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Abstract

To understand the epidemiological and ecological context of vector borne diseases, precise
typing of causative agents is necessary. Multilocus sequence typing (MLST) is a method in
molecular biology for the fast, economic and unambiguous characterization of bacteria and
other organisms. Lyme borreliosis (LB) is the most common tick borne disease in the
Northern hemisphere caused by species of the Borrelia burgdorferi sensu lato complex. To
better understand the epidemiological and clinical context of two Borrelia species frequently
reported in LB, 133 Borrelia (B.) burgdorferi sensu stricto (s. s.) and Borrelia (B.) afzelii
strains from patients and ticks in Europe were typed via MLST. MLST data from additional
744 B. burgdorferi s. s. and B. afzelii strains were downloaded from the MLST data bank. The
population structure, clinical manifestations and human pathogenicity of B. afzelii in Europe
as well as B. burgdorferi s. s. in Europe and the USA were compared. In addition, the
invasiveness of sequence types (ST) and clonal complexes (CC) were analyzed in both
species. Special attention was paid to the clinical manifestation of neuroborreliosis. Analysis
of the population structure confirmed the hypothesis that B. afzelii shows a greater
heterogeneity of ST (98 ST from n = 198 strains) compared to B. burgdorferi s. s. (112 ST
from n = 677 strains). Moreover there was a greater prevalence of B. afzelii (ticks: 41.3 %,
patients: 52.7 %) than B. burgdorferi s. s. (ticks: 13.2 %, patients: 13.7 %) in Europe.
B. burgdorferi s. s. populations from Europe and the USA showed an overlap of two sequence
types (ST1 and ST3) in patient isolates while there was no overlap of STs in ticks. Thus, it
was hypothesized that the patients in Europe carrying ST1 or ST3 may have acquired their
infection in the USA. B. burgdorferi s. s. infections in Europe were found to be more often
associated with disseminated symptoms (93 %) and neuroborreliosis (odds ratio: 3.0) than
B. afzelii infections (42 %) in Europe and B. burgdorferi s. s. infections in the USA (42 %),
respectively it was noticed that some ST and CC might have greater human pathogenity than
others (cf. ST1, ST3 and CC4 in Hanincova et al. 2013). Modern typing systems have already
generated a huge data base for bacterial analyses. Nevertheless, further studies based on our
data would be required to verify the differences of ST and CC in human pathogenicity and to
get appropriate statistical data about differences of ST in Europe and the USA. In this context,

our data can be relevant for further vaccine development.
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Zusammenfassung

Die haufigste von Zecken (Ubertragene Erkrankung nordlich des Aquators ist die
Lyme Borreliose (LB). Zum Verstandnis von Epidemiologie und Okologie dieser
vektortibertragenen Erkrankung ist eine prazise Typisierung von Borrelien essentiell. Mittels
der molekularbiologischen Typisierungsmethode Multilocus sequence typing (MLST) kénnen
prazise und weltweit vergleichbare Daten fiir epidemiologische und 6kologische Studien
generiert werden. In dieser Arbeit wurden MLST-Daten von Borrelien aus européaischen und
US-amerikanischen Patientenisolaten und Zecken analysiert. Populationsstrukturen, klinische
Manifestationen und die Humanpathogenitdt von Borrelia (B.) afzelii in Europa sowie
Borrelia (B.) burgdorferi sensu stricto (s. s.) in Europa und den USA wurden verglichen.
Insgesamt wurden 133 europdische B. burgdorferi s. s. und B. afzelii Stdmme mittels MLST
typisiert. Weitere 744 européische und US-amerikanische B. burgdorferi s. s. und B. afzelii
MLST-Daten wurden von der MLST-Onlinedatenbank heruntergeladen. In Europa zeigte sich
eine groRere Pravalenz von B.afzelii (Durchseuchungsrate Zecken: 41,3 %,
Patienten: 52,7 %) verglichen mit B. burgdorferi s. s. (Durchseuchungsrate Zecken: 13,2 %,
Patienten: 13,7 %). B.afzelii zeigte auBerdem eine wesentlich heterogenere
Populationsstruktur (98 unterschiedliche Sequenztypen (ST) bei n= 198 Stdmmen) als
B. burgdorferi s. s. (112 unterschiedliche ST bei n = 677 Stammen). Zwei ST (ST1 und ST3)
der Spezies B. burgdorferi s. s. wurden sowohl in Patientenisolaten aus Europa als auch aus
den USA gefunden, wihrend es keine Uberschneidungen von ST in Zecken gab. Patienten mit
ST1- und ST3-Infektionen aus Europa konnten sich demnach eventuell bei Aufenthalten in
den USA infiziert haben. Des Weiteren war B. burgdorferi s. s. in Europa deutlich haufiger
mit disseminierten Infektionen (93 %) und invasiven Erkrankungsverléufen (odds ratio: drei)
assoziiert als B. afzelii (42 % disseminierte Infektionen) oder B. burgdorferi s. s. in den USA
(42 % disseminierte Infektionen). Es zeigten sich potenziell unterschiedliche humanpathogene
Eigenschaften einzelner ST. ST1 und ST3 schienen in deskriptiven Analysen
humanpathogener zu sein als andere ST. Schliefende Statistiken wurden in diesem
Zusammenhang nicht angewendet. Daten und Ergebnisse dieser Arbeit kénnen als Grundlage
flr weiterfiihrende Studien zur Humanpathogenitat einzelner ST beziehungsweise CC dienen

und sind somit auch im Rahmen der Impfstoffentwicklung von Bedeutung.
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1 Einleitung

Die Lyme Borreliose (LB) ist die hdufigste von Zecken (bertragene bakterielle
Infektionskrankheit nérdlich des Aquators (40°-60° nordlicher Breite) [1-5]. Erreger
dieser stadienhaften Multisystemerkrankung sind Borrelien des Borrelia burgdorferi
sensu lato (s. I.) Komplexes (sensu lato = im weiteren Sinne) [6, 7]. Borrelien werden
bevorzugt im Frihjahr und Herbst von Zecken ubertragen [8-10], wobei der haufigste
Ubertriiger (Vektor) der Erkrankung in Europa der ,,gemeine Holzbock* (Schildzecke,
Ixodes ricinus, I. ricinus) ist [11]. Die Durchseuchung von I. ricinus mit Borrelien liegt
in Studien bei etwa 1 % in Larven, 10 % in Nymphen und 20 % in adulten Zecken [12,
13]. Das Risiko nach einem Zeckenstich, unabhéngig vom Infektionsstatus der Zecke,
an einer Borreliose zu erkranken betragt bis zu 5,2 % [14-16].

