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Einleitung 1

I. EINLEITUNG

Die Lyme-Borreliose (LB) gilt als die haufigste, von Zecken iibertragene Krankheit
der nérdlichen Hemisphére (WU et al., 2011). Bei den Erregern dieser Erkrankung
handelt es sich um Bakterien des Borrelia burgdorferi sensu lato (Bbsl)-Komple-
xes, benannt nach Willy Burgdorfer, welcher sie im Jahr 1982 zum ersten Mal be-
schrieben hat (BURGDORFER et al., 1982). LB ist eine multisystemische Erkran-
kung, an welcher nicht nur Menschen, sondern auch Tiere erkranken kdnnen. Wih-
rend in der Humanmedizin das Erythema migrans (EM), eine spezifische Hautli-
sion, als hdufigste und frithe Verdnderung bekannt ist (STEERE, 1989), sind die
klinischen Anzeichen bei Hunden weitaus unspezifischer, sodass kein einheitliches
Krankheitsbild beschrieben werden kann. Klinische Manifestationen bei Hunden
schlieBen Lahmheiten, erhdhte Korpertemperatur, Arthritis oder Gelenkschwellung
ein (STRAUBINGER et al., 1997a). Aber auch kardiologische Auswirkungen, Ne-
phritis, neurologische Stérungen oder Myositis werden in der Literatur aufgefiihrt
(RAYA et al., 2010; INOKUMA et al., 2013; ADASZEK et al., 2020; PREYB-
JAGELER et al., 2022). Die Verteilung der Erregerspezies unterliegt einer hohen
geographischen Diversitit. Fiir den européischen Kontinent zéhlen B. garinii, B. af-
zelii sowie Bbss zu den wichtigsten Erregern der LB (BRANDA & STEERE, 2021).
Nicht nur die Erreger unterscheiden sich zwischen den Kontinenten, sondern auch
die Vektoren. In Europa gilt der Gemeine Holzbock (I. ricinus), ein Vertreter der
Schildzecken, als hauptverantwortlicher Vektor (GRAY et al., 2021). Dieser infi-
ziert sich durch den Saugakt an Wildtieren, wie zum Beispiel Waldsdugetieren und
Vogeln (GERN et al., 1998), welche als Reservoir dienen. Die Aktivitit von Zecken
ist temperaturabhiingig und konnte somit bisher als bimodal saisonal betrachtet
werden (MACLEOD, 1936). Aufgrund des Klimawandels und dem damit einher-
gehenden Temperaturanstieg muss von einer Zunahme der Aktivitdt als auch der
Reproduktion von Zecken ausgegangen werden (DAUTEL et al., 2008). Durch
diese Entwicklung steigt das Risiko fiir Mensch und Tier, von Zecken befallen und
mit Erregern der LB infiziert zu werden und zu erkranken, was den Prdventivmal-
nahmen einen noch héheren Stellenwert verleiht. Wahrend es fiir den Menschen im
Moment keine Moglichkeit einer Impfung gegen die LB gibt, existieren fiir Hunde
mehrere zugelassene Impfstoffe in Deutschland. Nicht nur deren jéhrliche Wieder-
holung, sondern auch das richtige Impfschema sind unerldsslich, um die Schutzwir-

kung der Impfung in Anbetracht des steigenden Infektionsrisikos zu optimieren und
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ganzjihrig zu erhalten. Das Ziel dieser retrospektiven Studie war es, die Antikor-
perspiegel von Hunden nach der Immunisierung durch Impfung im zeitlichen Ver-
lauf eines Jahres dazustellen. Durch die Anwendung zweier unterschiedlicher Impf-
schemata sollte aulerdem der Effekt einer zusitzlichen, sogenannten Booster-Imp-
fung auf die Hohe und den Erhalt der gebildeten Antikorper und den damit verbun-
denen Schutz der Tiere veranschaulicht werden. Der verwendete Impfstoff, Me-
rilym 3 (Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim am Rhein, Deutsch-
land), ist in Deutschland der einzig zugelassene Impfstoff, welcher Schutz vor In-
fektion mit drei in Europa vorherrschenden und fiir die LB verantwortlichen Erre-

gerspezies bietet: B. garinii, B. afzelii sowie Bbss.



II. Literaturiibersicht 3

I1. LITERATURUBERSICHT

1 Lyme-Borreliose: Erreger, Vektor und Einfluss des Klimas

1.1 Beschreibung und mikrobiologische Zugehorigkeit der Erreger

Im Jahr 1982 beschrieb Willy Burgdorfer spiralformige Bakterien mit einer Lange
von 3-20 um sowie einem Durchmesser von 0,2-0,5 um (BURGDORFER et al.,
1982). Benannt wurde diese Spezies nach dem franzosischem Mediziner Amédée
Borrel (WRIGHT, 2009). Die Gattung der Borrelia wird der Familie der Borreli-
aceae zugeordnet, welche zum Stamm der Spirochaetota gehort (PARTE et al.,
2020). Eine Besonderheit der Spirochéten stellt die Tatsache dar, dass sie sowohl
iiber ihre ribosomale RNA Sequenz, als auch durch ihre Morphologie identifiziert
werden konnen (WOESE, 1987). Sie besitzen Axialfilamente, welche als Endofla-
gellen dienen und deren Kontraktilitit fiir den spiralartigen Charakter sowie die
Motilitit der Bakterien verantwortlich ist (GRAY et al., 2002). Innerhalb der Gat-
tung Borrelia findet sich eine Vielzahl verschiedener Spezies wieder, von denen
bislang drei Hauptgruppen eine besondere Bedeutung zugeschrieben wird: die Rep-
tilien-assoziierten Borrelien (TAKANO et al., 2010), die Riickfallfieber Borrelien
sowie die Borrelien des Bbsl-Komplexes (CUTLER et al., 2017). Dieser Gruppe
werden gegenwirtig iiber 20 Genospezies zugeordnet, darunter auch die Erreger
der LB (WOLCOTT et al., 2021). Zwar gilt die LB sowohl in Europa als auch in
Nordamerika als eine der hdufigsten Infektionskrankheiten, dennoch weisen die zu
Grunde liegenden bakteriellen Erreger einige Unterschiede beziiglich ihres geogra-
phischen Vorkommens, ihrer Vektoren, ihrer Wirtsspezifitit, ihres Gewebstropis-
mus sowie ihrer Pathogenitit auf (KUROKAWA et al., 2020). In Nordamerika wird
die LB durch die Genospezies Bbss verursacht (WORMSER et al., 2008; STANEK
et al., 2012). In Europa sind die hauptverantwortlichen Krankheitsverursacher
B. afzelii, B. garinii, Bbss, B. bavariensis sowie B. spielmanii (STANEK et al.,
2011; STRNAD et al., 2017). Je nach geographischer Lokalisation werden diese
verschiedenen Borrelien-Spezies durch unterschiedliche Spezies der Familie Ixodi-
dae iibertragen. Wahrend in Nordamerika /. scapularis und I. pacificus als Vektoren
fungieren (DENNIS et al., 1998; PIESMAN & GERN, 2004), findet die Ubertra-
gung in Europa hauptsichlich iiber 1. ricinus statt (GRAY, 1998). Die einzelnen

Borrelien-Spezies besitzen eine unterschiedliche Spezifitdt und damit ein breites
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Spektrum hinsichtlich ihrer Wirtsorganismen (KURTENBACH et al., 2002). Wah-
rend B. afzelii vor allem auf Kleinsduger wie Nagetiere als Reservoirwirt angewie-
sen ist, wird B. garinii durch Vogel auf Zecken tibertragen (GERN et al., 1998;
HANINCOVA et al., 2003; TARAGEL'OVA et al., 2008). Bbss hingegen konnte
aus beiden dieser Reservoirwirte isoliert werden (TUFTS et al., 2019). Diese Adap-
tionsfahigkeit von Bbsl an verschiedene Wirtsorganismen stellt einen wesentlichen
Faktor fiir deren geographische Verteilung, sowie ihre Populationsstruktur dar
(VAN DAM, 2002; MARGOS et al., 2009). Moglich wird diese Adaption an un-
terschiedliche Wirte durch eine sich zwischen den Genospezies unterscheidende
Interaktion mit dem Komplementsystem ihrer Wirte (KRAICZY et al., 2001). Das
Komplementsystem spielt eine bedeutende Rolle bei der kdrpereigenen Abwehr
von Pathogenen und fiihrt iiber die ausgeloste Kaskade im besten Fall zu deren Eli-

mination (MERLE et al., 2015).
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1.2 Vektoren des Bbsl-Komplexes

Die LB gilt als die hdufigste, von Zecken tibertragene Erkrankung der nordlichen
Hemisphére (WU et al., 2011). In Europa zahlt /. ricinus, der Gemeine Holzbock,
zu den hauptverantwortlichen Vektoren, aber auch 1. persulcatus ist ein bedeuten-
der Vektor fiir Teile Eurasiens (Skandinavien) (GRAY, 1998; VASSALLO et al.,
2000; LAAKSONEN et al., 2017). Autf dem nordamerikanischen Kontinent sind
I scapularis sowie 1. pacificus vorherrschend fiir die Ubertragung verantwortlich
(PIESMAN & GERN, 2004). I. ricinus ist in nahezu ganz Europa aufzufinden und
wurde sogar in Nordafrika beschrieben (BOUATTOUR et al., 2004), was seine
Anpassungsfahigkeit an verschiedene geographische Gegebenheiten unterstreicht.
Als Vertreter der Schildzecken zeichnet sich sein mehrjdhriger Lebenszyklus durch
unterschiedliche Stufen, dargestellt in Abbildung 1, aus: Ei, Larve, Nymphe, Adulte
(MARQUIES, 2010). In jedem dieser Stadien ist eine Blutmahlzeit unabdingbar, um
die Entwicklung zum néchsten Lebensabschnitt abzuschlieBen. Dabei konnen Pa-
thogene von infizierten Reservoirtieren aufgenommen werden (STANEK, 2009).
Wihrend Larven in niedrigen Vegetationsschichten bis zu 20 cm Hohe leben und
an Kleinsdugern, Reptilien und Vogeln saugen, kann man Nymphen auch in hohe-
ren Vegetationsschichten bis zu 40 cm finden. Zu ihren bevorzugten Wirten zihlen
kleine und mittelgrof3e Sdugetiere, teils auch Weidevieh, Wild und Menschen. Nach
der Blutmahlzeit kommt es zu einer erneuten Hautung und Entwicklung zur adulten
Zecke. Weibliche Tiere benétigen zur Komplettierung des Reproduktionszyklus
eine dritte Blutmahlzeit, meist auf groeren Sdugetieren wie Wildwiederkduern.
Nachdem der Paarungsakt mit ménnlichen Zecken auf dem Wirtsorganismus er-
folgt ist, legt eine weibliche Zecke ca. 2.000-3.000 Eier im Boden ab, aus welchen
sich nach bis zu zwei Monaten Larven entwickeln (PIESMAN & GERN, 2004;
FRANKE et al., 2008; STANEK, 2009). L. ricinus zeigt eine nur geringe Wirtsspe-
zifitdt und befillt sowohl Sdugetiere unterschiedlicher Grof3e als auch Végel und
Reptilien. Insgesamt wurden bereits mehr als 300 verschiedene Wirte beschrieben
(ANDERSON, 1991). Da ménnliche, adulte Tiere nur geringe Mengen Blut ihrer
Wirtstiere aufnehmen, wird ihrer Rolle als krankheitsiibertragende Vektoren keine
grofle Bedeutung zugesagt (PIESMAN & GERN, 2004). Die Umgebungstempera-
tur und die Luftfeuchtigkeit stellen zwei essenzielle Voraussetzungen fiir die Ent-

wicklung, Reproduktion sowie die Aktivitidt der Zecken dar (LINDGREN et al.,
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2000; GRAY et al., 2009; SIROTKIN & KORENBERG, 2018). Es wird angenom-
men, dass die Stoffwechselrate wihrend zu niedriger Temperaturen nicht ausrei-
chend hoch ist, damit die Zecken aktiv auf Wirtssuche gehen kénnen (CLARK,
1995). Um wihrend der sogenannten Off-Host-Phase, in der sich die Zecke zu kei-
ner Blutmahlzeit an einem Wirt befindet und welche bis zu 90 % ihres Lebenszyk-
lus einnehmen kann (NEEDHAM & TEEL, 1991; RANDOLPH, 2004), zu {iberle-
ben, ist 1. ricinus auf eine relative Luftfeuchtigkeit von mindestens 80 % angewie-
sen. Ist diese Rate gegeben, konnen sie aktiv Wasser aus ihrer Umwelt bzw. aus der
Luft aufnehmen. Ist die Luftfeuchtigkeit jedoch geringer, wird eigenes Korperwas-
ser verbraucht (KAHL & KNULLE, 1988). Diese Gegebenheiten finden sich vor
allem in Laub- und Nadelwildern, Weide- und Moorlandschaften aber auch in
Laubschichten nahe der Erde sowie stadtischen Parks (MEDLOCK et al., 2013).
Zur Wirtssuche erklimmt /. ricinus aktiv Teile der umgebenden Vegetation bis hin
zu einem Meter Hohe und reagiert vor allem auf unspezifische Stimuli wie Verin-
derungen des Kohlenstoffdioxidgehalts, Vibrationen, pl6tzlich auftretende Schatten
sowie Temperaturerhohungen (GRAY et al., 2021; NOLZEN et al., 2022). Ist die
Wirtssuche von I. ricinus erfolgreich und es kommt zu einer Blutmahlzeit, besteht
fiir den Wirt das Risiko der Ubertragung pathogener Erreger wie Bbsl, aber auch
Anaplasma phagocytophilum, Babesia spp., Rickettsia spp. sowie dem Frithsom-
mer-Meningoenzephalitis-Virus (KLAUS et al., 2010; MEDLOCK et al., 2013;
CUNZE et al., 2022; WEBER, 2022).

b

(W ol Wirtsakt,
WINTER - | DRITTER Saugakt und HERBST
Abfallen der . - WIRT Paarung
Zecke il =
VOLLGESAUGTES . / .
ADULTES "
WEIBCHEN 8 3/' Hautung ADULTES

WEIBCHEN
Hautung

! Eiablage f‘;

: S\ VOLLGESOGENE | bh
R WIRTSZYKLUS ", hee T | IO
EIER IXODES |

d RICINUS
Abfallen der
\ Schlupf der Zecke
NYMPHE \ Eier /
Wirtsjagd ERSTER /
/ . und Saugakt WIRT

(g) VOLLGESOGENE|

b N

. . Y . _ NYMPHE
S LARVE ”
Wirtsjagd ZWEITER | . * Abfallen der
und Saugakt WIRT : . Zecke
FROHJAHR pY, 9 SOMMER

Abbildung 1: Zweijahriger Wirtszyklus von I. ricinus.

Der innere Kreis beschreibt das erste Lebensjahr, wihrend der duBere Kreis das zweite
Lebensjahr darstellt.
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1.3 Einfluss des Klimas

Die Aktivitit von Zecken unterliegt den duBBeren Einfliissen wie Temperatur, Nie-
derschlag und relativer Luftfeuchtigkeit (NOLZEN et al., 2022). Larven zeigen ihre
Aktivitdtsspitzen von Mai bis Juni sowie August bis Oktober, wihrend Nymphen
von April bis Mai sowie September bis Oktober am aktivsten sind. Die Aktivitéts-
peaks der adulten Stadien von /. ricinus zeigen sich von Mai bis Juni und in einer
zweiten Welle von September bis Oktober (GRAY, 1991). Diese bimodale saiso-
nale Aktivitdt ist die biologische Strategie von Zecken, die fiir sie ungiinstigen Ve-
getationsperioden zur Wirtssuche zu vermeiden. Der Hochsommer mit heilen Tem-
peraturen und einer geringen Luftfeuchtigkeit sowie niedrige Temperaturen im
Winter werden dabei vermieden und sichern I-ricinus-Zecken das Uberleben
(GRAY et al., 2016). Doch auch Zecken sind adaptionsfahig. Der Klimawandel,
welcher zu milderen Wintern und verldngerten Friihjahr- und Herbstperioden fiihrt,
bedingt eine zunehmend ganzjéhrige Aktivitit der Zecken und die Moglichkeit zur
Verbreitung in nordlichere Breitengrade, sowie in groflere Hohenlagen, welche sie
zuvor aufgrund ungiinstiger klimatischer Bedingungen nicht besiedeln konnten
(GRAY et al.,2009; MEDLOCK et al., 2013). In Schweden konnte in einer Studie
von 2009 gezeigt werden, dass Zecken in Regionen im Norden des Landes gefun-
den wurden, wo sie in den frithen 1990er Jahren noch nicht beschrieben wurden.
Gleichzeitig wurde ein Anstieg der Zeckenpopulation in Regionen in Siid- und
Zentralschweden beobachtet, in welchen LB endemisch auftritt (JAENSON et al.,
2012). Zwischen 1976 und 2016 wurde auch in Island ein Anstieg des Zeckenauf-
kommens verzeichnet, wobei Hunde die haufigsten Wirte waren (ALFREDSSON
et al.,2017). In 6stlichen Teilen Sibiriens hat eine Studie signifikante Zusammen-
hinge zwischen der jdhrlichen Durchschnittstemperatur sowie der Hydrothermik
mit der Dokumentation von Zeckenstichen dargelegt (VLADIMIROV et al., 2021).
Sogar in Deutschland, wo die eigentliche Zeckensaison bislang von Mairz oder
April bis Oktober oder Anfang November beschrieben wurde, wurde im Rahmen
eines Experiments im Januar und Februar des Jahres 2007 eine bemerkenswert hohe
Anzahl an Zecken in einem Berliner Wald gesammelt. So konnte zum ersten Mal
eine winterliche Aktivitdt von /. ricinus in einem zentraleuropdischem Land nach-
gewiesen werden (DAUTEL et al., 2008). Durch die zunehmende Eroberung neuer
Habitate und die temperaturbedingt verldngerte Aktivitit der Zecken kommt es zu

einem erhohten Infektionsdruck und einem steigenden Risiko fiir Mensch und Tier,
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von Zecken befallen und durch diese mit von ihnen iibertragenen Krankheiten wie
LB infiziert zu werden. Diese immer hiufiger beobachteten Entwicklungen in der
Dynamik der Zeckenpopulation, bedingt durch Verdnderungen des Klimas in ganz
Europa als auch auf anderen Kontinenten, sollten zum Anlass genommen werden,
die praventiven MaBBnahmen fiir Menschen und Tiere zu optimieren und deren Not-
wendigkeit zu unterstreichen, um die Verbreitung von Krankheiten wie LB einzu-

didmmen.

