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1. REVUE DE LITTERATURE

Etiologie et épidémiologie

La borréliose (synonyme : maladie de Lyme) est ddanie transmise par les tiques la plus commune
dans les régions tempérées de I'hémisphére nozdRiet al. 2011). Il s’agit d’'une maladie
multisystémique due a un spirochéte appdérelia burgdorferj qui compte 18 espéces différentes
qui peuvent co-exister sur un méme vecteur (Rizbhl. 2011). Parmi ces espéces, certaines, dont
principalemenBorrelia burgdorferi sensu strictisont pathogenes non seulement pour 'homme, mais
aussi pour de nombreux autres vertébrés dont gang@e le chien, le bovin, le chat et le cheval (Ree
et Toribio 2004, Rizzoli et al. 2011). Les prinaipasecteurs sont les tiques du gelxades ricinusen
Europe (Butler et al. 2005, Rizzoli et al. 2011)j peuvent étre infectés a n'importe quel moment de
leur cycle de vie, le plus souvent lors d’'un regasguin sur un hote appartenant a une espece
réservoir compétente (c’est-a-dire des especepeguient étre infectées par Borrelia et la transmett

a des tiques non infectés). En Europe, les espétes identifiées incluent les petits rongeursiriso
musaraignes, lapins), les passereaux, et certajrides et insectivores (Rizzoli et al. 2011). Deasp

en plus d’études tendent & démontrer que la papuldtixodes ricinuss’étend en Europe, avec pour
corollaire I'émergence non seulement de la borsélionais aussi d’autres maladies transmises par ce
vecteur, comme par exemple lI'anaplasmose dontrd sgiestion ci-dessous. Parmi les causes
potentielles de ce phénoméne, les modificationsndieu et le réchauffement climatique ont été le
plus souvent incriminés (Rizzoli et al. 2011). Liadiversité des espéeces Berrelia burgdorferiest
variable en fonction de la localisation géographigtia été démontrée maximale dans des longitudes
situées entre 4°0uest et 20°Est et dans des lkaditsitliées entre 35 et 60°Nord, ou la prévalence de
l'infection des tiques paBorrelia burgdorferi est aussi la plus élevée (Rizzoli et al. 2011}teCe
répartition est cependant trés hétérogene en tondes conditions locales d’habitat des tiquesisiAi

par exemple, les cas de borréliose sont nettemeitsnmombreux au-dessus de 1300 m d’altitude
[Rizzoli et al. 201L. Au moins 26 pays européens ont été identifiésnge affectés par la borréliose,
dont principalement ceux situés au Nord et du eesiérI'Europe (Rizzoli et al. 2011). En Franceret e
Belgique, la prévalence moyenne d’infection desidgpar la borréliose a été rapportée comme
s’élevant respectivement a 7 [Blanc 2009 et a 12 % (Kesterman et al. 2010), avec ceperldant

mise en évidence de grandes variabilités localdsration des biotopes. Ainsi par exemple, pour la
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France de plus hauts risques ont été identifiés tahimousin, I’Auvergne, la Lorraine et I'Alsace
(Blanc 2009), alors que pour I'étude réalisée elyiBee, le portage variait entre 2.8 to 21.6 % 3elo
les régions de collecte des tiques (Kesterman. &040). Des portages s’élevant autour de 40 % ont
été rapportés dans certains pays d’Europe de t&sime par exemple la Bulgarie et la Slovaquie
(Butler et al. 2005).

La séroprévalence rapportée chez des eéquidés \saarg en Europe est montrée au tableau 1. Ce

tableau confirme la plus haute prévalence dangdgs du centre et du Nord de I'Europe.

Signes cliniques

La borréliose montre une tendance saisonniére, @aveplus haute incidence au printemps, en été et
en automne, et un pic d’incidence en juin et jtilReed et Toribio 2004, Rizzoli et al. 2011). Les
signes cliniques sont cependant rares et souvgentd€hez les chevaux infectés Barrelia

burgdorferi les signes les plus fréquemment rapportés étenbaiterie sporadique pouvant étre
tournante sur les différents membres et de I'hygibésie cutanée (Butler et al. 2005, Divers et al.
2012). Une grande variété d’autres signes clinique®té rapportés chez des chevaux supposeés
infectés paBorrelia burgdorferiet incluent de la fievre modérée, de la lIéthardgel anorexie, de la
raideur, de la myosite, des arthrites avec distaissarticulaires, une fourbure, une uveéite antégieu

de I'amaigrissement chronique, une hépatite oliagdlettement (Butler et al. 2005, Fritz et Kjemtrup
2003, Jonhson et al. 2008, Reed et Toribio 200d%. &s de neuroborréliose ou de pseudolymphome
cutané ont rarement été rapportés (Divers et ARRWne arthrite chronique peut se développer, que
certains auteurs ont attribués a un mécanismeisumomn (Reed et Toribio 2004).

Il est essentiel de souligner que le nombre d&égams décrits dans la littérature est limité,am

ces cas, tres peu apportent des preuves indisestdhin diagnostic de maladie de Lyme. La
crédibilité de ces cas a méme été mise en douteep@ins auteurs (Butler et al. 2005). De plussda
une étude réalisée en 2000, 7 poneys sains pééthdant 5 jours a la dexaméthasone ont été
soumis a une infection expérimentale par la baséliChang et al. 2000). Chez tous ces poneys (mais
pas chez les poneys controles), une séroconveagorlieu et les biopsies cutanées réaliséesésus |
mois pendant 9 mois ainsi que les prélévementsfideahtes tissus réalis@ost mortenont mis en
évidence (par culture et par PCR) une infectiorBmarelia burgdorferi Cependant, aucun signe
clinique ni aucune lésion histopathologique n’détris en évidence dans ce modele expérimental.
De la méme facon, dans un autre protocole expétaha¥alisé par la méme équipe, aucun des 16
poneys soumis a une infection expérimentaleBoarelia burgdorferin’a présenté de signe clinique

au cours des 9 mois de durée de I'étude, gu’iBnddraités par de la tétracycline, de la doxyoli

ou du ceftiofur (n = 12) ou non traités 3 mois agdii@fection expérimentale (n = 4) (Chang et al.
2005).

La grande variabilité des signes cliniques rapgasté les cas suspects de borréliose pourrait selon

certains auteurs étre liée a une co-infection pauire agent pathogene transmis par les tiques,
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comme par exempl&naplasma phagocytophiliyrou par la variabilité des espécesBderelia

burgdorferiauxquelles les cas ont été exposés (Butler 208b6,21).

Examens complémentaires

Le diagnostic de borréliose chez le cheval esicdéf et doit inclure plusieurs tests. Il peut étre
suspectée si le cheval présente des signes suggeastifout si celui-ci a été exposé a des tiquas da
une région a risque, et si les autres hypothesemdstiques ont été écartées (Divers et al. 20824 R
et Toribio 2004). Une réponse favorable a I'adntraison d’antibiotiques efficaces peut également
constituer une piste de diagnostic (Divers et 812 Reed et Toribio 2004). D’autres tests de

diagnostic doivent cependant étre mis en place panfirmer toute suspicion clinique.

Sérologie

La complexité de la composition antigénique Riarrelia burgdorferi et la cinétiqgue variable des
anticorps produits en réponse a une infection ipglique le développement de tests sérologiques
sensibles et spécifiqgues constitue un véritabldlesige (Rizzoli et al. 2011). Par exemple, il a été
démontré que les protéines de surfac8aleelia burgdorferisont nombreuses et que la régulation de
leur expression varie au cours du stade de liidactPar contre, le corolaire a ce constat estlgue
développement de tests sérologiques dirigés caaee protéines spécifiques pourrait permettre
d’envisager de mieux évaluer la durée de l'inféstatButler et al. 2005, Wagner et al. 2011). De
nombreux tests (qui peuvent étre réalisés sur séligode céphalo-rachidien ou synovie) sont
disponibles sur le marché mais leur sensibilitépgcificité respective est fortement discutée,eet c
d’autant plus gu’il n’existe pas de « gold standarthiversellement reconnu pour les valider. Ceé son
principalement des tests d'immunofluorescence @&utlr et des tests ELISA qui sont proposés en
routine chez le cheval (Butler et al. 2005, Waggtaal. 2011). |l est cependant important de soelig
gu’il faut avoir recours a des tests utilisant canantigenes-cibles des protéines spécifiques de
Borrelia burgdorferi car il existe des réactions croisées, notammeatt kvleptospirosgButler et al.
2005. De méme, il sera important de savoir si les aniég détectés sont spécifiquesBierelia
Burdorferi sensu stricto ou sensus lato.

