
come impedes clinical decision-making and potentially prevents appropriate treatment or
results in mistreatment of the patient. A false-negative diagnostic outcome on the one hand
may lead to an undiscovered or late detected infection and the omission of appropriate on-
time antibiotic treatment potentially causing persisting clinical signs. A false-positive test result
on the other hand is just as problematical due to unnecessary antibiotic treatment with its det-
rimental effects on the horses” health (i. a. effects of drug intolerance, diarrhea due to colitis,
increased risk of additional infections) and the risk of antibiotic-resistance development in
bystander bacteria [16].

In regard to LIAs used for the detection and confirmation of equine LB, it should feature a
suitable sensitivity and a high specificity to be able to accurately detect Bbsl-specific AB. Subse-
quently, the diagnostic outcome must be adequately interpreted and classified according to a
LIA evaluation protocol for equine sera validated and standardized across various tests. Here,
the differentiation of a vaccination-induced immune response from those initiated by a past or
active infection due to natural exposure must be performed by interpreting vaccination- and
infection-specific markers (i. e. OspA and VIsE/ C6 AG line) appropriately. In addition, a LIA
should be easy to apply and offer a user-friendly operability.

To make headway in the challenging diagnosis of LB in horses with non-standardized sero-
diagnostic tests, we qualitatively assessed three LIAs available for serodiagnosis of LB in equine
serum samples. Tests were evaluated and compared regarding their sensitivity, specificity,
diagnostic outcome and the operability of a test using serum samples of non-vaccinated and
vaccinated horses. Herby, special attention was put on the sensitivity and specificity of vaccina-
tion-specific OspA AG line and infection-specific VISE AG line. In addition, AG signals of all
three LIAs where again interpreted and classified using a uniform recommended overall evalu-
ation protocol (ROEP) with the aim to refine and standardize serodiagnosis of equine LB
across LIAs available in this study.

4.1. Sensitivity, specificity, and overall results

In terms of identifying non-vaccinated and vaccinated horses, the three assessed tests varied in
their accuracy in detecting vaccination-induced specific antibodies against OspA AG. Thereby,
the inter-rater-agreement for OspA AG signal intensity results and overall test results ranged
from fair to poor depending on time-point of blood sample collection and group, representing
an unsatisfying agreement of results of the three LIAs in this aspect.
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Generally, serum samples of non-vaccinated horses, as well as samples of horses from
groups Vac-Basic and Vac-Plus at d0, which had received their first vaccination after the first
blood sample collection, should not display a positive OspA color reaction signal at any time-
point, since OspA AG is not expressed by active borreliae during an ongoing infection. In con-
trast, LB inactivated lysate vaccines available for horses contain OspA, thus, specific antibodies
against OspA AG in serum are a consistent marker for immunization against LB. At sampling
time-point d135, 121 days after the second immunization of group Vac-Basic and Vac-Plus,
and at sampling time-point d210, 196 days after the last immunization of group Vac-Basic and
30 days after the third immunization of group Vac-Plus, a vaccination-specific positive OspA
signal is expected for horses belonging to these two groups. Taking the humoral immune
response of horses after immunization with commercial vaccines against LB into account, the
OspA signal intensity result at d210 is expected to be stronger for samples of group Vac-Plus
than those of Vac-Basic due to a more recent vaccination and, therefore, a higher antibody
level in horses of group Vac-Plus [12]. It also needs to be considered that the application of
lysate vaccines against LB in horses may result in the development of antibodies against a vari-
ety of other borreliae proteins that are expressed by borreliae in vitro (i. e., OspC, DbpA,
BmpA, p58, or p100). That is, the appearance of respective immunocomplex reaction signals
on LIA strips in combination with a positive reaction to OspA AG can occur in vaccinated ani-
mals. Thus, it should not be counted as infection-specific, yet be considered as vaccination-
induced, and evaluation and allocation should be exercised accordingly. Only VIsE and C6 AG
signals are highly specific markers for a Bbsl-infection, since those are only expressed by active
borreliae in vivo [21].

Correspondingly to expected OspA-specific AB reactions in non-vaccinated horses, none
of the three LIAs displayed a signal result for OspA equal to or greater than COC for none of
the samples of non-vaccinated horses at any time-point. None of the three LIAs falsely identi-
fied non-vaccinated horses (horses of group Non-Vac at d0, d135, d210 and groups Vac-Basic
and Vac-Plus at d0) as vaccinated. Nevertheless, the observed inter-rater agreement and IRR
for OspA AG signal in this group was not greater than 70% and slight (x < 0,10) at no point.
Despite uniformly negatively rated OspA AG signal results for non-vaccinated horses, the sen-
sitivity and specificity of tests in regard to OspA and, therefore, signal intensity results within
the below-COC-range significantly varied between LIAs resulting in a low agreement of tests.
While LIA A and LIA C demonstrated a high specificity in non-vaccinated horses in this con-
text, LIA B by far displayed the lowest.

In contrast to a correct identification of non-vaccinated horses, none of the three tests cor-
rectly identified all vaccinated horses (Vac-Basic and Vac-Plus, n = 89). LIA B completely
failed to positively detect OspA-specific AB in serum of all vaccinated horses at d135 and all
Vac-Basic horses at d210, revealing a severe lack of sensitivity and specificity in this aspect.
Although LIA A and LIA C demonstrated a significantly higher sensitivity and specificity
towards OspA-specific AB, it was not satisfying in regard to Vac-Basic horses, either.

Next to a lack of sensitivity of tests, an additional explanation for the limited OspA detec-
tion rate in Vac-Basic horses may be an insufficient OspA AB titer in the vaccinated horses’
blood samples. Besides an appropriate sensitivity of AG signals on a test, a sufficient OspA AB
titer in vaccinated horses is essential for the correct detection of LB in horses and a successful
differentiation from a vaccination, respectively. In this context, the high OspA detection rate
in additionally vaccinated horses at d210 demonstrates that a gap in the vaccination schedule
is disadvantageous while a tight vaccination schedule and a sufficient vaccination-induced AB
titer (especially OspA-specific AB) are highly beneficial. On the one hand, it enables the high-
est possible protective effect against natural LB infection and disease. On the other hand, it
facilitates the identification of vaccinated animals via OspA-specific AB, and their
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differentiation from naturally infected animals. In other words, a sufficient OspA AB titer
against Bbsl indicates a general vaccination-induced immunoreaction allowing a correct
demarcation of vaccinated horses against naturally infected horses, and thus, limits the risk of
possibly false-positive overall test results for vaccinated horses and its side effects.

Another issue concerning the correct identification of vaccinated horses was the interpreta-
tion of single AG lines and its overall evaluation and allocation in both, LIA A and LIA B.

In LIA A’s evaluation manual supplied by the manufacturer, the OspA AG line was not at
all considered as specific AG line in equine immunoreactions. Correspondingly, no allocation
categories pertaining to a vaccination or both, a vaccination and an infection, were included in
LIA A’s basic evaluation manual. In consequence, despite that LIA A was technically capable
of detecting OspA-specific AB at a high extent and simultaneously demonstrated a high sensi-
tivity and reliable specificity in regard to OspA-specific AB, the positive OspA AG line results
were not interpreted appropriately, resulting in many false-positive overall test results for vac-
cinated horses.

Similarly, in LIA B ’s evaluation manual supplied by the manufacturer—despite its consider-
ation of the OspA AG line as vaccination-specific-the interpretation and allocation of single
AG lines was fragmentary, too, resulting in misinterpretation of results of vaccinated horses.
In comparison to the well-thought-out evaluation manual of LIA C, LIA B ‘s technical manual
did not further specify the case of a vaccination combined with an infection, thus, did not
include an allocation category in the manual pertaining to this case. However, in the software
respective samples were allocated to an additional allocation category termed “Positive-sero-
logical evidence of infection or immunization”. Being aware of the incorrect specification and
terminology, pertinent samples were allocated to LIA C's VAC+POS allocation category in the
statistical analysis performed. In this context, there was also no further specification regarding
the interpretation of AG lines such as infection-specific VISE AG line, clearly demonstrating a
deficit in the evaluation and allocation protocol of LIA B, as well as a dubiety of the test’s value
pertaining to overall results for vaccinated horses.

Despite that the application of the alternative consistent evaluation protocol for equine
serum samples as recommended above (ROEP) cannot compensate for different sensitivities
of antigen-coats on LIA strips of the different manufacturers. The consistent evaluation proto-
col improved inter-rater agreement in group Vac-Plus at d210, when all three LIAs detected
OspA-specific AB to an equal extent and subsequent interpretation of AG lines was exercised
alike.

Regarding the identification of naturally infected horses (POS), or vaccinated and infected
(VAC+POS), the VIsE (and C6) AG signal should be considered and evaluated as highly spe-
cific marker for a Bbsl-infection [21, 22]. Hereby, it is important that the sensitivity of a test’s
VISE AG signal is sufficient to reliably detect VISE-specific AB. Yet, its specificity in this aspect
is from paramount importance since a positive VISE AG signal result-in combination with
possibly further positive AG lines (except OspA)-is highly indicative for an ongoing infection
and the necessity of a prompt antibiotic treatment of the Bbsl-infected horse with clinical
signs. Similarly, a too high sensitivity as well as a lack of specificity of the VISE AG signal are
equally precarious since it might entail a false-positive overall test result. Here, it needs to be
deliberated on whether it is beneficial to have a very high sensitivity of VISE AG signal on test
strips and, in consequence, potentially a lack of specificity and a questionable significance of a
test’s “POS” overall test result. A down-regulation of sensitivity for VISE AG signals might be
advisable; that is, in case of doubt of an EQUIVOC test result determined by a less sensitive
VISE AG line, a test can always be repeated to dispel doubts regarding an infection-before
starting a potentially unrequired antibiotic treatment triggered by an excessive sensitivity and
false-positive diagnostic outcome.
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In terms of the detection of VIsE-specific AB, LIA C demonstrated the highest sensitivity
overall; it rated the greatest number of samples as “VIsE-positive” (signal > COC) followed by
LIA B and LIA A. It stands out that in all three LIAs the Non-Vac-group continuously dis-
played the lowest number of samples rated as “VIsE-positive” in comparison to the vaccinated
groups, while group Vac-Plus displayed the greatest number of samples with a VIsE signal
intensity result above COC-at a considerably high extent in LIA C (up to 61% at d210). The
inter-rater agreement regarding the detection of VISE was poor to slight depending on time-
point of sample collection and group, representing an unsatisfying agreement of tests on the
one hand, and displaying a significant divergence in sensitivity and specificity of the three tests
on the other hand. Considering that only equine sera have been used that formerly had been
tested and rated as NEG or EQUIVOC with an in-house KELA and LIA, suggests that VISE
AG signal results of LIA A more likely picture reality than those of LIA B and LIA C. Neverthe-
less, the elevated detection rates in terms of VIsE-specific AB and, in this context, the high
divergences in sensitivity and specificity of the three LIAs used, on the one hand portray the
predicament considering the lack of replicability and reliability of diagnostic results across
non-standardized serodiagnostic tests, and on the other hand, pose the question of its source.

Since none of the three LIAs displayed a significant increase in the number of VIsE-positive
samples in any of the three study groups over the progressing sampling time-points in the
observational period, it is unlikely that excessive VISE-AB detection rates are linked to the
application of lysate vaccines against Bbsl. Further, the possibility that the application of differ-
ent LIA test kit LOTs per manufacturer may have had an impact on signal intensity results can
be excluded as well, since only one LOT number per manufacturer has been applied for all
samples tested. Our explanations for the disagreement of results pertaining to the detection of
VIsE-specific AB and the comparatively high detection rate in group Vac-Plus are based on
multiple reasons. Firstly, it seems that the Vac-Plus study group unknowingly compromised a
higher number of naturally infected horses than study groups Non-Vac and Vac-Basic. Sec-
ondly, a rather small sample size per study group has been used in this project, hence, diver-
gences in results are more striking; therefore, a greater sample size is preferable for several
reasons. Thirdly, the cutoff control in LIA C seems to be poorly adjusted and too sensitive
regarding the detection of VISE-AB resulting in an unlikely high number of VIsE-positive sam-
ples. Thus, we highly recommend a revision and adjustment of LIA C in this aspect.

However, for dogs and humans it has been described that in patients with confirmed bacte-
rial or viral infections (i. a. Leptospira interrogans, Epstein—Barr virus, Cytomegalovirus) cer-
tain borreliae test antigens commonly used in serodiagnostic assays for diagnosis of LB are the
cause for cross-reactions to antibodies induced by other infectious agents not belonging to the
genus Borrelia [34-38]. Hence, Bbsl antigens such as FlaB, but also OspC and BmpA are recog-
nized nonspecifically by antibodies directed against other pathogens [36, 39]. Cross-reacting
antibodies involve a high potential to generate false-positive test results and lead to a limited
diagnostic value of a test. In consequence, a greater number of AG signal lines on a strip, par-
ticularly error-prone AGs such as p41 (FlaB), may have a negative impact on the effectiveness
of a serotest. In view of the p41, only LIA C does contain it within its nine AG signal lines,
while strips of LIA A, compromising seven AG signal lines, and LIA B, containing ten AG sig-
nal lines, excluded the p41 AG.

In view of overall test results of non-vaccinated and vaccinated horses, again, we recognize
previously mentioned deficits of tests regarding sensitivity and specificity of single AG signals,
as well as divergent interpretation of single AG lines. Those LIA-specific deficiencies resulted
in a high number of false-positive overall test results, especially in vaccinated groups, and thus,
in a low inter-rater agreement. Overall, by comparison of the three LIAs, LIA C demonstrated
the upmost accuracy in terms of the overall diagnostic outcome.
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The application of the ROEP achieved an improvement in the diagnostic accuracy, to an
especially high extent in LIA A and LIA B. Next to the refined interpretation of infection- and
vaccination-specific immunoreactions in equine sera, this standardized reference protocol
covered borderline cases and cases that have not been specified before in LIA protocols sup-
plied by manufacturers.

