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I. EINLEITUNG

Die Lyme-Borreliose (LB) stellt eine der hidufigsten durch Zecken {ibertragenen
Zoonosen der nordlichen Hemisphire dar. Als Infektionserreger wurden Spirochiten der
Gattung Borrelia identifiziert (BURGDORFER et al., 1982). In Europa ist das
Vorkommen von B. burgdorferi sensu stricto (Bbss), B. bavariensis und B. afzelii als
pathogene Spezies belegt (STEERE et al., 2004). Ubertragen durch Zecken der Gattung
Ixodes ist die Infektion mit LB-Erregern bei Menschen und Sdugern, darunter Pferde,
beschrieben (BURGESS, 1988b; COHEN et al., 1988; MAGNARELLI et al., 1990;
PARKER & WHITE, 1992; STEFANCIKOVA et al.,, 2008). Bei Pferden wird ein
breites Spektrum vorwiegend unspezifischer mit einer LB einhergehender klinischer
Verdnderungen postuliert. Zumeist scheint der Verlauf einer Borrelieninfektion bei
Equiden inapparent (KASBOHRER & SCHONBERG, 1990; COHEN et al., 1992;
TASAI et al., 1993; GERHARDS & WOLLANKE, 1996; SALINAS-MELENDEZ et
al., 2001; MULLER et al., 2002; SCHONERT, 2006; STEFANCIKOVA et al., 2008),
jedoch existieren Beschreibungen klinischer Verdachtsfille, in welchen ein direkter
Erregernachweis gelang (BURGESS & MATTISON, 1987; HAHN et al., 1996;
LIEBISCH et al., 1999; SCHONERT et al., 2008; JAMES et al., 2010; IMAI et al.,
2011; PRIEST et al., 2012; SEARS et al., 2012; JOHNSTONE et al., 2016). Daten aus
Europa belegen zum Teil hohe Seroprivalenzen (3-49 %) bei Pferden aus
Endemiegebieten (KASBOHRER & SCHONBERG, 1990; EGENVALL et al., 2001;
MULLER et al., 2002; MAURIZI et al., 2010). Diesbeziiglich assoziieren einige
Autoren das Auftreten klinischer Verdnderungen mit dem Vorhandensein hoher
Seropositivitidt, wohingegen andere Forscher hier keinen Zusammenhang sehen. Eine
zielgerichtete Borreliendiagnostik wird beim Pferd durch mangelnde Vergleichbarkeit
der Untersuchungsmethoden, variable klinische Erscheinungen sowie nicht eindeutig
interpretierbare Immunreaktionen gegeniiber Borrelien-Proteinen (KRUPKA, 2012)
erschwert. Diesen Umstinden wird durch die gegenwirtige Empfehlung des
Zweistufentests fiir die serologische Diagnostik, bestehend aus einem kinetischen
Enzyme-linked Immunosorbent-Assay (ELISA) — auch als KELA bezeichnet — zur
Detektion negativer Seren sowie der anschlieBenden Charakterisierung positiver Seren
durch einen Western-Blot (WB) oder Line-Immunoassay (LIA), begegnet (SHIN et al.,
1993; CHANG et al., 2000b; MAGNARELLI et al., 2000; DIVERS et al., 2003).

Ergéinzend bieten sich semiquantitative Ce-Antikorper (AK) -Nachweisverfahren in
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einem einstufigen ELISA-Testsystem an (JOHNSON et al., 2008; HANSEN et al.,
2010; MAURIZI et al., 2010; STRAUBINGER, 2015), da sich das synthetische Cs-
Peptid als hochspezifischer Indikator metabolisch aktiver Borrelien in vivo erwiesen hat
(LTANG et al.,, 1999a). Die serologische AK-Detektion stellt ein unerldssliches
Diagnostikum dar (MEERSSCHAERT et al., 2016), deren Interpretation jedoch in
Abhingigkeit des klinischen Befundes sowie eines Vorberichtes erfolgen sollte, um
andere Ursachen klinischer Ausprigungen auszuschlieBen (BUTLER et al., 2005;
DIVERS, 2013; STRAUBINGER, 2015).

Das Fehlen der Beschreibung eines definierten Krankheitsbildes (DIVERS, 2013) sowie
gesicherter Zahlen zur Hiufigkeit einer LB-Erkrankung bei Pferden bedingten die
Bestrebungen dieser Arbeit. Dabei stand die Identifikation einheitlicher
Krankheitsmerkmale bei Equiden, die eine aktive Infektion durchmachen, im
Vordergrund, um die klinische Relevanz serologischer Befunde exakter einschitzen zu
konnen. SchwerpunktmiBig wird die mogliche Kategorisierung klinischer Befunde bei
via Zweistufentest sowie Cg-Peptid-Schnelltest seropositiv getesteten Pferden mit
vorberichtlich  erwidhnter Klinik thematisiert. Zudem bewogen kontroverse
Diskussionen hinsichtlich des Zusammenhangs zwischen positiver Serologie und
klinischen Verdnderungen bei Equiden dazu, die ausgewerteten Daten dahingehend zu
betrachten, ob sich eine Assoziation zwischen Seropositivitit und einer klinischen

Auspriagung der Individuen herstellen lésst.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Geschichte der Lyme-Borreliose

Hinweise auf klinische Merkmale, die mit einer LB assoziiert sind, finden sich bereits in
frithzeitigen Veroffentlichungen. So beschreibt Buchwald 1883 einen Patienten mit
diffuser, idiopathischer Hautverinderung (Hautatrophie), welche von Herrxheimer und
Hartmann 1902 als Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA) angesprochen wird. Zu
diesem Zeitpunkt konnten klinische Erscheinung und Zeckenstich allerdings noch nicht
in Verbindung gebracht werden (BUCHWALD, 1883; HERXHEIMER &
HARTMANN, 1902). Einige Jahre spiter stellte Afzelius erstmalig den Zusammenhang
zwischen einem Zeckenstich und dem nachfolgenden Auftreten eines Erythema migrans
(EM) her (AFZELIUS, 1910). Als weitere klinische Manifestation, die mit einem
Zeckenstich in Verbindung gebracht wird, findet 1943 die Lymphadenosis cutis benigna
Erwihnung (BAFVERSTEDT, 1943).

Wissenschaftler um den Rheumatologen Allen C. Steere beschrieben gegen Ende der
1970er Jahre erstmalig das vermehrte Auftreten von Arthritiden, insbesondere bei
Kindern, in der Stadt Old Lyme (New London County, Connecticut, USA) sowie
umliegenden Gemeinden als ,,Lyme Arthritis*“ (STEERE et al., 1977a). Als potenzielle
Vektoren wurden aufgrund der Beschreibung ringformiger Hautrdtungen (Erythema
chronicum migrans; ECM) um einen mutmalBlichen, der rheumatologischen
Symptomatik vorausgegangenen, Insektenstich einiger Patienten bald Arthropoden,
speziell Zecken, mit dem Auftreten der Erkrankung in Verbindung gebracht (STEERE
et al., 1977b; STEERE et al., 1978). Im weiteren Krankheitsverlauf konnten zudem bei
einigen Patienten neben dem Auftreten des ECM sowie unspezifischen Symptomen
(u. a. Erschopfungszustinde, Kopfschmerzen, Fieber, Myalgien, Ubelkeit) auch
kardiologische sowie neurologische Leiden ausgemacht werden. Aufgrund des
geografischen Ursprungs dieser Erkrankung wurde dieses klinische Erscheinungsbild

fortan als ,,Lyme disease* bezeichnet. (STEERE et al., 1977b).

Als infektiose Ursache dieser Erkrankung identifizierten Burgdorfer und Mitarbeiter
1982 schlieBlich eine bis dato noch nicht klassifizierte Spirochitenart, isoliert aus dem
Darm von Ixodes dammini (mittlerweile als Ixodes scapularis bezeichnet). Nachdem
Kultivierung sowie Antigen (AG) -gewinnung des Bakteriums erfolgreich gelangen,

konnte durch positive Reaktionen mit Seren erkrankter Patienten im
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Immunfluoreszenztest der Beweis als Erreger der LB erbracht werden (BURGDORFER
et al., 1982), worauthin diese Spirochitenart den Namen ihres Entdeckers erhielt:

Borrelia burgdorferi JOHNSON et al., 1984a).

Anfangs fand die LB primér Beachtung in der Humanmedizin, obwohl die Pathogenitit
der Erreger bald auch fiir verschiedenartige Haussdugetierspezies Erwidhnung fand.
Bereits 1984 gelang die Isolierung von B. burgdorferi aus dem Blut eines Hundes mit
Fieber und Lahmheit aus Long Island (New York, USA), wodurch sich der Verdacht
einer LB bei diesem Tier erhértete (LISSMAN et al., 1984). Experimentell konnte die
Pathogenitit der LB-Erreger ebenfalls im murinen Modell (MOODY et al., 1994) sowie
fiir Katzen und Pferde bewiesen werden (BOSLER et al.,, 1988; APPEL, 1990;
STRAUBINGER, 2015).
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2. Erreger des Borrelia-burgorferi-sensu-lato-Komplexes

2.1. Taxonomie

Borrelien, nach dem franzosischen Bakteriologen Amédée Borrel benannt (WRIGHT,
2009), lassen sich taxonomisch in die Ordnung Spirochaetales eingliedern
(Abbildung 1). Aktuell umfasst diese die Familien Spirochaetaceae und Borreliaceae,
wobei Borrelien in der letztgenannten Familie bisher in der Gattung Borrelia gefiihrt
wurden. Ergebnisse einer unldngst verdffentlichten phylogenetischen Studie
veranlassten jedoch die Novelierung der derzeitigen Taxonomie (JANDA, 2015). So
sprechen sich Adeolu und Gupta aufgrund der Identifikation molekularer Marker
(Indels) in  konservierten, proteincodierenden = DNA-Sequenzen von 38
Borreliengenomen sowie anhand unterschiedlicher Pathogenititsprofile und Vektoren
der verschiedenen Borrelienspezies dafiir aus, eine Aufteilung der Gattung Borrelia
vorzunehmen. Die Autoren rechtfertigen dies durch die Beschreibung von acht
,Conserved signature inserts” (CSIs) und vier ,,Conserved signature proteins® (CSPs),
welche sie als spezifische Marker fiir Riickfallfieber (RF)-Borrelien identifizierten,
sowie sieben CSIs und 21 CSPs, die sie als Alleinstellungsmerkmal der LB-Erreger
bezeichnen. Anhand dieser Ergebnisse werden Erreger des Riickfallfiebers mittlerweile
in der Gattung Borrelia gefiihrt, wohingegen fiir Erreger der LB eine neue Gattung —

Borreliella — geschaffen wurde (ADEOLU & GUPTA, 2014).

Diesbeziiglich teilten Margos und Mitarbeiter (2017) mit, dass sie aufgrund der ihres
Erachtens nicht ausreichenden genetischen Beweislage die Begriindung einer
Aufspaltung der Gattung Borrelia fiir iibereilt erachten. Sie geben zu bedenken, dass
zwei der vier von Adeolu und Gupta bei RF-Erregern identifizierten CSPs nicht bei
allen Vertretern dieser Gruppe vorhanden sind und deshalb keine charakteristischen
Proteine derselben darstellen. Ebenso kommen fiinf der 21 ausschlieflich bei LB-
Erregern identifizierten CSPs nicht bei allen Spezies des Borrelia-burgdorferi-sensu-
lato (Bbsl)-Komplexes vor. Zudem ist die Identifikation weiterer 12 dieser 21 CSPs als
charakteristische Proteine aufgrund deren unbekannten Funktion in Frage zu stellen
(MARGOS et al., 2017). Ein weiteres Versdaumnis wird darin gesehen, dass eine
Borrelien-Gruppe, welche den RF-Erregern &hnliche Spezies enthilt, jedoch
Schildzecken der Gattung Ixodes als Vektoren sowie Reptilien als Wirtstiere nutzt
(TAKANO et al., 2010; LOH et al., 2016), in dieser Studie ausgeschlossen wurde
(MARGOS et al., 2017).
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Abbildung 1: Aktuelle Systematik der Gattungen Borrelia und Borreliella

Basierend auf molekulargenetischen Analysen werden gegenwirtig 21 relevante,
ausnahmslos durch Zecken der Gattung Ixodes iibertragene, Genospezies als Bbsl-
Komplex (CUTLER et al., 2016) angesprochen (siehe Tabelle 1). Die
Humanpathogenitit konnte bereits fiir die Genospezies Bbss, B. garinii (BARANTON
et al., 1992) sowie B. afzelii (CANICA et al., 1993) und B. bavariensis nachgewiesen
werden (MARKOWICZ et al., 2015). B. spielmanii wird angesichts des erfolgreichen
Nachweises aus menschlichen Hautverdnderungen in Zusammenhang mit
Hautmanifestationen der LB gebracht (MARASPIN et al., 2006; FINGERLE et al.,
2008). Obwohl die Isolation von B. bisetti, B. lusitaniae und B. valaisiana bereits mehr
als einmal gelang, ist deren Pathogenitét hinsichtlich einer LB bislang nicht geklart (LE
FLECHE et al., 1997; WANG et al., 1997; POSTIC et al., 1998). Serologische
Ergebnisse suggerieren jedoch eine hohe Homologie (99 %) der in 5 Proben infizierter
Pferde isolierten Borrelien-DNA mit jener von B. lusitaniae (VERONESI et al., 2012).
Veroffentlichungen hinsichtlich der ungeklidrten Pathogenitit von B. californiensis und

B. carolinensis existieren ebenfalls (POSTIC et al., 2007; RUDENKO et al., 2011). Die
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jiingste Beschreibung einer neuen Genospezies, B. mayonii, hat aufgrund hoher
Virulenz fiir Aufmerksamkeit gesorgt (PRITT et al., 2016). Hinweise lassen vermuten,
dass sich diese Genospezies in weitaus hoherer Anzahl im Blut reproduziert als andere
Vertreter des Bbsl-Komplexes. Unklar bleibt vorerst, ob dieses Faktum andere klinische

Konsequenzen nach sich zieht (CUTLER et al., 2016).

Tabelle 1: Ubersicht der Genospezies des Bbsl-Komplexes

Vorkommen Pathogenitat Referenz
B. mayonii USA ungeklart Pritt et al., 2016
B. afzelii Asien, Europa ja Canica et al., 1993
B. americana USA nein Rudenko et al., 2009
B. andersonii USA nein Marconi et al., 1995
B. bavariensis Europa ja Margos et al., 2009
B. bissettii Europa, USA ungeklart Postic et al., 1998
B. burgdorferis. s. USA ja Johnson et al., 1984
B. californiensis USA nein Postic et al., 2007
B. carolinensis USA nein Rudenko et al., 2009
B. chilensis Sltidamerika ungeklart Ivanova et al., 2014
B. finlandensis Europa nein Casjens et al., 2011
B. garinii Asien, Europa ja Baranton et al., 1992
B. japonica Asien nein Kawabata et al., 1993
B. kurtenbachii USA nein Margos et al., 2010
B. lusitaniae Europa, Nordafrika ungeklart Le Fleche et al., 1997
B. sinica Asien nein Masuzawa et al., 2001
B. spielmanii Europa ja Richter et al., 2006
B. tanukii Asien nein Fukunaga et al., 1996
B. turdi Asien, Europa nein Fukunaga et al., 1996
B. valasiana Asien, Europa ungeklart Wang et al., 1997
B. yangtze Asien nein Chu et al., 2008
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2.2. Mikrobiologische Eigenschaften

2.2.1. Morphologie

Analog zu anderen pathogenen Spirochdten (z.B. Leptospira spp.) stellen sich die
gramnegativen, mikroaerophilen Borrelien als diinne, ldngliche Bakterien mit einem
helikal gewundenen Zellkorper dar. Die etwa 10 bis 30 um langen Zellen zeigen bei
einem Durchmesser von 0,2 bis 0,25 um einen aus drei Kompartimenten bestehenden
Aufbau (JOHNSON et al., 1984b). Der im Inneren gelegene Protoplasmazylinder
beinhaltet neben den Zellorganellen ein lineares, tiber 910.000 Basenpaare umfassendes
Chromosom sowie neun zirkuldre und zwolf lineare Plasmide, gemeinsam aus iiber
530.000 Basenpaaren bestehend (FRASER et al., 1997). Den Protoplasmazylinder
umgibt eine Zytoplasmamembran als innere Membran, welcher eine dulere Membran
anliegt. Beide begrenzen den periplasmatischen Raum, welcher 3 bis 18 Endoflagellen
beinhaltet. Die an den Basalkdrpern beider Polenden inserierenden Endoflagellenbiindel
iiberlappen sich in der Mitte der Zelle und weisen entlang ihres Verlaufs an der
Liangsachse des Protoplasmazylinders eine asymetrische Verdrillung auf. Sie
ermoglichen der Bakterienzelle durch Formverinderung (Kontraktionen) eine
schraubenférmige Fortbewegung. Auf der dufleren Zellmembran aufliegend schiitzt eine
wasserlosliche, mukdse Schicht (surface layer) den Zellkdrper vor schiddigenden
Einfliissen (JOHNSON et al.,, 1984b; BARBOUR & HAYES, 1986; CHARON &
GOLDSTEIN, 2002).

Endoflagellen Aufere Zellmembran  Protoplasmazylinder

Liangsschnitt

: it 1 as “—— AubBere Zellmembran

Endoflagellenbiindel

AuRere Zellmembran
Protoplasmazylinder
Peniplasmatischer Raum

Endoflagellen

Abbildung 2: Mikroskopische und strukturelle Darstellung von B. burgdorferi
(nach ROSA et al., 2005)
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2.2.2. Antigenstruktur

Borrelien expremieren auf ihrer Zelloberfliche neben anderen Proteinstrukturen
vielzdhlige, plasmidkodierte Oberflachenproteine (outer surface protein; Osp), worunter
einige in der Lage sind, als hochvariable Antigene zu fungieren (CULLEN et al., 2004;
SCHRODER et al., 2008). Gegenwirtig gelten sechs heterogene Lipoproteine als
bedeutsamste Oberflichenantigene von B. burgdorferi, deren Bezeichnung (OspA-F)
sich aus ihrem Molekulargewicht ableitet. Besonders OspA (31-33 Kilodalton; kDa)
und OspC (22-24 kDa) weisen unter den Genospezies des Bbsl-Komplexes eine
ausgeprigte Heterogenitit auf (JAURIS-HEIPKE et al., 1995). Das Operon fiir das
OspA-kodierende Gen befindet sich auf einem linearen, aus 49 Kilobasen
(BRUCKBAUER et al.) bestehenden Plasmid (JONSSON et al., 1992), wohingegen
OspC auf einem 27 kb groBen zirkuldren Plasmid kodiert ist (SADZIENE et al., 1993).
Die Bildung des von Borrelien zur Adhdsion im Zeckendarm bendtigten OspA wird
wihrend der Blutmahlzeit des Vektors und damit einhergehendem Temperaturstieg
zugunsten der vermehrten OspC-Expression reduziert (SCHWAN et al., 1995). Eine
steigende OspC-Konzentration veranlasst die Bakterien, den Darm der Zecke zu
verlassen um in deren Speicheldriisen zu gelangen. Die Umgestaltung der
Oberfliachenstruktur der Spirochiten durch vermehrte Expression von OspC erscheint
somit essentiell fiir den erfolgreichen Wirtswechsel (PAL et al., 2004). Daneben messen
einige Autoren OspB, OspE und OspF ebenfalls eine diagnostische Bedeutung (siche
Kapitel 4.3.3.) hinsichtlich deren immunologischer Aussagekraft im Verlauf einer LB
bei (AKIN et al., 1999; HEFTY et al., 2002a; WAGNER et al., 2013). Als weiteres
immunologisch bedutsames Oberflichenflichenprotein wird das 34 kDa grof3e Variable
major protein like sequence expressed (VISE) postuliert (LIANG et al., 2000; TILLY et
al., 2013). Das plasmidcodierte, mutmaBlich mittels Lipidanker in der &ufleren
Borrelienmembran verankerte VISE weist neben sechs invariablen (IR;-IR¢) sechs
variable (VR|-VRg) Regionen auf, welche gemeinsam die inkonstante Region dieses
Proteins darstellen. Diese wird flankiert von zwei konstanten Doménen, welche
entsprechend das Carboxy- und N-terminale Ende des Proteins formen. (LIANG et al.,
1999a; EICKEN et al., 2002). Weiterhin existiert ein immundominantes, im
protoplasmatischen Zylinder lokalisiertes Protein (LUFT et al., 1992), dessen
Molekulargewicht von 83 kDa bis 100 kDa variiert (WILSKE et al., 1992). Obwohl
dieses Protein (p83/100) eine hohe Spezifitit fiir Bbsl aufweist, was dessen Bedeutung
fiir die Diagnostik begriindet (BRUCKBAUER et al., 1992), ist iiber die Funktion

wenig bekannt. Es wird bisher lediglich eine Beteiligung an der Immunevasion
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vermutet (ROSSLER et al., 1995). Untersuchungen mit Pferdeseren zeigten im LIA
eine hohe Reaktivitit fiir die Proteinbandenkombination VISE Mix horse + ,,Decorin
binding protein A“ (DbpA) + p83 bei positiv befundeten Proben. Dieses Ergebnis wird
als Hinweis auf eine mit Erregern des Bbsl-Komplexes assoziierte Infektion interpretiert
(KRUPKA, 2012). Diagnostische Relevanz besitzt zudem ein als ,,Borrelia membrane
protein A* (BmpA) bezeichnetes, membranassoziiertes Protein mit einem
Molekulargewicht von 39 kDa. Aufgrund der Fahigkeit Laminine zu binden, spielt
BmpA eine groe Rolle bei der Aufrechterhaltung des Borrelienstoffwechsels im
Saugerorganismus (VERMA et al., 2009) und wird in diesem Zusammenhang fiir die
Entstehung der Lyme Arthritis verantwortlich gemacht (PAL et al., 2008). Eine
frithzeitige Immunantwort wird durch ein 41 kDa groBles, flagellenassoziiertes
Strukturprotein (p41) induziert (MA et al., 1992). Daneben wird p41 Bedeutung bei der
phylogenetischen Differenzierung verschiedener Borrelienspezies beigemessen
(FUKUNAGA et al., 1996). Die diagnostische Relevanz dieses Proteins ist jedoch
umstritten. Obwohl ausgeprigte Kreuzreaktivititen gegeniiber anderen Erregern
(Leptospiren, Treponemen) nachgewiesen wurden (BRUCKBAUER et al., 1992; SHIN
et al., 1993; ZOLLER et al., 1993), sehen einige Autoren in der Detektion unter
anderem von p41-Antikorpern den spezifischen Nachweis einer aktiven LB (CRAFT et
al., 1986; MAGNARELLI et al., 1997). Zudem existieren noch eine Reihe weiterer
immundominanter Proteine, darunter p18, pS8 und p60. Das auf der @uBleren Membran
der Borrelien lokalisierte 18 kDa grof3e Protein, auch als ,,Exported Plasmid Protein A*
(EppA) bezeichnet (CHAMPION et al., 1994), weist eine hohe Spezifitit und
Sensitivitdt gegeniiber dem Immunglobulin (Ig) G auf und ist daher erst wihrend des
chronischen Infektionsverlaufs nachweisbar. Dessen Verwendung als erginzendes,
rekombinantes AG fiir ELISA und WB zur Untersuchung von Pferdeseren ist bereits
beschriecben (JAURIS-HEIPKE et al., 1999; MULLER, 1999). Unter den
Oberflidchenproteinen p58 und p60 konnte nur fiir pS8 eine hohe Spezifitit (> 96 %) im
Immunoblot gezeigt werden (HAUSER et al., 1997), wogegen sich p60 aufgrund dessen
Kreuzreaktivitit (u.a. mit Pseudomonas aeruginosa und Treponema pallidum) als
ungeeignet fiir die Diagnostik erwies (HANSEN et al., 1988; BRUCKBAUER et al.,
1992).
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2.3. Mechanismen der Immunevasion und Persistenz

LB verursachende Spirochiten verfiigen iiber adhiésive, invasive und persistierende
Eigenschaften, welche ihnen in immunprivilegierten Nischen (extrazellulére
Flissigkeiten von Gelenken, Augen und Zentralnervensystem) im Sadugerwirt als
Uberlebensstrategie dienen (EMBERS et al., 2004). Wesentliche Bedeutung kommt
hierbei den Oberfldachenproteinen (sieche Kapitel 2.2.2.) der Borrelien zu (CULLEN et
al., 2004; SCHRODER et al., 2008). Experimentelle Untersuchungen an Mdéusen
suggerieren, dass OspC den Erregern neben der Penetration der Zeckendarmwand
(TEMPLETON, 2004) ermoglicht, eine Infektion im Sdugetierwirt zu etablieren
(GRIMM et al., 2004). Das im Verlauf des Wirtswechsels vermehrt exprimierte OspC
(SCHWAN et al., 1995) verhilft den Borrelien gemeinsam mit einem wéhrend der
Blutmabhlzeit iibertragenen Zeckenspeichelprotein (Salivary protein; Salp) zum Entzug
vor ersten Reaktionen des Immunsystems im Sdugerorganismus. Das unmittelbar vor
dem Wirtstransfer an das OspC der Borrelien bindende Salp15 schiitzt den Erreger so
vor Angriffen durch spezifische AK des Wirtes (RAMAMOORTHI et al., 2005).
Weiterhin konnte experimentell gezeigt werden, dass Salpl5 zum Schutz der Borrelien
vor einer Abtotung durch Komplementfaktoren des Wirtes im Serum beitragt
(SCHUUT et al.,, 2008). Ein weiterer wichtiger Mechanismus der erfolgreichen
Immunevasion stellt das Oberfldchenprotein VISE dar. Es wird angenommen, dass VISE
durch die antigenische Variation seiner variablen Regionen (LIANG et al., 1999a) fiir
die Persistenz von Bbsl im Wirtstier verantwortlich ist. Als Verursacher dieses
Mechanismus wird der auf einem 28 kb groflen Plasmid lokalisierte Expressionsbereich
des variable major protein- (vmp) like sequence (vls) Locus beschrieben. Dieser
ermdoglicht die Expression neuer antigenischer Varianten des VISE-Proteins im Wirt
bereits ab dem 4. Tag nach einer Infektion (ZHANG et al., 1997; ZHANG & NORRIS,
1998; EICKEN et al., 2002; EMBERS et al., 2007). Diese Variationsvielfiltigkeit der
VIsE-Epitope erlaubt den Borrelien ein effektives Entkommen vor urspriinglich gegen
dltere Epitope des Proteins gerichteten Antikoérpern, wodurch ihnen der dauerhafte
Entzug vor einer Elimination durch das Immunsystem des Sadugerwirtes gelingt.
Nachgewiesen wurde dieser Effekt bisher nur bei im Wirbeltierwirt agierenden
Borrelien, wohingegen sich bei kultivierten oder in der Zecke befindlichen Erregern
keine vergleichbaren antigenischen Variationen feststellen lieBen (ZHANG & NORRIS,
1998; INDEST et al.,, 2001). Mitarbeiter um Scott Hefty schreiben dagegen die
Heterogenitiat der Oberfldachenlipoproteine neben deren variierender AG-Expression

auch der Modulation dieser Proteine zu. Die Autoren vermuten fiir Borrelien
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Regulationmechanismen, die ein iiber den Zeitraum des Infektionsverlaufs andauerndes,
verdndertes Gefiige der Oberflichenproteine bewirken, um eine persistierende Infektion
im Wirt zu etablieren (HEFTY et al., 2002b). Fiir die Befihigung der Borrelien zur
Adhision, insbesondere an Strukturen der extrazelluliren Matrix des Bindegewebes,
wird deren Laminin-bindendes Membranprotein BmpA verantwortlich gemacht
(VERMA et al., 2009). Diverse Untersuchungen zeigen zudem adhisive Eigenschaften
von Borrelien gegeniiber verschiedenen Zellarten. Coburn und Mitarbeiter wiesen in
einer experimentellen Studie die Adhédrenz von B. burgdorferi an den oypB3-Rezeptor
aktivierter Thrombozyten in humanem Serum nach (COBURN et al., 1993). Ahnliche
Beobachtungen machten Dorward und Mitarbeiter fiir B- und T-Lymphozyten, wobei
die Autoren ebenfalls vom Eindringen in diese sowie Toten der Zellen durch Borrelien
berichten (DORWARD et al., 1997). Daneben existieren Laborstudien, welche das
invasive Verhalten von Bbsl gegeniiber epithelialen Zellen (HECHEMY et al., 1992),
Endothelzellen (SZCZEPANSKI et al., 1990; COMSTOCK & THOMAS, 1991),
Fibroblasten (KLEMPNER et al., 1993) sowie Synovialzellen (GIRSCHICK et al.,
1996) dokumentieren. Moglicherweise nutzt B. burgdorferi fiir die Infiltration dieser
Zellarten wirtsspezifische Enzymsysteme wie beispielsweise das wihrend eines
inflammatorischen Geschehens von diesen gebildete proteolytische Enzym Plasmin

(KRAMER et al., 1996).
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3. Lyme-Borreliose
3.1. Epidemiologie

