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Einleitung 1

. EINLEITUNG

Die Lyme-Borreliose [B) gilt als de haufigste, von Zecken Ubertragene Krankheit
der noérdlichen Hemisgine (WU et al, 201]). Bei denErregen dieserErkrankung
handelt es sich urBakterien de8orrelia burgdorferisensu lat (Bbsl)-Komple-
xes,benannnachWilly Burgdorfer, welcher sie im Jahr 1982 zum ersten Mal be-
schrieben haBURGDORFERet al, 1982) LB ist eine multisystemische Erkran-
kung, an welchr nicht nur Menschen, sondern auch Tiere erkranken KO-

rend in der Humanmedizin d&ythema migran$EM), eine spezifische Halé-

sion, als haufigste und friNgeranderundgoekannt isSTEERE, 1989)sind die
klinischen Anzeichen bei Hunden weitaus unspezifiscloelass kein einheitliches
Krankheitshild beschrieben werden ka#iinische Manifestationerbei Hunden
schlieRerlahmheiten, erh6hte Korpertemperatur, Arthritis oder Gelenkschwellung
ein (STRAUBINGERet al, 1997a) Aber auch kardiologisch&uswirkungen Ne-
phritis, neurologische Stérungen oder Myositierdenin der Literaturaufgefuhrt
(RAYA et al, 2010; INOKUMA et al, 2013; ADASZEKet al, 2020; PREYR
JAGELEREet al, 2022) Die Verteilung der Erregerspezies unterliegt einer hohen
geographischen Diversit&ur den europaischen Kontinent zahemarinii, B. af-

zdii sowieBbsszu denwichtigsten Erregerder LB(BRANDA & STEERE, 2021)
Nicht nur die Erreger unterscheiden sich zwischen den Kontinenten, sondern auch
die Vektoren. In Europa gilt der Gemeine Holzbdckicinus), ein Vertreter der
Schildzeckenals hauptverantwortlicher Vekt¢GRAY et al, 2021) Dieser infi-
ziertsich durch den Saugakt an Wildtierane zumBeispielWaldsaugetieren und
Vogeln(GERNet al,, 1998) welcheals Reservoir dieneie Aktivitat von Zecken

ist temperaturabhangig und konnte somit bisherbatsodal saisonal beachtet
werden(MACLEOD, 1936) Aufgrund deKlimawandels undlemdamit einher-
gehendermemperaturanstieqiuss von einer Zunahme der Aktivitat als auch der
Reproduktion von Zecken awsgangen werde(DAUTEL et al, 2008) Durch
diese Entwicklung steigt das Risiko fir Mensch und Tier, von Zecken befallen und
mit Erregern der LB infiziert zu werdamd zu erkrankenwas den Praventivmal3-
nahmen einen noch hoheren StaiNert verleint Wahrend es fir den Menschen im
Moment keineMdglichkeit einerimpfung gegen die LB gibt, existieren fir Hunde
mehrere zugelassene Impfie in DeutschlandNicht nur deren jahrliche Wieder-
holung, sondern auch das richtige Impfschema sind unerlasslich, um die Schutzwir-

kung der Impfung in Anbetracht des steigenden Infektionsrisikos zu optimieren und
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ganzjahrig zwerhaltenDas Ziel dieseratrospektiven Studie war es, die Antikor-
perspiegel von Hunden nach der Immunisierung durch Impfung im zeitlichen Ver-
lauf eines Jahres dazustell®urch die Anwendung zweier unterschiedlicher Impf-
schemata sollte aul3erdem der Effekt emesatzlichen, sogenannten Boodtap-

fung auf die Hohe und decrhalt der gebildeten Antikérper und den damit verbun-
denen Schutz der Tiere veranschaulicht werden. Der verwendete Impfstoff, Me-
rilym 3 (Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim am Rheeytsch-

land), ist in Deutschland der einzig zugelassenpfstoff, welcherSchutz vor In-
fektion mit dreiin Europa vorherrschendemd fur die LB verantwortlichekrre-

gerspezies bieteB. garinii, B. afzelii sowieBbss.
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. L ITERATURUBERSICHT

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

1.1 Beschreibungund mikrobiologische Zugehdrigket der Erreger

Im Jahr 1982 beschrieb Willy Burgdorfer spiralformige Bakterien mit einer Lange
von 320 um sowie einem Durchmesser von 0,5 um (BURGDORFERet al,
1982) Benannt wurde diese Spezies nach dem franzésischem Mediziner Amédée
Borrel (WRIGHT, 2009) Die Gattung deBorrelia wird der Familie deBorreli-
aceaezugeordnet, welche mu Stammder Spirochaetotayehort (PARTE et al,
2020) Eine Besonderheit der Spirochéaten stellt die Tatsache dar, dass sie sowohl
Uber ihre ribosomale RNA Sequemis auch durch ihre Morphologie identifiziert
werden konne(WOESE, 1987)Sie lesitzen Axialfilamentewelche als Endofla-
gellen dienen und deren Kontraktilitat fir den spiralartigen Charakter sowie die
Motilitat der Bakterierverantwortlich isf GRAY et al, 2002) Innerhalb der Gat-
tung Borrelia findet sich eine Vielzahl verschiedener Spezies wieder, von denen
bislangdreiHauptgruppen eine besondere Bedeutung zugeschrieberigiRlep-
tilien-assoziierten Borrelie(TAKANO et al, 2010) die Riickfallfieber Borrelien
sowie die Borelien desBbsl-Komplexes(CUTLER et al, 2017) Dieser Gruppe
werden gegenwartig Uber 20 Genospezies zugeqrdaainter auch die Erreger
der LB (WOLCOTT et al, 2021) Zwar gilt die LB sowohl in Europa als auch in
Nordamerika als eine der haufigsten Infektionskrankheiten, denwedendie zu
Grunde liegendehakteriellen Erreger einige Unterschietezuglich ihnre geogra-
phische Vorkommens ihrer Vektoren ihrer Wirtsspezifitat ihres Gewebstros-
mussowieihrer Pathogenitéauf(KUROKAWA et al, 2020) In Nordanerikawird
dieLB durch die Genospezi&bssverursach{WORMSERet al,, 2008; STANEK

et al, 2012) In Europa sind die hauptveraratlichen Krankheitsvarsacher

B. afzelii, B. garinii, Bbss B. bavariensissowie B. spielmanii(STANEK et al,

2011; STRNADet al, 2017) Je nach geographischer Lokalisation werden diese
verschiedenen BorrelieBpezies drchunterschiedlich&peziesier Familie Ixodi-
daetbertragenWahrend in Nordameriklascapularisundl. pacificusals Vektoren
fungieren(DENNIS et al, 1998; PIESMAN & GERN, 2004¥indet die Ubertra-
gung in Europa hauptsachlich Gdericinus statt (GRAY, 1998) Die einzelnen
BorrelienSpezies besitzen eine unterschiedliche Speziitét damit ein breites
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Spektrumhinsichtlich ihrelWirtsorganismeftKURTENBACH et al,, 2002) Wah-
rendB. afzeliivor allen auf Kleinsauger wie Nagetiere &®servoiwirt angewie-
sen ist, wirdB. garinii durchVVogel auf Zecken UbertragdGERN et al, 1998;
HANINCOVA et al, 2003; TARAGEL'OVAet al, 2008) Bbss hingegen konnte
aus beidedlieseReservoiwirte isoliert werderfTUFTSet al, 2019) DieseAdap-
tionsfahigkeit vorBbsl an verschiedene Wirtsorganisngtellt einen wesentlichen
Faktor fur deren geographische Verteilusgwie ihre Populationsstruktur dar
(VAN DAM, 2002; MARGOSet al, 2009) Moglich wird diese Adaption an un-
terschiedliche Wirtedurch eine sich zwischen den Genospemiggrscheidende
Interaktion mit dem Komplementsystem ihrer Wii#@@&RAICZY et al, 200L). Das
Komplementsystem spielt eine bedeutende Rolle bei der kdrpereigenen Abwehr
von Pathogeneunnd fiihrt Gber die ausgeltste Kaskadebesten Falku deren Eli-
mination(MERLE et al, 2015)
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1.2 Vektoren desBbsl-Komplexes

Die LB qilt als die haufigste, von Zecken Ubertragene Erkrankung der nordlichen
HemisphargWU et al, 2011) In Europa zahlt. ricinus, der Gemeine Holzbock,

zu den hauptverantwortlichen Vektoreer aucH. persulcatugst ein bedeuten-

der Vektor fur Teile Eurasns (SkandinavioNGRAY, 1998; VASSALLOet al,

200Q LAAKSONEN et al, 2017) Auf demnordamerikanischen Kontinersind

|. scapularissowiel. pacificusvorherrschend fiir di€Jbertragungverantwortlich
(PIESMAN & GERN, 2004)I. ricinusist in nahezu ganz Europa aufzufinden und
wurde sogar in Nordafrika beschrieb@OUATTOUR et al, 2004) was seine
Anpassungsfahigkeit an verschiedene geographische Gegebenheiten unterstreicht.
Als Vertreter der SchildzeckereichnesichseinmehrjahrigetLebenszykls durch
unterschiedlich&tufen dargestellt in Abbildung Bus Ei, Larve, Nymphe, Adulte
(MARQUES, 2010)In jedemdieser Stadierst eine Blutmabhlzeit unabdingbar, um

die Entwicklung zum néchstdrebensabschnitibzuschlie3® Dabei kdnnerPa-
thogene von infizierten Reservioaren aujfenommen werde(STANEK, 2009)
Wahrend Larven in niedrigen Vegeatatsschichten bis zu 20 cm Hohe leben und
an Kleinsaugern, Reptilien und Végeln saugen, kann man Nymphen auch in héhe-
ren Vegetationsschichten bis zu 40 cm finden. Zu ihren bevorzugten Wirten zahlen
kleine und mittelgrof3e Séaugetietei)s auchNVeidevieh, Wld und MenscherNach