In Europa besteht bisher keine flachendeckende Meldepflicht der LB. Entsprechend
variieren die geschatzten Inzidenzraten je nach literarischer Quelle und liegen fur
Europa bei 16-140 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner [1, 2].

In einigen Bundeslandern Deutschlands gilt bereits eine Meldepflicht fur gesicherte LB
Falle, so in Berlin, Brandenburg, Mecklenburg-Vorpommern, Rheinland-Pfalz,
Saarland, Sachsen, Sachsen-Anhalt, Thiringen und Bayern [17]. Meldedaten werden
vom Nationalen Referenzzentrum fur Borrelien in OberschleiBheim (NRZ) sowie dem
Robert-Koch-Institut gesammelt und ausgewertet. Hierbei finden sich die hochsten LB

Inzidenz- und Durchseuchungsraten in Deutschland fur Stiddeutschland [18-20].

1.1  Historischer Uberblick

Buchwald beschrieb 1883 als erster in der Literatur eine Manifestation der LB. Dabei
handelte es sich um die Acrodermatitis [chronica] atrophicans (ACA) [21]. Von da an
verging fast ein Jahrhundert, bis der Erreger dieser Erkrankung identifiziert werden
konnte. Willy Burgdorfer gelang es 1982 erstmals Borrelien aus dem Mitteldarm einer
Zecke zu isolieren, was spater auch aus Patientenmaterial mdglich wurde [22-30].

Erste Studien zur LB wurden von Steere und Malawista in den USA durchgefihrt.
Anlass dafur war eine endemische Haufung von Arthritiden (Gelenksentziindungen) um

1972 im landlichen Raum Old Lyme, Conneticut. Diese Gelenksentziindungen traten
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insbesondere bei Kindern auf [31, 32]. Kurze Zeit spéter konnte ein Zusammenhang zu
erythemattsen Hautverédnderungen bei Patienten festgestellt werden [32-34]. In Europa
wurden dhnliche dermatologische Manifestationen bereits Anfang des 20. Jahrhunderts
beschrieben [35-37]. Dort bezeichnete man die Entitdt als ,,Erythema [chronicum]
migrans“ und vermutete schon friihzeitig eine Ubertragung durch Zecken. In den USA
konnte erst spater die Zecke I. scapularis (I. dammini) als Vektor identifiziert werden
[38, 39]. Der LB konnten im Verlauf eine Reihe weiterer Symptome, auch
neurologischer Art, zugeordnet werden [32, 40-45]. Die ersten Beschreibungen der
Neuroborreliose (NB) sind einer Publikation von Garin und Bujadoux (1922) zu
entnehmen. Ein Arzt aus Munchen namens Bannwarth dokumentierte 1941-1944 die
neurologischen Symptome im Detail. Der Symptomkomplex der Meningoradikulitis
wird entsprechend bis heute als ,,(Garin-Bujadoux-) Bannwarth-Syndrom* bezeichnet
[45-48]. Die Nomenklatur der Erkrankung ,Lyme Borreliose* geht auf den
Ursprungsort erster Studien in den USA (Old Lyme in Conneticut) zuriick.

1.2 Epidemiologie der Lyme Borreliose

Zuverlassige epidemiologische Daten beziiglich Inzidenz und Prévalenz der LB in
Europa sind derzeit kaum vorhanden. Grund dafiir ist eine fehlende zentrale
Registrierung von Krankheitsfallen sowie vermutlich hohe Dunkelziffern nicht
diagnostizierter und gemeldeter Patienten. Die LB ist die hdufigste von Zecken
Ubertragene Erkrankung des 40°.-60°. Grad nordlicher Breite (Nordamerika,
Nordafrika, Europa und Asien) [1-5]. Laut CDC lag die Inzidenz in den USA der letzten
Jahre bei ca. 7/100.000 Einwohnern. Dabei konnte eine deutliche Haufung von
Krankheitsfallen an der Ostkiste festgestellt werden [49]. In Europa wurde die LB, im
Gegensatz zur lokal begrenzten Frihsommermeningoencephalitis (FSME), nahezu
ubiquitédr beobachtet. Hinsichtlich der Inzidenz waren dabei starke regionale
Unterschiede festzustellen [50]. Schéatzungen der Inzidenz in Zentraleuropa lagen fir
Gebiete Osterreichs am hochsten, wo man die Rate der Neuerkrankungen auf 300-350
Falle pro 100.000 Einwohner schétze. In Deutschland ergab sich, basierend auf
Meldedaten, eine geschétzte Inzidenz von ca. 25-30/100.000 [1]. Die Zahlen fir
Stddeutschland lagen deutlich héher [20, 51-53]. Besonders geféhrdet an einer LB zu
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erkranken sind im allgemeinen Menschen, die sich freizeit- oder berufsbedingt viel in
der Natur aufhalten [54-58].

1.3 Borrelia burgdorferi sensu lato

B. burgdorferi s. 1., der Erregerkomplex der LB, wurde nach seinem Entdecker Willy
Burgdorfer benannt. Die Gattung der Borrelien gehort in der Biosystematik zur Familie
der Spirochaten. Innerhalb der Gattung ,,Borrelia“ kann zwischen verschiedenen
humanpathogenen Spezies unterschieden werden. Die wichtigsten sind die LB

verursachenden Spezies sowie Erreger des Rickfallfiebers [6, 7, 22, 59-61].