3.1.1. Verbreitung

Als Erreger einer der héufigsten bakteriellen Zoonosen der nordlichen Hemisphére
benotigen LB-Spirochiiten Zecken als Vektoren fiir die Ubertragung in den
Wirbeltierwirt. Daher deckt sich das Vorkommen von Borrelien weitestgehend mit den
Habitaten der jeweiligen transferierenden Zeckenart. Als Ubertriiger von Erregern des
Bbsl-Komplexes fungieren ausnahmslos Schildzecken der Gattung Ixodes, hierunter
L ricinus in West- und Zentraleuropa, 1. persulcatus in Siidosteuropa sowie Teilen
Asiens und 1. scapularis, 1. pacificus wie I. neotomae in den USA (GRAY et al., 2002).
Die Pravalenz von Borrelien in der Zeckenpopulation wird auf Werte zwischen 5 % und
35 % geschitzt. Dabei scheint die Durchseuchungsrate in Siiddeutschland mit 20 % auf
adulte Zecken zu entfallen; fiir Nymphen wird eine Rate von 10 % sowie fiir Larven
von 1 % angegeben. Da die LB des Menschen gemill IfSG keine meldepflichtige
Infektionskrankheit darstellt, existieren hinsichtlich der Inzidenz in Deutschland
lediglich Schitzungen, basierend auf ldnderspezifischen Meldeverpflichtungen in
Berlin, Brandenburg, Sachsen und Thiiringen (im Erkrankungs- und Todesfall) sowie
Bayern, Mecklenburg-Vorpommern, Rheinland-Pfalz und Saarland (bei Auftreten von
EM, akuter Neuroborreliose sowie akute Lyme-Arthritis) (ROBERT-KOCH-
INSTITUT, 2007). Die Resultate zweier in den 1990er Jahren durchgefiihrter,
prospektiver bevolkerungsbezogener Studien zeigten fiir Siiddeutschland eine Inzidenz
zwischen 111 und 260 Erkrankungsféllen pro 100.000 Einwohner iiber den Zeitraum
von einem Jahr (HASSLER et al., 1992; HUPPERTZ et al., 1999). Um die Inzidenzrate
in Bayern zu spezifizieren erfasst das Nationale Referenzzentrum (NZR) fiir Borrelien
neben der seit Mirz 2013 geltenden Meldepflicht im Rahmen des freiwilligen
Programms ,,Incidence of LYme DlIsease in Bavaria® (LYDI-Sentinels) ganzjéhrig
Daten zur Hiufigkeit von EM, frither Neuroborreliose und Lyme Arthritis. Ergebnisse
des ersten Meldejahres ergaben fiir Bayern eine Inzidenz von 48,8 gesicherten Fillen
pro 100.000 Einwohner (ROBERT-KOCH-INSTITUT, 2015). Fiir Europa existieren
aufgrund der in nur wenigen Mitgliedsstaaten bestehenden Meldepflicht ebenfalls
wenige Zahlen zur Haufigkeit der LB. Schitzungen suggerieren eine jdhrliche Inzidenz

von 16 bis 140 Fillen pro 100.000 Einwohner (FINGERLE, 2008).
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3.1.2. Vektor

Der in Mitteleuropa als Hauptiibertriger von Bbsl fungierende gemeine Holzbock
(Ixodes ricinus) ist deutschlandweit vorwiegend in Laub- und Nadelwildern,
Mischwaldbestinden sowie in feuchten Gebieten (relative Luftfeuchtigkeit 70-80 %)
mit Buschbestand beheimatet. Taxonomisch sind Zecken dem Stamm der Gliederfiiler
(Arthropoda) zugeteilt, innerhalb dessen sie der Klasse der Spinnentiere (Arachnida)
zugeordnet werden (LIEBISCH & LIEBISCH, 1991; GRAY, 2002; MEDLOCK et al.,
2013). Im Verlauf des meist dreijdhrigen Entwicklungszyklus (siehe Abbildung 3)
durchlduft I. ricinus nach dem Schlupf aus einem 500 bis 3000 Eier umfassenden
Gelege (RUFLI & MUMCUOGLU, 1981) ein Larvenstadium gefolgt von einem
Nymphenstadium bevor sich adulte Tiere ausbilden. Alle Entwicklungsstadien sind fiir
das erfolgreiche Wachstum auf eine mehrtigige Blutmahlzeit angewiesen
(SONENSHINE, 1991; HILLYARD, 1996), wobei eine Vielzahl verschiedener
Wirbeltiere als Wirt genutzt wird (siehe Kapitel II. 3.1.3.). Dabei erfolgt die Infektion
mit Borrelien im larvalen Stadium mit der ersten Blutmahlzeit. In geringem Umfang
soll auch eine transovarielle Infektion moglich sein (PATRICAN, 1997), welcher
jedoch keine Bedeutung beigemessen wird (NEFEDOVA et al., 2004). Die Aktivitit
von [. ricinus unterliegt saisonalen Einfliissen, welche sich iiberwiegend aus den
Gegebenheiten des Habitats (Temperatur und Luftfeuchte) ergeben (GRAY, 2002). So
ist der gemeine Holzbock in Zentraleuropa von Mirz bis November, ab
Tagestemperaturen von 10 °C, aktiv, wobei sein Aktivititsmaximum in den Monaten
April bis Juni beobachtet wurde (GRAY, 1991). Ebenso lassen sich circadiane
Rhythmen hinsichtlich Eiablage, Wirtssuche sowie Zeitpunkt der Blumahlzeit
feststellen, welche ebenfalls abhiingig von Temperatur und Feuchtigkeit eine gesteigerte
Aktivitait bei Tagesanbruch sowie in den frilhen Abendstunden bewirken
(SONENSHINE, 1991; RANDOLPH et al., 2002). Fiir die Wirtsfindung erklimmen
Zecken unterschiedliche Ebenen der Vegetation und verharren auf Grashalmen oder
Blittern in einer HOhe von bis zu eineinhalb Metern (SONENSHINE, 1993;
HILLYARD, 1996). Die Ortung eines potenziellen Wirts geschieht iiber die Detektion
chemischer, mechanischer sowie thermischer Reize mittels des am letzten Beinsegment
(Tarsus) des ersten Beinpaares gelegenen Haller‘schen Organs. Werden durch dieses
vom Wirt ausgehende erhohte Konzentrationen von Ammoniak bzw. Kohlendioxid
sowie Bodenerschiitterungen oder Temperaturerhohungen wahrgenommen, heftet sich
die Zecke im Vorbeigehen an den Wirt (LIEBISCH & LIEBISCH, 1991;
SONENSHINE, 1991). Zwischen Wirtbefall und Stechakt, welcher beim Tier hiufig an
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sparlich behaarten, diinnhdutigen Korperregionen erfolgt (HILLYARD, 1996;
NITSCHKE, 2014), konnen bis zu 12 Stunden liegen. Wihrend des Stichvorganges mit
dem Speichel der Zecke abgesonderte lokalanésthetische und antiinflammatorische
Substanzen bewirken die Unterdriickung von Abwehrverhalten seitens des Wirts
(RUFLI & MUMCUOGLU, 1981). Ebenfalls im Zeckenspeichel enthaltene
vasodilatatorische sowie gerinnungshemmende Komponenten sorgen bei deren
Absonderung in die Stichwunde fiir die Bildung einer Lakune, aus welcher der Vektor
wihrend des Saugvorgangs Blut und Gewebsfliissigkeit aufnimmt (HILLYARD, 1996;
NUTTALL, 1998). Die Dauer des Saugaktes variiert je nach Entwicklungsstadium der
Zecke von zwei bis drei Tagen bei den Larven iiber fiinf Tage bei Nymphen bis hin zu
drei Wochen bei adulten Weibchen (ECKERT et al., 2005). Borrelien gelangen wéhrend
der Blutmahlzeit mit der Gewebsfliissigkeit aus einem infizierten Wirt in die Zecke, in
deren Mitteldarm sie bedingt durch fehlende Verdauungsenzyme iiberleben und sich
vermehren konnen (GRAY, 2002). Angaben hinsichtlich der Infektionsrate von Zecken
in Deutschalnd mit verschiedenen Borrelienspezies differieren (HABALEK &
HALOUZKA, 1997), wobei sich zeigte, dass die hiesige Zeckenpopulation
iiberwiegend mit B. afzelii (34,3 %), B. garinii (25,1 %), Bbss (22,0 %) sowie B.
valaisiana (12,7 %) und B. spielmanii (5,9 %) infiziert ist (FINGERLE et al., 2008).

3.1.3. Erregerreservoir

Zecken der Gattung Ixodes nehmen als euryxene Arten wihrend des Lebenszyklus
mehrere Wirtswechsel vor. Obwohl I. ricinus eine geringe Wirtsspezifitit aufweist, wird
das Parasitieren von iiber 200 Arten terrestrischer Sdugetier-, Vogel- und Reptilienarten
beschriecben (HILLYARD, 1996; ECKERT et al.,, 2005). Die unterschiedlichen
Entwicklungsstadien der Zecke halten sich entsprechend ihres Aktionsradius in
divergierenden Vegetationshohen auf, woraus sich fiir jede Entwicklungsstufe ein
entsprechendes Spektrum an Wirtstiergruppen ergibt. Larven bevorzugen aufgrund ihrer
eingeschrinkten Mobilitdt die Bodenndhe und befallen somit nahezu ausschliellich
Nager, Kleinsduger und Reptilienarten (Eidechsen). Da Nymphen bereits in der Lage
sind, aktiv Hohen zwischen 30 und 60 cm zu erreichen erweitert sich ihr priferiertes
Wirtsspektrum auf Sduger mittlerer Groe (Igel, Eichhdrnchen, Maulwiirfe,
Marderartige) sowie Vogel. Adulte sind hingegen als Lauerjdger mit einem
Aktionsradius von fiinf Metern an grofle Wirtstiere (Wild, Haustiere, Mensch) adaptiert
(SONENSHINE, 1993; HILLYARD, 1996; ECKERT et al., 2005). In Europa gelten

Kleinsduger und -nager, insbesondere Maus- und Spitzmausarten sowie Ratten, Igel,
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Maulwiirfe, Eichhornchen, Siebenschldfer und Feldhasen als Hauptreservoir fiir B.
burgdorferi. Auch Vogeln wird eine Reservoirkompetenz zugeschrieben, wobei diesen
primédr Bedeutung als Transportwirt fiir die Verbreitung von mit Borrelien befallenen
Zecken zukommt. Eine untergeordnete Rolle scheint Reh-, Rot-, und Damwild als
Erregerreservoir zu spielen. (GERN et al., 1998; STERN et al., 2006). Die LB ist somit
als klassische Naturherdinfektion, gekennzeichnet durch die Zirkulation des Erregers
zwischen Vektor (Zecke), Reservoirwirten (freilebende Wirbeltiere) sowie fiir die
Pathogenitit von B. burgdorferi empfinglichen Wirten, einzuordnen (HIEPE &
ASPOCK, 2006). Ein erhohtes Infektionsrisiko geht mit einer zunehmenden
Frequentierung des Vektorhabitats einher, wovon insbesondere extensiv gehaltene
Haustiere aufgrund der kongruierenden Lebensrdaume betroffen sein konnen. Dabei
werden Haustiere wie auch der Mensch ausschlieBlich von Nymphen sowie adulten

Weibchen befallen (ECKERT et al., 2005).

Larve saugt an Wirt 1

ﬁ‘
Wirtssuche der .
Larve/

Schlupf der Larve %
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Larve fillt von
Wirt

- Eiablage nach
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. | Blutmahlzeit Nymphe Nym phe befillt 2.

3. Wirt

3. Wirt Nymphe fillt von
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3. lahr Hiutung zum Adulti 2. lahr

Abbildung 3: Entwicklungszyklus von Ixodes ricinus (nach MUNDERLOH und
KURTTI, 2010)
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3.2. Pathogenese

Die Ubertragung der Borrelien auf den Wirbeltierwirt wihrend eines Zeckenstichs kann
aufgrund der zuvor stattfindenden Wanderung der Spirochiten aus dem Mitteldarm in
die Speicheldriisen des Vektors frithestens nach 24 bis 48 Stunden erfolgen (PIESMAN
et al., 1987; DES VIGNES et al., 2001; OHNISHI et al., 2001). Nach dem Eindringen
der Erreger breiten sich diese, iiberwiegend extrazelluldr verbleibend, im Korpergewebe
des Wirts zentrifugal um den Zeckenstich aus (STRAUBINGER et al., 1997a), wobei
sie sich ihrer Mechanismen der aktiven Fortbewegung bedienen (siehe Kapitel 2.2.1.).
Sie suchen bevorzugt kollagenhaltige Gewebestrukturen von Hohlorganen auf, wie sie
in Gelenken oder den Meningen vorhanden sind. Eine Erkldrung dieses Tropismus stellt
die Ermangelung von N-Acetylglucosamin der Spirochiten dar, welches essentiell fiir
deren Wachsum und als Bestandteil von Kollagen im Wirt vorhanden ist (FRASER et
al., 1997). Weiterhin konnte in der Besiedelung dieser immunprivilegierten Nischen
(siehe Kapitel 2.3.) ein Selektionsvorteil gesehen werden um dem Immunsystem zu
entkommen, da Extrazellulirfliissigkeiten keiner Zirkulation durch die Lymphbahnen
unterliegen (COYLE & SCHUTZER, 2002; EMBERS et al., 2004). Bedingt durch die
Induktion der vermehrten Freisetzung der Entziindungsmediatoren Interleukin-8 (IL-8)
sowie Tumornekrosefaktor o (TNFa) ist anzunehmen, dass die Anwesenheit von
Borrelien in befallenem Gewebe fiir die Ausbildung histopathologischer Veridnderungen
dessen verantwortlich ist (STRAUBINGER et al., 1997a). Eine Affinitdt pathogener
LB-Spezies fiir spezielle Korpergewebe vor dem Hintergrund der Ausprigung
bestimmter klinischer Erscheinungen ist fiir B. afzelii (Haut), B. garinii (neuronales
Gewebe) und Bbss (Gelenke) beschrieben (VAN DAM et al., 1993; FINGERLE et al.,
2008), wohingegen diese Spezies jedoch vereinzelt ebenfalls in davon abweichenden

Geweben vorhanden sein konnen (HOVIUS et al., 1999).

3.3. Lyme-Borreliose in der Humanmedizin

Als LB des Menschen werden durch Erreger des Bbsl-Komplexes ausgelOste
multisystemische Erkrankungszustinde definiert (STEERE et al., 2004). Urspriinglich
gekennzeichent durch den klinischen Verlauf der Lyme Arthritis (STEERE et al.,
1977a) erfolgte eine Einteilung der LB in drei Stadien, welche durch flieBende
Ubergiinge nicht immer eindeutig voneinander abgrenzbar sowie durch symptomfreie

Intervalle unterbrochen sein konnen (STEERE, 1989).
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Stadium I — frithe Infektionsphase

Malf3geblich ist das in der ersten Phase bei anndhernd 90 % der Patienten (NADELMAN
& WORMSER, 1998) auftretende EM, welches wenige Tage bis Wochen nach einem
Zeckenstich in Erscheinung tritt. Die auch als Wanderrote bezeichnete Hautlidsion dehnt
sich kreisformig um die zentral gelegene Zeckeneinstichstelle aus und ist als erste
unspezifische Immunreaktion des Wirtes auf das Eindringen der Bakterien zu
interpretieren. Gelegentlich wird das EM von grippedhnlichen Symptomen
(Kopfschmerz, Erschopfung, Unwohlsein) und Fieber begleitet (GRAY et al., 2002),
selten tritt hingegen eine Lymphadenosis cutis benigna auf (STEERE et al., 1986).

Stadium II — akute Phase

Erfolgt wihrend des Verlaufes der ersten Phase der Erkrankung keine antibiotische
Therapie, kann sich durch die ungehinderte Ausbreitung der Erreger eine systemische
Infektion ergeben (NADELMAN & WORMSER, 1998). Neben sekundiren, multiplen
Hautrotungen, die in etwa einen Monat nach stattgefundenem Zeckenstich in
Erscheinung treten, konnen neurologische Symptome (Fazialisparese, Meningitiden),
kardiologische Storungen (Perikarditiden, Myokarditiden, Palpitationen, atriventrikulére
Blocke) sowie rheumatologische Manifestationen (Arthritiden, Myalgien) auftreten

(STEERE et al., 1980; SHAPIRO & GERBER, 2000).

Stadium III — chronische Phase

Ausgehend vom Zeipunkt des Zeckenstiches kann die chronische Form der LB im
Verlauf von wenigen Monaten bis zu Jahren wihrend des Infektionsverlaufs auftreten.
Geprigt von rezidivierenden Symptomen &duBlert sich die Lyme Erkrankung in der
chronischen Phase {iiberwiegend in Gelenksentziindungen (insbesondere der Knie
(SHAPIRO & GERBER, 2000)) sowie der ACA. Als bevorzugt an den Akren
erscheinende Hautmanifestation fiihrt die ACA zu pergamentpapierartiger Ausdiinnung
der Haut, sodass darunterliegende GefiBe sichtbar werden (MULLEGGER, 2004). Die
als Lyme Arthritis definierten Gelenksentziindungen (STEERE et al., 1977a) zeichnen
sich durch wiederkehrende, bis zu einem Jahr andauernde Schwellungen und Ergiisse
aus. Selten kommt es zur Ausprigung kardiologischer Manifestationen (STEERE et al.,

1986).
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34. Lyme-Borreliose in der Veterindrmedizin

Neben dem Menschen als empfinglichen Wirt fiir LB-Spirochiten ist eine Infektion mit
Erregern des Bbsl-Komplexes auch bei Haussdugetieren beschrieben (LISSMAN et al.,
1984; BURGESS, 1988b; COHEN et al., 1988; APPEL, 1990; MAGNARELLI et al.,
1990). Eine vergleichbare Pathogenese der voneinander abgrenzbaren Phasen ist beim
Tier jedoch nicht feststellbar. Analoge, mit einer LB des Menschen einhergehende
klinische Manifestationen konnten lediglich bei Affen ausgemacht werden (PACHNER
et al., 1995). Zahlreiche experimentelle Studien zeigten die Empfinglichkeit fiir eine
Borrelieninfektion bei Miusen, Ratten (MOODY et al., 1990; MOODY et al., 1994)
und Katzen (BURGESS, 1992; GIBSON et al., 1995a; GIBSON et al., 1995b), wobei
die klinische Auspriagung von Arthritiden beobachtet wurde. Am ausfiihrlichsten sind
die durch LB-Erreger verursachten klinischen Erscheinungen bisher bei Hunden

untersucht.

34.1. Borrelieninfektionen bei Hunden

Obwohl in der Hundepopulation Deutschlands bereits 2-20 % aller Individuen Kontakt
mit Erregern des Bbsl-Komplexes hatten, zeigen nur wenige dieser Tiere klinische
Veridnderungen (KRUPKA et al., 2007). In experimentellen Untersuchungen konnten
dagegen bei bis zu 75 % der infizierten Tiere klinische Krankheitsbilder dokumentiert
werden (APPEL et al., 1993; STRAUBINGER et al., 1998). Im Gegensatz zum
Menschen bilden Hunde nach einem Zeckenstich kein EM aus (STRAUBINGER et al.,
1997b). Es ist jedoch anzunehmen, dass es sich bei eventuell auftretenden Rétungen um
Hautreizungen, bedingt durch akute, lokale Entziindungsreaktionen handelt
(STRAUBINGER et al., 1998; KRUPKA et al., 2009). Friihe, auf eine LB hinweisende
klinische Verdnderungen, die in Verbindung mit einem vorangegangenen Zeckenstich
auftreten, duBlern sich in Anorexie, Abgeschlagenheit, Schwellung der regionalen
Lymphknoten sowie in seltenen Fillen Fieber (APPEL, 1990; STRAUBINGER et al.,
2000). Bedingt durch die Wanderung des Erregers in das néchstgelegene Gelenk der
Einstischstelle entwickeln sich im weiteren Infektionsverlauf Arthritiden. Diese duf3ern
sich aufgrund von Schwellung sowie vermehrter Fiillung des betreffenden Gelenks in
abrupt auftretenden oder wechselnden Lahmheiten, die rezidivieren (STRAUBINGER
et al., 1997a). Schwerwiegende, teilweise tddlich verlaufende Nierenerkrankungen
(Glomerulonephritiden, akutes Nierenversagen) wurden bei natiirlich infizierten Hunden
der Rassen Golden Retriever, Labrador und Berner Sennenhunde mit einer LB in

Verbindung gebracht (DAMBACH et al., 1997; GERBER et al., 2007).



I1. Literaturiibersicht 20

3.4.2. Equine Lyme-Borreliose

Beobachtungen experimenteller Infektionen belegen die Pathogenitidt von Vertretern des
Bbsl-Komplexes bei Pferden. Neben Erkenntnissen iiber die Ausprigung einer
Immunantwort von Equiden gegeniiber Borrelien (CHANG et al., 1999; CHANG et al.,
2000b) konnten jedoch bislang keine einheitlichen klinischen Erscheinungen in vivo
reproduziert werden. Postuliert sind hingegen postmortale Organmanifestationen,
darunter Lasionen der Synovialmembran mit perivaskulidren Leukozytenansammlungen
sowie lymphoplasmatische perivaskuldre Infiltrationen in Herz, Leber, Lunge und
Nieren bei intravends mit Bbss infizierten Ponys (BURGESS & GENDRON-
FITZPATRICK, 1990). Zudem entwickelten Ponys in insgesamt drei erfolgreichen
Infektionsversuchen mit borrelienlastigen Feldzecken von Chang und Mitarbeitern
(1999, 2000, 2005) eine mittels indirekter Nachweismethoden detektierbare
Serokonversion nach erfolgter Vektorexposition. So verdeutlichen die zwischen 200
und 300 (CHANG et al., 2000b) sechs Wochen nach Erregerexposition bis hin zu 590
(CHANG et al., 1999) zum Zeitpunkt der Infektion ermittelten KELA-Einheiten neben
spezifischen Banden im WB (p32, p20 (CHANG et al., 1999), p83, p65, p60, p41, p39
(CHANG et al., 2000b), p39, p29/p30, p25/p26, p22, p19 (CHANG et al., 2005)) die
Ausbildung einer Immunantwort gegeniiber B. burgdorferi. Hierbei entspricht eine
KELA-Einheit im Verlauf der linearen Reaktionsfunktion deren Steigung und kann als
Einheit der Reaktionsrate der Immunkomplexbildung interpretiert werden, wobei die
Rate an gemessener Enzym-Substrat-Reaktion proportional zu der AK-Konzentration in

der untersuchten Probe ist (siehe auch Kapitel 4.3.2.2.).

Trotz der bisher fehlenden Definition eines homogenen Krankheitsbildes der LB bei
Equiden (DIVERS, 2013) existieren Fallbeschreibungen, die eine borrelienassozierte
Erkrankung  suggerieren. Die Erstbeschreibung einer moglichen equinen
Borrelieninfektion wurde 1986 bei einer zwdolfjahrigen Shetlandponystute aus
Wisconsin, USA postuliert. Nach Diagnose einer sich in Lahmheit &uBernden
degenerativen Karpalgelenksentziindung sowie einer mit Keratitis und Corneaddem
einhergehenden Konjuktivits ergaben die mittels Immunfluoreszenz-Assay-Test (IFAT)
untersuchten Serum- und Synoviaproben einen Titer von 1:1.024 fiir B. burgdorferi. Die
Autoren gehen somit auch aufgrund des nach FEuthanasie des Tieres erfolgten
mikroskopischen Spirochidtennachweises aus der linken vorderen Augenkammer,
dessen Isolate in der direkten Immunfluoreszenz als B. burgdorferi identifiziert wurden,

von einer LB aus (BURGESS et al.,, 1986). Neben der Diskussion einer vertikalen
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Erregeriibertragung (BURGESS et al., 1988; SORENSEN et al., 1990) wurde seither
ein breites Spektrum vorwiegend unspezifischer, mit einer LB verkniipfter klinischer
Verinderungen bei Pferden veroffentlicht, darunter Storungen des Allgemeinbefindens,
Gelenkprobleme, GliedmalBlen- und Hautveridnderungen, neurologische Stérungen,
Augenmanifestation sowie Aborte und Fruchtbarkeitsstorungen (BURGESS et al.,
1986; BURGESS & MATTISON, 1987; BURGESS, 1988b; BURGESS et al., 1988;
COHEN et al., 1988; MAGNARELLI et al., 1988; BURGESS & GENDRON-
FITZPATRICK, 1990; SORENSEN et al., 1990; COHEN et al., 1992; BROWNING et
al., 1993; EISNER et al., 1994; GERHARDS & WOLLANKE, 1996; HAHN et al.,
1996; LIEBISCH et al., 1999; EGENVALL et al.,, 2001; MANION et al., 2001;
SALINAS-MELENDEZ et al., 2001; SCHONERT et al., 2008; JAMES et al., 2010;
IMALI et al., 2011; PRIEST et al., 2012; SEARS et al., 2012; PASSAMONTI et al.,
2015; JOHNSTONE et al., 2016). Die geschilderten klinischen Befunde konvergieren
dabei teilweise; am haufigsten wurden von den Autoren einheitlich Lahmbheiten,
Arthritiden, Hyperisthesien verschiedener Lokalisationen, Ataxien,
Gelenkschwellungen, Uveitis, Lethargie sowie Fieber in Verbindung mit einer equinen
Borrelieninfektion postuliert. Zumeist scheint der Verlauf einer Infektion mit Erregern
des Bbsl-Komplexes bei Pferden inapparent (VENNER & DEEGEN, 1996), jedoch
existieren Beschreibungen klinischer Verdachtsfille, in welchen neben dem
Vorhandensein unspezifischer Krankheitsanzeichen ein direkter Erregernachweis
mittels Kultivierung (BURGESS & MATTISON, 1987; MANION et al, 1998;
LIEBISCH et al., 1999) sowie polymeraser Kettenreaktion (PCR) gelang (HAHN et al.,
1996; SCHONERT et al., 2008; JAMES et al., 2010; IMAI et al., 2011; PRIEST et al.,
2012; SEARS et al., 2012; JOHNSTONE et al., 2016). Die Kultivierung von
B. burgdorferi aus der Niere zweier Fohlen sowie dem Gehirn eines dieser Fohlen
mittels Barbour-Stoenner-Kelly (BSK-II) Medium in Zusammenhang mit dem
postnatalen Exitus unter Beriicksichtigung des zusitzlich durchgefiihrten serologischen
AK-Nachweises via IFAT, welcher in einem Fall negativ ausfiel (BURGESS &
MATTISON, 1987), ist jedoch zu hinterfragen. Neben der geringen Spezifitit des IFAT
(siehe Kapitel 4.3.1.) weisen Veroffentlichungen auf erschwerte Anzuchtbedingungen
von Borrelien (sieche Kapitel 4.2.1.) aufgrund geringer Erregerdichte in infiziertem
Gewebe hin (KARLSSON et al., 1990). Vor diesem Hintergrund ist die geschilderte
Erregeranzucht, die teilweise bereits nach 24 Stunden aus Hautbioptaten zweier
kachektischer Pferde mit begleitender Polyarthritis, Endokarditis und Somnolenz sowie

eines Tieres mit sarkoiden, hyperkeratotischen Hautverdnderungen mit positivem IFAT
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gelang (LIEBISCH et al., 1999), ebenfalls in Frage zu stellen. Untermauert wird diese
Annahme durch die fehlende Angabe konkreter Vorgehensweisen seitens der Autoren.
Die Durchfithrung einer PCR ohne ergénzende Nachweisverfahren, wie sie in zwei
Fillen beschrieben ist (IMAI et al.,, 2011; PRIEST et al., 2012), hat ebenso eine
untergeordnete Aussagekraft beziiglich einer erregerassoziierten, klinischen LB bei den
untersuchten Pferden. Eine solitire Anwendung der PCR stellt kein geeignetes
Diagnostikum dar (siche Kapitel 4.2.2.) und bietet sich nur in Kombination mit
indirekten Nachweisverfahren an (TALASKA, 1998; PRIEM & KRAUSE, 1999).
Publikationen der Autoren um Browning (1993) und Sears (2011) lassen hingegen den
Verdacht einer equinen LB zu. So galten in beiden Veroffentlichungen vorberichtlicher
Zeckenbefall, hohe via ELISA detektierte AK-Titer und die spontane Besserung der
vorhandenen klinischen Erscheinungen (unerkldarbare Lahmheiten mit Fieber
(BROWNING et al., 1993) sowie multiple Papeln in der Region des Musculus masseter
(SEARS et al., 2012)) nach Einleitung einer Antibiose als Indizien fiir das
Vorhandensein einer LB, obwohl ein direkter Erregernachweis mittels PCR nur in
einem Fall (SEARS et al., 2012) aus einem Bioptat verdnderten Hautarreals nahe des
Zeckeneinstiches gelang. FEinige Autoren fithren jedoch die Variationen der
beschriebenen klinischen Befunde bei Pferden auf eine Co-Infektion mit anderen
Pathogenen, wie Anaplasma phagocytophilum (Ap), zuriick (CHANG et al., 2000a;
MAGNARELLI et al., 2000; BUTLER et al., 2005)