der Blutmahlzeit kommt es zu einer erneuten Hautung und Entwicklung zur adulten
Zecke. Weibliche Tiere bendtigen zur Komplettierung des Reproduktionszyklus
eine dritte Blutmahlzeitmeist auf grol3ere Saugetiere wie Wildwiederkauern
Nachkdem cr Paarungsakt mit mannlichen Zecken defn Wirtsorganismus er-
folgt ist, leg eineweibliche Zecke c&.000-3.000 Eier im Bodermb, aus welchen

sich nachbis zu zwei Monaten Larven entwickeRIESMAN & GERN, 2004,
FRANKE et al, 2008;STANEK, 2009) I. ricinus zeigteinenur geringe Wirtsspe-
zifitat und befalltsowohl Saugetiere unterschiedlicher Grifde auchvégel und
Reptilien. Insgesamt wurden bereits mehr als 300 verschiedene Wirte beschrieben
(ANDERSON, 1991)Da mannliche, adulte Tiere nur geringe Mengen Blut ihrer
Wirtstiere aufnehmen, wird ihrer Rolle als krankheitsibertragende Vektoren keine
grof3e Bedeutung zugesdBIESMAN & GERN, 2004)Die Umgebungstempera-

tur und die Luftfeuchtigkeit stellen zwei essenzielle Voraussetzungen fir die Ent-
wicklung, Reproduktion sowie die Aktivitat der Zecken @aiNDGREN et al,



I1. Literaturiibersicht 6

2000; GRAYet al, 2009; SIROTKIN & KORENBERG, 2018Es wird angenom-
men, dass die Stoffwechselrate wéhrend zu niedriger Temperatictérausrei-
chend hoch ist, damit die Zecken aktiv auf Wirtssuche gehen ki@iekRK,
1995) Um wahrend der sogenannt@ff-HostPhasein der sich die Zecke zu kei-
nerBlutmabhlzeit an einem Wirt befintdend welche bis zu 90 % ihres Lebenszyk-
lus einnehmen kanNEEDHAM & TEEL, 1991; RANDOLPH, 2004)u tberle-
ben, istl. ricinus auf eine relative Luftfeuchtigkeit von mindestens8@ngewie-
sen.st diese Rate gegeben, kdnnen sie aktiv Wasser aus ihrer Umwelt bzw. aus der
Luft aufnehmenlst die Luftfeuditigkeitjedochgeringer, wird eigenes Koérperwas-
ser verbrauch(KAHL & KNULLE, 1988). Diese Gegebenheiten fiaa sich vor
allem in Laub und Nadelwaldern, Weideaund Moorlandschaften aber auch in
Laubschichten nahe der Erde sowie stadtischen ReikBLOCK et al, 2013)

Zur Wirtssuche erklimmi ricinus aktiv Teile derumgebenden Vegetatidms hin

zu einem Meter Hohend reagiert vor allem auf unspezifische Stimuli wie Veran-
derungen des Kohlenstoffdioxidgehalts, Vibrationen, plotzlich auftretende Schatten
sowie TemperaturerhohungéBRAY et al, 2021; NOLZENet al, 2022) Ist die
Wirtssuche von. ricinus erfolgreich und es kommt zu einer Blutmahlzeit, besteht
fur den Wirt das Risiko der Ubertragung pathogener ErregeBisg aber auch
AnaplasmaphagocytophilumBabesiaspp., Rickettsiaspp. sowie dem Friihsom-
merMeningoenzephaliti¥/irus (KLAUS et al, 2010; MEDLOCKet al, 2013;
CUNZEet al, 2022; WEBER, 2022)

= WEIBCHEN

e <{J' Wirtsakt, HERBST
&7 | DRITTER  saugakt und
Abfallen der L g w Paarung
Zecke = =
VOLLGESAUGTES / .
ADULTES .
WEIBCHEN + ]
: bad e ADULTES

Hautung

! Eiablage .

‘ wiRtszvkus  /,\ vousesceee | bio

L | __RENDER

‘ EIER IXODES
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Schlupf der
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- WIRT

NYMPHE \ Eier
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~ !»4‘.‘:.\
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Abbildung 1: ZweijahrigerWirtszyklus vonl. ricinus.

Der innere Kreis beschreibt das elstébensphr, wahrend der duRere Kreis das zweite
Lebensjahr darstellt.
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1.3 Einfluss des Klimas

Die Aktivitat von Zecken unterliegt den auf3eren EinflissenTemperatur, Nie-
derschlag und relativer LuftfeuchtigkéMOLZEN et al, 2022) Larven zeigen ihre
Aktivitatsspitzen von Mabis Juni sowieAugustbis Oktober, wahrend Nymphen
von April bis Mai sowie Septembédis Oktober am aktivsten sind. Die Aktivitats-
peaksderadulten Stadien voh ricinus zeigen sich von Mabis Juni undin einer
zweiten Welle von Septembbis Oktober(GRAY, 1991) Diesebimodalesaiso-
nale Aktivitatist diebiologische Strategie von Zecken, die flr sie unginstigen Ve-
getationsperioden zur Wirtssuche zuaeiden Der Hochsommer mit heiRen Tem-
peraturen und einer geringémftfeuchtigkeitsowie niedrige Temperaturen im
Winter werdendabei vermieden und sicheri-ricinus-Zecken das Uberleben
(GRAY et al, 2016) Doch auch Zecken sind adaptionsfaligr Klimawardel,
welcher zu milderen Wintern und verlangerten Frihjahd Herbstperioden fiihrt,
bedingteinezunehmendjanzjéahrige Aktivitat der Zecken und die Mdglichkeit zur
Verbreitung innérdlichere Breitengrade, sowiegrofRere Hohenlagewelche sie
zuvor aufgrund ungunstigeklimatischer Bedingungen nichbesiedeln konnten
(GRAY et al, 2009; MEDLOCKet al, 2013) In Schweden konnte in einer Studie
von 2009 gezeigt werdedass Zecken in Regioné@n Norden des Landegefun-
denwurden wo sie in den friihen 1990er Jahren noch nicht beschrigbeten
Gleichzeitig wurde ein Anstieg der Zeckenpopulation in Regionen in il
Zentralschweden beobachtet, in welchen LB enddmasidtritt (JAENSONet al,
2012) Zwischen 1976 und 2016 wurde auch in Island ein Anstieg des Zeckenauf-
kommens verzeichnet, wobei Hunde die haufigsten Wirte Wa&EeRREDSSON

et al, 2017) In 6stlichen Teilen Sibiriens hat eine Studie signifikante Zusammen-
hange zwischen der jahrlichen Durchschnittstemperatur sowielytérothermik

mit der Dokumentation von Zeckstichendargeleg{VLADIMI ROV et al, 2021)
Sogar in Deutschland, wo die eigentliche Zeckensaissiang von Marzoder
April bis Oktoberoder 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 Aktivitat va l. ricinusin einem zentraleuropaischem Land nach-
gewiesen werde(DAUTEL et al, 2008) Durch die zunehmende Eroberung neuer
Habitate und die¢empeaturbedingtverlangerte Aktivitat der Zecken kommt es zu

einemerhdhtennfektionsdruck und einem steigenden Risiko fur Mensch und Tier,
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von Zecken befallen und durch diese mit von ihnen Ubertragenen Krankheiten wie
LB infiziert zu werdenDieseimmer hauiger beobachtete&ntwicklungen in der
Dynamik der Zeckenpopulatiphedingt durch Veranderungen des Klintaganz
Europaals auch auf anderen Kontinentenllten zum Anlass genommen werden,
die praventiven MaflRnahmen fir Menschen und Taareptimiererund deren Not-
wendigkeit zu unterstreichen, um die Verbreitung von Krankheiten wie LB einzu-

dammen.

&
=)

B /- ricinus present
L ricinus intreduced
B /. perscutates prasant

B /. ricinus & [ persculatus present
Linknown

Ouside scope

Abbildung 2: Verbreitung von. ricinus undl. persulcatusn Europa im Jahr 2022
(KAHL & GRAY, 2023)
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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
den Erregerinfiziert, sondern missen diese durch eine erste Blutmahlzeit an einem
bereits infizierten Reservoiwirt aufnehmen (BURGDORFER et al, 1982;
MAGNARELLI et al, 1987) Durch chemotaktische Signale erreichen die Borre-
lien die Lokalisation des Zecksiiches von wo sie mit dem aufgenommenen Blut
des Reservowirts dann n denMitteldarm der ZeckgelangenMURFIN et al,
2019) Der dort vorherrschende niedrige{ert sowie dieeckeneigeneimmun-
mechanismen zwingen die Borrelien zu Evasitragegienum sich erfolgeichzu
etablieren und zu UberlebdKENEDY et al, 2012) Hierbei kommt dem OspA
eine besondere Rolle zQuter surface proteinfOsp) sind Proteine, die auf der
Oberflache von Bakterien lokalisiert sind und unterschiedliche Rolleimfikti-
onsmechanismus spielROTTGERDINGet al,, 2017; BOOTHet al, 2022) Im

