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Beitrag zur serologischen Diagnostik der
Lyme-Borreliose beim Hund

Contribution to the serodiagnosis of Lyme borreliosis in dogs

Christine Klaus', Roland Diller', Elke Elisabeth Hasse!, Donata Hoffmann?

Es werden vergleichende Untersuchungen zur serologischen Diagnostik der
Antikdrpertiter bei Lyme-Borreliose des Hundes dargestellt. Dabei kamen vier
verschiedene Testkits zum Einsatz, die sowohl die klassischen zweistufigen Ver-
fahren mit ELISA und Bestdtigung der tatsachlich positiven Proben mittels Blot,
einen Schnelltest und einen ELISA auf der Basis des C6 Antigens umfassten und
an bis zu 561 Hundeseren vergleichend getestet wurden. Es wurde deutlich, dass
die erzielten Ergebnisse auch ganz wesentlich vom verwendeten Testkit und dem
darin zum Einsatz kommenden Antigen abhdngen. Die Ergebnisse unterstreichen
die Bedeutung der Interpretation von Laborergebnissen, die immer im Kontext
mit Anamnese und klinischer Symptomatik erfolgen sollte.

Schliisselworter: Borrelia burgdorferi, Hund, ELISA, Westernblot

These investigations compared serological methods for detection of Lyme bor-
reliosis antibody titres in dog sera. Four different test kits were used, including the
classical two-step methods based on ELISA and confirmation of positive samples
by blot, as well as a rapid test and an ELISA based on C6 antigen. Up to 561 dog
sera were investigated. It was shown that the results were influenced consider-
ably by the selected test kits and the included antigen preparation. The investiga-
tions highlight that results in the lab should be interpreted with care and only in
connection with anamnesis and clinical findings.

Keywords: Borrelia burgdorferi, dog, ELISA, Westernblot

Einleitung

Die Lyme-Borreliose, verursacht durch Borrelia burg-
dorferi sensu lato, ist in Deutschland und dariiber hinaus
in ganz Europa die mit Abstand bedeutendste durch
Zecken tbertragene Krankheit beim Menschen. Allein
in Deutschland wird die Zahl der jahrlichen Neuerkran-
kungen auf einige Zehntausend bis 100.000 geschatzt.
Objektive Angaben zu den Fallzahlen sind schwierig, da
nurin einigen Bundeslandern Meldepflicht besteht. Nach
statistischen Erhebungen aus den fiinf neuen Bundes-
landern und Berlin in den Jahren 2009 bis 2012 schwankt
die Inzidenz zwischen 34,9 Fallen/100.000Einwohner im
Jahr 2009 und 19,54 Féllen/100.000 Einwohner im Jahr
2012 (Wilking and Stark, 2014).

Zur Diagnostik der Krankheit beim Menschen wer-
den die Anamnese, das klinische Bild und Laborunter-

suchungen herangezogen. Anamnestisch ist von Inte-
resse, ob ein Zeckenstich bemerkt wurde und, da ein
Zeckenstich nicht immer erinnerlich ist, ob ein Aufent-
halt in einem Zeckenhabitat stattgefunden hat. Klinisch
ist das Erythema migrans, die sogenannte Wanderrote,
pathognomonisch, dies tritt allerdings nicht bei allen
Infektionen auf. Als klinische Symptome sind die Lyme-
Arthritis, die Neuroborreliose und Hauterkrankungen,
wie die Acrodermatitis chronica oder das Lymphadenom
sowie weitere Organbeteiligungen beschrieben (Hengge
et al,, 2003), die bei unspezifischerer Symptomatik eine
differentialdiagnostische Abkldarung erfordern. Als labor-
diagnostische Methode wird haufig der Borrelia-Anti-
korpertiter herangezogen (direkte Nachweise wie PCR
und Anzucht gelingen nur selten) und ein Anstieg inner-
halb von vier bis sechs Wochen nach Zeckenstich im
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Zusammenhang mit den vorliegenden klinischen Sym-
ptomen als stattgehabte Borrelia-Infektion interpretiert.
Auch Hunde konnen an einer Lyme-Borreliose erkran-
ken. Einen umfassenden Uberblick zur Lyme-Borreliose
bei Hunden beziiglich Epidemiologie, Diagnostik, The-
rapie und Prophylaxe geben Krupka and Straubinger
(2010). Aktuell zu dieser Problematik ist auflerdem am
12.12.2016 die Leitlinie zur Impfung von Kleintieren
in 4. Auflage erschienen, in der auch auf die Borreliose
beim Hund eingegangen wird (Friedrich-Loeffler-Insti-
tut, 2016). Dartiber hinaus scheinen einzelne Rassen, wie
z.B. Berner Sennenhunde, besonders fiir eine Infektion
mit Borrelien empfanglich zu sein (Preyf3-Jageler et al.,
2016). Experimentelle Infektionen sind insbesondere in
den USA durchgefiihrt worden. Die Tiere zeigten inter-
mittierende Lahmheiten mit geschwollenen Gelenken,
Fieber und Anorexie (Littman et al., 2006; Krupka and
Straubinger, 2010). Es wird bei <1 bis 2 % der an Lyme-
Borreliose erkrankten Hunde auch ein Zusammenhang
zu einer Glomerulonephritis vermutet, wobei diese bei
experimenteller Infektion bisher nicht nachgewiesen
wurde, auch wenn die Erkrankung hdufig mit hohen
Borrelia-Antikorpertitern assoziiert war (Littman, 2013).
Bei diesem als Lyme-Nephritis bezeichneten Krank-
heitsbild handelt es sich um eine infektionsbezogene,
sterile, immunmediierte Glomerulonephritis (Pantchev
et al, 2015), die moglicherweise in ihrer frithen und
milden Form unterdiagnostiziert ist (Littman, 2013) und
noch weiterer Untersuchungen bedarf. Einen Zusam-
menhang zwischen einem Marker (Serum-SDMA), der
den Funktionsverlust der Nephrone frithzeitig anzeigt
und dem Antikorpertiter eines quantitativen C6-ELISAs
konnten Nather et al. (2016) zeigen, was ebenfalls die
Beteiligung einer Borrelia-Infektion an einer Nieren-
schddigung nahe legt.