Daten seroepidemiologischer Studien zeigen divergierende Seropridvalenzen (siehe
Tabelle 2) besonders bei Pferden aus Endemiegebieten von I. ricinus. Diesbeziiglich
verkniipfen einige Autoren eine hohe Seropositivitit mit dem Auftreten klinischer
Verdnderungen (BURGESS, 1988a; MAGNARELLI et al., 1988; LINDENMAYER et
al., 1989; MAGNARELLI & ANDERSON, 1989; BROWNING et al., 1993;
LIEBISCH et al., 1999; MANION et al., 2001; DURRANTI et al., 2011; LAUS et al.,
2013; FUNK et al., 2016), wohingegen Andere hier keinen Zusammenhang sehen
(MARCUS et al., 1985; COHEN et al., 1988; BERNARD et al., 1990; KASBOHRER
& SCHONBERG, 1990; COHEN et al., 1992; TASAI et al., 1993; CARTER et al.,
1994; GERHARDS & WOLLANKE, 1996; MAGNARELLI et al, 2000;
STEFANCIKOVA et al., 2000; EGENVALL et al., 2001; SALINAS-MELENDEZ et
al., 2001; MULLER et al., 2002; SCHONERT et al., 2002; BHIDE et al., 2008;
STEFANCIKOVA et al., 2008; HANSEN et al., 2010; KISS et al., 2011; EBANI et al.,
2012; VERONESI et al., 2012; LEE et al., 2016; MEERSSCHAERT et al., 2016).
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Tabelle 2: Seroepidemiologische Studienergebnisse

Probenanzahl Pravalenz Referenz

Genospezies

Testsystem

Neuengland (USA) B. burgdorferi n=50 IFAT 24% 2/;18r5cus etal,
Wisconsin (USA) B. burgdorferi n =190 IFAT 62% ?;;g;ss etal,
n =53 (Jahrlinge) 59,3%
Monmouth County, _ o Cohenetal,,
New Jersey (USA) Bbss (1gG) n =115 (Stuten)  ELISA 60% 1988
n =6 (Hengste) 66,7%
Connecticut und o .
Westchester County,  Bbss (IgG/1gM) n =705 IFAT ?23;:’/ g/llaglr;agrgelll et
New York (USA) (s v
n =19 (1987) 74% ;
Massachusetts (USA)  Bbss IFAT Lindenmayer
n=61(1988) 75% etal., 1989
. B. burgdorferi _ ELISA o Magnarelli et
Connecticut (USA) (IgM) n=122 (polyvalent) 34% al., 1989
NJ, PA, NY, MD, DE, n =100 (Juni) 13%
B. burgdorferi ELISA Bernard et al,
VA, FL (USA) n = 91 (Oktober) 6% 1990
Kasbohrer et
. _ o
Berlin (Deutschland)  Bbss n=224 ELISA 16% al,, 1990
Texas (USA) B. burgdorferi n =469 ELISA 1,9% igg;n etal,
ereins atilig) B o
ereinigtes Bbss e ELISA rowning
Kénigreich n = 43 (klinisch et al., 1993
- 49%
auffallig)
n=549 (1991)  ELISA 2,6% ;
Hokkaido (Japan) Bbss Tasai et al,
n =700 (1992) IFAT 1,6% 1993
Gerhards und
Deutschland B. burgdorferi n=232 IFAT 48% Wollanke,
1996
Deutschland Bbs| n=1.492 IFAT 47,9% Liebisch et al,
1999
. . _ ELISA, IFAT, o Magnarelli
Connecticut (USA) B. burgdorferi n=_82 Immunoblot 45,1% et al., 2000
Stefancikova
. = 0,
Ostslowakai Bbsl (I1gG) n =207 ELISA 47,8% et al.,, 2000
Schweden B. afzelii n=2.018 IFAT 16,8% Egenvall etal.,
2001
. Salinas-
gt B BN R s
& etal., 2001
B. afzelii 52-93%
Bbss 39-93%
. B. garinii 31-84% (i
Osterreich L n =309 Immunoblot 0 Muller et al,
B. lusitaniae 17-72% 2002
B. valasiana

15-84%
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B. afzelii ELISA 61,1%
Bbss ELISA 9,8% 6
) Schonert et al.,
Deutschland B. garinii n =337 ELISA 3,3% 2002
B. garinii IFAT 33,2%
L . BAT 6,3% Bhide et al.,
Turkei B. burgdorferi n =300 ELPAGA 6% 2008
Stefancikova
- 0,
Polen Bbsl (IgG) n=395 ELISA 25,6% et al., 2008
Danemark Bbs| n=390 SNAP®4D  29% Hansen etal,
2010
Ostfrankreich B. burgdorferi 48% Maurizi et al.,

mittlerer Westen (18G) n=570 ELISA 31% 2010
Frankreichs ’

Minnesota (USA) B. burgdorferi n=1.260 IFAT 58,7% Sgirla“' etal,
Ruménien Bbsl n =260 ELISA, IFAT  11,9% Kiss etal.,
2011
Toskana (Italien) Bbsl n=386 IFAT 24,3% Ebani et al,
2012
. . SNAP® 4Dx 15,3% Veronesi et al.,
Tolfa, Latium (ltalien) Bbsl n=98 PCR 5.1% 2012
Umbrien, Latium, _ IFAT 7% Laus et al.,
Marken (Italien) Bbs| n=300 PCR 2,3% 2013
.. . - Lyme
Sudwestliches Virginia B. burgdorferi n =250 Multiplex 33% Funk et al.,
(USA) 2016
Assay
. _ SNAP® 4Dx o Lee etal.,
Korea B. burgdorferi n=727 PCR 5,5% 2016
. _ ELISA o Meersschaert
Belgien Bbsl n =303 Immunoblot 22% etal., 2016
3.5. Immunantwort des Wirtes

Ungeachtet der Fahigkeiten der Borrelien, einer wirkungsvollen Immunantwort des
Sédugerwirtes zu entgehen (siehe Kapitel II. 2.3.), finden besonders in der Initialphase
einer Infektion Abwehrreaktionen des Immunsystems statt. So I6sen zunéchst in das
umliegende  Gewebe der Zeckeneinstichstelle einwandernde  Immunzellen
(Makrophagen, Lymphozyten, Granulozyten) eine unspezifische Immunreaktion aus,
welche die Entstehung des EM beim Menschen zur Folge haben kann (STEERE et al.,
2004). Trotz partieller Heterophagie der Spirochidten durch zur Phagozytose befahigte
Immunzellen, gelingt dem Immunsystem des Wirtes keine vollstandige Elimination der
Erreger (MONTGOMERY et al., 2002). Gemédl der pathogenetischen Ausbreitung der
Borrelien (siehe Kapitel II. 3.2.) treten in den befallenen Geweben multisystemische
Entziindungsreaktionen auf, wobei die AK-Produktion ungefidhr mit Beginn der akuten

Phase (Stadium II) einsetzt. Dabei gelingt der serologische Nachweis von IgM-
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Antikorpern frithestens zwei bis vier Wochen nach Erregerkontakt; nach sechs bis acht
Wochen ist die Detektion von IgG-Antikorpern erfolgreich (CRAFT et al., 1984).
Obwohl die wihrend des Infektionsverlaufes gebildeten AK die Phagozytose der
Bakterien vermitteln (BENACH et al., 1984) sowie deren Lyse durch Aktivierung des
Komplementsystems bewirken konnen (KOCHI et al., 1991), erzeugen sie keine
protektive Immunitit (STRAUBINGER et al., 2000; STEERE 2001). Die chronische
Phase der LB (Stadium III) kennzeichnenden Gelenksentziindungen (sieche Kapitel II.
3.3.) rithren iiberwiegend von immunpathologischen Reaktionen, deren Ausloser
massive Infiltrationen von Immunzellen, darunter vermehrt T-Lymphozyten (HU &
KLEMPNER, 1997) darstellen. Durch Interaktionen zwischen den
Oberfliachenlipoproteinen der Borrelien sowie dem auf der Immunzelloberfliche
lokalisierten Toll-like-receptor-2 (TLR-2) (HIRSCHFELD et al., 1999) kommt es im
Zuge einer dadurch vermehrt in Gang gesetzten Zytokinkaskade, u. a. mit Beteiligung
von IL-8 (STRAUBINGER et al., 1997a), zur erhohten Leukozytenmigration in die

betroffenen Gelenke.

Equine Immunreaktionen gegeniiber Borrelien sind schwierig zu interpretieren, da
bisher keine eindeutige klinische Ausprigung der LB bei seropositiven Pferden
beschrieben ist (KRUPKA, 2012). Seroepidemiologische Studien belegen zwar die
immunologische Auseinandersetzung mit B. burgdorferi (siehe Kapitel 3.4.2.), wobei
die Interpretation seropositiver Ergebnisse keine Unterscheidung zwischen dem
Vorhandensein einer aktiven LB, klinisch inapparenter Infektionen sowie residualen
Antikorperspiegel — zuldsst. Experimentelle Infektionsversuche mit spezifisch
pathogenfreien (SPF) Ponys konnten die Ausprigung einer serologisch detektierbaren
Immunreaktion veranschaulichen, jedoch waren keine klinischen Verdnderungen der
infizierten Tiere feststellbar (CHANG et al., 1999; CHANG et al., 2000b; CHANG et
al., 2005). Hingegen lassen die von Burgess und Gendron-Fitzpack (1990) geschilderten
bei intravends mit Bbss infizierten Ponys postmortal diagnostizierten Lédsionen der
Synovialmembran mit perivaskuldren Leukozytenansammlungen den Schluss zu, dass
hier eine Leukozytenmigration in die betroffenen Gewebestrukturen stattfand

(BURGESS & GENDRON-FITZPATRICK, 1990).

3.6. Therapie
Als potente Wirkstoffe stehen sowohl in Human- als auch Veterinirmedizin
antimikrobielle Substanzen aus der Gruppe der Penicilline, Tetracycline sowie

Cephalosporine der ersten Generation zur Verfiigung (STRAUBINGER et al., 1997b;
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CHANG et al., 2005; WORMSER et al., 2006). Um die Erregerausbreitung zu
verhindern, ist ein frithzeitiger Therapiebeginn entscheidend. Aufgrund der vielfiltigen,
einer Borrelieninfektion bei Pferden zugeschriebenen klinischen Veridnderungen gelingt
eine rechtzeitige Diagnose jedoch selten (BUTLER et al., 2005). Post (1990) empfiehlt
die Verabreichung von Tetracyclinen, Penicillinen oder Cephalosporinen an mit Bbsl
infizierte Pferde sowohl diagnostisch als auch kurativ iiber einen ausreichend langen
Zeitraum (10 bis 14 Tage oder lidnger), wobei er die intravendse Gabe von
Tetrazyklinen als am wohl geeignetste beschreibt (POST, 1990). Ein Forscherteam um
Schwameis (2017) verfolgt hingegen einen neuen Therapieansatz. Die Autoren
evaluierten in einer Phase II/III-Studie bei n = 995 Patienten ein bereits erfolgreich im
Tierversuch getestetes transdermales Antibiotikagel auf Azithromycin-Basis (KNAUER
et al., 2011). Dessen einmalige Anwendung verhinderte innerhalb von 72 Stunden nach
erfolgtem Zeckenstich bei allen Patienten der Azithromycin-Gruppe (n=505) die
Entwicklung einer LB, wohingegen in der Placebo-Kontrollgruppe sieben Borreliose-
Fille auftraten (SCHWAMEIS et al., 2017). Fiir Pferde konnte die Wirksamkeit von
Tetrazyklin, Doxycyclin und Ceftiofur in einer experimentellen Studie mit 16 via
Feldzecken mit B. burgdorferi infizierten Ponys iiber einen Behandlungszeitraum von
28 Tagen drei Monate nach Zeckenexposition belegt werden. Es zeigte sich bei allen
mit Tetrazyklin behandelten Tieren ein progressiver Abfall der Antikorperspiegel
unmittelbar vor deren Euthanasie. Die Ergebnisse des WB zeigten bei allen Ponys
Signale an den Banden p39, 29/30, 25/26, 22 und 19, wobei ein Riickgang in Intensitit
und Anzahl der Banden bei den Tieren aus der Tetrazyklingruppe sowie jeweils zwei
mit Doxycyclin und Ceftiofur therapierten Tiere verzeichnet wurde. Zudem waren
sowohl kultureller als auch der Nachweis mittels PCR aus post mortal gewonnenen
Gewebeproben negativ, wohingegen dieser bei drei mit Doxycyclin sowie bei zwei mit
Ceftiofur therapierten Ponys post mortem gelang (CHANG et al., 2005). Ebenso sind
Therapieversuche bei Pferden in klinischen Verdachtsfillen beschrieben, welche jedoch
grof3teils aufgrund der Rezidivrate zuvor aufgetretener klinischer Manifestationen des
Bewegungsapparates sowie Storungen des Allgemeinbefindens und des zentralen
Nervensystems (ZNS) erfolglos blieben (BROWNING et al., 1993; HAHN et al., 1996;
LIEBISCH et al., 1999; SCHONERT et al., 2008; JAMES et al., 2010; IMAI et al.,
2011; PASSAMONTI et al., 2015). Lediglich im Fall einer zehnjdhrigen Warmblutstute
gelang die erfolgreiche antibiotische Behandlung ohne das Wiederkehren des
urspriinglichen  klinischen =~ Befundes eines  borrelienassoziierten  kutanen

Pseudolymphoms (SEARS et al., 2012).



I1. Literaturiibersicht 27

3.7. Prophylaxe

3.7.1. Impfung

Obwohl ein in den 1990er Jahren entwickelter Impfstoff in der Humanmedizin eine
kommerzielle Zulassung von der Food and Drug Administration (FDA) in den USA
erhielt (LANTOS, 2013), stellte der Hersteller die Produktion im Jahr 2002 ein. Als
Griinde fiir den Marktaustritt wurden limitierte Akzeptanz von Arzteschaft und
Bevolkerung aufgrund des geringgeschitzten Infektionsrisikos im Grof3teil des Landes
sowie vergleichsweise hohe Kosten jahrlicher Wiederholungsimpfungen im Gegensatz
zu antibiotischer Therapie im Friihstadium der Infektion genannt. Zudem ergab eine
Studie, dass die Impfung in Einzelféllen autoimmune Arthritiden ausldsen konne. Diese
dem Impfstoff zugeschriebene unerwiinschte Wirkung konnte allerdings nicht
abschlieBend belegt werden (STEERE et al.,, 2004). Neuerliche Forschungen
implizieren Tendenzen in Richtung der Neueinfithrung eines LB-Impfstoffes fiir den
Menschen. So konnten in einer Phase I/II-Studie zur Dosisfindung Sicherheit und
immunogene Wirksamkeit einer mehrwertigen OspA-Vakzine auf Fusionsproteinbasis
bereits belegt werden (WRESSNIGG et al., 2013; WRESSNIGG et al., 2014). Aktuell
erfolgt die Durchfithrung einer weiteren Phase I-Studie mit einem multivalenten,
rekombinanten OspA-Impfstoffkandidaten bei erwachsenen Probanden eines

differierenden Sponsors (VALNEVA AUSTRIA GMBH, 2017).

In der Veterindrmedizin sind Impfstoffe fiir Hunde sowie seit 2015 auch fiir Pferde auf
dem deutschen Markt verfiigbar. Der bis vor wenigen Jahren erhiltliche Borrelien-
Lysat-Impfstoff fiir Hunde bot durch den alleinigen Einsatz OspAs von Bbss als
einzigen arzneilich wirksamen Bestandteil jedoch keinen ausreichenden Schutz vor
einer Infektion in Europa. Studien belegten, dass die AK-Induktion beim Gebrauch von
OspA nur einer Borrelien-Spezies keine ausreichende Kreuzreaktivitit gegeniiber
heterologen Spezies gewdhrleistet (GERN et al., 1997). Da die Zeckenpopulation im
europdischen Raum iiberwiegend B. afzelii und B. garinii beherbergt, wurde
gemutmalt, eine Infektion mit anderen Erregern des Bbsl-Komplexes sei auch bei
Einhaltung der vorgegebenen Impfintervalle moglich (KRUPKA, 2009). Im Februar
2013 erschien ein verbesserter Lysat-Impfstoff fiir Hunde auf dem europidischen Markt,

der neben Bbss ebenfalls die Spezies B. afzelii und B. garinii abdeckt.

Der empfohlene Einsatz der seit Mirz 2015 verfiigbaren LB-Vakzine fiir Equiden

beschriankt sich derzeit primar auf Individuen aus Endemiegebieten von 1. ricinus,
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insbesondere auf Tiere, die durch Extensivhaltung oder iiberwiegende Gelidndearbeit
dem Risiko einer erhohten Zeckenexposition ausgesetzt sind. Der Wirkmechanismus,
analog jenem des bereits im Impfstoff fiir Hunde angewendeten, beruht auf der OspA-
AK-Induktion im Wirtsorganismus. Da dieses Oberflichenprotein fast ausschlie3lich
von im Zeckendarm befindlichen Borrelien exprimiert wird, bewirkt die Immunantwort
des Wirtes eine Blockierung der Erregeriibertragung (DE SILVA et al., 1996). Wihrend
des Saugaktes gelangen mit dem Blut des geimpften Wirtes aufgenommene OspA-AK
in den Darm der Zecke, wo sie an das OspA der vorhandenen Borrelien binden und
diese dadurch immobilisieren (DENNEHY, 2001; PAL et al., 2001). Der genaue
Mechanismus, durch den OspA-bindende AK die Erreger am aktiven Ubertritt in den
Wirt hindern, ist noch nicht bekannt (GIPSON & DE SILVA, 2005). Das Absterben
bzw. Persistieren der Borrelien im Zeckendarm scheint aber mit der Konzentration von
OspA-Antikorpern im Blut des Wirtes zu korrelieren. So konnte im Mausmodell bei
Tieren mit hoher zirkulierender OspA-AK-Konzentration ein Absterben der Erreger im
Zeckendarm gezeigt werden (FIKRIG et al., 1992; RATHINAVELU et al., 2003); bei
Miusen mit niedriger zirkulierender OspA-AK-Konzentration persistierten lebende
Borrelien hingegen im Zeckendarm, obgleich keine Infektion des Wirtes stattfand (DE
SILVA et al., 1999). Der fiir Pferde zugelassene Impfstoff wird aus Borrelien-Ganzzell-
Lysat hergestellt und enthilt, laut Gebrauchsinformation des Herstellers, neben
Aluminiumhydroxid als Adjuvans drei aus europdischen Feldzecken isolierte
Impfantigene des Bbsl-Komplexes: B. afzelii, B. garinii, Bbss. Entsprechend des
empfohlenen Impfschemas der StIKo Vet (Abbildung 4) ist eine Erstimpfung bereits ab
der zwolften Lebenswoche moglich und erfolgt idealerweise vor Beginn der
Zeckensaison zwischen November und Februar bzw. vor einem Temperaturanstieg auf
iiber 7 °C. Ein ausreichender Schutz ist bereits einen Monat nach Abschluss der
Grundimmunisierung gegeben. Um das Absinken der Impftiter zu verhindern und somit
eine Infektion trotz Impfung zu riskieren, sollten die vorgeschriebenen Impfintervalle
zur Aufrechterhaltung der Immunitét strikt befolgt werden (DE SILVA et al., 1999). Es
muss beriicksichtigt werden, dass eine Impfung mit rekombinantem OspA
ausschlieBlich als Priaventionsmalnahme Anwendung finden kann. Sie ist nicht in der
Lage, bereits zuvor im Wirtstier befindliche Borrelien zu eliminieren (CHANG et al.,
1999). Bei unklarem Immunstatus bzw. fraglicher Zeckenexposition des Pferdes
empfiehlt die aktuelle Leitlinie zur Impfung von Pferden der StIKo Vet. (Stand
12/2016) im Einzelfall vor der Impfung die Durchfithrung eines serlogischen AK-

Nachweises. Im Falle des Vorliegens infektionsspezifischer AK gegen Erreger des Bbsl-
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Komplexes ist es ratsam, dem Tier gegenwirtig keinen Impfstoff zu verabreichen. Wie
in Kapitel 4.3.2. beschrieben, sind die aktuell in der serologischen Borrelien-Diagnostik
verwendeten Medien in der Lage, zwischen dem Vorhandensein infektionsspezifischer

sowie impfspezifischer AK zu unterscheiden.

1. Impfung 2. Impfung 3. Impfung 4. Impfung

Ab 12 23 1x jahrlich
ooty B visen 6 Monate 1 Jahr nach Erstimpfung Wles]f;:g:lgngs-

| Marz/April |

Abbildung 4: Impfempfehlung fiir Pferde ab der 12. Lebenswoche gemil3
Empfehlungen der Leitlinie zur Impfung von Pferden der StIKo Vet. (Stand
12/2016)

3.7.2. Erginzende MaBinahmen

Neben der Impfung als Grundpfeiler der Prophylaxe spielen die Anwendung von
Repellenzien zur Insektenabwehr sowie die tdgliche Kontrolle der Hautoberfldche eine
wichtige Rolle (BUTLER et al., 2005). Da die Erregeriibertragung auf den Wirt
frithestens 24 bis 48 Stunden nach dem Zeckenstich erfolgt, kann eine friihzeitige
Zeckenentfernung eine Infektion mit LB-Erregern verhindern (DES VIGNES et al.,
2001). Spriihlosungen mit Repellenz-Wirkstoffen aus der Gruppe der Pyrethroide,
Phenylpyrazole sowie Amidine, die bei Hunden Anwendung finden, haben sich auch fiir
den Einsatz bei Pferden bewihrt (BUSHMICH, 1999). Nebenwirkungen konnten fiir
den Gebrauch caniner Insektenabwehrstoffe bei Pferden bisher nicht beobachtet werden
(DIVERS et al., 2001). Neben der Empfehlung, zeckenendemische Gebiete zu meiden,
existiert der Verweis auf die Identifikation der entfernten Zecke, um deren
Zugehorigkeit zur Ixodes-Gattung zu verifizieren und somit auf eine potenzielle
Infektionsgefahr riickzuschlieBen (BUTLER et al., 2005). Fir die erfolgreiche
Vorbeugung einer Borrelieninfektion werden jedoch die kontinuierliche Impfung geméaf
den vorgegebenen Intervallen, die Verwendung von Repellenzien sowie die

regelmiBige Entfernung von Zecken als ausreichend angesehen.
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4. Diagnostik

4.1. Anamnese

Da sich die Diagnose einer LB beim Pferd aufgrund der beschriebenen Variabilitdt an
klinischen Manifestationen (JOHNSON et al.,, 2008; DIVERS, 2013) sowie der
Moglichkeit eines subklinischen Krankheitsverlaufes (POST, 1987; COHEN et al.,
1992; MANION et al, 1998; DIVERS, 2013) als schwierig gestaltet, sind
weiterfiihrende labordiagnostische Untersuchungen erforderlich (SCHONERT, 2006),
welche in Kombination mit anamnetisch erhobenen Befunden den Verdacht einer
Erkrankung mit Borreliose-Erregern stiitzen konnen. Eine enorme Bedeutung kommt in
diesem Zusammenhang einem ausfithrlichen Vorbericht zu. Durch die Erfassung
wesentlicher  Faktoren  beziiglich  vergangener  klinischer  Erscheinungen,
Zeckenexposition, Aufenthalt in Endemiegebieten, antibiotischer Vorbehandlungen,
Impfungen und etwaiger Zeckenprophylaxe liefert dieser wertvolle Informationen
hinsichtlich des Verlaufs der Krankheitsgeschichte (FRITZ & KJEMTRUP, 2003;
BUTLER et al., 2005; DIVERS, 2013). Daher ist eine anamnetische Befunderhebung
grundsitzlich immer fiir die Diagnose mit einzubeziehen (STRAUBINGER, 2015) und
dient primiar dem Ausschluss anderer fiir die vorliegenden Befunde in Frage

kommenden Erkrankungen (DIVERS et al., 2001).
4.2. Direkter Erregernachweis

4.2.1. Kultivierung

Eine kulturelle Erregerisolierung ist durchfithrbar (FRITZ & KJEMTRUP, 2003),
jedoch wenig ergiebig (MAGNARELLI et al., 2000) und durch hohe Anspriiche an
Medium und Wachstumsbedingungen schwierig (SCHONERT et al., 2002). In der
Literatur finden sich daher nur wenige beschriebene LB-Verdachtsfille, in welchen ein
Erregernachweis bei Equiden mittels Kultivierung angeblich gelang (BURGESS &
MATTISON, 1987; LIEBISCH et al., 1999). Zudem ist eine kulturelle Anzucht auch
bei klinisch gesunden Pferden moglich (CHANG et al., 2000b), wodurch deutlich wird,
dass der direkte Nachweis von B. burgdorferi alleine keinen Riickschluss auf ein
Krankheitsgeschehen erlaubt (BUTLER et al., 2005). Gall und Pfister gehen in Bezug
auf das Fehlen umfangreicher Studien iiber die Sensitivitit des kulturellen
Erregernachweises beim Pferd davon aus, dass in Anlehnung an die Gegebenheiten

beim Menschen, eine PCR der Kultivierung, abhingig vom zu untersuchenden
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Probenmaterial, in den meisten Fillen iiberlegen ist (GALL & PFISTER, 2004). In
individuellen Fillen kann die Erregerkultivierung daher der Abkldrung klinisch und
serologisch unklarer Befunde dienen, fiir die Routinediagnositk ist sie aber wenig
geeignet und kommt daher nur in spezialisierten Laboren und in der Forschung zum
Einsatz (WILSKE & FINGERLE, 2005). Als Untersuchungsmaterialien dienen,
abhingig von den klinischen Befunden, Punktate von Synovia und Liquor, sowie Haut-
und Gewebebioptate. Selten gelingt ein Erregernachweis aus Blut oder Urin (MANION
et al., 1998; CHANG et al., 1999; LIEBISCH et al., 1999). Fiir die Anzucht kommen
das 1984 von Barbour beschriebene BSK sowie das nach Preac-Mursic und Wilske
modifizierte MKP-Medium zum Einsatz (BARBOUR, 1984; MUNDERLOH et al.,
1988; PREAC-MURSIC et al., 1991; BERGER et al., 1992; POLLACK et al., 1993).
Borrelien vermehren sich am besten unter mikroaerophilen Bedingungen. Das
bevorzugte pH-Optimum ist bei 7,6 erreicht; die ideale Wachstumstemperatur liegt
zwischen 30 °C und 34 °C (BARBOUR, 1984). Da bei Borrelien mit Generationszeiten
von bis zu 20 Stunden gerechnet werden muss, kann sich die Kultivierungsdauer iiber
mehrere  Wochen bis Monate erstrecken. Zudem kann es durch die langsame
Wachstumsrate zur unerwiinschten Vermehrung bakterieller Begleitkeime kommen,
welche das Absterben der Borrelien provozieren (SCHONBERG et al., 1989). Deshalb
sollte die Kontamination der nihrstoffreichen Medien mit Sekundidrkeimen durch
steriles Arbeiten verhindert werden. Sind auBerdem im Probenmaterial nur geringfiigig
Borrelien vorhanden, kann die Sensitivitit trotz hoher Spezifitit zu gering sein
(KRUPKA, 2009). Durch Zugabe von Antibiotika (Amphotericin B, Nystatin,
Cotrimoxazol, Polymyxin B) zum Kulturmedium, gegen welche B. burgdorferi resistent
ist (BOERNER, 1994), kann das Wachstum bakterieller Sekundidrkeime verringert und
die Nachweisrate von Borrelien gesteigert werden (SCHONERT, 2006). Nach
kultureller ~ Anreicherung konnen Borrelien mittels Phasenkontrast-  oder
Dunkelfeldmikroskopie bei einer 160- bis 1000-fachen VergroBerung dargestellt

werden.

4.2.2. Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR steht als weiteres Diagnostikum fiir den direkten Erregernachweis zur
Verfiigung. Diese Technik lidsst den Nachweis borrelienspezifischer DNA-Sequenzen
aus Liquor, Synovia, Blut, Urin, Haut und anderen Gewebeproben, wie beispielsweise
dem Glaskorper des Auges (PRIEST et al., 2012) auch in fortgeschrittenen Stadien
einer Erkrankung zu (ROSA & SCHWAN, 1989). Das Prinzip der PCR beruht auf der
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exponentiellen Amplifikation erregerspezifischer DNA-Doppelstrangsequenzen. Diese
temperaturabhiingige Reaktion basiert auf drei sich mehrfach wiederholenden
Reaktionszyklen bestehend aus der Denaturierung doppelstringiger DNA zu zwei
Einzelstringen gefolgt von der spezifischen Hybridisierung durch den Zusatz
gegenldaufiger Oligonukleotide als Primer sowie der Komplementierung der
Einzelstringe zu jeweils zwei doppelstriangigen Sequenzen mittels thermostabiler DNA-
Polymerase. Nachdem die angestrebte Anzahl Zyklen der Denaturierung sowie der
Hybridisierung durchlaufen sind, wird eine Endelongation zum Abschluss der
Reaktionszyklen durchgefiihrt. Die anschlieBende Auswertung der erzeugten DNA-
Produkte erfolgt via Gelelektrophorese (MULLIS & FALOONA, 1987; REISCHL,
1996). Die Problematik der mangelhaften Quantifizier- und Standardisierbarkeit dieser
sogenannten Endpunkt-PCR sowie des Personalzeitaufwandes fiir deren Durchfiihrung
16ste sich durch die Entwicklung modernerer PCR-Verfahren. So erweist sich die
sogenannte Real-Time-PCR durch den Einbau fluoreszierender DNA-Farbstoffe oder
den Einsatz fluoreszenzgekoppelter Thermus-aquaticus-Sonden (TagMan-Sonden) als
deutlich efiizienter, insbesondere hinsichtlich Schnelligkeit und Prizision. Unter
Zuhilfenahme dieser Sonden sowie durch den Einsatz einer Kombination aus PCR-
Thermocycler und Spektrophotometer ist es moglich, die Vermehrung der DNA-
Sequenzen wihrend des Reaktionsablaufes in Echtzeit optisch zu messen, sodass eine
anschlieBenede Gelelektrophorese ausbleiben kann (HEID et al., 1996; SCHUBERT &
WIESER, 2013). Gegeniiber der Kultivierung erweist sich die PCR als sensitiver und
spezifischer. So konnen in der Kultur nur lebende, komplett erhaltene Erreger
angeziichtet werden, wohingegen die PCR nicht zwischen lebenden und toten Erregern
unterscheidet, sondern sowohl intakte als auch fragmentierte Spirochiten-DNA
nachweist (CHANG et al., 2000b). Somit ist durch ein positives PCR-Ergebnis weder
der Beweis noch der Ausschluss einer LB erbracht; vielmehr ldsst es den Riickschluss
zu, dass im Wirtsorganismus Borrelien vorhanden sind. Ebenso klirt dieses Verfahren
nicht tiber die Vitalitit der Erreger auf (SCHONERT, 2006), sodass ein positives
Testergebnis auch nach erfolgter Antibiose moglich sein kann (STRAUBINGER,
2015). Deshalb sollte eine PCR nur in Kombination mit anderen Nachweisverfahren
und klinischen Befunden zur Anwendung kommen (TALASKA, 1998; PRIEM &
KRAUSE, 1999). AuBlerdem muss insbesondere bei einer Erregerdissemination, von der
bei chronischen Infektionen ausgegangen werden kann, mit einem Erregervorkommen
unterhalb der Detektionsgrenzen gerechnet werden. Daher kann neben der

Erregerkultivierung ebenso eine PCR ein falsch-negatives Ergebnis liefern, woraus
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ersichtlich wird, dass auch die PCR nur begrenzt in der Routinediagnostik Anwendung
finden kann (KRUPKA, 2009). Es wird zudem davon abgeraten, von Patienten entfernte
Zecken mittels PCR auf das Vorhandensein von Borrelien zu untersuchen, um die
Indikation fiir eine antimikrobielle Therapie zu stellen. Vielmehr sollten
Zeckenuntersuchungen dieser Art epidemiologischen Untersuchungen dienen (WILSKE

& FINGERLE, 2005).