Y

M - ricinus presant T
1. ricinus intreducad

B /. perscutates prasant

B /- ricinus & | persculatus present

[0 Unknewn
Cuside scope

Abbildung 2: Verbreitung von /. ricinus und I. persulcatus in Europa im Jahr 2022
(KAHL & GRAY, 2023)



II. Literaturiibersicht 9

2 Lyme-Borreliose: Krankheitsgeschehen

2.1 Infektionsmechanismus

Im Lebenszyklus von Zecken spielt die transovarielle Ubertragung von Borrelien
keine Rolle. Daher sind Eier und Larven nicht schon zu Beginn ihres Lebens mit
den Erregern infiziert, sondern miissen diese durch eine erste Blutmahlzeit an einem
bereits infizierten Reservoirwirt aufnehmen (BURGDORFER et al., 1982;
MAGNARELLI et al., 1987). Durch chemotaktische Signale erreichen die Borre-
lien die Lokalisation des Zeckenstiches, von wo sie mit dem aufgenommenen Blut
des Reservoirwirts dann in den Mitteldarm der Zecke gelangen (MURFIN et al.,
2019). Der dort vorherrschende niedrige pH-Wert sowie die zeckeneigenen Immun-
mechanismen zwingen die Borrelien zu Evasionsstrategien, um sich erfolgreich zu
etablieren und zu iiberleben (KENEDY et al., 2012). Hierbei kommt dem OspA
eine besondere Rolle zu. Outer surface proteins (Osp) sind Proteine, die auf der
Oberflache von Bakterien lokalisiert sind und unterschiedliche Rollen im Infekti-
onsmechanismus spielen (ROTTGERDING et al., 2017; BOOTH et al., 2022). Im
Fall der Borrelien sind vor allem OspA und OspC sowie ihre gegenseitige Regula-
tion zu erwidhnen (KUROKAWA ef al., 2020). Die Expression von OspA ermog-
licht den Borrelien die spezifische Bindung an Proteine im Mitteldarm der Zecke
(PAL et al.,2000), wie dem TROSPA, welche sich im Epithelium des Zeckendarms
befinden (PAL et al., 2004a). Zwar sind die genauen Bindungsmechanismen noch
nicht vollstandig geklirt, doch wird dieser Schritt als der erste in der Kolonisation
der Borrelien des Mitteldarms der Zecke betrachtet (PAL et al., 2004a;
URBANOWICZ et al., 2016). Durch die Bindung von OspA an TROSPA wird den
Borrelien ein Verweilen innerhalb der Zecke ermdglicht, bis es zur nachsten Blut-
mahlzeit kommt. Somit hat dieses Oberfldchenprotein vor allem eine Adhésions-
funktion (FINGERLE et al, 2002; PIESMAN & SCHNEIDER, 2002,
KUROKAWA et al., 2020).
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Abbildung 3: Aufnahme von B. burgdorferi aus einem infizierten Wirt in die Zecke
(KUROKAWA et al., 2020)

a. Wihrend der Blutmahlzeit an einem infizierten Reservoirwirt kommt es zur Auf-
nahme von B. burgdorferi in die Zecke. Speichelproteine der Zecke inhibieren die Ent-
ziindungsreaktion des Wirtes und fiihren so zu einer vermehrten Aufnahme der Borrelien.
Nach dieser kommt es zu einer wechselseitigen Beeinflussung verschiedener Molekiile,

welche an der Regulierung von Oberflachenproteinen beteiligt sind.

b. Spirochiten, welche mit der Blutmahlzeit aufgenommen werden, gelangen in den
Mitteldarm der Zecke und verweilen dort bis zum néchsten Saugakt. Die Expression von
Oberflachenproteinen schiitzt sie vor dem wirtseigenen Immunstrategien und ermdglicht
das Verweilen im Mitteldarm. Es kommt vor allem zu einer Interaktion zwischen OspA
und TROSPA, ein Rezeptor, welcher sich auf der luminalen Seite des Darmepithels befin-

det und welcher durch die Aufnahme der Spirochéten in die Zecke hochreguliert wird.

Wiihrend des niichsten Saugaktes ist die Ubertragung der Spirochiten an der Loka-
lisation des Zeckenstiches wieder mit Herausforderungen fiir die Borrelien verbun-
den, da sich die Gegebenheiten zwischen Vektor und Wirt (Temperatur, pH-Wert,
CO»-Gehalt) verindern (CARROLL et al., 1999; HYDE et al, 2007,
KUROKAWA et al., 2020). Durch diese Stimuli kommt es zu einer Verdnderung
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der Oberflachenstruktur der Borrelien im Mitteldarm der Zecke und einer verrin-
gerten Expression von OspA, sowie einer vermehrten Expression von OspC
(SCHWAN et al., 1995; RAMAMOORTHY & SCHOLL-MEEKER, 2001). Zwar
ist die genaue Beteiligung und der Einfluss von OspC an der Wanderung der
Spirochdten vom Mitteldarm tliber die Himolymphe zu den Speicheldriisen der Ze-
cke Gegenstand widerspriichlicher Datenlage, doch entspricht es der allgemein an-
erkannten Lehrmeinung (GRIMM et al., 2004; PAL et al., 2004a; PAL et al.,
2004b; RAMAMOORTHI et al., 2005; TILLY et al., 2006). Sind die Borrelien in
den Speicheldriisen der Zecke angekommen, kommt es zu einer Bindung des Ze-
ckenspeichelproteins Salp15 an das OspC auf der Borrelien-Oberflache. Dies tragt
dazu bei, die Immunmechanismen des Wirtes bei der Transmission zu inhibieren
(RAMAMOORTHI et al., 2005). Auch dem Speichel der Zecken selbst kommt eine
besondere Bedeutung zu. Er enthilt antikoagulative, antiinflammatorische sowie
immunmodulierende Molekiile, welche von den Erregern genutzt werden, um den
Immunmechanismen des Wirtes auszuweichen (OLIVEIRA et al., 2011;
BOULANGER, 2018; CHMELAR et al., 2019). Damit die Borrelien erfolgreich in
ihren neuen Wirt libertragen werden, muss die Dauer des Saugaktes mindestens 24
bis 48 Stunden betragen (PIESMAN & SINSKY, 1988; PIESMAN, 1993). Je lan-
ger die Blutmahlzeit der Zecke dauert, desto wahrscheinlicher wird die Transmis-
sion der Pathogene (EISEN, 2018). Allerdings existieren Fallberichte, in denen die
experimentelle Ubertragung von Borrelien bereits nach 17 Stunden erfolgte (KAHL
etal., 1998).
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Abbildung 4: Ubertragung von B. burgdorferi aus der Zecke in einen Wirbeltier-Wirt
(KUROKAWA et al., 2020)

a. Die Verdnderungen der umgebenden Faktoren wie Temperatur und pH-Wert initiie-
ren die Migration der Borrelien. Auf diesem Weg spielen verschiedene Oberflachenprote-
ine eine wichtige Rolle und ermoglichen den Spirochéten den Austritt aus dem Epithel

des Mitteldarms iiber das Hdmocoel in die Speicheldriisen der Zecke.

b. Bei der Ubertagung der Borrelien in einen Siugetierwirt sind verschiedene Proteine
im Zeckenspeichel von Bedeutung. Ein Teil von ihnen fiihrt zur Inhibierung des Komple-
mentsystems des Wirtes und tragt zur Transmission der Borrelien bei. Durch andere Ze-
ckenspeichel-Proteine kommt es zu einer Modellierung der Immunantwort des Wirtes auf
den Zeckenstich. Die Bindung an das Speichelprotein Salp15 schiitzt die Spirochéten vor

Antikorper-induzierter Neutralisierung.
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2.2 Immunreaktion nach Infektion mit Borrelia burgdorferi

Das Immunsystem eines Wirtes, bestehend aus einem angeborenen und einem
adaptiven, spezifischen Teil, ist entscheidend fiir den Schutz eines Organismus vor
Pathogenen und Infektion (BALDWIN et al., 2023). Wihrend der Ubertragung der
Borrelien {liber den Zeckenspeichel ist es unvermeidlich, mit der Immunabwehr ih-
res neuen Wirtes in Kontakt zu kommen (KOGAN et al., 2022). An der Lokalisa-
tion des Zeckenstiches kommt es zu ersten unspezifischen Reaktionen des angebo-
renen Immunsystems: Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN), Mak-
rophagen und Plasmazellen wandern ein (HARTER et al., 1999; STEERE et al.,
2004). Bei ihrem weiteren Weg durch das Wirtsgewebe bleiben die Borrelien vor-
wiegend im extrazelluldren Raum und locken weitere neutrophile Granulozyten an,
welche durch ihre Degranulierung eine Entziindungsreaktion initiieren
(STRAUBINGER et al., 1997a; HARTER et al., 1999). Die klinischen Verinde-
rungen treten vor allem in Gelenken auf, kénnen aber auch im Herzmuskel oder im
Nervensystem vorkommen (STEERE, 1989). In diesen Geweben kommen viele
kollagene Fasern mit einem hohen Anteil an Glykosaminoglykanen vor. An diese
wiederum konnen Borrelien binden, da sie einen Glykosaminoglykan-Rezeptor be-
sitzen (ISAACS, 1994; LEONG et al., 1995; PARVEEN & LEONG, 2000). Im
Anschluss kommt es zu spezifischen Abwehrmechanismen des humoralen Immun-
systems. Es kommt zur Bildung von Immunglobulin (Ig) M, deren Auftreten kenn-
zeichnend ist fiir die friihe Phase der Infektion. Im weiteren Verlauf des Infektions-
geschehen erfolgt ein Klassenwechsel von IgM zu IgG (CRAFT et al., 1984). Diese
lassen sich ab einem Zeitraum von vier bis sechs Wochen nach Infektion erstmals
nachweisen und konnten in experimentell infizierten Hunden nach 560 Tagen im-
mer noch detektiert werden (STRAUBINGER, 2000). Betrachtet man im frithen
Infektionsgeschehen die Antikorper genauer, sind es vor allem Antikorper gegen
OspC und Flagellin (p41), die in Seren von mit Bbsl infizierten Menschen und Hun-
den nachgewiesen werden konnen (AKIN et al., 1999). Da es allerdings zu Kreuz-
reaktionen mit Flagellinen anderer Bakterien kommen kann, sollte diese Antikor-
perreaktion bei Hunden nicht als spezifischer Marker fiir eine Infektion mit LB be-
trachtet werden (SHIN et al., 1993; WAGNER et al., 2012). Wihrend die gegen
OspC gerichteten Immunglobuline im spiteren Verlauf der Infektion wieder abfal-
len, kommt es wéhrend des gesamten Infektionsgeschehens weder bei Menschen

noch Hunden zu einer nennenswerten Bildung von Antikérpern gegen OspA, da
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dieses bereits in der Zecke herunter reguliert werden (STEERE, 1989; LEVY et al.,
1993). Die Bildung und der Klassenwechsel der Immunglobuline des Wirtes haben
die Elimination der Erreger zum Ziel. PMNs und Makrophagen sollen eine Pha-
gozytose initiieren, und die Aktivierung des Komplementsystems soll zur Lyse der
Bakterien fithren (AYDINTUG et al., 1994; COLLINS, 2016). Um im Wirt zu per-
sistieren und so zu einer chronischen LB zu fiihren, miissen die Borrelien dessen
Abwehrreaktionen umgehen und eigene, immunevasive Mechanismen entwickeln,
um sich der Immunantwort des Wirbeltierwirts zu entziechen (KARVONEN et al.,
2021; COMBS et al., 2022). Das Oberflachenprotein VISE, ein hochvariables Pro-
tein, spielt eine entscheidende Rolle als Virulenzfaktor. Es besteht in seinem Zent-
rum zum einen aus hochkonstanten Bereichen, die invariable region, IR 1-6, welche
sich nicht verdndern kdnnen und somit die Bildung als auch Bindung von spezifi-
schen und friih induzierten Antikorpern hervorrufen (ZHANG et al., 1997; LIANG
et al., 1999; PHILIPP et al., 2001). In der variable region, dem variablen Bereich
des Proteins hingegen, kommt es immer wieder zu Verdnderungen der Aminosau-
resequenz, was zu einer Variation der Antigenstruktur fithrt. Durch diese bestandige
Verdnderung der Struktur werden vom Wirt gebildete Antikorper unwirksam, da
sie durch die Oberflichenvariation keine geeigneten Bindungsstellen mehr finden
(ZHANG et al., 1997, ZHANG & NORRIS, 1998; EICKEN et al., 2002;
MCDOWELL et al., 2002). Diese Variabilitidt ermoglicht es den Borrelien, dem
wirtsseitigem Immunsystem zu entgehen, in ihm zu persistieren und eine chroni-

sche Infektion zu etablieren (ZHANG et al., 1997; ZUCKERT, 2013).
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2.3 Krankheitsbild der Lyme-Borreliose beim Hund

Die Diagnose sowie die Therapie von LB bei Hunden wird durch die Tatsache er-
schwert, dass nicht alle infizierten Hunde eindeutige klinische Anzeichen zeigen
(KRUPKA & STRAUBINGER, 2010). In den letzten Jahren tauchte immer wieder
die These auf, dass nur 5 % der infizierten Hunde klinisch auffillig werden. Diese
Zahl stammt aus einer von Levy et al. verdffentlichten Studie (LEVY &
MAGNARELLI, 1992) und wurde in den folgenden Jahren wiederholt zitiert. An-
dere Studien zeigen jedoch deutlich abweichende Ergebnisse. In einem dieser Ver-
suche konnten bei 75 % der experimentell infizierten Hunde klinische Manifestati-
onen festgestellt werden (STRAUBINGER et al., 1997a). Straubinger et al. be-
schrieben in einem anderen Experiment bei 69 % der Hunde klinische Auftélligkei-
ten (STRAUBINGER, 2000). In einem weiteren Versuch zeigten 77 % der Hunde
Anzeichen einer klinischen Erkrankung (CALLISTER et al., 2000). Wihrend das
EM das fritheste und haufigste Symptom in der Humanmedizin ist (STEERE,
1989), findet man diese kutane Manifestation nicht bei infizierten Hunden (APPEL
et al., 1993; STRAUBINGER et al., 1997b). Das Krankheitsbild der Arthritis ge-
hort zu den am héiufigsten beschriebenen Anzeichen der LB beim Hund und kann
sowohl bei experimentell als auch natiirlich infizierten Hunden auftreten (APPEL
et al., 1993; LAFLEUR et al., 2010; LESCHNIK et al., 2010). Es kommt zu
Schmerzen und Schwellungen in den betroffenen Gelenken, was zu klinisch mani-
fester Lahmbheit unterschiedlicher Auspragung flihrt. Zwar kann eine solche ohne
addquate Therapie nach wenigen Tagen abklingen, allerdings sind rezidivierende
Lahmbheiten, auch an unterschiedlichen Gliedmaflen im Sinne einer Polyarthritis
beschrieben (APPEL et al., 1993; STRAUBINGER et al., 1997a; STRAUBINGER
et al., 1998). Bei experimentell infizierten Hunden wird eine héufige Korrelation
zwischen der Seite der Zeckenexposition und der Lokalisation der Beschwerden
beschrieben (STRAUBINGER, 2000). In Punktaten der betroffenen Gelenke konn-
ten ein vermehrter Zellgehalt, dominiert von PMNs, sowie ein erhohtes Volumen
an Synovialfliissigkeit festgestellt werden (STRAUBINGER et al., 1997a;
STRAUBINGER et al., 1998). Abgeschlagenheit, Lethargie und reduziertes Fress-
verhalten sowie Erh6hungen der Korpertemperatur bis hin zu Fieber konnen auf-
treten (APPEL, 1990; AZUMA et al., 1994; STRAUBINGER et al., 1997a;
CALLISTER et al., 2000). Aber auch in anderen Organsystemen sind in der Lite-
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ratur klinische Manifestationen der LB beim Hund beschrieben. Verschiedene For-
men der Glomerulonephritis wurden 1997 erstmals in Zusammenhang mit Borre-
lien-Infektionen erwdhnt. An Nephritis erkrankte Hunde waren signifikant jiinger
als solche, die an anderen Formen von Nephropathien erkrankten und zeigten Ano-
rexie, Erbrechen, Lethargie sowie Gewichtsverlust. Des Weiteren zeigten die er-
krankten Tiere Azotdmie, Urdmie und Proteinurie (DAMBACH et al., 1997). Auch
Hyperphosphatimie wurde im Zusammenhang zwischen seropositiven Hunden und
einer protein-losing nephropathy beschrieben (BORYS et al., 2019). Detmer et al.
beschreiben plotzliche Todesfille von unter 16 Wochen alten Welpen, bei welchen
eine polygranulomatdse Myokarditis diagnostiziert wurde. Bei all diesen Welpen
wurde B. burgdorferi immunhistochemisch nachgewiesen. Die festgestellten Lasi-
onen der postmortalen Untersuchung der Herzen war bei allen Welpen dhnlich
(DETMER et al., 2016). Bei einem weiteren Fall konnte in einer Probe von Herz-
gewebe genetisches Material von Borrelien nachgewiesen werden. Der euthana-
sierte Hund zeigte vier Wochen nach einem Befall mit Zecken Anzeichen von
Lahmbheit und Herzversagen, welche nicht auf eine antibiotische Therapie anspra-
chen. Serologische Untersuchungen identifizierten aulerdem spezifische Antikor-
per gegen B. burgdorferi (ADASZEK et al., 2020). Auch neurologische Auffallig-
keiten werden in der Literatur aufgefiihrt. Nach dem Befall mit Zecken wurden in
zwei Féllen Astasie, Hyperreflexie und tonische Muskelkrdmpfe bei Hunden be-
schrieben. In den Serumproben beider Tiere konnten spezifische Antikorper gegen
B. burgdorferi nachgewiesen werden. Die neurologischen Anzeichen klangen in
beiden Fillen schon kurz nach Beginn einer antibiotischen Therapie ab und die
Hunde zeigten eine deutliche Verbesserung des klinischen Allgemeinzustandes

(AZUMA et al., 1993).
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24 Krankheitsbild der Lyme-Borreliose beim Menschen

Die klinischen Symptome einer humanen LB werden eingeteilt in ein frithes loka-
les, ein frithes disseminiertes sowie ein spates Krankheitsstadium (KALISH et al.,
1993; STEERE et al., 2016). Da es aber zu individuellen Unterschieden im Krank-
heitsverlauf kommen kann, ist diese Einteilung als eine theoretische zu betrachten,
die nicht immer den tatsdchlichen Symptomen oder ihrem zeitlichen Auftreten ent-
spricht (WORMSER et al., 2006; STANEK et al., 2012). Eine weitere Einteilung
kann in Frithmanifestationen, welche nach Tagen bis Wochen, und in Spiatmanifes-
tationen, welche nach Monaten bis Jahren auftreten, erfolgen (STEERE, 1989). Die
Unterschiede in der Haufigkeit und Auspriagung der Symptome auf dem européi-
schen und nordamerikanischen Kontinent sind auf die geographische Diversitit der
Erreger zuriickzufiihren (STANEK et al., 2012; MEAD, 2015). Jede der Spezies —
Bbss, B. afzelii und B. garinii —kann mit einem gewissen Gewebstropismus in Ver-
bindung gebracht werden (VAN DAM et al., 1993). Bbss steht hdufig in Verbin-
sowie

dung mit

(MUEHLENBACHS et al., 2016). B. garinii ist oftmals mit neurologischen Symp-

Gelenksverdnderungen kardiologischen =~ Symptomen
tomen assoziiert (LIN et al., 2020) und B. afzelii ist hdufig in Zusammenhang mit

Manifestationen der Haut zu finden (STANEK et al., 2012).