As emphasized earlier, the application of the ROEP also had influence on overall test results
in the Non-Vac-group, yet only in LIA B. Application of the ROEP mainly resulted in a greater
number of “EQUIVOC” samples. It suggests that these samples possibly were rated false-posi-
tive or false-negative in the first place. Hereby, an allocation to the “EQUIVOC?” category is ben-
eficial, since sample testing may be repeated and thus avoids inadequate treatment of the horse.

Since group Non-Vac functioned as non-vaccinated negative control group and was not
influenced by possible effects of a vaccination, a high inter-rater agreement was expected. Yet,
despite that group Non-Vac displayed the highest observed inter-rater agreement (d0: 71%,
d135: 70%, d210: 63%) for overall test results at three time-points, its IRR was only slight with a
low kappa ranging between 0.00 and 0.10 depending on time-point of sample collection. With
application of the ROEP, the kappa significantly improved to fair at d0 and d135 (x = 0.22),
while the observed inter-rater agreement only slightly improved. Here it needs to be empha-
sized that the Fleiss” kappa, computing the inter-rater reliability of several raters rating the same
thing by calculating the ratio between observed agreement (P,) and agreement expected by
chance (P.), sometimes is difficult to interpret. At times, a paradox situation may be created,
where a high level of observed raters” agreement might be represented by a low kappa value.
This might be the case in group Non-Vac when displaying a high discrepancy between a high
P, and a low IRR. Taking this paradox into account, overall, group Non-Vac displays the high-
est observed agreement of the three experimental groups at all three time-points. Nevertheless,
the agreement of results between raters is in need for improvement as well.

4.2. Handling, operability and evaluation procedure of LIAs

Handling and implementation of the three tests in the laboratory were similar with minor vari-
ations. While incubation trays of LIA A and LIA B have visibly numbered slots, LIA C’s incu-
bation trays lack this beneficial feature. Additionally, in LIA B it is advantageous that the
washing buffer develops little bubbles when serum samples are added into slots of a well; it
facilitates keeping track visually during the consecutive addition of samples to slots, particu-
larly, since LIA B’s strip numbers in a test-kit are often non-consecutive. In terms of preparing
reagents for use, LIA A and LIA B require preparation of the conjugate by mixing conjugate
concentrate with washing buffer; LIA C offers ready-to-use conjugate. Here, the instruction
manual of LIA B seems to not have included any spare volume for the conjugate when calculat-
ing the necessary reaction volume per strip. In LIA B, the shape and the small size of the
reagents’ bottles and the bottles’ mouth are disadvantageous; it is complicated and time-con-
suming to remove the full liquid volume of a bottle, a time-critical attribute when handling a
high number of samples. Further, LIA A and LIA B feature shorter incubation times for serum
and conjugate than LIA C (30 min versus 45 min). Further, the substrate incubation time is
two minutes longer for LIA A compared to LIA B and LIA C (12 min versus 10 min).

LIA C offers a multi-species conjugate for both, canine and equine serum samples—a posi-
tive feature when the test is used in diagnostic laboratory receiving a variety of field samples; in
contrast, test kits from LIA A and LIA B contain conjugate for only one species. In LIA A it is
necessary to order the canine test kit (incl. test strips, buffer concentrate, canine COC, canine
conjugate concentrate, substrate) in addition to the supplementary equine set (incl. equine
COC and equine conjugate concentrate) in order to be able to test equine serum samples.
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LIA strips need to be attached to an evaluation sheet. LIA B solves this issue elegantly,
because the sheet surface becomes sticky when the wet LIA-strips are placed onto it. In LIA A
and LIA C strips are attached to the evaluation sheet using a glue roller. In LIA A strips are
evaluated visually by the examiner by comparing single AG signals on the test strip with the
COC line on a separate sheet, and results are recorded manually. Thus, it is prone to human
error; depending on the experience of the evaluator and light conditions the assessment might
vary, and evaluation results are not equally precise and comparable as when performed with
an automatic scanning and evaluation system as used in LIA B and LIA C. Here, though, evalu-
ation sheets must be prepared in advance requiring specific software and a printer. In LIA C
an individual barcode must be created for every single evaluation sheet containing up to 20
samples and test strips; the scanning and evaluation process is not feasible without functioning
barcode on the sample sheet. In the case of LIA B it is advantageous that multiple evaluation
sheets with up to 32 samples and test strips per sheet can be scanned, attached to each other,
and evaluated by the software. After scanning, the color reaction for each AG line is displayed
as a number from 0 to 255 in LIA B, and 0 to 9 in LIA C, and the sample is assessed overall by
the software and allocated to an allocation category. Results can be stored in the program
folder or exported as image or PDF file to an external folder. Additionally, LIA C’s results can
be exported as a Microsoft Excel file, which facilitates statistical analysis.

In the authors’ opinion, the evaluation via a computerized scanning and evaluation system
seems to be most suitable for the scientific field due to precise evaluation of samples and thus
comparability. Also, result sheets can digitally and directly be sent to commissioning veterinar-
ians as medical report. On the other hand, if technique fails, the personnel in the diagnostic
laboratory must rely on visual evaluation, which can be challenging with strips of LIA B and
LIA C since the COC line is located on the same strip as the sample AG signals.

In summary, all three LIAs showed positive and negative features in their handling and
operability. In our view, LIA A and C are equally user-friendly in the laboratory use, while LIA
B is preferable regarding the scanning and evaluation process.

5. Conclusions

Diagnosis of equine LB is a challenging venture. Serodiagnosis of LB in horses should only be
applied to confirm infection with Bbsl in order to support clinical diagnosis. To avoid misdiag-
nosis of LB and mistreatment of the equine patient, it is of major importance to have practical,
well applicable, reliable, highly specific serodiagnostic tests available. It should feature test
strips with suitable AG signals with optimal sensitivity, high specificity, and the ability to accu-
rately detect Bbsl-specific AB in serum samples of horses. Moreover, it should be able to distin-
guish between AB generated by a past or active natural infection as well as an immune
response due to immunization. To address these key challenges and enhance diagnostic accu-
racy, validation and standardization of tests used for serodiagnosis of equine LB are required.
In any case, practicing veterinarians and horse owners must be able to rely on the diagnostic
outcome of a serodiagnostic test in order to initiate an appropriate treatment of an infected
horse with a clinically apparent LB, only.

By assessing three commercial LIAs for LB diagnostics in equine serum we were able to
demonstrate that the available LIAs are suitable for the purpose mentioned, yet, displayed defi-
ciencies in sensitivity, specificity and interpretation of results leading to a limited diagnostic
accuracy. Consequently, adjustments are required on several levels.

Firstly, sensitivity and specificity of single AG signals need refinement, in particular those
of vaccination-specific OspA and infection-specific VISE, and potentially other AG signals
present on strips as well.
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This is of major importance, because in regard to OspA a false-negative AG-AB immuno-
complex signal result for OspA for vaccinated and non-infected horses may result in a false-
positive diagnostic outcome. That is, possibly a certain amount of other, vaccination-induced
AG-AB signals (except VISE / C6) might appear positive, and such samples are then falsely
classified as infected with LB, if the OspA signal is negative. In this context, we were able to
demonstrate again, that OspA is vaccination-specific; it is not detectable in non-vaccinated
horses and potentially not in some basic-vaccinated horses due to a low AB titer, yet, it is reli-
ably detectable at a high extent at d210 in vaccinated horses undergoing a strict vaccination
schedule with repeated vaccinations. In the case of VISE AG, which are expressed by viable
borreliae, only, misdiagnosis is just as dangerous for the patient. From this perspective, a read-
justment and revision of LIA C is reccommended due to the comparatively high detection rate
of VIsE-specific AB across samples.

Secondly, it is essential to correctly interpret the OspA signal as vaccination-specific, as well
as an additional variety of other AG-AB signals potentially induced by the application of lysate
vaccines against LB in horses. That is, additional positive AG-AB signals (next to OspA) are
possibly not indicative for an LB infection, unless VIsE / C6 signal is positive. Hereby, a revi-
sion of the technical manual of LIA A and LIA B is urgently expected and required.

With the established ROEP we provide a standard sample protocol as guideline for the eval-
uation and classification of equine serum samples in LIA in order to improve the diagnostic
accuracy of LIAs, avoid over-diagnosis of equine LB and mistreatment of the equine patient.

Another desirable adjustment for all modern LIAs in the scientific field is the application of
a computerized and automatic scanning and evaluation software as already supplied by LIA B
and LIA C, but not LIA A. It speeds up the process, it is user-friendly and, most importantly, it
is less prone to human error, allowing a precise evaluation of samples and thus comparability.

Supporting information

S1 Fig. Flowchart on the conduction of three line immunoassays (*LIA A, **LIA B, ***LIA
C) used for semi-quantitative detection of IgG antibody response against antigens that are
specific for Borrelia species of the Bbsl. complex. WB, washing and incubation buffer; Aq.
dest., Aqua destillata.

(TIF)

S2 Fig. LIA strips representative for vaccinated horses of group Vac-Plus displaying semi-
quantitative antibody reactions against Bbsl-specific antigens during the observational
period. Tested antigens are displayed on the left. The first LIA strip shows the COC which
functions as coloration reference for the signal intensity of AG-AB immunocomplex reactions;
during the evaluation process it is compared to the degree of color reaction intensity of signals
on the test strips produced by serum samples tested. The following LIA strips on the right were
incubated with equine sera from vaccinated horses in chronical order from d0 to d135 to d210.
The color reaction intensity of the vaccination-specific OspA signal on the LIA strips is
increasing over the observational period with a high at d210-30 days after the third vaccina-
tion of horses in group Vac-Plus. Vac-Plus, horses vaccinated on d0, d14 and d180; d, day;
COQC, cutoff control; VISE, variable major protein-like sequence expressed; Osp, outer surface
protein; DbpA, decorine binding protein A; BmpA, Borrelia membrane protein A; kDa, kilo-
dalton; AG, antigen; AB, antibody.

(TIF)

S1 Table. Serostatus of horses used in this study.
(DOCX)
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$2 Table. Line immunoassays used in this study.
(DOCX)

S3 Table. Inter-rater agreement in OspA and VISE AG-AB immunocomplex signal inten-
sity results at three time-points of blood collection-calculation of observed inter-rater
agreement (P,) and statistic inter-rater reliability (IRR), represented by Fleiss’ kappa coef-
ficient (k).

(DOCX)

S4 Table. Inter-rater agreement in overall test results at three time-points of blood collec-
tion-calculation of observed inter-rater agreement (P,) and statistic inter-rater reliability
(IRR), represented by Fleiss’ kappa coefficient (k).

(DOCX)

S5 Table. LIA B—group Non-Vac-divergent allocation results for equine serum samples
in the non-vaccinated group due to application of the alternative recommended overall
evaluation protocol (ROEP).

(DOCX)

S6 Table. Abbreviations.
(DOCX)
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1. Grundlage fiir diese Studie & Zielsetzung

Sowohl beim Menschen als auch bei Haussdugetieren wie Pferden wurden bei klinisch Gesunden,
die in erhohtem Mafe mit Bbsl-infizierten Zecken in Beriihrung kommen (z. B. hdufiger Aufenthalt
im Freien), mit einem hohen Prozentsatz deutlich positive AK-Spiegel gegen LB-Borrelien
nachgewiesen. Diverse Studien aus Europa und nichteuropdischen Liandern zeigen, dass die
Pravalenz subklinisch Bbsl-Infizierter hoch ist (MUNCHHOFF et al., 1987; VENNER&DEEGEN,
1996; MAGNARELLI et al., 2000a; MULLER et al., 2002; MARKOWICZ et al., 2021; GEHLEN
et al., 2023; KASPARKOVA et al., 2023). Vor allem Pferde, die sich viel im Freiland aufhalten
und in Endemiegebieten einem hohen Infektionsdruck ausgesetzt sind, sind pradestiniert fiir die
Bbsl-Seropositivitdt (MULLER et al., 2002; GEHLEN et al., 2023).

Dabei gibt es eine Alterskomponente, wobei die Wahrscheinlichkeit einer Bbsl-Seropositivitit mit
dem Alter der Tiere zunimmt (MULLER et al., 2002; FUNK et al., 2016). Nach einer Erstinfektion
mit Bbsl erfolgen wiederholte Reinfektionen im Laufe der Zeit, wobei diese im Immunoblot durch
das Erscheinen zusétzlicher AG-AK-Komplex-Banden charakterisiert sind. Dauerhaft exponierte
Pferde zeigen dabei ein stabil verlaufendes Bandenmuster iiber die Jahre, wihrend nach
Erstinfektion nicht mehr exponierte Pferde eine Reduktion der Bandenanzahl und Bandenstérke im
Immunoblot zeigen (MULLER et al., 2002).

Eine Bbsl-Infektion ist beim Pferd eher von geringer klinischer Relevanz (DIVERS et al, 2018). In
der Praxis wird die LB bei Pferden jedoch oft iiberdiagnostiziert (BARTOL, 2013;
STRAUBINGER, 2017). Grundsitzlich sollten nur Pferde mit klinischen Anzeichen, die auf eine
LB hindeuten (u. a. intermittierende Lahmheit), und einem positiven serodiagnostischen
Testergebnis eine antibiotische Behandlung erhalten (DIVERS, 2013). Ein positiver AK-Spiegel
gegen spezifische Bbsl-AG allein ist jedenfalls kein ausreichender Beweis flir eine eLB-
Erkrankung, sondern nur ein Indiz dafiir, dass ein Erregerkontakt stattgefunden hat, entweder durch
eine vergangene Exposition oder aber auch durch eine Impfung gegen die eLB
(VENNER&DEEGEN, 1996; CHANG et al., 2000; MULLER et al., 2002; MARKOWICZ et al.,
2021; GEHLEN et al., 2023; KASPARKOVA et al., 2023). Folglich sind eine Bbsl-Infektion und
eine LB-Erkrankung bei Pferden zwei vollig verschiedene Entitéten.