4.3. Indirekter Erregernachweis

In Human- und Veterindrmedizin hat sich der indirekte Erregernachweis in Form
serologischer  Nachweisverfahren von  Borrelien-Antikdrpern  als  sensitive,
kostengiinstige und unkomplizierte labordiagnostische Methode durchgesetzt. Der
Nachweis von Antikorpern, die gegen Erreger des Bbsl-Komplexes gerichtet sind, kann

mit Hilfe des IFAT, eines ELISAs oder mittles Immunoblot erfolgen (KRUPKA, 2009).

4.3.1. Immunfluoreszenztest

Der IFAT stellt ein zeitaufwendiges, nicht automatisierbares Testverfahren dar, welches
durch den IgG-AK-Nachweis mittels Fluoreszenzfarbstoff in einem Fluoreszenz-
mikroskop charakterisiert ist (MULLER, 2014). Der von Burgdorfer und Mitarbeitern
entwickelte IFAT hat sich aufgrund seiner hohen Sensitivitdt zwar frithzeitig in der
Borrelien-Diagnostik etabliert (MAGNARELLI et al., 1987), erschwert allerdings durch
die Detektion kreuzreaktiver AK, die gegen Leptospiren, Spirochédten aus dem Magen-
Darm-Trakt sowie gramnegative Enterobakterien  gerichtet sein  konnen
(BURGDORFER et al., 1982; MAGNARELLI et al, 1987; KASBOHRER &
SCHONBERG, 1990; TALASKA, 1998), die zielgerichtete Diagnostik. Obwohl der
IFAT aufgrund der Verwendung des gesamten AG-Spektrums morphologisch intakter
Borrelien als nicht sehr spezifisch gilt (TALASKA, 1998; STRAUBINGER, 2015),
wird seine diagnostische Verwendung fiir den Nachweis von Borrelien-Antikdrpern
auch beim Pferd beschriecben (MAGNARELLI & ANDERSON, 1988) und
insbesondere fiir die Validierung von Seroprivalenzen immer noch eingesetzt
(DURRANT et al., 2011). Ein weiterer defizitirer Aspekt des IFAT ergibt sich aus
dessen Unfihigkeit, zwischen geimpften Individuen und einer Feldinfektion zu
unterscheiden (LITTMAN et al., 2006). Nicht zuletzt hinsichtlich der mangelnden
Vergleichbarkeit der Ergebnisse durch die Anwendung uneinheitlicher Protokolle in den
durchfiihrenden Laboren wird der IFAT mittlerweile als ungeeignet fiir die routinierte

Borrelien-Diagnostik angesehen (CRAFT et al., 1984; STRAUBINGER, 2015).
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4.3.2. Zweistufentest

Um falsch-positive Testergebnisse aufgrund unspezifischer Reaktionen durch
kreuzreaktive, gegen andere Spirochdten (Leptospiren, Treponemen) gerichtete AK
(BRUCKBAUER et al., 1992; SHIN et al., 1993) zu vermeiden, wird in der
Humanmedizin seit 1995 von den Centers of Disease Control die serologische
Diagnostik im sogenannten Zweistufentest empfohlen (STEFFEN & HIRSCH, 2005;
STEERE et al., 2008). Bestehend aus einem ELISA mit anschlieBendem Immunoblot
hat sich der Zweistufentest auch in der Veterindrmedizin als Methode der Wabhl fiir die
Labordiagnose der LB etabliert (SHIN et al., 1993; CHANG et al., 2000b;
MAGNARELLI et al., 2000; STRAUBINGER, 2015). Mittels eines sensitiven ELISA
konnen Seren zunéchst unkompliziert und schnell vorselektiert werden. Im Anschluss
erfolgt bei grenzwertigen oder positiven Resultaten ein Immunoblot in Form des WB
oder eines Line-Immunoassay zur genaueren Analyse der Immunreaktion. Da nur jene
Proben als positiv eingestuft werden, welche sowohl im ELISA positiv reagieren als
auch im Immunoblot spezifische Banden aufweisen, verringert sich die Anzahl

unspezifisch positiver Ergebnisse (STEFFEN & HIRSCH, 2005).

4.3.2.1. ELISA

Das spezifische ELISA-Testsystem, basierend auf dem AK-Nachweis im Sinne eines
Schliissel-Schloss-Prinzips, ist in der Lage, sowohl IgG- als auch IgM-AK in der zu
untersuchenden Probe nachzuweisen (CRAFT et al., 1984; MAGNARELLI &
ANDERSON, 1988). Fiir den Nachweis von Infektionskrankheiten (ENGVALL &
PERLMANN, 1972) kommt auch in der Borrelien-Diagnostik ein indirekter ELISA
zum FEinsatz. Dieser arbeitet mit enzymgekoppelten Sekundirantikorpern, welche im
Serum vorhandene AK (Primér-AK) detektieren, die an auf einer Mikrotiterplatte
aufgetragenes AG binden. Im Falle des Vorhandenseins von Primirantikorpern in der
Probe findet eine Enzym-Substrat-Reaktion statt, deren Farbentwicklung photometrisch
messbar ist. Die AK-Konzentration korreliert hierbei mit der Farbintensitit (VOLLER
et al., 1978). Der ELISA erméglicht somit die schnelle und unkomplizierte Detektion
negativer Seren und kann unter dem Aspekt einer kostengiinstigen Vorselektion der
Proben dazu beitragen, unspezifisch positive Ergebnisse zu verringern (MAGNARELLI
et al., 1997; STEFFEN & HIRSCH, 2005). Obwohl der Einsatz sowohl von Borrelien-
Ganzzell-Lysat als auch von rekombinantem AG eine hohe Sensitivitdt des ELISA mit
sich bringt, bediirfen positive sowie grenzwertige Resultate einer nachfolgenden

Untersuchung mittels Immunoblot. Nur dieser ist in der Lage, die Immunantwort zu
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spezifizieren hinsichtlich des Vorliegens von Infektion, Impfung oder unspezifischer

Reaktion (KRUPKA, 2009).

4.3.2.2. KELA

Eine Modifikation des ELISA wurde bereits in den 1980er Jahren durch die
Entwicklung des KELA bekannt. Im Gegensatz zum ELISA, welcher die AK-Detektion
zu einem vordefinierten Zeitpunkt nachweist, besteht die Besonderheit des KELA darin,
in einer vorgegebenen Zeitspanne computergestiitzt dynamische Messungen der
Extinktion durchzufiihren, um die Kinetik der Immunkomplexbildung zu erfassen.
Hierbei ist die Rate an gemessener Enzym-Substrat-Reaktion proportional zu der AK-
Konzentration in der untersuchten Probe (TSANG et al., 1980). Ein Protokoll fiir den
zuverldssigen Nachweis von IgG-Antikorpern gegen Erreger des Bbsl-Komplexes bei
Hunden wurde in den 1990er Jahren an der Cornell University (Ithaca, New York,
USA) erarbeitet (SHIN et al., 1993) und erprobt (CHANG et al., 1995; JACOBSON et
al., 1996). Nach entsprechender Beschichtung mit Borrelien-Lysat-AG (B. burgdorferi
strain N40) sowie Inkubation der Mikrotiterplatten erfolgt eine dreimalige
Extinktionsmessung (Bio-Tek EL312 reader) der Enzym-Substrat-
Farbkomplexbildungsreaktion in einminiitigem Abstand bei einer Wellenlidnge von
650 nm. Aus den Messergebnissen jeder untersuchten Probe wird anhand der Steigung
innerhalb einer linearen Funktion die Reaktionsgeschwindigkeit berechnet (SHIN et al.,
1993). Basierend auf diesem Protokoll wird die Umrechnung der gemessenen Werte der
Einheit ,,optische Dichte (OD) in vergleichbarere Einheiten (KELA units) mittels
Microsoft Office Excel 2003 fiir Windows geschildert (KRUPKA, 2009). Die
erfolgreiche Anwendung des KELA fiir die AK-Detektion in equinen Seren basierend
auf diesem Protokoll wird in zwei experimentellen Infektionsversuchen beschrieben
(CHANG et al., 1999; CHANG et al., 2000b) und findet ebenso als diagnostische
Komponente des Zweistufentests Erwihnung (DIVERS et al., 2001).

4.3.2.3. Western-Blot

Fiir die weitergehende Beurteilung grenzwertiger sowie die Bestitigung positiver
Befunde aus vorangegangenen Untersuchungen via ELISA bzw. KELA erfolgt die
Durchfithrung eines Immunoblots als zweiter Schritt der Zweistufendiagnostik. IThm
kommt aufgrund der exakteren Identifikation seropositiver Tiere durch die Bestimmung
hochspezifischer AK als verlisslichste Methode des indirekten Erregernachweises auch

bei Equiden groe Bedeutung zu (DZIERZECKA & KITA, 2001a). Die spezifischere
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Immunantwort des WB (WILSKE & PREAC-MURSIC, 1993) wird gewihrleistet
durch die Verwendung von in einem ersten Schritt durch Gelelektrophorese
groBenchronologisch aufgetrennten Proteinen. Nach deren Transfer auf eine
Nitrozellulosemembran, auf der sie gebunden werden, folgt die Inkubation der zu
untersuchenden Proben darauf. Die Sichtbarmachung der Immunreaktion geschieht
durch einen mit Farbstoff konjugierten Sekundir-AK sowie Substrat fiir die
Farbreaktion. Entsprechend des Vorhandenseins von Antikdrpern gegen spezifische
Proteine resultiert ein typisches Muster der entsprechenden Proteinbanden (HAAS &
BEER, 2015), deren Bezeichnung sich aus dem Buchstaben ,,p* sowie dem jeweiligen
Molekulargewicht in kDa ergibt. Aufgrund des differierenden Vorkommens pathogener
Borrelienspezies auf dem nordamerikanischen sowie dem europdischen Kontinent gibt
es Empfehlungen, den AK-Nachweis mit entsprechend unterschiedlichem Lysat-AG
durchzufiihren (STEERE et al., 2008). In Europa werden hierfiir vorrangig Stimme von
B. afzelii und B. garinii eingesetzt (HAUSER et al., 1998, 1999). Hinsichtlich der
diagnostischen Aussagekraft werden neben dem Vorhandensein von Antikorpern, die
gegen pl7, p39 sowie Proteine mit Molekuarmassen zwischen 83 und 100 kDa gerichtet
sind, vor allem gegen VISE gerichtete AK als spezifische Immunreaktionen gedeutet.
Das VIsE-Oberflachenprotein weist stark immunogene Epitope auf (siehe Kapitel
2.2.2.) und wird aufgrund der in-vivo-Exprimierung durch lebende Borrelien als
spezifischer Infektionsmarker betrachtet (ZHANG et al., 1997; LIANG et al., 1999a;
PHILIPP et al.,, 2001). Hauser et al. verweisen in einigen Studien auf eine
entsprechende Interpretation der fiir die Diagnostik in der Humanmedizin relevanten
Proteinbanden. Demnach ist das Auftreten deutlicher Signale an den Banden pl4, 17,
21, 23 (OspC), 30, 39, 43, 58 und p83/100 in einem B.-afzelii-Stamm-basierten IgG-
WB als positives Ergebnis zu interpretieren (HAUSER et al., 1997, HAUSER et al.,
1998, 1999). Fiir den Nachweis von IgM-Antikérpern in einem entsprechend
detektierenden B.-afzelii-basierten WB sind Signale an den Banden p17, 23 (OspC) und
p39 aufgrund einer frithzeitigen, gegen diese Oberflichenproteine gerichteten
Immunreaktion des Wirtes, ausreichend fiir einen positiven Befund. Jedoch ist die
Aussagekraft aufgrund der schwicheren Sensitivitit verglichen mit jener des

Nachweises von IgG-Antikorpern im WB nur begrenzt (HAUSER et al., 1999).

Als spezifischer Nachweis einer erfolgreichen Vakzinierung von Hunden konnte die
p31-Bande nach Injektion eines OspA-AK-indizierenden Impfstoffes identifiziert
werden (STRAUBINGER et al., 1995).
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Miiller und Mitarbeiter identifizierten in einer serologischen Untersuchung mit n = 309
Pferden im jahreszeitlichen Verlauf mittels IgG-WB B. afzelii als die potenziell
infektioseseste Genospezies im Vergleich mit Antigenen von Bbss, B. garinii,
B. lusitania und B. valaisiana. Die Rate positiver WB-Ergebnisse bei dieser
Borrelienspezies bewegte sich bei n = 186 zweimalig beprobten Tiere zwischen 53 %
und 91 %. Insgesamt traten AK gegen spezifische Antigene mit den Molekuarmassen
17, 23, 39, 41 sowie > 83 kDa am héufigsten auf. Starke Kreuzreaktivititen werden
neben p41 ebenfalls fiir Borrelien-Antigene angenommen, deren molekulare Masse sich
zwischen 83 und 100 kDa sowie 49 und 72 kDa bewegt (MULLER et al., 2002).
Ahnliches berichten auch Dzierzecka und Kita mit dem Milenia-Blot-Borrelia IgG Test
(MIDBO IgG-Kit 30 TESTS: DPC Bierman GmbH) in einer Untersuchungsreihe mit
n = 87 Pferdeseren. Primir detektierten die Autoren hier AK gegen Borrelienproteine
mit den Molekularmassen 34 (OspB), 41, 60, 66, 72 und 93 kDa bei den als positiv
interpretierten Befunden. Gleichzeitig traten AK gegen 41 kDa grofle Antigene auch in
55,5 % der als negativ befundeten Proben auf, woraus die Autoren auf eine minimale
Spezifitidt dieser Bande schlieBen (DZIERZECKA & KITA, 2001a). Krupka und
Mitarbeiter berichten beziiglich der Auswertung von equinen Seren von gehduften
Immunreaktionen mit den Proteingroflen 41, 60, 75 und 83/100 kDa; schreiben diesen
jedoch geringe Bedeutung zu, da es sich primdr um gegen Flagellen- und
Hitzeschockproteine von Borrelien gerichtete AK handelt. Mit rekombinant erzeugtem
VISE, welches sich sowohl bei Menschen als auch Hunden in der serologischen
Diagnostik als infektionsspezifisch erwies, konnten die Autoren in Seren von Pferden

nur eine schwache Immunreaktion beobachten (KRUPKA, 2012).

4.3.2.4. Line-Immunoassay

Der LIA ist ein auf dem IgG-WB-Prinzip basierendes Testverfahren fiir den qualitativen
Nachweis spezifischer AK gegen Erreger des Bbsl-Komplexes. Im Gegensatz zum WB
erfolgt die Beschichtung der Nitrozellulosemembran mit Borrelienproteinen durch ein
besonderes Sprithverfahren, welches ,,das Aufbringen verschiedener, rdumlich
voneinander abgegrenzter Antigene in unterschiedlichen Konzentrationen oder
Préparationen® zuldsst. Dadurch wird der Vorteil dieses Verfahrens in der erleichterten
Interpretation aufgrund der reduzierten Anzhal aufgespriithter Proteine gesehen
(KRUPKA, 2012). In einer 2008 in der Humanmedizin durchgefiihrten Studie zur
Beurteilung von Sensitivitit und Spezifitit im Vergleich zu anderen serologischen

Testverfahren (IFAT, ELISA) schreiben die Autoren dem verwendeten, mit
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rekombinanten Borrelien-Proteinen beschichteten LIA die hochste Sensitivitit (93,2 %)
zu. Fiir die von Patienten mit LB assoziierter Arthritis stammenden Serumproben zeigte
das Bandenmuster DbpA und VIsE fiir die Detektion von IgG-Antikdrpern die hochste
Sensitivitit (LENCAKOVA et al., 2008).

Aktuell ist fiir das Pferd beziiglich der Bestimmung einheitlicher Auswertungskriterien
eines LIA, angesichts unvollstindiger Erkenntnisse iiber die Ausbildung von
spezifischen Antikorpern gegen bestimmte Borrelienantigene bei dieser Spezies, noch
kein ausreichender Kenntnisstand vorherrschend. Krupka und Mitarbeiter fanden
heraus, dass sich das Protein DbpA fiir den spezifischen Nachweis von Antikdrpern
gegen Erreger des Bbsl-Komplexes in Pferdeseren via LIA (Borrelia Veterindr plus
OspA LINE; Sekisui Virotech GmbH, Riisselsheim, Germany) eignet. Ferner erwiesen
sich die Proteinbandenkombinationen VISE-Mix horse, DbpA und p38 bei 25 % der als
positiv (,,Infektion*) kategorisierten Proben, als interessantes Auswertungskriterium.
Als nicht spezifisch stuften die Autoren den Nachweis von Antikdrpern gegen OspA
und OspC ein, da sich diese bei Proben aller Befundkategorien (,,negativ* ,,grenzwertig*

und ,,Infektion®) fanden (KRUPKA, 2012).

4.3.2.5. Cg-Peptid-Schnelltest

Eine sinnvolle Ergédnzung der Zweistufendiagnostik stellt der auf dem ELISA-Prinzip
basierende Cg-Peptid-Schnelltest dar (STRAUBINGER, 2015). Durch die Verwendung
hochspezifischer Peptidantigene von Erregern aus dem Bbsl-Komplex dient dieser Test
der Detektion erregerspezifischer Serum-AK und somit der Identifikation infizierter
Tiere. Das C¢-Peptid, bestehend aus 25 Aminoséuren, stellt ein der invariablen Region 6
(IR¢) des infektionsspezifischen VISE-Oberflichenproteins stoffwechselaktiver
Borrelien nachempfundenes (rekombinantes) Peptid dar. Beim Nachweis anthropoider,
humaner, caniner sowie muriner LB-Infektionen stellte sich das Ce-Peptid im Vergleich
zu den iibrigen fiinf invariablen Regionen des VISE-Proteins als das mit dem hochsten
AG-Potenzial heraus (LIANG et al, 1999a; LIANG & PHILIPP, 1999). Ein
signifikanter Vorteil des Ces-Peptid-basierten ELISA-Testsystems ergibt sich aus der
Inexistenz von Kreuzreaktivtivititen beziiglich impfspezifischer OspA-Antikorper.
Dieser Sachverhalt konnte sowohl beim Menschen als auch fiir Hunde nachgewiesen
werden. Zusitzlich zeigte sich bei experimentell infizierten Hunden ein messbarer
Cs-AK-Spiegel bereits innerhalb von drei Wochen nach Infektion, wodurch sich die
Moglichkeit einer frithzeitigeren Diagnostik gegeniiber bisherigen Testsystemen,

welche mit Lysat-Proteinen arbeiten, eroffnet (LIANG et al., 1999b; LIANG et al.,
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2000; LEVY, 2001; O'CONNOR et al., 2004). Ein weiterer bedeutender Nutzen der
Ce-Peptid-basierten Diagnositk stellt die Erkenntnis des messbaren Absinkens der
Ce-Antikorperspiegel bis unter die Detektionsgrenze nach gezielter antibiotischen
Behandlung dar, was fiir Menschen sowie Hunde bewiesen wurde (PHILIPP et al.,
2001). Ein kommerziell verfiigbares, auf der ELISA-Technologie basierendes in-vitro-
Diagnostikum, welches das Cg-Peptid fiir den Antikorpernachweis nutzt, eignet sich
auch fiir den schnellen, unkomplizierten Einsatz in der tierdrtzlichen Praxis (LEVY et
al., 2001; LEVY, 2001). Obwohl dieses Testsystem urspriinglich fiir die AK-Detektion
in caninen Seren entwickelt wurde, erwies es sich bei der Untersuchung feliner Seren
ebenfalls als geeignete Methode (LEVY et al, 2003) und konnte auch bereits
erfolgreich bei Pferden angewendet werden (JOHNSON et al., 2008; HANSEN et al.,
2010; MAURIZI et al., 2010). Chandrashekar und Mitarbeiter schreiben demCg-Peptid-
Schnelltest (SNAP® 4Dx, IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, Maine, USA) im
Vergleich mit dem WB eine Sensitivitit von 100 % und eine Spezifitit von 95 % bei
der Detektion von AntikOrpern gegen Bbsl in Serumproben von Equiden zu
(CHANDRASHEKAR et al., 2008). Zu einem nicht ganz iibereinstimmenden Resultat
kamen die Forscher um Amy L. Johnson in zwei neunmonatigen Studien mit
experimentell infizierten Ponys. Im Gegensatz zum WB ermittelten sie eine Sensitivitit

von 63 % bei einer Spezifitidt von 100 % fiir den SNAP® 4Dx (JOHNSON et al., 2008).

4.3.3. Lyme Multiplex Assay

Als Entwicklung des Animal Health Diagnostic Center der Cornell University (Ithaca,
New York) basiert der Lyme Multiplex Assay auf einer simultanen Detektion dreier
borrelienspezifischer Antigene (OspA, OspC, OspF) in einer Serumprobe. Durch
Kopplung der rekombinanten Oberflichenproteine an fluoreszierende Kiigelchen
(Multiplex beads) entsteht im Falle des Vorhandenseins spezifischer AK gegen OspA,
OspC oder OspF mithilfe eines biotinkonjugieren Anti-Pferd-Antikérpers und des
biotinbindenden Streptavidin-Proteins sowie des Farbstoffes Phycoerythrin (PE) ein
immunfluoreszierender Komplex. Ein ,,Multiplex reader* evaluiert anschlieBend anhand
dessen Intensitit die ,Median fluorescent intensities (MFI), welche die
Ausgabeeinheiten dieses Testverfahrens darstellen. AK-Konzentrationen werden dabei
im pg/ml-Bereich detektiert, wohingegen ELISA und WB Konzentrationen im ng/ml-
bzw. pg/ml-Bereich nachweisen (WAGNER et al., 2011a). Resultate des Lyme
Multiplex Assay gelten als positiv ab MFI-Werten von > 2.000 fiir OspA, > 1.000 fiir
OspC und > 1.250 fiir OspF (FUNK et al., 2016). Zudem erlaubt der Multiplex Assay
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die Identifikation von gegen Bbsl gerichteten Antikdrpern bereits 3-5 Wochen nach
stattgefundener Infektion (WAGNER et al., 2013), wohingegen die AK-Detektion via
ELISA und WB in experimentell infizierten Tieren frithestens nach 5-6 Wochen gelang
(CHANG et al., 2000b). Als quantitatives Testverfahren ist der Lyme Multiplex Assay
laut Entwickler in der Lage, anhand des ermittelten AK-Profils Riickschliisse auf den
Infektions- und Impfstatus der untersuchten Individuen sowie den Zeitpunkt der
Infektion mit LB-Erregern zuzulassen. So gilt die Detektion von OspC- und OspF-
Antikorpern bzw. der alleinige Nachweis von OspC-Antikorpern als Beleg frither
Infektionsstadien. Forscher der Cornell University begriinden dies mit dem friihzeitg
moglichen OspC-AK-Nachweis bereits drei Wochen nach einer Infektion mit Bbsl
sowie dem Absinken derselben im Serum nach 7-11 Wochen. Hingegen seien OspF-AK
5-8 Wochen post infectionem nachweisbar, welche auf hohem Niveau stagnieren
wiirden und somit hinweisend fiir eine chronische LB seien (WAGNER & ERB, 2012).
Fiir die Beurteilung der Aussagekraft hinsichtlich des Nachweises von OspF-
Antikorpern ergab ein Vergleich des Lyme Multiplex Assay mit dem Zweistufentest
sowie einem kommerziellen Cg-basierten Schnelltest eine hohe Korrelation zwischen
den Ergebnissen des Ceq-Tests und dem Nachweis von OspF-Antikorpern bei mit LB-
Erregern infizierten Hunden und einer nichtinfizierten Kontrollgruppe (WAGNER et
al.,, 2013). Bei Pferden zeigte der Vergleich der Ergebnisse zwischen Cg-Test und
Multiplex Assay, dass AK gegen OspF belastbarere Infektionsmarker darstellten als
gegen das synthetische Cg-Peptid gerichtete AK. Es wird davon ausgegangen, dass
Pferde mit positivem OspF-Anitkorpernachweis sowie negativer OspC-AK-Detektion
seit mindestens fiinf Monaten mit B. burgdorferi infiziert sind (WAGNER et al., 2011a;
WAGNER et al., 2013). Das Vorhandensein von OspA-Antikorpern gilt als spezifischer
Nachweis fiir die Verabreichung einer OspA-Impfvakzine (CHANG et al., 1999).
Ergebnisse einer Evaluierungsstudie fiir den Einsatz des LIA (Borrelia Veterinér plus
OspA LINE; Sekisui Virotech GmbH, Riisselsheim, Germany) in der equinen
Borreliendiagnostik stehen jedoch in Widerspruch zu den von Wagner und Mitarbeitern
veroffentlichten Resultaten. Der Nachweis von Antikorpern gegen OspC wurde hier
aufgrund des Vorkommens in allen eruierten Befundkategorien (,,Negativ®,
,Grenzwertig®, ,Infektion*) als unspezische Serumreaktion interpretiert. Ebenso waren
OspA-AK in allen drei Befundkategorien vertreten und somit als unspezifisch
einzustufen (KRUPKA, 2012). Ahnliches wird in einer Seroprivalenzstudie postuliert,
in der die Autoren von n =250 untersuchten Pferden n =16 mit positiven OspA-

Antikorpern verifizierten, obwohl keinem dieser Tiere vorab eine OspA-Vakzine
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verabreicht wurde (FUNK et al., 2016). Neben der Verlaufskontrolle eines
antibiotischen Behandlungserfolges frithestens sechs Wochen (akute Infektion) bzw.
drei Monate nach Therapiebeginn (chronische Infektion), basierend auf dem Riickgang
der IgG-AK, eignet sich der Lyme Multiplex Assay auch fiir den Nachweis
borrelienspezifischer AK aus Zerebrospinalfliissigkeit (CSF). Um die Diagnose einer
equinen Neuroborreliose zu untermauern, sind neben dem Vorhandensein
neurologischer  Krankheitsanzeichen, einer lymphozytiren Pleozytose das
Vorhandensein von Antikdrpern gegen borrelienspezifische Antigene in Serum und

CSF notwendig (WAGNER et al., 2011b; DIVERS, 2013; WAGNER, 2014).