Tabelle 1: Manifestationen der LB in Zusammenhang mit dem Krankheitsstadium beim
Menschen, modifiziert nach Robert Koch-Institut (ROBERT KOCH-INSTITUT, 2019)

Krankheitssta- Kutane Manifes- | Neurologische Weitere Manifes-
dium tationen Manifestationen | tationen
friih lokal EM, Borrelien-
Lymphozytom
friih disseminiert | Multiple EM, | frithe Neuroborre- | Lyme-Karditis,
multiple  Borre- | liose frithe Lyme-Arth-
lien-Lympho- ritis
zytome
spit ACA spite Neuroborre- | chronische Lyme-
liose Arthritis

EM: Erythema migrans; ACA: Acrodermatitis chronica atrophicans.
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24.1 Friihes, lokales Krankheitsstadium beim Menschen

In einem frithen Stadium der Infektion kann es zu grippedhnlichen Symptomen wie
Unwohlsein, Miidigkeit, Kopfschmerzen und Fieber kommen, vor oder gleichzeitig
mit dem Auftreten eines EM (STEERE et al., 1983a). Das EM ist das hdufigste und
fritheste klinische Symptom der LB in der Humanmedizin (STEERE, 1989;
BERGLUND et al., 1995). Hierbei handelt es sich um eine sich zentrifugal ausbrei-
tende Rotung der Haut (Wanderrdte, Erythema migrans (EM)), welche nicht
schmerzhatft ist und eine Entziindungsreaktion an der Lokalisation des Zeckensti-
ches darstellt (STEERE, 1989). Es kann bereits ein bis zwei Wochen nach der In-
fektion auftreten (SMITH et al., 2002). In der Regel kommt es nach einer Persistenz
von Tagen bis Wochen zu einer spontanen Abheilung oder einem Verschwinden
durch eine eingeleitete, antibiotische Therapie (GADE et al., 2022; STRLE &
WORMSER, 2022). Eine weitere frithe, kutane Manifestation ist das Borrelien-
Lymphozytom, welches haufiger bei Kindern zu finden ist (REZAZADEGAN et
al., 2022). Es handelt sich um eine schmerzfreie, erythematdse Hautldsion von
nodulidrem Charakter und tritt im Gegensatz zu den anderen Hautverdnderungen
hdufiger bei Minnern auf (MARASPIN & STRLE, 2022). Beim Borrelien-Lym-
phozytom kann es, ebenso wie beim EM, zu einer spontanen Abheilung kommen

(GADE et al., 2022).

(a)

Abbildung 5: Auspriagung eines EM zu einem frithen Zeitpunkt (a) und nach acht Tagen
(b) (TREVISAN et al., 2022)
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24.2 Friihes, disseminiertes Krankheitsstadium beim Menschen

In Europa leiden 10-15 % der an LB erkrankten Patienten zudem an neurologischen
Symptomen, welche unter dem Begriff der Neuroborreliose zusammengefasst wer-
den (HALPERIN, 2011). Die ersten klinischen Anzeichen treten zumeist vier bis
sechs Wochen nach dem Zeckenstich auf. Je nachdem, ob die Symptome kiirzer
oder ldnger als sechs Monate vorhanden sind, wird zwischen einer frithen, akuten

und einer spéten, chronischen Form unterschieden.

Tabelle 2: Einteilung der Neuroborreliose nach Dauer und Symptomen, modifiziert nach
Mygland ef al. (MYGLAND et al., 2010).

Friihe, akute Neuro- | Spite, chronische Neu-
borreliose roborreliose

Dauer der neurologi- | <6 Monate > 6 Monate

schen Symptome

Auswirkungen auf das | Bannworth-Syndrom Mononeuropathie
Lymphozytire Menin- | Radikulopathie

PNS 2. .
gitis Polyneuropathie
Plexus-Neuritis ACA
Mononeuritis multiplex

Auswirkungen im ZNS Myelitis Enzephalitis
Enzephalitis Enzephalomyelitis
Zerebrale Vaskulitis Zerebrale Vaskulitis

PNS: Peripheres Nervensystem; ZNS: Zentrales Nervensystem; ACA: Acroderma-
titis chronica atrophicans.

Das hédufigste Symptom einer akuten Neuroborreliose ist eine Meningoradikulitis,
das sogenannte Bannwarth-Syndrom (ACKERMANN et al., 1984; MYGLAND et
al., 2010). Die Betroffenen leiden an radikuldren Schmerzen, Paresen der Hirnner-
ven (z.B. Fazialisparese), sowie Kopfschmerzen. Myelitis, Meningitis und Enze-
phalitis konnen ebenfalls auftreten (OSCHMANN et al., 1998; MYGLAND et al.,
2010).

Die Lyme-Karditis, welche in Nordamerika haufiger zu finden ist und im Durch-
schnitt 21 Tage nach dem Auftreten eines EM eine klinische Symptomatik hervor-
rufen kann (STEERE et al., 1980; MCALISTER et al., 1989), prisentiert sich in
Zusammenhang mit hochgradigen atrioventrikuldren Blocks, Synkopen, Dyspnoe

oder Brustschmerzen (FISH ef al., 2008; YEUNG & BARANCHUK, 2019).
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243 Spites Krankheitsstadium der Lyme-Borreliose beim Menschen

Als spéite oder chronische klinische Erscheinung der Haut gilt die Acrodermatitis
chronica atrophicans (ACA). Was sich zunichst als bldulich bis rotliche, entziind-
liche Lision der Haut vor allem an den distalen GliedmaRen présentiert, kann un-
behandelt zu einer chronischen Hautatrophie und Fibrose werden und zu Bewe-
gungseinschrinkungen sowie  Gelenk- und  Muskelschmerzen  fiihren
(ZAJKOWSKA et al., 2011; MONIUSZKO-MALINOWSKA et al., 2018). Da
moglicherweise ein direkter Zusammenhang mit einer durch B. afzelii verursachten
Infektion besteht, ist dieses Symptom in Europa wesentlich hdufiger anzutreffen als
in Nordamerika und kann in annidhernd 10 % der an Lyme-Borreliose erkrankten

Personen beobachtet werden (GADE et al., 2022).

Patienten, welche an chronischer Neuroborreliose erkrankt sind, konnen Mono- und
Polyneuropathien (LOGIGIAN et al., 1990), zerebrale Vaskulitis, progressive En-
zephalitis oder Enzephalomyelitis (PFISTER & RUPPRECHT, 2006) zeigen. Er-
krankte Personen leiden an Einschriankungen des Erinnerungsvermogens, Schlaf-
storungen,  Stimmungsschwankungen, Kopfschmerzen sowie Horverlust

(LOGIGIAN et al., 1990).

Das muskuloskelettale System betreffend, ist die Lyme-Arthritis die hdufigste pa-
thologische Verdanderung der LB im Spétstadium in Nordamerika und tritt zumeist
Monate nach dem ursidchlichen Zeckenstich auf (ARVIKAR & STEERE, 2015).
Sie préasentiert sich als Mono- oder Oligoarthritis, begleitet von Schwellungen und
Schmerzen. Hiufig sind die Kniegelenke betroffen, iiblicherweise treten die Be-
schwerden aber an nicht mehr als in fiinf Gelenken auf (STEERE et al., 1987,
LONG & COHN, 2018).
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2.5 Diagnose der Lyme-Borreliose

Bei entsprechenden klinischen Erscheinungen von Hunden mit der Verdachtsdiag-
nose LB sowie einer Evaluierung des Expositionsrisikos fiir Zecken, sollte nach
einer eingehenden klinischen Allgemeinuntersuchung eine serologische Diagnostik
erfolgen. In der Tiermedizin wird die Diagnose in der Regel durch den indirekten
Nachweis spezifischer Antikorper im Blutserum gestellt. Die Ergebnisse werden in
Zusammenhang mit den bestehenden klinischen Anzeichen evaluiert. Empfohlen
wird eine sogenannte Zweistufen-Diagnostik, bestehend aus einem Such- und ei-
nem Bestdtigungstest (JOHNSON et al., 1996; WILSKE ef al., 2007). Die erste
Stufe dieser diagnostischen Herangehensweise stellt die Suche nach spezifischen
Antikorpern gegen Bbsl dar. Hierfiir kann ein Immunfluoreszenztest (IFT) oder ein
ELISA angewandt werden (RUSSELL et al, 1984; MAGNARELLI &
ANDERSON, 1987). Ein Immunoblot kann in der zweiten Stufe eine vorliegende
Infektion mit Borrelien bestatigen (JOHNSON et al., 1996; WILSKE et al., 2007).
Die Kultivierung und anschlieende mikroskopische Darstellung von Borrelien aus
verschiedenem Probenmaterial wie Hautbiopsien, Gewebsbiopsien, Synovia oder
Cerebrospinalfliissigkeit (BERGER et al., 1992), sowie die Amplifizierung der bor-
relialen DNA durch PCR (ROSA & SCHWAN, 1989; ROSA et al., 1991) stellen
direkte Nachweisverfahren der Erreger dar. Allerdings ist die Kultivierung der Er-
reger sehr anspruchsvoll und zeitaufwendig in der Durchfithrung. Sie kann bis zu
sechs Wochen in Anspruch nehmen, was der Empfehlung einer friihzeitig eingelei-
teten Therapie widerspricht (BARBOUR, 1984; PREAC-MURSIC et al., 1991;
WANG et al., 2001). Auch der Nachweis der Borrelien-spezifischen DNA mittels
PCR ist mit einigen Herausforderungen verbunden. Ist die Erregermenge in den
Gewebeproben zu gering oder liegt sie unter dem Detektionslimit, sind falsch-ne-
gative Resultate moglich (STRAUBINGER, 2000; NUNES et al., 2018). Aufgrund
der Komplexitit, des Zeitaufwandes und der Fehleranfilligkeit der direkten Nach-
weismethoden stellt der indirekte Nachweis das Mittel der Wahl dar und ist in der
Tiermedizin vornehmlich anzutreffen (STEERE et al., 1983b; DRESSLER et al.,
1993). In der fiir diese Arbeit zugrunde liegenden, retrospektiven Studie wurde fiir
den indirekten Nachweis der Erreger mittels Antikorperbestimmung ein KELA
durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden nachfolgend mit einem LIA bestitigt. Da
diese als auch die weiteren zur Verfiigung stehenden Methoden bereits in anderen

Arbeiten ausfiihrlich und detailgenau beschrieben wurden, sollen im Folgenden nur
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die spezifisch angewandten Testverfahren dieser Studie erwédhnt werden (APPEL
et al., 1993; VAN HOECKE et al., 1999; TOPFER & STRAUBINGER, 2006;
BARTH et al., 2014; DOFF et al., 2022).
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251 KELA (ELISA)

Als modifizierter ELISA steht der KELA zur Antikorperdetektion zur Verfiigung.
Hierbei wird eine Mikrotiterplatte mit dem Detektionsantigen beschichtet. Wird im
Anschluss die zu untersuchende Probe in diesen beschichteten Mikrotiterplatten
ausreichend inkubiert, binden spezifische Antikorper an den Antigenen der Platte,
wohingegen unspezifische Bindungen durch Waschvorginge entfernt werden. Im
Anschluss wird ein Enzym-markierter Sekundéarantikorper aufgetragen, der bei Zu-
gabe des passenden Substrats einen Farbumschlag anzeigt. Somit kann der Gesamt-
gehalt an spezifisch gebundenen Antikdrpern bestimmt werden. Bei einem ELISA,
bei welchem Borrelien-Lysat als Antigen genutzt wird, kann keine Differenzierung
zwischen impfinduzierten und infektionsbedingten Antikorpern vorgenommen
werden (CHANG et al., 1995; JACOBSON et al., 1996). Die automatisierte sowie
benutzerfreundliche Durchfiihrung des KELAs stellen einen grolen Vorteil dar
(SHIN et al., 1993; CHANG et al., 1995). Ziel ist es, die Kinetik der Immunkom-
plexbildung zu erfassen und zu messen. Hierfiir kommt es in einem vorgegebenem
Zeitintervall zu dynamischen Messungen der Extinktion. Die gemessene Kurve,
also die Rate der Enzym-Substrat-Reaktion, ist direkt proportional zur Menge an
Antikdrpern in der untersuchten Probe (TSANG et al., 1980). Die Messungen wer-
den computergestiitzt durchgefiihrt. Vorangegangene Fehler in der Probenvorberei-
tung (z. B. Pipettierfehler) oder bei der Anwendung des Computersystems kdnnen

so gefunden werden, wenn keine lineare Reaktionskurve als Ergebnis erscheint

(BACON et al., 2003).

Abbildung 6: Farbumschlag auf einer Mikrotiterplatte nach durchgefiihrtem KELA



II. Literaturiibersicht 24

2.5.2 LIA (Immunoblot)

Der LIA ist eine Immunoblot-Methode und eine Weiterentwicklung des klassischen
Western-Blots, bei dem die Auftrennung der Antigene nach ihrer molekularen
GrofBe erfolgt (AGUERO-ROSENFELD et al., 2005). Er dient als semiquantitativer
Nachweis einer Borrelieninfektion, aulerdem ist eine Unterscheidung von infizier-
ten und geimpften Tieren moglich (BARTH et al., 2014). Durch bestimmte Verfah-
ren werden die Erregerantigene auf eine Nitrozellulosemembran gespriiht. Beim
Auftragen der zu untersuchenden Proben kommt es, sofern Antikdrper vorhanden
sind, zur Bildung von Antigen-Antikdrper-Komplexen, welche durch enzymmar-
kierte Sekundirantikdper sichtbar gemacht werden (HULINSKA, 1997). Die Vor-
teile des LIA bestehen in der Moglichkeit, zusitzliche Antigene im Vergleich zum
Western-Blot zu testen, auerdem kann eine separate Beurteilung der Immunreak-
tion von Proteinen mit gleichem molekularem Gewicht erfolgen (WILSKE ef al.,
2007). Der Einsatz von rekombinanten Antigenen erhoht die Spezifitdt dieses Test-
verfahrens, indem Antigene verschiedener relevanter Borrelien-Spezies verwendet
werden (GOETTNER et al., 2005). Allerdings unterliegt die Interpretation der Er-
gebnisse, also die Farbintensitidt der Banden je nach Test, einer subjektiven Beur-

teilung und unterliegt somit gewissen Limitationen (ROBERTSON et al., 2000).
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Abbildung 7: Antikorperverlauf der Studiengruppen V-basic und V-plus wahrend des
Beobachtungszeitraums, dargestellt mit Borrelia Veterindr plus OspA LINE (WILCZEK
etal., 2022)
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2.5.3 SNAP® 4Dx Plus (ELISA)

Bei dem SNAP® 4Dx Plus (IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, ME, USA) han-
delt es sich um einen kommerziell erhéltlichen Schnelltest, welcher sich aufgrund
seiner leichten Durchfiihrbarkeit und schnellen Resultaten fiir den Nachweis einer
Borrelieninfektion fiir die Anwendung unter Praxisbedingungen eignet (LEVY et
al., 2002). Die Detektion von Antikdrpern beruht auf einer Reaktion mit dem C6-
Peptid. Dieses ist Bestandteil der invariable region des variablen Oberfldchenpro-
teins VISE. Da Antikorper gegen VISE spezifisch fiir eine Infektion mit Bbsl sind,
und der Test nicht mit impfinduzierten Antikérpern kreuzreagiert, ist eine Differen-
zierung zwischen infizierten und geimpften Hunden mdéglich (LIANG et al., 2000;
O'CONNOR et al., 2004).
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2.6 Therapie der Lyme-Borreliose

Das zeitliche Intervall zwischen dem Auftreten der klinischen Anzeichen und der
Diagnosestellung einer LB ist von entscheidender Bedeutung fiir den Therapieer-
folg (ASCH et al., 1994). Werden Hunde rechtzeitig und in einem frithen Infekti-
onsstadium adédquat antibiotisch versorgt, so steigt die Erfolgsquote der Behand-
lung und eine Verbesserung der klinischen Anzeichen kann bereits nach drei Tagen
beobachtet werden (KRUPKA & STRAUBINGER, 2010). Fiir eine moglichst er-
folgreiche Therapie spielt auch die Behandlungsdauer eine wichtige Rolle. Auf-
grund des biologischen Verhaltens der Borrelien im Wirt und der Annahme, dass
es zum Zeitpunkt der Diagnose schon zu einer Verteilung in verschiedenen Korper-
geweben gekommen sein kann, so wie einer langen Generationszeit der Borrelien,
wird eine Therapielinge von mindestens 28 Tagen angeraten (BARBOUR, 1984;
STRAUBINGER et al., 1997b; STRAUBINGER, 2000; WANG et al., 2004;
KRUPKA & STRAUBINGER, 2010; LITTMAN et al., 2018). Doch auch wenn
Hunde ordnungsgemill und den Empfehlungen folgend, also frith im Krankheits-
verlauf und mit ausreichender Lange, behandelt werden, kann eine vollstidndige Er-
regerfreiheit nicht immer gewihrleistet werden. In einer Studie mit experimentell
infizierten Hunden konnten bei einer geringen Anzahl der Tiere im Anschluss an
die Behandlung mit verschiedenen Antibiotika sowie postmortal Borrelien mittels
kultureller Anzucht und PCR in entnommenen Hautbiopsien nachgewiesen werden
(STRAUBINGER et al., 1997b; WORMSER & SCHWARTZ, 2009). Die Therapie
mit antibiotischen Wirkstoffen verringert die Zahl der Borrelien im Wirt, dennoch
ist es einem Teil der Spirochiaten moglich, zu iiberleben und eine LB mit chroni-
scher Auspragung hervorzurufen (STRAUBINGER et al., 1998). Beim Hund wird
zur medikamentdsen Behandlung in der Regel der Wirkstoff Doxycyclin, ein Anti-
biotikum aus der Klasse der Tetrazykline, in der Dosierung von bis zu 10 mg/kg
alle 12 oder 24 Stunden eingesetzt (STRAUBINGER et al., 1998; CHOMEL, 2015;
LITTMAN et al., 2018). Doxycyclin eignet sich ebenfalls aufgrund der Wirksam-
keit gegen mogliche Coinfektionen mit beispielweise Anaplasma spp., sowie seiner
antiarthritischen und antientziindlichen Eigenschaften (LITTMAN et al., 2018).
Ein weiterer, empfohlener Wirkstoff ist das B-Lactam-Antibiotikum Amoxicillin,
zu dessen Wirkspektrum auch Borrelien zdhlen (SICKLINGER et al., 2003). Es
wird in einer Dosis von 20 mg/kg alle acht Stunden verabreicht (STRAUBINGER
et al., 1998; LITTMAN et al., 2018). In einer 2015 veroffentlichten Studie wurde
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gezeigt, dass die zweimalige, subkutane Injektion des Wirkstoffes Cefovecin, ein
Cephalosporin, in einem Abstand von 14 Tagen, zu vergleichbaren Ergebnissen wie
die Behandlung mit Doxycyclin und Amoxicillin tiber 31 Tage fithrt (WAGNER et
al., 2015). Hierbei ist zu beachten, dass es sich um ein Cephalosporin der 3. Gene-
ration handelt, also einen Wirkstoff von besonderer Bedeutung fiir die Humanme-
dizin. Der Einsatz dieses Wirkstoffes ist auch im Fall einer Zulassung fiir die be-
treffende Tierart in Deutschland an strikt einzuhaltende Regularien gebunden
(BUNDESTIERARZTEKAMMER, 2018). In experimentellen Studien wurden au-
erdem Therapieansidtze mit Azithromycin, einem Makrolidantibiotikum, in einer
Dosis von 25 mg/kg einmal téglich oral, sowie einer intravendsen Gabe von 25
mg/kg Ceftriaxon, einem Cephalosporin der 3. Generation, verfolgt
(STRAUBINGER et al., 1998). Hierbei ist zu beachten, dass fiir keinen dieser bei-
den Wirkstoffe zum jetzigen Zeitpunkt veterindrmedizinische Priparate zur Verfii-

gung stehen.
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3 Priaventivmaflinahmen gegen die Lyme-Borreliose