1.3.1 Struktur, Morphologie und Genom

Borrelien sind spiralig gewundene, gram-negative Bakterien, die sich schraubenférmig
fortbewegen (vgl. Abb. 1).

12/3/2012 | det HV WD mag 5pum
6:47:38 PM ETD 15.00 kV 9.2 mm 8 000 x eye of science

Abbildung 1: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Borrelien [Bild: Eye of
Science].




1 Einleitung

Eine Anzichtung von Borrelien in Kulturmedien gelingt vor allem unter
mikroaerophilen Bedingungen [62-65]. Mit einem Durchmesser von etwa 0,3 pm und
einer Lange von ca. 10-30 um sind Borrelien sehr diinn. Sie nutzen Kohlenhydrate, wie
Glucose als Energiequelle und kénnen im modifizierten Kelly-Medium (MKP-Medium)
angezuchtet werden [7, 66]. Bei Temperaturen von 30°C bis 33°C wachsen die Kulturen
zu einer Zelldichte von bis zu 4 x10® pro ml heran. Dabei erreichen sie eine
Generationszeit von 11-12 Stunden [67]. Die Zellwand der Borrelien besteht vor allem
aus Proteinen und Membranlipiden und schiitzt das besondere Innenleben der
Organismen [66]. Denn Spirochéten besitzen, anders als andere Bakterien, sogenannte
Endoflagellen zur Fortbewegung. Die Endoflagellen befinden sich im periplasmatischen
Spalt (vgl. Abb. 2) und bestehen aus 7-11 bipolaren Flagellen, die sich um den
Zellkdrper winden und gebundelt vorne und hinten am sogenannten
»protoplasmatischen Zylinder befestigt sind. Dieser Aufbau fuhrt zum helikalen
Aussehen und der schraubenférmigen Bewegung von Borrelien, wodurch eine
Fortbewegung in hochviskdsen Medien wie beispielsweise dem Wirtsgewebe mdoglich
wird [66, 68-71].
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Abbildung 2: Struktureller Aufbau von Spirochéten [72].

Zwischen den Blutmahlzeiten der Zecken befinden sich Borrelien vor allem im
Zeckendarm. Beim Saugakt wandern die Erreger in die Speicheldriisen (vgl. Abb. 3)
und von dort aus in den Wirt. Das Ubertreten von Borrelien aus dem Darm in die
Speicheldriisen von Zecken wird durch Verdnderungen in der Zusammensetzung

exprimierter Oberflachenproteine (Antigene) moglich [73-77].
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Abbildung 3: Speicheldruse der Zecke [Bild: NRZ].

Borrelien besitzen eine Vielzahl von Antigenen auf ihrer Oberflache, von denen bereits
uber 100 identifiziert werden konnten [78-80]. Die sogenannten ,outer surface
Proteine* (Osp) wurden bisher am intensivsten untersucht. Mittlerweile sind sechs Osp
Typen (OspA — F) bekannt [80, 81]. OspA und OspB gelten als essentiell flir das
Anhaften der Borrelien an der Darmwand der Zecken [82-86]. Kurz nachdem Zecken
einen Wirt gefunden haben, saugen sie sich mittels des Stechapparates an diesem fest.
Durch die Verénderung der Umweltbedingungen im Zeckendarm durch die
Blutmahlzeit (pH, Temperatur und osmotischer Druck) &ndert sich die
Zusammensetzung der Oberflachenproteine von Borrelien. Die Expression von OspA
sinkt, wahrend es zu einer Hochregulation von OspC kommt (vgl. Abb. 4). Dieser
,Antigenswitch® erméglicht den Borrelien das Ubertreten vom Mitteldarm der Zecke in
deren Speicheldriisen. Diese Anderung der OspA- und OspC - Expression spielt nach

bisherigen Erkenntnissen eine wichtige Rolle bei der Infektion des Wirtes [87-94].




1 Einleitung

Prinzipieller Aufbau einer Ixodes-Zecke

Abbildung 4: Antigenswitch und struktureller Aufbau der Schildzecke.
Borrelien mit OspA- (grin) und OspC- (rot) Expression. Das Haller’sche Organ an den
Vorderbeinen der Zecke dient der Orientierung [73].

Wiéhrend das Antigen OspD wohl eine bisher unbekannte Rolle spielt, sind OspE und
OspF wahrscheinlich insbesondere fiir die Interaktion der Borrelien mit Wirtsgewebe
verantwortlich [95-98]. OspE und sogenannte CRASP-Antigene scheinen es Borrelien
zu ermdglichen, durch Inhibition des Komplementsystems das native Immunsystem des
Wirts zu umgehen. Dadurch koénnen sich die Borrelien im Organismus etablieren und
diesen als Reservoirwirt nutzen [99]. Um einer Anpassung des menschlichen
Immunsystems an entsprechende Borrelienantigene entgegen zu wirken, besteht eine
gewisse Variabilitdt von OspE und OspF sowie weiteren Oberflachenproteinen [100,
101].