Idéalement, pour pouvoir tirer des conclusionsléiabla sérologie devrait étre couplée. En effietnte
donné le tres grand nombre de chevaux sains sdtitgyas haut titre d’anticorps lors d’'une prise d
sang ponctuelle n'est pas suffisant pour poseriagndstic de borréliose (Butler et al. 2005). Sasd
des études expérimentales réalisées (Chang €2CG0),2on peut considérer qu'il faut 4 & 6 semaines
pour obtenir un début de séroconversion et quee cedroconversion est maximale (et donc
significative sur un cas clinique) apres seulen3emiois.

Immunofluorescence

Cette technique est largement proposée par lesal@i@s et a été utilisée dans de nombreusessttude

de séroprévalence de borréliose (Tableau 1). Ssdomins auteurs, cette méthode manquerait de
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spécificité comparativement a I'ELISA (Dzierzeckakdta 2002), alors que pour d’'autres auteurs elle
manquerait plutét de sensibilité par rapport a ISA (Butler et al. 2005). Il existe cependant {pesi
d’études comparatives sur la valeur diagnostigspeetive de ces tests, et de plus les études de
validation de ces deux méthodes ont de plus sougehtréalisées dans le cadre de la leur
commercialisation. Quoi qu’il en soit, I'intérétipcipal de I'immunofluorescence réside dans le fait
gu'il s'agit d'une technique quantitative (le résuést en effet donné avec un titre ou une ditutle

positivité).

ELISA

Comme pour l'immunofluorescence, le diagnostic [EAISA est largement proposé par les
laboratoires et a été utilisé dans plusieurs étddeseroprévalence de borréliose (Tableau 1).dRItssi
tests ELISA ont été utilisés pour le diagnostidbdeéliose chez le cheval. Les antigénes utilisés p
détecter la présence de ces anticorps peuventxganpée s’'obtenir a partir de lysats 8errelia
burgdorferientieres, par une région antigénique de la flage(d1-G), par un mélange des antigenes
de surface p100, OspC, VISE et pl18, ou encore'qatigene C6, un peptide synthétique reproduisant
la séquence d’'une région trés conservée de larbp&ipe de surface ViIs-E (Jonhson et al. 2008,
Wagner et al. 2013).

Des sensibilités et spécificités variables ontpmibliées pour chacun de ces tests, si bien quil es
difficile de conclure en la supériorité de I'un bautre d’entre eux en lI'absence de gold standaed.
test basé sur I'antigene C6 (développé par lesrdahices IDEXX) (SNAP® 4Dx®) qui a été
développé chez le chien et offre I'avantage d'@&éalisable sur le terrain et d'offrir une réponse
immédiate, semblerait offrir chez le cheval unetbapécificité mais une sensibilité plus limitdea
aussi été suggéré qu'il pourrait servir a objectivee réponse favorable a une antibiothérapie dans
cette espece, mais ces résultats devraient éidesadur plus de cas cliniques (Jonhson et al.,2008
Wagner et al. 2013).

Quoi gu'il en soit, dans la plupart des cas, up®née positive en sérologie persiste de longs atois

ne peut étre utilisée comme un moyen de suiviediichcité thérapeutique.

Western blot

Attendu la spécificité discutable des tests d'imofluorescence ou ELISA, il est conseillé de
procéder en 2 étapes : il est conseillé d'utildabord une de ces 2 méthodes, qui offrent I'avgata
d’assurer une haute sensibilité, et en cas deta¢gdsitif par 'une de ces méthodes, d’appliquer
test Western blot (aussi connu sous le nom d’'imralatppour confirmer le diagnostic (Butler et al.
2005, Chang et al. 2005, Wagner et al. 2013). &hdaht, ce dernier test doit cependant avoir été
développé localement car il existe de grandes hidités du profil plasmidique et protéique entrs le
souches isolées dans différents pays européentei(Batal. 2005). Ces tests western blot restent

cependant lourds et couteux a mettre en ceuvreudingo



Test Multiplex

Un test multiplex ("Lyme Multiplex Assay") utilisates protéines de surface Osp A, C et F a été mis
au point chez 'homme et chez le chien et a étéotdnd utile pour dater l'infection et suivre une
réponse favorable a une antibiothérapie. Bien gpésentant de nombreux avantages et ayant été
validé chez le cheval (Wagner et al. 2011 et 20d8)test n'est pas encore utilisé en cliniquelcar i
demande des antigénes et des recombinants d’amsigéuwrifiés de trés bonne qualité, qu’il est

relativement difficile de se procurer.

PCR

Des tests PCR ont été développés par certainsal@ir@s. Ils constituent des tests plus sensitles
plus spécifiques que les autres pour le diagnagidorréliose et permettent de différentier une
infection active d’une ancienne infection. lls penw étre réalisés sur sang entier, liquide céphalo-
rachidien, ou liquide synovial (Butler et al. 20@Bhang et al. 2000, Chang et al. 2005). A titre
indicatif, sur plus de 500 échantillons sanguinstsbe EDTA regus a LABEO Frank Duncombe dans
le cadre de I'exploration d'un syndrome "piro-likalicun n'a présenté de signal positif. Ceci pdurra
étre dO au probléme inhérent aux tests PCR quidesitoutils trés utiles mais qui ne permettent de
mettre 'ADN de I'agent pathogene en évidence dfeladroit ou il se trouve (sang, liquide articukgir

LCR) et au moment ou il s'y trouve.

Histopathologie et culture

Une mise en évidence des spirochétes a I'histofmagieo d’'une biopsie cutanée proche du site
d’attachement de la tique, ou une culture a pdetisang au moment du pic d’hyperthermie, de liquide
céphalo-rachidien ou de peau, ont également égorgs comme moyen de diagnostic, a tout le
moins dans des études expérimentales (Chang 20@0, Chang et al. 2005). Cependant, ces tests
sont trés difficiles a réaliser et non disponibées pratique. De plus, le développement récent des

techniques de la technique de PCR remplace deeplptus la culture.

Traitement

Certains auteurs préconisent une approche préeedtvla borréliose sous la forme d'utilisation
d’acaricides ou de répulsifs en topique, un coatdis conditions environnementales, une limitation
des mouvements des animaux, une surveillanceetfjoitidienne des infestations par les tiquesnet u
retrait rapide des tiques en cas d’infestation @Bt al. 2005, Fritz et Kjemtrup 2003). Ces cdase
sont bien surs aussi applicables aux autres maladésmises par les tiques (piroplamose et
anaplasmose). Cependant, aucun acaricide n'anésgistré et démontré efficace chez le cheval.
Tout au moins les insecticides en spray enregisth@z le chien, principalement la perméthrine,

semblent bien tolérés chez le cheval (Butler e2G05).



Sur les cas présentant des signes cliniques exdesens complémentaires suggestifs de borréliese, |
traitement devrait idéalement étre commencé le f@iupossible. L’administration d’oxytétracycline
6.6 mg/kg IV 2 X/jour constitue le traitement gensble le plus efficace dans I'espéce équine (Chang
et al. 2005). De la doxycyline 10 mg/kg PO 2 X/joaw du ceftiofur 2.2 mg/kg IM 2 X/jour
constituent des solutions alternatives mais moifisages (Chang et al. 2005, Reed et Toribio 2004).
La faible biodisponibilité de la doxycycline podutraen partie expliquer sa faible efficacité en
administration orale (Chang et al. 2005). Son adtation par voie parentérale présente par contre
des risques de cardiotoxicité.

Quelle que soit I'option thérapeutique utilisée,lesitraitement est efficace, une réponse clinique
devrait étre obtenue endéans les 2 a 4 premiers gmimise en place du traitement. Chez certains
chevaux, une aggravation des signes en début identemt semble parfois se manifester, peut-étre
suite la libération massive de toxines (Reed eibimr2004). La durée de traitement est inconnue,
mais elle doit toujours étre de longue durée (Retelbribio 2004). Certains auteurs préconisend3 a
semaines de traitement (Chang et al. 2005), ma&iz dbs chevaux qui ne sont pas traités des le début
de la maladie, la durée de traitement nécessaitgrgib étre beaucoup plus longue. D’'apres
I'expérience vécue sur le terrain en France, iltdemit qu’'une durée de traitement trop courte, a
savoir de 5 a 10 jours, pourrait étre associée eranidive environ 3 semaines aprés l'arrét du
traitement.