Um Hunde bestmdglich vor einer Infektion mit Borrelien, libertragen durch Zecken,
und der Erkrankung an LB zu schiitzen, stehen mehrere Maflnahmen zur Verfi-
gung. Die Privention stiitzt sich auf drei Sdulen: manuelle Zeckenentfernung, Ge-
brauch von Repellentien oder Ektoparasitika, sowie die Impfung gegen LB
(HONSBERGER et al.,2016; OTRANTO, 2018; KRAMER et al., 2020; CAMIRE
et al., 2021). In welcher Kombination diese praventiven Mallnahmen angewandt
werden, sollte fiir jeden Hund individuell zwischen Veterinidr und Besitzer auf die
Lebensumstinde des Tieres abgestimmt werden. Damit Tierdrzte die bestmdgliche
Beratung leisten konnen, ist es unabdingbar, dass sie ausreichende Kenntnis tiber
das Infektionsgeschehen der LB besitzen. Nicht zu unterschétzen ist auch die Ge-
fahrdung der Hundebesitzer und anderer Menschen, schlielich handelt es sich um
eine Zoonose. Die LB ist eine auf indirektem Weg, also durch Vektoren, iibertra-
gene Erkrankung (WILSON et al., 2020; ALCON-CHINO & DE-SIMONE, 2022;
MARTIN & ZIMMERLI, 2022). Larven und Nymphen konnen wihrend der Blut-
mahlzeit an einem infizierten Hund Borrelien aufnehmen und durch ihren Wirt in
Griinanlagen, Gérten oder Parks verbracht worden sein. Durch die transstadielle
Ubertragung kénnen sie nun auch nach der Hiutung in ihrem folgenden Lebenssta-
dium dort Menschen beim nidchsten Saugakt mit Borrelien infizieren (DAY, 2011).
AuBerdem ist zu bedenken, dass durch die zunehmend ganzjihrige Aktivitit der
Zecken nicht mehr nur in den Sommermonaten Gebrauch von den priaventiven
MafBnahmen gemacht werden sollte, sondern der Schutz vor Zeckenbefall und so-
mit moglicher Infektion iiber das ganze Jahr hinweg gewdéhrleistet werden muss

(GRAY et al., 2009).
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3.1 Manuelle Entfernung von Zecken

Die erste Sdule der LB-Privention stellt auch die essenziellste dar — manuelle Ze-
ckenentfernung. Die Ubertragung von Borrelien aus der Zecke in den Wirt ist umso
wahrscheinlicher, je langer die Blutmahlzeit dauert (EISEN, 2018). Zwar nimmt sie
mindestens 24 bis 48 Stunden in Anspruch (PIESMAN, 1988; PIESMAN &
SINSKY, 1988; PIESMAN, 1993), dennoch existieren vereinzelt Berichte einer er-
folgreichen Ubertragung nach bereits 17 Stunden (KAHL et al., 1998). Daher soll-
ten Zecken schnellstmoglich, im besten Fall noch nicht angesaugt, von Hunden ent-
fernt werden. Um dies zu gewihrleisten, sollten Hunde nach jedem Spaziergang,
zumindest aber einmal tdglich, griindlich abgesucht werden, was sich aufgrund des
Fells der Tiere mitunter als schwierig gestalten kann und Zecken leicht iibersehen
werden konnen. Fiir die Entfernung stehen verschiedene, kommerziell erhiltliche
Hilfsmittel wie Zeckenpinzetten, -schlingen, -haken oder Zeckenkarten zur Verfii-
gung. Ob die Zecken durch gerades Herausziehen oder durch Drehen entfernt wer-
den sollen, ist Gegenstand kontroverser Diskussion (TEECE & CRAWFORD,
2002). Wéhrend Needham et al. empfehlen, die Zecken mit einer geschwungenen
Zange so nah an der Haut wie mdglich zu greifen und dann mit einem konstanten
Zug herauszuziehen (NEEDHAM, 1985), hat sich in einer Versuchsreihe mit Tier-
arzten und Besitzern das Herausdrehen der Zecken mit einem V-formigen Hilfsmit-
tel als Methode der Wahl etabliert (DUSCHER et al., 2012). Diese Variante ver-
langte kaum Kraftaufwand, der Widerstand der Tiere war gering und konnte durch
die Besitzer zligig und effizient durchgefiihrt werden. Fiir alle Methoden gilt je-
doch, dass die Zecken vollstindig entfernt werden miissen und mdoglichst keine
Teile, in erster Linie die Mundwerkzeuge, in der Haut des Patienten verbleiben sol-
len. Diese konnen zur Bildung einer erythematdsen, knotenartigen Hautverdnde-
rung fithren, da die verbliebenen Fragmente eine Fremdkorperreaktion in der Haut
auszulosen vermogen (HADDAD et al., 2018). Des Weiteren muss darauf geachtet
werden, dass die Zecke von der entfernenden Person nicht zerdriickt wird. Hier be-
steht die Gefahr, dass es durch den Kontakt mit infektidsem Material aus den Spei-
cheldriisen der Zecke und Wunden auf der Haut der entfernenden Person zu einer
Ubertragung von Pathogenen kommen kann (DAY, 2011). Nach der erfolgreichen
Entfernung sollte die Stelle des Zeckenstiches gesdubert und desinfiziert werden

(GAMMONS & SALAM, 2002).
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3.2 Repellentien und Ektoparasitika

Fiir eine Wirkstoff-basierte Ektoparasiten-Kontrolle stehen verschiedene Préparate
zur topischen als auch oralen Applikation zur Verfiigung. Die Wahl des angewand-
ten Mittels sollte in Absprache mit dem Tierarzt oder der Tierdrztin im Hinblick auf
die Gewohnheiten und mogliche anamnestische Besonderheiten sowie etwaige
Auslandsaufenthalte des Hundes getroffen werden. In jedem Fall miissen die An-
gaben der Hersteller beziiglich der Kontraindikationen und Anwendungshinweise

beachtet werden.

3.2.1 Topische Formulierung von Antiparasitika

In der Regel besitzen Priparate, die lokal angewandt werden, einen repellierenden
Effekt. Die Wirkstoffe verteilen sich iiber das Haarkleid und die Haut, sodass Ze-
cken und weitere Ektoparasiten vom Korper des Hundes abgehalten oder bei Kon-
takt schnell abgestoen oder abgetdtet werden. Durch diesen Mechanismus erhélt
die Zecke keine Mdglichkeit zu einer ldngeren Blutmahlzeit und kann so keine pa-
thogenen Erreger, wie z.B. Borrelien, auf den Wirt iibertragen (DANTAS-TORRES
etal.,2013; SCHORDERET-WEBER et al., 2017). Diese Moglichkeit der Prophy-
laxe kann in Form eines Halsbandes, einer Spot-on-Formulierung zum Auftragen
auf die Haut oder eines Sprays angewandt werden (POSTAL et al., 1995; TAHIR
et al., 2021; HUGGINS et al., 2022). In den meisten Féllen wirken die Préparate
durch ihre Wirkstoffe oder deren Kombinationen auch auf weitere Ektoparasiten
wie Flohe, Miicken, Lause oder Haarlinge repellierend oder abtotend. Sie konnen
somit auch Schutz vor anderen, Vektor-iibertragenen Krankheiten auler der LB,
wie Anaplasmose (KRAMER et al., 2020), Ehrlichiose (STANNECK & FOURIE,
2013), Babesiose (FOURIE et al., 2013a) oder Leishmaniose (ALVES et al., 2022)
bieten. Im Fall von Wirkstoffkombinationen werden durch die synergistischen
Wirkweisen der verschiedenen Stoffe aufeinander die toxischen Effekte auf Insek-
ten und Spinnentiere erhoht (STANNECK et al., 2012). Eine haufig verwendete
Stoffgruppe ist die der Pyrethroide, zu welcher die lipophilen Wirkstoffe Permeth-
rin, Flumethrin und Deltamethrin gehoren (SETHI et al., 2019). Durch eine passive
Penetration der Wirkstoffe kommt es zu einer Verteilung im Kdérper des Parasiten.
Der neurotoxische Effekt wird durch die Bindung an die Natrium-Kanéle der Ner-
venzellmembranen ausgeldst, wodurch es zu einer verlingerten Offnung, bezie-
hungsweise zu einer verzogerten Schliefung dieser kommt. Die resultierenden re-

petitiven Entladungen der Zellmembran fiihren zu einer initialen Ubererregung mit
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Konvulsionen, anschlieBend zur Lahmung und schliefSlich zum Tod der Arthropo-
den (ZERBA, 1988; DE WEILLE & LEINDERS, 1989; NARAHASHI, 1996;
ZLOTKIN, 1999). Was allen Stoffen dieser Gruppe gemein ist, ist die ausgespro-
chen hohe, toxische Selektivitit fiir Arthropoden und die nur niedrige Toxizitét fiir
Saugetiere (TAMAGNO et al., 2022). Katzen allerdings besitzen nur eine vermin-
derte Aktivitdt des Enzyms Glucuronyltransferase, welches fiir die Verstoffwech-
selung von Pyrethroiden verantwortlich ist(MARTIN & CAMPBELL, 2000). Wer-
den sie dennoch mit Préparaten behandelt, die Pyrethroid-basierte Stoffe enthalten,
kann es zu hochgradig toxischen Erscheinungen bis hin zum Tod kommen
(BOLAND & ANGLES, 2010). Phenylpyrazole wie Fipronil konnen mit Pyrethroi-
den kombiniert oder als Einzelwirkstoff angewandt werden (ENDRIS et al., 2002).
Es wirkt durch die Bindung an Gamma-Aminobuttersdure (GABA)-Rezeptoren,
was zu deren Inhibierung fiihrt (TINGLE ef al., 2003). Infolgedessen kommt es zu
einer Hemmung des Chlorid-lonen-Einstroms an GABA-regulierten Chloridkani-
len und schlieBlich zu Hyperexzitationen und Tod der Parasiten (BLOOMQUIST,
1996; HAINZL & CASIDA, 1996). Auch bei diesem Wirkstoff besteht eine hohe
Affinitdit und Selektivitdit zu den Rezeptoren von Wirbellosen (KUHR &
MOTOYAMA, 1998). Weitere, hdufig eingesetzte Wirkstoffgruppen in Praparaten
zur Kontrolle von Endo- und Ektoparasiten sind makrozyklische Laktone, Neoni-

kotinoide oder Juvenilhormon-Analoga (MCCALL et al., 2017).
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3.2.2 Orale Formulierung von Antiparasitika

Die Isoxazoline sind eine tierarzneimittelhistorisch junge Wirkstoffgruppe, deren
Vertreter wie Afoxolaner, Fluralaner, Lotilaner und Sarolaner seit einigen Jahren in
Form von Kautabletten kommerziell erhéltlich sind (ZHOU et al., 2022). Das Wirk-
spektrum dieser systemischen Ektoparasitika erstreckt sich sowohl iiber die Abto-
tung von Zecken und Fl6hen, also eine akarizide und insektizide Wirkung, als auch
iber die Behandlung von Krankheitsbildern hervorgerufen durch Milben, wie der
Sarkoptesrdaude und Demodikose (ROHDICH et al., 2014; FOURIE et al., 2015;
BECSKEI et al., 2016b; SIX et al., 2016b). Nach der oralen Gabe und der Resorp-
tion aus dem Darm kommt es zu einer systemischen Verteilung der Wirkstoffe im
Organismus des Hundes durch die Bindung an Plasmaproteine. Maximale Plasma-
konzentrationen werden bereits nach 24 Stunden erreicht (KILP et al., 2014). Damit
Zecken den Wirkstoff aufnehmen, muss es zu einer Blutmahlzeit am behandelten
Wirt kommen (BEUGNET et al., 2014; JONGEJAN et al., 2016). Die toxische
Wirkweise besteht in einer Blockade von GABA- und Glutamat-gesteuerten Chlo-
rid-Kanilen der Parasiten (OZOE et al., 2010). Der GABA-mediierte Einstrom von
Chlorid-Ionen in die Zellen bedingt eine Hyperpolarisation der Zellmembran, was
wiederrum zu inhibitorischen, postsynaptischen Potenzialen fiihrt, welche die Aus-
l6sung von Aktionspotenzialen erschweren (MACDONALD & OLSEN, 1994;
HEVERS & LUDDENS, 1998). Diese Rezeptoren besitzen Wirbellose nicht nur
im ZNS, sondern auch im PNS, wo sie zur Muskelrelaxation fithren (LUMMIS,
1990; RAUH et al., 1990). Die Glutamat-gesteuerten lonen-Kanéle werden eben-
falls von dieser Wirkstoffgruppe selektiv beeinflusst, wenn auch in geringerem Um-
fang als von makrozyklischen Laktonen (GASSEL et al., 2014). Durch die Isoxazo-
line wird also der Einstrom von Chlorid-lonen durch die GABA- und Glutamat-
gesteuerten Ionen-Kanile blockiert, was in Hyperexzitationen mit anschlieBender
spastischer Ldhmung und schlieBlich dem Tod der Parasiten resultiert (OZOE et
al.,2010; GASSEL et al., 2014). Dieser tritt innerhalb von 8 bis 24 Stunden nach
Beginn des Saugaktes durch die Zecke ein (BECSKEI et al., 2016a; SIX et al.,
2016a).
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33 Immunisierung durch Impfung gegen die Lyme-Borreliose

In den 1990er Jahren war in den USA ein OspA-basierter Impfstoff gegen LB fiir
Menschen erhéltlich. Die Effizienz betrug iiber 76 % (STEERE et al., 1998), und
dennoch wurde er im Jahr 2002 vom Hersteller aufgrund fehlender Akzeptanz und
Nachfrage vom Markt genommen (HANSON & EDELMAN, 2003; POLAND,
2011). Zwar gibt es in der Humanmedizin gegenwaértig keine Mdoglichkeit der Im-
munisierung durch Impfung, doch ist der Bedarf aufgrund der steigenden Risiko-
faktoren und Fallzahlen durchaus gegeben. Aktuell befindet sich ein OspA-basier-
ter Impfstoff-Kandidat in Phase III klinischer Studien in den USA sowie Europa
(PFIZER INC., 2022). Fiir Hunde jedoch stellt die Impfung eine der drei Sédulen in
der Pravention vor Infektion und Erkrankung mit LB dar (CAMIRE et al., 2021).
Im Jahr 2022 stehen in Deutschland fiir die Immunisierung von Hunden gegen LB

drei zugelassene Impfstoffe zur Verfiigung (PAUL-EHRLICH-INSTITUT, 2022).