Das Genom von Borrelien ist auRergewohnlich aufgebaut. Es besteht aus einem etwa
1Mbp langen Linearchromosom sowie mehreren kleineren, linearen und zirkuldren
Plasmiden. Vorgange wie Konjugation, die Integration von Phagen-DNA,
Rekombination und Plasmidverlust beim Kaultivieren filhren zu einer gewissen
Variabilitat der Plasmidanzahlen und Genlagen [102-106]. Mit knapp 30 mol % Guanin
(G) und Cytosin (C) weist das Borreliengenom einen eher geringen Anteil dieser Basen
auf. Dadurch ist eine deutliche Abgrenzung zu anderen Spirochdten wie Treponemen
oder Leptospiren gegeben [104, 107].
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Bereits 1997 wurde der erste Borrelienstamm, B31 (ATCC 35210), teilsequenziert. Im
Jahre 2000 folgte dann eine Vollgenomsequenzierung [105, 108], wobei eine
vergleichsweise geringe Anzahl von Borreliengenen auffiel. Ein Grund dafiir kdnnte ein
Genverlust durch Anpassung an die parasitiare Lebensweise von Borrelien sein [108].
Auf dem Linearchromosom sind einige sogenannte ,,housekeeping Gene* lokalisiert.
Diese Gene sind an fundamentalen Prozessen wie zum Beispiel der Replikation,
Transkription, Translation oder an metabolischen Prozessen beteiligt. Sie dienen somit
der Zellerhaltung und unterliegen nur wenig evolutiondaren Veranderungen.
Housekeeping Gene gelten im Bezug auf evolutiondr bedingte genetische
Verénderungen als besonders bestandig [107-111].

1.3.2 Systematik, geographische Verteilung und Pathogenitat

Urspringlich nahm man an, die Erreger der LB seien eine homogene Gruppe von
Bakterien. Sie wurden als Borrelia burgdorferi (B. burgdorferi) bezeichnet [7, 22, 112,
113]. Spéter zeigte sich jedoch, dass es sich um eine heterogene Gruppe von Bakterien
handelt [114]. Mittlerweile wird zwischen B. burgdorferi sensu lato (B. burgdorferi s. 1.,
,»im weiteren Sinne*) und B. burgdorferi sensu stricto (B. burgdorferi s. s., ,,im engeren
Sinne*) unterschieden. B. burgdorferi s. |. beschreibt dabei den heterogenen
Spezieskomplex, der alle bisher bekannten Borreliengenospezies der LB
verursachenden Spirochaten umfasst, wahrend sich B. burgdorferi s. s. auf die

urspriinglich entdeckte Spezies (vgl. Stamm B31) dieses Komplexes bezieht.

Durch molekulargenetische Analysen konnten bisher 22 verschiedene Genospezies,
darunter eine noch nicht benannte ,,Genomospecies 2%, klassifiziert werden. Eine
Zuordnung verschiedener Genospezies zu unterschiedlichen geographischen
Lokalisationen war moglich (vgl. Abb. 5, Tab. 1) [115].
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Abbildung 5: Geographische Verbreitung von Borrelienspezies. Der graue Bereich zeigt
LB Endemiegebiete [8, 116]. B. garinii wurde aufgrund ihrer Verbreitung durch
Seevogel auch in arktischen Gebieten, Kusten Neufundlands und nahe der Ostkiste

Kanadas gefunden [117, 118].

Tabelle 1: Spezies des B. burgdorferi s. I. Komplexes. * Gesicherte Humanpathogenitat,

** Erstbeschreibung

Borrelien Spezies Geographische Referenz Jahr**
(Typbezeichnung) Ausbreitung

B. burgdorferis.s. (B31) *  Europa, USA Baranton et al.[115] 1992
B. garinii (20047) * Europa, Asien Baranton et al. [115] 1992
B. afzelii (VS461) * Europa, Asien Canicaetal. [119] 1993
B. japonica (H014) Japan Kawabata et al. [120] 1993
B. andersonii (21038) USA Marconi et al. [121] 1995
B. tanuki (Hk501) Japan Fukunaga et al. [122] 1996
B. turdii (YYa501) Japan Fukunaga et al. [122] 1996
B. lusitaniae (PoTiB2) Europa, Nordafrika Le Fleche et al. [123] 1997
B. valaisiana (VS 116) Europa, Asien Wang et al. [124] 1997
B. bissettiae (DN127-cl9-2)  Europa, USA Postic et al. [125] 1998
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B. sinica (CMN3) China Masuzawa et al. [126] 2001
B. spielmanii (PC-Eq17N5) * Europa Richter et al. [127] 2006
B. californiensis (CA 446) USA Postic et al. [128] 2007
Genomospecies 2 USA Postic et al. [128] 2007
B. yangtzensis China Chu et al. [129] 2008
B. americana (SCW-41) USA Rudenko et al. [130] 2009
B. carolinensis (SCW-22) USA Rudenko et al. [131] 2009
B. bavariensis (PBi) * USA, Europa Margos et al. [132] 2009
B. kurtenbachii (25015) Europa Margos et al. [133] 2010
B. finlandensis (SV1) Europa Casjens et al. [134] 2011
B. chilensis USA Ivanova et al. [135] 2013
B. mayonii * USA Pritt et al. [136] 2016

Die einzelnen Genospezies des B. burgdorferi s. I. Komplexes haben unterschiedliches
humanpathogenes Potenzial (vgl. Tab. 1). Zu den gesichert humanpathogenen Spezies
gehoren: B. burgdorferi s. s., B. afzelii, B. garinii, B. bavariensis und B. mayonii. Auch
B. spielmanii wurde als infektits eingestuft und konnte bisher vor allem aus EM isoliert
werden. Der Pathogenitatsstatus von B. bissettiae, B. kurtenbachii und B. lusitaniae
konnte bislang nicht eindeutig geklart werden. Alle lbrigen Genospezies wurden bisher
nicht in Patientenisolaten nachgewiesen [132, 137-149].

In den USA galt B. burgdorferi s. s. lange Zeit als einziger humanpathogener Erreger
des B. burgdorferi s. I. Komplexes [150]. 2016 entdeckten Pritt et al. in den USA eine
neue humanpathogene B. burgdorferi s. |. Spezies, die vorlaufig als B. mayonii benannt
wurde [136, 151].