Vor allem bei Pferden aus Bbsl-Endemiegebieten mit hohem natiirlichen Infektionsdruck muss
dieses Wissen bei der Diagnosestellung einer eLB mit in Betracht gezogen werden, ebenso wie eine
moglicherweise erfolgte Immunisierung gegen eLB und deren Auswirkungen auf den Serostatus
des geimpften Pferdes (KNODLSEDER et al., 2019; GEHLEN et al., 2023; STIKOVET et al.,
2023). Ist der Impfstatus zum Zeitpunkt der Durchfiihrung einer AK-Diagnostik nicht bekannt, oder
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wurde die Immunisierung nicht regelméfig aufgefrischt, kann dies eine potenzielle Fehlerquelle in
der Bbsl-spezifischen AK-Diagnostik darstellen und zu falsch-positiven Ergebnissen fiir Geimpfte
und nachteiligen Folgen fithren (ZHANG et al., 1997b; AGUERO-ROSENFELD et al., 1999;
FAWCETT et al., 2004; WORMSER, 2022).

Neben dem Bekanntsein von Exposition und Impfstatus sowie dem Vorhandensein eines
ausreichenden protektiven Impftiters, ist fiir die akkurate Bbsl-spezifische AK-Diagnostik ebenso
essenziell, dass hochsensitive und hochspezifische labordiagnostische Nachweisverfahren zur
Verfligung stehen, die eine zuverldssige Differenzierung von impf- und infektionsspezifischen AK
zulassen und reproduzierbare und zuverldssige Ergebnisse produzieren.

Derzeit werden nur spezifische AK-Bestimmungen im equinen Serum mittels ELISA und
Immunoblot (WB, LIA) in Form eines Zweistufentestes fiir die LB-Diagnosefindung als
aussagekriftig erachtet JOHNSON&HALPERIN, 2011; LEHMANN et al., 2017; DIVERS et al.,
2018). Jedoch sind diese indirekten Nachweisverfahren noch nicht ausgereift. Die Anwendung von
teilweise nicht fiir Pferde wvalidierten und nicht-standardisierten Testverfahren, die eine
eingeschrinkte Sensitivitdt und Spezifitdt sowie Defizite in der Ergebnisinterpretation aufweisen
und dadurch falsch-negative und falsch-positive Ergebnissen produzieren kdnnen, erschweren die
Diagnostik der eL.B sehr (JOHNSON et al., 2008; WAGNER et al., 2013; SCHVARTZ et al., 2015;
DOFF et al,, 2022; BROECKL et al, 2024). Die Ubereinstimmung von Testergebnissen
dquivalenter Tests von unterschiedlichen Herstellern fiir ein und dasselbe untersuchte Pferdeserum
ist oft nicht gegeben, was die Reproduzierbarkeit und Aussagekraft der Testergebnisse mindert, die
klinische Entscheidungsfindung erschwert und in einer Fehlbehandlung des Patienten resultieren
kann (MULLER et al., 2002; SCHVARTZ et al., 2015; PALM, 2016; DOFF et al., 2022;
BROECKL et al., 2024). Einerseits kann ein falsch-negatives Testergebnis zu einer unentdeckten
oder spit diagnostizierten Infektion und das Ausbleiben einer angemessenen antibiotischen
Behandlung fiihren, was potenziell persistierende klinische Anzeichen nach sich ziehen kann.
Andererseits ist ein falsch-positives Testergebnis gleichermalBlen problematisch, da eine unnétige
antibiotische Behandlung gravierende Auswirkungen auf die Gesundheit des Pferdes haben
(Effekte einer Uberempfindlichkeit gegeniiber Antibiotika, Diarrhde aufgrund einer Colitis,
erhohtes Risiko fiir zusdtzliche Infektionen) sowie das Risiko der Entwicklung einer

Antibiotikaresistenz in anderen, vorhandenen Bakterien steigern kann.

Um den Anspriichen einer Diagnostik im Sinne eines Goldstandardtests zu geniigen und um
aussagekréftig zu sein, miissen Testverfahren wie der LIA zur Bbsl-AK-Diagnostik sehr sensitiv,
hochspezifisch, validiert und standardisiert sein (BROECKL et al., 2024). Auch miissen sie in der
Lage sein, spezifische impf- und infektionsinduzierte AK gegen Bbsl-AG zu detektieren und zu
differenzieren — sowohl technisch als auch bei der Ergebnisklassifizierung und

Ergebnisinterpretation —, um fehlerhaften Ergebnissen sowie einer Fehldiagnose und
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Fehlbehandlung des Pferdes vorzubeugen (ALVAREZ-NARVAEZ et al., 2020; ARNOLD et al.,
2021). Diesbeziiglich wichtige Detektions-AG, die in Testverfahren zum Nachweis spezifischer
AK gegen Bbsl inkludiert sein sollten, und eine Differenzierung von geimpften und infizierten
Pferden erlauben, sind VISE/ C¢ (infektionsspezifisch) und OspA (impfspezifisch) (MARQUES et
al., 2002; LEHMANN et al., 2017, BROECKL et al., 2024). Rekombinante Detektions-AG sind
dabei jenen aus Vollerregerlysat zu bevorzugen, da sie eine hohere Sensitivitit und Spezifitit
gegeniibber den AG der verschiedenen Genospezies des Bbsl-Komplexes demonstrieren
(SCHONERT et al., 2002; WILSKE et al., 2007). Dariiber hinaus muss ein LIA einfach und
benutzerfreundlich in der Anwendung und Durchfiihrung sein.

Bisher erfolgte eine erforderliche Evaluierung und Validierung der verfiigbaren indirekten Bbsl-
Nachweisverfahren fiir die equine Serodiagnostik nur in sehr eingeschrinktem Male, eine
Standardisierung hingegen blieb aus (MAGNARELLI&ANDERSON, 1989; MULLER et al.,
2002; CHANDRASHEKAR et al., 2008; JOHNSON et al., 2008; WAGNER et al., 2011;
SCHVARTZ et al., 2015; PALM, 2016; NEELY et al., 2021; DOFF et al., 2022; KASPARKOVA
et al., 2023).

Die Anwender dieser Arbeit haben sich deshalb zum Ziel gesetzt, drei verschiedene fiir die
speziesspezifische el.B-Serodiagnostik in Deutschland zur Verfiigung stehende, nicht-
standardisierte [gG-AK-Bestitigungstests in Form von LIAs detailliert zu analysieren, Starken und
Schwichen der einzelnen Tests herauszuarbeiten, die LIAs im Gesamten zu evaluieren sowie ein
einheitliches LIA-Ergebnisinterpretationsprotokoll fiir equine Seren zu etablieren, um eine
Standardisierung und verbesserte Reproduzierbarkeit in der Serodiagnostik der e.B mittels LIA zu
erreichen. Neben ihrer technischen Funktionalitidt wurden die drei LIAs verschiedener Hersteller
hinsichtlich ihrer Sensitivitit und Spezifitit gegeniiber spezifischen AK gegen rekombinante,
aufgereinigte Bbsl-Detektions-AG analysiert und es erfolgte ein Vergleich der Ergebnisse und eine
statistische Analyse der Ubereinstimmung der Testendergebnisse der drei LIAs. Dabei wurde
gezielt ein besonderes Augenmerk auf geimpfte und ungeimpfte Pferde gerichtet und die Féhigkeit
der einzelnen Tests, impf- und infektionsspezifische AK (OspA und VISE) zu detektieren und
angemessen zu interpretieren. Zusitzlich wurden die AG-Signale aller drei LIAs mittels eines
einheitlichen und empfohlenen Ergebnisinterpretationsprotokolls (ROEP, engl. recommended
overall evaluation protocol) erneut interpretiert und klassifiziert, mit dem Ziel, die Serodiagnose

der eLB iiber verschiedene LIAs hinweg auszufeilen und zu standardisieren.

2. Auswahl der Studiengruppen

Fiir diese Studie wurden 393 equine Serumproben von 131 verschiedenen, klinisch gesunden

Pferden mit unterschiedlichem, jedoch bekanntem Impf- und Serostatus verwendet. Die Proben
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entstammten einer vorangegangenen Impfstudie mit Pferden, die intramuskuldr mit dem Impfstoff
EquiLyme® (Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Germany) gegen eLB geimpft worden
waren (KNODLSEDER et al., 2019). Eine Dosis (1 ml) der Lysatvakzine enthielt die Erreger Bbss,
B. afzelii und B. garinii in inaktivierter Form, als Adjuvans fungierte Aluminiumhydroxid. In der
Studie wurde die Pferdepopulation in drei Impfgruppen unterteilt: eine im Studienzeitraum (13
Monate) dreifach gegen eLLB geimpfte Gruppe A (Vac-Basic), eine vierfach geimpfte Gruppe B
(Vac-Plus) und eine ungeimpfte Kontrollgruppe C (Non-Vac).

Die Pferde in Gruppe A wurden, der derzeitigen Impfempfehlung entsprechend, zweimal im
Abstand von vierzehn Tagen grundimmunisiert und erhielten zwoOlf Monate spéter eine
Auffrischungsimpfung (Al). Die Tiere in Gruppe B erhielten, neben der zweimaligen
Grundimmunisierung (GI) im Abstand von zwei Wochen und der Al nach zwdlf Monaten, eine
zusitzliche AG-Applikation nach bereits sechs Monate nach GI (Abb. 10). Bei der Gruppe C
hingegen handelte es sich um eine Kontrollgruppe, die nicht geimpft wurde. Zur Beurteilung des
Impferfolges fanden in zweimonatigen Intervallen serologische Untersuchungen statt
(KNODLSEDER et al., 2019). Die entnommenen Seren wurden von Knddlseder et al. jeweils mit
einem institutseigenen, validierten Zweistufentest, bestehend aus einem quantitativen Kinetischen
ELISA (KELA) und einem qualitativen LIA, auf impfinduzierte, spezifische AK gegen Bbsl-AG
untersucht und der Verlauf der Verdnderungen im AK-Spiegel {iber den Studienzeitraum statistisch

analysiert und gruppenweise grafisch dargestellt (Abb. 9) (KNODLSEDER et al., 2019).

Fiir die Studie von Brockl et a/. wurden ausschlielich Seren von Pferden verwendet, die vorab von
Knddlseder et al. im institutseigenen Zweistufentest hinsichtlich einer Bbsl-Infektion als
seronegativ oder schwach grenzwertig, also als ,,nicht-infiziert* evaluiert worden waren (Gruppe A
(Vac-Basic), n =45; Gruppe B (Vac-Plus), n =44; Gruppe C (Non-Vac), n =42). Aulerdem wurden
nur jene Seren dieser 131 ausgewihlten Pferde getestet, die von Knddlseder et al. wéhrend des
Studienzeitraumes an Tag 0 (dO; vor der ersten Immunisierung), Tag 135 (d135; vor der Al von
Gruppe B) und Tag 210 (d210; 30 Tage nach der Al von Gruppe B) den Pferden entnommen worden
waren (Abb. 10).

Der Hintergrund der Serenselektion war, zu demonstrieren, dass, abhidngig vom Zeitpunkt der
letzten Immunisierung, signifikante Unterschiede in der spezifischen Immunantwort zu beobachten
sind. Das heifit, an Tag 0 war kein Nachweis von spezifischen AK gegen Bbsl-AG in nicht-
infizierten Pferden in keiner der drei Gruppen zu erwarten, da die erste Impfung erst nach der ersten
Blutentnahme erfolgte. An Tag 135 sollte jedoch ein positiver Impf-AK-Titer (insbesondere
positives OspA-Farbreaktionssignal) sowohl in Gruppe A als auch Gruppe B zu verzeichnen sein,
wobei kein signifikanter Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen zu erwarten war, da beide
Gruppen in gleicher Weise grundimmunisiert worden waren. An Tag 210 hingegen war mit einem

signifikanten Unterschied im Impf-AK-Titer der beiden immunisierten Gruppen zu rechnen, da zu
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diesem Zeitpunkt bei Pferden, die keine Al an Tag 180 erhalten hatten, der protektive AK-Titer
bereits signifikant abgefallen sein sollte, wiahrend an Tag 180 geboosterte Pferde der Gruppe B
einen vergleichsweise hohen protektiven AK-Titer aufweisen sollten (Abb. 9) (KNODLSEDER et
al., 2019).

Impfungen
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Abbildung 10: Immunisierungsschema in einer Impfstudie mit EquiLyme® (Boehringer Ingelheim
Vetmedica GmbH, Germany) (KNODLSEDER et al., 2019).

Pferde der Studiengruppe A wurden wéhrend des Studienzeitraumes von 13 Monaten an Tag 0, 14 und 365+3
geimpft, Pferde der Studiengruppe B wurden gleichermallen geimpft wie Studiengruppe A, erhielten jedoch
eine zusitzliche Auffrischungsimpfung an Tag 180 (%). Zur Beurteilung des Impferfolges erfolgten
Blutprobenentnahmen in zweimonatigen Intervallen. Fiir die Studie von Brockl et a/. wurden Seren von Pferden

verwendet, die im Studienzeitraum an Tag 0, 135 und 210 entnommen worden waren (O) (BROECKL et al.,
2024).