3.3.1 Immunmechanismus der Impfung

Der Schutzmechanismus der Impfung basiert auf der Bildung von Antikorpern,
welche gegen das OspA von Bbsl gerichtet sind (COMSTEDT et al., 2015). In
Deutschland sind hierzu Lysat-Impfstoffe erhiltlich, welche inaktivierte Borrelien
enthalten, die das OspA auf ihrer Oberflache tragen. Auf dem US-amerikanischen
Markt sind auch Impfstoffe erhéltlich, die rekombinantes OspA als Antigen enthal-
ten. Nach der Impfung wird das Immunsystem des Hundes zur Bildung von Anti-
korpern gegen dieses Oberflachenprotein angeregt. OspA ist ein Lipoprotein, wel-
ches den Borrelien die spezifische Bindung an Proteine im Mitteldarm der Zecke
ermdglicht und somit eine Adhdsionsfunktion hat (PAL et al., 2000; FINGERLE et
al., 2002). Wihrend der Blutmahlzeit der Zecke kommt es zu einer Variation der
Oberflachenstruktur der Borrelien und somit zu einer vermehrten Expression von
OspC, welches vermutlich an der Wanderung der Spirochéten zur Speicheldriise
beteiligt ist (PAL et al., 2000; PAL et al., 2004b). Saugt eine mit Bbsl infizierte
Zecke an einem durch Impfung immunisierten Wirt, so kommt es durch die Blut-
mahlzeit zur Aufhahme von impfinduzierten Antikérpern gegen OspA. Diese bin-
den schon im Mitteldarm der Zecken an das von den Borrelien exprimierte Ober-
flichenprotein und verhindern so die Ubertragung in den Wirt (GIPSON & DE
SILVA, 2005). In Experimenten, bei denen Mause mit sehr hohen Konzentrationen

an OspA immunisiert wurden, wurden die Bakterien innerhalb der Zecke abgetotet
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und die Ubertragung verhindert (FIKRIG et al., 1992; RATHINAVELU et al.,
2003). Zirkulierten nur geringe Konzentrationen an OspA-Antikorpern in den Méu-
sen, so wurde die Ubertragung zwar auch geblockt, dennoch konnten lebende Spi-
rochéten im Mitteldarm, aber nicht in den Speicheldriisen nachgewiesen werden.
Die genauen Mechanismen dieser vermuteten Immobilisierung sind noch nicht be-
kannt (DE SILVA et al., 1999; GIPSON & DE SILVA, 2005). Dieser Mechanis-
mus, bei welchem die Impfung ganz gezielt auf bestimmte Proteine der pathogenen
Erreger abzielt und eine Ubertragung der Pathogene auf den Wirt verhindert wird,
ist im englischsprachigen Raum unter dem Stichwort transmission-blocking vacci-
ation bekannt (DE SILVA et al., 1996; CHOWDHURY et al., 2009; MAITRE et
al.,2022). Somit schiitzt die Immunisierung durch Impfung den Wirt, indem schon
die Infektion mit den Erregern der LB selbst verhindert wird (FIKRIG et al., 1992;
STRAUBINGER et al., 1995; CONLON et al., 2000; GIPSON & DE SILVA,
2005). Das OspA der verschiedenen Borrelien-Spezies unterliegt einer speziesspe-
zifischen Variabilitdt. Um einen moglichst umfassenden Schutz vor LB zu erzielen,
bedarf es also aufgrund der Vielzahl der Spezies eine Kreuzreaktivitit zwischen
diesen (RUZIC-SABLJIC et al., 2002; MARGOS et al., 2009). In Studien wurde
allerdings gezeigt, dass diese nur in geringem Mal} vorhanden ist. Der Schutz vor
Infektion mit einer heterologen Spezies ist somit durch OspA aus einer einzelnen
Borrelien-Spezies als Antigen nicht gewéhrleistet (GERN et al., 1997; TOPFER &
STRAUBINGER, 2006). Impfstoffe sollten daher eine moglichst hohe Anzahl der
Spezies als Antigene enthalten, die im Rahmen der Gegebenheiten verantwortlich
fiir LB sind. Des Weiteren kommt es bei diesem OspA-basierten Impfmechanismus
zu keiner natiirlichen Auffrischung des Schutzes durch Erregerkontakt im Wirt, da
die Borrelien schon in der Zecke inaktiviert werden. Das Immunsystem des Wirtes
erfahrt daher keine Anregung zu einer kontinuierlichen Bildung von Antikorpern.
Zudem findet ein natiirlicher Abbau von impfinduzierten Antikorpern statt, sodass
ohne regelméfige und erfolgreiche Wiederholung der Immunisierung eine Auf-
rechterhaltung des Schutzes in Form von einer ausreichenden Menge an gebildeten

Antikorpern nicht moglich ist (BARTHOLD et al., 1996; GOLDE et al., 1997).
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3.3.2 Impfstoffe

Die Erreger der LB als auch ihre Vektoren unterscheiden sich in ithrem geographi-
schen Vorkommen zwischen den Kontinenten (BRANDA & STEERE, 2021). So-
mit muss sich die Wahl des Impfstoffes bzw. der darin verwendeten Antigene an
den vorliegenden Gegebenheiten orientieren. Spezifische Vakzine gegen die LB
konnen also nicht pauschalisiert weltweit eingesetzt werden (GERN et al., 1997,
CHOMEL, 2015). Die Impfstoffe konnen entweder als Lysat inaktivierte Vollerre-
ger enthalten oder aber es wird rekombinantes OspA als Antigen eingesetzt. Diese
auf rekombinantem OspA basierenden Impfstoffe fiir Hunde sind auf dem US-ame-
rikanischen Markt erhiltlich, wie z.B. Recombitek Lyme (CONLON et al., 2000).
Das Wirkprinzip der in Deutschland erhéltlichen Vakzine beruht auf der Induktion
von spezifischen Antikdrpern gegen das OspA der im Impfstoff enthaltenen, inak-
tivierten Borrelien. Nach erfolgreicher Ubertragung auf einen Wirt und dessen In-
fektion entfernen die Borrelien das OspA von ihrer Oberfliche, daher eignet sich
die Impfung nicht als Therapie wihrend einer bestehenden Infektion (ZHONG et
al., 1997). Bei allen im Jahr 2022 in Deutschland zugelassenen Impfstoffen handelt
es sich um inaktivierte Vakzine. Sie enthalten inaktivierte Vollerreger, unterschei-

den sich aber in ihrer Spezies-Zusammensetzung.

Tabelle 3: Ubersicht iiber die im Jahr 2022 zugelassenen Impfstoffe in Deutschland, mo-
difiziert nach Paul-Ehrlich-Institut (PAUL-EHRLICH-INSTITUT, 2022)

Impfstoff Zulassungsinhaber Borrelien- | Erstzulassung
Spezies
Merilym 3 Boehringer Ingelheim | B. garinii 01.03.2013
Vetmedica GmbH B. afzelii
Bbss
Virbagen canis B | Virbac Tierarzneimittel | B. afzelii 07.10.2009
GmbH B. garinii
RIVAC Borrelia | Ecuphar N.V. B. afzelii 21.09.2009

B. garinii
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Der fiir diese retrospektive Studie angewandte Impfstoff Merilym 3 der Firma
Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH (Deutschland) ist somit der einzig verfiig-
bare Impfstoff in Deutschland, der Schutz vor Infektion mit drei Erregerspezies bie-
tet. Die Zulassung durch das Paul-Ehrlich-Institut erfolgte am 01.03.2013 (Zul.-Nr.
PEL.V.11652.01.1). Aluminiumhydroxid fungiert als Adjuvans. Die Injektion einer
Dosis (1 ml) Merilym 3 erfolgt subkutan und ist ab einem Alter von zwolf Wochen
moglich. Vor der Verabreichung muss der Lysatimpfstoff geschiittelt werden, um
eine homogene Suspension herzustellen. Mogliche Nebenwirkungen, welche vom
Zulassungsinhaber aufgefiihrt werden, sind voriibergehende Schwellungen an der
Injektionsstelle, Inappetenz, Lethargie sowie eine voriibergehende Erhéhung der
Korpertemperatur von bis zu 1,5 °C. Fiir die Grundimmunisierung wird Merilym 3
zwei Mal im Abstand von drei Wochen verabreicht. Zur Aufrechterhaltung der Im-
munitit werden jahrliche Wiederholungsimpfungen, moglichst vor Beginn des An-
stiegs der Zeckenaktivitdt im Friihjahr, empfohlen. Dieses Impfschema unterschei-
det sich von den Empfehlungen fiir die anderen beiden verfiigbaren Impfstoffe.
Virbagen canis B und Rivac Borrelia werden zwar ebenfalls zwei Mal im Abstand
von 14-21 Tagen grundimmunisiert, doch der Hersteller empfiehlt vier bis sechs
Monate nach der Grundimmunisierung die erste Wiederholungsimpfung, an welche
sich wiederrum nach vier bis sechs Monaten die zweite Wiederholung anschlief3t.
Ab dem dritten Jahr erfolgt die Immunisierung jahrlich vor der Zeckensaison. Da
der Impfschutz in direktem Zusammenhang mit der Hohe des spezifischen Antikor-
per-Niveaus steht, kann eine ausreichende Protektion nur durch regelmafige Im-
munisierung erlangt werden (GOLDE et al., 1997, NOWLING & PHILIPP, 1999)
und ist somit abhingig vom empfohlenen Impfschema. In humanmedizinischen
Studien konnte gezeigt werden, dass nach zweimaliger Impfung 68 % der Proban-
den einen Schutz vor Infektion aufgewiesen haben, sich die Zahl nach der dritten
Immunisierung nach zwolf Monaten jedoch auf 92 % erhoht hat (SIGAL et al.,
1998). Wurde sechs Monate nach der Grundimmunisierung eine zusétzlich Boos-
ter-Impfung verabreicht, kam es zu einem signifikanten Anstieg der protektiven
Antikérper (VAN HOECKE et al., 1999). Ahnliches wurde von Knddelseder et al.
in einer Impfstudie mit Pferden nachgewiesen. Die zweimalige Immunisierung
fiihrte zwar zu hohen spezifischen Gesamtantikorperspiegeln, diese fielen aber nach
fiinf Monaten schon deutlich ab und waren nur noch in geringer Hohe nachzuwei-
sen. Eine dritte Impfung nach sechs Monaten hingegen konnte das Antikorperni-

veau signifikant anheben, und dieser Anstieg konnte auch in den Folgemonaten der
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Studie weiter beobachtet werden (KNODLSEDER et al., 2019). Um auch fiir den
Impfstoff Merilym 3 eine Impfempfehlung abgeben zu kénnen, muss die humorale
Immunantwort, welche durch die Immunisierung hervorgerufen wird, charakteri-
siert und die Ergebnisse verschiedener Impfschemata miteinander verglichen wer-

den.
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Abstract: Lyme borreliosis, a multisystemic disease caused by spirochetes of the genus Borrelia, is
the most common tick-borne disease in the northern hemisphere. Differently from human medicine,
several vaccines are available for dogs. To provide the best protection possible, vaccination schemes
should be adapted regularly to meet the needs resulting from an increased tick exposure risk due to
an inescapable climate change. In this retrospective study, a total of 183 vaccinations were performed
with a commercial, multivalent vaccine against Lyme borreliosis, and vaccinated dogs were monitored
over an observation period of 13 months. Dogs were either vaccinated on days 0 and 21 and a booster
on day 365 (standard vaccination schedule), or with an additional booster vaccination on day 180.
Canine serum samples were then tested for their borrelia-specific antibody levels using a two-tiered
test system consisting of a kinetic ELISA followed by a line immunoassay. Dogs vaccinated with the
standard vaccination schedule displayed decreasing antibody levels between days 120 and 360, which
is probably insufficient to prevent an infection with borreliae. In contrast, the additional booster
vaccination received on day 180 intercepts this decline in antibody levels between days 225 and 360,
providing a sufficient immunity to prevent infection. The results from this retrospective study allow
us to recommend a basic vaccination schedule with an additional booster vaccination on day 180 to
ensure the best possible protection for dogs against Lyme borreliosis.

Keywords: Lyme borreliosis; Borrelin burgdorferi sensu stricto; Borrelia garinii; Borrelia afzelii; vaccina-
tion; OspA; vaccination scheme; booster; [xodes ricinus

1. Introduction

Ixodes ricinus is the most common tick species in Europe feeding on mammals (e.g.,
mice, rabbits, dogs, cats, deer, humans) and birds [1]. Beside bacteria from the Borrelia
burgdorferi sensu lato (Bbsl) complex causing Lyme borreliosis (LB), L ricittus ticks transmit
pathogens like Anaplasma spp., Ehrlichia spp., and tick-borne encephalitis virus. LB is
the most common tick-borne disease (TBD) in the northern hemisphere [2] displaying
high geographical differences in its species distribution between the continents. The most
important species in Europe are B. afzelii, B. garinii, and B. burgdorferi sensu stricto (Bbss) [3].

The ticks” questing activity is dependent on the temperature. Ticks start questing at
a temperature of at least 7 °C [4,5]. Due to climate change and an estimated temperature
increase of 0.9-2.3 °C by 2100—when climate policy is as ambitious in its actions as pledged
by politicians [6]—we must assume, that tick reproduction and activity will increase over
time, and ticks will populate habitats that they could not inhabit until recently, e.g., higher
altitudes [7,8] or regions closer to the arctic circle [9]. For Sweden, a connection between
an increase in TBD and climate change has already been discovered in 2001 [10]. Here,
an increase in TBD incidence was associated with mild winters, temperatures favoring
spring development, long autumns in the previous year, temperatures favorable for ticks’
questing activity early in the year, and a deeper snow cover [1,10]. In 2007, tick activity in
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the winter associated with host quest has been described for the first time in Germany [11].
Therefore, dog owners must be aware of the year-round risk of tick attachment and TBD
transmission. However, unlike in humans LB in dogs shows no obvious early clinical signs
such as an erythema migrans or flu-like signs [12,13]. Nevertheless, it has been shown, that
experimentally infected dogs develop clinical signs consistent with polyarthritis like joint
pain, lethargy, transient fever, anorexia, and neurological alterations [12,14,15]. In Germany,
the seroprevalence in dogs for Bbsl ranges between around 2 and 20% [16,17], though, not
every infected dog displays any or noticeable clinical signs [18-20]. Due to the lack of
early and specific clinical signs, the detection of LB is not trivial. As the cultivation and
detection of Borrelia spp. in tissue samples or body fluids is difficult [14,21], LB is diagnosed
by serologic testing via a two-tiered test consisting of a kinetic antibody ELISA (KELA)
and a line immunoassay (LIA) [14,22]. However, seropositivity is not evident for LB and
the diagnosis should be based on known tick exposure in an endemic region, compatible
clinical signs, and laboratory findings.

The prevention of LB is based on three columns: tick removal [23], application of
repellents [24] or ectoparasiticides [25], and vaccination [26]. Since many decades, vaccina-
tions are playing an important role in protecting humans and animals against diseases, and
vaccination of dogs against LB will become an even more important tool for LB prevention
as more ticks develop resistance against acaricides [27].

Currently, in Germany the vaccination of dogs against LB is based on immunization
with lysate vaccines containing a special lipoprotein known as outer surface protein A
(OspA) [28]. This antigen enables the vaccinees to produce antibodies against OspA. Inter-
estingly, OspA is expressed only by Bbsl organisms in the tick and in vitro cultures [29-31].
During the ticks” blood meal, the mammalian blood with antibodies against the OspA will
be sucked into the ticks’ intestine where the OspA on the spirochetes’ surface will bind
the antibodies. In turn, the bound antibodies immobilize the spirochetes and prevent the
infection of the mammalian host [29,32]. In the 1990s, a LB vaccine with the OspA for
the vaccination of humans with an efficiency of 76% was introduced in the US market.
However, low public demand and acceptance directed the manufacturers to remove this
vaccine from the market in 2002 [33-35]. Meanwhile, there is an increasing interest to
introduce again a human LB vaccine since clinical trials are conducted (NCT05477524). In
2022, three vaccines against LB for dogs targeting different species of the Bbsl-complex are
authorized for use in Germany. The choice of borrelial species or antigens present in the
vaccine should be adapted to the geographical diversity of the Borrelia spp. prevailing in
the region, where the vaccine will be used [36,37], resulting in the notion that a specific
LB vaccine cannot be used worldwide. As described above, vaccines applied in Germany
should protect against Bbss, B. garinii, and B. afzelii.

Protection against disease and—more desirable—against infection is not only affected
by the antigens present in the vaccine but is highly dependent on the vaccination schedule
applied. In the case of LB most veterinarians adhere to a simple scheme based on a basic
immunization consisting of two initial injections two to three weeks apart followed by
yearly revaccinations. Yet, thorough analyses of antibody levels in humans after basic
vaccination have shown, that protective antibody levels wane rapidly, and protection is
lost within six months after vaccination was started [38]. This might be the case in dogs
as well [17], however, the vaccine used in this study has not been tested previously. The
vaccination schedule with a booster vaccination after six months seems reasonable, as
there is evidence also in horses [39] that an additional booster vaccination after six months
is advisable as antibodies against OspA seem to gradually lower after time, resulting
in a possible gap in immunity [17,39,40]. As shown in a study in dogs using vaccines
protecting against one or two Bbsl-complex species, a booster vaccination a few weeks
after the basic immunization increased antibody levels [17]. However, vaccines protecting
against a single or two Bbsl-complex species display no or at best a low protective effect
against other borrelial species [17]. To the best of our knowledge, the effect on the humoral
IgG OspA response in association with the vaccination schedule of a lysate LB vaccine for
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dogs using three Bbsl-complex species has not been analysed. Therefore, this study aimed
to characterize and compare IgG antibody levels arising from two different vaccination
schedules using a polyvalent vaccine (Merilym 3, Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH,
Ingelheim am Rhein, Germany). For this purpose, dogs’ IgG antibody levels were assessed
quantitatively and semi-quantitatively using the two-tiered-test consisting of a KELA and a
LIA. Further, a species-specific rOspA KELA was performed to measure the dogs’ immune
response against Bbss, B. garinii, and B. afzelii.

2. Materials and Methods

The ethic commission of the veterinary faculty of the LMU Munich approved the use
of canine serum samples in the proposed study (reference number 327-20-09-2022).

The study was conducted in a veterinary practice in Amberg (Upper Palatinate,
Bavaria, Germany) receiving dog patients from the city of Amberg with a low LB risk of
23.75 reported human cases (RHC) per 100,000 inhabitants (1), the district Amberg-Sulzbach
with a medium-high LB risk of 201.95 RHC per 100,000 I, and the districts Schwandorf
(292.48 RHC/100,000 I), and Neumarkt in der Oberpfalz (125.14 RHC /100,000 I) [41]. Due
to the medium-high risk of human LB in the districts of Amberg-Sulzbach, Schwandorf,
and Neumarkt in der Oberpfalz and many cases of tick attachment to dogs leading to
anaplasmosis and LB in the region of this veterinary practice, many dog owners are willing
to vaccinate their companion animals against LB, resulting in a high vaccination rate in
this district. Therefore, this practice was especially suited to study the effectiveness of
vaccination schedules retrospectively in an animal-experiment-free setting.

Owners asking for a LB vaccination in the practice were given the choice to either
vaccinate their dogs with the standard vaccination (i.e., vaccination on days 0, 21, and 365)
or to vaccinate with an additional booster (i.e., vaccination days 0, 21, 180, and 365). All
dogs were tested before the first vaccination for antibodies specific to LB infection with
the commercially available SNAP 4Dx Plus test (IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, ME,
USA) conducted according to the manufacturer’s instructions to rule out an active infection
at the time of vaccination (i.e., day 0). An active infection would have made the treatment
of dogs with antibiotics necessary before vaccination. The immunization of dogs who
were tested negative in the SNAP 4Dx Plus test was then conducted using the vaccine
Merilym 3 (Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim am Rhein, Germany),
which was approved for its use in dogs in March 2013 by the Paul-Ehrlich-Institut (PEI)
in Lagen, Germany (PEL.V.11652.01.1). A 1.0-mL dose of this lysate vaccine contains the
inactivated Bbsl-complex species B. garinii, B. afzelii, and Bbss. As a preservative, 0.5 mg
of formaldehyde are incorporated, and aluminum hydroxide serves as an adjuvant. The
vaccination of the dogs was performed subcutaneously in the dorsolateral thoracal region
using 24-gauge needles (0.55 mm x 25 mm; B. Braun SE, Melsungen, Germany).

