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Einleitung

Durch Zecken tbertragene Infektionen ausgeltst durch Spezies des Borrelia-burgdorferi-sensu-lato-

Komplexes (Bbsl) kdnnen in Europa die Lyme-Borreliose beim Menschen hervorrufen. Auch bei

Hunden kann eine Infektion zu klinischen Erkrankungen fiihren, was aber bisher nur fir die Spezies B.

burgdorferi sensu stricto (Bbss) zweifelsfrei bewiesen wurde (1,4,5). In den letzten Jahren hauften

sich Hinweise fur die Infektionsfahigkeit von Pferden mit diesen Spirochaten, die unter
experimentellen Bedingungen fiir Bbss gezeigt wurde (2). Kiirzlich konnten im GroRhirn von zwei

Pferden mit neurologischen Veréanderungen Borrelien-ghnliche Strukturen in den Leptomeningen

und der Dura mater entdeckt werden, wobei auch mittels PCR dieser Gewebe die DNA von Bbss

nachweisbar war (3). Die Untersuchung hinsichtlich einer potenziellen Borrelien-Infektion wird in

Deutschland seitens der Tierbesitzer und Tierdrzte mit der Diskussion um eine klinische Erkrankung

bei Pferden (,,Equine-Lyme-Borreliose®) zunehmend eingefordert und stellt Laboratorien vor neue

Herausforderungen. Der empfohlene Nachweis von Antikérpern gegen Bbsl bei Mensch und Hund ist

der Zweistufen-Test, bestehend in erster Stufe aus einem hochsensitiven ELISA. Dieser dient

vorwiegend der Erkennung negativer Seren, deren Untersuchung damit abgeschlossen ist. Im

positiven Falle werden in einer zweiten Stufe die reaktiven Seren durch einen Western-Blot genau

charakterisiert. Dies ist bei kaninen Seren auch deshalb wichtig, da hier zusatzlich zwischen impf- und
infektionsspezifischen Immunreaktionen unterschieden werden muss. Wéhrend fiir Hunde seit
mehreren Jahren zugelassene, spezielle Western-Blot-Systeme auf der Basis von Lysatproteinen oder
rekombinanten Proteinen verfugbar sind, ist das bei Pferden nicht der Fall. Begriindet ist dies zum
einen durch die wissenschaftlich nicht eindeutig kategorisierbare klinische Auspragung der Lyme-

Borreliose bei serologisch positiven Pferden, zum anderen durch die schwierig zu interpretierenden

Immunreaktionen gegeniber Borrelien-Proteinen:

e Soreagieren nach unseren Erfahrungen Pferdeseren im Borrelien-Lysat-Antigen-Western-Blot
haufig mit Proteinen der GroRen 83/100 kDa, 75 kDa, 60 kDa und 41 kDa. Diese
Immunreaktionen sind vorwiegend gegen unspezifische Hitzeschockproteine sowie
Flagellenproteine der Borrelien gerichtet.

e Equine Seren reagieren teilweise deutlich mit einem ca. 31 kDa grof3en Protein (wahrscheinlich
OspA).

o Pferdeseren reagieren haufig schwach bis mittelgradig mit dem rekombinant hergestellten
Borrelien-Protein VISE. In der serologischen Diagnostik bei Hunden und Menschen gilt VISE als
spezifischer Infektionsmarker, da das Protein nur in vivo von lebenden Borrelien exprimiert wird.
Somit ist nach wie vor unklar bzw. fraglich, ob VISE bei equinen Immunreaktionen als ein
ausreichend spezifischer Infektionsmarker angesehen werden kann.

Material und Methoden

Seren von Hunden und Pferden wurden mit Hilfe eines etablierten Zweistufen-Testsystems (ELISA +
Western-Blot) folgenden Befundgruppen zugeordnet: ,Negativ“, ,,Grenzwertig”, ,,Infektion* sowie
fur den Hund zuséatzlich zu ,,Impfung“ ,,Impfung + Infektion“. Darauffolgend wurden insgesamt 217
kanine und 149 equine Seren mittels des ,,Borrelia Veterinar plus OspA LINE* (BV+OspA-LINE; Sekisui
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Virotech GmbH) untersucht. Bei dem Line-Testsystem handelt es sich um einen serologischen Test
auf Basis des IgG-Western-Blots. Die unterschiedlichen Borrelien-Proteine (Antigene) werden auf
Nitrozellulosemembran-Streifen durch ein spezielles Sprihverfahren aufgebracht. Es erlaubt im
Vergleich zum klassischen Testsystem das Aufbringen verschiedener, raumlich voneinander
abgegrenzter Antigene in unterschiedlichen Konzentrationen oder Préparationen. Die aufgetragenen
Antigene waren: VISE Mix dog, OspA Mix (entspricht der Cut-off-Bande Hund), DbpA Mix, OspC Mix,
39 kDa (BmpA), 58 kDa, 83 kDa, VISE Mix horse (entspricht der Cut-off-Bande Pferd).

Ergebnisse

Untersuchung kaniner Seren

Alle mit dem Zweistufen-Testsystem bereits als negativ fur spezifische Antikbrper gegen Bbsl
eingestufte kanine Seren (n = 49) konnten mit dem BV+OspA-LINE wieder als negativ klassifiziert
werden. Insgesamt wurden aber 52 Seren als negativ eingestuft. Ein Serum wurde im Zweistufen-
Test als ,Impfung schwach* vermerkt, was durch eine sehr schwache OspA-Reaktion auf den
Nitrozellulosestreifen verursacht wurde. Im BV+OspA-LINE zeigte sich aber eine Reaktion auf OspA
Mix deutlich unterhalb des Cut-offs, weshalb das Serum als negativ bewertet werden konnte. Zwei
weitere als negativ erachtete Seren wurden mit dem Zweistufen-Testsystem als grenzwertig
eingestuft; im BV+OspA-LINE zeigten sich allerdings nur schwache Proteinbanden bei VISE Mix Hund
und OspC, die unterhalb des Cut-off lagen.