3. Vor- und Nachteile in der technischen Durchfiihrung

Die drei in der Studie analysierten semi-quantitativen LIAs wurden jeweils mit 393 ausgewihlten
Pferdeseren (131 Seren pro Probenentnahme-Zeitpunkt (ZP) d0, d135 und d210) getestet. Die
Durchfiihrung der serologischen Untersuchungen mit dem speziesspezifischen LIA A
(VIROTECH® Borrelia Vet. + OspA IgG LINE Immunoblot (Germany); kurz: Virotech LIA), LIA
B (EUROIMMUN Anti-Borrelia-EUROLINE horse (IgG) (Germany); kurz: Euroimmun LIA) und
LIA C (MEGACOR MegaLINE® BORRELIA IgG ad. us. vet. LINE immunoassay (Austria); kurz:
Megacor LIA) erfolgte nach Angaben des jeweiligen Herstellers. Die Anwendung aller drei LIAs
war benutzerfreundlich und einfach, die labordiagnostische Durchfiihrung war dhnlich, wobei sich

nur vereinzelt Unterschiede zwischen den Tests ergaben (Abb. 11).
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Inkubation der
Serumproben

1.

2. Inkubation des Enzym-
Konjugats

3. Inkubation des Substrates

Vorbereitung des Wasch- und Inkubationspuffers (WP)

Verdiinnen des WP-Konzentrats mit Ag.dest. in einem Verhaltnis
von 1:5*** oder 1:10% **

Vorbereitung der Proben

1 Nitrozellulose-Teststreifen + 1.5 ml WP pro ReaktionsgeféaReinheit (RE);
Inkubation fiir 0 Min.*, 5 Min.*** oder 15 Min.** auf einem Kippschiittler,

dann Zugabe von 15 pl**** oder 30 pl** Serum pro RE
Inkubation der Serumproben mit WP

Inkubation fiir 30 Min.*** oder 45 Min.*** bei Raumtemperatur
auf einem Kippschiittler

Waschschritt 1

Entfernen von WP,
jeweils 3 x 5 Min. mit 1.5 ml WP waschen, auf einem Kippschiittler

Konjugatinkubation

Entfernen von WP, jeweils Zugabe von 1.5 ml Enzymkonjugat****
Inkubation fiir 30 Min.*** oder 45 Min.*** bei Raumtemperatur
auf einem Kippschiittler

Waschschritt 2

Entfernen von Enzymkonjugat,
jeweils 3 x 5 Min. mit 1.5 ml WP waschen, auf einem Kippschiittler
*zusatzlich jeweils 1 x 1 Min. mit 1.5 ml Ag.dest. waschen

Substratinkubation

Entfernen von Aq.dest* oder WP***** jeweils Zugabe von 1.5 ml

Substrat, Inkubation fiir 10 Min.***** oder 12 Min.* bei Raumtemperatur

auf einem Kippschiittler
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Stoppen der Reaktion

Entfernen von Substrat,
jeweils 3 x 0 Min.**** oder 3 x 1 Min** mit 1.5 ml Ag.dest. spiilen
auf einem Kippschiittler

Auswertung

visuell* oder mit Software+Scanner**/**x

Abbildung 11: Flielidiagramm zur labordiagnostischen Durchfiihrung von LIA A%, LIA B** und LIA
C***, die dem semi-quantitativen Nachweis von spezifischen IgG-AK gegen Bbsl-AG in Pferdeserum
dienen (BROECKL et al., 2024).

WP, Wasch- und Inkubationspuffer; Aq. dest., Aqua destillata; RE, ReaktionsgefaBeinheit (engl. well).

Beim Pipettieren der Serumproben war es vorteilhaft und der Ubersicht dienlich, dass die
ReaktionsgefaBeinheiten eine fortlaufende, sichtbare Nummerierung aufwiesen (LIA A und LIA
B). Ein weiterer Vorteil ergab sich aus einem gebrauchsfertigen, ziigig zu verwendenden Konjugat
(LIA C), welches keiner vorausgehenden Vorbereitung bedurfte. Zeitsparend waren auflerdem
kiirzere Inkubationszeiten bei der Serum- und Konjugatinkubation (LIA A, LIA B) bzw. der
Substratinkubation (LIA B, LIA C). Von LIA C bestand ein weiterer Vorzug darin, dass ein Multi-
Spezies-Konjugat zur Verfligung stand, also sowohl Hunde- als auch Pferdeseren gleichermalien
damit getestet werden kdnnen. Vor allem in Diagnostiklaboren, die Seren von mehr als einer Tierart
untersuchen, ist dies erwiinscht. In diesem Zusammenhang war es nachteilig, dass man fiir die
Durchfiihrung von LIA A mit equinen Seren ein extra ,,Pferde-Kit™ bestellen musste, das mit dem
,,Hunde-Kit“ zu kombinieren ist. Ersteres enthélt dabei nur das pferdespezifische AK-Konjugat-
Konzentrat und die Referenzprobe (engl. cutoff control, COC) fiir Pferde, wahrend das Hunde-Kit
die benoétigten Teststreifen, das Waschpufferkonzentrat, die Hunde-COC und das hundespezifische
AK-Konjugat-Konzentrat sowie das Substrat enthdlt. Folglich ist eine Untersuchung von
Pferdeseren ohne das Hunde-Kit nicht moglich, und wenn im Labor keine Hundeseren untersucht
werden, sind die hundespezifischen Bestandteile des Kits zu verwerfen, was einen zusitzlichen
finanziellen Aufwand sowie eine Verschwendung von Labormaterial darstellt. Bei LIA B war
nachteilig, dass die Teststreifen keine fortlaufende Nummerierung hatten, was zu Verwirrung
fiihren kann. AuBlerdem wurden fiir die zu verwendenden Fliissigkeiten keine Reservevolumina
einberechnet (z. B. Benetzung der Flascheninnenfliche, Totraumvolumen beim Pipettieren),

weshalb diese meist fiir die letzte kalkulierte Probe nicht ausreichten (Kit fiir 32 zu testende Seren
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reichte nur fiir 31 Seren). AuBerdem wiesen die Reagenzienfldschchen eine sehr geringe Grofie
sowie eine benutzerunfreundliche Form auf, wobei man das Restvolumen nur sehr umstiandlich und
zeitaufwendig aus den Geféllen herausbekam. Dies ist nachteilig, wenn viele Proben hintereinander

und ziigig pipettiert werden miissen.

Schlussendlich zeigten sich, nach Beendigung der technischen Durchfiihrung, Unterschiede in der
Applikation der Teststreifen auf Auswertebogen, sowie in der Auswertung, Evaluierung der
einzelnen LIA-Banden und Interpretation der Ergebnisse (Abb. 12). Vor allem im
wissenschaftlichen Bereich ist es erstrebenswert, eine computergestiitzte, automatisierte
Auswertung und Interpretation der Ergebnisse mittels Scanner und spezieller Software (LIA B, LIA
C) zu nutzen, da eine visuelle Auswertung (LIA A) durch die durchfiihrende Person stets subjektiv,
weniger prézise, nicht einheitlich und fehleranfillig ist und daher eine eingeschrinkte
Reproduzierbarkeit mit sich bringt. Dariiber hinaus kénnen Ergebnisse digital dokumentiert und
daher ohne Qualitdtsverlust aufbewahrt werden, im Vergleich zu hiandisch dokumentierten und
aufbewahrten Ergebnissen, die anfillig fiir Umwelteinfliisse sind. Die statistische Analyse wird
durch einen Export als Excel-Datei (LIA C) erleichtert. Allerdings sind technische Gerite
notwendig, was einen finanziellen Mehraufwand und den Bedarf an technisch geschultem Personal

bedeutet.
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o LabID Test Lot-Nr.

‘E‘ FC

2 |
q : - (L : RKS-9940-E BORRELIA IgG ML-B-012
2 . 1 | |ZP4-192 BORRELIA IgG ML-B-012
3 e T . ZP4-193 BORRELIA IgG ML-B-012
4 . ) ) ZP4 - 194 BORRELIA IgG ML-B-012
5 . = ! ZP0-28 BORRELIA 1gG ML-B-012
6 i 1 ! ZP3-28 BORRELIA IgG ML-B-012
7 o " ZP3 - 51 BORRELIA IgG ML-B-012
8 = L ZP3-95 BORRELIA 1gG ML-B-012
9 et . ZP3-165 BORRELIA 1gG ML-B-012
10 S T T — ZP4- 28 BORRELIA IgG ML-B-012
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Abbildung 12: Auswertebogen von LIA A, LIA B und LIA C mit manuell applizierten LIA-
Teststreifen.

(A.) Auswertebogen von LIA A; die Evaluierung und Interpretation der Ergebnisse erfolgen visuell
und subjektiv, die Ergebnisdokumentation findet manuell statt. (B.) Auswertebogen von LIA B; die
Evaluierung und Interpretation der Ergebnisse erfolgen computerbasiert mittels Scanner und Soft-
ware, die Aufbewahrung findet digital statt. (C.) Auswertebogen von LIA C; die Erstellung des
Auswertebogens (inklusive individuellem Barcode pro Testlauf) sowie die Evaluierung und Inter-
pretation der Ergebnisse erfolgen komplett computerbasiert mittels Scanner und Software. Die Auf-
bewahrung findet digital statt.

4. Labordiagnostische Ergebnisse: Unterschiede in Sensitivi-
tat, Spezifitit und der Interpretation von LIA-Banden

Die equine Seren wurden auf ihren spezifischen AK-Gehalt gegen Bbsl-AG jeweils mittels drei
semiquantitativen LIAs untersucht. Pro untersuchtes Pferdeserum wurden die Ergebnisse fiir
einzelne Signalbanden bzw. Farbreaktionssignale (Farbintensitit der AG-AK-Immunokomplex-
Signale) auf einem LIA-Streifen analysiert und per Studiengruppe, Probennahme-ZP und LIA
aufgeschliisselt. AuBerdem wurden die Bandenergebnisse fiir individuelle Ziel-AG nach
Herstellervorgaben des jeweiligen LIAs ausgewertet, interpretiert, kategorisiert und schlussendlich
wurden die Endergebnisse fiir jedes getestete Serum zwischen den drei LIAs verglichen und

statistisch aufgearbeitet.
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Die nicht-standardisierten Tests unterschieden sich in der Anzahl ihrer Ziel-AG auf den
Teststreifen. Wéhrend der Virotech LIA (LIA A) nur sieben verschiedene Test-AG auf einem
Streifen verwendet (VISE-Mix, OspA, DbpA, OspC, BmpA, p58, p83/ p100), wurden auf den
Teststreifen des Megacor LIAs (LIA C) neun Ziel-AG (VISE-Mix, Cs-Peptid, OspA, DbpA, OspC,
BmpA, p58, p83/ p100, p41) und auf Teststreifen des Euroimmun LIAs (LIA B) zehn Ziel-AG
untersucht (VISE-Bb, VIsE-Ba, OspA, DbpA, ErpA-p18, OspC, BmpA, p58, p83/ p100, L-Bb).
Wihrend LIA A ein rekombinantes VISE (Mix)-Ziel-AG (von Bbss und Bg) verwendet, sind auf
Streifen von LIA C sowohl ein rekombinantes VISE (von Bbss, Ba und Bg) als auch das synthetische
Ce-Peptid vorhanden. Bei equinen Seren werden sie bei der Ergebnisinterpretation als eine Einheit
betrachtet, das heifit, nur wenn beide Banden positiv sind, erfolgt eine ,,positive” Bandenbewertung,
eine der beiden Banden allein hingegen reicht dafiir nicht aus (bei der Bewertung von Hundeseren
aber schon). Bei LIA B existieren zwei separate rekombinante VISE-AG (VIsE-Ba und VIsE-Bb)
auf den Streifen, die bei der Testauswertung getrennt voneinander betrachten werden. Das heil3t,
wenn eine der beiden Banden positiv ist, wird VIsSE bereits als ,,positiv* gewertet. Hier stellt sich
die Frage, ob eine Separation dieser AG einen diagnostischen Mehrwert hat oder eher irrefithrend
und fehleranfillig ist. Eine statistische Analyse, einen Vergleich von LIAs im Zuge einer
Evaluierung sowie eine Standardisierung erschwert es jedenfalls.

Die Anwendung einer hohen Anzahl an Ziel-AG auf LIA-Teststreifen ist grundsétzlich kritisch zu
betrachten, da mit der Anzahl der Ziel-AG auch die Wahrscheinlichkeit fiir unspezifische AK-
Bindungen, Kreuzreaktionen und falsch-positive Ergebnisse steigt. Insbesondere die Ziel-AG
Flagellin, BmpA und OspC werden mit gelegentlichen falsch-positiven Reaktionen assoziiert, aber
auch OspA und das stark immunogene VISE stehen diesbeziiglich in Verdacht (MAGNARELLI et
al., 1987, BRUCKBAUER et al., 1992; DRESSLER et al.,, 1993; SHIN et al.,, 1993;
MAGNARELLI et al, 1996; STEERE et al, 2011; KENEDY et al, 2012;
GRAZLEWSKA&HOLEC-GASIOR, 2023). Auch einem AK-Nachweis gegen unspezifische Ziel-
AG wie p83/ p100 sollte eine nicht zu groBe diagnostische Aussagekraft zugemessen werden bzw.
sollten solche Ziel-AG exkludiert werden, um falsch-positive Ergebnisse zu vermeiden (DOFF et
al., 2022). Generell ist die Anwendung einer reduzierten Anzahl von Ziel-AG, jedoch
hochspezifischer rekombinanter Detektions-AG (wie Cg-Peptid, VISE oder OspA), in der LB-
Serodiagnostik zielfiihrender (MARQUES et al., 2002; BACON et al., 2003; LESCHNIK et al.,
2010; WAGNER et al.,, 2012; WAGNER et al.,, 2013). Dariiber hinaus sollten iiber die
verschiedenen LIAs hinweg einheitliche Ziel-AG, die die drei relevanten Genospezies Bbss, B.

garinii und B. afzelii enthalten, eingesetzt werden, um eine Standardisierung zu erreichen.