When blood from the vaccinated dogs was collected for diagnostic purposes in the
veterinary practice and leftovers were available, these leftover blood samples were stored
upright at room temperature for 60 to 180 min until complete coagulation. Samples were
then centrifuged at 4000x g for ten minutes. Afterward, the serum was transferred into
screw cap microtubes (Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, Germany), which were labeled
and stored at —20 °C until serological analysis. Blood was collected by either puncturing
the right Vena cephalica antebrachii or the right V. saphena lateralis with a 20-gauge needle
(0.90 mm x 40 mm; B. Braun SE) and 9-mL Serum-Monovettes Z-Gel (Sarstedt AG & Co.
KG). All owners of vaccinated dogs whose blood was collected for diagnostic purposes and
residuals were available for LB antibody testing agreed to the transmission and serologic
analysis of their dogs’ blood at the Chair of Bacteriology and Mycology of LMU Munich.
Serum samples were assigned to nine different periods according to the time that passed
between the first vaccination and the sampling for diagnostic purposes. Following one year
after vaccination, we divided the observation period into nine time frames and accordingly
assigned them to nine descriptive time points (Table 1).
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Table 1. Allocation of time frames in the observational period in days and categorization to descriptive
time points used in the further analysis.

Hvailable Serum Available Serum

Time Frame (Days) Time Points Samples from Samples from V-plus
V-basic

0 10 28 26
25-50 130 27 26
51-80 t60 27 26
100-135 t120 27 26
155-180 1180 25 26
185-265 t230 23 24
270-325 1300 22 24
325-369 1350 2 23
370-560 £390 21 22

V-basic, vaccinated on days t0, t30, and t350; V-plus, vaccinated on days t0, t30, t180, and t350.

At the end of the observation period, all serum samples were tested at the Chair of
Bacteriology and Mycology of LMU Munich. Serum samples were therefore thawed at
room temperature. For quantitative analysis, total antibody levels specific for LB organisms
were evaluated using a KELA as described elsewhere [12,17,38]. Representative samples
for every time point from each study group, of which a sufficient volume was available
after the first round of serological testing, were assessed for the presence of species-specific
rOspA antibodies using a KELA. As the lowest number of serum samples available for
one observation timepoint was seven serum samples, we used this number of samples
in all KELAs to allow compatibility. Therefore, 96-well-plates were prepared with 1.0 pug
of purified recombinant OspA from the strains Bbss ZS7, B. garinii ZQ1, or B. afzelii PKo
kindly provided by Prof. Dr. Kraiczy (Institute for Medical Microbiology and Infection
Control, Frankfurt, Germany). To confirm positive results and differentiate infected from
vaccinated dogs, a line immunoassay (LIA) was performed. Here, the Borrelia Veterinar
plus OspA LINE (VIROTECH Diagnostics GmbH, Dietzenbach, Germany) was used to
analyze and evaluate the presence of B. burgdorferi sensu lato-specific antibodies according
to the manufacturer’s instructions.

Statistical Analysis

Antibody levels for each dog were recorded, summarized according to the experi-
mental groups, and compared statistically. KELA curves were visualized using OriginPro,
Version 2022 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA). To compare the KELA
levels (i.e., IgG and species-specific) from both groups, we calculated the area under the
curve (AUC) between the time points t0 and t30, t30 and t60, t60 and t120, t120 and t180,
1180 and t230, 230 and t300, t300 and t350, and t350 and t390. The AUC was then tested for
standard deviation using the Shapiro-Wilk test. Besides the AUC between t0 and t30, all
AUCs were normally distributed. Significance for the AUC between t0 and t30 was then
calculated using the Mann—-Whitney test, while all other time frames were tested with the
t-test. All analyses were conducted with OriginPro, Version 2022 (OriginLab Corporation).
Significance was assumed when the p value was p < 0.05.

3. Results

In total, 183 vaccinations against LB were performed during the project. Of these
vaccinations for V-basic, 222 serum samples were analyzed for the classified time points,
while for V-plus 223 serum samples were collected and examined for their antibody contents.
Of these serum samples, 41% originated from female dogs, while the remaining 59% were
from male dogs, 39% of the experimentees were spayed or neutered. The age of the dogs
ranged between four months and eleven years. Irrespective of the vaccination group, only
moderate side effects were reported. In the test population, 4% of the dogs seemed to be
tired one or two days after the immunization, 2% showed signs of moderate pain, and
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in 0.6% moderate swelling at the injection site was reported. Serum samples displayed
negative results in the SNAP 4Dx Plus before the vaccination on t0. However, when
analyzing these sera from t0 with a KELA, some of these sera showed antibody levels
higher than 100 (n = 10), which is thought to be a threshold that non-infected dogs rarely
pass. When analyzing these serum samples on a LIA, a color reaction specific to infection
was observed in four serum samples. Sera, which tested negative on the SNAP-test and
showed antibody levels below 100 KELA units, displayed a slight color- reaction for the
VIsE antigen (VIsE AG line) fainter than the cut-off control (COC) or no reaction at all on
the LIA strip (Figure 1B). This is considered negative for LB infection.
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Figure 1. (A) Borrelia burgdorferi sensu lato-specific antibody levels in dog sera detected by KELA
throughout the complete observation period. V-basic (vaccinated on days t0, t30, and t350) displayed
as black squares; V-plus (vaccinated on days t0, t30, t180, and t350) shown as red circles. The whiskers
depict the standard deviation at a specific time point. Black triangles show vaccination time points
in both groups, while the red triangle indicates the additional booster vaccination in V-plus. (B)
LIA strips for representative dogs from V-basic (left side) and from V-plus (right side) displaying
semi-quantitative antibody reactions throughout the observational period. The first LIA strip shows
the COC, which is used to determine the degree of color reaction intensity of each antigen line.
Following right are the strips incubated with canine sera representative for two vacination groups in
chronological order from t0 to t390. The vaccination-specific antigen signal on the LIA strips is the
OspA-Mix (red box). * p < 0.05; ** p < 0.001; *** p < 0.0001.



II1. Publikation

43

Vaccines 2023, 11, 43

6o0f 14

The first vaccination with the vaccine was performed on t0. All samples available on
t30 showed increasing antibody levels in the KELA (Figure 1A) and specific reactions to
the OspA antigen on the LIA (Figure 1B). Dogs were then vaccinated a second time on
t30, finalizing the basic immunization. After the second immunization, antibody levels
measured with the KELA increased further until t60. At this time point, LIA strips displayed
color reactions to the OspA antigen that were stronger than the COC in both groups. Color
reactions of antigens beside the VISE and stronger than the COC that occurred on the LIA
strips of vaccinated canines are considered reactions to the various antigens provided with
the lysate vaccine. After t60, both groups displayed a steady and clear decrease in antibody
levels observable until t180 (Figure 1A); on matching LIA strips this can be observed as well
as decreasing color intensity of the OspA antigen lines (Figure 1B). Dogs in V-plus, which
had received an additional booster vaccination on t180, developed significantly higher
antibody levels on t230 compared to dogs in V-basic (Figure 1A). The antibodies reached an
average of around 600 KELA units in V-plus, compared to an average of around 300 KELA
units in V-basic (Figure 1A). On the LIA strips at time point t230, a stronger color reaction
to OspA in V-plus was observed compared to V-basic (Figure 1B). While the antibody levels
from the KELA decreased further in V-basic until the booster vaccination around t350 was
applied, antibodies in dogs of V-plus increased after the additional booster on t180 and
stayed at a significantly higher level until the yearly booster vaccination on t350 (Figure 1A).
On t350, V-plus reached KELA units over 500, while in V-basic KELA units stayed below
300. The LIA results support the observations made with the KELA. The color reaction
for OspA in V-basic was fainter than in V-plus and similar to the COC and was directly
proportional to the decreasing antibody levels (Figure 1B). At the last observation time
point (t390), antibodies of both groups displayed similar levels in the KELA (V-basic 588
KELA units on average; V-plus 610 KELA units on average; Figure 1A). LIA strips display
a very strong signal for OspA in both groups on t390 after the last booster vaccination
(Figure 1B).

Reactions to species-specific recombinant OspA (rOspA) originating from the three
Bbsl-complex species used in the lysate vaccine were subsequently analyzed by applying
species-specific rOspA KELA assays (Figure 2). The antibody levels against Bbss, B. garinii,
and B. afzelii from both vaccination groups corresponded to the IgG KELA described above
(Figure 1A). However, the measured levels for rOspA-specific antibodies for the three
different borrelial species were lower than the IgG KELA levels (Figure 1A) for V-basic
between t180 and t350. Further, rOspA KELA levels seem to be highly variable between
different canine sera used in these assays. Bbss-specific rOspA antibody levels in V-basic
drop until t180 to a mean KELA level of 166 units and drop further until t350 to a mean
KELA level of 86. On t180 mean KELA levels of 140 units were observed for B. garinii,
that drop to 86 units on t350. Mean KELA levels for B. afzelii are at around 179 KELA
units on t180 and declined to a mean of 115 KELA units on t350. When applying a booster
vaccination on day 180 (i.e., V-plus), a drop in antibody levels until t180 was observed in
this group as well. However, the booster vaccination on t180 lead to an increase in antibody
levels on t230 (Figure 1). This increase led to higher antibody levels until the last booster
vaccination on t350.
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Figure 2. rOspA-specific antibody levels against Borrelia (B.) burgderferi sensu stricto, B. garinii, and
B. afzelii detected by the species-specific rOspA KELA. V-basic displayed as black squares; V-plus
is shown as red circles. The whiskers depict the standard deviation on the specific time point.
Vaccination time points are shown as black triangles in both groups; the red triangle indicates the
additional booster vaccination in V-plus. * p < 0.05; ** p < 0.001; *** p < 0.0001.

4. Discussion

Due to climate change and an increase in global temperature, we must expect an
increase in tick population and a year-round activity of ticks [10,11,42]. This leads to
the conclusion that there is a perennial risk of tick exposure and infection with TBD
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such as infections with Bbsl causing LB. As described above there are three columns of
protection against LB: tick removal, use of repellents and acaricides, and vaccination. Tick
removal only protects against LB when dogs are scanned for ticks after every walk and
all ticks are found and removed promptly. Acaricides and repellents should be applied
individually to the owner’s preferences and the dogs’ tolerance. All-year-around protection
must be provided by reapplying the protective agent routinely. Further, ticks can develop
resistance to these repellents and acaricides [27]. The vaccination against LB, based on
inactivated Bbsl-complex species expressing the OspA provides the most reliable protection
against LB, as the vaccination not only protects against the development of disease but
further protects against the transmission of Bbsl-complex species to the canine host [43].
However, it is crucial to vaccinate against the genospecies that lead to infections in the dogs’
geographical environment and to provide perennial protection by keeping antibody levels
high enough [44].

In this study, we hypothesized that the vaccination schedule of Merilym 3 (Boehringer
Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim am Rhein, Germany) as provided by the manu-
facturer is not sufficient to protect dogs against LB, especially in autumn when a dog is
immunized during the spring season. The basic vaccination is recommended to be applied
at the beginning of tick season (i.e., spring) followed by a yearly booster vaccination. Other
vaccines available in Germany (i.e., Virbagen canis B, Virbac Tierarzneimittel GmbH, Bad
Oldesloe, Germany, and Rivac Borrelia, Ecuphar N.V., Oostkamp, Belgium) recommend a
further booster vaccination four to six months after the basic immunization [45]. Therefore,
we applied the vaccine Merilym 3 according to the vaccination scheme provided by the
manufacturer and compared canine antibody levels of dogs receiving the standard vaccina-
tion scheme to antibody levels induced by a vaccination scheme with a booster vaccination
on t180. Antibody levels were measured with a KELA system and vaccination-specific
antibodies were further confirmed with a LIA. As Figure 1 depicts clearly, the standard
vaccination scheme (i.e., V-basic) leads to a drop in antibody levels between t180 and t350.
This can also be observed by the intensity of the signals on the LIA. When considering the
antibody levels observed in the species-specific rOspA KELAs, it becomes very clear, that
antibody levels induced with the standard vaccination scheme might not protect against
borrelial transmission in autumn. Therefore, we conclude, that the standard vaccination
scheme initiated in spring produces a gap in protection against LB in autumn (Figure 3).
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Figure 3. Tick activity and LB protection in different vaccination groups using two vaccination
schemes compared over one year when LB vaccination is initiated in spring.

Furthermore, the vaccination scheme with an additional booster on t180 is already
recommended for the two other vaccines used in Germany [45]. Considering the decrease
in antibody levels between t60 and t180, it might even be too late to apply the booster
vaccination on t180 and as described for the other two German vaccines (i.e., Rivac Borrelia
and Virbagen canis B) an earlier booster vaccination between days 100 and 150 might
even be more adequate. Future research on this issue is urgently needed as well as the
characterization of an antibody level protective against infection with borrelial organisms.
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The authors would further like to address some general considerations regarding the
LB vaccination in dogs. It has recently been discussed that the LB vaccine should still be
considered a non-core vaccine in the vaccination guidelines [46] and applied according to
the risk assessment of individual patients [45,47]. Therefore, veterinarians and veterinary
clinics must be aware of the LB risk and apply individual recommendations regarding the
dog’s exposure (i.e., working dogs, hunting dogs, traveling). Furthermore, the owners must
be made aware of the risks of LB infection and thus must be informed about the importance
of rigorous tick scanning after walks and the application of repellents and acaricides. Due
to client failure in detecting and removing ticks and continuous application of repellents,
adequate protection of canines might not be given and thus LB can occur. A safer method
would be the continuous vaccination against LB in endemic regions. However, even when
dogs are vaccinated against LB, owners need to keep in mind, that ticks transmit additional
infectious agents like Anaplasma spp., Ehrlichia spp., which can only be avoided by removing
ticks [23] and applying repellents or ectoparasitic agents. As tick-borne encephalitis virus
is transmitted within an hour [48], avoiding an infection is only possible by applying
repellents. Further, working and hunting dogs that due to their assignments are especially
exposed to ticks and tick bites and thus endangered to infection with Bbsl-complex species
should be protected against LB using every available option especially as their training
is expensive and time-consuming and downtime due to LB can easily be avoided. The
endemic regions are shifting due to climate change and the ability of ticks to reside in
regions that have up to date not been habitable [1]. A further point that must be considered
is the increase in tick population due to fewer population losses when winters are milder.
Increased temperatures in winter, autumn, and spring further lead to increased activity
of ticks in these seasons, which some owners might not be aware of. Additionally, rising
global temperature and urban sprawl will increase the population of rodents and small
mammals that will, in turn, contribute to the increase of tick populations in these areas [49].
In sum, veterinarians must be informed about such changes and the endemic regions
of TBD and inform owners professionally and transparently of the best options for TBD
prevention and LB protection, not only in the best interest of the dogs’ but also in the
interest of the owners’ health.

Lately, the opinion has been expressed that the “rationale for canine LB vaccination is
unpersuasive” [50] and the experts of the American College of Veterinary Internal Medicine
could not agree on a recommendation for a LB vaccine [20]. This matter has further been
reasoned with a statement of the American Animal Hospital Association regarding not
recommended vaccines [51]. However, this reference refers to not recommended vaccines
in pet cats and discusses the use of a vaccination against feline infectious peritonitis.
Nevertheless, it is stated, that vaccines are not generally recommended for diseases with a
low clinical significance, that display a good response to treatment, and where evidence of
vaccination in the field is minimal and adverse events occur frequently [50]. Therefore, the
authors feel obligated to address these issues as it affects the reputation of this important
vaccine and harms the willingness of veterinarians to recommend and owners to make
use of this vaccination. Regarding the low clinical significance, it has been discussed, that
95% of dogs display no clinical signs [50]. This statement first occurred in a study from
1992 by Levy et al. [19]. In this study, 234 dogs were analyzed for Bbsl-specific antibodies
and according to their reaction divided into a seronegative (n = 109) and a seropositive
(n = 125) group of dogs that were further monitored for 20 months. In both groups, the
incidence of limb /joint disorder, lethargy, fever, and inappetence was nearly 5%. Retesting
was possible in 202 canines (105 dogs from the seropositive group and 97 dogs from the
seronegative group). Some of the examined canines from both groups were treated with
antibiotics during the observation period. The observation of seropositive dogs seems
incomprehensible, as we do not know when the infection occurred and how long it has
been persisting. Regarding the seronegative group that seems sensible to observe, 88 from
97 dogs remained seronegative. Thus, nine dogs have seroconverted, of which two had
received antibiotics. The clinical signs these nine dogs displayed are not clear. Further,
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the diagnosis of LB was based on the occurrence of limb/joint disorder accompanied by
fever, lethargy, and inappetence [19]. As fever has been reported to only peak on single
days [52] a co-occurrence would be observed rarely. Returning to the study by Levy et al.
(1992) [19], a further sign of LB was the prompt response to antibiotic treatment. However,
other bacteria might react to this antibiotic treatment as well, making the exclusion of
differential diagnoses crucial. Regardless, differential diagnoses have not been ruled out.
Serologic results have not been reported as the actual time of infection was unknown to
the author. For animals diagnosed with LB due to clinical signs and prompt reaction to
antibiotic treatment neither serologic results nor evidence of borrelial organisms have been
reported (i.e., PCR, pathology, or serology) [19]. Therefore, the results from this study must
be considered with caution. Nevertheless, this number of dogs displaying no clinical signs
has first been cited by Appel et al. (1993) [12] and has in the following years been cited
and used various times. However, this number of 5% clinically LB conspicuous dogs in
the field is highly questionable and other researchers have provided numbers from clinical
studies on dogs that are more reliable. Straubinger et al. (1997) [52] observed severe clinical
lameness in 65% of canines experimentally infected and confirmed seropositivity, 10% of
seropositive dogs displayed mild lameness, and 25% showed no clinical signs. Of canines
that displayed clinical signs, 55% displayed an increase in temperature > 39.4 °C for a
single day. In another study, 77% of dogs developed lameness, accompanied in 80% of
lame dogs by concurrent fever (>38.0 °C). In 92% of dogs, Bbss organisms were recovered
from skin and joint tissues samples [22]. In another trial, 69% of dogs developed clinically
apparent arthritis after tick exposure [53]. Furthermore, described clinical signs of LB can
vary strongly and canines displaying stiffness, lameness, arthritis, and joint swelling [52]
are often not recognized and tested for LB. Additionally, further maladies like cardiac
signs [54-56], nephritis [57-59], neurologic disorders [15,60], rheumatoid arthritis [61], and
myositis [62] have been described to occur in canine patients with LB. It is questionable
whether owners can connect these disorders with a tick bite that probably has occurred
months before the onset of clinical signs [12,52] and if veterinarians then test dogs with
these unspecific clinical signs for LB. Many dogs have been reported displaying no clinical
signs [12,22,52], however, the authors wonder if we can recognize mild clinical signs and
minimal to moderate pain in canines. In humans it is known that mild to moderate chronic
pain affects physical and psychological health [63]. When considering a seroprevalence of
around 2 to 20% [16,17], we have to assume that of 10.3 million dogs in Germany in 2021 [64]
on average 11% (1,100,000 dogs) are infected with Bbsl-complex species. Considering that
in animal trials on average 75% of dogs display clinical signs [52], we calculate that around
50% of dogs in the field might display clinical signs. Of the 1,100,000 infected dogs, at least
around 550,000 dogs in Germany assumably might display clinical signs and probably
experience a reduction in quality of life. Further, one needs to consider that the clinical
signs of canines observed in trials have been conducted with Bbss only [22,52]. However,
other genospecies (i.e., B. garinii and B. afzelii) might lead to similar or further unrecognized
disorders, therefore, research on clinical signs caused by these genospecies is necessary to
evaluate the impact of Bbsl on dogs. In conclusion, in the authors” opinion LB is no disease
with low clinical significance and its well-documented appearance in endemic regions does
not support the apprehension against LB vaccination.