Fall derBorreliensind vor allemOspA und OspGowie ihre gegenseitige Regula-
tion zu erwdhnefKUROKAWA et al, 2020) Die Expression von OspA ermdg-
licht den Borrelien die spezifische Bindung an Proteine im MitteldamZdeke
(PAL et al, 2000) wie dem TROSPA, welche sich im Epithelium des Zeckendarms
befinden(PAL et al, 2004a) Zwar sind die genaneBindungsmechanismen noch
nicht vollstandig geklart, doch wird dieser Schritt als der erste in der Kolonisation
der Borrelien des Mitteldarms der Zecke betracheAL et al, 2004a;
URBANOWICZ et al, 2016) Durch die Bindag von OspA an TROSPA wird den
Borrelien ein Verweilen innerhalb der Zecke ermdéglicht, bis es zur nachsten Blut-
mahlzeit kommt. Somit hat dieses Oberflachenprotein vor allem eine Adisasi
funktion (FINGERLE et al, 2002; PIESMAN & SCHNEIDER, 2002;
KUROKAWA et al, 2020)
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Abbildung 3: Aufnahme vorB. burgdorferiaus einem infizierten Wirt in die Zecke
(KUROKAWA et al, 2020)

awahrend der Blutmahl zei wi ratn ko mmih -é :nf2 wn eA
nahwmeB. burgdodferiZecke. Speichelproteine dei
z¢ndungsreaktion des Wirtes und f¢ghren so zu
Nach dieser kommt es zu einer wechselseitige

wel che an deopnROpetfefaohgtspmatei nen beteilig

bSpiroohedtchhre mit der Blutmahl zeit auf genomit
Mitteldarm der Zecke und verweilen dort bis
Oberfl2achenproteinenesniem¢tl mmusise rmeregdem wind
das Verweilen im Mitteldar m. Es kommt vor al
und TROFAzeppabNncher sich auf der | uminal en Se
det und welcher durch diei AuZeakeehdehr S8gulbd

Wahrend desachsterSaugaktesst die Ubertragunder Spirochatean der Loka-
lisation des Zeckestiches wieder mit Herausforderungen fir die Borrelien verbun-
den, da sich die Gegebenheiten zwischen Vektor und(WWerhperatur, pFHWert,
COx-Gehalt) verandern(CARROLL et al, 1999; HYDE et al, 2007;
KUROKAWA et al, 2020) Durch diese Stimuli kommt eau einerVeranderung
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der Oberflachenstruktur der Borrelien Mitteldarm der Zeckeind einer verrin-
gerten Expression von OspAowie einer vermehrten Expssion von OspC
(SCHWAN et al, 1995; RAMAMOORTHY & SCHOLL-MEEKER, 2001) Zwar

ist die genaue Beteiligung und der Einfluss von OspC an der Wanderung der
Spirochatervom Mitteldarm Uber die Hamolymphe denSpeicheldriseder Ze-

cke Gegenstand widerspruchlicher Datenlagdch entspricht es der allgemein an-
erkannten LehrmeinungGRIMM et al, 2004; PALet al, 2004a; PALet al,
2004b; RAMAMOORTHIet al, 2005; TILLY et al,, 2006) Sind die Borrelien in

den Speicheldriisen der Zecke angekommen, kommt es zu einer Bindung des Ze-
ckenspeichelproteins Salpl5 @as OspC auf der Borreligbberflache Dies tragt

dazu beidie Immunmechanismen des Wirtesi der Transmissionu inhibieren
(RAMAMOORTHI et al,, 2005) Auch dem Speichel der Zeckselbstkkommt eine
besondere Bedeutung zu. Er enthalt antikoagulative, antiinflammatossehe
immunmodulierende Molekile, welche von den Erregern genutzt werden, um den
Immunmechanismen des Wirtes auszuweich@LIVEIRA et al, 2011;
BOULANGER, 201 &tal, ZDiEDMIamitdie Borrelien erfolgreich in
ihren neuen Wirt Gbertragen werdemjss die Dauer des Saugaktes mindestens 24
bis 48 Stunden betragéRIESMAN & SINSKY, 1988; PIESMAN, 1993)le lan-
gerdie Blutmahlzeit der Zecke dauedesto wahrscheinlicher wirdediTransmis-
sionder PathogenéEISEN, 2018)Allerdings existieren Fallberichte, in denen die
experimentellé&Jbertragung von Borrelien bereits nach 17 Stunden erf({gtelL

et al, 1998)
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2.2 Immunreaktion nach Infektion mit Borrelia burgdorferi

Das Immunsystem eines Wirtes, bestehend aus einem angeborenen und einem
adaptiven, spezifischérell, ist entscheidend fur den Schutz eines Organismus vor
Pathogenen unihfektion (BALDWIN et al, 2023) Wahrenl der Ubertragung der
Borrelien tber den Zeckenspeichel ist es unvermeidlichdenitmmunabwehih-

res neuen Wirtes in Kontakt zu komm@OGAN et al, 2022) An der Lokalisa-

tion desZeckenstichekommt es zu ersten unspezifischen Reaktioneradgsbo-
renenimmunsystemsPolymorphkernige neutrophile Granulozyt@MN), Mak-
rophagenund Plasmazellen wandern e(l ARTER et al, 1999; STEEREt al,
2004) Bei ihrem weiteren Wegurch das Wirtsgewebe bleiben die Borrelien vor-
wiegend im extrazellularen Raum und locken weitere nphite Granulozyten an,
welche durch ihre Degranulierung eine Entzindungsreaktion initiieren
(STRAUBINGERet al, 1997a; HARTERet al, 1999) Die klinischen Verande-
rungen treten vor allem in Gelenken &dnnenaber auch im Herzmuskel oder im
Nervensystenvorkommen(STEERE, 1989)In diesen Geweben kommen viele
kollagene Fasermit einem hohen Anteil an Glykosanoglykanenvor. An diese
wiederum kénnen Borrelien binden, da sie einen GlykosaminogiRleae ptor be-
sitzen(ISAACS, 1994; LEONGet al, 1995; PARVEEN & LEONG, 2000)m
Anschluss kommt es zu spezifischen Abwehrmechanismen des humoralen Immun-
systems. Es kommt zur BildungwIimmunglobulin (g) M, deren Auftreten kenn-
zeichnend ist fur die frihe Phase der Infektiomweiteren Verlauf des Infektions-
geschehenrfolgteinKlassenwechsel von IgM zu Ig@&RAFT et al,, 1984) Diese
lassen sich ab einem Zeitraum von vier bis sechs Wochen nach Infektion erstmals
nachweisemund konnten in experimentell infizierten Hundeach 560 Tagen im-
mer noch detektié werden(STRAUBINGER, 2000) Betrachtet man im frihen
Infektionsgeschehen die Antikper genauer, sind es vor allem Antikdrper gegen
OspC und Flagellin (p41), die in Seren von Btisl infiziertenMenschen und Hun-

den nachgewiesen werden konf@KIN et al, 1999) Da es allerdinggu Kreuz-
reaktionenmit Flagellinen anderer Bakterien kommen kann, sollte diese Antikor-
perreaktion bei Hunden nicht als spezifischer Marker fir eine Infektion mit LB be-
trachtet werderfSHIN et al, 1993; WAGNERet al, 2012) Wahrend die ggen
OspC gerichteten Immunglobuline im spateren Verlauf der Infektion wieder abfal-
len, kommt esvahrend des gesamten Infektionsgeschehexder bei Menschen
noch Hunden zu einer nennenswerten Bildung von Antikdrgegen OspAda
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diesesbereits in der Zecke herunter reguliert wer(@REERE, 1989; LEV ¢t al,
1993) Die Bildungundder Klassenwechsel der Immunglobuline des Wirtes haben
die Elimination der Erreger zum Ziel. PMNs und Makrophagen sollen eine Pha-
gozytose initiieren, und die Aktivierung d&€emplementsystems soll zur Lyse der
Bakterien fuhredAYDINTUG et al, 1994; COLLINS, 2016)Um im Wirt zu per-
sistieren und so zu einer chronischen LB zu fiihren, missen die Bodetsan
Abwehrreaktionen umgehen und eigene, immunevasive Mechaneameickeln,

um sich der Immunantwores Wirbeltiewirts zu entzieheiftK ARVONEN et al,
2021; COMBSet al,, 2022) DasOberflachenproteiVIsE, ein hochvariables Pro-
tein, spielt eine entscheidende Rolle als Virulenzfakis bestehin seinem Zent-
rumzum einen aus hochkonstanten Bereichenipglariable regionIR 1-6, welche

sich nicht verandern kénnen und somit die Bildatgauch Bindungon spezifi-
schen und frih ingzierten Antikdrpern hervorruff@HANG et al, 1997; LIANG

et al, 1999; PHILIPPet al, 2001) In dervariable region demvariablen Bereich
des Proteinkingegenkommt esmmer wiederzu Verdnderungen der Aminosau-
resequenzyas zweiner Variation der Antigenstruktéiihrt. Durch diese bestandige
Veranderung der Struktur werden vom Wgebildete Antikérper unwirksam, da
sie durch die Oberflachenvariation keine geeigneten Bindungsstellen mehr finden
(ZHANG et al, 1997; ZHANG & NORRIS, 1998; EICEN et al, 2002;
MCDOWELL et al, 2002) Diese Variabilitat ermdglicht es den Borreliegtem
wirtsseitigemlmmunsystem zu entgeheim ihm zu persistiereand eine chroni-
sche Infektion zetablieen (ZHANG et al, 1997; ZUCKERT, 2013)
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2.3 Krankheitsbild der Lyme-Borreliose beim Hund

Die Diagnosesowiedie 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 nufb der infizierten Hund&linisch auffallig werdenDiese

Zahl stammt aus einer von Lewgt al. verdffentlichten Studie(LEVY &
MAGNARELLI, 1992)und wurde in den folgenden Jahreiederholtzitiert. An-

dere Studien zeigen jedoch deutlich abweichende ErgeblnssaemdieserVer-
sucle konnten bei’5% der experimentell infizierten Hundénische Manifestati-
onenfestgestellt werdeiSTRAUBINGER et al, 1997a) Straubingeret al. be-
schrielenin einem anderen Experiment bei%der Hunde klinische Auffalligkei-

ten (STRAUBINGER, 2000) In einem weiteren Versucteigten 7% der Hunde
Anzeichen einer klinischen Erkranku(@ALLISTER et al, 2000) Wahrend das