Im Allgemeinen demonstrierten die drei untersuchten LIAs eine hohe Sensitivitit und Spezifitdt

hinsichtlich der Detektion von spezifischen AK gegen Bbsl-AG im Pferdeserum, daher sind die als

82



IV. DISKUSSION

semiquantitative Bestétigungstests in der eLB-Diagnostik geeignet und erlauben potenziell eine
Unterscheidung zwischen Geimpften und Infizierten (BROECKL et al., 2024).

Aus human- und veterindrwissenschaftlichen Studien ist bekannt, dass durch Erregerkontakt oder
Infektion induzierte Bbsl-spezifische AK {iber einen lingeren Zeitraum (moglicherweise mehrere
Jahre) nachgewiesen werden konnen, auch wenn keine aktive (Re-) Infektion vorliegt
(VENNER&DEEGEN, 1996; CHANG et al., 2000; MULLER et al., 2002; MARKOWICZ et al.,
2021; GEHLEN et al., 2023; KASPARKOVA et al., 2023). GleichermaBen kdnnen impfinduzierte
spezifische OspA-AK, abhingig vom verabreichten Impfstoff, mehrere Jahre serologisch
nachweisbar sein, wobei allerdings eine graduelle Abnahme des AK-Spiegels und der protektiven
Immunantwort zu erwarten ist, falls keine regelméfige Auffrischung des Impfschutzes und somit
eine wiederholte Stimulation der Bildung von spezifischen AK gegen Bbsl-AG erfolgt (FIKRIG et
al., 1992a; GUARINO et al., 2017; KNODLSEDER et al., 2019; WILCZEK et al., 2022).

Bei Pferden, die in der Vergangenheit (= 1 Jahr) geimpft wurden, sind spezifische AK gegen
OspA-AG daher moglicherweise nur noch in sehr geringem Mafle und unter der serologischen
Nachweisgrenze im Serum vorhanden, nichtsdestotrotz konnen spezifische AK gegen weitere
impfinduzierte, Bbsl-spezifische AG noch nachweisbar sein, was serodiagnostische Ergebnisse fiir
in der Vergangenheit geimpfte Pferde verfélschen und zu einem falsch-positiven Ergebnis sowie
einer Fehlbehandlung des Pferdes fiihren kann. Daher ist einerseits eine regelmifige Al sehr
wichtig (v.a. auch fiir den protektiven Effekt), und andererseits eine hohe Sensitivitit und Spezifitit
gegeniiber OspA in qualitativen Serodiagnostikverfahren sowie eine angemessene Interpretation

von OspA als impfinduzierte AK (KNODLSEDER et al., 2019; BROECKL et al., 2024).

4.1. Impfspezifische AK gegen OspA-AG

Um die Ergebnisse fiir einzelne AG-Signalbanden der drei LIAs vergleichen zu kdnnen, wurde
jeweils die Anzahl der Serumproben, deren Signalintensitit des AG-AK-Komplex-Signals fiir ein
bestimmtes AG mit ,,kein Signal®, ,,Signal schwicher als COC*, ,,Signal entspricht COC* und
»Signal stirker als COC* bewertet wurde, berechnet. Die Ergebnisse fiir die einzelnen getesteten
AG wurden nach Studiengruppe, Probenentnahme-Zeitpunkt (ZP) und LIA aufgezeichnet und es
erfolgte eine statistische Auswertung, wobei die beobachtete Interrater-Ubereinstimmung der
Ergebnisse zwischen den LIAs (engl. observed inter-rater reliability, Po) sowie die statistische
Interrater-Reliabilitdt (engl. inter-rater reliability, IRR) berechnet wurden. Ein besonderes

Augenmerk wurde dabei auf das OspA- und VIsE-Signal gelegt.

Bei der Identifizierung ungeimpfter und geimpfter Pferde variierte die Genauigkeit der drei
bewerteten Tests beim Nachweis impfinduzierter spezifischer AK gegen OspA. Die Interrater-

Ubereinstimmung der OspA-Signalintensititsergebnisse sowie der Testendergebnisse variierte je
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nach Zeitpunkt der Blutprobenentnahme und Studiengruppe zwischen méfig und mangelhaft, was
eine unbefriedigende Ubereinstimmung der Ergebnisse der drei LIAs in diesem Aspekt darstellt

(BROECKL et al., 2024).

Serumproben von ungeimpften Pferden sowie Proben von Pferden der Gruppen Vac-Basic und
Vac-Plus zum ZP d0, die ihre erste Impfung nach der ersten Blutentnahme erhalten hatten, sollten
grundsétzlich zu keinem ZP ein positives OspA-Farbreaktionssignal aufzeigen, da OspA-AG
wiahrend einer aktiven Infektion im Sdugerwirt nicht von viablen Borrelien exprimiert wird. Im
Gegensatz dazu enthalten die fiir Pferde erhiltlichen LB-inaktivierten Lysatimpfstoffe OspA,
sodass spezifische AK gegen OspA im Serum ein zuverldssiger Marker fiir eine Immunisierung
gegen LB sind. Zum ZP d135, also 121 Tage nach der zweiten Immunisierung der Gruppen Vac-
Basic und Vac-Plus, sowie zum ZP d210, 196 Tage nach der letzten Immunisierung der Gruppe
Vac-Basic sowie 30 Tage nach der dritten Immunisierung der Gruppe Vac-Plus, wird fiir Pferde
dieser beiden Gruppen ein impfspezifisches positives OspA-Signal erwartet. Unter
Beriicksichtigung der humoralen Immunantwort von Pferden nach Immunisierung mit
kommerziellen Impfstoffen gegen LB ist zu erwarten, dass die OspA-Signalintensitit zum ZP d210
fiir Proben der Gruppe Vac-Plus stérker ist als fiir Proben der Gruppe Vac-Basic, da die Impfung
erst kiirzlich erfolgt ist und die Pferde der Gruppe Vac-Plus daher einen hoheren AK-Spiegel
aufweisen (KNODLSEDER et al., 2019).

Es muss auch beriicksichtigt werden, dass die Anwendung von Lysatimpfstoffen gegen LB bei
Pferden zur Entwicklung von spezifischen AK gegen eine Vielzahl anderer Borrelienproteine
fiihren kann, die von Borrelien in vitro exprimiert werden (z. B. OspC, DbpA, BmpA, p58 oder
p100). Das bedeutet, dass bei geimpften Tieren entsprechende AG-AK-Immunokomplex-Signale
auf LIA-Streifen in Kombination mit einer positiven Reaktion auf OspA-AG auftreten konnen.
Daher sollte dies nicht als infektionsspezifisch, sondern als impfinduziert angesehen werden, und
es sollte eine entsprechende Interpretation der Signale erfolgen. Lediglich VISE- und Cs-AG-
Signale sind hochspezifische Marker fiir eine Bbsl-Infektion, da diese nur von aktiven Borrelien in
vivo exprimiert werden. Eine unzureichende Sensitivitdit und Spezifitit von serologischen
Nachweisverfahren gegeniiber OspA-AK birgt ein grofes Risiko fiir falsch-positive Ergebnisse bei
mit Lysatimpfstoffen immunisierten Pferden mit unbekanntem Impfstatus oder langer Impfkarenz,
insbesondere wenn die Sensitivitdt und Spezifitit fiir mehrere andere impfinduzierte spezifische
AK gegen Bbsl, die auch fiir eine Infektion sprechen konnten, hoher ist als jene fiir OspA-AK
(AGUERO-ROSENFELD et al., 1999). Das Vermeiden von Impfliicken in einmal gegen LB
geimpften Pferden ist daher sowohl hinsichtlich des Impfschutzes als auch des serodiagnostischen

Aspektes zu empfehlen (KNODLSEDER et al., 2019).
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Entsprechend den erwarteten OspA-spezifischen AK-Reaktionen in ungeimpften Pferden zeigte
keiner der drei LIAs zu keinem ZP fiir keine der Proben der ungeimpften Pferde eine
Signalintensitit fiir OspA, die identisch mit oder stérker als die Signalintensitét der Referenzbande
(COC) war. Das heifit, keiner der drei LIAs identifizierte ungeimpfte Pferde (Pferde der Gruppe
Non-Vac zu ZP d0, d135, d210 sowie der Gruppen Vac-Basic und Vac-Plus zum ZP d0)
félschlicherweise als geimpft. Trotzdem war die beobachtete P, und IRR fiir das OspA-AG-Signal
in dieser Gruppe zu keinem Zeitpunkt grofer als 70% beziehungsweise ,,gering (k < 0,10). Obwohl
die drei Tests das OspA-AG-Signal fiir ungeimpfte Pferde (n = 42) iibereinstimmend als ,,negativ*
(< COC) bewertet hatten, variierte die Sensitivitidt und Spezifitit der Tests in Bezug auf OspA.
Daher wichen die Signalintensitétsergebnisse im Bereich unterhalb des COC zwischen den LIAs
erheblich voneinander ab, was zu einer geringen Ubereinstimmung der Tests fiihrte. Wihrend LIA
A und LIA C in diesem Zusammenhang eine vergleichbare und hohe Spezifitit bei ungeimpften

Pferden zeigten, offenbarte LIA B die mit Abstand geringste Spezifitit (Abb. 13/ A-C).

Im Gegensatz zur korrekten Identifizierung ungeimpfter Pferde identifizierte keiner der drei Tests
alle geimpften Pferde (Vac-Basic und Vac-Plus, n = 89) als solche. LIA B konnte bei keinem der
geimpften Pferde zum ZP d135, und bei keinem der Vac-Basic-Pferde zum ZP d210, einen
positiven (= COC) OspA-spezifischen AK-Spiegel im Serum nachweisen, was einen erheblichen
Mangel an Sensitivitdt und Spezifitit in dieser Hinsicht offenbarte. Obwohl LIA A und LIA C eine
signifikant hohere Sensitivitit und Spezifitit gegeniiber OspA-spezifischen AK zeigten, war diese
bei Vac-Basic-Pferden auch nicht zufriedenstellend. Nur in Gruppe Vac-Plus zum ZP d210, als ein
maximaler Impftiter aufgrund einer kiirzlich applizierten Al (an d180) vorhanden war, waren alle
drei LIAs in der Lage, spezifische AK gegen OspA zu detektieren. Folglich konnte neben einer
mangelnden Sensitivitdt der Tests auch ein unzureichender OspA-AK-Spiegel in den Blutproben
der geimpften Pferde eine weitere Erklirung fiir die eingeschrénkte OspA-Detektionsrate bei Vac-
Basic-Pferden sein. Das heif3it, neben einer ausreichenden Sensitivitdt der AG-Signale im Test ist
ein ausreichender OspA-AK-Titer bei geimpften Pferden entscheidend fiir den korrekten Nachweis
einer Bbsl-Infektion bei Pferden und deren erfolgreiche Abgrenzung zu einer Impfung. Die hohe
OspA-Nachweisrate bei zusitzlich geimpften Pferden zum ZP d210 demonstriert, dass eine Liicke
im Impfplan nachteilig ist, wéhrend ein straffer Impfplan und ein ausreichender impfbedingter AK-
Spiegel (insbesondere OspA-spezifische AK) von groBem Nutzen sind. Einerseits ermdglicht es
einen hochstmdglichen Schutz vor einer natiirlichen Bbsl-Infektion und -Erkrankung. Andererseits
erleichtert es die Identifizierung geimpfter Tiere iiber OspA-spezifische AK und deren
Differenzierung von natiirlich infizierten Tieren. Das heil3t, ein ausreichender OspA-AK-Spiegel
gegen Bbsl deutet auf eine allgemeine, durch die Impfung induzierte Immunreaktion hin, die eine

korrekte Abgrenzung geimpfter Pferde von natiirlich infizierten Pferden ermoglicht und somit das
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Risiko von falsch-positiven Testendergebnissen fiir geimpfte Pferde, und deren Nebenwirkungen,

reduziert.
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Abbildung 13: Vergleich von Testergebnissen, die mit drei verschiedenen LIAs erzielt wurden, die in der Bbsl-Diagnostik mit Pferdeserum verwendet werden. Die
Auswertung der LIA-Ergebnisse erfolgte individuell nach Herstellervorgaben (BROECKL et al., 2024).

Die Ergebnisse sind aufgegliedert nach Studiengruppen (Non-Vac, Vac-Basic, Vac-Plus), LIA (A,B,C) und Zeitpunkt der Probenentnahme (d0, d135, d210). Es erfolgt ein
Vergleich der AG-AK-Immunokomplex-Signalintensitét-Ergebnisse zwischen den drei LIAs fiir A-C. das impfinduzierte OspA, D-F. das infektionsspezifische VISE sowie
daraus resultierende G-I. diagnostische Endergebnisse fiir untersuchte Seren (Overall).

A-C. Die Anzahl der Seren mit einem negativen (< COC) Signalintensitét-Ergebnis fiir OspA sind in weil3 (kein Signal) und flieder (vorhandenes Signal < COC) dargestellt,
jene mit positivem (= COC) Signalintensitét-Ergebnis in helllila (Signalintensitét = COC) und dunkellila (Signal > COC). D-F. Die Anzahl der Seren mit einem negativen (<
COC) Signalintensitdt-Ergebnis fiir VISE sind in weil3 (kein Signal) und hellgelb (vorhandenes Signal < COC) dargestellt, jene mit positivem (= COC) Signalintensitét-Ergebnis
in dunkelgelb (Signalintensitdt = COC) und ocker (Signal > COC). G-1. Die Anzahl der getesteten Seren, die im finalen Testergebnis (Beurteilung der Banden des gesamten
LIA-Streifens) als ,,Negativ (NEGATIV, NEG) evaluiert wurden, sind in griin dargestellt, die ,,Grenzwertigen* (EQUIVOCAL, EQUIVOC) in lachs, die ,,Positiven
(Infektion)“ (POSITIVE (infection), POS) in rot, die ,,Geimpften” (VACCINATED, VAC) in blau und die, die gleichzeitig als geimpft und infiziert evaluiert wurden
(VACCINATEDHPOSITIVE, VACHPOS), in braun.