4.3.4. Lymphozyten-Transformationstest

In den vergangenen Jahren gab es Bestrebungen, Nachteile des verzogerten
serologischen Nachweises borrelienspezifischer AK sowie die unzureichende
Sensitivitit von PCR und Kultur fiir den direkten Borreliennachweis durch die
Entwicklung alternativer Testverfahren zu kompensieren (VON BAEHR et al., 2007).
In den Fokus riickte der Lymphozyten-Transformationstest (LTT) zur Bewertung der
frithzeitigen, zelluliren Immunantwort durch die Darstellung der Proliferationskapazitit
zytotoxischer T-Lymphozyten (CTL). Dessen Durchfithrung erfordert zunichst die
Abtrennung der Lymphozytenfraktion aus Patientenblut durch Zentrifugation der mit
Salzlosung und Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer (Ficoll) versetzten Blutprobe.
AnschlieBend erfolgt die Inkubation der Lymphozyten mit lysierten Erregern
entstammenden oder rekombinanten Borrelienantigenen (SIEGMUND-SCHULTZE,
2007), AG-priasentierenden Zellen (APC) sowie der Zugabe von tritiiertem Thymidin
(SH—Thymidin) 16 Stunden vor der Zellernte (BARNETSON & GAWKRODGER,
1995). Die Proliferation AG-stimulierter Lymphozyten wird von einer vermehrten
DNA-Synthese begleitet, was zur intrazelluliren Aufnahme des Nukleotids
3H—Thymidin sowie zu dessen Einbau in die DNA der Lymphozyten fiihrt. Nach Ablauf
der 4-5-tigigen Markierungszeit (EVISON et al., 2005) und hypotoner Zelllyse wird der
Uberstand  durch  einen  Glasfaserfilter  filtriert. Sind  borrelienspezifische
T-Lymphozyten im Blut vorhanden, verbleiben deren markierten DNA-Molekiile im
Filter. AbschlieBend kann die B-Strahlung des DNA-gebundenen *H-Thymidins als MaB
fir die Zellteilung mittels Szintillationszihler bestimmt werden (SCHUTT &
BROKER, 2011b). Einen diagnostischen Zusatznutzen sehen manche Autoren fiir den
mit spezifischen Borrelienlysatantigenen (OspA, OspC, p39, BapA, pG) der Spezies

Bbsl, B. afzelii und B. garinii entwickelten LTT in der frithzeitigen Detektion aktiver
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Borrelieninfektionen sowie der Verlaufskontrolle disseminierter Borrelieninfektionen
und der Abkldarung serologisch grenzwertiger Fille (BAUER et al., 2001;
VALENTINE-THON et al., 2007; VON BAEHR et al., 2012). Das nationale
Referenzzentrum fiir Borrelien kritisiert hingegen, dass der LTT im Vergleich zur
Serologie eine geringere Sensitivitdt und Spezifitiat aufweist und auch aufgrund nicht
standardisierter Verfahren ungeeignet fiir die Diagnostik der LB ist. Der Verzicht des
LTT fiir die Routinediagnostik wird daher mit Evidenzgrad A bewertet (WILSKE &
FINGERLE, 2005). Eine analoge Position bezieht unter anderen die Schweizerische
Gesellschaft fiir Infektiologie (EVISON et al., 2005; DESSAU et al., 2014).

4.3.5. ELISPOT

Als eine Art Modifizierung des LTT kann der auf dem Sandwich-ELISA basierende
Enzyme-Linked Immunospot Assay (ELISPOT) zur Quantifizierung AG-spezifischer
CTL, beruhend auf deren Zytokinproduktion, angesehen werden (CZERKINSKY et al.,
1988). Analog des LTT findet beim ELISPOT eine T-Lymphozytenstimulierung durch
Inkubation mit rekombinanten Borrelienantigenen sowie APC statt. Erreicht das nach
Aktivierung der CTL von diesen sezernierte Interferon y (IFNy) in deren unmittelbarer
Zellumgebung hohe Konzentrationen, wird es durch an der Mikrotiterplatte gekoppelte
IFNy-Fang-AK gebunden. Nach hypoosmotischer Zelllyse und Entfernung der Zellreste
erfolgt die Inkubation mit enzymgekoppeltem IFNy-Detektions-AK, welcher sich nicht
gegen dasselbe Epitop richtet, wie der IFNy-Fang-AK. Die Immunkomplexbildung wird
mittels chromogenen Substrats sichtbar, woraus farbige Punkte (spots) um die IFNy
produzierenden Zellen resultieren. Eine computergestiitzte Auszdhlung der entstandenen
spots soll in Bezug zur Anzahl der urspriinglich eingesetzten Lymphozytenmenge
wiederspiegeln, ob diese durch Kontakt mit Borrelien spezifisch erhoht sind
(JANEWAY et al., 2001; SCHUTT & BROKER, 2011a). Obwohl eine 2013
veroffentlichte Studie einem neu entwickelten ELISPOT (iSPOT Lyme™) eine
signifikant hohere Spezifitit sowie Sensitivitéit verglichen mit dem WB zuschreibt (JIN
et al., 2013), erachten andere Autoren dieses Testverfahren aufgrund der nicht
korrelierenden Ergebnisse mit serologischen Befunden als unbrauchbar fiir die

Routinediagnostik.

Zudem finden sich variable Angaben hinsichtlich Spezifitiit (82-94 %) und Sensitivitit
(36-84 %) des ELISPOT mit Borrelien-AG (NORDBERG et al., 2012; JIN et al., 2013).
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Der als SpiroFind Vet™ (Boulder Diagnostics Europe GmbH, Mellrichstadt, Germany)
seit 2013 in Deutschland vertriebene ELISPOT eignet sich laut Herstellerangaben
sowohl fiir die Detektion akuter Infektionen sowie ,,zur Erkennung [...] der spiten
Infektionsphase der Borreliose* und wird auch fiir die Diagnostik bei Hund und Pferd
angeboten. Jedoch sind sowohl LTT als auch ELISPOT bisher nur fiir die
Verlaufskontrolle der Tuberkulose validiert (FDA, 2008); deren Verwendung wird
daher nicht fiir die Borreliendiagnostik empfohlen (WILSKE & FINGERLE, 2005;
MARQUES, 2015).
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III. TIERE, MATERIALIEN UND METHODEN

1. Tiere

Die vorliegende Arbeit umfasst die Daten von Equiden im Alter von Y2 bis 31 Jahren,
deren Blutproben im Zeitraum von 2003 bis 2008 im Institut fiir Immunologie der
Veterindrmedizinischen Fakultdt der Universitdt Leipzig sowie ab 2008 bis 2015 am
Lehrstuhl fiir Bakteriologie und Mykologie des Veterindrmedizinischen Departments
der Tiermedizinischen Fakultdt der LMU Miinchen serologisch auf das Vorhandensein
von Antikorpern gegen B. burgdorferi untersucht wurden. Der hier vorgestellte
Patientenfundus reprisentiert keine natiirliche Population, da die Einsendung der
Blutproben lediglich im Falle des Verdachtes einer Infektion mit Erregern des Bbsl-
Komplexes stattfand, wodurch eine Vorselektion durch die Absender gegeben war.
Dennoch handelt es sich um eine sehr umfangreiche retrospektiv betrachtete Kohorte
von mehr als 2.000 Individuen, {iiberwiegend aus Pferden (Equus caballus)
verschiedenster Rassen sowie Eseln (Equus asinus) bestehend. Soweit den beigefiigten
Vorberichten entsprechende Angaben zu entnehmen waren, befanden sich die
untersuchten Equiden zum Zeitpunkt der Beprobung iiberwiegend in privatem Besitz.
Eine Unterteilung nach der jeweiligen Nutzungsart sowie der Haltungsform der Tiere
war aufgrund unzureichender Informationen in den beigefiigten Vorberichten hierzu
nicht moglich. Daten zu Angaben der Tierhalter hinsichtlich des Signalements (Alter,
Rasse, Geschlecht) sowie der Nationalitidt der Tiere wurden hingegen erfasst und in die
Auswertung integriert, sofern eine entsprechende Dokumentation in der Anamnese
vorhanden war. Da es sich bei den erfassten Patientendaten um postalisch iibermittelte
Angaben von praktizierenden Tierdrzten sowie tiermedizinischen Institutionen aus
Europa handelt, konnte deren Echtheit nicht personlich mittels Legitimation durch
erforderliche Dokumente (Equidenpass) iiberpriift werden, obgleich in einigen Fillen
die Lebensnummer der zu untersuchenden Equiden im Vorbericht Erwédhnung fand.
Weil es sich bei der vorliegenden Arbeit um keine experimentelle Studie mit
festgelegten Einschluss- und Ausschlusskriterien fiir teilnehmende Probanden/Patienten
handelt, entsprechen die erhobenen Daten aus dem herangezogenen Patientenfundus

weitestgehend Feldbedingungen.
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2. Materialien

Fiir die Auswertung herangezogen wurden die Daten aller im erwéhnten Zeitraum von
praktischen Tierdrzten bzw. tiermedizinischen Facheinrichtungen (Labore) aus dem
gesamten Bundesgebiet sowie zwei Staaten des europdischen Kontinents eingesandten
Blutproben von Equiden. Die Einsendung der Proben erfolgte gezielt fiir die spezifische
Untersuchung auf das Vorhandensein von Antikorpern gegen Erreger aus der Bbsl-
Gruppe. Eine kurze Anamnese mit Angaben zu Impfstatus, Signalement, Standort des
Tieres sowie Vorbehandlung und Zeckenexposition lag einem Teil der zugesandten
Blutproben bei. Zusitzliche labordiagnostische Parameter wurden von n = 243 Pferden
tibermittelt. Die serologische Untersuchung aller eingesandten Blutproben der Equiden
erfolgte von Januar 2003 bis einschlieBlich Mai 2007 mit Hilfe des etablierten
Zweistufentestsystems, bestehend aus einem quantitativen KELA zur Detektion
negativer Seren sowie einem WB, basierend auf Borrelien-Lysat-Antigenen, fiir die
exakte Charakterisierung positiver Seren. Die Durchfiihrung des fiir die Auswertung der
equinen Seren verwendeten KELA stiitzt sich auf die an der Cornell University (Ithaca,
New York, USA) in der Untersuchung von Hundeseren erprobten Protokolle (siehe
Kapitel 4.3.2.2.). Neben der erfolgreichen Etablierung in der Detektion von Borrelien-
Antikorpern in caninen Seren hat sich die Ubertragbarkeit dessen Verlisslichkeit ebenso
auf die Anwendung bei der Untersuchung von Pferdeseren erwiesen. Eine erste
Anpassung erfuhr das Testsystem im Juli 2004 durch die Erweiterung um einen C¢-AK-
Test (SNAP® 4Dx Test, IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, Maine, USA) auf dem
ELISA-Prinzip basierend (siehe Kapitel 4.3.2.5.). Durch die Verwendung
hochspezifischer Peptidantigene von Erregern aus dem Bbsl-Komplex sowie Ap dient
dieser der Detektion erregerspezifischer Serum-AK und somit der Identifikation
infizierter Tiere. Aufgrund der in-vivo-Exprimierung des Oberfldchenproteins VISE
durch lebende, stoffwechselaktive Borrelien um sich einer Immunantwort des Wirtes zu
entziechen wurde der WB im Mai 2007 um eine Bande mit rekombinantem VISE als
spezifischen Infektionsmarker erweitert. Von November 2011 bis einschlieBlich
Dezember 2015 kam neben dem KELA ein LIA (Borrelia Veterinary plus OspA LINE,
Sekisui Virotech GmbH, Riisselsheim, Germany) auf Basis eines IgG-WBs zum
Einsatz. Das in Zusammenarbeit mit Sekisui Virotech GmbH entwickelte Testkit ist fiir
den qualitativen Nachweis von Bbsl spezifischen IgG-Antikorpern sowohl fiir Hunde-
als auch fiir Pferdeseren geeignet (sieche Kapitel 4.3.2.4.). Nach einer am Lehrstuhl fiir

Bakteriologie und Mykologie des Veterindrmedizinischen Departments der
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Tiermedizinischen Fakultiat der LMU Miinchen durchgefiihrten Evaluierungsstudie zur
Validierung des  Line-Testsystems (KRUPKA, 2012) wurden folgende
Borrelienantigene fiir die serologische Borrelien-Diagnostik bei Pferden festgelegt:
DbpA Mix, OspC Mix, p39 (BmpA), p58, p83, VISE Mix horse. Der Zweistufentest in
der Kombination aus KELA und anschlieBend durchgefiihrtem LIA kommt im
Lehrstuhl fiir Bakteriologie und Mykologie des Veterindrwissenschaftlichen
Departments der Tierdrztlichen Fakultidt der LMU Miinchen in der Borrelien-Diagnostik

nach wie vor zum Einsatz.
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3. Methoden

3.1. Labordiagnostische Untersuchungen der Blutproben

Obwohl die Durchfiihrung serologischer Untersuchungsmethoden der in dieser Arbeit
retrospektiv betrachteten Kohorte nicht Bestandteil derselben war, erfolgt der
Vollstindigkeit halber die Beschreibung der angewandten Untersuchungsverfahren. Die
Blutproben der hier beleuchteten Equidenpopulation wurden, bedingt durch
Modifizierungsprozesse der entsprechenden Testsysteme im zeitlichen Verlauf, mit
geringfiigig divergierenden Methoden untersucht. Gemeinhin erfolgte die Untersuchung
der Seren nach dem Prinzip des Zweistufentests (siehe Kapitel 4.3.2.); lediglich auf
besonderen Anforderungswunsch des Einsenders wurde nur ein qualitativer Ce-Peptid-
Schnelltest (SNAP® 4Dx, IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, Maine, USA)
durchgefiihrt. Im  Folgenden werden die Protokolle der angewandten

Untersuchungsverfahren im Einzelnen geschildert.

3.1.1. KELA

Die Methodik des verwendeten KELA beruht auf Protokollen der Cornell University,
Ithaca, New York, USA (siehe Kapitel 4.3.2.2.). Um gegen Antigene lysierter Borrelien
gerichtete IgG-Antikorper in den zu untersuchenden Pferdeseren nachweisen zu kdnnen,
erfolgte zuvor die Herstellung von Ganzzellysat-Antigen unter Verwendung des
Stammes Bbss N40, wie von Krupka (2010) beschrieben (KRUPKA, 2009).
AnschlieBend wurden 96-Well-ELISA-Platten (Nunc MaxiSorp®, Wiesbaden,
Deutschland) in einer Menge von 100 pl (2,05 pg/100 ul) der hergestellten Lysat-
Antigen-Losung pro Kavitdt bestiickt. Als Hintergrundkontrollen wurde eine
entsprechende Anzahl Kavititen mit je 100ul 0,1 M Carbonatpuffer ohne
Antigenprisentation befiillt. Die mit Folie versiegelten Platten wurden iiber Nacht bei
4 °C inkubiert und anschlieend bis zu deren Gebrauch mindestens iiber einen Zeitraum
von 24 Stunden eingefroren. Vor Durchfithrung des KELA erfolgte zunichst das
Auftauen der Platten bei Raumtemperatur, woran sich vier Waschschritte dieser mit
phosphatgepufferter Kochsalzlosung mit 0,05 % Tween 20 (PBST) durch einen
automatischen ELISA-Washer anschlossen. Nachfolgend wurden alle untersuchten
Serumproben im Verhiltnis 1:100 mit PBST und 2 % Milchpulver (PBSTM) verdiinnt.
Aus dieser Serum-PBSTM-Losung wurden jeweils 100 ul in eine Kavitit mit Lysat-
Antigen und eine Kavitit mit Carbonatpuffer iiberfithrt. Zusitzlich wurden

Kontrollseren mit hochpositivem und negativem Infektionsantikorperspiegel auf jeder
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ELISA-Platte mitgefiihrt. Nach einstiindiger Inkubationszeit bei 37 °C erfolgte ein
weiterer Waschschritt, um daraufhin je 100 ul des Detektionsantikdrpers Anti-Horse-
IgG in einer 1:4.000-Verdiinnung pro Kavitidt aufzutragen. Nach weiterer halbstiindiger
Inkubation bei Raumtemperatur sowie erneutem Waschdurchgang der ELISA-Platten
wurden in jede Kavitdt 100 ul des Farbsubstrates Tetramethylbenzidin (TMB) gegeben,
wobei umgehend (innerhalb einer Minute) die kinetische Messung der
Extinktionszunahme mittels ELISA-Reader bei einer Wellenlinge von 650 nm
stattfand. Um im Verlauf der linearen Reaktionsfunktion deren Steigung messen zu
konnen, wurden die Werte der Extinktion — ausgegeben in Form der OD — in einem
zeitlichen Abstand von jeweils 45 Sekunden insgesamt dreimal gemessen. Zum Zwecke
der Standardisierung und Vergleichbarkeit wurde eine computergestiitzte Umrechnung
der Werte mithilfe von Microsoft Office Excel 2003 fiir Windows durchgefiihrt. Hierzu
wurden die in der Cornell University (Ithaca, New York, USA) fiir die eingesetzten
Kontrollseren etablierten KELA-Einheiten verwendet (siehe Kapitel 4.3.2.2.). Der
Grenzwert (Cut off) lag bei 100 KELA-Einheiten, wobei Ergebnisse > 100 KELA-

Einheiten als positiv interpretiert wurden.

3.1.2. Western-Blot

Gemill der Vorgehensweise des Zweistufentests wurden alle im vorausgegangenen
KELA positiv bewerteten Seren zusitzlich mittels Immunoblot (von Januar 2003 bis
einschlieBlich Mai 2007 mittels einfachem WB; von Mai 2007 bis einschlieBlich
Oktober 2011 via kommerziellem WB mit rekombinantem VISE sowie von November

2011 bis einschlieflich Dezember 2015 mithilfe des LIA) untersucht.

3.1.2.1. Lysat-Antigen-Western-Blot

Die Durchfiithrung des WB erfolgte unter Verwendung des bereits fiir den KELA eigens
hergestellten Ganzzellysat-Antigens des Stammes B. burgdorferi s.s. N40. Zunichst
wurden die Proteinfraktionen des Lysat-Antigens mittels SDS-PAGE unter einer
Spannung von 200 V entsprechend ihrer GroBe gelelektrophoretisch aufgetrennt,
woraufhin sich der Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran (15 x 15 cm)
mittels Blotting-Kammer (Tank-Blot-System) iiber Nacht mit gekiihltem Transferpuffer
bei 30 V anschlof. Um potenzielle Antigenbindungsstellen fiir in der zu untersuchenden
Probe eventuell vorhande unspezifische AK zu blockieren, wurden die beschichteten
Membranen je 10 Minuten in Transferpuffer und TBST-Puffer (pH = 10) gewaschen

und anschliefend mindestens 30 Minuten in 3 % Gelatine bei 37 °C inkubiert. Daran
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schlof sich ein fiinfminiitiger Waschschritt mit TBST (pH = 10) sowie die Fixierung der
Nitrozellulosemembran in der Mehrkanal-Western-Blot-Kammer an. Nachdem die zu
untersuchenden Serumproben in einer 1 %igen Gelatinelosung 1:10 verdiinnt wurden,
erfolgte die Befiillung der Kanidle. Um ein Austrocknen der Grofenmarker-
Membranbereiche zu verhindern, wurden diese mit 1 % Gelatine aufgefiillt, die gesamte
Membran anschlieBend bei 37 °C eine Stunde inkubiert. Einem Waschschritt mit TBST
(pH = 10) folgte die Entfrenung der Membran aus der Kammer, um diese selbst 10
Minuten in TBST (pH = 10) zu waschen. Nach Zugabe des Detektionsantikorpers (Anti-
Horse-IgG) in einer 1:1.000-Verdiinnung in TBST (pH =7,5) sowie StrepTactin zur
Markierung des biotinylierten Proteinmarkers wurde die Membran eine Stunde bei
37 °C inkubiert. Darauthin wurde die Membran einmalig in TBST-Puffer (pH = 10)
sowie zweimalig in TBST-Puffer (pH =7,5) gewaschen. Nachdem zu letztgenanntem
Puffer in kaltem Methanol gelostes Peroxidase-Substrat (Opti 4-CN) mit
Wasserstoffperoxid gegeben wurde, erfolgte die Inkubation der Membran bis zur
Ausbildung der gewiinschten Farbintensitét der Proteinbanden, wobei die Reaktion nach
10 bis 15 Minuten durch wiederholtes Waschen in Aqua dest. gestoppt wurde. Nachdem
die Membran bei dunkler und kiihler Lagerung trocknete, fand fiir die sich
anschliefende Auswertung zunichst die Einordnung der ausgebildeten Proteinbanden
entsprechend ihrer Groe anhand der Proteinmarker fiir das Molekulargewicht statt.
Analog bereits publizierter Erkenntnisse zur Auswertung eines WB mit Borrelienlysat-
AG bei Hunden (SHIN et al., 1993; STRAUBINGER et al., 2001; KRUPKA, 2009)
erfolgte die Befundung basierend auf dem Vorhandensein einzelner und/oder
kombinierter infektionsspezifischer, impfspezifischer und unspezifischer Banden unter
Berticksichtigung des jeweils vorausgegangenen KELA- und eventuell vorhandenen Ce-
Peptid-Schnelltest-Ergebisses. Entsprechend galten Proteinbanden mit Molekular-
gewichten von 14, 17, 30, 39, 43, 58 und 100 kDa als hinweisend fiir das
Vorhandensein infektionsspezifischer AK, wobei mindestens zwei dieser Banden
gleichzeitig vorhanden sein mussten. Serumreaktionen gegeniiber Proteinen der Grofen
41, 60, 75 sowie 83/100 kDa sind als unspezifische, iberwiegend gegen Hitzeschock-
und Flagellenproteine der Borrelien gerichtete Immunrektionen bei Pferden zu
interpretieren, welche sowohl bei Infektion als auch Impfung auftreten konnen
(KRUPKA, 2012). Als impfspezifische Reaktion wurden Signale an den Banden
p31 (OspA) und 34 (OspB) interpretiert (KRUPKA, 2009).



III. Tiere, Materialien und Methoden 50

3.1.2.2. Western-Blot mit rekombinantem VIsSE

Ab Mai 2007 bis einschlieBlich Oktober 2011 kam anstatt des in Kapitel 3.1.2.1.
beschriebenen Lysat-AG-WB ein kommerziell erhiltliches Testsystem auf der Basis
von B.-afzelii-Lysat-AG (Borrelia afzelii + VISE Eco Blot IgG Western-Blot, Genzyme
Virotech GmbH, Riisselsheim) in der equinen Borreliendiagnostik zum Einsatz. Durch
die Moglichkeit des Aufsprithens rekombinanten VISEs auf die antigenbeschichtete
Membran konnten somit ergéinzend infektionsspezifische, gegen VISE gerichtete AK
detektiert werden. Zudem ergaben sich Vorteile aus der Einsparung zeitaufwendiger
Arbeitsschritte wie Antigenpridparation und SDS-PAGE sowie dem Vorhandensein
chargenspezifischer Serumkontrollen und Reagenzien. Diese Faktoren tragen neben
einer erleichterten Auswertung der Proteinbanden zur Sicherung eines qualitativen
Standards sowie der Vergleichbarkeit der Ergebnisse bei. Als Grundlage fiir die
serologische Probendetektion diente ein fiir die Untersuchung kaniner Serumproben
hauseigenes, an den humanmedizinischen Gebrauch des Testsystems angepasstes
Protokoll, wobei entsprechend den Herstellervorgaben agiert wurde, mit Ausnahme
folgender Adaptationen (KRUPKA, 2009). Nach einer 1:100-Verdiinnung sowie
dreifigminiitiger Inkubation mit je einem Membranteststreifen wurden noch
vorhandene Serumreste von der Membran gewaschen. Daraufhin erfolgte nach Zugabe
eines Anti-Horse-IgG-AP-Detektionsantikdrpers in einer Verdiinnung von 1:4.000 die
Inkubation der Teststreifen fiir 35 Minuten. Im Anschluss an einen weiteren
Waschschritt erfolgte die Farbentwicklung wihrend der Zugabe von Substratlosung fiir
eine Dauer von 16 bis 20 Minuten. Die sich anschlieBende Farbreaktion wurde mit
Aqua dest. aufgehalten, die Teststreifen sodann luftgetrocknet. Die Auswertung erfolgte
analog der in Kapitel 3.1.2.1. beschriebenen Kriterien, wobei aufgrund der Verwendung
eines B.-afzelii-basierten Lysat-Antigens sowie VISE dessen Vorhandensein in
Kombination mit mindestens zwei der IgG-spezifischen Proteinbanden (p21, 30, 39, 43

und p58) als infektionshinweisend gewertet wurden.

3.1.3. Line-Immunoassay-Testsystem

Basierend auf einem IgG-WB (siehe Kapitel 4.3.2.4.) erfolgt fiir die Anwendung des
hier verwendeten Borrelia Veterindr plus OspA LINE (Sekisui Virotech GmbH,
Riisselsheim, Germany) das Auftragen verschiedener Borrelien-Antigenpréiparationen in
unterschiedlichen Konzentrationen durch ein spezielles Sprithverfahren auf
Nitrozellulosemembran-Streifen. Entsprechend der Herstellerangaben wurde das

Testverfahren wie im Folgenden beschrieben angewendet; als rekombinante Antigene
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fanden p83, 58, 39 (BmpA) neben DbpA, OspC und VIsE als Mix Verwendung. Vorab
wurde  sichergestellt, dass neben den  Patientenproben  Verdiinnungs-
/Waschpufferkonzentrat, Substrat sowie die Kontrollen Raumtemperatur erreichen.
Weiterhin erfolgte die Zentrifugation der Blutproben (falls nicht bereits durch die
einsendende Institution geschehen). Pro zu untersuchender Serumprobe wurde jeweils
ein Teststreifen in die Schalenrinne einer sauberen Inkubationswanne gelegt, wobei eine
eindeutig zuordenbare Nummerierung der Streifen an deren markierten Ende erfolgte.
AnschlieBend wurden mithilfe eines Combitip und einer Multipipette je 1,5 ml
Verdiinnungs-/Waschpufferkonzentrat in jede Vertiefung der Inkubationswanne
pipettiert, obgleich auf eine ausreichende und gleichmiBige Benetzung der Teststreifen
geachtet wurde. Daraufthin wurden je Serumprobe 15 ul, entsprechend einer
Verdiinnung 1:100, in je eine Vertiefung jedoch nicht direkt auf die Teststreifen
pipettiert. Je untersuchter Charge wurden zudem 100 pl Cut-off-Kontrolle Pferd und
15 ul Serumkontrolle einer hochpositiven equinen Serumprobe in eine Vertiefung
gegeben. Nach 30-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur auf dem Kippschiittler
erfolgte das vollstindige AbgieBen der Fliissigkeit. Im Anschluss wurden mittels
Combitip und Multipipette je 1,5 ml Waschpufferkonzentrat in jede Schalenrinne
pipettiert, danach in drei aufeinanderfolgenden Durchgingen jeweils fiinf Minuten auf
dem Schiittler inkubiert, wobei das Waschpufferkonzentrat zwischen den Durchgéngen
stets vollstindig abgegossen wurde. Darauthin wurden mit Combitip und Multipipette je
1,5 ml kurz zuvor angesetzter Konjugatverdiinnung in jede Vertiefung pipettiert;
woraufhin sich eine 30-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur auf dem Kippschiittler
anschlof3. Nach einminiitigem Waschschritt mit Aqua bidest. sowie darauffolgendem
vollstdndigen Abgieen der Fliissigkeit wurden mit Combitip und Multipipette 1,5 ml
der Substratlosung in jede Vertiefung pipettiert. Nach einer 12-miniitigen Inkubation bei
Raumtemperatur auf dem Kippschiittler, dem danach folgenden vollstindigen Abgiel3en
des Substrates sowie drei Waschschritten mit jeweiles 1,5 ml Aqua bidest erfolgte
abschlieend die Lufttrocknung der Streifen sowie deren Auswertung entsprechend der

in Tabelle 3 aufgefiihrten Kriterien.
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Tabelle 3: Kriterien zur Beurteilung sowie Interpretation mittels LIA detektierter
Ergebnisse

Antigenpraparation Befund Interpretation

0 Banden oder Banden < cut off negativ Kein Hinweis auf Erregerkontakt
0 - 2 Banden VIsE-horse grenzwertig Hinweis auf Erregerkontakt

> 3 Banden VIsE-horse Infektion Hinweis auf Infektion mit Bbsl

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

> 4 Banden ohne VIsE-horse Infektion Hinweis auf Infektion mit Bbsl
VIsE-horse + DbpA + 1 Bande Infektion Hinweis auf Infektion mit Bbsl

3.14. Ce-Peptid-Schnelltest

Der hier als Ceg-Peptid-Schnelltest bezeichnete SNAP® 4Dx® (IDEXX Laboratories,
Westbrook, Maine, USA) ist ein auf dem Prinzip des einstufigen ELISA (siehe Kapitel
4.3.2.5.) basierendes Testsystem, welches speziell fiir den Einsatz in tierdrztlichen
Praxen/Kliniken entwickelt wurde. Das Testkit (Abbildung 5) setzt sich aus einer
Membranmatrix mit punktformig darauf aufgebrachten Peptidantigenen von B.
burgdorferi (C¢-Peptid), Ap, Ehrlichia canis sowie gegen Dirofilaria immitis gerichtete
AK und einem Kontrollfeld fiir die Funktionspriifung des Tests zusammen. Nach den
Vorgaben der Testanleitung wurden mithilfe der dem Set beiliegenden Dosierpipette
drei Tropfen Serum der Patientenprobe in ein ebenfalls beigefiigtes 2-ml-
Reaktionsgefd3 pipettiert, um diese mit vier Tropfen Konjugatlosung zu vermengen.
Daraufhin erfolgte das Auftragen der gesamten Losung auf das Reaktionsfeld des
Testsystems. Die Losung flieB3t iiber die Membranmatrix, wobei im positiven Fall eine
Bindung der bereits Konjugat-markierten AK (bzw. Dirofilarien-Antigene) aus dem
Serum an die Antigen- beziehungsweise AK-beschichteten Bereiche der
Membranbereiche kommt. Durch das Eindriicken der endstindigen Kunststofffldche des
Testkits erfolgt dessen Aktivierung durch das Offnen eines Zweikammersystems.
Zunachst werden in einem Waschschritt ungebundene, nicht spezifische AK sowie
Serumbestandteile in die entgegengesetzter FluBrichtung entfernt. Anschliefend kann
die freigesetzte Substratlosung mit moglicherweise auf der Membran gebundenem
Enzymkonjugat einen blauen Farbkomplex ausbilden. Im Falle dieses positiven
Ergebnisses kann jenes nach acht Minuten visuell als blaue, punktuelle Markierung in

dem jeweiligen erregerspezifischen Feld abgelesen werden. Um semiquantitative
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Testergebnisse zu erhalten, wurde die Auswertung der Farbreaktion, anders als vom
Hersteller vorgesehen, nach Intensitdt bewertet und folgenden Kategorien zugeordnet
,hegativ® (keine Farbreaktion, deutlich erkennbare Kontrollreaktion), ,,sehr schwach
positiv (kaum sichtbare Farbrekation, deutlich erkennbare Kontrollreaktion),
»geringgradig positiv  (schwach sichtbare Farbrekation, deutlich erkennbare
Kontrollreaktion), ,mittelgradig positiv (sichtbare Farbreaktion, deutlich erkennbare
Kontrollreaktion) sowie ,hochgradig positiv (prominente Farbreaktion, deutlich

erkennbare Kontrollreaktion).