Die Heterogenitat humanpathogener Spezies war in Europa und Asien deutlich groRer
als in den USA [152]. Eine Methode der Borrelientypisierung war die Bestimmung des
Oberflachenproteins OspA mittels Western Blot und monoklonaler Antikérper [153,
154]. Dabei konnte jeder Spezies ein bestimmter ,,OspA Typ*, beziehungsweise

mehrere OspA Typen bei B. garinii, zugeordnet werden (vgl. Tab. 2) [132, 153, 155].
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Tabelle 2: OspA-Typen der wichtigsten humanpathogenen B. burgdorferi s. |. Spezies
in Europa

Spezies OspA Typ
B. burgdorferi s. s. 1

B. afzelii 2

B. garinii 3,5-8

B. bavariensis 4

Bereits in mehreren Studien wurde ein Zusammenhang zwischen der Borrelienspezies
und der Patientensymptomatik beschrieben (vgl. Abb. 6). Einigen Spezies konnten
weiterhin bestimmte Hauptmanifestationen beim Patienten zugeordnet werden (vgl.
Tab. 3) [137, 153, 156-160].

Typ 6 * - Typ 6 -
°5  KGP* (n=32) *° Haut (n = 68)
Typ 5 Tyi) 1
Typl ®ETypl 1% 6% mTyp 1
33% 5 Tvp 4
Typ 5 Typ ;; Typ 2
[ (o]
19% ] Typ 4 Typ ) ™l Typ 4
Typ4 ETyp5 84% mTyp5
5% Typ2  ®mTyp6 mTyp6
29%
w7_ Liquor (n =43) Zecken (n = 90)
5%
Typ1 Typ 7 Typ 1
sz;/e Typ 2 OTyp 2
’ —TP2 3 VP2 Typ3
129 " TYP 9% yp
ETyp 4 Typ 3 HTyp5

Typ 5

7% Typ3 H®ETyp5 Typ5 12% mTypb

7% 3%

Abbildung 6: Verteilung humanpathogener B. burgdorferi s.I. Spezies in europdischen
Patientenisolaten und Zecken. *KGP = Kniegelenkspunktat. Modifiziert nach Wilske
1996/2002 [161].
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Tabelle 3: Klinische Hauptmanifestationen der haufigsten B. burgdorferi s. |. Spezies in
Europa [161]

Spezies Hauptmanifestation bei Patienten
B. burgdorferi s. s. Arthritis
B. afzelii Kutane Symptome

(Acrodermatitis chronica atrophicans)
B. garinii Neuroborreliose

B. bavariensis Neuroborreliose

Auch Unterschiede hinsichtlich der Humanpathogenitét von Borrelienspezies konnten
nachgewiesen werden. So wurde B. bavariensis beispielsweise bisher zwar haufig in
Patientenisolaten, jedoch selten in Zecken gefunden. Andere Spezies wie B. garinii

OspA-Typ 6 wiederum wurden vor allem in Zecken nachgewiesen [155, 159].

1.4 KIlinik, Diagnostik und Therapie der Lyme Borreliose

Die LB ist eine Multisystemerkrankung und umfasst eine Reihe verschiedener
Manifestationen. Dabei wird zwischen friilhen Manifestationen (friiher: Stadium | und
I1) und spaten Manifestationen (friher: Stadium I11) unterschieden (vgl. Tab. 4) [160,
162, 163]. Diese konnen unabhédngig voneinander auftreten, wobei eine stadienhafte
Reihenfolge nicht obligat ist [164-166]. Pradilektionsorte der LB sind Haut, Gelenke,
Nervensystem und Herz [114, 167-173].

Frihmanifestationen
Akut-lokal

Das Erythema migrans (EM, Wanderrote) gilt als hdufigste Manifestation der LB. Dabeli
handelt es sich um eine rotliche, makulo- bis papultse Effloreszenz im Bereich der
Einstichstelle, die sich im Verlauf zentrifugal ausbreitet und zentral meist abblasst (vgl.
Abb. 7) [35, 40, 174]. Das EM zeigt sich bei etwa 80 % der Patienten innerhalb weniger
Tage bis Wochen nach einem Zeckenstich [175]. Parallel treten haufig grippeéhnliche
Symptome auf [24, 163, 173, 176].

12
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Abbildung 7: Erythema migrans beim Patienten [177].

Akut-disseminiert

Kommt es zur hamatogenen Streuung von Bakterien, wird von einer systemischen,
disseminierten Infektion gesprochen. VVor allem in den USA kommt es gelegentlich zum
gleichzeitigen Auftreten multipler Erythemata migrantia (MEM) am ganzen Korper
(vgl. Abb. 8). Diese akut disseminierte Manifestation der LB steht in der Regel in

keinem zeitlichen Zusammenhang zum Zeckenstich [24, 178-181].

Abbildung 8: Multiple Erythemata migrantia beim Patienten [182].

Auch die Neuroborreliose (NB) wird zu den akut disseminierten Manifestationen
gezahlt, wobei Symptome meist erst nach einigen Wochen bis Monaten auftreten [183].
Die NB prasentiert sich oft als Meningoradikulitis Bannwarth (,,Bannwarth-Syndrom®),
welche starke, nachtlich betonte Schmerzen, Paresen und Parasthesien sowie
gegebenenfalls eine periphere, teils beidseitige Fazialisparese umfasst (vgl. Abb. 9) [46,
172, 184-187].
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Auch eine Myokarditis mit Herzrhythmusstérungen sowie Augenbeteiligungen sind zu
diesem Zeitpunkt mdoglich [188-192]. Beim Borrelien Lymphozytom (BLZ,
Lymphadenosis cutis benigna) treten rétlich livide, knotige Hautveranderungen auf, die
haufig mit einer lokalen Lymphadenopathie einhergehen. Prédilektionsstellen fiir das
BLZ sind Mamillen, Skrotum, Ohrlappchen und das Gesicht (vgl. Abb. 9) [163, 193-
201].

@iz

Abbildung 9: BLZ an Mamille und Ohrlédppchen (linkes Bild) und periphere
Fazialisparese links beim Patienten (rechtes Bild) [Bild: NRZ].