Non-Vac, Seren von ungeimpften Pferden; Vac-Basic, Seren von grundimmunisierten Pferden; Vac-Plus, Seren von grundimmunisierten und geboosterten Pferden; d, Tag
der Serumprobenentnahme im Studienzeitraum; OspA, outer surface protein A; VISE, variable major protein-like sequence FExpressed; COC, cutoff control, Intensitét der
Referenzbande.
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Ein weiteres Problem hinsichtlich der korrekten Identifizierung geimpfter Pferde war sowohl in
LIA A als auch LIA B die angemessene Interpretation und Klassifizierung einzelner AG-Signale.
Im Evaluationsprotokoll des Herstellers von LIA A wurde das OspA-AG-Signal {iberhaupt nicht
als spezifisches AG-Signal indikativ fiir eine Immunreaktionen in Pferden beriicksichtigt.
Dementsprechend waren im Evaluationsprotokoll von LIA A keine Bewertungskategorien
vorhanden, die eine Impfung oder beides, eine Impfung und Infektion, miteinbezogen haben.
Obwohl LIA A technisch in der Lage war, OspA-spezifische AK in hohem Mafle zu detektieren,
und gleichzeitig eine hohe Sensitivitdt und zuverldssige Spezifitit in Bezug auf OspA-spezifische
AK aufwies, wurden die positiven Ergebnisse des OspA-AG-Signals nicht angemessen
interpretiert, was zu vielen falsch-positiven Endergebnissen fiir geimpfte Pferde in diesem Test
fiihrte. Ahnliches war im Evaluationsprotokoll des Herstellers von LIA B zu verzeichnen. Auch
hier war die Interpretation und Klassifizierung der einzelnen AG-Signale — obwohl dort das OspA-
AG-Signal als impfspezifisch erldutert und eingestuft wurde — nur liickenhaft, was zu
Fehlinterpretationen der Ergebnisse geimpfter Pferde fiihrte. Im Vergleich zum sehr durchdachten
und prézise ausgearbeiteten Evaluationsprotokoll von LIA C spezifizierte das technische Handbuch
von LIA B den Fall einer Impfung in Kombination mit einer Infektion nicht néher und enthielt
daher auch keine entsprechende Klassifizierungskategorie. In der Software wurden die
entsprechenden Proben jedoch einer zusétzlichen Kategorie mit der Bezeichnung ,,Positiv —
serologischer Nachweis einer Infektion oder Immunisierung* zugeordnet. In Kenntnis der falschen
Spezifikation und Terminologie wurden die entsprechenden Proben in der durchgefiihrten
statistischen Analyse der Kategorie VAC+POS (Impfung und Infektion) von LIA C zugeordnet. In
diesem Zusammenhang fehlten in LIA B auch weitere Angaben zur Interpretation von AG-
Signalen, wie des infektionsspezifischen VISE-AG-Signals. Dies verdeutlicht ein Defizit im
Evaluierungs- und Klassifizierungsprotokoll von LIA B und hegt Zweifel an der Aussagekraft des
Tests im Hinblick auf die Testergebnisse fiir geimpfte Pferde.

Auch die Anwendung eines standardisierten und empfohlenen alternativen Evaluierungsprotokolls
fiir Pferdeserumproben (ROEP) kann nicht kompensieren, was unterschiedliche Sensitivitdten der
AG-Beschichtungen auf den LIA-Streifen verschiedener Hersteller ausmachen. Jedoch verbesserte
die Anwendung von ROEP die Interrater-Ubereinstimmung hinsichtlich der Testendendergebnisse
in der geimpften Gruppe Vac-Plus zum ZP d210, da alle drei LIAs OspA-spezifische AK in nahezu
gleichem Mafe detektierten und die anschlieBende Interpretation des AG-Signals einheitlich
erfolgte.
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4.2. Infektionsspezifische AK gegen VISE-AG

In Hinblick auf die Identifizierung von infizierten Pferden (POS), oder geimpften und infizierten
Pferde (VAC+POS), sollte das VISE- (und Cg¢-) AG-Signal als hochspezifischer Marker fiir eine
Bbsl-Infektion betrachtet und interpretiert werden.

Rekombinante VIsE-Detektions-AG eignen sich generell sehr gut als diagnostischer Marker fiir
eine Infektion mit Bbsl, da VISE-AG von Borrelien fast ausschlieBlich in vivo im S&ugerwirt
wiahrend einer Infektion exprimiert wird (ZHANG&NORRIS, 1998; LIANG et al., 2000a;
MAGNARELLI et al., 2002; MARQUES et al., 2002; LIANG et al., 2004b; BANKHEAD, 2016).
Allerdings unterliegt VISE einer hohen antigenetischen Sequenzvariabilitét, die dem Erreger eine
Immunevasion im Wirt ermoglicht (MCDOWELL et al.,, 2002). Dies stellt eine grofie
Herausforderung in der Serodiagnostik dar. In Hinblick auf eine Standardisierung von kommerziell
verfligbaren LIAs wire es wiinschenswert, dass rekombinante VIsE-Detektions-AG verwendet
werden, die gleichermallen alle regional privalenten LB- Genospezies (Bbss, B. garinii und B.
afzelii) abdecken, jedoch zeigen verwendete Lysat-AG iiberwiegend ein hohes MalBl an
Kreauzreaktivitit innerhalb der drei Borrelienspezies (POLJAK et al., 2012).

Neben dem VISE-AG als Ganzes findet auch eine der antigenetisch konstanten, konservierten
Regionen (IR, engl. invariant region) von VISE Anwendung in der Serodiagnostik, ndmlich die IR6
(ZHANG et al., 1997a; LIANG et al., 2000b). Spezifische AK im Serum des Patienten, die sich
gegen diese Einheit des VISE richten, kdnnen durch spezifische Bindung an das synthetische Cg-
Detektions-AG nachgewiesen werden, was die IR6 bzw. das Cs-Peptid zu einem zuverldssigen
diagnostischen Marker fiir eine aktive Infektion macht (PHILIPP et al., 2001; WORMSER et al.,
2008; WAGNER et al., 2013). LIA C beinhaltet sowohl VIsSE- als auch das hochspezifische Cs-AG
im LIA, wobei diese Einheit nur eine ,,positiv-Bewertung erhielt, wenn Signalintensititen fiir
beide Detektions-AG auf dem LIA-Streifen simultan positiv waren. Meist ist eine gute Korrelation
dieser beiden Testparameter gegeben, das heiflt, dass nur selten AK gegen nur eines der beiden
Ziel-AG vorhanden sind (GEHLEN et al., 2022). Nichtsdestotrotz ist es moglich, dass im Patienten
wiahrend einer Infektion nur spezifische AK gegen eines der beiden AG gebildet werden (EMBERS
et al., 2007). Daher ist in Erwdgung zu ziehen, ob es nicht sinnvoller wére, nur eines der beiden
Ziel-AG zur Detektion einer Bbsl-Infektion im LIA zu integrieren, bezichungsweise, eine getrennte
Bewertung durchzufiihren.

Es erfolgte kein Vergleich der drei getesteten LIAs hinsichtlich des Cs-Peptids, da nur LIA C als
einziger der drei Tests dieses AG auf Teststreifen enthalt.

In Anbetracht des VISE-AG-Signals eines Tests ist es generell wichtig, dass die Sensitivitit
ausreichend ist, um VIsE-spezifische AK zuverldssig zu detektieren. Nichtsdestotrotz ist die
Spezifitét dieser Infektionsmarker von noch groBerer Bedeutung, da ein positives Ergebnis fiir das

VIsE-/ Cs-AG-Signal — in Kombination mit mdglicherweise weiteren positiven AG-Signalen (aufler
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OspA) — stark auf eine bestehende Bbsl-Infektion sowie die Notwendigkeit einer umgehenden
antibiotischen Behandlung des infizierten Pferdes mit klinischen Anzeichen hindeuten. Ebenso sind
eine zu hohe Sensitivitit sowie eine mangelnde Spezifitit des VISE-AG-Signals prekér, da sie zu
einem falsch-positiven Endergebnis im Test fiihren konnen. Hier muss abgewogen werden, ob eine
sehr hohe Sensitivitit des VISE-AG-Signals auf Teststreifen von Vorteil ist, und infolgedessen
moglicherweise eine mangelnde Spezifitidt und fragwiirdige Signifikanz eines positiven (POS)
Testendergebnisses. Eine Herunterregulierung der Sensitivitét fiir VISE-AG-Signale konnte ratsam
sein. Das hei3it, im Falle eines grenzwertigen (EQUIVOC) Testendergebnisses, das durch ein
weniger sensitives VISE-AG-Signal ermittelt wurde, kann ein Test jederzeit wiederholt werden, um
Zweifel hinsichtlich einer Infektion auszuriumen — bevor eine moglicherweise unndétige
antibiotische Behandlung aufgrund einer iibermifBigen Sensitivitit und eines falsch-positiven
Endergebnisses im Test eingeleitet wiirde.

Hinsichtlich der Detektion VIsE-spezifischer AK zeigte LIA C insgesamt die hochste Sensitivitét.
LIA C bewertete die meisten Proben als ,,VIsE-positiv* (Signal > COC), gefolgt von LIA B und
LIA A. Es fillt auf, dass in allen drei LIAs die ungeimpfte Non-Vac-Gruppe im Vergleich zu den
geimpften Studiengruppen durchgehend die geringste Anzahl an als ,,VISE-positiv* bewerteten
Proben aufwies, wihrend die Studiengruppe Vac-Plus die meisten Proben mit einem VISE-
Signalintensititsergebnis tiber dem COC aufwies — in betridchtlichem Ausmaf in LIA C (bis zu 61%
zum ZP d210; Abb. 13/ D-F). Die Ubereinstimmung zwischen den Tests hinsichtlich der Detektion
von VISE war, je nach Probenentnahme-ZP und Studiengruppe, mangelhaft bis gering. Dies
demonstriert einerseits eine unbefriedigende Ubereinstimmung der Tests, und andererseits eine
signifikante Divergenz in Hinblick auf die Sensitivitit und Spezifitét der drei Tests.

Da keiner der drei LIAs im Verlauf des Beobachtungszeitraums einen signifikanten Anstieg der
Anzahl VIsE-positiver Proben in einer der drei Untersuchungsgruppen iiber die fortschreitenden
Probenentnahme-ZP hinweg zeigte, ist es unwahrscheinlich, dass die iibermidfBigen VISE-AK-
Nachweisraten mit der Anwendung von Lysatimpfstoffen gegen Bbsl zusammenhéngen (LIANG
et al., 2004b; BROECKL et al., 2024). Dariiber hinaus kann die Moglichkeit, dass die Verwendung
unterschiedlicher LIA-Testkit-LOTs pro Hersteller die Signalintensitdtsergebnisse beeinflusst hat,
ausgeschlossen werden, da fiir alle getesteten Proben nur eine LOT-Nummer pro Hersteller
verwendet wurde. Jedoch ist nicht auszuschlieBen, dass bei vereinzelten Pferden des Pools eine
natiirliche Bbsl-Infektion vorlag oder wéhrend des Studienzeitraumes erfolgte, was eine VISE-
Seropositivitit bei diesen Tieren erkléren wiirde (KNODLSEDER et al., 2019). Unsere Erklarungen
fiir die abweichenden Ergebnisse beim Nachweis VIsE-spezifischer AK und die vergleichsweise
hohe Nachweisrate in der Gruppe Vac-Plus haben daher folgende Griinde: Erstens scheint die Vac-
Plus-Studiengruppe unwissentlich eine hdhere Anzahl natiirlich infizierter Pferde zu haben als die

Studiengruppen Non-Vac und Vac-Basic. Zweitens wurde in diesem Projekt eine geringe
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StichprobengrofBe pro Studiengruppe verwendet, wodurch die Ergebnisabweichungen deutlicher
ausfallen; eine groBere Stichprobengrofle ist daher aus mehreren Griinden vorzuziehen. Drittens
scheint die cutoff-Kontrolle in LIA C hinsichtlich des Nachweises von VISE-AK schlecht
eingestellt und zu sensitiv zu sein, was zu einer unwahrscheinlich hohen Anzahl VIsE-positiver
Proben zu allen drei ZP in allen Gruppen fiihrte. Dies wird deutlich, wenn man die Ergebnisse fiir
die VISE-AK-Detektion der drei Tests fiir Gruppe Vac-Plus zu drei ZP auf Pferdeebene einzeln
betrachtet (Abb. 14/ A-C). Daher empfehlen wir dringend eine Uberarbeitung und Anpassung von
LIA C in dieser Hinsicht.
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Abbildung 14: Detektion von spezifischen AK gegen VISE-AG von Bbsl in Serum von geimpften Pferden der Studiengruppe Vac-Plus (n = 44) zum ZP (A.) d0, (B.)
d135 und (C.) d210 im Studienzeitraum mittels LIA A, LIA B und LIA C.

Die Betrachtung der Signalintensitit-Ergebnisse fiir AG-AK-Komplex-Signale erfolgt fiir 45 Pferde individuell (Proben ID 1 —45). Es sind vier AG-AK-Immunokomplex-
Signalintensitéten dargestellt: 1 (kein Signal), 2 (schwaches Signal, < COC), 3 (Signal entspricht COC), 4 (Signal > COC). Die mittels LIA A (griin), LIA B (blau) und LIA. C
(orange) ermittelten Ergebnisse fiir die spezifische VISE-AK-Detektion zum (A.) ZP d0, (B.) ZP d135 und (C.) ZP d210 sind pro Pferd dargestellt.