)

»
;‘\f‘.","‘
N7 i " Abbildung 5: Cs-Peptid-Schnelltest (SNAP®
| - av” 4Dx® IDEXX Laboratories Inc., Westbrook,
e Maine, USA)
3.2. Datenerfassung

Die serologischen Untersuchungsergebnisse einschlieBlich der Angaben zu Anamnese,
Impthistorie, Signalement, Standort, Vorbehandlung und Zeckenexposition der Tiere
(falls entsprechende Angaben vorhanden) wurden zusammen mit den relevanten
Absenderdaten (Postleitzahl fiir die Standortermittlung des Pferdes) anonymisiert via
Microsoft Excel 2010 fiir Windows in einem Datenbanksystem (DBS) erfasst. Nach
einer ersten Sichtung der Rohdaten erfolgte zundchst die Anfertigung einer
Sicherungskopie dieses Datenmaterials, welche unter dem Dateinamen ,,Originaldaten*
sowohl lokal als auch zusitzlich auf einem externen Medium gespeichert wurde. Die
bereits chronologisch nach dem jeweiligen Untersuchungsjahr in entsprechend
benannten Ordnern abgelegten Dateien enthielten neben dem eigentlichen Befund der
Borrelienserologie eine kurze Anamnese sowie in einigen Fillen zusitzlich erhobene
himatologische Befunde. Fiir das weitere Vorgehen wurden die Dateien aus Griinden
der Ubersichtlichkeit nach einem einheitlichen Schema umbenannt. So setzte sich
anschliefend jeder Dateiname aus der vorangestellten, internen Kennung des
unterzeichnenden Wissenschaftlers (RKS) zusammen, gefolgt von dem Buchstaben ,,B*
fiir Befund sowie der laufenden Nummer, welche bei Eingang jeder zu untersuchenden
Probe zugeteilt wurde und somit den anschlieBend erhobenen Befund eindeutig
zuordenbar machte. Um die Erfassung der unterschiedlichen Datentypen in einer Excel-

Datei zugunsten von Ubersichtlichkeit und anschlieBender Filterung bestimmter
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Merkmale zu vereinheitlichen, erfolgte die Vergabe von Variablen fiir nominale und

metrische Datensitze entsprechend der Erlduterungen in Tabelle 4 und Tabelle 5.
Tabelle 4: Definition der verwendeten unterschiedlichen Datentypen

Datentyp Definition

qualitative Merkmalsauspragungen ohne natirliche Ordnung (Text; dichotome Antwort
vom Typ "ja/nein")

metrisch

nominal

ordinal/ rational Einheit)

qualitative Merkmalsauspragungen mit nattrlicher Ordnung ("negativ
"mgr. positiv", "hgr. positiv")

Merkmalsauspragungen, die in einer Zahl bestehen (Alter in Jahren, Zahlenwert pro

Tabelle 5: Vergabe von Variablen fiir die Verabreitung nominaler und metrischer

Datensiitze sowie deren Bedeutung

Merkmal Variable

Rasse

© 00 N O U M W N L O

Bedeutung

k. A.

Warmblut

QH

Araber

Shetlandpony
Dilmener

Paint Horse/Pinto
Trakehner

Merens

Islandpferd

dt. Reitpony
Appaloosa

Vollblut (Traber, Galopper)
Tinker

Andalusier
Knabstrupper
Lewitzer

Iberer

Haflinger

Friese

Lusitano

Kaltblut

Norweger (Fjordpferd)
Esel nicht ndher differenziert
Kinsky-Pferd

Shire Horse
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26 Connemara Pony
27 Criollo
28 Freiberger
29 Welsh Cob
30 Morgan Horse
31 Pura Raza Espagnola
32 Zweibriicker
33 Noriker
Geburtsjahr 0 k. A.
rationale Zahlenangabe
Geschlecht 0 k. A.
1 weiblich
2 mannlich
3 mannlich (Wallach)
4 mannlich (Hengst)
Zeckenexposition 0 k. A.
1 ja
2 nein
Klinik 0 KA.
1 Lahmheit ohne spezifische Angabe
2 wechselnde Lahmheit(en)
3 intermittierende Lahmheit(en)
4 Anorexie
5 Apathie
6 Muskelverspannungen/Myopathien
7 Ataxie/Koordinationsstérungen
8 Festliegen
9 Somnolenz
10 GliedmaRen6deme/geschwollene Gelenke
1 Kachexie
12 Pusteln auf SH
13 Hyperasthesie
14 verminderte Leistungsbereitschaft
15 Bewegungsunlust
16 Muskelatrophie
17 respiratorische Erscheinungen (Dyspnoe/Husten)
18 Immunschwache
19 tropfelnder Harnabsatz
20 Parese
21 steifer Gang
22 Hufrehe
23 Headshaking
24 gesteigerte Aggressivitat
25 gesteigerte Nervositat
26 lokale Entziindungsreaktion nach Zeckenstich
27 Nystagmus
28 Hahnentritt
29 Unterbauchédeme
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30 Gelenksgallen
31 Diarrhoe
32 Photophobie
33 Pruritus
34 epileptiforme Anfalle
35 Torticollis
36 Tendinitis
37 rezidivierende Koliken
38 Fell-/Hautprobleme
39 Schwécheanfalle
40 Rittigkeitsprobleme
41 Fieber
42 Arthritiden
43 Urticaria
46 Enteritis
47 Adipositas
48 vermehrtes Schwitzen
49 vorberichtlich erhéhter Titer (IFAT)
50 Lymphadenopathie
51 Blutungsneigung
52 Blasenladhmung
53 Tachykardie
54 ERU/Konjunktivitis
55 Ikterus
100 klinisch unauffallig/Besitzerwunsch
Hamatologie 0 keine Abweichung von Referenzwerten
1 Thrombozytopenie
2 Thrombozytose
3 Lymphozytopenie
4 Lymphozytose
5 Eosinophilie
6 Basophilie
7 Andmie (Ery, Hb, Hct, Fe)
8 Hyperkalzdamie
9 Hypokalzamie
10 Hyperkalidmie
1 Hypokaliamie
12 Hypernatridmie
13 Hyponatriamie
14 Leberenzyme erhéht
15 Leberenzyme erniedrigt
16 Hyperbilirubindmie
17 Hyperglykamie
18 Hypoglykdmie
19 Hyperlipdmie
20 Uramie
21 Hyperproteinamie
22

Hypoproteindmie
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23 Monozytopenie

24 Monozytose

25 Neutrophilie

26 Neutrozytopenie

27 Leukozytopenie

28 Leukozytose

29 CK erhoht

30 Hkt erhsht

31 AP erhoéht

100 keine Blutwerte vorhanden

Impfstatus 0 k. A.

1 Influenza

2 Tetanus

3 Influenza, Tetanus

4 Influenza, Tetanus, EHV

5 Influenza, Tetanus, EHV, Rabies

6 Influenza, Rabies

7 Tetanus, Rabies

8 Tetanus, EHV

9 Influenza, Tetanus, Rabies

10 nicht geimpft/Impfstatus unbekannt
1 Influenza, Tetanus, EHV, Dermatophyton
12 Influenza, Tetanus, EHV, Botulismus
EquiLym geimpft 0 k. A.
1 ja
2 nein
Nationalitat 1 Deutschland
2 Schweiz
3 Schweden
serologisches 0 (-) negativ
Ergebnis/Banden- 1 (+/-) sehr schwach positiv
intensitat 2 (+) ggr. positiv
von Cs/WB/LIA 3 (++) mgr. positiv
4 (+++) hgr. positiv
100 nicht durchgefihrt
Interpretation 0 Keine Hinweise fir eine Infektion
1 Sehr schwache Reaktionen gegen B. burgdorferi Antigene - fragliche
Relevanz
2 Schwache Reaktionen gegen B. burgdorferi Antigene
3 Infektion
5 impfspezifische Reaktion

Neben den in Tabelle 5 genannten Merkmalen wurden in der Excel-Datei zudem die
Postleitzahl (PLZ) des Pferdebesitzers, das Alter des untersuchten Tieres (errechnet aus
der Differenz von Untersuchungsjahr und Geburtsjahr), die Zahlen der KELA-Werte
inklusive des Standardfehlers sowie die Zahlenwerte der Positiv-/Negativkontrollen und

die Identifikationsnummer (ID-Nr.), die dem untersuchten Individuum zugeordnet
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wurde und dem jeweiligen Dateiname des Befundes entsprach, erfasst. Diese dem
ordinalen Typ zugeordneten Daten wurden unveridndert in die erstellte Excel-Datei
tibernommen. Entsprechend der wihrend des zeitlichen Verlaufs adaptierten
Testsysteme, wurden innerhalb der Datei drei Excel-Sheets erstellt. In das erste Excel-
Sheet wurden Daten jener Equiden eingegeben, deren Seren von Januar 2003 bis
einschlieBlich Mai 2007 mittels KELA und einfachem WB untersucht wurden,
wohingegen in einem zweiten Excel-Sheet Daten von Pferden erfasst wurden, deren
Seren von Mai 2007 bis einschlieBlich Oktober 2011 via KELA und kommerziellem
WB mit rekombinantem VISE untersucht wurden. In einem dritten Sheet erfolgte die
Registrierung aller Daten jener Pferde, deren Seren von November 2011 bis
einschlieBlich Dezember 2015 mithilfe der Kombination aus KELA und LIA untersucht
wurden. Ein viertes Excel-Sheet enthielt eine Legende zur Hinterlegung der

Variablenbelegung aller registrierten metrischen und nominalen Daten (siehe Tabelle 5).

3.3. Datenverarbeitung

Nach Fertigstellung der Eingabe aller relevanten Daten erfolgten sowohl einzelne als
auch kombinierte Abfragen der erstellten Datenbank beziiglich der Gesamtanzahl aller
untersuchten Equiden sowie deren Alter, Rasse, Geschlecht und Nationalitit mithilfe
der Funktionen ANZAHL, SUMME, ZAHLENWENN bzw. ZAHLENWENNS. Fiir
die Ermittlung statistischer Parameter fanden die Funktionen MITTELWERT, MIN,
QUARTILE, MEDIAN, MAX sowie MITTELABW fiir die Bewertung der
Altersverteilung aller untersuchten, in diese Studie einbezogene Equiden sowie die
Streuung der detektierten KELA-Einheiten Verwendung. Des Weiteren wurden
Infektionsstatus der Tiere sowie damit evtl. in Verbindung stehende vorberichtlich
erwihnte klinische Erscheinungen abgefragt, wobei die einzelnen Datensétze zunéchst
nach den entsprechenden Kriterien aus dem DBS heruasgefiltert wurden, um eine
anschliefende Sortierung nach den genannten Merkmalen mittels o.g. Funktionen
vorzunehmen. Ebenso erfolgte anhand der durch die Absender iibermittelten PLZ eine
Kategorisierung der einsedenden Institutionen sowie der Verteilung der eingesandten
Blutproben entsprechend der Postleitzonen von 0 bis 9. Hinsichtlich der Beurteilung der
Aussagekraft der ermittelten Datenbankabfrageergebnisse wurde aus den Daten jeder
Abfrage eine Grafik erstellt. Fiir jede Abfrage des DBS wurde eine neue Datei erstellt
und nach dem entsprechenden Bearbeitungsdatum in Kombination mit der jeweiligen

Bezeichnung der Abfragekriterien benannt.
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IV. ERGEBNISSE

1. Einsender

Insgesamt konnten in dieser Arbeit die Daten von n=2.102 eingesandten equinen
Serumblutproben erfasst und ausgewertet werden. Hinsichtlich der Absender dieser
Proben konnten insgesamt n =378 einsendende Institutionen ausgemacht werden,
worunter sich neben veterindrmedizinschen Laboren (n = 6) aus Berlin, Geesthacht,
Freiburg, Leipzig, Ludwigsburg und Mainz praktizierende Tierdrzte aus Deutschland,
Schweden sowie der Schweiz (n =372) befanden. Die mengenmifige Verteilung der
tibermittelten Proben geht aus Abbildung 6 hervor, wonach der Hauptanteil des
serologisch zu untersuchenden Materials (55 %; n = 1.173) von in Kliniken und Praxen
tatigen Tierdrzten aus Deutschland (n = 1.146) eingesandt wurde. Unter Zuhilfenahme
der PLZ des FEinsenders erfolgte eine Unterteilung der Anzahl zugesandter
Serumblutproben gemil3 den Postleitzonen von O bis 9. Aufgrund des ausgedehnten
Einsenderadius der erwihnten Labore (n = 6) sowie deren veranlasste Weiterleitung des
Untersuchungsmaterials an die jeweiligen universitiren borrelienspezifischen
Diagnostikeinrichtungen von VMF (2003-2008) bzw. LMU (2008-2015), konnten
diese Proben (n = 929) nicht ihrer urspriinglich entstammenden Postleitzone zugeordnet
werden. Diese Daten flossen somit nicht in die in Abbildung 7 dargestellte Auswertung

mit ein.

Labore Praktische Deutsch-
n =929 Tierdrzte land
44% n=1173 n=1146
56 % :
/ Ausland
n=27

1%

Abbildung 6: Mengenmiifliger und prozentualer Anteil iibermittelter Blutproben
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# Institutionen H Proben

423

PLZO PLZ1 PLZ2 PLZ 3 PLZ 4 PLZ5 PLZ6 PLZ7 PLZ8 PLZ9

Abbildung 7: Darstellung der einsendenden Institutionen sowie aller eingesandten
Serumproben unterteilt nach Postleitzonen

2. Pferde

Von den erfassten n = 2.102 Equiden wurden in Ubersichts- und Kombinationsabfragen
des DBS Angaben hinsichtlich Alter, Rasse, Geschlecht und Herkunft der Tiere

ausgewertet und statistisch aufbereitet.

2.1. Altersverteilung

Eine Ubersicht der statistischen Altersverteilung zeigt Abbildung 8. Angaben iiber das
Alter der Tiere zum Zeitpunkt der Untersuchung fanden sich insgesamt bei n = 548
(26,1 %) Equiden; keine Altersangabe wurde bei n = 1.554 (73,9 %) der Individuen
erfasst. Mit einer relativen Haufigkeit von 7,3 % (n = 40) trat das Alter zwolf Jahre am
hiufigsten auf. Das arithmetische Mittel lag bei 11 Jahren und entsprach in dieser
Verteilung dem Median mit einer mittleren absoluten Abweichung von 4,8 beziiglich
des Median. Das niedrigste Alter (Minimum) wurde mit einem halben Jahr bei n =7
(1,3 %) Pferden angegeben; das hochste Alter (Maximum) entsprach 31 Jahren und fand
sich lediglich bei einem Tier (0.2 %) in der Anamnese. Als Wert des unteren Viertels
der Datenreihe (Q1) wurde das Alter sechs Jahre, welches den Vorberichten von n = 38
(7,0 %) Tieren zu entnehmen war, ermittelt. Fiir den Wert des oberen Quartils (Q3)
ergab sich das Alter fiinzehn Jahre, welches der Anamnese von n = 28 (5,2 %) der Tiere

entstammt.
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Abbildung 8: Altersverteilung aller im Untersuchungszeitraum in der
Borrelienserologie erfassten Equiden (n = 2.102)

2.2. Rassenzugehorigkeit

Eine Diversitit von insgesamt 33 dokumentierten Rassen konnte den eingesandten,
ausgewerteten Vorberichten entnommen werden. Eine Rassenzugehorigkeit fand in
n =531 (25,3 %) Fillen Erwidhnung, wohingegen die Angabe zur Rasse bei n=1.571
(74,7 %) Tieren fehlte. Als hdufigste Vertreter der hier betrachteten Kohorte traten
Warmbliiter mit 12,1 % (n =254), Islandpferde mit 2,8 % (n=59), Quarter Horses
(QH) mit 1,5% (n=32) sowie Araber mit 1,4 % (n=230) auf. Eine belastbare
Dokumentation der Postleitzahlen des Standortes der n = 531 Equiden ermdglichte die
Zuordnung der Nationalitdt zu entsprechend vermerkter Rasse sowie dem Geschlecht
der Tiere. Obwohl mit 98,7 % der GroBteil der eingeschickten Proben (n =2.075) von
Equiden aus Deutschland stammte, fanden sich hierunter lediglich bei n = 514 Tieren
Angaben zu deren Rasse. Daneben konnten n=24 (1,1 %) Proben Pferden aus
Schweden sowie n =3 (0,1 %) Proben Pferden aus der Schweiz zugeordnet werden. Fiir
Rassenangaben, deren Vorkommen bei weniger als 30 Tieren dokumentiert wurde, fand
die Bezeichnung ,,Sonstige* Anwendung. Das registrierte Spektrum umfasste hierbei 29
Rassen, deren Dokumentation bei 7,4 % (n = 156) aller untersuchten Equiden erfasst
wurde; hierunter n = 152 (7,2 %) aus Deutschland stammende Individuen sowie n =2
schwedische Pferde und n =2 Tiere (jeweils 0,1 %) aus der Schweiz. Eine Ubersicht
tiber die Anzahl der untersuchten Tiere, deren Rassenzugehorigkeit, Nationalitdt sowie

Geschlecht ist in Tabelle 6 dargestellt.
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2.3. Geschlechterverteilung

Auskiinfte hinsichtlich des Geschlechts aller in dieser Studie erfassten Equiden
(n =2.102) waren 84,6 % (n = 1.779) der den Blutproben beigefiigten Kurzanamnese zu
entnehmen. Keine Angabe zum Geschlecht des untersuchten Tieres fand sich in n = 323
(15,3 %) der iibermittelten Vorberichte. Mehr als die Hélfte der untersuchten Tiere mit
belastbaren vorberichtlichen Geschlechtsangaben (58,9 %) entfiel auf das ménnliche
Geschlecht (n=1.047). Aufgrund divergierender Bezeichnungen (,,Ménnlich®,
»Wallach®, ,Hengst®) erfolgte hier eine Sub-Unterteilung. So wurden n =212 der
insgesamt als mannlich identifizierten Equiden (n = 1.047) als ,,Wallach* kategorisiert;
Hengste konnten in n = 23 Fillen identifziert werden. Bei n = 812 Individuen fand sich
lediglich die nicht ndher differenzierte Angabe ,Ménnlich® in der Anamnese. Den
verbleibenden 41,1 % (n =732) unter den n = 1.779 fiir die Auskunft des Geschlechts
verwertbaren Anamnesebogen war zu entnehmen, dass es sich um weibliche Tiere

handelte.

Tabelle 6: Anzahl und prozentualer Anteil aller serologisch untersuchten Pferde
verschiedener Nationen und unterschiedlichen Geschlechts

Rasse Nation Geschlecht
Deutschland Schweiz Schweden Ménnlich Weiblich Keine Angabe

n % n % n % n % n % n %
Warmblut 248 118 | 0 -1 6 0,3 | 146 7,0 97 4,6 11 0,5
Islandpferd 56 2,7 0 - 3 0,1 31 1,5 21 1,0 7 0,3
QH 32 1,5 0 - 0 - 14 0,7 17 0,8 1 0,1
Araber 26 1,2 1 0,1 3 0,1 17 0,8 12 0,6 1 0,1
Sonstige
Vollblut 19 0,9 1 01| 1 0,1 12 0,6 8 0,4 1 0,1
E:i‘::)s::;s 19 09| 0 11 01| 10 05| 7 03| 3 0,1
Haflinger 19 0,9 0 -1 0 - 15 0,7 3 0,1 1 0,1
Trakehner 17 0,8 0 -1 0 - 8 0,4 9 0,4 0 -
Friese 15 0,7 0 - 0 - 10 0,5 4 0,2 1 0,1
Paint Horse 10 0,5 0 - 0 - 2 0,1 8 0,4 0 -
E’Zitytland 8 0,4 0 -1 0 - 5 0,2 3 0,1 0 -
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Tinker 5 0,2 - 0 - 3 0,1 2 0,1 0 -
Andalusier 5 0,2 -1 0 - 4 0,2 1 0,1 0 -
Kaltblut 5 0,2 - 0 - 2 0,1 3 0,1 0 -
Lusitano 3 0,1 - 0 - 2 0,1 1 0,1 0 -
Fjordpferd 3 0,1 -1 0 - 2 0,1 1 0,1 0 -
Esel 3 0,1 - 0 - 2 0,1 0 - 1 0,1
Merens 2 0,1 - 0 - 0 - 2 0,1 0 -
Appaloosa 2 0,1 -1 0 - 0 - 2 0,1 0 -
Lewitzer 2 0,1 - 0 - 2 0,1 0 - 0 -
Shire Horse 2 0,1 -1 0 - 2 0,1 0 - 0 -
Welsh Cob 2 0,1 - 0 - 2 0,1 0 - 0 -
P.R.E. 2 0,1 - 0 - 2 0,1 0 - 0 -
Dilmener 1 0,1 -1 0 - 1 0,1 0 - 0 -
Knab- 1 01 1o T 01| o - 0 -
strupper
Iberer 1 0,1 -1 0 - 1 0,1 0 - 0 -
Kinsky
pferd 1 0,1 - 0 - 1 0,1 0 - 0 -
Connemara 1 0.1 ) 0 ) 1 01 0 ) 0 )
Pony
Criollo 1 0,1 -1 0 - 1 0,1 0 - 0 -
Freiberger 0 0,1 0 - 0 - 1 0,1 0 -
Morgan 1 01 -l o o1 01| o - 0 -
Horse
Zwei- 1 01 1o o 01| o ; 0 ;
bricker
Noriker 1 0,1 - 0 - 1 0,1 0 - 0 -
Keine 1561 74,3 -l 10 05 | 745 35,4 | 530 252 | 29 14,1
Angabe

3. Serologische Ergebnisse

Die Befunde der n=2.102 untersuchten equinen Seren wurden den Kategorien

,hegativ® (-), ,,grenzwertig (+/-)“, ,,schwach positiv" (+/++), ,,positiv (+++) und

,Impfreaktion (OspA) zugeordnet. Die Zuweisung der serologischen Befunde in die

jeweilige Kategorie erfolgte dabei anhand der ermittelten KELA-Einheiten sowie dem

Vorhandensein einzener bzw. mehrerer Proteinbanden in WB oder LIA. So fielen
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Befunde < 100 KELA-Einheiten in Kombination mit einem negativen Ergebnis in WB
oder LIA bzw. dem Auftreten einzelner, unspezifischer Proteinbanden in die negative
Kategorie. Die Eingliederung serologischer Befunde in die iibrigen Kategorien erfolgte
primdr anhand schwacher bzw. deutlicher Ausprigung infektionsspezifischer sowie
impfspezifischer Banden im Immunoblot unter Beriicksichtigung der ermittelten
KELA-Einheiten und ggf. vorhandenen Cs-Peptid-Schnelltest-Ergebnissen. Gemif3 der
in Kapitel 3.1.2.1. beschriebenen Kriterien wurde das Vorhandensein mindestens zweier
Signale an den Proteinbanden p14, 17, 30, 39, 43 und 58 im Lysat-AG-WB als Hinweis
fiir die Anwesenheit infektionsspezifischer AK im Serum gewertet, deren Auftreten je
nach Intensitdt maBgeblich fiir die Kategorisierung der Probe war. Mittels B.-afzelii-
basiertem Lysat-AG-WB mit zusitzlich aufgespriihter VISE-Bande untersuchte Seren
wurden bei Detektion mindestens zweier IgG-spezifischer Proteinbanden mit den
Molekulargewichten 21, 30, 39, 43, 58 kDa sowie einem positiven Signal an der VISE-
Bande als infektionshinweisend interpretiert. Auch hier erfolgte die Zuteilung der Probe
in eine der o. g. Kategorien anhand der jeweiligen Bandenintensitit. Die Zuordnung der
via LIA ermittelten serologischen Ergebnisse erfolgte entsprechend der in Tabelle 3
(Kapitel 3.1.3.) aufgefiihrten Kriterien. Positive Signale an der OspA- sowie der OspB-
Bande wurden sowohl in Lysat-AG-WB als auch im B.-afzelii-basierten Lysat-AG-WB
mit rekombinantem VISE als impfspezifische Reaktion interpretiert. Seren mit dem
Vorhandensein von Antikorpern gegen das hochspezifische Ce-Peptid-AG wurden
gemdil der ausgewerteten Farbreaktion entsprechend der in Kapitel 3.1.4. beschriebenen

Vorgehensweise einer der jeweiligen Kategorien zugerechnet.

3.1. Seronegative Laborbefunde

In die Kategorie ,,negativ* fielen n = 1.038 untersuchte Tiere (49,4 %). Die Werte der
mittels KELA detektierten AK-Titer (n = 1.027) bewegten sich dabei in einer Spanne
von 0,1 (MIN) bis 869,8 (MAX) Einheiten, wobei die meisten Werte (n=513) im
Bereich zwischen 53,9 (Q1) und 181,7 (Q3) um einen Median von 101,9 streuten (siche
Abbildung 9). Bei elf Blutproben wurde kein KELA durchgefiihrt, dafiir bei n = 4 dieser
Proben ein Immunoblot. Dieser zeigte in einem Fall (Lysat-AG-WB) sehr schwach
positive Signale an nicht infektionsspezifischen Banden (p41 und p66) sowie in einem
weiteren Fall (B.-afzelii-Lysat-AG-WB mit rekombinantem VISE) ein mittelgradig
positives Signal an der 41 kDa Bande, ein sehr schwach positives und ein geringgradig
positives Signal an den Banden p60 sowie p83/100. Ein zusitzlich durchgefiihrter

Cs-Peptid-Schnelltest bei n =10 dieser Proben fiel in allen Fiéllen negativ aus. Bei
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n =214 Individuen waren Angaben zu klinischen Verinderungen (siehe Kapitel 5.)
vorhanden, wohingegen diese in n = 807 Fillen fehlten; keine klinischen Erscheinungen

waren n = 17 iibermittelten Vorberichten zu entnehmen.
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Gesamt Neg. Immunoblot Sehr schwach pos. Schwach pos. Ohne Immunoblot
unspez. Banden unspez. Banden

Abbildung 9: Streuung der KELA-Einheiten entsprechender Immunoblot-
Ergebnisse seronegativer Befunde

3.2. Grenzwertige und schwach positive Ergebnisse

Als grenzwertig (n=232; 11,0 %) wurden Ergebnisse mit schwacher AK-Reaktion
interpretiert. Im Speziellen handelte es sich um Befunde mit KELA-Einheiten < 100
und/oder wenigen schwachen Signalen an infektionsspezifischen Banden im
Immunoblot, die hinweisend fiir einen moglichen Erregerkontakt sind, aber keine
ausreichenden Hinweise auf eine aktive Infektion liefern. Der KELA-Messbereich der
grenzwertig befundeten Proben (n = 230) lag zwischen 0,3 (MIN) und 704,3 (MAX) mit
einer mittleren absoluten Abweichung (KRAMER et al.) von 104,8 um den Median
(133,0). Die Durchfiihrung eines KELA blieb bei n = 2 Proben aufgrund entsprechender
Instruktionen der Einsender aus; in einem Fall lieB sich eine schwach positive
Farbreaktion im Cg-Peptid-Schnelltest nachweisen, wohingegen das Serum der anderen
Probe im Lysat-AG-WB geringgradig positive Signale an den Banden p41, 43. 58 und
p83/100 zeigte. Klinische Auffilligkeiten waren in n = 57 Fiéllen dokumentiert, darunter
n=15 mit schwachem Signal an der VIsE-Bande. In n =166 Fillen enthielt die
Anamnese keine Angaben hinsichtlich klinischer Verdnderungen, wogegen die
Einsender in den Vorberichten von n=9 Tieren auf die Abwesenheit klinischer

Erscheinungen verwiesen.
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Eine Bewertung als ,,schwach positiv* erfolgte in n =522 Fillen (24,8 %). Erfasst
wurden hier alle Befunde mit leicht erhohtem AK-Spiegel (KELA-Einheiten > 100)
und/oder schwachen Signalen an infektionsspezifischen Banden, sowie positivem Cg-
Peptid-Schnelltest, die auf einen AG-Kontakt in einem moglicherweise sehr frithen
Infektionsstadium hinweisen. Die mittels KELA detektierten AK-Werte (n=521)
bewegten sich dabei in einem Bereich von 1,7 (MIN) bis 955,2, (MAX) wobei der
Interquartilbereich (Q3-Q1) der Werte in einer Spanne von 94,6 (Q1) bis 283,0 (Q3)
lag. Bei einer eingesendeten Probe, welche nach Auswertung in diese Kategorie fiel,
wurde neben einem Cg-Peptid-Schnelltest mit schwach positiver Farbreaktion lediglich
ein Lysat-AG-WB durchgefiihrt, welcher aufgrund des Auftretens schwacher bis
mittelgradig ausgepréagter Signale an den Proteinbanden p39, 58, 60. 66, 75 und
p83/100 als schwach bzw. geringgradig positiv eingestuft wurde. Eine Angabe iiber das
Vorhandensein klinischer Verdnderungen der untersuchten Pferde fehlte hier in n = 375
Fillen. Keine klinische Erscheinungen war den Vorberichten von n=9 Tieren zu
entnehmen; vorberichtliche klinische Veridnderungen fanden sich bei n=139

Individuen, davon n = 64 mit schwachem bis deutlichem Signal an der VIsE-Bande.