EM das friheste und haufigste Symptom in der Humanmedizi(SIBEERE,
1989) findet man dieskutane Manifestationichtbei infizierten Hunde(APPEL

et al, 1993; STRAUBINGERet al, 1997b) Das Krankheitsbild deArthritis ge-

hort zu den am haufigsten beschriebeAareichender LB beim Hundund kann
sowohlbei experimentell als auch natirlich infizierten Hungeritreten(APPEL

et al, 1993; LAFLEURet al, 2010; LESCHNIKet al, 2010) Es kommt zu
Schmerzen und Schwellungen in den betroffenen Gelenken, was zu kfivasch
festerLahmbheit unterschiedlicher Auspragufuhrt Zwar kanneine solcheohne
adaquate Therapie nach wenigen Tagen abklingi@ardings sind rezidivierende
Lahmheiten, auch an unterschiedlichen GliedmalRen im Sinne einer Polyarthritis
beschriebefAPPELet al, 1993; STRAUBINGERet al, 1997a; STRAUBINGER

et al, 1998) Bei experimentell infizierten Hunden wird eine haufige Korrelation
zwischen der St der Zeckenexposition und der Lokalisation der Beschwerden
beschriebefSTRAUBINGER, D00). In Punktaten der betroffenen Geleikkan-
tenein vermehrter Zellgehalt, dominiert von PMNSs, sowie ein erhféhtes Volumen
an Synovialflissigkeit festgestellt werdef8TRAUBINGER et al, 1997a;
STRAUBINGEREet al, 1998) Abgeschlagenheit, Lethargie und reduziertes Fress-
verhalten sowie Erhéhungen der Kdrpertemperatur bis hin zu Fieber kénnen auf-
treten (APPEL, 1990; AZUMA et al, 1994; STRAUBINGERet al, 1997a;
CALLISTER et al, 2000) Aber auchin anderen Organsystemsimd in der Lite-
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raturklinische ManifestationederLB beim HundbeschrieberVerschiedene For-
men der Glomerulonephritis wurden 1997 ersthmalZusammenhang mit Borre-
lien-Infektionenerwdhnt An Nephritis erkrankte Hunde waren signifikant jinger
als solche, die an anderen Femvon Nephropathien erkrankten und zeigten-
rexie, Erbrechen, Lethargie sowie GewichtsverlDgs Weiterenzeigtendie er-
krankten Tiere Azotamie, Uramie und Protein{BAMBACH et al, 1997) Auch
Hyperphosphatamie wurde im Zusammenhang zwischen seropositiven Hunalden
einerprotein-losing nephropathypeschriebetBORYSet al, 2019) Detmeret al.
beschreibnplétzliche Todesfélle voanter 16WochenaltenWelpen,bei welchen
eine polygranulomatose Migarditis diagnostiziert wurdeBei all diesenWelpen
wurdeB. burgdorferiimmunhistochemisch nachgewiesée festgestellten Lasi-
onen der postmortalen Untersuchung der Herzenbgamllen Welperahnlich
(DETMER et al, 2016) Bei einem weiteren Fall konnte in einer Probe von Herz-
gewebe genetisches Material von Borrelrathgewiesen werden. Der euthana-
sierte Hund zeigte vier Wochen nach einem Befall mit Zedkereichenvon
Lahmbheit und Herzversagen, welche nicht auf eine antibiotische Therapie anspra-
chen Serologische Untersuchungelentifiziertenaul3erdenspezifische Antikor-
per gegerB. burgdorferiADASZEK et al, 2020) Auch neurologische Auffallig-
keitenwerden in der Literatuaufgefiihrt Nach dem Befall mit Zecken wurden in
zwei FallenAstasie Hyperreflexieund tonische Muskelkrampfe bei Hunden be-
schrieben. In den Serumproben beider Tiere korspeaifischeAntikdrper gegen

B. burgdorferinachgewiesen werden. Die neurologiscigrzeichenklangenin
beiden Fallerschon kurz neh Beginn einer antibiotischen Therapie wid die
Hunde zeigten eine deutliche Verbesserung kleischen Allgemeinzustandes
(AZUMA et al, 1993)
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2.4 Krankheitsbild der Lyme-Borreli ose beim Menschen

Die klinischenSymptomeeiner humanen LB werdezingeteilt inein frihes loka-

les, ein frihes disseminiertes sowie ein spates KrankheitsstédAdnhSH et al,

1993; STEEREet al, 2016) Da es aber zu imdduellen Unterschieden im Krank-
heitsverlauf kommen kann, ist diese Einteilung als eine theoretische zu betrachten,
die nicht immer den tatsachlichen Symptomen oder ihrem zeitlichen Auftreten ent-
spricht(WORMSERet al, 2006; STANEKet al, 2012) Eine weitere Einteilung

kann in Frihmanifestationen, welchach Tagen bis Wochen, und in Spatmanifes-
tationen, welche nach Monaten bis Jahren auftreten, erf(fJ&fERE, 1989)Die
Unterschiede in der Haufigkeit und Auspragung der Symptome auf dem europai-
schen unchordamerikanischen Kontinent sind auf die geographische Diversitat der
Erreger zurtckzufihreSTANEK et al, 2012; MEAD, 2015)Jede der Speziés
Bbss,B. afzeliiundB. gariniii kann mit einem gewisségbewebstropismus Mer-
bindung gebracht werdgvAN DAM et al, 1993) Bbss steht haufig in Verbin-
Gelenksveranderungen  sowie

dung mit

(MUEHLENBACHS et al, 2016) B. garinii ist oftmalsmit neurol@ischen Symp-

kardiologischen  Symptomen

tomen assoziietLIN et al, 2020)undB. afzeliiist haufg in Zusammenhang mit
Manifestationen der Haut zu find€BTANEK et al, 2012)

Tabelle 1: Manifestationen der LB in Zusammenhang mit dem Krankheitsstadium beim
Menschen, modifiziert nach Robert Ketistitut (ROBERT KOCHINSTITUT, 2019)

Krankheitssta- Kutane Manifes- | Neurologische Weitere M anifes-
dium tationen Manifestationen | tationen
frih lokal EM, Borrelien
Lymphozytom
frih disseminiert | Multiple EM, | frihe Neuroborre; Lyme-Karditis,
multiple  Borre-| liose frihe LymeArth-
lien-Lympho- ritis
zytome
spat ACA spateNeuroborre4 chronische Lyme
liose Arthritis

EM: Erythema migransACA: Acrodermatitis chronica atrophicans.
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24.1 Frihes, lokales Krankheitsstadiumbeim Menschen

In einem frihen Stadium der Infektion kann es zu grippeahnlichen Symptomen wie
Unwohlsein, Mudigkeit, Kopfschmerzen und Fieber kommen, vor oder gleichzeitig
mit dem Auftreten eines ENSTEEREet al,, 1983a) DasEM ist dashaufigste und
friheste klinischeSymptom der LB in der HumanmediziSTEERE, 1989;
BERGLUNDet al, 1995) Hierbei handelt es sich um eine seamtrifugalausbrei-

tende ROtung der HauiWanderrote Erythema migrangEM)), welche nicht
schmerzhatt ist und eine Entziindungsreaktion an der Lakalisdes Zeckesti-
chesdarstellt(STEERE, 1989)Es kann bereits ein bis zwei Wocheach der In-
fektion auftreter{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 TherafiA\DE et al, 2022; STRLE &
WORMSER, 2022)Eine weiterefriihe, kutane Manifestation ist das Borrelien
Lymphozytom, welches haufiger bei Kindern zu finden(REZAZADEGAN et

al., 2022) Es handelt sich um eine schmerzfreie, erythemaitmatlasionvon
nodularem Charakter und tritt im Gegensatz zu derr@ndHauteranderungen
haufiger bei Mannern ayMARASPIN & STRLE, 2022) Beim BorrelieALym-
phozytom kann es, ebenso wie beim EM, zu einer spontanen Abheilung kommen
(GADE et al, 2022)

(a)

Abbildung 5: Auspragung eines EM zu einemfiign Zeitpunkt (a) und nach acht Tagen
(b) (TREVISAN et al, 2022)
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24.2

In Europa leiden 1:05% der an LB erkrankten Patienteimdeman neurologischen

Frihes, disseminierteKrankheitsstadium beim Menschen

Symptomen, welche unter dem Begriff dguroborreliose zusammengefasst-
den(HALPERIN, 2011) Die ersten klinischen Anzeichen treten zumeist vier bis
sechs Wochen nach mieZeckenstichauf. Je nachdem, ob die Symptome kurzer
oder langer als sechs Monate vorhanden sind, wird zwischen einer frihen, akuten

und einer spaten, chronischen Form unterschieden.