COC, cutoff control, Referenzsignal; ZP, Probenentnahme-Zeitpunkt im Studienzeitraum; LIA, Line Immunoassay; AG, Antigen; AK, Antikorper; VISE, Variable major protein
like sequence Expressed, Bb, Borrelia burgdorferi; Ba, Borrelia afzeli.
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Dariiber hinaus wurde bei Hunden und Menschen beschrieben, dass bei Patienten mit
nachgewiesenen bakteriellen oder viralen Infektionen (u. a. Leptospira interrogans, Epstein-Barr-
Virus, Cytomegalovirus) bestimmte Borrelien-Test-AG, die iiblicherweise in serodiagnostischen
Tests zur Diagnose einer LB verwendet werden, Kreuzreaktionen mit AK auslosen kénnen, die
durch andere Infektionserreger als Borrelia induziert werden. Daher werden Bbsl-AG wie FlaB,
aber auch OspC und BmpA unspezifisch von AK gegen andere Erreger erkannt (MAGNARELLI
et al., 1987, BRUCKBAUER et al., 1992; LUFT et al., 1993; SHIN et al., 1993; MAGNARELLI
et al., 2002; WOJCIECHOWSKA-KOSZKO et al., 2022; GRAZLEWSKA&HOLEC-GASIOR,
2023). (MAGNARELLI et al., 2002). Nur LIA C enthilt p41, wiahrend auf Streifen von LIA A und
LIA B das p41-AG keine Anwendung findet. Kreuzreagierende AK bergen ein hohes Potenzial fiir
falsch-positive Testergebnisse und fithren zu einem eingeschrénkten diagnostischen Wert eines
Tests. Folglich kann eine groBere Anzahl von AG-Signalen auf einem Teststreifen, insbesondere
fehleranfillige AG wie p41 (FlaB), die Effektivitit eines Serotests beeintriachtigen.

Wenn man in Erinnerung ruft, dass fiir diese Studie ausschlieBlich Pferdeseren verwendet wurden,
die zuvor mit einem hauseigenen Zweistufentest (KELA und LIA) untersucht und als NEG oder
EQUIVOC Kklassifiziert wurden, betrachtet, liegt es nahe, dass LIA A‘s Ergebnisse fiir das VIsE-
AG-Signal eher die Realitét abbilden als jene von LIA B und LIA C. Nichtsdestotrotz verdeutlichen
die erhohten Detektionsraten fiir VIsE-spezifische AK, und die in diesem Zusammenhang
ersichtlichen hohen Diskrepanzen in der Sensitivitdt und Spezifitit der drei verwendeten LIAs, vor
allem die schwierige Lage der mangelnden Reproduzierbarkeit und Zuverléssigkeit der Ergebnisse
bei nicht-standardisierten serodiagnostischen Tests. Es verdeutlicht die Notwendigkeit einer
Uberarbeitung und Validierung und vor allem Standardisierung von kommerziell fiir die Bbsl-

Diagnostik verfiigbaren LIAs.

4.3. Diagnostische Endergebnisse fiir untersuchte Seren

Um die serodiagnostischen Endergebnisse (engl. overall test results) fiir getestete Seren zwischen
den drei LIAs vergleichen zu konnen, wurde auch hier jeweils die Anzahl der Seren, die ein
Gesamtergebnis von ,,Negativ* (NEG), ,,Grenzwertig® (EQUIVOC), ,,Positiv (Infektion)* (POS),
,Geimpft“ (VAC) sowie ,,Geimpft+Infektion® (VAC+POS) berechnet und anhand der
Studiengruppe, dem Probenentnahme-ZP sowie des LIAs aufgeschliisselt.

Angesichts der Testendergebnisse von ungeimpften und geimpften Pferden stellen wir erneut die
bereits erwdhnten Testdefizite hinsichtlich der Sensitivitit und Spezifitit sowie eine
unterschiedliche Interpretation einzelner AG-Signale fest. Diese LIA-spezifischen Defizite fiihrten
zu einer hohen Anzahl an falsch-positiven Endergebnissen, insbesondere in geimpften Gruppen,
und damit zu einer geringen Interrater-Ubereinstimmung. Beim Vergleich der drei LIAs zeigte LIA

C insgesamt die hochste Genauigkeit hinsichtlich der diagnostischen Endergebnisse (Abb. 13/ G-
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I). Zu den ZP dO und d135 evaluierte LIA A in allen drei Gruppen die meisten Seren als NEG,
gleiches war zum ZP d210 in Gruppe Non-Vac und Vac-Basic zu beobachten. Im Gegensatz dazu
bewertete LIA A, im Vergleich zu LIA B und LIA C, zum ZP d210 am meisten Seren als POS, und
keine der geimpften Pferde als VAC oder VAC+POS. Der Grund dafiir ist, dass LIA A das OspA
nicht als impfspezifisch miteinbezieht und es daher keine entsprechenden Bewertungskategorien
im Evaluationsprotokoll gibt. Dies resultierte in einer groBen Anzahl an falsch-positiven
Ergebnissen in geimpften Studiengruppen. Demzufolge wurde auch die schlechteste
Ergebnisiibereinstimmung der drei LIAs fiir untersuchte Pferdeseren in der geimpften
Studiengruppe Vac-Plus zum ZP d210 (17%) beobachtet, und die hochste in der ungeimpften
Kontrollgruppe (bis zu 71% zum ZP d0).

Unsere Erkldrung fiir das nicht angemessene und nicht mehr dem aktuellen Wissensstand
entsprechende Ergebnisinterpretationsprotokoll von LIA A ist, dass dieser LIA einer der ersten
LIAs war, der fiir die Bbsl-Diagnostik mit equinen Seren zur Verfiigung stand. Damals war das
Wissen zu OspA noch eingeschrénkter, eine Impfung gegen LB fiir Pferde (seit 2015) war noch
nicht verfiigbar und die Uberarbeitung des Ergebnisinterpretationsprotokolls scheint seither nicht
oder nur sehr geringfiigig durchgefiihrt worden zu sein. Daher wird fiir LIA A eine Aktualisierung
des Protokolls auf den neusten wissenschaftlichen Stand empfohlen, wobei der Nachweis von
spezifischen AK gegen OspA als impfspezifisch interpretiert werden muss.

In Gegensatz zu LIA A bewertete der sensitivere LIA B eine groBere Anzahl der Proben als POS
und weniger als NEG in allen drei Gruppen zu den ZP d0 und d135, sowie in den Gruppen Non-
Vac und Vac-Basic zum ZP d210. Zum ZP d210 identifizierte LIA B 84% aller geimpften Pferde
in Gruppe Vac-Plus als VAC+POS, und nur drei der Seren in dieser Gruppe wurden als VAC
eingestuft. In LIA B erfolgte die Interpretation von impf- und infektionsspezifischen AK nur
liickenhaft und erschien nicht wohl durchdacht. Neben der technischen Unzuldnglichkeit, OspA-
AK in geimpften Pferden angemessen zu detektieren, fiihrte zusétzlich die fehlerhafte Interpretation
von spezifischen AG-Signalen zu falsch-positiven Ergebnissen in LIA B. So wird VISE in keiner
Weise als infektionsspezifisch erwihnt, auch wird es nicht explizit im Ergebnisevaluationsprotokoll
des Herstellers als solches deklariert. Als indikativ fiir eine Infektion werden hier = 3 Banden
positiv (auBer OspA) gewertet. Dies ist problematisch und anfillig fiir falsch-positive
Testergebnisse, vor allem auch fiir geimpfte Pferden, wenn das OspA-Ziel-AG des LIAs zu wenig
sensitiv gegeniiber OspA-AK ist, jedoch die Sensitivitidt gegeniiber weiteren, impfinduzierten
spezifischen AK héher ist. Daher wird eine Uberarbeitung der Sensitivitit und Spezifitit sowie des
Bandeninterpretationsprotokolls von LIA B empfohlen.

In LIA C war ebenso eine hohe Anzahl an VAC+POS-Ergebnissen, insbesondere in Studiengruppe
Vac-Plus zum ZP d210, zu verzeichnen, was in Zusammenhang mit den hohen Detektionsraten von

spezifischen AK gegen VISE-AG in dieser Gruppe steht. Gleichzeitig identifizierte LIA C am
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meisten geimpfte Pferde korrekterweise als solche. Im Bandenergebnisinterpretationsprotokoll des
Herstellers von LIA C wurde ein Nachweis von spezifischen AK gegen OspA-AG angemessen
beriicksichtigt und sehr wohldurchdacht sowie préazise formuliert. Dieser LIA wurde bereits im
Jahre 2022 einer Evaluierung im Rahmen einer Studie unterzogen, wobei im Anschluss eine
Aktualisierung des Tests und des Bewertungsprotokolls durchgefiihrt wurde, sodass dieser Test auf
einem aktuellen Stand zu sein scheint (DOFF et al., 2022). Allerdings wird dennoch eine Anpassung
von einzelnen AG empfohlen.

Diese Diskrepanzen in der Interrater-Ubereinstimmung, die unter anderem aufgrund der
Interpretation von einzelnen AG-Signalen anhand von Evaluationsprotokollen entstanden, die von
den Herstellern der drei LIAs zur Verfiigung gestellt wurden, veranlassten die Autoren dieser Studie
dazu, ein einheitliches und empfohlenes Ergebnisinterpretationsprotokoll (ROEP) fiir LIAs zur

Diagnostik der LB in Pferdeserum zu entwickeln und anzuwenden.

5. Anwendung eines standardisierten Ergebnisinterpretati-
onsprotokolls fiir equine Seren in LIAs

Die einzelnen LIA-Bandenergebnisse fiir alle untersuchten Seren wurden mit einem
standardisierten und empfohlenen Evaluations- und Interpretationsprotokoll fiir equine Seren erneut
ausgewertet und klassifiziert sowie die Ubereinstimmung der LIA-Endergebnisse im Anschluss
statistisch analysiert. Die Anwendung des ROEP verbesserte die diagnostische Genauigkeit,
insbesondere in LIA A und LIA B. Neben der verfeinerten Interpretation infektions- und
impfspezifischer Immunreaktionen in Pferdeseren deckte dieses standardisierte Referenzprotokoll
auch Grenzfille und Fille ab, die in den LIA-Protokollen der Hersteller bisher nicht spezifiziert
waren. Wie bereits erwihnt, beeinflusste die Anwendung des ROEP auch die Testendergebnisse
(overall) in der Non-Vac-Gruppe, allerdings nur in LIA B. Die Anwendung des ROEP fiihrte
insbesondere zu einer hoheren Anzahl von ,,EQUIVOC*“-Proben (Abb. 15). Dies deutet darauf hin,
dass diese Proben moglicherweise zunéchst als falsch-positiv oder falsch-negativ bewertet wurden.
Eine Zuordnung zur Kategorie ,,EQUIVOC* ist daher vorteilhaft, da die Probenuntersuchung

wiederholt werden kann und so eine unzureichende Behandlung des Pferdes vermieden wird.
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Abbildung 15: Vergleich von Testendergebnissen, die mit drei verschiedenen LIAs erzielt wurden, die in der Bbsl-Diagnostik mit Pferdeserum verwendet werden.
Die Interpretation der LIA AG-AK-Immunokomplex-Signalintensitit-Ergebnisse und deren Klassifizierung erfolgte anhand eines empfohlenen und
standardisierten Ergebnisinterpretationsprotokoll fiir Pferdeseren in LIAs (ROEP) (BROECKL et al.,, 2024). Die Ergebnisse sind aufgegliedert nach
Studiengruppen (Non-Vac, Vac-Basic, Vac-Plus), LIA (A, B, C) und Zeitpunkt der Probenentnahme (d0, d135, d210). Die Anzahl der getesteten Seren, die im
finalen Testergebnis (Beurteilung der Banden des gesamten LIA-Streifens) als ,,Negativ (NEGATIV, NEQG) evaluiert wurden, sind in griin dargestellt, die
»arenzwertigen™ (EQUIVOCAL, EQUIVOC) in lachs, die ,,Positiven (Infektion)* (POSITIVE (infection), POS) in rot, die ,,Geimpften” (VACCINATED,
VAC) in blau und die, die gleichzeitig als geimpft und infiziert evaluiert wurden (VACCINATED+POSITIVE, VAC+POS), in braun.

Non-Vac, Seren von ungeimpften Pferden; Vac-Basic, Seren von grundimmunisierten Pferden; Vac-Plus, Seren von grundimmunisierten und geboosterten
Pferden; d, Tag der Serumprobenentnahme im Studienzeitraum.
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Da die Non-Vac-Gruppe als ungeimpfte Negativkontrollgruppe fungierte und nicht von moglichen
Impfeffekten beeinflusst wurde, war eine hohe Ubereinstimmung zwischen den LIAs in dieser
Studiengruppe zu erwarten. Obwohl die Gruppe Non-Vac die hochste beobachtete
Ubereinstimmung zwischen den Bewertenden fiir Endergebnisse zu drei ZP aufwies (d0: 71%,
d135: 70%, d210: 63%), war die IRR nur gering mit einem niedrigen Kappa zwischen 0,00 und
0,10, je nach ZP der Probenentnahme. Durch Anwendung des ROEP verbesserte sich das Kappa
signifikant auf ,, maBig“ zu den ZP dO und d135 (x = 0,22), wihrend sich die beobachtete
Ubereinstimmung zwischen den Bewertern nur leicht verbesserte. An dieser Stelle muss erwihnt
werden, dass der Fleiss-Kappa Koeffizient, der die statistische Interrater-Reliabilitit mehrerer
Bewertender, die dasselbe bewerten, wiedergibt, indem er das Verhidltnis zwischen der
beobachteten Ubereinstimmung (Po) und der zufillig erwarteten Ubereinstimmung (Pe) berechnet,
manchmal schwer zu interpretieren ist. Gelegentlich kann die paradoxe Situation eintreten, dass ein
hohes MaB an einer beobachteten Ubereinstimmung der Bewertenden durch einen niedrigen Kappa-
Wert dargestellt sein kann. Dies konnte in der Gruppe ,,Non-Vac* der Fall sein, da hier eine hohe
Diskrepanz zwischen einer hohen beobachteten Ubereinstimmung und einer niedrigen IRR besteht.
Unter Beriicksichtigung dieses Paradoxons weist die Gruppe ,,Non-Vac* insgesamt zu allen drei
ZP die hochste beobachtete Ubereinstimmung der drei Studiengruppen auf. Dennoch besteht auch
hier Verbesserungsbedarf hinsichtlich der Ubereinstimmung der Ergebnisse zwischen den

Beurteilenden, bezichungsweise LIAs.