Spatmanifestationen
Chronisch-disseminiert

Nach einigen Monaten bis Jahren konnen persistierende, disseminierte
Borrelieninfektionen chronische Manifestationen hervorrufen. Bei der Lyme
Arthritis (A) handelt es sich um Gelenksentziindungen mit volumindsen Schwellungen,
die sich meist an verschiedenen grolRen Gelenken zeigen (vgl. Abb. 10). Die Lyme
Arthritis steht in Europa, nach dem EM, an zweiter Stelle der h&ufigsten LB-
Manifestationen [170, 202, 203]. Im Verlauf der Lyme Arthritis kommt es haufig zur
Spontanremission [32, 40].

Eine weitere chronisch-disseminierte Manifestation, die Acrodermatitis chronica
atrophicans [Herxheimer] (ACA), wurde bisher fast ausschliellich in Europa
beschrieben. Sie betrifft vor allem weibliche Patientinnen tGber 60 Jahre. Dabei kommt
es, oft erst nach Jahren, zu entziindlichen Schwellungen mit Préadilektionsort an den

Streckseiten der  Extremitdten. Im  Verlauf konnen  Hautatrophien und
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zigarettenpapierartige Hautverdnderungen entstehen. Hautvenen treten dann oft
plastisch hervor und es konnen Falten, fibrinoide Knoten, Sklerosierungen, sowie
lokaler Haarverlust und eine gestorte Schweillsekretion auftreten (vgl. Abb. 10). In
einigen Fallen fuhrt die ACA zu sensiblen Polyneuropathien [21, 30, 42, 169, 204-208].

Arthritis Acrodermatitis chronica atrophicans

Acrodermatitis chronica atrophicans Acrodermatitis chronica atrophicans

Abbildung 10: Manifestationen der chronisch-disseminierten LB [Bild: NRZ].

In seltenen Fallen der chronischen NB kann es zu lymphozytaren Meningitiden sowie
progredienten Encephalomyelitiden kommen. Dabei sind das Auftreten von Gang-,
Kognitions- und Blasenfunktionsstorungen moglich [209].

Ein umstrittener Symptomkomplex der chronischen LB, das ,,Post-Lyme Syndrom®,
beinhaltet verschiedene psychopathologische Symptome, wobei der Zusammenhang zur
LB bisher nicht ausreichend geklart werden konnte [210-212].
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Tabelle 4: Manifestationen der LB

Art der Zeitpunkt nach ~ Hauptsymptome Weitere Symptome

Manifestation dem Zeckenstich

Frah, Tage bis Erythema migrans Grippeéhnliche
Akut-lokal Wochen Symptome
Frah, Wochen bis Akute Neuroborreliose,

Akut- Monate Myokarditis,

disseminiert Augenbeteiligung,

Lymphadenosis cutis

benigna
Spét, Monate bis Lyme Arthritis, Sensible
Chronisch- Jahre Acrodermatitis chronica  Polyneuropathien,
disseminiert atrophicans, chronische Myelitis, Post-Lyme
Neuroborreliose Syndrom

Die Diagnose der LB ist je nach Manifestation unterschiedlich zu stellen, wobei es sich
beim EM in der Regel um eine klinische Blickdiagnose handelt, die keiner weiteren
Diagnostik bedarf. Alle anderen Manifestationen der LB werden anhand der Serologie,
also einem Nachweis von Antikdrpern, diagnostiziert. Dabei ist zu beachten, dass eine
Antikdrperdiagnostik nur bei klinisch eindeutigen Manifestationen der LB sinnvoll ist,
da die Seropréavalenz der LB ist insbesondere im hoheren Alter sehr hoch ist und daher
falsch positive Ergebnissen maoglich sind [213, 214]. Nur in Ausnahmesituationen, bei
diagnostischer Unklarheit, Immunsuppression, Manifestation der LB noch vor Bildung
von Antikdrpern, wird eine Kultur angelegt oder eine PCR durchgefiuhrt [64, 114, 175,
178, 183, 215-222]. Zur Friherkennung der NB laufen derzeit Forschungen zur
Wertigkeit des Chemokin CXCL13 im Liquor, welches bisher jedoch noch keinen
Stellenwert in der klinischen Routinediagnostik einnimmt [223-225].

Die Therapie der LB sollte bei eindeutigen klinischen Manifestationen umgehend
eingeleitet werden, um Spatfolgen und chronische Verlaufe zu verhindern [226-228].
Dabei kommen Antibiotika zum Einsatz [229]. Die Wahl und Dosierung des

Antibiotikums sowie die Therapiedauer héngen von den jeweiligen Kklinischen
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Manifestationen sowie dem physiologischen Zustand des Patienten ab [216, 230, 231].
Wichtig ist, dass ein alleiniger serologischer Nachweis von Borrelienantikérpern
(Borrelien-AK) ohne klinische Symptomatik des Patienten keine Therapieindikation
darstellt [216, 232, 233]. Detaillierte Informationen zur Therapie der LB sind den
Tabellen 30 und 31 (Therapieschemata der LB) im Anhang zu entnehmen. Die
Prognose der LB ist bei addquater Behandlung gut.

1.5 Impfung und Prophylaxe

1998 wurde in den USA ein vertraglicher sowie effizienter Impfstoff gegen die LB
zugelassen. Dieser induzierte eine AK-Bildung gegen das Oberflachenprotein OspA
beim Patienten. Entsprechende AK traten beim Saugakt der Zecke aus dem Blut der
Patienten in den Mitteldarm der Zecke Uber und konnten dort mit Borrelien interagieren
beziehungsweise diese gegebenenfalls eliminieren. Borrelien konnten somit nicht mehr
auf den Patienten Ubertreten. Da zundchst nur B. burgdorferi s. s. als einzige
humanpathogene Borrelienspezies der USA galt, war die Anwendung eines
monovalenten Impfstoffs dort sinnvoll. 2002 wurde der Impfstoff wegen
unerwinschter Nebenwirkungen und schlechter ~ Verkaufszahlen ~ vom
humanmedizinischen Markt genommen [234-237].