Tabelle 2: Einteilung der Neuroborreliose ra®auer und Symptomen, modifiziert nach

Myglandet al.(MYGLAND et al, 2010)

Frihe, akute Neuro-
borreliose

Spéte, chronische Neu
roborreliose

Zerebrale Vaskulitis

Dauer der neurologi-| <6 Monate > 6 Monate

schen Symptome

Auswirkungen auf das| BannworthSyndrom | Mononeuropathie
Lymphozytare Menin{ Radikulopathie

PNS ) .
gitis Polyneuropathie
PlexusNeuritis ACA
Mononeuritis multiplex

Auswirkungen im ZNS Myelitis Enzephalitis
Enzephalitis Enzephalomyelitis

Zerebrale Vaskulitis

PNS:Peripheres Nervensystem; ZNS: Zentrales Nervensystem; AGrAderma-
titis chronica atrophicans

Das haufigste Symptominer akuten Neuroborreliose ist eine Meningoradikulitis,
das sogenannte Bannwa®lyndrom(ACKERMANN et al, 1984; MYGLAND et

al., 2010) Die Betroffenen leiden an radikularen Schmerzen, Paresen der Hirnner-
ven (z.B. Fazialisparege sowie Kopfschmerzen. Myelitis, Meningitis und Enze-
phalitis kdnnen ebenfalls auftrett@SCHMANN et al, 1998; MYGLANDet al,

2010)

Die LymeKarditis, welche inNordamerika haufiger zu finden ist und im Durch-
schnitt 21 Tage nach dem Auftreten eines EM eine klinische Symptomatik hervor-
rufen kann(STEEREet al, 1980; MCALISTERet al, 1989) prasentiert sich in
Zusammenhang mit hochgradigatrioventrikularerBlocks, Synkopen, Dyspnoe
oder BrustschmerzgirISH et al, 2008; YEUNG & BARANCHUK, 2019)
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2.4.3  Spates Krankheitsstadiumder Lyme-Borreliose beim Menschen

Als spate oder chronisclidinische Erschmung der Haut gilt diAcrodermatitis
chronica atrophican¢ACA). Was sich zunéchst als blaulibks rétliche, entziind-
liche Lasion der Hautor allem an den distalen Gliedmaf3en prasentiert, kann un-
behandelt zu einer chronischen Hautatrophie libtdose werderund zu Bewe-
gungseinschrankungen sowie Gelenkund Muskelschmerzen fuhren
(ZAJKOWSKA et al, 2011; MONIUSZKOGMALINOWSKA et al, 2018) Da
moglicherweiseein direkter Zusammenhang mit einer dulBclafzeliiverursachten
Infektion besteht, ist dges Symptom in Europa wesentlich haufiger anzutreffen als
in Nordamerikaund kann in annédhernd 26 deran Lyme-Borrelioseerkrankten
Personerbeobachtet werdefGADE et al, 2022)

Patienten, welche an chronischer Neurobasel erkrankt sindkbnnenMono- und
PolyneuropathiefLOGIGIAN et al, 1990) zerebrale Vaskulitis, progressive En-
zephalitis oder EnzephalomyeliPFISTER & RUPPRECHT, 200&gigen Er-
krankte Personeleiden anEinschrankungen des Erinnerungsvermdgens, Schlaf-
storungen,  Stimmungsschwankungen, Kopfschmerzen sowie Horverlust
(LOGIGIAN et al, 1990)

Das muskuloskettale System betreffend, ist diggme-Arthritis die haufigstepa-
thologischevVeranderunglerLB im Spatstadiunin Nordamerikaund tritt zumeist
Monate nach dem ursachlichen Zecstarh auf (ARVIKAR & STEERE, 2015)
Sie prasentiert sich als Monoder Oligoarthritisbegleitet von Schwellungeund
SchmerzenHaufig sind die Kniegelenke betroffeiiblicherweise treten die Be-
schwerden abean nicht mehr aldn funf Gelenken au{STEEREet al, 1987;
LONG & COHN, 2018)
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2.5 Diagnoseder Lyme-Borreliose

Bei entsprechenden klinisch&nscheinungemon Hunden mitlerVerdachtsdiag-
nose LBsowie einer Evaluierung des Expositionsrisikos fur Zeckeiite nach
einer eingehenden klinischen Allgemeinuntersuchungsar@ogische Diagnostik
erfolgen. In der Tiermedizin wird die Diagnose in der Regel durch den indirekten
Nadhweisspezifischer Antikbrpeim Blutserumgestellt. Die Ergebnisse werdien
Zusammenhangnit den bestehendeklinischen Anzeicherevaluiert Empfohlen

wird eine sogenannte Zvwgtufen-Diagnostik, bestehend aus einem Suahd ei-

nem BestatigungstetJOHNSONet al, 1996; WILSKEet al., 2007) Die erste
Stufe dieser diagnostischen Herangehensweise stellt die $ach spezifischen
Antikdrpern gegembsl dar. Hierflir kann eitfmmunfluoreszenztegtFT) oder ein
ELISA angewandt werden(RUSSELL et d., 1984; MAGNARELLI &
ANDERSON, 1987)Ein Immunoblot kann in der zweiten Stufe eine vorliegende
Infektion mit Borrelien bestatigefd]OHNSONet al, 1996; WILSKEet al, 2007)

Die Kultivierung und anschlielRende mikroskopische Darstellung von Borrelien aus
verschiedenem Probenmaterial wie HautbiopsigewebsbiopsienSynovia oder
CerebrospinalflissigkeBERGERet al, 1992) sowie die Amplifizierung der bor-
relialenDNA durch PCRIROSA & SCHWAN, 1989; ROSAt al, 1991)stellen
direkte Nachweisverfahren der Erreger.dsterdings ist die Kultivierung der Er-
reger sehr anspruchsvoll uaditaufwendign der DurchfuhrungSie kann bis zu
sechs Wochen in Anspruch nehmen, waskatepfehlungeinerfriihzeitig eingelei-

teten Theapie widerspricht(BARBOUR, 1984; PREAEGMURSIC et al, 1991;
WANG et al, 2001) Auch der Nachweis der Borrelipezifischen DA mittels

PCR i¢ mit einigen Herausforderungen verbunden. Ist die Erregermenge in den
Gewebeproben zu gering oder liegt sie unter dem Detektionslimitfedsutine-
gative Resultate mogliqts TRAUBINGER, 2000; NUNES®t al, 2018) Aufgrund
derKomplexitat, des Zeitaufwandes und der Fehleranfalligkeit der direkten Nach-
weismethoden stellt der indirekte Nachweis das Mittel der Wahl dar und ist in der
Tiermedizin vornehmlich anzutrefff® TEEREet al, 1983b; DRESSLERt al,
1993) In der fur diese Arbeit zugrunde liegenden, retrospektiven Studie wurde fur
den indirekten Nachweis der Erregeitteis Antikorperbestimmung eiKELA
durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden nachfolgend mit eib&fbestatigt. Da
dieseals auch dieveiterenzur Verfiigung stehendeéviethodenbereits in anderen
Arbeiten ausfuhrlich und detailgenau beschrieben wurdeegailFolgenden nur
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die spezifisch angewandtdrestverfahrerdieser Studierwahntwerden(APPEL
et al, 1993; VAN HOECKEet al, 1999; TOPFER & STRAUBINGER, 2006;
BARTH et al, 2014; DOFFet al, 2022)
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2.5.1 KELA (ELISA)

Als modifizierter ELISA steht der KELA zur Antikperdetektion zur Verfigung.
Hierbei wirdeine Mikrotiterplatte mit dem Detektionsantigesschichtet. Wird im
Anschluss die zu untersuchende Probe in diesen beschichteten Mikrotiterplatten
ausreichendhkubiert, binden spezifische Antikérper an den Antigeler Platte
wohingegerunspezifische Bindungen durch Waschvorgange entfeenden Im
Anschluss wird eifEnzymmarkierte Sekundarantikorpeaufgetragenderbei Zu-
gabe des passenden Substrats einen Farbumschlag anzeigkeé®omlier Gesamt-
gehalt arspezifisch gebundenen Antikdrpern bestimmt wer&emneinem ELISA,

bei welchem Borreliethysat als Antigen genutzt wird, kann keine Differenzierung
zwischen impfinduzierten und infektionsbedingten Antikbrpern vorgenommen
werden(CHANG et al, 1995; JACOBSOMt al, 1996) Die automatisiertsowie
benutzerfreundliche Durchfihrurdes KELAsstellen einen grol3en Vorteil dar
(SHIN et al, 1993; CHANGet al, 1995) Ziel ist es, die Kinetik der Immunkom-
plexbildung zu erfassen und zu messen. Hierfir kommt es in einem vorgegebe
Zeitintervall zu dynamischen Messungen der Extinktidie gemessene Kurve,
also die Rate der Enzy®ubstratReaktion, ist direkt proportional zur Menge an
Antikdrpern in der untersuchten Pro@&ANG et al, 1980) Die Messungenver-

den computergestitzt durchgeflifforangegangene Fehler in der Probenvorberei-
tung (z. B. Pipettierfehler) odé&ei derAnwendung des Computersystekisinen

so gefunden werden, wenn keine lineare Reaktionskurve als Ergebnis erscheint
(BACON et al, 2003)

Abbildung 6: Fabumschlag auf einer Mikrotiterplatte nach durchgefiihrtem KELA
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2.5.2 LIA (Immunoblot)

Der LIA ist eine Immupblot-Methode und eine Weiterentwicklung des klassischen
WesternBlots, bei dem die Auftrennung der Antigene nach ihmeiekularen
GrolRRe erfolgtAGUERO-ROSENFELDet al, 2005) Er dient als semiquantitativer
Nachweis einer Borrelieninfektion, auRerdem ist eine Unterscheidung von infizier-
ten und geimpften Tieren mogli€BARTH et al, 2014) Durch bestimmte Verfah-

ren werden die Erregerantigene auf eine Nitrozellulosemembran gespriht. Beim
Auftragen der zu untersuchenden Proben kommt es, sofern Antikérper vorhande
sind, zur Bildung von AntigefntikorperKomplexen, welche durch enzymmar-
kierte Sekundérantikoper sichtbar gemacht we(dLINSKA, 1997). Die Vor-

teile des LIA bestehen in der Mdaglichkeit, zusétzliche Antigene im Vergleich zum
WesternBlot zu testen, aul3erdem kann eine separate Beurteilung der Immunreak-
tion von Proteinen mit gleichem molekularem Gewicht erfoly¥iLSKE et al,