Wie in der Humanmedizin spielt auch beim Hund
neben der Klinik die Anamnese und Labordiagnostik
eine Rolle zur Diagnosestellung, jedoch ist der Schwer-
punkt deutlicher als in der Humanmedizin zur Labor-
diagnostik verschoben. Der direkte Erregernachweis ist
nur von untergeordneter Bedeutung. Die Anzucht ist
schwierig und kann nur in Speziallaboren vorgenom-
men werden. Positive PCR-Resultate sind aufierdem
mit Vorsicht zu beurteilen, da sie nicht zwischen leben-
den und bereits abgestorbenen Borrelien unterscheiden
koénnen und somit diese u.U. auch nach erfolgreicher
Therapie noch nachgewiesen werden (Hengge et al.,
2003). Hinzu kommt, dass Borrelien bindegewebeasso-
ziiert vorliegen, damit die ,géngigen” Untersuchungs-
materialien, wie Blutserum oder Harn, ungeeignet sind
und aufserdem héufig der tierische Patient schon vor der
Probennahme mit Antibiotika therapiert wurde, womit
die Aussicht auf einen direkten Erregernachweis insge-
samt stark reduziert ist.

Deshalb wird analog zur Humanmedizin auf den
Nachweis der spezifischen Antikorpertiter zuriickgegrif-
fen, wobei unterschiedliche Antigene und Antigenpra-
parationen zum Einsatz kommen. Da bei ELISAs auf
der Antigenbasis von Ganzzell-Lysaten mit einer Reihe
von unspezifisch positiven Resultaten zu rechnen ist,
sollten ELISA positive Seren mittels Blot als zweistu-
figes Verfahren verifiziert werden. Dartiber hinaus kon-
nen Ganzzell-basierte Tests in der Veterindrmedizin in
der frithen Phase der Infektion einen Sensitivitdtsnach-
teil aufweisen, da sie kein VISE (Variable major protein
(VMP) like sequence Expressed) als friihen Marker einer

Infektion enthalten. Die Ursache dieser unspezifisch
positiven Reaktionen im ELISA ist auf Kreuzreaktionen
zurlickzufithren, die durch Antikorper anderer eng ver-
wandter Bakterienspezies verursacht werden. Das sind
z.B. Leptospiren, wobei insbesondere konservierte Anti-
gene, wie z.B. Flagellin, diesen Effekt auslésen. Neuere
ELISAs auf der Antigenbasis des synthetischen Peptids
C6 sollen dagegen so spezifisch sein, dass auf einen
Blot verzichtet werden kann (Greene and Straubin-
ger, 2006) und auflerdem Aussagen zum Stadium der
Krankheit und dem Erfolg der Therapie ermdglichen
(Wagner et al., 2012; Pantchev et al.,, 2015). Das Peptid
entspricht der IR6, einer immundominanten Region des
VISE Oberfldchen-Lipoproteins und wird nur bei einer
Infektion mit Erregervermehrung exprimiert (Levy et al.,
2002). ELISAs auf der Basis des C6 Peptids hatten sich
schon in der humanmedizinischen Diagnostik gegen-
iber der bisherigen zweistufigen Diagnostik, bestehend
aus ELISA und Blot, sehr bewahrt (Bacon et al., 2003;
Mogilyansky et al., 2004). Hinzu kommen fiir Hunde
auflerdem noch Schnelltests auf unterschiedlicher Anti-
genbasis und mit verschiedenem Testprinzip (Immun-
chromatographie, Enzymimmunoassay). Im Vergleich zu
immunchromatographischen Verfahren weisen ELISA-
basierte Kits durch bidirektionalen Fluss und Enzym-
verstarkung der Farbreaktion eine hohere Sensitivitdt
und durch den Waschschritt eine héhere Spezifitit auf.
Bestechend ist bei Schnelltests die sofortige Verfiigbar-
keit des Ergebnisses nach Blutentnahme in der Tierarzt-
praxis ohne Probenaufbereitung und Versand bei hédufig
auch preislichem Vorteil gegeniiber der Einsendung in
ein zertifiziertes Labor. Allerdings erfolgt in der Regel
nur eine einmalige Testung (im Labor dagegen Doppel-
bis zu Vierfachbestimmung), die, wie bei anderen Kits
auch, im Ergebnis vom verwendeten Antigen beeinflusst
wird und in der Tierarztpraxis wohl kaum, noch dazu in
Anwesenheit des Tierbesitzers, immer auf Plausibilitat
hinterfragt werden dirfte. Angaben zum Einsatz dieser
Tests gibt es in der wissenschaftlichen Literatur z.B. zu
C6-basierten Schnelltests von Krupka et al. (2007), Wag-
ner et al. (2012) und Pantchev et al. (2016).