Regarding the One Health concern, not only the transmission of antibiotic resistances
but also the transmission of disease to humans and further animals must be considered. It
has been implied that there is no direct transmission of Bbsl-complex species from animal
to animal or from animal to human [50]. The authors agree with this statement and the
absence of direct transmission has been proven in dogs [52]. However, many indirectly
transmitted vector-borne diseases may be further dispersed by our pet animals and increase
the risk of vector-exposition for humans. Infected nymphs or uninfected nymphs or larvae
that can be infected during the blood meal on a seropositive dog may be carried into human
habitats (i.e., urban parks or gardens), where the engorged nymphs then drop off and molt
to adult ticks. These adults can then bite humans and thus transmit borrelial species [65]. A
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further concern is that vaccination of canines does not reduce LB prevalence [50]. In parts,
the authors agree with this statement, as the vaccination of dogs does not influence the
sylvatic infectious chain. However, considering that most dogs and humans will not go
deep into the woods, and most humans living in cities will conduct their free-time activities
in urban parks and greens, the carriage of ticks into these regions displays the greatest
danger to the largest human population, townsfolk. Therefore, the authors consider an LB
vaccination beneficial regarding the One Health concern.

Species distribution of borreliae is highly variable between the continents [3]. There-
fore, it is not possible to use one single vaccine worldwide [37]. Vaccines used should
contain all infective agents responsible for LB infection in the geographical area. For Europe,
these agents are B. afzelii, B. garinii, and Bbss [36]. All vaccines available in Germany are at
least bivalent, however, the vaccine used in this study is the only trivalent option containing
all three borrelial species. The vaccination, in combination with manual tick removal by
the owners and the disciplined use of acaricides and repellents, allows the maximum of
protection possible, as removal and repellents alone might not disable all tick attachment.
In the authors’ opinion, the combination of these options with a vaccine is still the safest
method to prevent LB in dogs. However, as ticks not only transmit LB, veterinarians and
owners must be aware, that the vaccination is the best protection against LB, tick removal
and repellents must still be conducted to protect canines against other TBD.

Retrospective observation originating from LB-vaccinated dogs show, that vaccination
against LB is most effective when it is applied on days 0, 30, 180, and 360. When a
booster vaccination on day 180 is missed, canines display a gap of immunity in autumn,
while ticks still display a high questing activity. For the best protection in dogs, a booster
vaccination on day 180 is urgently advised, as has been displayed for equines [39]. Further,
the use of a canine LB vaccination in endemic regions, in general, seems highly advisable,
especially regarding the One Health concern [65]. An infection with LB probably leads to
the unnecessary suffering of many animals, that display clinical signs obvious or hidden to
their owners, probably reducing the quality of life in these dogs. Infected dogs displaying
clinical signs are treated with antibiotics that could have been renounced. Additionally,
canines display a risk to their owners by carrying infected ticks in the urban space or by
infecting uninfected ticks in the urban space [65].

5. Conclusions

The results from this retrospective study allow us to recommend a basic vaccination
schedule with an additional booster vaccination on day 180 to ensure the best possible
protection of dogs against Lyme borreliosis. Concerns regarding side effects seem unreason-
able, as most vaccines in humans or dogs can display side effects, as do antibiotics that are
necessary after infection. In this study, only 7% of vaccine injections led to side effects such
as swelling or sensitivity at the injection site limited to hours or days. These temporally
limited side effects cannot be compared to the clinical signs of LB and its’ possible chronic
course. As such, there is an increasing need for veterinarians to inform dog owners about
the importance of LB vaccination. The cost of a vaccination is affordable and side effects
are neglectable compared to costs for diagnosis and therapy of LB, especially regarding
the dogs” well-being. In the future, it is strongly recommended to repeat this work with
a higher number of canines and a longer observation period. The protection capacity of
V-basic and V-plus throughout the year and especially the winter months might be an
interesting research focus.
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IV. DISKUSSION

Die unbestreitbaren Auswirkungen des Klimawandels sowie des Temperaturan-
stiegs weltweit fithren zu einer zunehmend ganzjdhrigen Aktivitit der Zecken und
vermutlich einem Anstieg ihrer Population (LINDGREN et al., 2006; DAUTEL et
al., 2008). Damit erhoht sich auch das Zeckenexpositionsrisiko fiir Mensch und
Tier und das Risiko einer Infektion mit unter anderem Bbsl, dem Erreger-Komplex
der LB auf das ganze Jahr. Tierbesitzer*innen und Tierdrzt*innen sollten sich mit
den individuellen Risiken der Hunde (Wohnort, Einsatz des Tieres) und den wei-
terreichenden Auswirkungen der LB, wie der Einschrinkung der Lebensqualitét,
dem One-Health-Gedanken sowie dem Einsatz von Antibiotika und der damit ver-
bundenen Resistenzentwicklung auseinandersetzen, um fiir jeden Hund den best-
moglichen, zur Verfligung stehenden Schutz zu gewihrleisten und adidquat einzu-

setzen.

Notwendigkeit der Impfung

Als Argument gegen eine Impfung von Hunden wird die Hypothese der LB als
»~Erkrankung mit geringer klinischer Signifikanz* aufgefiihrt (VOGT & STEVENS,
2021). Diese Aussage bezieht sich vor allem auf die seit Jahren zitierte Zahl von
nur 5 % klinisch auffilliger Hunde, verdffentlich von Levy ef al. im Jahr 1992
(LEVY & MAGNARELLI, 1992). In dieser Studie wurden 234 Hunde auf Anti-
korper gegen Bbsl untersucht und den Ergebnissen entsprechend in eine seronega-
tive (n = 109) und eine seropositive Gruppe (n = 125) eingeteilt und {iber einen
Zeitraum von 20 Monaten beobachtet. In beiden Gruppen lag die Inzidenz von Ge-
lenkschmerzen, Lethargie, Fieber sowie Inappetenz bei 5 %. Eine Wiederholungs-
untersuchung konnte bei 202 Hunden (105 seropositiven und 97 seronegativen)
durchgefiihrt werden. Von den 97 Hunden aus der seronegativen Gruppe sind neun
serokonvertiert, allerdings ist unklar, ob und welche klinischen Anzeichen bei die-
sen Tieren beobachtet wurden. Bei einem Teil der Hunde erfolgte wihrend des Be-
obachtungszeitraumes eine antibiotische Therapie. Die Diagnose der LB basierte

auf klinischen Manifestationen wie Gelenkschmerzen, Fieber, Lethargie und Inap-
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petenz sowie dem prompten Ansprechen auf die antibiotische Therapie. Die Ergeb-
nisse dieser Studie sollten aus heutiger Sicht hinterfragt werden, da keine serologi-
schen Ergebnisse oder direkte Nachweise von Borrelien vorlagen und auerdem die
Zeitpunkte der tatsdchlichen Infektion unbekannt waren. Zudem wurden andere
bakterielle Infektionskrankheiten, die ebenfalls auf die eingeleitete antibiotische
Therapie hétten ansprechen kénnen, nicht untersucht oder ausgeschlossen. Viele
nachfolgende Studien haben auflerdem zuverldssige und deutlich abweichende Er-
gebnisse hervorgebracht. In einem Experiment, durchgefiihrt von Straubinger et al.,
konnten bei 75 % der experimentell infizierten Hunde klinische Anzeichen wie
Lahmheit beobachtet werden (STRAUBINGER et al., 1997a). In einer weiteren
Studie wurden bei 69 % der Hunde klinisch auffillige Arthritiden beobachtet
(STRAUBINGER, 2000). Im Zusammenhang mit LB koénnen auch weitere Mani-
festationen auftreten. Neben den am haufigsten erwéhnten klinischen Anzeichen
wie Lahmheit, Arthritis, Gelenkschwellung oder Fieber (STRAUBINGER et al.,
1997a) sind auch kardiale und neurologische Manifestationen (LEVY & DURAY,
1988; AZUMA et al., 1993; INOKUMA et al., 2013; ADASZEK et al., 2020), Ne-
phritis (HUTTON et al., 2008; BORYS ef al., 2019) und Myositis (RAYA et al.,
2010) bei Hunden beschrieben. Es stellt sich die Frage, ob Hundebesitzer diese An-
zeichen stets in Verbindung mit einem Zeckenstich bringen konnen, der unter Um-
stainden schon Wochen bis Monate vorher stattgefunden hat. Ebenfalls ist fraglich,
ob behandelnde Tierdrzte bei solch unspezifischen Anzeichen frith genug LB diffe-
rentialdiagnostisch in Betracht ziehen und die entsprechende Diagnostik einleiten.
Werden nur geringgradig ausgeprégte klinische Anzeichen und zu Beginn der In-
fektion moglicherweise nur méaBige Schmerzen nicht rechtzeitig erkannt, kann es
im weiteren Verlauf der Erkrankung zu erheblichen Einschrankungen der Lebens-
qualitit von Hunden kommen. Eine weitere Tatsache, die beriicksichtigt werden
sollte, ist dass die experimentellen Studien mit Bbss durchgefiihrt wurden. Infekti-
onen mit anderen Genospezies wie B. garinii oder B. afzelii, welche auf dem euro-
paischen Kontinent ebenfalls vorkommen (STANEK et al., 2011), konnten zu wei-
teren, noch unerkannten Auswirkungen auf die Gesundheit fiihren. Dies unter-
streicht die Notwendigkeit der Impfung, welche als transmission-blocking vaccina-

tion die Infektion mit den Erregern schon im Vektor verhindert.

Als weiteres Argument gegen die Impfung wird das gute und schnelle Ansprechen
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von erkrankten Hunden auf eine antibiotische und analgetische Behandlung aufge-
fiihrt (LITTMAN et al., 2018; VOGT & STEVENS, 2021). Der Erfolg der medi-
kamentdsen Therapie bei LB ist mafigeblich vom Zeitpunkt des Behandlungsbe-
ginns abhingig sowie einer ausreichend langen Behandlungsdauer (PREAC-
MURSIC et al., 1989; ASCH et al., 1994; STRAUBINGER, 2000). Werden aber
unter Umstédnden nur unspezifische klinische Anzeichen nicht mit einem Zecken-
stich in Verbindung gebracht, kann bis zur Diagnosestellung eine lange Zeitspanne
vergehen. Auch der Nachweis der Infektion ist komplex. Direkte Nachweisverfah-
ren sind zeitaufwendig und fehleranféllig (BARBOUR, 1984; PREAC-MURSIC e¢
al., 1991; STRAUBINGER, 2000; WANG et al., 2001; NUNES et al., 2018). Aber
auch die indirekten, serologischen Verfahren unterliegen gewissen Limitationen.
Die Bildung von spezifischen Antikdrpern nach einer Infektion kann bis zu sechs
Wochen in Anspruch nehmen (STRAUBINGER et al., 2000). Eine Zeitspanne,
welche die Einleitung einer sofortigen und schnellen Therapie nicht ermdglicht.
AulBlerdem konnen falsch-negative Resultate in diesem zeitlichen Intervall ein fal-
sches Gefiihl der Sicherheit vermitteln und fatale Auswirkungen auf die Gesundheit
der infizierten Hunde haben. Dariiber hinaus kann der Einsatz von antibiotischen
Wirkstoffen zu Nebenwirkungen fiihren, insbesondere bei Langzeitanwendungen.
Antibiotika kdnnen das Darmmikrobiom nachhaltig schiddigen und Antibiotika-as-
soziierte gastrointestinale Verdnderungen wie Durchfall oder Erbrechen verursa-
chen (WHITTEMORE et al., 2019; VOROS et al., 2022). Bei der Verwendung von
Doxycyclin sind auBerdem Inappetenz, Gewichtsverlust, Osophagitits und Erosio-
nen der Osophagusschleimhaut beschrieben (SCHULZ et al., 2011; SAVADELIS
et al., 2018; LE VET BEHEER B.V., 2021). Doch auch bei einer frithzeitig und
korrekten antibiotischen Behandlung ist es mdglich, dass nicht alle Borrelien im
infizierten Wirt eliminiert werden konnen (STRAUBINGER et al., 1997b). Des
Weiteren sind alle Tierdrzte im Sinne des One-Health-Gedankens angehalten, den
Einsatz von antibiotischen —Wirkstoffen weitestgehend zu minimieren
(EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2022). Dies ist dringend erforderlich, um
Antibiotikaresistenzen zu vermeiden und so die medikamentdse Versorgung und
deren Wirksamkeit bei Menschen sicherzustellen (BASSITTA et al., 2022). Auch
in diesem Zusammenhang stellt die Impfung von Hunden gegen die LB eine viel-
versprechende Option dar, den Einsatz von antibiotischen Wirkstoffen in der Vete-
rindrmedizin zu reduzieren und somit dem Ansatz der One-Health-Strategie zu fol-

gen.
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Ein weiterer, zu beriicksichtigender Punkt in der Argumentation fiir eine Impfung
von Hunden gegen LB ist ebenfalls im Sinne von One-Health das zoonotische Po-
tenzial dieser Erkrankung (DAY, 2011). Zwar findet keine direkte Ubertragung von
Bbsl zwischen Haushunden untereinander oder diesen und Menschen statt
(STRAUBINGER et al., 1997a; VOGT & STEVENS, 2021), dennoch kénnen viele
Vektor-iibertragende Erkrankungen indirekt durch Hunde weiterverbreitet werden.
Damit erhoht sich auch fiir Menschen das Expositionsrisiko mit einem infizierten
Vektor. Infizierte oder nicht-infizierte Larven oder Nymphen, welche bei der Blut-
mahlzeit Borrelien von einem seropositiven Hund aufnehmen, kénnen in unsere
Lebensrdume (stddtische Parks, Gérten) verbracht werden, wo sie vom Hund als
Wirt abfallen und die nichste Stufe ihres Lebenszyklus durchlaufen. In diesem Sta-
dium konnen sie dann potenziell auch Menschen befallen und sie mit Borrelien in-
fizieren (DAY, 2011). Durch die Aufnahme von impfinduzierten Antikdrpern von
geimpften Hunden wiirden die Spirochéten schon im Vektor selbst unschédlich ge-
macht werden (GIPSON & DE SILVA, 2005), was einen indirekten Beitrag der

Impfung von Hunden zum Schutz des Menschen bedeutet.
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Einstufung als Non-Core-V akzine

Die Argumentation von Vogt et al. gegen eine Impfempfehlung von Hunden gegen
LB (VOGT & STEVENS, 2021) stiitzt sich unter anderem auf die hohe Effektivitét
und Wirksamkeit von PraventivmaBBnahmen wie Repellentien und Ektoparasitika,
welche die Blutmahlzeit der Zecke und die Ubertragung von Borrelien verhindern
sollen (FOURIE et al., 2013b; KONDO et al., 2014; BECSKEI et al., 2020). Wer-
den sie ordnungsgemil angewandst, stellen sie in den Augen dieser Autoren den
Goldstandard in der Infektionsvermeidung dar und machen eine Impfung unnétig
(VOGT & STEVENS, 2021). Die Verwendung dieser Schutzmoglichkeiten sollte
nicht in Konkurrenz zur Impfung von Hunden stehen. Vielmehr stellt der Gebrauch
von Spot-Ons, Sprays, Halsbindern oder Kautabletten eine der drei Sdulen im
Schutz vor LB dar. Die verschiedenen Optionen sollten fiir jeden Hund individuell
abgewogen und je nach Vertraglichkeit eingesetzt werden. Aufgrund der zuneh-
mend ganzjdhrigen Aktivitdt von Zecken sollten diese Schutzmafinahmen nicht nur
im Friithjahr und Sommer, sondern das ganze Jahr iiber angewandt werden. Voraus-
setzung fiir die Wirksamkeit ist aulerdem die korrekte Anwendung durch die Tier-
besitzer. Der Einsatz von Repellentien und Ektoparasitika unterliegt dennoch eben-
falls gewissen Limitationen, da Zecken gegen die Wirkstoffe Resistenzen entwi-
ckeln konnen (RAJPUT et al., 2006). Daher ersetzen diese Schutzmafinahmen nicht
die Impfung der Hunde, sind aber dennoch von entscheidender Bedeutung, da sie
nicht nur das Infektionsrisiko mit LB verringern, sondern auch Schutz vor anderen,
Vektor-libertragenen Krankheiten wie Babesiose, Ehrlichiose, Anaplasmose oder
Leishmaniose bieten konnen (FOURIE et al., 2013a; STANNECK & FOURIE,
2013; KRAMER et al., 2020; ALVES et al., 2022).