2007) Der Einsatz von rekombinanten Antigenen erhoht die Spezifitat dieses Test-
verfahrens, indem Antigene verschiedener relevanter BorsBleaies verwendet
werden(GOETTNERet al, 2005) Allerdings unterliegt die Interpretation der Er-
gebnisse, also die Farbintensitat der Banden je nach Test, einer subjektiven Beur-
teilung und unterliegt somit gewissen Limitatiof&OBERTSONet al, 2000)
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Abbildung 7: Antikorperverlauf der Studiengrupp&-basicundV-pluswéhrend des
Beobachtungszeitraums, dargestellt mit Borrelia Veterinar plus OspA MWECZEK
et al, 2022)
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253  SNAP® 4Dx Plus(ELISA)

Bei dem SNAP 4Dx Plus(IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, ME, USAaN-

delt es sich um einen kommerziell erhéltlichen Schnelltest, welcher sich aufgrund
seiner leichten Durchfiihrbarkeit und schnellen Resultaten fiir den Nachweis einer
Borrelieninfektion fir die Anwendung unter Praxisbedingungen ei@ieyy et

al., 2002) Die Detektion von Antikdrpern beruht agiher Reaktion mit dent6-
Peptid.Dieses ist Bestandteil dervariable regiondes variablen Oberflachenpro-
teins VISE. Da Antikorper gegen Visépezifisch fir eine Infektion mBbsl sind,

und der Test nicht mit impfinduzierten Antikorpern kreuzreagiergjig Differen-
zierung zwischen infizierten und geimpften Hunden modlidANG et al, 2000;
O'CONNOREet 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 LBt vonentscheidender Bedeutung fur den Therapieer-
folg (ASCH et al, 1994) Werden Hunde rechtzeitig und in einem friihen Infekti-
onsstadium adaquat antibiotisch versorgt, so steigt die Erfolgsquote der Behand-
lung und eine Verbesserung der klinischen Anzeichen kann bereits nach drei Tagen
beobachtet werdefKRUPKA & STRAUBINGER, 2010) Fur eine moglichst er-
folgreiche Therapie spielt auch die Behandlungsdauer eine wichtige Rolle. Auf-
grund des biologchen Verhaltens der Borrelien im Winhd der Annahme, dass

es zum Zeitpunkt der Diagnose schon zu einer Verteilung in verschiedenen Korper-
geweben gekommen sein kasn,wie einer langen Generationszeit Berrelien,

wird eine Therapielange von mindeste28 Tagen angerat¢BARBOUR, 1984,
STRAUBINGER et al, 1997b; STRAUBINGER, 2000; WANGt al, 2004,
KRUPKA & STRAUBINGER, 2010; LITTMANet al, 2018) Doch auch wenn
Hunde ordnungsgemal uddn Empfehlungen folgend|so frih im Krankheits-
verlauf undmit ausreichender Lange, behandedtden,kann einevollstandigekr-
regerfreiheit nichimmer gewahrleistet werdenn einer Studianit experimentell
infizierten Hunden konntehei eine geringen Anzahl derTiereim Anschluss an

die Behandlung mit verschiedenen Antibiotikawie postmortaBorrelien mittels
kultureller Anzucht und PCkR entnommenen Hautbiopsien nachgewiesen werden
(STRAUBINGERet al, 1997b; WORMSER & SCHWARTZ, 2009ie Therapie

mit antibiotischen Wirkwffen verringert die Zahl der Borrelien im Wirt, dennoch

ist es einem Teil der Spirochaten mdglich, zu Uberleben und eine LB mit chroni-
sche Auspragung hervorzurufgi® TRAUBINGERet al, 1998) Beim Hund wird

zur medikamenttsen Behandlung in der Regel der Wirkstoff Doxycyclin, ein Anti-
biotikum aus der Klasse der Tetrazykline, in der Dosienory bis zul0 mg/kg

alle 12oder 24Stunden eingesetdTRAUBINGERet al, 1998; CHOMEL, 2015;
LITTMAN et al, 2018) Doxycyclin eignet sich ebenfalls aufgrund der Wirksam-
keit gegen moglich€oinfektionermit beispielweisénaplasmaspp, sowie seiner
antiarthritischen und antientziindlichen EigenschafteifTMAN et al, 2018)

Ein weiterer, e mp f olattaamdmibiotikdm Ankosidillia,f f |
zu desseWirkspektrum auch Borrelien zahldB8ICKLINGER et al, 2003) Es

wird in einer Dosis von 20 mg/kg alle acht Stunden verabré®RRAUBINGER

et al, 1998; LITTMAN et al, 2018) In einer 2015 verotffentlichten Studie wurde

st
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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 Ub84L Tageuhrt \WAGNER et
al., 2015) Hierbei ist zu beachten, dass es sich um ein Cephalosporin der 3. Gene-
ration handeltalsoeinen Wirkstoff von besonderer Bedeutung fir ldienanme-
dizin. Der Einsatz dieses Wirkstoffes etich im Fall einer Zulassung fur die be-
treffende Tierartin Deutschland an strikt einzuhaltende Regularien gebunden
(BUNDESTIERARZTEKAMMER, 2018) In experimentellen Studien wurden au-
RerdemTherapieansatze mit Azithromycin, einem Makrolidantibiotikum, in einer
Dosis von 25mg/kg einmal taglich orglsowie einer intravendésen Gabe von 25
mg/kg Ceftriaxon, einem Cephalosporin der 3. Generation, verfolgt
(STRAUBINGERet al, 1998) Hierbei ist zu beachten, dass flir keinen dieser bei-
den Wirkstoffezum jetzigen Zeitpunkteterinarmedizinische Praparate arfu-

gung stehen
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3 PraventivmalRnahmengegen die LymeBorreliose

Um Hunde bestmaoglich vor einer Infektion mit Borrelien, Gbertragen durch Zecken,
und der Erkrankung an LB zu schitzen, stehen mehrere Mal3nhahmen zur Verfu-
gung. Die Pravention stitzt sich auf drei Saulen: manuelle Zeckenentfe@emg,
brauch von Repellentiemder Ektoparasitika sowie die Impfung gegen LB
(HONSBERGERet al, 2016; OTRANTO, 2018; KRAMERt al, 2020; CAMIRE

et al, 2021) In welcher Kombination diese praventiven Ma3nahmen angewandt
werden, sote fir jeden Hund individuellwischenVeterindrund Besitzerauf die
Lebensumsténde des Tiemsgestimmt werderamit Tierérzte die bestmdgliche
Beratung leisten kénnen, ist es unabdingbar, dass sie ausreichende Kenntnis Uber
das Infektionsgescheheier LB besitzenNicht zu unterschatzen ist auch die Ge-
fahrdung der Hundebesitzend andereMenschenschlief3lich handelt es sich um
eine ZoonoseDie LB ist eine auf indirektem Weg, also durch Vektoren, tbertra-
gene Erkrankun@WILSON et al, 2020; ALCONCHINO & DE-SIMONE, 2022;
MARTIN & ZIMMERLI, 2022). Larven undNymphen kénnen wéhrend der Blut-
mahlzeit an einenmfizierten Hund Borrelien aufnehmen und durch ihren Wirt in
Grinanlagen, Garten oder Parks verbracht worden Beirch die transstadielle
Ubertragung kénnen sie nun auch nach der Hauimityremfolgender_ebenssta-
diumdort Menschen beim nachsten Saugakt mit Borrelien infizigéy, 2011).
AulBerdem ist zu bedenken, dass durch die zunehmengilgege Aktivitat der
Zeckennicht mehr nur in den Sommermonaten Gebrauch von den praventiven
Mafl3nahmen gemacht werden sollte, sondern der Sebhuzeckenbefall und so-

mit moglicher Infektioniiber das ganze Jahr hinweg gewahrleistet werden muss
(GRAY et al, 2009)
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3.1 Manuelle Entfernung von Zecken

Die erste Saule der L-Bravention stellt auch diessenziellstelari manuelle Ze-
ckenentfernungDie Ubertragung von Borrelien aus der Zecke in den tiimso
wahrscheinlichelje langer die Blutmahlzeit dau€EISEN, 2018) Zwar nimmt sie
mindestens 24 bis 48t@hden in Anspruch(PIESMAN, 1988; PIESMAN &
SINSKY, 1988; PIESMAN, 1993jennoctexistierenvereinzelt Berichte einer er-
folgreichen Ubertragung nach bereits 17 Stur@exHL et al, 1998) Dahersoll-

ten Zecken schnellstmdoglich, im besten Fall noch nicht angesaugt, von Hunden ent-
fernt werdenUm dies zu gewabhrleistesolitenHundenach jedem Spazieagg,
zumindest aber einmal taglich, griindlich abgesucht werden, was sich aufgrund des
Fells der Tieranitunterals schwierig gestalten kann und Zecken leicht tibersehen
werden kénnen. Fir die Entfernustghen verschiedene, kommerziell erhéltliche
Hilfsmittel wie Zeckenpinzettenschlingen-haken odeZeckerkarten zur Verfi-
gung.Ob die Zecken durch gerades Herausziehen oder durch Drehen entfernt wer-
den sollen, ist Gegenstand kontroverser Diskus§itfECE & CRAWFORD,

2002) Wahrend Needhamt al. empfehen die Zecken mit einer geschwungenen
Zange so nah an der Haut wie méglich zu greifen und dahainem konstanten