6. Fazit: Notwendigkeit der Anpassung und Standardisie-
rung von LIAs zur Serodiagnostik der eLLB

Die Diagnosestellung einer eLB ist anspruchsvoll. Die Serodiagnostik sollte bei Pferden nur zur
Bestitigung einer Bbsl-Infektion und zur Unterstiitzung der klinischen Verdachtsdiagnose
eingesetzt werden. Um Fehldiagnosen einer eLB und Fehlbehandlungen von Pferden zu vermeiden,
ist es duBerst wichtig, dass man praktikable, gut anwendbare, und vor allem zuverlédssige und
hochspezifische serodiagnostische Testverfahren zur Verfligung hat.

Durch die Bewertung von drei kommerziell verfiigbaren LIAs fiir die LB-Diagnostik in
Pferdeserum konnten wir einerseits zeigen, dass OspA impfspezifisch ist; es ist bei ungeimpften
Pferden nicht nachweisbar, und mdglicherweise auch nicht bei einigen nur grundimmunisierten
Pferden aufgrund eines niedrigen AK-Spiegels. Jedoch ist es bei geimpften Pferden, die einem
strengen Impfplan mit wiederholten Impfungen unterliegen, zum ZP d210 in hohem MaRe
zuverldssig nachweisbar. Andererseits konnten wir zeigen, dass die verfligbaren LIAs fiir den
genannten Zweck geeignet sind, jedoch Defizite in Sensitivitit, Spezifitit und der

Ergebnisinterpretation aufweisen, was zu einer eingeschrankten diagnostischen Genauigkeit und
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Aussagekraft der Testergebnisse flihrt und eine Reproduzierbarkeit von Ergebnissen zwischen
verschiedenen LIAs schwierig gestaltet. Um diese zentralen Herausforderungen zu bewiéltigen und
die diagnostische Genauigkeit zu verbessern, sind eine Validierung und Standardisierung der Tests
zur Serodiagnostik der equinen LB erforderlich. Auf jeden Fall miissen sich praktizierende
Tierdarzte und Pferdebesitzer auf das diagnostische Ergebnis eines serodiagnostischen Tests
verlassen kdnnen, um eine angemessene Behandlung eines infizierten Pferdes mit einer klinisch
manifesten LB einleiten zu konnen.

Um eine Standardisierung zu erreichen, sollten LIA-Teststreifen einheitliche und geeignete AG-
Signale enthalten, die eine optimale Sensitivitdt und hohe Spezifitidt aufweisen, damit Bbsl-
spezifische AK in Serumproben von Pferden akkurat detektiert werden konnen. Dariiber hinaus
sollten sie zwischen AK unterscheiden konnen, die einerseits durch eine zuriickliegende oder aktive
Infektion aufgrund einer natiirlichen Erregerexposition entstanden sind und, andererseits, durch
eine Immunreaktion infolge einer Immunisierung gegen LB induziert wurden. Folglich ist es
wichtig, das OspA-Signal als impfspezifisch zu interpretieren, ebenso wie eine Vielzahl weiterer
AG-AB-Signale, die moglicherweise durch die Anwendung von Lysatimpfstoffen gegen LB bei
Pferden induziert werden. Das heilit, zusitzliche positive AG-AK-Signale (neben OspA) sind
moglicherweise nicht indikativ fiir eine Bbsl-Infektion, es sei denn, das VISE/ C¢-Signal ist positiv.
Im Falle von VISE-AG, welche von lebenden, aktiven Borrelien exprimiert werden, ist es wichtig,
diese als infektionsspezifisch zu interpretieren, eine Fehldiagnose hierbei ist fiir den Patienten
ebenso risikobehaftet.

Daher sind Anpassungen von LIAs auf mehreren Ebenen erforderlich. Erstens miissen Sensitivitit
und Spezifitit einzelner AG-Signale verbessert werden, insbesondere die des impfspezifischen
OspA und infektionsspezifischen VISE sowie moglicherweise auch anderer auf den Teststreifen
vorhandene AG-Signale. Dies ist von groBer Wichtigkeit, da ein falsch-negatives Ergebnis fiir die
AG-AK-Immunkomplex-Signalintensitét im Hinblick auf OspA bei geimpften und nicht-infizierten
Pferden zu einem falsch-positiven Diagnoseergebnis fithren kann. Das heif3t, dass moglicherweise
eine gewisse Anzahl anderer, impfbedingter AG-AK-Signale (auler VISE/ Cs) positiv erscheinen
konnten, und solche Proben werden dann féalschlicherweise als ,,mit LB infiziert klassifiziert, wenn
das OspA-Signal falsch-negativ ist. Diesbeziiglich muss in LIA A und LIA B eine Uberarbeitung
der Ergebnisinterpretationsprotokolle stattfinden. Da LIA B im Vergleich zu den anderen beiden
LIAs eine eher geringe Nachweisrate gegeniiber OspA-spezifischen AK in Proben geimpfter Pferde
demonstrierte, wird zudem eine Neujustierung und Uberarbeitung des OspA-AG-Signals
empfohlen. Entsprechendes wird fiir LIA C hinsichtlich des VISE-AG-Signals auf Teststreifen
angeraten.

Mit dem etablierten ROEP stellen wir ein standardisiertes Ergebnisinterpretationsprotokoll als

Leitfaden fiir die Auswertung und Klassifizierung von Pferdeserumproben im LIA bereit, um die
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diagnostische Genauigkeit von LIAs zu verbessern, Uberdiagnosen von LB bei Pferden sowie
Fehlbehandlungen von Pferdepatienten zu vermeiden.

Eine weitere wiinschenswerte Anpassung fiir alle modernen LIAs im wissenschaftlichen Bereich
ist die Anwendung einer computergestiitzten und automatischen Scan- und Auswertesoftware, wie
sie bereits von LIA B und LIA C, aber nicht von LIA A bereitgestellt wird. Sie beschleunigt den
Prozess, ist benutzerfreundlich und, was am wichtigsten ist, sie ist weniger anféllig fiir menschliche
Fehler, was eine prédzise Auswertung der Proben und eine entsprechend verbesserte

Reproduzierbarkeit ermoglich
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Die Diagnose der equinen Lyme-Borreliose (eLB), eine bakterielle Infektionskrankheit, welche
durch Vertreter des Borrelia-burgdorferi-sensu-lato-Komplexes (Bbsl) verursacht wird, ist
aufgrund ihrer unspezifischen klinischen Anzeichen beim Pferd und der Vielzahl an verfiigbaren,
nicht-standardisierten serologischen Tests eine Herausforderung.

Spezifische, durch Impfstoffe induzierte AK gegen Bbsl-spezifische AG, die einen effektiven
Schutz vor einer Bbsl-Infektion bieten, erschweren die Diagnose zusétzlich.

Der Goldstandard fiir den Nachweis spezifischer AK gegen Bbsl stellt ein zweistufiges
Testverfahren dar, welches auf einem AK-Suchtest in Form eines quantitativen Enzym-linked
immunoassay (ELISA) oder einem indirekten Fluoreszenzantikorpertest (IFA), kombiniert mit
einem AK-Bestétigungstest in Form eines qualitativen, hochspezifischen Immunoassays (z. B. LIA)
basiert.

In dieser Studie wurden drei LIAs evaluiert und verglichen, die zum Nachweis spezifischer AK
gegen Bbsl-spezifische AG in Serumproben von Pferden zur Verfiigung stehen. Insgesamt wurden
393 Serumproben von 131 Pferden mit bekanntem Serostatus verwendet. Die Studie umfasste
Gruppen von ungeimpften (n = 42) sowie grundimmunisierten Pferden (Impfungen gegen LB an
den Tagen dO und d14; n = 45) und Pferden, die sowohl eine Grundimmunisierung als auch eine
Auffrischimpfung am Tag d180 erhalten hatten (n = 44). Die Seren wurden an den Tagen d0, d135
und d210 des Studienzeitraums entnommen. Die drei LIAs wurden anhand ihrer Sensitivitit,
Spezifitit sowie den diagnostischen Endergebnissen und der Durchfiihrbarkeit der Tests verglichen.
Es wurde die Ubereinstimmungen der drei LIAs hinsichtlich ihrer einzelner AG-AK-Komplex-
Signalintensitdt-Ergebnisse sowie ihrer diagnostischen Endergebnisse fiir Serumproben berechnet.
Diese wird als die Interrater-Ubereinstimmung und die statistische Reliabilitéit dargestellt, welche
durch den Fleiss-Kappa-Koeffizienten verdeutlicht wird. Die Ubereinstimmung der LIAs in ihren
serodiagnostischen Ergebnissen reichte von mangelhaft bis méiBig, je nach Gruppe und Zeitpunkt
der Blutprobenentnahme. Abhingig vom verwendeten LIA wurden Defizite in Form einer
unzureichenden Sensitivitit der AG-Signale auf den LIA-Streifen (insbesondere fiir Outer surface
protein A (OspA) oder Variable major protein like sequence Expression (VISE)) oder einer
unangemessenen Interpretation der Ergebnisse fiir das OspA-Signal beobachtet. Die technische
Anwendbarkeit der drei LIAs war bis auf geringfligige Abweichungen gleichermafen
benutzerfreundlich. Bei zwei LIAs wurde die Testauswertung durch einen mitgelieferten Scanner
und eine Evaluationssoftware erleichtert. Um die Funktionalitit zu verbessern, eine
Standardisierung zu erreichen und die diagnostische Aussagekraft der fiir Pferdeserumproben

verfligbaren LIAs zu prizisieren, ist es ratsam, die Sensitivitdt und Spezifitit einzelner Test-AG-
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Signale anzupassen sowie geeignete und einheitliche Evaluationsprotokolle fiir LIAs zu etablieren.
Nur Pferde mit klinischen Anzeichen, die fiir eine eL.B sprechen, und einem positiven Nachweis
infektionsspezifischer AK gegen Bbsl bendtigen eine antibiotische Behandlung. Wiahrend ein
falsch-negatives serodiagnostisches Ergebnis dazu fithren kann, dass eine angemessene und
rechtzeitige  Behandlung ausbleibt, kann ein falsch-positives Ergebnis unndétige
Antibiotikabehandlungen des Pferdes bedeuten. Dies kann nachteilige Effekte auf die Gesundheit
des Pferdes haben (z. B. Auswirkungen von Arzneimittelunvertraglichkeit, Kolitis, Diarrho,
erhohtes Risiko fiir weitere Infektionen), sowie das Risiko der Entwicklung von

Antibiotikaresistenzen bei umstehenden Bakterien nach sich ziehen.
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SUMMARY

Diagnosis of equine Lyme borreliosis (eLB), an infection caused by members of the Borrelia
burgdorferi sensu lato complex (Bbsl), is challenging due to the nonspecific clinical signs of the
disease and due to the variety of non-standardized serological tests. Specific vaccine-induced
antibodies against Bbsl-specific antigens, providing an effective protection against the infection,
complicate the issue further. The standard for the detection of specific antibodies against Bbsl is a
two-tier test system based on an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) or indirect
fluorescent antibody test (IFA) for antibody screening combined with a qualitative, highly specific
immunoassay (e. g. line immunoassay (LIA)) for confirmation.

In this study, three LIAs available for detection of antibodies in equine serum samples were
evaluated and compared. A total of 393 serum samples of 131 horses with known serostatus were
used. It included groups of non-vaccinated horses (n = 42), immunized horses (vaccinations against
LB on days 0 and 14; n =45), and horses that had received an initial immunization plus an additional
booster on day 180 (n = 44). Sera were collected on days 0, 135 and 210 of the study. Results were
compared considering the tests’ sensitivity, specificity, diagnostic outcome, and the operability of
each test. Agreements of the diagnostic results among the LIAs were calculated for overall test
results and single antigen-antibody-complex signal results. They are presented as inter-rater
agreement and statistic reliability, represented by the Fleiss’ kappa coefficient. Agreement scores
ranged from poor to moderate depending on group and timepoint of blood sample collection.
Depending on LIA used, deficiencies were observed in the form of nonsufficient sensitivity of
antigen signals on the LIA strips (especially for outer surface protein A (OspA) or variable major
protein like sequence expressed (VISE)) or as an inappropriate test interpretation of the OspA signal.
Operability of the three LIAs was equally user-friendly with minor variations. In two LIAs, test-
evaluation was simplified by a supplied scanner and evaluation software. To improve functionality,
reach standardization and improve the diagnostic value of available LIAs for equine serum samples
it is advisable to adjust sensitivity and specificity of single test antigen signals and establish
appropriate evaluation protocols across LIAs.

Only horses with clinical signs consistent with eLB and infection-specific antibodies against Bbsl
need antibiotic treatment; while a false-negative serodiagnostic result may entail the omission of
appropriate on-time treatment, a false-positive result may evoke unnecessary antibiotic treatments
with detrimental effects on the horses’ health (e.g. effects of drug intolerance, colitis, diarrhea,
increased risk for additional infections) and the risk of antibiotic-resistance development in

bystander bacteria.
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