Im Folgenden werden die Ergebnisse vergleichender
Untersuchungen von Hundeseren auf Borrelia-Antikor-
per (AK) dargestellt, die mit zwei ELISAs und den zuge-
hoérigen Blots im zweistufigen Verfahren erzielt wurden.
Dartiber hinaus wurde ein Schnelltest sowie ein ELISA
auf der Basis des C6 Antigens eingesetzt.

Material und Methoden

Es standen insgesamt 562 Seren von Hunden zur Verfii-
gung, deren klinische Vorgeschichte unbekannt war. Da
Untersuchungen anderer Autoren regelméfig Borrelia-
AK-positive Seren in klinisch unauffdlligen Hunde-
populationen nachweisen konnten (Barth et al., 2012;
Leschnik et al., 2013), war hier zu erwarten, dass Borre-
lia-AK-positive Seren zu finden sein sollten. Die Seren
wurden vor Gebrauch so aliquotiert, dass ein mehr-
faches Auftauen vermieden wurde. Alle Seren wurden
mehrfach getestet, allerdings war es auf Grund der
in einigen Fallen begrenzten Menge pro Serum nicht
moglich, immer alle einbezogenen Kits mit allen zur
Verfligung stehenden Seren zu testen. Daraus erkldren
sich die abweichenden Gesamtzahlen der in den jewei-
ligen Kombinationen ausgewerteten Ergebnisse der
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Seren. Alle hier verwendeten Kits stammen von unter-
schiedlichen Herstellern. Kit Al besteht aus einem
ELISA zur qualitativen und semiquantitativen Bestim-
mung von Borrelia-IgG-AK in Hunde- und Pferde-
seren. Es wird in der Beschreibung darauf verwiesen,
dass es sinnvoll ist, zwei Serumproben, eine direkt
nach der Infektion (gemeint ist sicher nach dem Auf-
treten von Symptomen) und eine weitere zwei Wochen
spater zu entnehmen und parallel zu bestimmen. Wei-
terhin wird ausdriicklich darauf aufmerksam gemacht,
dass immer das klinische Bild, epidemiologische Daten
und gegebenenfalls weitere Laborbefunde in die letzt-
liche Diagnosestellung einbezogen werden sollten. Auf
Kreuzreaktionen mit anderen Spirochdten, vor allem
Leptospiren, wird ausdriicklich hingewiesen und ent-
sprechende eigene Untersuchungen dazu sowie zu
Sensitivitdt und Spezifitdt sind enthalten, weiterfith-
rende Untersuchungen online zugdnglich. Die Test-
durchfiihrung ist klar beschrieben, empfohlen werden
Seren ohne sichtbare Verdnderungen. Néhere Angaben
zum verwendeten Antigen gibt es im Testkit nicht, nur
den Hinweis, dass Antigen von Borrelia burgdorferi
sensu stricto verwendet wurde. Nach den Angaben ist
zu vermuten, dass es sich um ein Ganzzellysat-Antigen
handelt, wie auf Nachfrage vom Hersteller bestétigt
wurde.

Kit A2 ist ein Immunoblot desselben Herstellers, eben-
falls fiir Hunde- und Pferdeseren zugelassen. Dieser soll
eine Verifizierung der ELISA-Ergebnisse erlauben sowie
die Unterscheidung einer Feldinfektion von einer Imp-
fung. Die zur Beschichtung verwendeten rekombinanten
Antigene (u.a. VIsE-Mix, OspA-Mix, OspC-Mix, DbpA-
Mix) sind im Detail aufgefiihrt unter Angabe der biolo-
gischen Bedeutung sowie von deren konkreter Spezifitat
im Immunoblot. Auch hier ist -wie beim ELISA- der Ver-
weis auf Anamnese und Klinik sowie mogliche Kreuzre-
aktionen enthalten, ebenso der Hinweis, bei fortbeste-
hendem Verdacht auf eine Borrelia-Infektion nach vier
bis sechs Wochen erneut Serum zu untersuchen. Die
Testbeschreibung einschliefslich Auswertung ist iiber-
sichtlich und gut nachvollziehbar.