Une étude menée aux USA sur 251 chevaux avec tiles élevés d'anticorps contre la borréliose
(mesurés par ELISA), il a été montré que le tragetraussi bien a la tétracycline 6.6 mg/kg IV SID
pendant au moins 5 jours que la doxycycline 10 md#0 BID pendant 10 a 30 jours réduisait
légérement mais significativement leur taux d’amps en comparaison aux chevaux non traités. Cette
réduction était cependant faible et les titresaiest dans la majorité des cas élevés aprés tiitesi

bien que les auteurs de cet article ne préconantde baser la durée du traitement sur base d’'une
normalisation de la sérologie mesurée par ELISMroe cela a été mentionné ci-dessus (Divers et al.
2012).

Un vaccin a été développé aux USA, mais son effea@st sujette a controverse, surtout pour les cas
européens pour lesquels les borrélias impliquéeseptent une plus grande diversité génétique qu’aux
états unis (Butler et al. 2005, Fritz et Kjemtruj93). De plus, le faible nombre de cas démontnés e

Europe rend le développement d’'un vaccin commexnciaht peu attractif.

2. ETUDE DE LA SEROPREVALENCE DE LA BORRELIOSE EQUINE EN BELGIQUE : RESULTATS

PRELIMINAIRES

De nombreux vétérinaires belges ont régulieremeatsuispicion de borréliose chez les chevaux qu'ils
suivent, et des lors ils utilisent réguliéremerst tests de diagnostic mis a leur disposition etirreu

par les laboratoires. Dans la plupart des caslesane sérologie est réalisée (ELISA ou

6



immunofluorescence selon les laboratoires) et srdeaséropositivité, il est souvent décidé de mettr
en place une antibiothérapie de longue durée, elaze que le cheval ne présente pas toujours des
signes cliniques spécifiques et que souvent ni s@mlogie couplée ni d'autres examens de
confirmation (western blot ou PCR) n’ont été mispéace.

A la lumiére de la revue de littérature qui a éiéefci-dessus, il est Iégitime de se poser latgprede

la pertinence d'une telle approche pour plusieaisons (spécificité du diagnostic questionnable,
utilisation non raisonnée d’antibiotiques et risgjliés a leur usage, colt du traitement, etc.).

La présente étude, dont seuls les résultats praineis disponibles seront donnés a la journée dBétu
de la BEPS, a des lors pour but (1) de comparerdssltats de sérologie obtenus en utilisant
différents tests de diagnostic disponibles en neuéin Belgique et (2) d’évaluer la séropositivhézx
des chevaux sains vivant en Belgique ou au Grargh®udu Luxembourg afin d’améliorer

I'interprétation des valeurs obtenues chez desathesur lesquels une borréliose est suspectée.

Partie 1 : Validation des tests proposés en routinesultats préliminaires)

Pour la premiere partie de I'étude, 63 équidés Ide g'un an présentés a la faculté de médecine
vétérinaire pour des problemes divers et 6 chewac suspicion de borréliose (sur base de signes
cliniques présentés, de la réponse clinique a atieiahérapie appropriée et avec de séroconvession
démontrées dans les mois précédents) ont étéatildur le total des 69 équidés étudiés, 61 étaient
des chevaux de race variable, 1 était un ane gtigné des poneys, ils étaient agés entre 1 eh2&ta

43 étaient des juments, 23 des hongres et 3 desgta

Tous les animaux ont été prélevés aprés accordafri@taire a qui il a en outre été demandé de
répondre & un questionnaire incluant I'acces ouanan pature, avec le cas échéant la localisaton d
cette derniére, ainsi que la présentation ou nosigiees cliniques évocateurs de borréliose (fievre,
abattement, amaigrissement, boiterie ou fourbuegpliqué, probléme ophtalmique ou avortement)
ou le portage de tiques dans les 12 derniers mais.

Sur chacun de ces chevaux, un tube sec a été @réewapres formation du caillot le sérum a été
séparé par centrifugation, réparti dans 3 cryotebesngelé a -80°C jusqu’a analyse.

Pour chaque prélévement, 2 tests sérologiquesliosg®nt été réalisésne immunofluorescence

(Fluo Borrelia burdgorferi Horse, Biopronix) et EhISA (Testkit Borrelia burgdorferi Veterinar

ELISA, Fa. Genzyme Virotech). Sur 42 des sérums fesquels un seuil de > 1/64 avait été obtenu
en immunofluorescence, un western blot (Borrelignnedr plus OspA LINE, IgG Line Immunoblot,
Sekisui Virotech GmbH) a de plus été réalisé.

La correspondance entre les résultats obtenusrmaumnofluorescence et par ELISA est montrée dans
le tableau 2 et la figure 1.

Ce tableau et cette figure montrent une relativérbhenne correspondance entre les tests, et que seul

6 des sérums testés étaient négatifs en ELISA ajaids étaient positifs (titres= 1/512) en



immunofluorescence. Aucun d’entre eux n’était pamtee positif en ELISA avec un titre 1/64 en
immunofluorescence.

Les tableaux 3 et 4 montrent la correspondance &grrésultats obtenus d’'une part par Western Blot
et d’autre part par immunofluorescence et ELIS#Spectivement. Si on considére le Western Blot
comme le Gold Standard et que I'on considére niggati immunofluorescence tous les prélévements
avec un titre < a 1/512 et positifs tous ceux awetitre= a 1/512, I'immunofluorescence présenterait
une sensibilité située autour de 100 % et une figiékisituée autour de 58 %, et 'ELISA une
sensitivité et spécificité situées aux alentourgséo.

Ces résultats doivent néanmoins étre pris avearément de prudence car ils ne se basent que sur
des résultats partiels et n’incluent dés lors quiambre limité de cas, et ce surtout en ce quiemwEc

les cas positifs en Western Blot. De plus, I'etition du Western Blot comme Gold Standard est
fortement discutable, certains auteurs considégatiit n’existe pas de Gold standard pour confirmer
les cas de borréliose par sérologie. Enfin, le mende sérums testés par immunofluorescence et par
ELISA n’est pas le méme, et pour la validation '@arhunofluorescence, les sérums avec un titée

1/64 ont tous été considérés comme négatifs saificaton par Western Blot, ce qui est une source
d’erreur potentielle.

Néanmoins, il est intéressant de remarquer quebase des résultats partiels de cette étude,
limmunofluorescence est une technique qui, sideilsde positivité utilisé est placé haut, semble
offrir une sensibilité et une spécificité intéra#ss en comparaison avec 'ELISA utilisé dans cette
étude. Ces résultats partiels devront néanmoiasvéatidés sur un plus grand nombre d’échantillons.
La validation interne de I'ELISA par le productelur kit utilisé dans notre étude annonce par exemple
en effet, sur base de 351 échantillons de chewssuside la région d’Hannovre (Allemagne), des
valeurs de sensibilité et de spécificité plus &svél00 et 96 % respectivement) que celles obtenues
dans notre étude. Quoi qu'il en soit, I'immunoflascence étant quantitative, elle permet de réaliser

plus facilement que 'ELISA une sérologie couplée.

Partie 2 : Séroprévalence de la borréliose sur @dg€vaux sans signes de borréliose et vivant en

Belgique ou au Grand-duché du Luxembourg (résultageliminaires)

Pour cette deuxieme partie de I'étude, 69 équiégslus d’'un an n’ayant pas quitté le territoiregeel

ou luxembourgeois dans les 12 derniers mois epsésientés a la faculté de médecine vétérinaire pou
des problémes n’ayant aucune relation possible dseborréliose (plaies, coliques, suivi de
reproduction, etc.), soit n'ayant aucun symptomerétevés sur le terrain, ont été a ce jour inclus
('étude est toujours en cours). Parmi eux, 43eétailes juments, 18 des hongres et 8 des étalsns. |
incluaient 59 chevaux de race variable, 2 anes mirieys, et ils étaient 4gés entre 1 et 28 ans. 58

venaient de Wallonie, 5 de Flandres et 6 du GranchB du Luxembourg.



Sur chacun de ces chevaux, un tube sec a été préheutilisant la méme méthodologie que pour la
premiére partie de I'étude, et le méme questiornaiété complété par le propriétaire de chaque
cheval.