Innerhalb der Gruppe von Seren mit durch Impfung induzierten Antikdrpern (n = 46) wurden mit dem
BV+OspA-LINE fir 42 Seren die Impfung bestatigt. In drei Féllen hingegen ergab sich durch
Reaktionen mit VISE Mix dog der Befund ,Impfung + Infektion“. Ein Serum wurde als ,,Negativ*
bewertet (siehe oben). Dies bedeutet in der Gruppe ,,Impfung” eine Diskrepanz von 8,7 % gegenuber
dem Zweistufen-Test. Bei Betrachtung der Proteinbandensignale in der Gruppe ,Impfung” ist
erkennbar, dass OspA Mix bei 100 % dieser Seren Antikorper detektieren kann.

Im Zweistufen-Test wurden acht kanine Seren als ,,Grenzwertig“, mit dem BV+OspA-LINE nun aber
der Gruppe ,Infektion“ zugeordnet, da die Auspragung der infektionsspezifischen Proteinbanden im
Western-Blot schwach war, bzw. auf eine evtuell latente Infektion hindeutete. Die Diskrepanz betréagt
innerhalb der Gruppe ,,Grenzwertig" 87,5 % gegenliber dem Zweistufen-Test.

Von deng, im Zweistufen-Testsystem als , Infektion” eingeordneten Seren (n = 94) wurden mit dem
BV+OspA-LINE 90 Seren ebenfalls der Infektion zugeordnet, was einer Ubereinstimmung von 95,7 %
entspricht. Drei Seren wurden neu als ,,Impfung + Infektion* bewertet. Mittels des BV+OspA-LINE
wurden insgesamt 96 Hundeseren als Infektion eingestuft. Dabei wurden bei 100 % der Seren
Antikérper gegen VISE Mix dog detektiert, gefolgt von 86,5 % der Seren, die positiv mit p83
reagierten.

Untersuchung equiner Seren

Unter Verwendung des BV+OspA-LINE konnten alle urspriinglich negativ bewerteten equinen Seren
(n = 50) ebenfalls wieder negativ (n = 50) eingestuft werden. Bezogen auf alle untersuchten Seren
(n=149), wurden mit den neuen Auswertungskriterien aber deutlich mehr Seren als negativ
eingestuft (n = 82) als dies im Zweistufen-Test auf der Basis von Borrelien-Lysatantigen + VISE der Fall
war.

Demgegeniber steht die nun deutlich verringerter Zahl an Seren (n = 16 gegeniiber n = 50), die als
»Grenzwertig” eingestuft wurden. Mit dem VISE Mix horse wird eine hdhere Spezifitat erreicht.
Dagegen zeigt sich in der Gruppe als ,,Infektion* eingestufter Seren (n = 40) nicht nur eine erhdhte
Reaktivitat gegenuber p39 (37,5 %) und p58 (35,0 %), sondern auch eine deutliche Dominanz der
Antikorper gegen DbpA (97,5 %), die dagegen bei negativen Seren (6,1 %) und grenzwertigen Seren
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(7,4 %) in geringerem MaRe nachweisbar waren. Damit erweist sich DbpA als ein geeignetes Protein
fur die Detektion von equinen Antikdrpern gegen Bbsl. Interessant erscheint zudem der Aspekt, dass
die in der Gruppe als ,,Infektion” eingestuften zehn Seren die Proteinbandenkombination VISE Mix
horse + DbpA + p83 aufwiesen. Dies entspricht einem Anteil von 25 % der Gruppe ,,Infektion®. Aus
diesem Grund wurde die Bandenkombination ,,VISE + DbpA plus eine Bande* letztendlich in die
Auswertungskriterien fir den BV+OspA-LINE integriert. Die Reaktivitdten gegeniiber OspC waren in
allen drei Befundkategorien vertreten und unterstreichen die Feststellung, dass Antikdrper gegen
dieses Protein bei equinen Serumreaktionen nicht als spezifisch zu interpretieren sind. Auch waren
Antikoérper gegen OspA (31 kDa) in allen drei Befundkategorien bei einzelnen Seren detektierbar, was
aber ebenfalls als unspezifisch eingestuft werden kann. Weithin kann die hohe Reaktivitat von VISE in
Kombination mit den Banden p83 und/oder DbpA wertvolle Hinweise auf einen infektionsbedingten
Antigenkontakt mit Bbsl-spezifischen Antigenen in equinen Seren geben.

Diskussion und Schlussfolgerungen

Das BV+OspA-LINE Testsystem erwies sich auf Grund seiner spezifischen Auswertungskriterien fr
Hund und Pferd sowie die Verwendung von speziesspezifischen VISE-Praparationen als wertvolles
Diagnostikum zum Nachweis spezifischer Antikdrper gegen Bbsl. Die Verwendung von nativen oder
rekombinanten, aufgespriihten Proteinen in deutlich reduzierter Zahl gegeniiber Lysatprotein-
Préparationen erleichtert die Interpretation. Daraus ergibt sich allerdings auch die Notwendigkeit
einer sensiblen Uberwachung der verwendeten Proteinkonzentrationen.
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