Kit Bl ist ein ELISA auf der Basis rekombinanter
Borrelia-Antigene zum qualitativen und quantitativen
Nachweis von Borrelia-spezifischen IgG-AK in Hun-
deserum oder -plasma. Auf die generelle Problematik
von Kreuzreaktionen wird verwiesen. Die hier verwen-
deten rekombinanten Antigene sollen auch dieses Pro-
blem minimieren sowie ansonsten Antigene, die sich
in langjahrigen Untersuchungen in der Humanmedizin
als unterreprdsentiert erwiesen hatten, in ausreichender
Menge anbieten. Die eingesetzten Antigene (u.a. OspC,
Teil des p41, p100, VIsE, p18) und deren Herstellung mit
Hilfe rekombinanter E. coli Zellen sind beschrieben. Dies
soll erlauben, alle relevanten Borrelia-Spezies einzube-
ziehen und gleichzeitig ermoglichen, wie aus human-
medizinischen Studien bekannt, ansonsten unterrepra-
sentierte Antigene mit zu prasentieren. Auf die Ein-
beziehung von Anamnese und klinischem Bild wird
verwiesen, eine Abkldrung positiver Resultate mittels
Blot sowie eine Wiederholungsuntersuchung bei fort-
bestehendem Verdacht auf eine Borrelia-Infektion wird
empfohlen. Dariiber hinaus wird auf das Persistieren der
IgG-Antikorper iiber einen langeren Zeitraum hinge-
wiesen. Weitere Validierungsdaten ergdnzen die Fachin-
formationen. Die Testdurchfiihrung und —auswertung ist
tibersichtlich beschrieben.

Vom selben Hersteller wird ein Immunoblot auf der
Basis des Westernblotting zur Bestimmung der Borre-
lia-1gG-AK angeboten (Kit B2) und ausdriicklich zur
Bestdtigung von im ELISA-Screening positiven oder
fraglichen Proben empfohlen, wobei auch hier die Aus-
wahl der Antigene (u.a. p100, VISE, OspA, OspC, p18)
weitere Hinweise zum Stadium der Infektion ermogli-
chen, z.B. der Nachweis von Borrelia-AK gegen OspA
bei immunisierten Hunden. Wie beim ELISA sind Daten
zu einer kleinen Infektions- (acht Tiere) sowie zu einer
Seropravalenzstudie klinisch unauffilliger Hunde mit
etwas mehr als 100 Tieren angefiihrt, wobei bei Letzte-
ren bei 54,7 % Borrelia-AK-positive Seren klassifiziert
wurden. Die entsprechenden Studienergebnisse sind
angefiigt. Auf die Grenzen der Methode (Einbeziehung
Klinik, Anamnese, gegebenenfalls wiederholte Unter-
suchungen, Kreuzreaktionen, Persistieren der IgG-AK)
wird eingegangen. Die Testdurchfiihrung und —auswer-
tung ist gut und tibersichtlich beschrieben.

Vom selben Hersteller gibt es auch ELISA und Blot
zur Bestimmung von IgM-AK gegen Borrelien, diese
Kits wurden jedoch nicht mit in die Auswertung einbe-
zogen, da damit nur sehr wenige Seren untersucht und
auflerdem keine Kit-Chargen anderer Hersteller gepriift
worden waren.

Der Kit C ist als Schnelltest mit Testkassette ausgelegt,
soll zum Nachweis von Borrelia-Feldantikérpern einge-
setzt werden und wird ab drei bis vier Wochen nach einer
vermuteten Infektion empfohlen. Als optimales Proben-
material werden frisch gewonnenes Serum, Plasma oder
Vollblutiiberstand (gemeint ist sicher das Serum nach
Absetzen des Blutkuchens ohne Zentrifugation) empfoh-
len, aber auch mit Vollblut (auch Heparin- oder EDTA-
Blut) ist eine Testung moglich. Der Testablauf ist klar
beschrieben und einfach durchzufiihren. Zum Kit C macht
der Hersteller keine Angaben zum verwendeten Antigen,
weder in der Gebrauchsanweisung, noch auf der Home-
page. Weitere Hinweise, u.a. zu eigenen Validierungsstu-
dien, Infektionsversuchen etc. sind nicht verfiigbar.

Ein Teil der Seren wurde auch mit einem ELISA auf
der Basis des C6-Antigens getestet (Kit D). Das C6-Anti-
gen gewdhrleistet, dass nur Feldinfektionen detektiert
und dadurch Seren geimpfter Tiere nicht als positiv
erfasst werden. Der Testablauf und die Auswertung sind
gut und tibersichtlich beschrieben, Angaben zu eigenen
Studien sind nicht enthalten, jedoch in der allgemein
zuganglichen Literatur einzusehen (u.a. Levy et al., 2002;
2008).

Statistische Methoden

Zur statistischen Auswertung der Merkmale der zu ver-
gleichenden Tests wurde der Fisher’s Exact Test ange-
wendet. Dazu wurde die im Internet frei verfligbare
Software von Langsrud genutzt, die alle verfligbaren
Wahrscheinlichkeitswerte (p-Werte) ausweist (http://
www.langsrud.com/stat/Fishertest.htm), die Berechnung
erfolgte nach Agresti (1992). Die jeweils in einer Vier-
felder-Anordnung sich befindenden zwei Vergleichstests
wurden dann dahingehend beurteilt, wie sie sich ten-
denziell im Vergleich ihrer p-Werte zum p-Wert eines
sidealen Tests” mit einem ,idealen Goldstandard” (je
250 richtig positive und 250 richtig negative Werte) ver-
halten. Eine diesbeziigliche Rangfolge wurde erstellt und
wird diskutiert.
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Ergebnisse