Pour chaque animal prélevé, la sérologie borrélmsété mesurée par utilisation du méme test
d'immunofluorescence que dans la premiére partie’é@eade (Fluo Borrelia burdgorferi Horse,
Biopronix). Sur base des résultats obtenus dattes derniére, les sérums des chevaux ayant un seuil
de 1/512 ou plus ont été soumis au Western Blligéigpour la premiéere étude (Borrelia veterinasplu
OspA LINE, IgG Line Immunoblot, Sekisui Virotech ®i). D’autre part, sur 53 des 69 animaux
étudiés, la sérologie a aussi été testée paratitiis du méme test ELISA que celui utilisé dans la
premiére étude (Testkit Borrelia burgdorferi Veatéri ELISA, Fa. Genzyme Viroteph

En prenant le seuil de signification de I'immunaflascence a 1/512, comme suggéré dans la premiére
partie de cette étude, 15 (22 %) des animaux téssdsnt positifs. La localisation géographique des
animaux testés avec leur résultat en immunofluerese est montrée a la figure 2a. Parmi les chevaux
testés positifs en immunofluorescence, seulemésni84 % de la population globale étudiée) étaient
positifs et 1 était douteux au Western Blot(figRo3.

En se basant sur le test ELISA, 11 (soit 21 %) S®nimaux testés étaient positifs, et 7 (13 %)
étaient douteux. La localisation géographique demaux testés avec leur résultat en ELISA est
montrée a la figure 2b.

De nouveau, comme pour la premiere partie de cdtide, ces résultats doivent étre pris avec
précaution car ils ne se basent que sur des rssphatiels, et le faible nombre d’échantillongédes
limite les conclusions qui pourraient étre tirées.

Néanmoins, ils donnent déja une premiere idée dériaprévalence de la borréliose (autour de 20 %
en immunofluorescence aussi bien qu'en ELISA) dex chevaux sains habitant en Belgique ou au
Grand-Duché du Luxembourg. Ce chiffre se rappradterésultats obtenus dans plusieurs autres pays
du Nord de I'Europe mais un est peu plus faible geti de 36 % rapporté par Moyart et
collaborateurs en 2006 chez des chevaux sainstvraRlandres. Cette différence pourrait étre liée
au test ELISA utilisé qui était en effet différente celui de la présente étude.

Le nombre important de chevaux présentant uneaggeopositive en I'absence de signes cliniques et
la variabilité des résultats obtenus en fonctios tksts sérologiques utilisés pour le diagnostic
borréliose incitent a la plus grande prudence dangerprétation des résultats. Sur un cheval
présentant des signes cliniques suggestifs deliosgéavec une sérologie douteuse ou positive, que
ce soit en immunofluorescence ou en ELISA, il esgtital de confirmer le résultat par une autre

technique plus spécifique, a savoir une sérologiplkée, un Western Blot, ou un PCR.

3. CONCLUSIONS

En conclusion, un diagnostic de borréliose ne paetposé que si 4 conditions sont remplies :



1. Le cheval vit dans une région a risques et estsxpol’héte intermédiaire (tiques du genre
Ixodus)
Il présente des signes cliniques suggestifs dealadie de Lyme
Il présente une sérologie douteuse ou positive
La sérologie douteuse ou positive a été confirmaeup ou plusieurs autres tests (sérologie
couplée et/ou Western Blot ou PCR)
Sur les cas ou un diagnostic a été posé, et unigptesar ces cas, il est utile de mettre rapideraent

place une antibiothérapie adaptée.
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Tableau 1: Séroprévalence équine conBerrelia burgdorferien Europe rapportée dans la littérature

Pays Région Références Nombre Test Séroprévalence
d’équidés utilisé
Allemagne| Berlin Kéasbohrer et Schénberg Berl Munch Tieravgtchenschr. 1990;103:3748 224 IFAT | 0%
ELISA 16.1 %

Royaume | Diverses Carter et al. Equine Vet J. 1994;26:187-90 Noni§igéc | ELISA Basse (3a 35 %
Uni régions WB selon les régions)
Suéde Diverses Egenvall et al. Preventive Vet. Med. 2001;49:198-20 2.018 dont 40Q IFAT Sains : 16.5 %

régions sains Total : 16.8 %
Autriche Diverses Muller et al. Int J Med Microbiol. 2002;291(Sup8)380-7 309 WB 52 a 93 % selon

régions espéeces
Belgique Flandres Moyaert et al. Vlaams Diergeneedig Tijdschrift 2006;75:436-8 100 ELISA 36 %
France Centre-ouestMaurizi et al. Vector Borne Zoonotic Dis. 2010;18657 144 ELISA 31 %

Nord 159 (SNAP 48 %

Sud 105 4DX) 12 %
Pologne Diverses Stefancikova et al. Ann Agric Environ Med. 20083543 395 ELISA 25.6 %

régions 25 WB 60.0 %
Danemark| Diverses Hansen et al. Acta Vet Scand. 2010 ;52:3 390 ELISA 29.0 %

régions (SNAP

4DX)

Roumanie | Diverses Kiss et al. Vector Borne Zoonotic Dis. 2011;11:1#%9 260 IFAT 11.9%

régions
Italie Centre Ebani et al. Ann Agric Environ Me®12;19:237-40 386 IFAT 24.3%*1

Centre Laus et al. J Vet Med Sci. 2013;75:715-20 0 30 IFAT 7.0 %
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Tableau 2 Comparaison des résultats sérologiques de mmedbbtenus par immunofluorescence et par

ELISA chez 69 chevaux avec des problémes divers.

ELISA
Négatifs Douteuws Positife TOTAL

IF 1/64 20 1 0 21

1/128 6 1 1 8

1/25¢ 14 3 2 19

1/512 6 3 9 18

1/1024 ou - 0 1 2 3

TOTAL 46 9 14 69

IF = Immunofluorescence

Tableau 3. Comparaison des résultats sérologiques de bmgedtibtenus par immunofluorescence et par

Western Blot chez 66 chevaux avec des problémessdiv

WB
Négatifs Douteux Positifs TOTAL
IF < 1/64 21* - - 21
1/128 8 0 0 8
1/25¢ 13 3 0 16
1/512 13 3 2 18
1/1024 ou + 1 0 2 3
TOTAL 56 6 4 66

IF = Immunofluorescence ; WB = Western Blot ; NMien testés

* Les 21 sérums avec titee1/64 n'ont pas été testés en WB en raison duefaitoe et ont été considérés
comme négatifs.

Tableau 4 Comparaison des résultats sérologiques de mmedbbtenus par ELISA et par Western Blot
chez 45 chevaux avec des problémes divers.

WB
Négatifs Douteux Positifs TOTAL
ELISA Négatifs 21 1 1 23
Douteuw; 7 1 0 8
Positife 7 4 3 14
TOTAL 35 6 4 45

WB = Western Blot
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Figure 1. Parmi 69 sérums obtenus chez des chevaux préselatésinique équine de I'ULg avec des
problemes divers, nombre des sérums présentaiitaibdrréliose de 1/64, 1/128, 1/256, 1/512 e0241
en immunofluorescence et, pour chacun des titresnab en immunofluorescence, nombre des sérums
présentant un test ELISA négatif, douteux ou poiéi nombre de sérums présentant un test Western
Blot positif sont en outre montrés pour chaquelseui
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Figure 2. Répartition géographique des équidés utilisés Hésle de séroprévalence de la borréliose
chez des animaux sains vivant en Belgique ou andsBaiché du Luxembourg par utilisation d'un test
d'immunofluorescence (IFAT) au seuil de 1/512 (B)ISA (B), et Western Blot (C).
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BORRELIOSE : MYTHE OF REALITEIT ?