Die Heterogenitdt humanpathogener Borrelienspezies in Europa und Asien scheint
deutlich groRer zu sein, weshalb sich die Entwicklung eines adaquaten Impfstoffs
entsprechend komplexer gestaltet [238]. Trotz einiger vielversprechender Ansétze gibt
es bisher noch keine geeigneten Préparate auf dem europdischen und asiatischen
humanmedizinischen Markt [239-242].

Die effektivste Prophylaxe der LB ist die Vermeidung von Zeckenstichen. Empfohlene
SchutzmaBnahmen in diesem Zusammenhang sind das Tragen langer Kleidung und die
Reduktion von Aufenthalten in Wald- und Heckennéhe. Diese Vorsichtsmalinahmen
sollten insbesondere wéhrend der Zeckenhochsaison (Mai-Juli und September-Oktober,

in Deutschland) getroffen werden.
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Nach maoglicher Exposition sollte der Korper insbesondere an feuchten Stellen
grindlich nach Zecken abgesucht werden. Chemische Duftstoffe, sogenannte
Repellentien, kénnen erganzend genutzt werden [57, 245-250].

Da die Wahrscheinlichkeit der Borrelieniibertragung mit der Dauer des Saugaktes steigt,
sollten festgesogene Zecken unverziiglich fachgerecht entfernt werden [251-255]. Dazu
werden sie mit Hilfe einer Pinzette, Zeckenkarte oder notfalls mit den Fingerndgeln
hautnah herausgezogen beziehungsweise -geschoben. Quetschen, ruckartiges Ziehen
oder Drehen sind dabei zu vermeiden (vgl. Abb. 11). Eine Desinfektion vor und nach
dem Entfernen der Zecke ist sinnvoll. Chemische, mechanische oder thermische
Manipulationen hingegen sollten unterlassen werden [256]. Mdglicherweise tritt nach
Entfernen der Zecke eine R&tung an der Einstichstelle auf. Dabei handelt es sich in der
Regel um eine meist unbedenkliche Fremdkdrperreaktion, die nach kurzer Zeit von

selbst verschwindet. Treten Komplikationen wahrend oder nach der Zeckenentfernung

auf, sollte ein Arzt aufgesucht werden [77, 257].

Abbildung 11: Richtiges Entfernen einer Zecke mittels Zeckenkarte. Die Zeckenkarte
sollte hautnah in Schlitzrichtung (griiner Pfeil) geschoben werden [Bild: NRZ].
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1.6 Schildzecke (Ixodes) als Hauptvektor der Lyme

Borreliose

Zecken sind GliederfiRer (Arthropoden) und zahlen zur Klasse der Spinnentiere
(Arachnida). Borrelien des B. burgdorferi s. I. Komplexes werden ausschlielRlich durch
Schildzecken (Ixodidae) tibertragen. Ubertrager humanpathogener Erreger bezeichnet
man als ,,Vektoren* [258-260].

1.6.1 Systematik und geographische Verteilung

Vektoren von B. burgdorferi s. I. unterscheiden sich je nach geographischer Lage (vgl.
Abb. 12), wobei in Europa I. ricinus (gemeiner Holzbock) und in Osteuropa sowie
Asien |. persulcatus (Taigazecke) als Hauptvektor vorherrschen. In Nordamerika
werden Borrelien an der Ostkiste vor allem durch I. scapularis (Hirschzecke) und an
der Westkdiste durch I. pacificus (western blacklegged tick) Gbertragen [9, 11, 261,
262].

Ixodes ricinus und

Ixodes persulcatus \/\{\'-—\_,\
——

Gy Ixodes persulcatus

Ixodes
scapularis  |xodes
ricinus

Ixodes
pacificus

Abbildung 12: Geographische Verteilung von B. burgdorferi s. I. Vektoren [9].
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Je nach Zeckenart werden unterschiedliche Borrelienspezies ubertragen. Auch
Mischinfektionen verschiedener Borrelienspezies in einem Vektor sind moglich [50,
263-267]. Eine detaillierte Tabelle der Vektoren verschiedener Borrelienspezies und der
Wirtspraferenzen dieser Vektoren ist dem Anhang zu entnehmen (vgl. Tab. 32,

Hauptwirte der Schildzecken).

1.6.2 Lebenszyklus und Ubertragung von Borrelien

Schildzecken durchlaufen, in ihrem 2-5-jahrigen Lebenszyklus drei blutsaugende
Entwicklungsstadien (Larve - Nymphe -> adulte Zecke). In jedem dieser Stadien
nehmen sie eine Blutmahlzeit zu sich, wobei sie stets ihren Wirt wechseln (vgl. Abb.
13) [74, 268-272]. Nymphen und Larven bevorzugen kleinere Wirte, adulte Zecken
groRere. Beim Saugakt konnen sich die Zecken Uber das Wirtsblut oder durch
sogenanntes ,,Co-feeding” mit Borrelien infizieren. Beim Co-feeding findet eine
Ubertragung von Borrelien zwischen zwei benachbart saugenden Zecken statt [273,
274]. Auch eine transovarielle Ubertragung von Borrelien konnte in einigen Studien
nachgewiesen werden, diese spielt jedoch, wenn (berhaupt, nur eine untergeordnete
Rolle [266, 275].