3.3. Positive Serologie

Positiv fielen insgesamt n =304 (14,5 %) der eingesandten Blutproben aus, darunter
konnten in n =38 Fillen zusitzlich AK gegen Ap im SNAP® 4Dx®-Schnelltest
nachgewiesen werden, wobei anhand der Farbreaktion eine Unterteilung in ,,hochgradig
positive (n = 1), ,,mittelgradig positiv (n = 10), ,,geringgradig positiv (n = 10) sowie
,»sehr schwach positiv* (n = 17) erfolgte. In n =1 Fall wurde ausschlieBlich eine AK-
Reaktion gegen Ap im Schnelltest detektiert. In der Gesamtdarstellung der ermittelten
KELA-Werte (sieche Abbildung 10) lédsst sich erkennen, dass der KELA-Messbereich
bei den als positiv bewerteten Proben am weitesten auseinanderdriftet, andererseits die
Streuung zwischen den Werten 176,5 (Q1) und 408,9 (Q3) bei der Mehrzahl dieser
Proben (n = 118) in einem weitaus hoheren Segment liegt als jene der Proben aus den
anderen Kategorien. Eine Durchfiihrung des Zweistufentests blieb aufgrund
entsprechender Angaben der Einsender bei n =3 Proben aus. In n=2 dieser Fille
konnte ein hochgradig positiver Borrelien-AK-Nachweis im Cg-Peptid-Schnelltest, in
einem Fall eine hochgradig positive AK-Farbreaktion fiir Ap detektiert werden. In der
Anamnese der als seropositiv interpretierten Pferde (n=304) wurden bei n =66
Individuen Angaben zu klinischen Erscheinungen gemacht, wovon in n = 36 der Fille

ein deutliches Signal an der VIsE-Bande vorhanden war.
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34. Impfreaktionen

Impfreaktionen fanden sich bei n = 6 Equiden (0,3 %), darunter ein mit Borrelien-Lysat-
Vakzine geimpftes Pferd. Keines der Tiere zeigte laut Vorbericht klinische
Veridnderungen; in n =2 Fillen wurde in der Anamnese auf eine Zeckenexposition
hingewiesen. Bei allen Serumproben wurden sowohl KELA als auch ein Lysat-AG-WB
— in einem Fall ein B.-afzelii-Lysat-AG-WB — durchgefiihrt; ein Cg-Peptid-Schnelltest
lediglich bei den Pferden mit vorberichtlich dokumentiertem Zeckenbefall (n = 2).
Dieser lieferte in beiden Fillen durch das Ausbleiben einer Farbreaktion in den
jeweiligen Testfeldern ein negatives Resultat. Bei den Equiden mit unbekanntem
Impfstatus (n =5) konnten im Lysat-AG-WB Impfreaktionen durch deutliche Signale
an den Banden OspA (p31) und OspB (p34) nachgewiesen werden, deren Nachweis,
insbesondere an der p31-Bande, charakteristisch fiir eine Impfung mit einer OspA-
Vakzine sind. Weiterhin war bei diesen Individuen kein infektionsspezifisches
Bandenmuster im Immunoblot erkennbar. Das geimpfte Tier zeigte neben einem
schwach positiven Signal an der p66-Bande ein mittelgradig positives Signal an der
p31-Bande, sowie einen grenzwertigen Titer (220,4 KELA-Einheinten). Insgesamt trat
bei den Proben dieser Kategorie die am weitesten auseinanderdriftende Streuung der
detektierten KELA-Einheiten auf, welche sich in einer Spanne zwischen 150,5 (Q1) und
629,0 (Q3) bewegten.
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Abbildung 10: KELA-Messbereich serologischer Befunde aller Kategorien



IV. Ergebnisse 68

4. Klinik

Insgesamt zeigten die Pferde laut Vorbericht in n =476 (22,64 %) aller untersuchten
Fille (n=2.102) klinische Erscheinungen; n =38 (1,8 %) Tiere wurden als klinisch
unauffillig bezeichnet. Bei n=1.588 Individuen (73,2 %) fehlte eine entsprechende
Angabe. Beziiglich der klinischen Verdnderungen, welche der Anamnese zu entnehmen
waren, liel sich bei allen untersuchten Proben der verschiedenen serologischen
Kategorien eine dhnliche Tendenz erkennen. Auffallend hiufig fanden im Vorbericht
klinische Manifestationen am Bewegungsapparat Erwéhnung, gefolgt von iiberwiegend
unspezifischen Verdnderungen des Allgemeinbefindens sowie Merkmalen, die auf eine
Storung im ZNS schliefen lassen. Dabei traten die dokumentierten klinischen
Veridnderungen sowohl einzeln als auch in Kombination miteinander bzw. weiteren

Veridnderungen auf.

4.1. Klinische Befunde seronegativer Pferde

In der Kategorie der als negativ interpretierten serologischen Befunde wurde als
alleinige Krankheitserscheinung am héufigsten Lahmheit (n = 36), unterteilt in nicht
niher differenzierte Lahmheit (n = 17) mit ausgewiesener Zeckenexposition bei n =1
Tier, intermittierende Lahmheit (n = 11) und wechselnde Lahmheit (n = 8) angegeben.
Die zweithdufigste genannte klinische Veridnderung stellte bei n = 22 Individuen sich in
Miidigkeit bzw. Abgeschlagenheit dullernde verminderte Leistungsbereitschaft dar.
Ataxie trat bei n =9 Pferden auf, Fieber kam bei n =7 Tieren vor; auch hierunter eine
dokumentierte Zeckenexposition bei n =1 Pferd. Als hiufigste Kombination klinischer
Erscheinungen trat Lahmheit zusammen mit verminderter Leistungsbereitschaft bei
n=26 Tieren auf, untergliedert in intermittierende Lahmheit und verminderte
Leistungsbereitschaft (n =20), hierunter n =2 Equiden mit zusitzlich auftretendem
Fieber, sowie nicht nidher differenzierte Lahmheit in Kombination mit verminderter
Leistungsbereitschaft bei n = 6 Individuen. Bei der letztgenannten Kombination wurde
bei einem Tier im Vorbericht Zeckenbefall vermerkt. Gelenkschwellung zusammen mit
Lahmbheit duBerte sich bei n =7 Equiden, wovon bei n = 4 Individuen undifferenzierte
Lahmbheit angegeben wurde, darunter ein Tier mit vorausgegangenem Zeckenbefall
sowie ein Pferd mit zusitzlich auftretendem Fieber. Wechselnde Lahmheiten mit
vermehrt gefiillten Gelenken fanden sich in n=2 Vorberichten, auch hier mit
dokumentierter Zeckenexposition in einem Fall. Ein Tier (n = 1) zeigte intermittierende

Lahmbheit neben Gelenkschwellung.
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4.2. Klinik serologisch grenzwertig und schwach positiv befundeter Pferde

Als haufigstes solitdres klinisches Merkmal trat auch unter den grenzwertigen
serologischen Ergebnissen Lahmheit (n=7) in Form von wechselnder (n=3),
intermittierender (n = 2) und nicht ndher differenzierter Lahmheit (n = 2) auf. Ebenso
hiufig war den Vorberichten verminderte Leistungsbereitschaft (n=7) zu entnehmen.
Mit jeweils n =2 fiel der Anteil von Pferden mit Headshaking, Anorexie, Apathie und
Ataxie gering aus. Bei einem der anorektischen Pferde fanden sich Angaben, die einen
stattgefundenen Zeckenkontakt belegen. Eine Kombination aus intermittierender
Lahmbheit und verminderter Leistungsbereitschaft trat bei n =5 Individuen auf und war
somit der in dieser Kategorie am meisten vertretene Komplex klinischer Verianderungen
gefolgt von Lahmheit und geschwollenen Gelenken bei insgesamt n = 3 Pferden dieser
Kategorie. Letzgenannte Kombination ldsst sich unterteilen in undifferenzierte
Lahmheit mit vermehrt gefiillten Gelenken in n =2 Fillen, hierunter ein Fall mit
zusatzlich dokumentierten Fieberschiitben, sowie n=1 Fall, in dem wechselnde
Lahmbheiten gemeinsam mit geschwollenen Gelenken dokumentiert waren. In keinem

Fall fand sich der Hinweis auf einen vorangegangenen Zeckenbefall in der Anamnese.

Eine vergleichbare Verteilung fand sich bei den Tieren mit schwach positiver Serologie.
Hier fiel Lahmheit bei n=29 Tieren mit undifferenzierter Lahmheit (n=12),
wechselnder Lahmheit (n=10) und intermittierender Lahmheit (n=7) als alleiniges
klinisches Merkmal am hiufigsten auf. Zeckenexposition war bei n =3 dieser Tiere
dokumentiert. An zweiter Stelle fand sich verminderte Leistungsbereitschaft (n = 12).
Fieber (n =35) war in dieser Kategorie als dritthdufigstes solitdres Merkmal vertreten,
davon bei n =2 Pferden mit in der Anamnese erwidhntem Zeckenbefall. Kombiniert
wurden verminderte Leistungsbereitschaft und Lahmheit (n=14) am hiufigsten
dokumentiert; unterteilt in nicht ndher differenzierte Lahmheit mit verminderter
Leistungsbereitschaft in n=7 Fillen, intermittierende Lahmheit mit verminderter
Leistungsbereitschaft bei n = 6 Tieren sowie wechselnde Lahmheit und Leistungsabfall

bei n = 1 Pferd. In keinem dieser Fille war Zeckenbefall im Vorbericht vermerkt.

4.3. Klinische Verinderungen serologisch positiver Pferde

Pferde mit positiver Serologie zeigten laut Anamnese als solitdre Verdnderung
Lahmbheit (n = 13), darunter n = 8 mit undifferenzierter Lahmheit (in einem Fall mit
dokumentierter Zeckenexposition), n = 4 mit intermittierender Lahmheit und n = 1 mit
wechselnder Lahmheit, am héufigsten. An zweiter Stelle wurde verminderte

Leistungsbereitschaft (n =4), mit einer protokollierten Zeckenexposition, angegeben.
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Die am meisten vertretenen Komplexe klinischer Auspridgungen stellten mit n =12
verminderte Leistungsbereitschaft und Lahmheit, unterteilt in intermittierende Lahmheit
mit verminderter Leistungsbereitschaft (n=11) sowie undifferenzierte Lahmheit mit
verminderter Leistungsbereitschaft (n = 1) dar, wobei auch hier in keinem Fall eine
Zeckenexposition dokumentiert war. Lahmheit kombiniert mit Myopahtien (n=4),
unterteilt in undifferenzierte Lahmheit mit Mpyopathie (n=2), hierunter eine
geschilderte Muskelatrophie, sowie wechselnde Lahmheit mit Myopathie (n=2), in
einem Fall mit aufgezeichneter Zeckenexposition, reprisentieren die zweithdufigste
Kombination klinischer Merkmale dieser Kategorie.

Tabelle 7: Haufigkeit beobachteter klinischer Verinderungen und Nachweis B.-

burgdorferi-spezifischer Antikorper in der Kohorte des eingesendeten
Probenmaterials

negativ grenzwertig [schwach positiv positiv Impfantikérper | gesamt

1038  494% | 232 11,0% | 522 248% | 304 14,5% 6 0,3%| 2102
Klinik
Vo'r"h'a Cden| 214 206% 57 246% | 139 26,6% 66 21,7% 0 0,0%| 476
lahmheit | 36  3,5% 7 3,0% 29 56% 13 43% 0 00%| 85

duziert

[Z i S“;' :; 1l 2 21% 7 3,0% 12 23% 4 1,3% 0 00%| 45
Ataxie 9 09% 2 09% 2 04% 1 03% 0 0,0%| 14
Fieber 7 07% 1 04% 5 1,0% 0 0,0% 0 00%| 13
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S. Geographische Verteilung

Anhand der iibermittelten PLZ des Pferdebesitzers bzw. der einsendenen
Tierarztpraxis/-klinik konnten Riickschliisse auf den Standort des Pferdes gezogen
werden. Fir die Analyse der regionalen Verteilung aller positiv befundeten
Serumproben aus Deutschalnd (n = 150; 13,1 %) wurden diese wie in Kapitel IV. 1.
geschildert den Postleitzonen von 0 bis 9 zugeordnet. Wie bereits erldutert, fanden die
aus den Laboren iibermittelten Serumproben (n = 929) aus denselben Griinden auch in
dieser Auswertung keine Beriicksichtigung. Eine Ubersicht der ermittelten prozentualen
Werte positiver Serumproben ist in Abbildung 11 dargestellt, wobei sich die Werte auf

die Anzahl der aus den jeweiligen Postleitzonen eingesandten Proben beziehen.

Postleitzone Probenanzahl davon positiv

n n %
0 60 9 150
12,3 % 2,6 % 1 38 1 2,6
2 423 52 12,3
7’7 % 3 63 8 12,7
4 194 15 7,7
12,7 % 5 247 55 22,3
15,0 % 6 14 0 0,0
22,3 % 7 37 7 189
8 62 3 4,8
O % 9 8 0 0,0
0%
18,9 % Abbildung 11: Prozentualer Anteil
48% positiv befundeter, aus Deutschland
r

eingesandter equiner Serumproben

In n =60 Fillen der als seropositiv interpretierten Proben (n = 150) fanden sich in der
Anamnese Angaben zu klinischen Verdnderungen der untersuchten Pferde. Keine
Angaben zu klinischen Erscheinungen enthielten n =87 Anamnesebdgen; in n=3
Fillen wurde darauf verwiesen, dass das zu untersuchende Pferd keine klinischen
Veridnderungen zeigt. Eine Ubersicht dieser Verteilung auf die verschiedenen
Postleitzonen ist in Tabelle 8 aufgelistet. Am héufigsten traten als Einzelerscheinungen
Lahmbheit (n = 12) mit einer (n = 1) wechselnden Lahmbheit, intermittierender Lahmheit
(n=5) und undifferenzierte Lahmheit (n = 6) auf, wobei die Hilfte dieser Befunde

(n=6) in Postleitzone 2 mit der hochsten Anzahl an Einsedungen (n =423) auftrat.
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Hinsichtlich des Auftretens mehrer Verdnderungen konnte eine auffallend hiufige
Beteiligung klinischer Manifestationen des Bewegungsappartes in n =28 Fillen
beobachtet werden. Uberwiegend wurde der Komplex aus verminderter
Leistungsbereitschaft und Lahmheiten herausgefiltert (n = 10), gefolgt von Lahmheit
und verspannter Muskulatur (n =2) bzw. eine durch steifen Gang gepriagte Lahmbheit
(n=2).

Tabelle 8: Ubersicht seropositiv befundeter Equiden mit klinischen Erscheinungen
pro Postleitzone

PLZ Proben gesamt positive Proben mit Klinik

0 60 9 4
1 38 1 0
2 423 52 25
3 63 8 6
4 194 15 8
5 247 55 12
6 14 0 0
7 37 7 4
8 62 3 1
9 8 0 0
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V. DISKUSSION

Die Existenz einer klinischen LB beim Pferd wird von Tieridrzten und Pferdebesitzern
hiufig angezweifelt (GALL & PFISTER, 2006), wohingegen in Fachkreisen trotzdem
die Frage der Uberdiagnose einer equinen LB diskutiert wird (BARTOL, 2013). Als
mogliche Ursache hierfiir kommt die diffizile Diagnosestellung einer LB insbesondere
bei Pferden aufgrund meist unvollstindiger Vorberichte, unklarer klinischer
Krankheitsverlaufe sowie oft ungeniigender ProphylaxemaB3nahmen in Betracht. Um die
Objektivitit der Diskussion hinsichtlich des Vorkommens klinisch manifester
Borrelieninfektionen bei Pferden zu wahren, kommt serologischen Nachweisverfahren,
die in der Lage sind, aktive Infektionen mit hochspezifischen Markern zuverlédssig zu

erfassen, um deren klinische Relevanz einschitzen zu konnen, zentrale Bedeutung zu.

1. Betrachtung serologischer Ergebnisse

Die Streuung des GroBteils der KELA-Einheiten, welche sich anhand des ausgewerteten
Datenmaterials in der hier vorliegenden Arbeit in den ermittelten serologischen
Befundkategorien (,,negativ‘ 53,9 — 181,7; ,.grenzwertig* 71,8 — 222,6; ,,schwach
positiv: 94,6 — 283,0; ,,positiv 176,5 — 408,9; ,,Impfreaktion 150,5 — 629,0) ergab,
veranschaulicht die enorme Bedeutung der zusitzlichen Untersuchung des
Probenmaterials mit einem hochspezifischen Diagnostikum wie WB oder LIA, um

exaktere serologische Resultate zu erzielen.

Die Ergebnisse der als serologisch positiv befundeten n =303 Tiere (14,5 %) der
untersuchten Kohorte gelten als hinweisend fiir das Vorhandensein einer aktiven LB-
Infektion wund fithren vor Augen, dass eine deutlich geringere Rate
infektionsspezifischer AK, welche ein aktuelles Krankheitsgeschehen nahelegen,
ermittelt wurde, als von den Einsendern erwartet. Des Weiteren ldsst in diesem
Zusammenhang die geringe Anzahl seropositiv befundeter Equiden pro Postleitzone aus
Deutschland (sieche Kapitel 5., Abbildung 11 und Tabelle 8) die Uberschitzung des
Vorkommens einer Borrelieninfektion bei den beprobten Pferden durch die Einsender
zu. Zudem implizieren diese Resultate trotz des hohen prozentualen Anteils serologisch
nicht negativer Equiden (50,6 %) an der gesamten Kohorte eine vergleichbar geringe
Infektionsrate (14,5 %). Anders formuliert, lag lediglich bei 28,7 % (n =303) der als
nicht negativ identifizierten Equiden (n=1.058) aufgrund deren serologischen

Ergebnisse der Hinweis auf eine aktive LB-Infektion vor.
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Diese Resultate untermauern die grole Bedeutung der Bestimmung hochspezifischer
AK mit einem speziesspezifischen Immunoblot als verldsslichste Methode des
indirekten Erregernachweises fiir eine exaktere Identifikation seropositiver Equiden.
Insbesondere bei Proben mit grenzwertigen oder erhohten KELA-Einheiten erweist sich
dieser neben dem Cg-Peptid-Schnelltest als fdhig, die Spezifizierung der
Immunreaktionen durch Reaktionen gegen infektionsspezifische Borrelienproteine
sichtbar zu machen. Dies belegt u. a. auch eine Untersuchungsreihe mit n =87
Pferdeseren, in welcher mittels Milenia-Blot-Borrelia IgG Test (MIDBO IgG-Kit 30
TESTS: DPC Bierman GmbH) hauptsiachlich AK gegen Antigene mit den
Molekulargewichten 34 (OspB), 41, 60, 66, 72 und 93 kDa bei den als positiv
interpretierten Befunden detektiert wurden (DZIERZECKA & KITA, 2001a). Das
Auftreten von gegen 41 kDa groB3e Antigene gerichtete AK in 55,5 % der als negativ
befundeten Proben veranlasste die Autoren, die Spezifitit dieser Proteinbande als
minimal einzustufen. Der Nachweis von Proteinen der Grofle 41 kDa wird auch von
anderen Autoren als unspezifische, gegen Flagellenproteine gerichtete Immunreaktion
(KRUPKA, 2012) sowie als Indikator fiir eine Kreuzreaktivitit mit gegen Leptospiren
gerichteten Antikdrpern im Lysat-AG-WB gewertet (SHIN et al., 1993). Als spezifische
Infektionsmarker equiner Immunreaktionen im Lysat-AG-WB gelten neben
rekombinant erzeugtem VISE Proteine mit einem Molekulargewicht von ca. 30-31, 39,
43 sowie 58 kDa. Im LIA (Borrelia Veterindr plus OspA LINE; Sekisui Virotech
GmbH, Riisselsheim, Germany) erwiesen sich das Protein DbpA sowie die
Proteinbandenkombinationen VISE-Mix horse, DbpA und p83 als infektionsspezifische
Marker (KRUPKA, 2012).

Als Ergidnzung der Zweistufen-Diagnostik wird der auf dem ELISA-Prinzip basierende
Ce-Peptid-Schnelltest beschrieben, welcher den Nachweis anthropoider, humaner,
caniner sowie muriner LB-Infektionen durch gegen das synthetische Cg-Peptid
gerichtete AK ermoglicht (LIANG et al., 1999a; LIANG & PHILIPP, 1999). Im
Vergleich mit dem WB wird dem SNAP® 4Dx eine Sensitivitdt von 100 % und eine
Spezifitit von 95 % bei der Detektion von AK gegen Bbsl in Serumproben von Pferden
zugeschriecben (CHANDRASHEKAR et al., 2008). Zu einem nicht ganz
iibereinstimmenden Resultat kommen Johnson et al. (JOHNSON et al., 2008) in zwei
neunmonatigen Studien mit experimentell infizierten Ponys. Im Gegensatz zum WB
ermittelten sie eine Sensitivitit von 63 % bei einer Spezifitit von 100 % fiir den

SNAP® 4Dx.



V. Diskussion 75

Die in der hier vorliegenden Arbeit sowohl mittels Lysat-AG-WB als auch via
kommerziellem WB mit rekombinanter, aufgespriihter VIsE-Bande sowie durch LIA
und Ce-Peptid-Schnelltest ermittelten seropositiven Befunde weisen ein weitestgehend
den o. g. Veroffentlichungen entsprechendes Bandenmuster auf. So erfolgte die positive
Befundung equiner Seren bei Vorliegen deutlicher Signale an mindestens einer der
Banden p14, 17 (DbpA), 30, 39, 43, 58 oder 100 im Lysat-AG-WB in Verbindung mit
einem positiven Ergebnis fiir Bbsl im SNAP® 4Dx. AuBerdem wurden Seren bei
Vorhandensein  deutlicher Signale an mindestens zwei der erwéhnten
infektionsspezifischen Banden mit oder ohne zusitzlich vorhandenen Signalen an nicht
infektionsspezifischen Banden auch bei negativem Resultat im Cg-Peptid-Schnelltest als
positiv interpretiert. Mit Verwendung eines kommerziellen WB mit zusitzlich
aufgesprithtem VISE ab Mai 2007 galt neben positiven Reaktionen an den o. g.
spezifischen Banden eine deutliche Reaktion an der VIsE-Bande als spezifischer
Infektionshinweis. Nach Durchfithrung einer internen Validierungsstudie des Line-
Testsystems (Borrelia Veterindr plus OspA LINE; Sekisui Virotech GmbH,
Riisselsheim, Germany) wurden mittels diesem detektierte Serumproben bei
Vorhandensien von Signalen an der DbpA-Bande sowie bei VISE in Kombination mit
den Banden p83 und/oder DbpA als auch kombinierte Signale an den Proteinbanden
VISE Mix horse + DbpA + p83 als infektionsspezifisch und somit hinweisend fiir eine

Infektion mit Erregern des Bbsl-Komplexes interpretiert.

Die serologischen Resultate dieser Arbeit weichen insbesondere hinsichtlich der
Seroprivalenz jedoch teilweise signifikant von einigen in der Literatur veroffentlichten
Ergebnissen ab. Als mogliche Erkldrung hierfiir kommt in Betracht, dass die Ergebnisse
diverser Veroffentlichungen zum Vorkommen einer LB bei Pferden aus dem
serologischen AK-Nachweis via IFAT, sowie dem direkten Erregernachweis mittels
PCR und Kultivierung resultieren. Die Angaben zu den via IFAT ermittelten
serologisch positiven Pferden in der Literatur variieren von 5,3 % und 12,8 %
(MAGNARELLI et al., 1988), 24 % (MARCUS et al., 1985) bis 33 % (SCHONERT et
al., 2008) tber 47,9 % (LIEBISCH et al., 1999) bzw. 48 % (GERHARDS &
WOLLANKE, 1996) hin zu 75 % (LINDENMAYER et al., 1989). Hinsichtlich der
Zuverldssigkeit serologischer Testverfahren fiir die LB-Diagnostik bei Pferden kam eine
Studie zu dem Ergebnis, dass der IFAT zwar die hochste Tendenz hat, das Vorliegen
einer LB-Infektion nachzuweisen, im Vergleich zu dem in der Studie verwendeten

ELISA (MRL DIAGNOSTICS, No EL0400G, Borrelia burgdorferi Veterinary ELISA
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No. 122.00 Genzyme Virotech GmbH) jedoch durch eine wesentlich hohere Rate
falsch-positiver Ergebnisse auffiel (DZIERZECKA & KITA, 2001b). Der bereits von
Burgdorfer und Mitarbeitern (BURGDORFER et al., 1982) entwickelte IFAT hat sich
aufgrund seiner hohen Sensitivitdt zwar frithzeitig in der Borrelien-Diagnostik etabliert,
erschwert allerdings durch die Detektion kreuzreaktiver AK, die gegen Leptospiren,
Spirochiten aus dem Magen-Darm-Trakt sowie gramnegative Enterobakterien gerichtet
sein konnen (MAGNARELLI et al., 1987; KASBOHRER & SCHONBERG, 1990;
TALASKA, 1998), die spezifische Diagnostik. Aufgrund dessen Unfédhigkeit zwischen
geimpften Individuen und einer Feldinfektion zu unterscheiden (LITTMAN et al., 2006)
sowie der mangelnden Vergleichbarkeit der Ergebnisse wird der IFAT mittlerweile als
ungeeignetes Diagnostikum angesehen (CRAFT et al., 1984; STRAUBINGER, 2015).
In Anbetracht der moglichen Detektion kreuzreaktiver AK ist deshalb davon
auszugehen, dass es sich bei einem Grofteil der iiberwiegend in seroepidemilogischen
Studien beschriebenen klinischen Veridnderungen bei Pferden lediglich um
Verdachtsfille handelt, die aufgrund des Nachweises der via IFAT detektierten AK
gegen Borrelien mit einer LB in Verbindung gebracht wurden. Untermauert wird diese
Annahme durch die partielle Deckung der Bandbreite klinischer Merkmale, die von den
Autoren mit dem Vorhandensein einer LB-Infektion assoziiert wurden, mit den in dieser

Studie festgestellten Zusammenhéngen.

2. Analyse klinischer Befunde

Dem Datenmaterial, das fiir die Erstellung dieser Arbeit zur Auswertung herangezogen
wurde, konnte hinsichtlich der vorberichtlich dokumentierten Klinik aller untersuchten
Pferde eine Vielfalt von insgesamt 53 verschiedenen klinischen Erscheinungen
entommen werden. Entsprechend der in der Fachliteratur iibereinstimmend am
hiufigsten in Zusammenhang mit einer Borrelieninfektion erwédhnten klinischen
Veridnderungen bei Pferden (siehe Kapitel 3.4.2.) wird im Folgenden auf die am meisten

in der hier vorliegenden Studie eruierten Krankheitsanzeichen eingegangen.

So fand sich lediglich bei n=2 Pferden (RKS-B-7.593, RKS-B-10.231) in der
Anamnese der Verweis auf das Auftreten einer equinen rezidivierenden Uveitis (ERU),
welches bereits in fritheren Studien in Zusammenhang mit einer Borrelieninfektion bei
Pferden beschriecben wurde (LIEBISCH et al.,, 1999; PRIEST et al., 2012;
JOHNSTONE et al., 2016). Es handelt sich in beiden Fillen um Wallache, ohne

dokumentierte Zeckenexposition. Obwohl in einem Fall ein erhohter KELA-Wert
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(698,0) erfasst wurde, konnten im nachfolgend durchgefiihrten Immunoblot in beiden
Fillen keine infektionsspezifischen Banden nachgewiesen werden. Einige Autoren
beschreiben Augenmanifestationen in Form von Lidodem, Corneatriibung, Keratitis,
Uveitis, Choroiditis (LIEBISCH et al., 1999; PRIEST et al., 2012; JOHNSTONE et al.,
2016) sowie Panuveitis (BURGESS et al., 1986), die sie mit dem Vorhandensein von
LB-Erregern in Verbindung bringen, wohingegen andere den Zusammenhang zwischen
dem Vorkommen einer ERU sowie erhohten Borrelien-AK-Titern nicht bestitigen
konnten (GERHARDS & WOLLANKE, 1996). In Anbetracht dessen ist davon
auszugehen, dass das Auftreten der ERU im Fall der beschriebenen n =2 Wallache

nicht in direktem Zusammenhang mit einer Borrelieninfektion steht.

Angaben iiber das in der Literatur postulierte Auftreten von Reproduktionsstérungen,
Aborten (SORENSEN et al.,, 1990) und einer erhohten Fohlensterblichkeitsrate
(BURGESS et al.,, 1988) konnten in dieser Studie keinem der den Blutproben

beigefiigten Vorberichten entnommen werden.