AMORY Hélené, HOUBEN Ros} PITEL Pierre HuguésMEERSCHAERT Carof®
!P6le Equin, Secteur Médecine interne équine, Dépemt des Sciences Cliniques, Université
de Liege, Bat. B 41 Sart Tilman, B 4000 Liege, Bglg
L ABEO FrankDuncombe, 14053 Caen cedex 4, France
3Laboratoire Collard, Synlab Belgique, Bvd de Froi 14, 4020 LIEGE

1.LITERATUURREVIEW

Etiologie en epidemiologie

Borreliose (synoniem : ziekte van Lyme) is de megesrkomende door teken overgebrachte
ziekten in gematigde klimaatzones van het nookdbhjfrond (Rizzoli et al., 2011). Het betreft
een multisystemische aandoening ten gevolge vapidecheeBorrelia burgdorferisensu lato
(sl), waarvan 18 verschillende subspecies besteaambij co-infectie van meerde soorten in
dezelfde vector kan bestaan (Rizzoli et al., 200hder deze soorten bevinden zich meerdere,
inclusief met nam®&orrelia burgdorferisensu stricto (ss), welke niet uitsluitend pathoagapm
voor mensen, maar ook voor andere vertebrate bgat®rbeeld honden, runderen, katten en
paarden (Reed and Andrews, 2004; Rizzoli et all12(MDe voornaamste vectors in Europa zijn
teken van het gendsodes ricinus (Butler et al., 2005; Rizzoli et &011) welke op elk

moment van hun levenscyclus geinfecteerd kunnesntakeestal door een bloedmaal bij een
gastheer van een diersoort behorend tot een comtpeservoir. Een competente reservoir-
gastheer is een diersoort welke door teken meteBargeinfecteerd kan worden en in staat is
deze infectie vervolgens over te dragen aan nietfeseerde teken. Competente
gastheersoorten in Europa zijn onder andere klaaagdieren (muis, konijn), musachtige
vogelsoorten, reptielen en insectivoren (Rizzohlet2011). Steeds meer onderzoeken wijzen uit
dat de Europese Ixodes ricinus-populatie zich eitlhy met als gevolg de opkomst van niet
alleen borreliose, maar ook andere door dezelfd®vevergebrachte ziekten zoals anaplasmose
(zie tevens verderop in deze tekst). Genoemde njlkagebrzaken voor dit fenomeen zijn
veranderingen van de leefomgeving, klimaatverandgiRizzoli et al., 2011). De biodiversiteit
vanBorrelia species varieert afhankelijk van geographischatiecen is maximaal tussen 4 en

20 lengtegraad en 35 tot 60 breedtegraad, alwaadegrevalentie vaBorrelia burgdorfert
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infectie in teken tevens het hoogst is (Rizzoklet2011). Locale omstandigheden hebben echter
een groot effect op deze globale verdeling; bov&0in hoogte bijvoorbeeld zijn Borreliose-
gevallen veel minder frequent (Rizzoli et al., 2011

Van tenminste 26 Europese landen is bekend datlimse er voorkomt; dit betreft voornamelijk
de Noord- en Centraaleuropese landen (Rizzoli.e2@l1). In Frankrijk en Belgie is de
gemiddelde prevalentie van borreliose-infectie ondieen respectievelijk 7% (Blanc, 2009) en
12% (Kesteman et al., 2010), met grote locale tiarathankelijk van de plaatselijke biotoop. In
Frankrijk zijn de hoog-risico regio’s Limousin, Aergne, Lorraine en Alsace (Blanc, 2009); in

de in Belgie uitgevoerde studie varieerde de lopadealentie tussen 2.8 tot21.6% afhankelijk
van de regio waar de teken gemonsterd werden (iKestet al., 2010). Percentages tot ongeveer
40% zijn gerapporteerd on sommige Oosteuropesetanoals Bulgarije en Slowakije (Butler et
al., 2005).

Gepubliceerde seroprevalenties onder gezonde,devegarden en paardachtigen in Europa zijn
samengevat in Tabel 1; deze tabel bevestigd tedergrder genoemde hoge prevalentie in

Centraal- en Noord-Europa.

Klinische verschijnselen

Borreliose-infectie vertoont een seizoenspatroondaédioogste incidentie in lente, zomer en
herfst met een piek in juni-juli (Reed and Andre@04; Rizzoli et al., 2011). Klinische
verschijnselen bij maBorrelia burgdorferigeinfecteerde paarden zijn echter zeldzaam emlveel
mild; de meest voorkomende verschijnselen zijn agische, van ledemaat wisselende
kreupelheid en cutane hypersensitiviteit (Butlealet2005; Divers et al., 2012). Een groot aantal
andere verschijnselen zijn beschreven bij paareéetiacht van infectie m&orrelia

burgdorferi waaronder milde koorts, lethargie/sloomheid, arig, stijfheid, myopathie,

arthritis met gewrichtsovervulling, hoefbevangenheiveitis, chronisch gewichtsverlies,
hepatitis en abortus (Butler et al., 2005; Fritd &pemtrup, 2003; Johnson et al., 2008; Reed
and Andrews, 2004). Zeer zelden is neuroborrelidseitaan pseudolymfoom gerapporteerd
(Divers et al., 2012). Chronische arthritis kanregéen, door sommige auteurs toegeschreven aan
een auto-immuun reactie; dit is echter niet bewdRerd and Andrews, 2004).

Het moet absoluut benadrukt worden dat het aaatsscvan borreliose bij paarden dat

beschreven is in de literatuur zeer beperkt igjatrbovendien weinig daarvan onweerlegbaar
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bewijs geven voor de diagnose “ziekte van Lymegrtg deze cases later door andere auteurs
in twijfel getrokken (Butler et al., 2005). Boverdiis er een in 2000 uitgevoerde studie, waar 5
pony’s na voorbehandeling van 5 dagen dexamethagperimenteel geinfecteerd werden met
borreliose (Chang et al., 2000). Alle ponies (igetestelling tot de controle-ponies) toonden een
seroconversie; daarnaast werd infectie Bwtelia burgdorferimiddels PCR aangetoond in
maandelijks huidbiopsien genomen gedurende 9 maaaidmede bij post-mortem
weefselmonster. Er was echter geen sprake vankiiocsche verschijnselen bij de ponies noch
histopathologische lesies in dit experimentale rhdéien ander studieprotocol door dezelfde
onderzoeksgroep met experimentele infectie Buetelia burgdorferivan 16 ponies, behandeld
met tetracycline, doxycycline of ceftiofur 3 maand® infectie of zonder behandeling, werd
gedurende de 9 maanden durende studie geen eimisthklverschijnsel waargenomen (Chang
et al., 2005).

De grote variatie aan klinische verschijnselenisligeschreven bij van borreliose verdachte
cases is volgens sommige auteurs toe te schriprerc@infectie met andere pathogenen, of aan

de variate irBorrelia-species waaraan dieren werden blootgesteld (Beittlak, 2005).

Aanvullende onderzoeken

De diagnose borreliose bij het paard is lastigebesr en omvat noodzakelijkerwijs meerdere
testen. Een verdenking kan bestaan indien het gpamgkstieve verschijnselen vertoont, zeker
als het dier tevens aan teken blootgesteld is gavireen hoog-risico regenoverige

mogelijke diagnoses zijn uitgesloten (Divers et2012; Reed and Andrews, 2004). Een
gunstige respons opdiagnostische therapie mebiainta is een andere mogelijkheid (Divers et
al., 2012; Reed and Andrews, 2004); andere aamddlenderzoeken dienen echter ook

ondernomen te worden om een klinische verdenkitgtestigen.

Serologie

De complexe genetische compositie Bamrelia burgdorferien de variabele kinetiek van de
verschillende in respons op infectie geproduceandistoffen maken de ontwikkeling van
serologische testen die sensigefspecifiek zijn een moeilijke opgave (Rizzoli et 2011). Zo
is bijvoorbeeld aangetoond daorrelia burgdorferivele zogenaamde “outer surface proteins”

(Osp’s) heeft en dat de regulatie van expressiedeare Osp’s varieert afhankelijk van het
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stadium van infectie. Dit gegeven leidt er toestablogische testes ontwikkeld kunnen worden
gericht op specifieke eiwitten, hetgeen een inteozdn de duur van infectie kan geven (Butler
et al., 2005; Wagner et al., 2011). Versceidestst@itvoerbaar op serum, CSF of synovia) zijn
momenteel commercieel beschikbaar; hun sensitiatespecificiteit worden echter sterk in
twijfel getrokken, ook gezien de afwezigheid van egrkelijke gouden standaard voor
testvalidatie.

De voornaamste testen in gebruik bij het paarddinecte immunofluoriscentie en

ELISA(Butler et al., 2005; Wagner et al., 2011)t H®et echter benadrukt worden dat het
noodzakelijk is kritisch te zijn aangaande testenofpt tegen Burrelia burgdorferi-specifieke
antigenen aangezien kruisreacties bestaan meteapd#rogenen, met name Leptopsirose
(Butler et al., 2005). Daarnaast is het noodzaketijweten of de test antigenen detecteert die
specifiek zijn vooBorrelia burgdorferisensu stricto of sensu lato.