Zug herauszuziehgfNEEDHAM, 1985) hat sichin einer Versuchsreihe mit Tier-
arzten und Besitzaidas Herausdrehater Zeckemit einemV-férmigen Hilfsmit-

tel als Methode der Wahl etablidBUSCHERet al, 2012) Diese Variante ver-
langte kaum Kraftaufwand, der Widerstand der Tiere war gering und kduarte

die Besitzer zugig und effizierdurchgefihrt werderi-ir alle Methoden gilt je-
doch, dass die Zecken vollstandig entfernt werden muissen und moglichst keine
Teile,in erster Liniedie Mundwerkzeuge, in der Haut des Patienten verbleiben sol-
len. Diese konnen zuBildung einer erythematdsen, knotenartigen Hautverande-
rung fihren, da die verbliebenen Fragmente eine Fremdkdrperreaktion in der Haut
auszuldsen vermogénADDAD et al, 2018) DesWeiteren muss darauf geachtet
werden, dass die Zecke von der entfernenden Person nicht zerdrickt wird. Hier be-
steht die Gefahr, dass es durch den Kontakt mit infektiosem Material aus den Spei-
cheldriisen der Zecke und Wunden auf der Haut der entfernenden Peesoerzu
Ubertragung von Pathogenen kommen k@AY, 2011). Nach der erfolgreichen
Entfernung sollte die Stelle d&eckerstiches gesédubert und desiniezt werden
(GAMMONS & SALAM, 2002).
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3.2 Repellentien und Ektoparasitika

Fur eineWirkstoff-basierte Ektoparasiteontrolle stehen verschiedene Praparate
zur topischen als audralenApplikation zur Verfugung. Die Wahl des angewand-
ten Mittels sollte in Absprachait dem Tierarzbder der Tierarztitm Hinblick auf

die Gewohnheiten und mogliche anamnestische Besonderlsaiteie etwaige
Auslandsaufenthaltdes Hundes getroffen werddn.jedem Fall missedie An-
gaben der Hersteller beziglich der Kontraindikationed Anwendungshinweise

beachtet werden.

3.21 TopischeFormulierung von Antiparasitika

In der Regel besitzen Praparate, die lokajeavandiverden, einen rejpleerenden
Effekt. Die Wirkstoffe verteilen sich Uber das Haarkleid und die Haut, satiass
cken und weere Ektoparasitemom Koérper des Hundes abgehalten oder bei Kon-
takt schnellabgestof3en odebgetdtet werderDurch diesen Mechanismus erhalt
die Zecke keine Moglichkeit zeiner langeremlutmahlzeit und kann so keine pa-
thogenen Erregewie z.B. Borrelien auf den Wirt UbertragefPANTAS-TORRES

et al, 2013; SCHORDERE-WEBEREet al, 2017) Diese Mdglichkeit der Prophy-
laxe kann in Form eines Halsbandes, einer -®pdtormulierungzum Auftragen
auf die Hautoder eines Sprays angewandt wer(lPO@STAL et al, 1995; TAHIR

et al, 2021; HUGGINSet al, 2022) In den meisten Féllen wirken die Préaparate
durch ihre Wirkstofé oder deren &mbinatioren auchauf weitere Ektoparasiten
wie Fléhe, Mucken, Lause edHaarlinge repellierendderabtdtend Sie konnen
somit auch Schutz vor anderen, Vekiiirertragenen Krankheiten auf3er der LB,
wie AnaplasmoséKRAMER et al, 2020) Ehrlichiose(STANNECK & FOURIE,
2013) Babesios¢FOURIEet al, 2013a)der LeishmanioséALVES et al, 2022)
bieten.Im Fall von Wirkstoffkombinationen werden durch dignergistische
Wirkweisen der verschiedenen Stoffe aufeinander die toxischen Effekte auf Insek-
ten und Spinnentiere erhOBTANNECK et al, 2012) Eine héaufig verwendete
Stoffgruppeist die der Pyrethroidezu welcher @ lipophilen Wirkstoffe Permeth-

rin, Flumethrin und Deltamethrgehden(SETHI et al, 2019) Durch eine passive
Penetratiorder Wirkstoffekommt es zu einer Verteilung im Korper des Parasiten.
Der neurotoxische Effekt wird durch die Bindung an die NatriKené&le der Ner-
venzellmembranen ausgeldst, wodurch es zu einer verlangerten Offnung, bezie-
hungsweise zu einer verzogerten SchlieBung dlesamt. Die resultierenden re-

petitiven Entladungen der Zellmembran fiihren zu einer initialen Ubererregung mit
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Konvulsionen, anschlieRend zur Lahmung und schlief3lich 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 Selektivitat fir Arthropoden und die nur niedogezitat fur
Saugetierd TAMAGNO et al, 2022) Katzen allerdings besitzen nur eine vermin-
dette Aktivitat des Enzyms Gluronyltransferase, welches fir die Verstoffwech-
selung von Pyrethroiden verantwortlich(tARTIN & CAMPBELL, 2000). Wer-

den sie dennoch mit Prajpéen behandelt, digyrethroidbasierte Stoffe enthalten,
kann es zu hochgradig toxischen Erscheinungen bis hin zum k@®odnen
(BOLAND & ANGLES, 2010) Phenylpyrazole wie Fipronil kbnnen mit Pyrethroi-
den kombiniert oder als Einzelwirkstoff angewandt wer@@NDRISet al, 2002)

Es wirkt durch die Bindung a@ammaAminobuttersdur§ GABA)-Rezeptoren

was zu dereimhibierungfuhrt (TINGLE et al, 2003) Infolgedessekommt es zu
einer Hemmung des ChloridnenEinstroms an GABAegulierten Chloridkana-

len und schlieB3lich zu Hyperexzitationen und Tod der Para@ie@OMQUIST,
1996; HAINZL & CASIDA, 1996) Auch bei desem Wirkstoff besteht eine hohe
Affinitat und Selektivitat zu den Rezeptoren von WirbellosgfUHR &
MOTOYAMA, 1998). Weitere, haufig eingesetzte Wirkstoffgruppen in Praparaten
zur Kontrolle vonEndo und Ektoparasiten sinchakrozyklische Laktone, Neoni-
kotinoide oder JuvenilhormeAnaloga(MCCALL et al, 2017)
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3.2.2 Orale Formulierung von Antiparasitika

Die Isoxazolinesind eine tierarzneimittelhistorisch junge Wirkstoffgruppe, deren
Vertreterwie Afoxolaner, Fluralaner, Lotilaner und Sarolaner seit einigen Jahren in
Form von Kautabletten kommerziell erhaltlich s{@gHOU et al, 2022) Das Wirk-
spektrumdieser systemischen Ektoparasitéeatreckt sictsowohliber die Abto-
tung von Zecken und Fl6healso eine akarizide und insektizide Wirkuatg auch
uber die Behandlungon Krankeitsbildern hervorgerufen durch Milben, vder
Sarkoptesraudand DemodikoséROHDICH et al, 2014; FOURIEet al, 2015;
BECSKElIlet al, 2016b; SIXet al, 2016b) Nach der oralen Gabe und der Resorp-
tion aus denbarm kommt es zu einer systemischen Verteilung der Wirkstoffe im
Organismus des Hundes durch die Bindung an Plasmaprdtéaxénale Plasma-
konzentrationen werden bereits nach 24 Stunden er(&iltiR et al, 2014) Damit
Zecken den Wirkstoff aufnehmen, muss es zu einer Blutmahlzeetiandelten
Wirt kommen(BEUGNET et al, 2014; JONGEJANet al, 2016) Die toxische
Wirkweise besteht in einer Blockade von GAB#nd Glutamagesteuerten Chlo-
rid-Kanalen der Parasitd@ZOEet al,, 2010) DerGABA-mediierte Einstrom von
Chlorid-lonen in die Zellen bedingt eine Hyperpolarisation der Zellmembran, was
wiederrum zu inhibitorischen, postsynaptischen Potenzialen fihrt, welche die Aus-
l6sung von Aktionspotenzialen erschwer@dtACDONALD & OLSEN, 1994;
HEVERS & LUDDENS, 1998)Diese Rezeptoren besitzen Wirbellose nicht nur
im ZNS, sondern auch im PNS, wo sie zur Muskelrelaxation fuf&iMMIS,
1990; RAUHet al, 1990) Die Glutamatgesteuerten lonekanéle werden eben-
falls von dieser Wirkstoffgruppe selektreeinflusstwenn auch in geringerem Um-
fang als von makrozyklischen Lakton@nASSELet al, 2014) Durch die Isoxazo-

line wird also der Einstrom von Chloridnen durchdie GABA- und Glutamat
gesteuerten loneKkanale blockiert, was in Hyperexzitationen mit anschlieRender
spastischetahmung und schlie3lich dem Tod der Parasiten resu{tts2OE et

al., 2010; GASSELlet al, 2014) Dieser tritt innerhalb von 8 bis 24 Stunden nach
Beginn des Saugaktes durch die Zecke(BIECSKEI et al, 2016a; SlXet al,
2016a)
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3.3 Immuni sierung durch Impfung gegen die LymeBorreliose

In den 1990er Jahren war den USAein OspAbasierter Impfstoff gegen LB fur
Menschen erhdltlich. Die Effizienz betrug Uber%gSTEEREet al, 1998) und
dennoch wurde er im Jahr 2002 vom Hersteller aufgrund fehlender Akzeptanz und
Nachfrage vom Markt genommghANSON & EDELMAN, 2003; POLAND,
2011) Zwar gibt esn der Humanmedizin gegenwaértig keine Mdglichkeit der Im-
munisierung durch Impfung, doch ist der Bedarf aufgrund der steigenden Risiko-
faktorenund Fallzahlerdurchaus gegeben. Aktuell befindet sich ein Ofa&ier-

ter ImpfstoftKandidat in Phase llklinische Studien inden USAsowie Europa
(PFIZER INC., 2022)Fur Hunde jedoch stellt die Impfuregne der drei Saulen in

der Pravention vor Infektion und Erkrankung mi dar(CAMIRE et al, 2021)

Im Jahr 2022 stehen in Deutschland fur die Immunisierung von Hunden gegen LB
drei zugelassene Impfstoffe zur VerfUguRAUL-EHRLICH-INSTITUT, 2022)