Zunichst wurden die ELISAs der Kits A1 und B1 mit den
Blots A2 und B2 durchgefiihrt. In Abweichung zu der
sonst {iblichen Praxis wurden auch die im ELISA nega-
tiven Seren im Blot getestet, um zu priifen, ob der ELISA
zuverldssig als Screening alle potentiell positiven Pro-
ben erfasst. In der Auswertung wurden die -im ELISA
als grenzwertig bewerteten Ergebnisse- den positiven
ELISA-Resultaten zugeordnet. Eine Zuordnung zu den
negativen Ergebnissen ergab nur geringfiigige Abwei-
chungen zu den hier dargestellten Resultaten und wurde
deshalb hier nicht im Detail aufgefiihrt. Konkret waren
bei Kit A 19 von 561 Seren grenzwertig, bei Kit B 23 von
537 Seren und bei Kit C und D gab es keine grenzwer-
tigen Ergebnisse. In praxi wiirde man auch so verfah-
ren, grenzwertige ELISA-Ergebnisse zur Sicherheit im
Immunoblot abzuklaren, weshalb wir diese Variante fiir
unsere Auswertungen gewdahlt haben.

Im Weiteren werden Seren, die sowohl im ELISA als
auch im Blot positiv reagierten, als ,spezifisch posi-
tiv” bezeichnet. Seren, die lediglich im ELISA positiv
reagierten, dann aber im anschliefenden Blot negativ
waren, werden als ,unspezifisch positiv” bezeichnet, da
sich im spezifischeren Test (Blot) kein positives Ergeb-
nis erzielen lief. Bei Kit A (Tab. 1) konnten von 185 im
ELISA als positiv eingestuften Seren 115 im Blot als spe-
zifisch positiv bestétigt werden (62,2 %). Kein einziges
Serum, das im ELISA negativ war (376), wurde im Blot
als positiv eingestuft. Das entsprach dem theoretisch zu
erwartenden Ergebnis eines zweistufigen Verfahrens mit
vorgeschaltetem ELISA-Screening und anschliefendem
Blot. Somit wurden 20,5 % der 561 untersuchten Seren
als spezifisch Borrelia-AK-positiv bewertet.

Kit B zeigte etwas abweichende Ergebnisse (Tab. 2):
Von 537 Seren wurden 222 im ELISA als positiv einge-
stuft, im Blot fielen lediglich 10 Seren als unspezifisch
positiv auf, die im Blot als negativ eingestuft worden
waren, fiir 212 Seren wurde das Ergebnis aus dem
ELISA als Borrelia-Antikorper-positiv mittels Blot besta-
tigt (spezifisch positiv). Sechs weitere Seren waren im
ELISA negativ, aber im Blot positiv und wéren somit bei
einem zweistufigen Verfahren, bestehend aus ELISA-
Screening und anschliefendem Blotting der im ELISA
positiven Seren normalerweise nicht detektiert worden.
Damit wurden mit 39,5 % deutlich mehr Seren durch
eine positive Reaktion im ELISA, die im Blot als positiv
bestétigt wurde, als spezifisch positiv deklariert, als das
bei Kit A aus dem gleichen Pool von Seren der Fall war
(Tab. 2).

Ein direkter Vergleich der Ergebnisse der beiden Blots
A2 und B2 (Tab. 3) kommt zu einem doch recht tiberra-
schenden Ergebnis: Von 532 Seren wurden immerhin bei
151 Seren (28,4 %) abweichende Ergebnisse zwischen
den beiden Kits A2 und B2 verzeichnet. Insbesondere
war auffallend, dass mit dem Blot von Kit B2 134 Seren
als positiv deklariert wurden, die mit dem Blot von Kit
A2 als negativ bewertet wurden. Nur 71,6 % der Ergeb-
nisse waren deckungsgleich, wobei die als geimpft ein-
gestuften Tiere des Kits A2 den positiven Proben zuge-
rechnet wurden, da auch bei Kit B2 die Seren mit Bezug
zu einer Immunisierung nicht gesondert ausgewiesen
wurden. Dieser Vergleich bezieht sich also nur auf den
stattgehabten Antigenkontakt, ganz gleich, ob dieser
auf eine Infektion oder eine vorherige Immunisierung
zuriickzufithren war, was angesichts der Tatsache, dass

klinische Daten zu den Seren (Symptome?; Impfung?)
nicht vorlagen, als sinnvollster Vergleich erschien.

Vergleicht man nun die beiden Kits A und B (ELISA
mit anschlieSendem Blot) jeweils mit dem Schnelltest
(Kit C), so werden bei Kit A zu Kit C lediglich in 68,9
% tiibereinstimmende Ergebnisse erzielt, bei Kit B zu
Kit C nur in 62 % der untersuchten Seren Ubereinstim-
mung festgestellt (Tab. 4 und 5). Besonders auffillig
war, dass von 95 im Blot A2 positiven Seren 38 (40 %)
auch im Schnelltest positiv waren, dagegen von 141
im Schnelltest positiven Seren nur 38 (27 %) im Blot
A2 als spezifisch positiv bestdtigt werden konnten. Fiir
Blot B2 ergaben sich folgende Werte: Von 195 im Blot B2
positiv bewerteten Seren wurden 72 (36,9 %) auch im
Schnelltest als positiv erfasst, dagegen konnten von 137
im Schnelltest positiven Seren im Blot nur 52,6 % als
spezifisch positiv bestatigt werden (Tab. 5). Diese geringe
Ubereinstimmung der Ergebnisse spiegelt sich auch in
Tabelle 8 wider (Rang 5 von 1 — grofite Ubereinstimmung
bis 6 — geringste Ubereinstimmung).