Voor meer betrouwbare conclusies zijn idealiteragege sera nodig. Gezien het grote aantal
gezonde, seropositieve paarden is het vinden vahage titer bij een losstaand bloedmonster
onvoldoende voor het stellen van de diagnose varlomse (Butler et al., 2005). Op basis van
studies van experimentele infectie (Chang et D02, kan gesteld worden dat 4-6 weken nodig
zijn voor seroconversie en dat maximale convessgn{ficant in geval van een klinische casus)
pas op 3 maanden na infectie optreedt.

Immunofluorescentie

Deze onderzoekstechniek wordt door vele laborat@iageboden en is gebruikt in een groot
aantal studies naar de seroprevalentie van baee(ibabel 1). Volgens sommige onderzoekers
is deze methode minder specifiek dan de ELISA (2eieka and Kita, 2002) terwijl volgens
andere onderzoekers deze techniek juist een miséesstiviteit heeft dan ELISA (Butler et al.,
2005). Studies waarbij de diagnostische waardebesde tests vergeleken wordt zijn echter zeer
schaars en worden bovendien meestal uitgevoerdlidatie van een nieuw op de markt te
brengen commerciele test.. Hoe dan ook, het voarsteagegeven is dat er sprake is van een

kwantitatieve test (het resultaat wordt weergegewugttels een positieve titer of verdunning).

ELISA
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Net als immunofluoerscentie is ook ELISA beschikbzpvele laboratoria en is gebruikt in
meerdere seroprevalentie-studies (Tabel 1). Vdisnte ELISA tests zijn gebruikt voor het
diagnosticeren van borreliose bij het paard. De deatest gebruikte antigenen -die dienen ter
detectie van antistoffen- kan zijn een lysaat Barrelia burgdorferiin zijn geheel, een antigene
region van flagelline (41-G), een mix van de Og80, OspC, VISE en p18 of het antigeen C6,
een synthethisch eiwit met een kopie van een ggecknserveerde regio van het oppervlakte-
lipoproteine VISE (Johnson et al., 2008; Wagneal e2013).

De sensitiviteit en specificiteit van ieder van elézsten zijn geplubiceerd, desondanks is het
lastig te beoordelen welke van deze testen ondebkter presteert dan de anderen, mede door
het feit dat een ware gouden standaard niet voderais. Een door IDEXX voor honden
ontworpen ELISA SNAP ®- test gebaseerd op het aahigC6, die als voordeel heeft dat een
resultaat direct beschikbaar is, lijkt bij gebrbikhet paard een goede specificiteit maar matige
sensitiviteit te hebben. Er is tevens gesuggerdatrdnet deze test op een objectieve manier de
respons op behandeling met antibiotica beoordestdaordn ; dit moet echter eerst nog worden
gevalideerd in een voldoende aantal klinische cgg#mson et al., 2008; Wagner et al., 2013).
Hoe dan ook, in de meeste gevallen blijft serolagie maanden positief en kan niet worden

gebruikt als follow-up wat betreft de effectivitgin een ingestelde therapie.

Western Blot

Gezien de zeer twijfelachtige specificiteit van iomofluorescentie of ELISA is het aan te raden
om in 2 stappen te werken: eerst gebruikt men aarbevengenoemde, zeer gevoelige
testmethodes; in geval van een positief resulte@tdt een immunoblot (om precies te zijn een
Western Blot) uitgevoerd om de diagnose te bevest{gutler et al., 2005; Chang et al., 2005;
Wagner et al., 2013). Deze Western Blot is ideaéitn locaal ontwikkelde test aangezien er
sterke variatie bestaat in plasmide- en eiwitptofiele geisoleerde stammen in verschillende
europese landen (Butler et al., 2005). Nadeel wawadstern Blot is dat de implementatie ervan

bewerkelijke en derhalve duur is voor het laboratar

Multiplex Test
Een multiplex test genaamd “Lyme Multiplex Assayélike gebruik maakt van de Osp’s A, C en

F is in de humane geneeskunde in gebruik genonmeimonden is aangetoont dat deze test
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gebuikt kan worden voor het antedateren van irdesti voor het evalueren van gunstige respons
op therapie met antibiotica. Hoewel dit vele votedeoplevert en hoewel deze test inmiddels bij
het paard gevalideerd is (Wagner et al., 2013, R04 tleze test op dit moment in de Kklinische
praktijk niet bruikbaar vanwege de noodzaak tothg&ing over gepurifeerde

antigenen/recombinante antigenen van zeer hoget&iygietgeen lastig te verkrijgen is.

PCR

Enkele laboratoria hebben een PCR test ontwikKaildzijn de meest gevoelige en de meest
specifieke testen voor het stellen van de diagbhoseliose en zijn een middel om te bepalen of
er sprake is van een active of een vroegere iefdeCR kan uitgevoerd worden op bloed, CSF
of synoviaalvloeistof(Butler et al., 2005; Changkt 2005, 2000). Ter informatie; van meer dan
500 bloedmonsters ingestuurd naar het laboratoFitank Duncombe in Caen in het kader van
onderzoek naar “piro-like” verschijnselen, is geakel staal positief bevonden. Een mogelijke
oorzaak hiervan is een probleem inherent aan PCiitiieek ; hoewel een uiterst nuttige
diagnotsische methode, kan pathogeen DNA uitslditeorden aangetaand daar waar het zich

bevindt (bloed, synovia, CSF) en op het momenhdarich daar bevindt.

Histopathologie en Kweek

Het aantonen van spirocheten bij histopathologireaen huidmonster in de nabijheid van de
teekbeet, een bloedkweek genomen tijdens een koektsf een kweek van CSF- of
huidmonster zijn andere beschreven diagnostisclieaties (Chang et al., 2005, 2000). Deze
technieken zijn echter lastig uit te voeren enarpdaktijk niet beschikbaar. Bovendien heeft de

ontwikkeling van PCR deze methodes grotendeelsangen.

Behandeling

Sommige onderzoekers pleiten vooral voor een ptaxenbenadering tegen borreliose door
middel van het toepassen van acaeiciden en topicsgetenwerende middelen, verbetering van
omgevingscondities, het verminderen van verplagtgéam dieren en dagelijks zorgvuldige
controle van teekinfestatie met snelle verwijdenag aanwezige teken(Butler et al., 2005; Fritz

and Kjemtrup, 2003). Deze aanbevelingen geldenzaerrvoor andere door teken
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overgebrachte ziekten (piroplasmose, anaplasmBségstaat echter heden geen enkel acaricide
dat geregistreerd is en een bewezen werkzaamhefttihet paard (Butler et al., 2005).
Wanner bij een paard het klinisch beeld en aanndlenderzoek zeer suggestief zijn voor
borreliose, wordt behandeling het beste zo snekfijkdpegonnen. De meest effectieve
behandeling bij het paard lijkt oxytetracycline (8.6 mg/kg BID)(Chang et al., 2005).
Doxycycline (PO 10 mg/kg BID) of ceftiofur (IM 2.2ykg BID) zijn andere, maar minder
effectieve behandelopties (Chang et al., 2005; ReedAndrews, 2004). Doxycycline is
mogelijk maar matig werkzaam vanwege zijn slechédedbiodisponibiliteit (Chang et al.,

2005); parenterale administratie is echter niet@lijggvanwege het risico van cardiotoxiciteit.
Welke behandeling er ook gekozen wordt, wanneeg défectief is wordt een klinische respons
normaliter gezien binnen 2-4 dagen na aanvang gdredandeling. Bij sommige paarden word
aanvankelijk een verergering van klinische versdgjen gezien, mogelijk ten gevolge van
massaal vrijkomen van toxines (Reed and Andrew34R2@e exacte noodzakelijke
behandelingsduur is niet bekend maar langdurigapieis in alle gevallen nodig (Reed and
Andrews, 2004). Sommige onderzoekers raden eeodeevian 3 tot 4 weken aan (Chang et al.,
2005); echter bij paarden waarbij behandelingisibegonnen bij aanvang van de ziekte, is de
benodigde behandelingsduur wellicht langer. Voldgerschten van practici in Frankrijk, lijkt

het erop dat een te korte therapieduur (te weteinh B0 dagen) soms geassocieerd is met een
recidive van klinische verschijnselen op ongeveeeRen na het stoppen van de behandeling.
Een in de Verenigde Staten uitgevoerde studie3dijjZaarden met een positieve borreliose-titer
(obv. ELISA) toonde aan dat een behandeling metiste 5 dagen oxytetracycline (6.6 mg/kg
IV BID) gevolgd door 13 tot 30 dagen doxycyclin® (hg/kg PO BID) leidde tot een kleine
maar statistisch significante vermindering vanleti@amtiters vergeleken met niet-behandelde
paarden. Deze vermindering was echter maar wemigpgendien bleven de meerderheid van de
titers verhoogd ook na behandeling ; de onderzgekgzen er echter ook op dat, zoals
hierboven al eerder vermeld, het bepalen van dedarubehandeling niet gebaseerd dient te
worden op een normalisatie van ELISA-titers (Divetrsl., 2012).