Zwar spielt die manuelle Entfernung der Zecken in der Prdvention eine Rolle
(DENNIS, 1995), doch stellt sie nur eine zusétzliche, notwendige und keinesfalls
eine alleinige Maflnahme dar, welche eine Impfung unnétig werden liee. Die
Hunde miissen nach jedem Spaziergang oder Aufenthalt im Freien sehr genau ab-
gesucht werden, was nicht nur einen wesentlichen zeitlichen Faktor darstellt, son-
dern sich aufgrund des Fells der Tiere auch mitunter als schwierig erweisen kann.
Jede einzelne Zecke muss gefunden und vollstidndig entfernt werden. Ist es schon
zu einer Ansaugung gekommen, besteht das Risiko, dass bereits Borrelien oder an-

dere pathogene Erreger iibertragen wurden.
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In Kombination und auch im Hinblick auf die Limitationen der weiteren, erwiahnten
PraventivmaBnahmen trigt die Impfung maf3geblich zum Schutz der Hunde vor LB
bei. Es wird nicht nur ein schwerer Krankheitsverlauf vermieden, sondern schon
die Infektion mit den pathogenen Erregern selbst (GIPSON & DE SILVA, 2005).
Gemal der Leitlinie zur Impfung von Kleintieren, evaluiert von der Stidndigen
Impfkommission Veterindrmedizin, wird die Impfung von Hunden gegen LB als
Non-Core-Vakzine eingestuft. Dies bedeutet, dass fiir jeden Hund zur Entschei-
dungsfindung fiir oder gegen eine Impfung als Schutzmafinahme eine individuelle
Risikobewertung stattfinden sollte (FRIEDRICH-LOFFLER-INSTITUT, 2021).
Tierbesitzer sowie Tierdrzte sollten sich demnach mit den verschiedenen Risiko-
faktoren, wie der geographischen Lokalisation, mdglichen Auslandsaufenthalten
oder dem Einsatz der Hunde auseinandersetzen, um eine fundierte Entscheidung fiir
die Gesundhaltung der Tiere treffen zu konnen. Arbeits- und Jagdhunde halten sich
haufig in Busch- und Waldgebieten auf und sind somit in hohem Maf} dem Risiko
von Zeckenbefall und Zeckenstichen ausgesetzt. Thre Ausbildung ist kosten- und
zeitintensiv und eine Infektion mit LB kann diese Hunde ungeeignet fiir ihre Nut-
zung als Arbeitshunde machen, da sie aufgrund von Schmerzen, Arthritis, Lahm-
heiten oder weiteren klinischen Manifestationen nicht mehr die notwendige Leis-
tung erbringen konnen. Zur Entscheidungsfindung muss auch dringend die Kennt-
nis liber die zunehmend ganzjdhrige Aktivitdt von Zecken und deren erweiterte,
geographische Verbreitung und Besiedlung neuer Lebensrdume einflieBen (GRAY
et al., 2021). In Deutschland zihlen Mecklenburg-Vorpommern, Brandenburg,
Berlin, Sachsen-Anhalt, Thiiringen, Bayern, Rheinland-Pfalz sowie das Saarland zu
den endemischen Risikogebieten (TIMCKE et al., 2022). Fiir Hunde, die in diesen
Bundesldndern leben, sollte die Impfung daher besonders in Betracht gezogen wer-
den. Auch etwaige Reisen in diese Gebiete oder sogar ins Ausland sollten in die

Entscheidung einflieBen, um den bestmoglichen Schutz zu gewihrleisten.

Die Entscheidung, Hunde gegen LB zu impfen, sollte also nicht grundsétzlich ab-
gelehnt werden, sondern wie von der Stindigen Impfkommission mit der Einstu-
fung als Non-Core-Vakzine angedacht, als Einzelfall mit individueller Risikoabwa-

gung erfolgen.
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Abbildung 8: Karte der gemeldeten Falle humaner LB in den Bundesldndern mit LB-
Meldepflicht in Deutschland der Jahre 2017-2021 (TIMCKE et al., 2022)
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Impfstoffe und Impfschemata gegen die Lyme-Borreliose

Fiir den Erfolg und Nutzen einer jeden Impfung ist die Wahl der Antigene im Impf-
stoff von entscheidender Bedeutung, so auch im Fall der LB-Impfung der Hunde.
Da die Verteilung der Borrelien-Spezies sich zwischen den Kontinenten unterschei-
det (BRANDA & STEERE, 2021), ist es nicht moglich weltweit einen gleichen
Impfstoff einzusetzen (GERN et al., 1997). Um Hunde bestmdglich vor LB zu
schiitzen, sollten die Impfstoffe Schutz vor denjenigen Spezies bieten, die fiir die
LB-Infektionen in dem jeweiligen geographischen Gebiet verantwortlich sind. In
Europa zdhlen hierzu B. afzelii, B. garinii sowie Bbss (CHOMEL, 2015). Da auf3er-
dem nur eine geringe schiitzende Kreuzreaktivitit zwischen den Spezies vorhanden
ist, sollten moglichst alle relevanten Borrelien-Spezies im Impfstoff als Antigen
enthalten sein (GERN et al., 1997; TOPFER & STRAUBINGER, 2006). Die in
Deutschland zugelassenen Impfstoffe sind mindestens bivalent, einzig der dieser
Arbeit zu Grunde liegende Impfstoff ist trivalent und bietet so Schutz vor drei Bor-
relien-Spezies. Die Wahl des Impfstoffes tragt also entscheidend dazu bei, in Kom-
bination mit den weiteren PriaventivmaBnahmen den bestmdglichen Schutz vor ei-

ner Infektion mit LB zu gewéhrleisten.

In einer Studie mit Pferden, in welcher die Tiere gegen LB geimpft und zwei Impf-
schemata miteinander verglichen wurden, konnte bereits gezeigt werden, dass eine
zweimalige Immunisierung zwar zu hohen spezifischen Gesamtantikorperspiegeln
fiihrte, diese aber bereits nach fiinf Monaten einem deutlichen Abfall unterlagen
und nur noch in geringer Menge nachzuweisen waren. In der Probandengruppe, in
welcher eine zusitzliche Impfung sechs Monate nach der Grundimmunisierung
durchgefiihrt wurde, konnte das spezifische Antikdrperniveau signifikant angeho-
ben werden, was auch in den Folgemonaten der Studie beobachtet werden konnte
(KNODLSEDER et al., 2019). Auch in der Humanmedizin konnte in Studien ein
signifikanter Anstieg der protektiven Antikdrper gezeigt werden, wenn Menschen
nach sechs Monaten eine Booster-Impfung erhalten haben (VAN HOECKE et al.,
1999). Die dieser Arbeit zu Grunde liegende, retrospektive Auswertung von Blut-
proben gegen LB geimpfter Hunde zeigt dquivalente Ergebnisse. Serumproben von
Hunden, welche nach den Empfehlungen des Herstellers geimpft wurden (V-basic),
wurden verglichen mit Hunden, die eine zusétzliche Auffrischungsimpfung sechs
Monate nach der Grundimmunisierung erhalten haben (V-plus). In beiden Gruppen

kam es nach der Grundimmunisierung (zwei Impfungen im Abstand von 21 Tagen)
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zu einem erwarteten Anstieg der spezifischen, protektiven Gesamtantikdrper. Ab
Tag 60 konnte in beiden Gruppen ein steter Abfall der Antikdrperkonzentration be-
obachtet werden. Dieser Abfall konnte in Gruppe V-basic bis zur jahrlichen Wie-
derholungsimpfung nach zwolf Monaten weiter beobachtet werden. In den Serum-
proben der Hunde, die die Auffrischungsimpfung nach sechs Monaten erhalten ha-
ben (V-plus), konnte nach diesem Booster ein deutlicher Anstieg der spezifischen
Antikorper verzeichnet werden und ein langsamerer Abfall dieser im weiteren Be-
obachtungszeitraum. Wéhrend sich die Antikorper der Gruppe V-basic nach zwolf
Monaten bei durchschnittlich unter 300 KELA-Einheiten befanden, konnten fiir die
Gruppe V-plus Durchschnittswerte von iiber 500 KELA-Einheiten gemessen wer-
den. Die jéhrliche Wiederholungsimpfung nach zwolf Monaten filihrte in beiden
Gruppen zu Maximalwerten und einem deutlichen Anstieg der spezifischen Anti-
korperspiegel, welche im Durchschnitt 610 KELA-Einheiten in Gruppe V-plus und
588 KELA- Einheiten in Gruppe V-basic erreichten. Ausreichend hohe Antikorper-
spiegel sind unerlésslich fiir den Infektionsschutz, welcher durch die Impfung er-
reicht werden soll (GOLDE et al., 1997). Der Vergleich der Antikorperspiegelki-
netik zeigt in Gruppe V-plus ein deutlich hoheres Antikérperniveau, welches iiber
einen ldngeren Zeitraum erhalten bleibt und durch die Auffrischungsimpfung sechs
Monate nach der Grundimmunisierung erreicht wird. Somit kann die positive Wir-
kung einer solchen Booster-Impfung auf die protektive Wirkung im ersten Jahr der
Grundimmunisierung deutlich abgeleitet werden. Auch die Untersuchung der Se-
rumproben beziiglich der OspA-spezifischen Antikorperfraktionen gegen die ein-
zelnen Genospezies (Bbss, B. afzelii, B. garinii) verdeutlichen den positiven Effekt
der zusitzlichen Auffrischung im ersten Jahr. Die Analyse von Serumproben der
Hunde, die gemidB den gegenwirtigen Empfehlungen des Herstellers geimpft wur-
den, zeigt einen deutlichen Peak der spezifischen Antikérper nach der zweimaligen
Grundimmunisierung. Im weiteren zeitlichen Verlauf kommt es aber zu einem deut-
lichen Abfall der Antikorper. Bei der gegen die Genospezies Bbss und B. garinii
untersuchten Antikorperinduktion wurden zum Zeitpunkt der jahrlichen Wiederho-
lungsimpfung Durchschnittswerte von 86 KELA-Einheiten gemessen, was unter
dem der allgemeinen Lehrmeinung anerkanntem, angenommenen protektiven Mi-
nimum von 100 KELA-Einheiten liegt. Auch bei den Untersuchungen der OspA-
induzierten Antikorperfraktionen gegen B. afzelii wurden nur geringfiigig hohere

KELA-Einheiten von 115 gemessen. Daraus ldsst sich ableiten, dass im Zeitraum
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zwischen der Grundimmunisierung und der jahrlichen Wiederholungsimpfung wo-
moglich nicht das erforderliche Antikorperlevel erreicht wird, um eine ausreichend
protektive Immunantwort zu bilden. Die Serumproben der Hunde, die eine Auffri-
schungsimpfung nach sechs Monaten im ersten Jahr erhalten haben, zeigen hinge-
gen nach einem zu erwartenden Anstieg der Antikorper nach der Grundimmunisie-
rung und deren Abfall in den folgenden vier Monaten einen erneuten, deutlichen
Anstieg der Antikdrperspiegel nach dem Booster. Die Antikorper blieben bei allen
untersuchten Proben der Gruppe V-plus gegen die einzelnen Genospezies deutlich
iiber der Minimalschwelle und erreichten zum Zeitpunkt der jdhrlichen Auffri-
schung immer noch iiber 400 KEL A-Einheiten im Durchschnitt, was durch die Imp-
fung nach zwolf Monaten nochmals erhoht wurde. Die Ergebnisse dieser Studie
zeigen deutlich, dass der Impfschutz, welcher durch die gegenwirtige Impfempfeh-
lung aufgebaut werden soll, aus deutlich niedrigeren Antikdrperspiegeln und einen
schnelleren Abbau dieser im ersten Jahr der Immunisierung besteht als nach einem
Impfschema mit einer zusétzlichen Booster-Impfung. Hunde, die nach Herstell-
empfehlung geimpft werden, sind womdglich nicht ganzjéhrig durch die Impfung
geschiitzt, was aufgrund der sich verdndernden Klimabedingungen aber eine uner-
lassliche Forderung an Schutzmafinahmen gegen eine Infektion mit LB ist. Durch
eine zusitzliche Impfung an Tag 120 kann im Angesicht der sich verschirfenden
Expositions- und Risikolage, was Zecken und die von ihnen tibertragene Infekti-
onskrankheit LB angeht, ein deutlicher Zugewinn an Schutz fiir Hunde erreicht

werden.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Die LB gilt als die hdufigste, von Zecken iibertragene Krankheit der nordlichen
Hemisphére (WU et al., 2011). Thre Erreger, Spirochéten aus dem B.-burgdorferi-
sensu-lato-Komplex, und ihre Vektoren unterliegen einer geographischen Diversi-
tét. In Europa zdhlen B. garinii, B. afzelii sowie B. burgdorferi sensu stricto zu den
hauptverantwortlichen Erregern (BRANDA & STEERE, 2021), iibertragen zumeist
durch den Gemeinen Holzbock (1. ricinus) (GRAY et al., 2021). Die unbestreitba-
ren Auswirkungen des Klimawandels bringen deutliche Verdnderungen der Popu-
lationsstruktur von Zecken mit sich. Eine zunehmend ganzjéhrige Aktivitit kann
beobachtet werden, sowie eine Erweiterung der bisherigen Lebensrdume
(DAUTEL et al., 2008; GRAY et al., 2009). Dies fiihrt zu einer Erh6hung des Ex-
positionsrisikos fiir Mensch und Tier und somit auch des Infektionsrisikos mit LB.
Im Gegensatz zu Menschen zeigen Hunde nach Infektion und Erkrankung nicht
immer eindeutige klinische Anzeichen (KRUPKA & STRAUBINGER, 2010) und
auch die diagnostischen Moglichkeiten unterliegen gewissen Limitationen
(STRAUBINGER et al., 2000; WANG et al., 2001; NUNES ef al., 2018). Dies
fiihrt zum einen zu unentdeckten Krankheitsfiallen und zum anderen zu einer langen
Zeitspanne vor Beginn der Therapie. Auch wenn diese mit antibiotischen Wirkstof-
fen bei addquatem Einsatz die klinischen Anzeichen reduzieren kann (LITTMAN
et al.,2018; VOGT & STEVENS, 2021), ist keine vollstdndige Erregerfreiheit ge-
wihrleistet und eine chronische Form der LB moglich (STRAUBINGER et al.,
1998). Neben Einschriankungen in der Lebensqualitit ist somit auch der wiederholte
Einsatz von Medikamenten nétig, um die klinischen Manifestationen zu reduzieren,
was potenzielle Nebenwirkungen zur Folge haben kann (SCHULZ et al., 2011;
WHITTEMORE et al., 2019). Aber auch im Sinne des One-Health-Gedankens, der
eine Reduktion des Antibiotikaeinsatzes in der Veterindrmedizin fordert
(BASSITTA et al., 2022; EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2022), sollte iiber
die zur Verfiigung stehenden SchutzmalBBnahmen Kenntnis herrschen. Die manuelle
Zeckensuche sowie die Anwendung von Ektoparasitika sind wertvolle Mafinah-
men, um Hunde vor LB sowie anderen, von Zecken iibertragenen Krankheiten zu
schiitzen (DENNIS, 1995; HONSBERGER et al., 2016; KRAMER et al., 2020),
doch auch sie unterliegen Limitationen (RAJPUT et al., 2006). Daher stellt die Imp-
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fung gegen LB eine unerldssliche, prophylaktische Maflnahme dar, um den best-
moglichen Schutz von Hunden zu gewéhrleisten, da nicht nur ein schwerer Krank-
heitsverlauf, sondern schon die Infektion selbst verhindert wird. Um diese protek-
tive Wirkung bestmdglich zu nutzen, sollten nicht nur diejenigen Antigene im Impf-
stoff enthalten sein, die fiir das Infektionsgeschehen verantwortlich sind, sondern
auch ein Impfschema angewandt werden, mit welchen zuverldssig ausreichend

hohe Antikorper erreicht werden konnen.

Die Ergebnisse der dieser Arbeit zu Grunde liegenden Studie zeigen deutliche Un-
terschiede in der Antikorperspiegelkinetik abhingig vom angewandten Impf-
schema auf. Hunde, die eine zusdtzliche Booster-Impfung im ersten Jahr der
Grundimmunisierung erhalten haben, konnten deutlich ldnger deutlich hohere An-
tikorper ausbilden als solche, die nach den gegenwértigen Empfehlungen des Her-
stellers geimpft wurden. Gleiches zeigen auch die Ergebnisse der Analysen der
OspA-spezifischen Antikorper gegen die einzelnen Genospezies. Da der Schutz der
Impfung in direktem Zusammenhang mit dem Erhalt und der Hohe der gebildeten
Antikorper steht, hat die Booster-Impfung einen positiven Einfluss auf die protek-
tive Wirkung. Es liegt also nahe, das derzeitig empfohlene Impfregime durch eine
zusétzliche Antigenverabreichung nach sechs Monaten zu erginzen, um den best-

moglichen Schutz in Anbetracht des steigenden Infektionsrisikos zu gewéhrleisten.
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VI. SUMMARY

LB is considered the most common tick-borne disease in the northern hemisphere
(WU et al., 2011). It’s causative agents, spirochetes from the Borrelia burgdorferi
sensu lato-complex, and their vectors are displaying geographical diversity. In Eu-
rope, B. garinii, B. afzelii, and B. burgdorferi sensu stricto are among the main
responsible pathogens (BRANDA & STEERE, 2021), transmitted mostly by the
sheep tick (. ricinus) (GRAY et al., 2021). The undeniable effects of climate
change cause significant changes in the population structure of ticks. Increasing
year-round activity can be observed, as well as an expansion of previous habitats
(DAUTEL et al., 2008; GRAY et al., 2009). This leads to an increase in the risk of
exposure for humans and animals and thus also in the risk of infection with LB. In
contrast to humans, dogs do not always show clear clinical signs after infection
(KRUPKA & STRAUBINGER, 2010) and diagnostic possibilities are also subject
to certain limitations (STRAUBINGER et al., 2000; WANG et al., 2001; NUNES
et al., 2018). This leads on the one hand to undetected cases of disease and on the
other hand to a long period of time before the start of therapy. Although therapy
can reduce the clinical signs when antibiotic agents are used adequately (LITTMAN
etal.,2018; VOGT & STEVENS, 2021), complete clearance of the pathogen is not
guaranteed and a chronic form of LB is possible (STRAUBINGER et al., 1998).
Thus, in addition to limitations in quality of life, repeated use of medication is nec-
essary to reduce clinical manifestations, which may result in potential side effects
(SCHULZ et al., 2011; WHITTEMORE et al., 2019). In addition, the One Health
concern demands the reduction of antibiotic use in veterinary medicine
(BASSITTA et al., 2022; EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2022), a conse-
quently awareness about further available protective measures is essential. Manual
tick screening and the use of ectoparasitics are valuable measures to protect dogs
from LB and other tick-borne diseases (DENNIS, 1995; HONSBERGER et al.,
2016; KRAMER et al., 2020), but they are also subject to limitations (RAJPUT et
al., 2006). Therefore, vaccination against LB represents an essential prophylactic
measure to ensure the best possible protection of dogs, since not only a severe
course of the disease but already the infection itself is prevented. In order to make
the best possible use of this protective effect, the vaccine should not only contain

those antigens that are responsible for the infection, but further, a vaccination
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scheme should be used, that reliably induces sufficiently high protective antibodies

levels.

The results of the study on which this work is based show clear differences in anti-
body kinetics depending on the vaccination scheme applied. Dogs that received an
additional booster vaccination in the first year of basic immunization were able to
form significantly higher specific antibody levels for significantly longer than those
vaccinated according to the current manufacturer's recommendations. The same re-
sults were observed when analyzing the OspA-specific antibodies against the single
genospecies. Since the protection of the vaccination is directly related to the mainte-
nance and level of antibodies formed, booster vaccination has a positive impact on
the protective effect. Therefore, it seems necessary to add an additional antigen ad-
ministration after six months to the currently recommended vaccination regime to

ensure the best possible protection regarding the increasing risk of infection.
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