TABELLE 1: Untersuchung von Hundeseren auf
Borrelia-Antikorper mit unterschiedlichen Testkits: Vier-
feldertafel zum Vergleich ELISA Kit A1 mit Blot Kit A2

Kit A1 Kit A1 gesamt
positiv negativ
Kit A2 positiv 115 0 115
Kit A2 negativ 70 376 446
gesamt 185 376 561

TABELLE 2: Untersuchung von Hundeseren auf
Borrelia-Antikorper mit unterschiedlichen Testkits: Vier-
feldertafel zum Vergleich ELISA Kit B1 mit Blot Kit B2

Kit B1 Kit B1 gesamt
positiv negativ
Kit B2 positiv 212 6 218
Kit B2 negativ 10 309 319
gesamt 222 315 537

TABELLE 3: Untersuchung von Hundeseren auf
Borrelia-Antikérper mit unterschiedlichen Testkits: Vier-
feldertafel zum Vergleich Kit A2 (Blot) mit Kit B2 (Blot)

Kit A2 Kit A2 gesamt
positiv negativ
Kit B2 positiv 77 134 211
Kit B2 negativ 17 304 321
gesamt 94 438 532

TABELLE 4: Untersuchung von Hundeseren auf
Borrelia-Antikdrper mit unterschiedlichen Testkits: Vier-
feldertafel zum Vergleich Kit A (ELISA und Blot) mit
Kit C (Schnelltest)

Kit C Kit C gesamt
positiv negativ
Kit B positiv 38 57 95
Kit B negativ 103 316 419
gesamt 141 373 514
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ImVergleich der Kits A und B mit dem C6-ELISA (Kit D)
stellten sich die Ergebnisse wie folgt dar (Tab. 6 und 7):
Die Kits A und D zeigten in 83,8 % tibereinstimmende
Ergebnisse, die Abweichungen von 16,2 % sind sicher
einerseits den mit Kit D nicht erfassten immunisierten
Tieren geschuldet und andererseits dem Umstand zuzu-
schreiben, dass einige sehr niedrig positive Seren im Kit
D nicht erfasst werden (Levy et al., 2008). Zieht man
die im Blot A2 nur als Antwort auf eine Immunisierung
zu interpretierenden Ergebnisse von 23 Seren ab, ergibt

TABELLE 5: Untersuchung von Hundeseren auf
Borrelia-Antikorper mit unterschiedlichen Testkits: Vier-
feldertafel zum Vergleich Kit B (ELISA und Blot) mit
Kit C (Schnelltest)

Kit C Kit C gesamt
positiv negativ
Kit B positiv 72 123 195
Kit B negativ 65 235 300
gesamt 137 358 495

TABELLE 6: Untersuchung von Hundeseren auf
Borrelia-Antikdrper mit unterschiedlichen Testkits: Vier-
feldertafel zum Vergleich Kit A (ELISA und Blot) mit
Kit D (ELISA C6-Antigen)

Kit A Kit A gesamt
positiv negativ
Kit D positiv 28 6 34
Kit D negativ 67 (44) 3351(374) |418
gesamt 95 (72) 357 (380) 452

in Klammern: immunisierte Tiere als negativ bewertet

TABELLE 7: Untersuchung von Hundeseren auf
Borrelia-Antikorper mit unterschiedlichen Testkits: Vier-
feldertafel zum Vergleich Kit B (ELISA und Blot) mit
Kit D (ELISA C6-Antigen)

Kit B Kit B gesamt
positiv negativ
Kit D positiv 29 4 33
Kit D negativ 131 264 395
gesamt 160 268 428

TABELLE 8: Untersuchung von Hundeseren auf Borrelia-Antikorper mit
unterschiedlichen Testkits, Rangfolge idealer Test: Vergleich der Signifikanz-

werte aus dem Fisher’s Exact Test*

sich eine Ubereinstimmung der Ergebnisse von Kit A zu
Kit D von 88,9 % (Tab. 6, Werte in Klammern). Mit Kit
A wurden 21,0 % der Seren als positiv bewertet, nach
Abzug der immunisierten Tiere waren es 15,9 %, bei
Kit D waren es 7,5 %. Generell kann man sicher unter
Berticksichtigung der obigen Anmerkungen damit im
Wesentlichen von einer Ubereinstimmung der Ergeb-
nisse beider Kits sprechen, sofern die bei Kit A im ELISA
generierten positiven Ergebnisse mittels Blot verifiziert
und die immunisierten Tiere selektiert werden.