Een vaccin tegen borreliose is ontwikkeld in de W@ar zijn werkzaamheid wordt in twijfel
getrokken, des te meer in Europa aangezidBodeelia spp’s die hier gevonden worden een

grotere genetische diversiteit vertonen dan in 8gButler et al., 2005; Fritz and Kjemtrup,
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2003). Bovendien is, gezien het zeer kleine aaygeadllen van bewezen borreliose in Europa, de

ontwikkeling van een vaccin commercieel onaantrijkke

2. ONDERZOEK NAAR DE SEROPREVALENTIE VAN EQUINE BORRELI OSE IN BELGIE EN

L UXEMBURG : PRELIMINAIRE RESULTATEN

Vele belgische dierenartsen hebben regelmatig keisdhe verdenking van borreliose bij hun
patienten, dientengevolge gebruiken zij regelmééigloor labaratoria routinematig aangeboden
diagnostische testen. In de meeste gevallen werdserologie uitgevoerd (ELISA of
immunofluorescentie, per laboratorium verschilleed)in geval van een positieve titer wordt
overgegaan tot langdurige antibiotica-therapie, aldkont het paard geen specifieke klinsiche
verschijnselen; vaak wordt geen verder geen gepaamimtiter bepaald of andere aanvullende
onderzoeken (Western Blot, PCR, etc.) uitgevoerd.

In het licht van de in de hierboven samengevattediuurstudie kan deze aanpak met legitieme
reden in twijfel worden getrokken, en dit om meeededenen (specificiteit van positieve
diagnose is twijfelachtig, kosten en risico’s varlen aan onnodig gebruik van antibiotica, etc.).
Dit onderzoek (waarvan heden ten tijde van de B&Bt®nschappelijke bijeenkomst uitsluitend
preliminaire resultaten beschikbaar zijn) heefhdére als doel om (1) de resultaten van
verschillende in Belgié routinematig gebruikte testhoden te vergelijken, en (2) het bepalen
van de seroprevalentie bij gezonde paarden in 8elgiLuxemburg ter verbetering van de

interpretatie van testresultaten bij paarden didaeht zijn van borreliose.

Deel 1: Validatie van routinematig aangeboden tes{ereliminaire resultaten):

Voor dit eerste deel van de studie werden serumtaogsbruikt van 63 paardachtigen ouder
dan 1 jaar, aangeboden op de universiteitskliniekuiteenlopende klachten én van 6 paarden
verdacht van borreliose (op basis van klinischegmtatie, verbetering met antibiotica-therapie,
en met aangetoonde seroconversie in de voorgaaaaed®an). Onder deze 69 dieren bevonden
zich 61 paarden van verscheidene rassen, 7 pany' ®eel; de leeftijd varieerde van 1 tot 28
jaar oud; er waren 43 merries, 23 ruinen en 6 lengs

Alle betrokken eigenaren stemden in met particgpetide studie en beantwoordden een korte

vragenlijst met betrekking tot weidegang (ja of j&®zo ja de locatie van de weide), en de
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aanwezigheid van symptomen eventueel geassociesrdarneliose (koorts, depressie,
vermageren, onverklaarde kreupelheid of hoefbevamgd, ophtalmologische klachten of
abortus), en of teken werden aangetroffen op hatpdit alles over de voorgaande 12
maanden.

Van elk van de participerende dieren werden serbestafgenomen en na stolselvorming werd
het serum gescheiden door middel van centrifuggéipartitioneerd over 3 cryotubes en
bewaard bij -80°C tot het moment van analyse.

Van elk monster werden 2 serologische tests uitg@iommunofluorescentie (Fluo Borrelia
burdgorferi Horse, Biopronix) en ELISA (Testkit Belia burgdorferi Veterinar ELISA, Fa.
Genzyme Virotech). Van 42 monsters waarvan de IE&T de drempelwaarde van > 1/64
overschrijdde werd tevens een Western Blot uitge/Borrelia veterinar plus OspA LINE, 1gG
Line Immunoblot, Sekisui Virotech GmbH).

De overeenstemming tussen de resultaten verkregemmmunofluorescentie dan wel ELISA
wordt weergegeven in Tabel 2 en Figuur 1.

Deze tabel en figuur tonen aan dat er een redgigkle overeenkomst bestaat tussen beide tests,
en dat er slechts 6 monsters zijn die negatief mvaijeELISA ondanks een positief resultaat
(titer> 1/512) bij immunofluorescentie, er is echter gerkel monster positief bij ELISA met
een immonufluorescentie- titer vat/64.

De tabellen 3 en 4 tonen de overeenstemming tW&sstern Blot enerzijds en respectievelijk
immunofluorescentie en ELISA. Als de Western Blatrrdt aangenomen als gouden standaard,
en uitgaand van een drempelwaarde van een titerM/&12, heeft de immunofluorescentie een
sensitiviteit van £100% en een specificiteit vail8¥h en de ELISA heeft een sensitiviteit én
specificiteit van £75%.

Deze resultaten moeten echter zeer voorzichtigeggpireteerd worden aangezien ze gebaseerd
zijn op deelresultaten van de huidige studie erahptal observaties klein is, zeker voor wat
betreft de monsters die positief zijn bij WestetatBDaarnaast is het gebruik van de Western
Blot als gouden standaard sterk discutabel, steri@rsommige wetenschappers menen dat er
geen gouden standaard bestaat voor het aantondokratiose door middel van serologie. Al
laatste moet bemerkt worden dat het aantal mond&tmsiddels ELISA ofwel

immunofluorescentie monsters niet gelijk is, enwdadr de validatie van de
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immunofluorescentie de sera met een titervdr64 werden beschouwd als negatief zonder
verdere verificatie, hetgeen mogelijk foutieve tee op kan leveren.

Desalniettemin is het interessant op te merkempldiasis van de deelresultaten van de huidige
studie, immunofluorescentie (mits de drempelwaawtsy gesteld wordt) het voordeel van een
betere sensitiviteit, ten koste van een mindereiBpieit, lijkt te hebben in vergelijking met de
gebruikte ELISA. Volgens de interne validatie dderproducent van de ELISA-kit, uitgevoerd
bij serummonsters van 351 paarden uit de omgerangHannover (Duitsland), zijn sensitiviteit
en specificiteit hoger (respectievelijk 100 en 96%dped dan ook, aangezien de
immunofluorescentie een kwalitieve test is, lees#adzich meer dan ELISA voor het uitvoeren

van gepaarde sera.

Deel 2 : Seroprevalentie van borreliose bij gezomlieren zonder symptomen van borreliose,

verblijvend in Belgié of Luxemburg (preliminaire siltaten)

Voor het tweede deel van deze studie werden serunsterogebruikt van tot op heden (de studie
is nog altijd in gang) 69 paardachtigen ouder dgaf, welke in de voorafgaande 12 maanden
niet buiten Belgié of Luxemburg geweest waren, aanden op de universiteitskliniek voor
problemen die op geen enkele manier in verbandagibkonden worden met borreliose
(wonden, koliek, gebruik in reproductie, etc.) ohsgmptoomloze dieren gemonsterd in de
ambulatoire praktijk. Onder de gemonsterde dieenobden zich 43 merries, 18 ruinen en 8
hengsten; 58 paarden van verscheidene rasseny& gon2 ezels, tussen 1 en 28 jaar oud. De
meerderheid (58) waren afkomstig uit Wallonie, itA.uxemburg en 5 uit Vlaanderen.