3.31 Immunmechanismus der Impfung

Der Schutzmechanismuwger Impfung basiert auf der Bildung von Antikérpern,
welche gegen das OspA vdisl gerichtet sSind(lCOMSTEDT et al, 2015) In
Deutschland sind hierzu Lysahpfstoffe erhéltlich, welche inaktiviert®orrelien
enthaltendie das OspAauf ihrer Oberflache trageAuf demUS-amerikanischen
Markt sind auchmpfstoffe erhaltlich, die rekombinantes OspA als Antigen enthal-
ten.Nach der Impfungvird dasimmunsystem des Hundes zur Bildung von Anti-
korpern gegen dies&berflachenproteiangeregt OspA ist ein Lipoprotein, wel-
ches den Borrelien die spezifischen@®ung an Proteine im Mitteldarm der Zecke
ermoglicht und somit eine Adh&asionsfunktion (AL etal., 2000; FINGERLEet

al., 2002) Wahrend der Blutmahlzeit der Zecke kommt es zu einer Variation der
Oberflachenstruktur der Belien und somit zu einer vermehrten Expression von
OspC, welchesermutlichan derWanderung der Spirochaten zur Speicheldriise
beteiligt ist(PAL et al, 2000; PALet al, 2004b) Saugt eine miBbsl infizierte
Zecke an einem durch Impfung immunisierten Wirt, so kommt es durch die Blut-
mahlzeit zur Aufnahme voimpfinduziertenAntikorpern gegen Ogg Diese bin-

den schon im Mitteldarm der Zecken an das den Borrelien exprimierte Ober-
flachenproteinund verhindern so die Ubertragung in den W@&IPSON & DE
SILVA, 2005). In Experimenten, bei denen Mause mit sehr hohen Konzentrationen

an OspA immunisiert wurden, wurden die Baktefi@merhalb der Zecke abgetotet
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und die Ubertragung verhindgffIKRIG et al, 1992; RATHINAVELU et al,

2003) Zirkulierten nur geringe Konzentrationen an OspAtikbrpemin den Mau-

sen, so wurde die Ubertragung zwar auch geblockt, dennoch konnten lebende Spi-
rochaten im Mitteldarmaber nicht in den Speicheldrisen nachgewiesen werden
Die genauen Mechanismen dieser vermuteten Immobilisierung sind noch nicht be-
kannt(DE SILVA et al, 1999; GIPSON & DE SILVA, 2005Dieser 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 Stichivartsmision-blockingvacci-

ation bekannt(DE SILVA et al, 1996;CHOWDHURY et al, 2009; MAITREet

al., 2022) Somit schitzt die Immunisierung durthpfungden Wirt indemschm

die Infektionmit denErregern der LB selbst verhindert wigdlKRIG et al, 1992;
STRAUBINGER et al, 1995; CONLONet al, 2000; GIPSON & DE SILVA,

2005) Das OspA der verschiedenen Borrellgpezies unterliegt einer speziesspe-
zifischen Variabilitdt. Um einen moglichst umfassenden &chor LB zu erzielen,
bedarf es also aufgrund der Vielzahl der Spezies eine Kreuzreaktivitdt zwischen
diesen( RU Z3 A B L Xtlal, 2002; MARGOSet al, 2009) In Studien wurde
allerdingsgezeigt, dass diese nur in geringem Mal3 vorhanden ist. Der Schutz vor
Infektion mit einer heterologen Spezies ist somit durch OspA aus einer einzelnen
BorrelienSpezies als Antigen nicht gewahrleifGERNet al, 1997; TOPFER &
STRAUBINGER, 2006)Impfstoffe sollten daher eine mdglichst hohe Anzahl der
Spezies als Antigene enthalten, die im Rahmen der Gegebenheiten verantwortlich
fur LB sind.Des Weiteretkommt es bei diesem Ospg#asierten Impfmechanismus

zu keiner naturlichen éffrischung des Schutzes durch Erregerkontakt im \Wat,

die Borrelien schon in der Zecke inaktiviert werdBas Immunsystem des Wirtes
erfahrt daher keine Anregung zu einer kontinuierlichen Bildung von Antikorpern.
Zudem findet ein naturlicher Abbau vonpfinduzierten Antikérpern statt, sodass
ohne regelméRige und erfolgreiche Wiederholung der Immunisierung eine Auf-
rechterhaltung des Schutzes in Form von einer ausreichenden Menge an gebildeten
Antikorpern nicht méglich istBARTHOLD et al, 1996; GOLDEet al, 1997)
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3.3.2 Impfstoffe

Die Erreger der LB als auch ihre Vektoren unterscheiden sich in ihrem geographi-
schen Vorkommen zwischen den KontinentBRANDA & STEERE, 2021)So-

mit muss sich die Wahl des Impfstoffes bzw. der darinveadeten Antigene an

den vorliegenden Gegebenheiten orientieren. Spezifigelkeine gegen die LB
kénnenalsonicht pauschalisiert weltweit eingesetzt werd&tRN et al, 1997;
CHOMEL, 2015) Die Impfstoffe kdnnen entwedals Lysatnaktivierte Vollerre-

ger enthalten oder aber es wird rekombina@tggA als Antigen eingesetiliese

auf rekombinatemOspA basiegndenmpfstoffefir Hundesind auf denJS-ame-
rikanischen Markt erhdlich, wie z.B. Recombitelk.yme (CONLON et al, 2000)

Das Wirkprinzip der in Deutschland erhéaltlichen Vakzueeuht auf demduktion

von spezifischen Antikdrpern gegen das OspAickeimpfstoff enthaltenen, inak-
tivierten Borrelien.Nach erfolgreicher Ubertraguramf einen Wirt und dessen In-
fektion entfernen die Borrelien das OspA von ihrer Oberflache, dapeet sich

die Impfung mcht als Therapiavahrendeiner bestehenden InfektigdHONG et

al., 1997) Bei allen im Jahr 2022 in Deutschland zugelassenen Impfstoffen handelt
es sich umnaktivierte Vakzine Sie enthalten inaktivierte Vollerreger, ursiehei-

den sich aber ithrer SpezieZusammensetzung.

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

Impfstoff Zulassungsinhaber Borrelien- | Erstzulassung
Spezies
Merilym 3 Boehringer Ingelhein) 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 | Ecupham\.V. B. afzelii 21.09.2009
B. garinii
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Der fur diese retrospektive Studie angewandte Impfstoff Merilym 3 der Firma
Boehringer Ingelheim Vetmedica Gml§Bleutschlandjst somit der einzig verfug-

bare Impfstoff in Deutschland, der Schutz irdektion mit drei Erregerspezies bie-

tet. Die Zulassung durch das Pailrlich-Institut erfolgte am 01.03.2013 (Z+ir.
PEILV.11652.01.1). Aluminiumhydroxid fungiert als Adjuvans. Die Injektion einer
Dosis (1ml) Merilym 3 erfolgt subkutan und ist ab em Alter vonzwolf Wochen
maoglich. Vor der Verabreichung muss der Lysatistgff geschuttelt werderum

eine homogene Suspension herzusteNédgliche Nebenwirkungen, welche vom
Zulassungsinhaber aufgeftihrt werden, sind voribergehende Schwellungen an der
Injektionsstelle, Inappetenz, Lethargie sowie eine voribergehende Erhdhung der
Korpertemperatur von bis zu 1°6. Fur die Grundimmunisierung wird Merilym 3
zwei Mal im Abstand vorreiWochen verabreicht. Zur Aufrechterhaltung der Im-
munitat werden jahrlice Wiederholungsimpfungen, moéglichst vor Begil@s An-

stiegs der Zeckenaktivitat im Frihjalemgohlen. Dieses Impfschema unterschei-
det sich von den Empfehlungen fur die anderen beiden verfigbaren Impfstoffe.
Virbagen canis B und Rivac Borrelia werden zwar ebenfalls zwei Mal im Abstand
von 1421 Tagen grundimmunisiert, doch der Hersteller empfigblt 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 Zeckensdison.

der Impfschutz in direktem Zusammenhang mit der Hohesgegifischentikor-
perNiveaus stehtkann eine ausreichendRrotektionnur durch regelmafige Im-
munisierung erlangt werdd@®OLDE et al, 1997;NOWLING & PHILIPP, 1999)

und ist somit abhéngig vom empfohlenen Impfscheimehumanmedizinischen
Studien konnte gezeigt werden, dass nach zweimaliger Impfufig & Proban-

den einen Schutz vor Infektion aufgewiesen haben,dielzahl nach der dritten
Immunisierung naclzwolf Monaten jedochauf 92% erhéht ha(SIGAL et al,

1998) Wurde sechs Monate nach der Grundimmunisierung eine zusatzlich Boos-
ter-Impfung verabreicht, kam es zu einem signifikanten Anstieg der kbincta
Antikorper (VAN HOECKEet al, 1999) Ahnliches wurde von Knddelsedetral.

in einer Impfstudie mit Pferden nachgewiesen. Die zweimalige Immunisierung
fuhrtezwarzu hoherspezifischeriesamantikdrperspiegeln, diese fielen aber nach
funf Monaten schon deutlich ab uméren nur noch in geringer Héhe nachzuwei-
sen. Eine dritte Impfung nach sechs Monaten hingegen konnte das Antikorperni-

veau signifikant anheben, und dieser Anstieg konnte auch in den Folgemonaten der



I1. Literaturiibersicht 37

Studie weiter beobachtet werdg¢éNODLSEDERet al, 2019) Um auch fir 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 vemghieh

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

Vaccines 2023, 11, 43. https:/ /doi.org/10.3390 /vaccines11010043

https:/ /www.mdpi.com/journal /vaccines



I11. Publikation 39

Vaccines 2023, 11, 43 20f 14

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.
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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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