Beim Vergleich von Kit B und D gab es in 68,5 % eine
Ubereinstimmung der Ergebnisse (Tab. 7). Die Abwei-
chung von 31,5 % der Probeneinstufung wurde vor
allem dadurch hervorgerufen, dass von 160 mit Kit B2
als positiv bewerteten Proben nur 29 mit Kit D als posi-
tiv eingestuft wurden und 131 als negativ zu bewerten
waren. Dagegen wurden nur vier der mit Kit B2 als
negativ bewerteten Proben abweichend davon mit Kit
D dennoch als positiv bewertet. Dieser hohe Anteil von
37,4 % positiver Proben bei Kit B2 zu nur 7,7 % positiver
Bewertung bei Kit D kann nicht nur durch die oben
angefiihrten Erlduterungen erkldrt werden und scheint
vermutlich auch dem bei Kit B verwendeten Antigen
geschuldet zu sein. Moglicherweise sind die in der
Humanmedizin gesammelten Erfahrungen beziiglich
einer optimierten Antigenprasentation auf die Diagnos-
tik beim Hund doch so nicht vollig iibertragbar. Die im
Vergleich dazu relativ hohe Ubereinstimmung zwischen
Kit A und D spricht ebenfalls dafiir, dass mit Kit B eine
ganze Reihe unspezifisch positiver Ergebnisse angefal-
len sind.

ZurVeranschaulichung der Ergebnisse sind in Tabelle 8
die Signifikanzwerte aus dem Fisher’s Exact Test fiir die
2x2 Tabellen drei bis sieben, in denen die Kits unterei-
nander verglichen wurden, gegeniibergestellt und eine
Rangfolge vergeben. Danach zeigen die Kits A und B
sowie A und D die hochsten Ubereinstimmungen, wah-
rend derVergleich der Kits A und auch B zum Schnelltest
Kit C die unglinstigsten Ergebnisse liefert.

Diskussion

Das Dilemma der Borrelia-Diagnostik beim Hund wird
durch das unklare klinische Bild, ungenaue serologische
Tests und die recht hédufigen Kreuzreaktionen mit ver-
wandten Erregern verursacht (Gerber et al.,, 2009). Wie
stark der Einfluss der zum Einsatz kommenden labor-
diagnostischen Methoden bei der Diagnosestellung sein
kann, zeigen die beschriebenen Untersu-
chungen. Daher sind neben einer Borre-
lien-Infektion oder Immunisierung poten-
tielle Kreuzreaktionen, vor allem gegen
Leptospiren, und die Entscheidung fiir
einen Kit und damit eine bestimmte Art

Tabelle Kits gepriift | 2x2-Werte Signifikanzniveau | Rang idealer

Test, Platz der Antigenprédparation und -beschich-
3 A-B 77/134/17/304 p=3,9779x 10-20 | 1 tung, sowie die Bewertung der Banden
4 A-C 38/57/103/316 p=0,003295 6 entscheidend. Dies verdeutlicht der Ver-
5 B-C 72/123/65/235 p=0,0003023 5 gleich der Kits A und B sowie der Kits A
6 A-D 28/6/67/351 p=1,49265x10-15 |3 und B in Bezug zu Kit C (Tab. 3, 4 und 5).
6 in Klammern A-D 28/6/44/374 p=1,74313x10-19 |2 Insgesamt mufl nochmals betont wer-
7 B-D 20/4/131/264 p=6,333068 x 10-10 | 4 den, dass die Ergebnisse der Serologie
Zum Vergleich: 100 % Uber- | 250/0/0/250 p=1,7131 x 10-149 lediglich als eine Komponente zur Dia-
Fiktiver idealer Test | einstimmung gnosestellung betrachtet werden sollten,

*Die Einbeziehung der Tabellen 1 und 2 war nicht sinnvoll, da dort nur das Verhaltnis von ELISA zu Blot im eigenen

System dargestellt wird

wie anhand der z.T. doch sehr unter-
schiedlichen Resultate gezeigt wurde.
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Unentbehrlich bleibt der praktische Tierarzt, der aus
Anamnese, klinischem Befund und letztlich auch mit
Hilfe der Laborergebnisse aus dem Gesamtbild des Pati-
enten zu einer Diagnosestellung kommt (die mitunter
auch lauten kann: serologisch positiv und gesund, keine
Behandlung notwendig) und daraus ggf. resultierend
eine angemessene Therapie durchfiihren wird.

Es ist fiir die auf dem Gebiet der Veterindrdiagnos-
tik tatigen Firmen sicher keine leichte Aufgabe, die
Diagnostik fortzuentwickeln, da Referenzseren kaum
verflighar sind und unspezifisch positive Reaktionen
offensichtlich immer wieder auftreten konnen. Die Aus-
wertung der Blots war trotz guter Arbeitsanleitung in
einigen wenigen Fallen nicht ganz eindeutig. Die Unter-
suchung musste in diesen Féllen wiederholt werden.
Deshalb sollte gerade bei der Auswertung der Blots nur
speziell geschultes Personal mit entsprechender ausrei-
chender Routine eingesetzt werden.