Voor elk van deze dieren werdt op eenzelfde wijgéaschreven in voor Deel 1 bloed
afgenomen en verwerkt, instemming van de betreffengenaren en antwoord op dezelfde

vragenlijst verkregen.

Voor elk participerend dier werd een serologisdtez voor borreliose bepaald middels dezelfde
methode als in Deel 1 (Fluo Borrelia burdgorferirtn Biopronix). Op basis van het hierbij
verkregen resultaat werden de bij sera van paardgreen titer van 1/512 of meer ook een
Western Blot uitgevoerd - dezelfde test als in Oe@Borrelia veterinar plus OspA LINE, IgG
Line Immunoblot, Sekisui Virotech GmbH). Tevens #en bij 53 van de 69 dieren in de studie

26



ook serologisch onderzoek middels een ELISA uitgedq opnieuw dezelfde testkit als in Deel
1 van de studie (Testkit Borrelia burgdorferi Vetér ELISA, Fa. Genzyme Virotech).
Wanneer wordt uitgegaan van de in Deel 1 gesuggkreds drempelwaarde een titer van 1/512
bij immunofluoerscentie, waren 15 paarden (22 %)esitief. De lokalisatie van de geteste
dieren en het resultaat bij immunofluorescentiwegrgegeven in Figuur 2a.

Wat betreft de Western Blot, slechts 3 (4% vantdteie aantal gemonsterde dieren) van de
geteste monsters waren positief (en 1 intermediae)lokalisatie van de geteste dieren en het
resultaat bij immunofluorescentie is weergegeveRiguur 2c.

Uitgaande van de ELISA waren 11 (21 %) van de diseropositief, en 7 (13 %) hadden een
intermediair resultaat. De lokalisatie van de getdteren en het resultaat bij ELISA is
weergegeven in Figuur 2b.

Nogmaals, zoals gold bij het eerste deel van déiestmoet bij interpretatie van de resultaten
rekening gehouden worden met het gegeven dat deestag niet afgerond is en het
deelresultaten betreft, uitgaande van een beparitabmonsters belemmert het trekken van
conclusies.

Daarentegen geven de huidige resultaten reedsdigatie van de seroprevalentie van
borreliose (rond de 20% bij immunofluorescentide€hSA) bij gezonde paarden verblijvend in
Belgié of Luxemburg. Dit is bij benadering in ovenstemming met resultaten van studies in
andere landen in Noord-Europa maar lager dan dé 8éngetoond door Moyeart et al in 2006
in gezonde paarden Vlaanderen. Dit is mogelijk@@rsequentie van het gebruik van een andere
ELISA-kit dan in de huidige studie.

Gezien het grote aantal paarden met een positeradogie in afwezigheid van klinische
symptomen alsmede de grote variatie in verkregemtegen met de serologische testen in
gebruik voor de het diagnosticeren van borreligseprzichtigheid geboden bij de interpretatie
van testuitslagen. Bij een paard met suggestiewvggymen passend bij borreliose met een
intermediaire of positieve serologie (immunoflua@stie of ELISA), is het van instrumentaal
belang om de diagnose te bevestigen met een meafiske testmethode, dat wil zeggen
gepaaarde sera, Western Blot of PCR.

3.CONCLUSIES
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Concluderend kan gesteld worden dat de diagnoseliose auitsluitend gesteld kan worden
indien aan de volgende 4 voorwaarden wordt voldaan:
1. Het paard verblijft in een risico-regio en is bigesteld aan de tussengastheer (teek van
het type Ixodus)
2. Het paard vertoont klinische symptomen suggestef de ziekte van Lyme
3. Serologie is positief of intermediair
4. De positieve of intermediaire serologie is bevastigor een of meerdere aanvullende
testes (gepaarde sera en/of Western Blot en/of PCR)
Indien, en uitsluitend indien, de diagnose is ddste het raadzaam spoedig een specifieke

antibiotica-therapie aan te vangen.
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Tabel 1 Seroprevalentie tegen Borrelia burgdorferi bij baard in Europa voor zover beschreven in de titera

Land Regio Referentie Aantal paarden Gebruikte | Seroprevalentie
test
Duitsland Berlin Késbohrer et Schénb&wegrl Munch 224 IFAT 0%
Tierarztl Wochenschi1990;103:374-8 ELISA 16.1 %
UK Meerdere | Carter et al. Equine Vet J. 1994;26:187-9( Niethiédaar ELISA Laag (3 a 35 % afhankelijk van
regio’s wB regio)
Zweden Meerdere | Egenvall et al. Preventive Vet. Med. 2.018 waarvan 400 | IFAT Gezond: 16.5 %
regio’s 2001;49:191-208 klinisch gezond Totaal : 16.8 %
Oostenrijk [ Meerdere | Muller et al.Int J Med Microbiol. 309 wB 52 a 93 % (afhankelijk van
regio’s 2002;291(Suppl 33):80-7 diersoort
Belgie Vlaanderer] Moyaert et al. Vlaams Diergenerdig 100 ELISA 36 %
Tijdschrift 2006;75:436-8
Frankrijk Centrum- | Maurizi et al.Vector Borne Zoonotic Dis. | 144 ELISA 31 %
west 2010;10:535-7 159 (SNAP 48 %
Noord 105 4DX) 12 %
Zuid
Polen Meerdere | Stefancikova et alAnn Agric Environ Med. | 395 ELISA 25.6 %
regio’s 2008;15:37-43 25 wB 60.0 %
Denemar- | Meerdere | Hansen et al. Acta Vet Scand. 2010 ;52:3 390 ELISA| 29.0 %
ken regio’s (SNAP
4DX)
Roemenie | Meerdere | Kiss et al.Vector Borne Zoonotic Dis. 260 IFAT 11.9%
regio’s 2011;11:1259-62
Italie Centraal Ebani et ahnn Agric Environ Med. 386 IFAT 24.3%*1
2012;19:237-40
Centraal Laus et al. J Vet Med Sci. 2013;75:715-2D300 IFAT 7.0%
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Tabel 2 Vergelijkeing van serologieche resultaten voanréliose verkregen met
immunofluorescentie en met ELISA bij 69 dieren mevarieerde symptomatologie.

ELISA
Negatief | Intermediaif Positief | TOTAAL

IF 1/64 20 1 0 21

1/128 6 1 1 8

1/256 14 3 2 19

1/512 6 3 9 18

1/1024 0 1 2 3

TOTAAL 46 9 14 69

IF = Immunofluorescence

Tabel 3. Vergelijking van serologische resultaten voorbliose verkregen met
immunofluorescentie en Western Blot bij 66 dierest gevarieerde symptomatologie.

WB
Negatief | Intermediaif Positief | TOTAAL
IF < 1/64 21* - - 21
1/128 8 0 0 8
1/256 13 3 0 16
1/512 13 3 2 18
1/1024 ou + 1 0 2 3
TOTAAL 56 6 4 66

IF = Immunofluorescentie ; WB = Western Blot ; nret getest

* De 21 sera met titex 1/64 werden niet getest middels WB; gezien de lzeger
titer werden deze als negatief beschouwd

Tabel 4. Vergelijking van serologische resultaten voorélose verkregen met ELISA en met
Western Blot bij 45 dieren met gevarieerde symptoiogie.

WB
Negatief | Intermediair Positief | TOTAAL
ELISA Negatief 21 1 1 23
Intermediair 7 1 0 8
Positief 7 4 3 14
TOTAAL 35 6 4 45

WB = Western Blot
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Figuur 1. Van de 69 sera genomen bij paarden aangebodes wpiversiteitskliniek met

20
|

15
|

gevarieerde symptomatologie, aantal monsters nmebe@eeliose tite bij
immunofluorescentie van respectievelijk 1/64, 1/12812 en 1/1024 en tevens, voor
ieder van die categorieen, het aantal sera mep@shef, intermediar respectievelijk
negatief resultaat bij ELISA. Bovendien is waar v@epassing het aantal monsters
positief bij Western Blot aangegeven.

2 WB+

2 WB+

1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024
B ELiSA+ [ ELISA+- [ ] ELISA-
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Figuur 2. Geographische verdeling van de herkomst van delpelatigen die gebruikt zijn in de
studie naar de seroprevalentie van borreliosedzipgde dieren in Belgie en Luxemburg door
middel van immunofluorescentie (IFAT) met een dreimjarde van 1/512 (A), ELISA (B), en
Western Blot (C) .
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