Uber das Auftreten dermatologischer Verianderungen, die in Verdacht stehen, mit einer
equinen Borrelieninfektion gekoppelt zu sein, existieren nur wenige Nachweise in der
Literatur (MAGNARELLI et al., 1988; LIEBISCH et al., 1999; CHANG et al., 2000b;
SEARS et al., 2012). In der vorliegenden Arbeit konnten bei n=21 Pferden
Hautveridnderungen ausgemacht werden (sieche Tabelle9). Das Auftreten von
Hautverdnderungen in Zusammenhang mit einer LB ist ausfiihrlich in der
Humanmedizin, insbesondere in Form des EM, dokumentiert (NADELMAN &
WORMSER, 1998). Untersuchungen an Hunden weisen darauf hin, dass sich diese
Form der Hautveridnderung bei Tieren nach einem Zeckenstich nicht ausbildet. Es ist
anzunehmen, dass es sich bei einer auftretenden Rotung um eine Hautreizung, bedingt
durch akute, lokale Entziindungsreaktionen, handelt (STRAUBINGER et al., 1998;
KRUPKA et al., 2009). Lokale Entziindungsreaktionen der Haut nach einem
Zeckenstich konnten in dieser Arbeit bei n = 10 Tieren, darunter n = 4 Pferde (RKS-B-
2.563, RKS-B-3.101, RKS-B-4.891, RKS-B-7.322) mit schwach positiver Serologie

ausgemacht werden.

Hierunter fand sich ein Wallach (RKS-B-10.205) mit serologischem Hinweis auf eine
aktive Borrelieninfektion, der nach Entfernung einer Zecke aus der Priputialregion mit
lokaler Entziindungsreaktion in Form von Schwellung reagierte. In diesem Fall ist
davon auszugehen, dass es sich hierbei moglicherweise tatsdachlich um eine durch

Borrelien verursachte Reaktion handelt. Dafiir sprechen auch die in Erscheinung
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getretene Lethargie, welche sich in verminderter Leistungsbereitschaft dulerte, sowie
ein positives serologisches Ergebnis im Zweistufentest mit deutlich positiven Signalen
bei OspC, 39 kDa, 83 kDa sowie an der VISE-Bande im LIA. Das stumpfe Haarkleid,
welches bei einem weiteren ménnlichen Tier (RKS-B-2.177) mit deutlich positiver
Serologie Erwédhnung fand, ist hochstwahrscheinlich aufgrund der zusitzlich
beschriebenen klinischen Merkmale Anorexie, Apathie, gesteigerte Nervositit sowie
schmerzende Muskulatur im Riickenbereich als unspezifische Begleiterscheinung zu
interpretieren, welche in keinem konkreten Zusammenhang mit einer Borrelieninfektion
steht. Vielmehr findet ein stumpfes Haarkleid in Zusammenhang mit mangelnder
Pflege, ausgiebiger Weidehaltung sowie als unspezifisches Indiz einer Erkrankung
Erwihnung (BARTMANN CP et al., 2010). Die Fellwechselprobleme bei einem zudem
in der vorliegenden Arbeit beschriebenen ménnlichen Individuum (RKS-B-2.624) mit
positiver Borrelien-Serologie sind in Zusammenhang mit den {ibermittelten
himatologischen Befunden (Eosinophilie, erhohte Leberenzyme, Hypoglykdmie,
Hyperlipdmie) sowie dem parallelen Auftreten gehdufter Hufrehe mit groBer
Wabhrscheinlichkeit auf eine endokrinologische Krankheitsursache zuriickzufiihren
(HOOD, 1999; MOSTL, 2012). Es ist zwar aufgrund der deutlich positiven Signale im
Lysat-AG-WB (deutliche Signale an den Banden p14, 21, 23, 39, 41, 58, 60, 66 und 83)
nicht auszuschlieBen, dass sich das Pferd zum Zeitpunkt der Blutentnahme mit
Borrelien auseinandergesetzt hat, jedoch sind die erwéhnten klinischen Erscheinungen
untypisch fiir die Manifestation einer equinen Borrelieninfektion. Da die bei einem
zusitzlichen minnlichen Tier (RKS-B-6.382) erwihnte verminderte Hautelastizitét
ebenfalls untypisch fiir eine aktive Borrelieninfektion ist, jedoch in diesem Fall in
Kombination mit Lahmheit auftrat, ist — in Anbetracht des serologischen Befundes
(hochgradig positive Signale bei p14, 17, 21, 23, 30, 39, 41, 58, 66, 83 und 100 sowie
VISE) — das Vorliegen einer Borrelieninfektion nicht unwahrscheinlich.

Das Auftreten von Urticaria (RKS-B-2.423), sowie Ekzem (RKS-B-3.832) und Juckreiz
(RKS-B-2.829 und RKS-B-3.748) ist in den hier bewerteten Fillen nicht in
Zusammenhang mit einer Borrelieninfektion zu sehen. Untermauert wird diese These

durch die sehr schwachen bis negativen Signale im Immunoblot.



V. Diskussion 79

Tabelle 9: Identifizierte Hautverinderungen aller untersuchten Pferde

Pferd Rasse Alter Ge- KELA Immuno- VISE Klinik Zecken-
schlecht blott stich
RKS-B-1.744 Andalusier 6 m 93,9 (-) lokale Entziindungsreaktion der Haut  ja
RKS-B-1.763 k. A. k.A. w 13,2 n.d. lokale Entzlindungsreaktion der Haut ja
RKS-B-1.798 k. A. k.A.  k.A. 64,8 (-) stumpfes Fell k. A.

Lahmheit ohne spezifische Angabe

verminderte Leistungsbereitschaft

Anorexie

schmerzende Riickenmuskulatur
RKS-B-1.956 k. A. k.A. m 77,9 (-) stumpfes Fell k. A.
RKS-B-2.177 k. A. k.A. m 477,3 (+/-) stumpfes Fell k. A.

Anorexie

Apathie

gesteigerte Nervositat

schmerzende Riickenmuskulatur

RKS-B-2.253 Warmblut 4 w 252,0 (+/-) Fellwechselprobleme k. A.
intermittierende Lahmheit
Anorexie
Husten
RKS-B-2.376 k. A. 28 m 214,7 (-) lokale Entziindungsreaktion der Haut ja
RKS-B-2.423 k. A. 10 m 379,2 (+/-) Urticaria k. A.
RKS-B-2.563 Warmblut 26 m (W) 248,0 (+) lokale Entziindungsreaktion der Haut  ja
RKS-B-2.624 k. A. k.A. m 475,9 (+4) Fellwechselprobleme k. A.
Hufrehe
RKS-B-2.829 Friese k.A.  k.A. 139,5 (-) Pruritus k. A.
RKS-B-3.023 Haflinger 4 m 2,8 (-) lokale Entziindungsreaktion der Haut  ja
RKS-B-3.101 Warmblut 11 m 419,2 (+/-) lokale Entziindungsreaktion der Haut ja
RKS-B-3.748 k. A. 17 w 31,4 (+/-) Pruritus k. A.
Apathie
RKS-B-3.832 k. A. 17 w 243,1 (-) Ekzem k. A.
RKS-B-4.890 Warmblut 12 m (W) 582 (-) (-) stumpfes Fell k. A.
verminderte Leistungsbereitschaft
RKS-B-4.891 dt. Reitpony 6 w 162,2 (+) (+) lokale Entzindungsreaktion der Haut ja
RKS-B-5.553 k. A. k.A. m 45,7 (+) (-) lokale Entzindungsreaktion der Haut ja
RKS-B-6.382 Warmblut 11 m 210,6 (+++) (++) verminderte Hautelastizitat k. A.
Lahmheit ohne spezifische Angabe
RKS-B-7.322 Quarter 12 m (W) 129,9 (+/-) (+/-) lokale Entziindungsreaktion der Haut ja
Horse gesteigerte Aggressivitat
gesteigerte Nervositat
RKS-B-10.205 Friese 15 m (W) 618,4 (++) (+) lokale Entzindungsreaktion der Haut ja
verminderte Leistungsbereitschaft
Fieber

Die bisher in der Literatur am h#ufigsten in Zusammenhang mit einer mdéglichen
Borrelieninfektion bei Pferden erwihnten klinischen Erscheinungen umfassen
Manifestationen am  Bewegungsapparat, unspezifische Verdnderungen des
Allgemeinbefindens sowie Hinweise auf eine vorliegende Storung im ZNS (BURGESS
et al.,, 1986; BURGESS & MATTISON, 1987; MAGNARELLI et al., 1988;
BROWNING et al., 1993; HAHN et al, 1996; MAGNARELLI et al., 1997;
SCHONERT et al., 2008; JAMES et al., 2010; IMAI et al., 2011; PRIEST et al., 2012;
BARTOL, 2013; PASSAMONTI et al.,, 2015). Die im Rahmen dieser Arbeit den

Vorberichten der eingesandten Blutproben entnommen klinischen Merkmale bestétigten
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diese Erkenntnisse weitestgehend. Dabei offenbarten sich diese Erscheinungen sowohl
einzeln als auch in Kombination miteinander oder anderen meist unspezifischen

Merkmalen.

So ergab die Auswertung dokumentierter klinischer Erscheinungen in allen
serologischen Kategorien am hédufigsten Lahmbheiten unterschiedlicher Auspriagung
(siehe Kapitel IV. 4.). Als weitere, alleine in Erscheinung tretende klinische Merkmale
des Bewegungsapparates wurden vermehrt gefiillte Gelenke, auffillig steifer Gang
sowie verspannte, schmerzende Muskulatur vornehmlich im Riickenbereich und
Hufrehe dokumentiert. Hiervon traten bei Pferden mit positiver Borrelien-Serologie
Hufrehe und Muskelverspannungen bzw. schmerzende Muskulatur bei jeweils n =2
Pferden sowie ein von Steitheit geprigtes Gangbild bei einem Tier auf. Bei der
Betrachtung  solitir in  Erscheinung tretender klinischer =~ Merkmale des
muskuloskelettalen Systems muss jedoch beriicksichtigt werden, dass das Vorkommen
klinischer Verdnderungen des Bewegungsapparates als Einzelerscheinung primér
differentialdiagnostischer Abklidrung bedarf. Insbesondere bei Equiden mittleren und
hoheren Alters manifestieren sich Alters- und VerschleiB3erscheinungen, abhéngig von
Nutzungsart und Rasse, hdufig am Bewegungsapparat ohne dass eine infektiose Ursache
deren Ausloser darstellen muss (BROSNAHAN & PARADIS, 2003; SILVA & FURR,
2013). Dies verdeutlichen auch die hier erfassten Daten seropositiver Pferde hinsichtlich
deren dokumentierten Alters. So ergab sich in der Altersgruppe der 6-15 jahrigen Pferde
(n =315), welche den groBiten Anteil der gesamten Kohorte darstellten, fiir n =44
Individuen eine positive Borrelienserologie, davon lediglich in n=17 Fillen mit
Vermerk klinischer Erscheinungen des Bewegungsapparates (Lahmheit in n=16
Fillen, Muskelverspannungen in n=1 Fall). Bei Pferden, die zum
Untersuchungszeitpunkt élter als 15 Jahre alt waren (n = 125), konnte in n = 22 Féllen
ein deutlich seropositives Ergebnis eruiert werden, worunter sich n=11 Tiere mit
klinischer Manifestationen im muskuloskelettalen System, unterteilt in n=10
Individuen mit Lahmheiten und ein Pferd, welches ein von Steitheit gepriagtes Gangbild
zeigte, befanden. Zudem fanden sich in derselben Altersgruppe n = 50 Individuen mit
negativer Serologie, darunter n = 21 Pferde mit Lahmheiten, n = 1 Pferd mit einem von
Steifheit geprigten Gangbild sowie n = 1 Tier mit vermehrt gefiillten Gelenken. In der
Kategorie der als serologisch grenzwertig befundeten Equiden dieser Altersgruppe
(n =18) konnten n = 3 Tiere mit Lahmheiten sowie n = 1 Pferd mit steifem Gang

ausgemacht werden. Unter den als serologisch schwach positiv kategorisierten Pferden
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(n = 35) traten in n = 8 Féllen Lahmheiten sowie vermehrt gefiillte Gelenke und ein von

Steifheit geprigtes Gangbild bei jeweils n = 1 Individuum auf.

Solitdare Verdnderungen des Allgemeinbefindens beschrinkten sich in dieser Arbeit auf
das Vorkommen von Abgeschlagenheit bzw. Miidigkeit resultierend in
Leistungsinsuffizienz, sowie Fieber, Kachexie, Anorexie und Apathie. Lediglich n=4
Pferde der als serologisch positiv kategorisierten Tiere zeigten als alleiniges klinisches
Merkmal verminderte Leistungsbereitschaft. Der Grofteil der von den iibrigen
klinischen Verdnderungen betroffenen Tiere befand sich in der Kategorie ,,negativ mit
n =22 von verminderter Leistungsbereitschaft betroffenen Pferden, n =7 Tieren die
Fieber zeigten, n = 4 Individuen bei denen Kachexie auftrat, n = 2 Equiden mit Apathie

sowie n = 1 Pferd mit Anorexie.

Als klinische Hinweise, welche auf eine vorliegende Stérung im ZNS deuten, konnten
in dieser Untersuchung im einzelnen Ataxie, Headshaking, Muskelatrophie sowie
epilepsieartige Anfiélle (Krimpfe, Paresen) ermittelt werden. Lediglich bei n=1 Tier
mit positiver Serologie fand sich der Verweis auf Ataxie als alleiniges klinisches
Merkmal in der Anamnese. Der von einigen Autoren beschriebene Zusammenhang
zwischen einer equinen Neuroborreliose und diesbeziiglich spezifischen klinischen
Anzeichen (BURGESS & MATTISON, 1987; HAHN et al., 1996; JAMES et al., 2010;
IMALI et al., 2011; JOHNSTONE et al., 2016) konnte in dieser retrospektiven Analyse
nicht nachgewiesen werden. Das Auftreten einer Ataxie als dominantes Merkmal trat in
n =4 Fillen gemeinsam mit verminderter Leistungsbereitschaft in Erscheinung, wovon
in einem serologisch positiv interpretierten Fall (n = 1) das zusitzliche Auftreten von
Lahmbheit und Fieber mit dokumentierter Zeckenexposition beschrieben ist. Es ist in
diesem Fall aufgrund der beschriebenen klinischen Verdnderungen in Kombination mit
vorherigem Zeckenkontakt sowie positiver Serologie sehr wahrscheinlich von einer
Borrelieninfektion auszugehen, jedoch kann in diesem Zusammenhang nicht die Rede

von einer Neuroborreliose sein.

Auffallend in Erscheinung trat die Tatsache, dass die hdufigste Kombination klinischer
Erscheinungen in allen serologischen Kategorien aus verminderter Leistungsbereitschaft
und Lahmheiten bestand (n=62), wobei intermittierende Lahmheiten in dieser
Konstellation dominierten (n=42). In n=20 Fillen wiesen die Pferde mit dieser
Kombination in der Borrelien-Serologie ein negatives Ergebnis auf, bei n =11 Fillen
wurde das serologische Ergebnis insgesamt als positiv interpretiert (grenzwertig: n =5,

schwach positiv: n = 6). Diese Erkenntnisse lassen einerseits darauf schlielen, dass das
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Vorkommen der Kombination dieser beiden klinischen Merkmale in Zusammenhang
mit dem Nachweis infektionsspezifischer Borrelien-AK auf eine aktive
Borrelieninfektion hinweisen. Andererseits demonstrieren sie auch, dass das Auftreten
dieser Kombination unspezifischer Verdnderungen nicht als verldssliches Merkmal fiir

das Vorhandensein einer equinen Borrelieninfektion gewertet werden kann.
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VL ZUSAMMENFASSUNG

Die zielgerichtete Borreliendiagnostik bei Pferden wird durch Schilderung variabler
klinischer Verdnderungen, fehlende Beschreibung eines einheitlichen Krankheitsbildes,
mangelnde Standardisierung der Untersuchungsmethoden sowie die Absenz gesicherter
Zahlen zur Hiufigkeit von equinen Borrelieninfektionen erschwert. Obwohl die
Assoziation klinischer Erscheinungen mit dem Vorhandensein hoher Seropositivitit bei
Equiden aus Endemiegebieten von I. ricinus beschrieben ist, scheint der Verlauf einer

Borrelieninfektion meist unapparent.

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen vermuten, dass sich keine Assoziation zwischen
hohen AK-Spiegeln und damit in Verdacht stehenden klinischen Merkmalen bei
Equiden herstellen ldsst. Die Anzahl serologisch positiv befundeter Equiden zeigt, dass
eine geringere Rate infektionsspezifischer AK, welche das Vorhandensein einer equinen
Borrelieninfektion nahelegen, nachgewiesen wurde, als von den Einsendern erwartet.
Die verhiltnismiBig geringe Anzahl seropositiver Equiden pro Postleitzone suggeriert
die Uberschitzung des Vorkommens einer Borrelieninfektion bei Pferden in
Deutschland. Fiir eine equine LB-Infektion charakteristische Merkmale, anhand derer
sich diese eindeutig identifizieren liel3e, ergaben sich anhand des Datenmaterials nicht.
Vielmehr konnten die bereits postulierten, mit einer Borrelieninfektion bei Pferden
assoziierten, klinischen Erscheinungen weitestgehend verifiziert werden. Demnach
scheint sich die Infektion bei Equiden vorwiegend im muskuloskelettalen System meist
in Form intermittierender Lahmheiten zu manifestieren. Aulerdem fiel das gehéufte
Auftreten unspezifischer Verdnderungen des Allgemeinbefindens auf — primér
Leistungsinsuffizienz, meist hervorgerufen durch Miidigkeit oder Abgeschlagenheit.
Zudem lassen die Resultate dieser Arbeit einen {iberwiegend subklinischen

Infektionsverlauf bei Pferden vermuten.

Hinsichtlich der Zuverlédssigkeit alternativer serologischer Testverfahren fiir die LB-
Diagnostik haben sich bisher aufgrund deren unzureichenden Spezifitit sowie oftmals
mangelnden Vergleichbarkeit der Ergebnisse weder IFAT, noch LTT oder ELISPOT in
der Routinediagnostik durchgesetzt. Somit liefert der serologische Nachweis
infektionsspezifischer AK mittels Zweistufentest und ergidnzendem Ce-Peptid-
Schnelltest einen wichtigen Hinweis auf ein Infektionsgeschehen mit B. burgdoferi,

kann jedoch keine komplementire klinische Diagnostik ersetzen. Serologische Befunde
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miissen daher im Kontext mit vorhandener Klinik sowie vorberichtlicher
Zeckenexposition interpretiert werden. Die Diagnose sollte zudem nach Ausschluss
diverser Differentialdiagnosen erfolgen und kann durch die Besserung klinischer
Erscheinungen spitestens innerhalb einer Woche nach eingeleiteter Antibiose mit

Oxytetracyclin, Cephalosporinen oder Penicilin gestiitzt werden.
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VII. SUMMARY

Targeted diagnosis of borreliosis is complicated by the description of variable clinical
findings in horses, the lack of description of a standard disease pattern as well as the
lack of standardization of examination methods and the absence of assured numbers on
the incidence of equine Lyme disease. Although the association of clinical signs with
the presence of high seropositivity in equids from endemic areas of I. ricinus is

described, the course of a borrelia infection usually appears to be unapparent in equids.

The results obtained in this study suggest that there is no direct association between the
presence of high antibody levels which suggest an infection with Bbsl and clinical
findings suspected for borrelia infection in equids. Contrary to the expectations of the
sending institutions, the number of serologically positive equids suggests that a lower
rate of infection-specific antibodies, which indicates the presence of an equine borrelia
infection, was detected. The relatively small number of seropositive equids per mailing
zone suggests an overestimation of the incidence of borrelia infection in horses in
Germany. Based on the data material none characteristic manifestations of an active
equine borrelia infection could be determined, to be use to identify such an infection
unambiguously. Instead the already postulated clinical findings attributed to a possible
borrelia infection in horses could largely be confirmed. Thus, an active borrelia
infection in equids predominantly manifests in the musculoskeletal system mostly in the
form of intermittent lameness. Furthermore, accumulated occurrence of predominantly
nonspecific changes in general condition — primarily a result of performance
impairment, usually caused by fatigue — was noticed. In addition, the results of this
work support the assumption that the course of a borrelia infection in many horses can

be subclinical.

Regarding the reliability of alternative serological test methods in LD diagnostics, so
far, neither IFAT, nor LTT or ELISPOT couldn’t enforce in routine diagnostics,
because of the inadequate specificity as well as the lacking comparability of their
results. Hence, the serological detection of infection-specific antibodies by means of the
two-step test and a supplementary semiquantitative Cs SNAP test provides the
indication of an equine borrelia infection, but can not replace complementary clinical
diagnostic methods. In order to support the suspicion of an active borrelia infection,

serological results therefore have to be interpreted in context of clinical findings as well
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as pre-recorded tick exposure. In addition, diagnosis should also be made after
exclusion of various differential diagnoses and can be supported by the improvement of
clinical signs after initiation of an antibiotic therapy with oxytetracycline,

cephaolosporine or peniciline within one week at the latest.
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RKS-B-3749
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RKS-B-3759
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RKS-B-3772
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RKS-B-3774
RKS-B-3781
RKS-B-3798
RKS-B-3813
RKS-B-3819
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RKS-B-3832
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RKS-B-3861
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RKS-B-4038
RKS-B-4044
RKS-B-4047
RKS-B-4054
RKS-B-4057
RKS-B-4066
RKS-B-4067
RKS-B-4069
RKS-B-4074
RKS-B-4076
RKS-B-4084
RKS-B-4087
RKS-B-4090
RKS-B-4091
RKS-B-4092
RKS-B-4093
RKS-B-4094
RKS-B-4109
RKS-B-4118
RKS-B-4120
RKS-B-4122
RKS-B-4124
RKS-B-4128
RKS-B-4129
RKS-B-4130
RKS-B-4134
RKS-B-4161
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RKS-B-4195
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RKS-B-4324
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RKS-B-4369
RKS-B-4380
RKS-B-4402
RKS-B-4403
RKS-B-4407
RKS-B-4408
RKS-B-4445
RKS-B-4446
RKS-B-4447
RKS-B-4459
RKS-B-4460
RKS-B-4466
RKS-B-4467
RKS-B-4468
RKS-B-4469
RKS-B-4489
RKS-B-4496
RKS-B-4500
RKS-B-4504
RKS-B-4505
RKS-B-4506
RKS-B-4516
RKS-B-4525
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Tabelle 11: Excel-Sheet fiir die Datenerfassung (KELA + LIA)

Zecken Klinik Klinik Klinik Klinik Klinik Impf- equilyme Natio- Positiv- Snap DbpA- OspC- 39kDa 58 83 VIsE- Interpre-
Id-Nr Datum Rasse Geburt Geschlecht K ... KELA C i . . .

befall 1 2 3 4 5 status geimpft nalitat kontrtolle A. Mix Mix (BmpA) kDa kDa Mix tation
RKS-B-9501 10.11.2011 O 0 0 0 0 0 0 55006 1 203,1 446,7 100 100 0 0 0 0 3 2 2
RKS-B-9504 10.11.2011 O 0 0 0 0 0 0 55006 1 150,3 446,7 100 100 4 0 2 0 3 2 3
RKS-B-9505 10.11.2011 O 0 1 0 0 0 0 55006 1 2184 446,7 100 100 0 2 0 0 2 2 2
RKS-B-9506 10.11.2011 O 0 1 0 0 0 0 55006 1  223,8 446,7 100 100 0 0 2 2 3 0 2
RKS-B-9507 10.11.2011 1 1996 1 0 0 0 0 79120 1 70,8 446,7 100 100 0 2 0 0 2 0 0
RKS-B-9510 10.11.2011 2 2009 4 0 14 0 2 15837 1 199,5 446,7 100 100 0 0 0 0 0 0 0
RKS-B-9511 17.11.2011 O 0 2 0 0 0 0 55006 1  156,7 452,5 100 100 0 0 0 0 2 0 0
RKS-B-9514 17.11.2011 1 1997 2 0 0 0 0 53359 1 1481 4524 100 100 0 0 0 0 2 3 2
RKS-B-9515 17.11.2011 O 0 2 0 0 0 0 58091 1 43,8 452,4 100 100 0 0 0 0 0 O 0
RKS-B-9517 17.11.2011 O 0 1 0 0 0 0 55006 1 162,5 452,4 100 100 0 0 0 0 0 2 1
RKS-B-9523 24.11.2011 1 0 1 0 0 0 0 58509 1 213,1 404,5 100 100 3 0 0 0 3 1 3
RKS-B-9524 24.11.2011 O 0 2 0 0 0 0 55006 1 47,0 404,55 100 100 0 0 0 0 0 O 0
RKS-B-9525 24.11.2011 O 0 0 0 0 0 0 55006 1 753 404,5 100 100 0 0 0 0 0 O 0
RKS-B-9527 01.12.2011 O 0 1 0 0 0 0 55006 1 1430 389,1 100 100 0 0 0 0 2 3 2
RKS-B-9529 01.12.2011 20 1989 3 0 0 0 0 55006 1 145,4 389,1 100 100 0 0 0 0 2 0 0
RKS-B-9533 08.12.2011 8 0 1 0 0 0 0 79120 1 130,5 311,21 100 100 0 0 0 0 2 0 0
RKS-B-9538 22.12.2011 O 0 2 0 0 0 0 55006 1 1782 360,6 100 100 0 2 0 0 2 2 2
RKS-B-9547 29.12.2011 O 2011 1 0 0 0 0 51491 1 1445 366,7 100 100 0 2 0 0 2 2 2
RKS-B-9551 29.12.2011 9 0 2 0 0 0 0 55006 1 87,5 366,7 100 100 0 2 0 0 0 O 0
RKS-B-9554 12.01.2012 1 0 1 0 3 14 0 0 58840 1 79,5 319,6 100 100 0 0 0 0 0 0 0
RKS-B-9555 12.01.2012 O 0 1 0 3 41 0 0 80539 1 199,4 3196 100 100 0 0 0 0 2 0 0
RKS-B-9557 12.01.2012 O 0 2 0 0 0 0 55006 1 1057 3196 100 100 0 0 0 0 0 O 0
RKS-B-9560 19.01.2012 0O 0 2 0 0 0 0 55006 1 120,8 327,0 100 100 0 0 0 0 0 O 0
RKS-B-9561 19.01.2012 0 0 2 0 0 0 0 55006 1 80,6 327,0 100 100 0 0 0 0 2 0 0
RKS-B-9562 19.01.2012 O 0 0 0 0 0 0 55006 1 66,5 327,0 100 100 0 0 0 0 0 0 0
RKS-B-9564 26.01.2012 O 0 1 0 0 0 0 55006 1 104,6 369,4 100 100 0 0 0 0 0 0 0
RKS-B-9566 26.01.2012 0 0 0 0 0 0 0 51491 1 3291 3694 100 100 0 0 3 3 3 3 3
RKS-B-9569 02.02.2012 0 0 2 0 0 0 0 55006 1 1343 351,6 100 100 0 0 0 0 0 O 0
RKS-B-9571 02.02.2012 16 1998 2 0 0 0 0 79120 1 380,5 351,6 100 100 2 0 2 2 2 3 3
RKS-B-9572 02.02.2012 9 0 2 0 0 0 0 79120 1 94,7 351,6 100 100 0 0 0 0 2 0 0
RKS-B-9573 09.02.2012 O 0 2 0 0 0 0 58513 1 63,8 386,3 100 100 0 0 0 0 2 0 0
RKS-B-9576 09.02.2012 10 1999 1 0 3 14 4 0 0 47906 1 99,5 3863 100 100 0 0 0 0 0 O 0
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2. Datenverarbeitung

Tabelle 12: Ubersicht einsedender Institutionen und deren Probenumfang

Einsendende Serologische
Institutionen Proben
Gesamt 378 2102
Labore 6 929
Praxen/Kliniken 372 1173
Deutschland 364 1146
Ausland 8 27

Tabelle 13: Betrachtung aller aus deutschen Praxen/Kliniken (ohne Labore)
eingesandter seropositiver Proben entsprechend Postleitzone

T Proben ositive .. keine klinisch
PLZ Institutionen gesamt FI)i‘roben kLIS Angabe unauffallig

0 33 60 9 4 5 0
1 17 38 1 0 1 0
2 171 423 52 25 25 2
3 40 63 8 6 1 1
4 24 194 15 8 7 0
5 34 247 55 12 43 0
6 7 14 0 0 0 0
7 12 37 7 4 3 0
8 19 62 3 1 2 0
9 7 8 0 0

364 1146 150 60 87 3

Tabelle 14: Statistische Altersverteilung

n Alter (Jahre)

valide | k. A.| MW | MIN | 1. Quartil| MEDIAN| 3. Quartil | MAX| SA| MODAL
548 | 1554 |11,0| 0,5 6,0 11,0 15,0| 31,0 4,8 12,0
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W negativ M grenzwertig ™ schwach positiv ® positiv Impfreaktion gesamt

2500
2102
2000
1500
1028 1038
1000 655
477 291 286 419 522304
500 | 275 232
119183 55 g6 173
5 1 27 48 58 ¢ 6
o em” EEme m i
KELA + WB KELA + WB mit VISE KELA + LIA Vorkommen insgesamt

Abbildung 12: Ermittelte serologische Befunde unterschiedlicher Konstellationen
des Zweistufentests

Tabelle 15: Ubersicht klinischer Befunde jeweiliger serologischer Kategorien
Serologie

negativ grenzwertig schwach positiv  positiv Impfreaktion

1038 232 522 304 6

Pferde mit Klinik 214 57 139 66 0
k. A. zur Klinik 807 166 375 235 5
Pferde ohne Klinik 17 9 8 3 1
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