Insbesondere die mittels Schnelltest (Kit C) erzielten
Ergebnisse wichen erheblich von den Ergebnissen der
zweistufigen Kits A und B ab. Ob diese starken Abwei-
chungen von den anderen gepriiften Kits durch die
Antigenbeschichtung des Schnelltests verursacht waren,
kann wegen fehlender ndherer Angaben dazu nicht
genauer spezifiziert werden. Dass die Tatsache, dass
ausschliefSlich tiefgefroren gelagerte Seren verwendet
wurden, der Ausloser dafiir sein konnte, ist auf Grund
der sehr ungerichteten Abweichungen bei gleicher Pro-
benbehandlung sehr unwahrscheinlich, aber nicht vollig
auszuschlieien. Es scheint aber sehr unwahrscheinlich,
dass das Lagern allein einen solchen Einfluss haben soll.

In Tabelle 8 sind alle Ergebnisse, die mit den unter-
schiedlichen Kits erzielt wurden, mittels der Signifi-
kanzwerte nach dem Fisher’s Exact Test entsprechend
des Grades ihrer Ubereinstimmung geordnet worden
(Rang 1: grofite Ubereinstimmung der Ergebnisse, dann
absteigend bis Rang 6). Auch hier wird deutlich, dass
die Ubereinstimmung zwischen den Kits A (zweistu-
figes Verfahren mit ELISA und Blot) und D (ELISA auf
der Basis des C6-Antigens) trotz der unterschiedlichen
Antigenpraparationen vergleichsweise hoch war (Rang
1-3), dagegen zum Schnelltest (Kit C) auflerordentlich
gering ausfiel.

Auf Grund des deutlich geringeren Kosten- und
Arbeitsaufwandes fiir den ELISA sollte es derzeit
beim zweistufigen Verfahren aus ELISA-Screening und
anschliefendem Blotting der im ELISA positiven Pro-
ben bleiben und auf den Blot nicht generell verzich-
tet werden. Immerhin konnten z.B. mit Kit A (Tab. 1)
von 561 Seren sofort 376 mit geringem Aufwand als
negativ befundet werden. Bei den 185 im Blot weiter
untersuchten Proben waren dann tatsichlich nur 115
positiv. Damit konnten immerhin 70 Tieren mit im Blot
negativen Seren therapeutische Interventionen erspart
bleiben, die u.U. auf Grund eines alleinigen ELISA-
Ergebnisses durchgefiihrt worden wiéren. Insofern diirfte
dieser Aufwand auch kiinftig zu vertreten sein.

Der C6-ELISA (hier Kit D) konnte bei breiter Anwen-
dung eine Vereinfachung und Erleichterung bei der Dia-
gnostik von Borrelia-Infektionen beim Hund darstellen,
da immunisierte Tiere nicht erfasst und die arbeits-
aufwandigen Blots zur Verifizierung positiver ELISA-
Ergebnisse eingespart werden konnen und letztlich nur
noch bei speziellen Fragestellungen erforderlich waren,
z.B. dem Nachweis von Impfantikdrpern nach einer
Immunisierung.

Es ist festzustellen, dass die Entwicklung und Validie-
rung entsprechender Testkits vor allem durch die weni-
gen verfligbaren Referenzseren aus experimentellen
Infektionen erschwert wird. Zukiinftig ist es den Firmen
iberlassen, ob und in welchem Umfang vergleichende
Untersuchungen noch durchgefiihrt werden, da fiir die-
sen Bereich der Veterindrdiagnostik seit dem 1. Januar
2015 die Zulassungs- und Chargenpriifungspflicht ent-
fallen ist. Auch wenn mit der Zulassung und Chargen-
prifung der Mangel an Referenzseren nicht wettge-
macht werden konnte, war doch zumindest aufderhalb
des Herstellers eine Qualitdtsiiberpriiffung moglich.
Wobei haufig Hinweise zur weiteren Entwicklung resul-
tierten und (in seltenen Féllen) auch einmal eine Charge
verworfen oder nachgebessert werden musste. Das wird
kiinftig nicht mehr moglich sein. Aus diesem Grund
sollten die obigen vergleichenden Untersuchungen aus
mehrjdhrigen Arbeiten auf dem Gebiet der Borrelia-
Serologie beim Hund trotz aller Einschrankungen (nicht
klassifiziertes Ausgangsmaterial, nicht alle Seren mit
allen Kits gepriift etc.) allgemein zuginglich gemacht
werden. Damit betonen wir die Bedeutung der kri-
tischen Betrachtung der Laborergebnisse in der Praxis,
die niemals getrennt von den klinischen Befunden und
den anamnestischen Erhebungen erfolgen sollte. Den
Anwendern ist in Zeiten ohne Zulassungs- und Char-
genpriifung zu empfehlen, bevorzugt auf Kits zuriick
zu greifen, deren Brauchbarkeit in Zeitschriften mit
Gutachtersystem zundchst gepriift und danach publi-
ziert wurde. Den Firmen ist anzuraten, wissenschaftliche
Publikationen, in denen ihre Kits gepriift wurden, tat-
sachlich als Referenz fiir ihr Produkt in den Gebrauchs-
anleitungen anzugeben bzw., sofern das noch nicht
geschehen ist, sich an wissenschaftlichen Vergleichs-
studien zu beteiligen als gute Moglichkeit, die Qualitét
ihres Produktes zu préasentieren.
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