Die Borreliendurchseuchungsrate von Zecken unterliegt starken regionalen
Schwankungen. Im Durchschnitt steigt sie von etwa 1 % bei Larven auf 10 % bei
Nymphen und 20 % bei adulten Zecken (vgl. Abb. 13) [12, 13, 276]. Trotz der héheren
Durchseuchungsrate adulter Zecken gelten Nymphen als Hauptibertrager von
Borrelien. Grund daftr kdnnte deren geringe Korpergréolie sein. Denn im Vergleich mit
adulten Zecken werden Nymphen oft erst spét erkannt und entfernt, wodurch sich die
durchschnittliche Saugzeit verlangert [277, 278]. Die Wahrscheinlichkeit nach einem
Zeckenstich an einer LB zu erkranken, lag in Studien durchschnittlich unter 5 % [14,
15, 278, 279].
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Larva feeds on first host

Larven:
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20%
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Abbildung 13: Lebenszyklus der Schildzecke mit stadienabh&ngigem Wirtsspektrum
und entsprechenden Durchseuchungsraten. Der Mensch ist im Lebenszyklus der
Schildzecke nur ein akzidentelles Opfer [9, 280].

1.7 Multilocus sequence typing

Das Multilocus sequence typing (MLST) ist eine molekularbiologische Methode zur
Typisierung von Bakterien und anderen Organismen [281, 282]. Die Methode wurde
1998 von Martin Maiden, Brian Spratt et al. in England entwickelt. Als erste Spezies
zur Entwicklung und Validierung des MLST wurde Neisseria meningitidis typisiert. Im
Verlauf folgten Typisierungen einer Vielzahl anderer Bakterien und Organismen. 2008
entwickelten Margos et al. ein Typisierungsschema fir MLST Analysen von Borrelien
[111, 283].
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Grundlage des MLST sind Sequenzanalysen von housekeeping Genen. Housekeeping
Gene kodieren unter anderem physiologisch relevante Enzyme und sind trotz hoher
Spezifitat allen Spezies gemein. Sie kommen im Borreliengenom nur als Einzelkopien
vor. Wenige evolutiondre Verdanderungen und eine mdglichst selektionsneutrale Lage
auf dem Chromosom sind Auswabhlkriterien flir MLST-housekeeping Gene [111, 284].
Neben dem Begriff des ,,multilocus sequence typing™ (MLST) wird in der Literatur des
Ofteren von ,,multilocus sequence analysis*“ (MLSA) gesprochen. Die Begriffe MLST
und MLSA werden meist synonym verwendet. Genau genommen ist das MLST jedoch
als Analyse von Stammen innerhalb einer Spezies definiert. Beim MLSA hingegen
werden Stdmme verschiedener Spezies verglichen, wobei in den letzten Jahren auch
neue Borrelienspezies identifiziert werden konnten [111, 127, 128, 285-290].

1.7.1 Prinzip der Methode

Zunachst werden ausgewdhlte Gene einer Spezies mittels Polymerasekettenreaktion
(PCR) vervielfaltigt. AnschlieBend werden die entsprechenden Gene sequenziert und
die generierten Sequenzdaten Uberprift. Anhand von Onlinedatenbanken kann dann
jedem Allel (Auspragung eines Gens) eine Nummer zugeordnet werden (Alleltyp, AT).
Durch das Aneinanderreihen der Allele eines Stammes erhdlt man eine bestimmte
Allelkombination. Die Zahlenkombination der AT wird ,,allelisches Profil*“ genannt und

ergibt den sogenannten Sequenztyp (ST) eines Stammes (vgl. Abb. 27).

Im Vergleich zu anderen Methoden, wie beispielsweise der Vollgenomsequenzierung,
spielt die genaue Anzahl von Mutationen im Gesamtgenom beim MLST keine Rolle.
Durch einen Vergleich mit Stammbaumanalysen kénnen anhand von MLST-Daten

potenzielle Rekombinationsereignisse detektiert werden.

Die Auswahl und Anzahl der genutzten housekeeping Gene héngt von der jeweiligen
Spezies ab. Sie ist stets ein Kompromiss aus Kosten, Zeitaufwand und Nutzen. Je mehr
Gene verwendet werden, desto genauer konnen Unterschiede zwischen Stdammen und
potenzielle Rekombinationsereignisse herausgearbeitet werden. Aus praktischen
Grinden werden beim MLST bis heute meist Allelfragmente mit durchschnittlich 400-
600 Basenpaaren verwendet [116, 283, 284, 291-293].
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1.7.2 Vor- und Nachteile des Multilocus sequence typing

Das MLST ermdglicht eine prézise Charakterisierung von Organismen und schafft
somit neue Grundlagen fir epidemiologische und evolutionsbiologische Studien. Das
MLST weist neben zahlreichen Vorteilen jedoch auch einige Nachteile auf [283, 287,
292, 293].

Vorteile des MLST:

« International standardisierte Nomenklatur und Vergleichbarkeit von Daten

+«+ Laborunabh&ngige Interpretation von Daten

++ Gute Trennscharfe zwischen Stammen

«» Globale Verfiigbarkeit von Daten in Echtzeit durch Onlinedatenbanken

«» Hohe Reliabilitit durch standardisierte Verfahren

%+ Geringer menschlicher Bias durch automatisierte Verfahren

% Geringe DNA-Mengen aufgrund vorgeschaltener PCR ausreichend

% Valide Aussagen uber Verwandtschaftsverhéltnisse durch Typisierung anhand

konservierter housekeeping Gene

% Geeignet fir Analysen nicht-klonaler Bakterienpopulationen
% Vergleichsweise einfache, schnelle und zuverldssige Bereitstellung von Daten

Nachteile der MLST:

«» Bisher relativ teuer, laborintensiv und zeitaufwandig

« Bindung an Sequenzierungslabore

¢+ Ungeeignet bei Mischinfektionen von Spezies

% Keine Unterscheidung von Mutationen und Rekombinationen im selben

Analyseverfahren

+» Bei Inkongruenz der Loci ungeeignet

% Hohe Anfélligkeit fir Kontaminationen wegen hochsensitiver Verfahren (vor

allem bei Anwendung der (semi-) nested PCR)
[283, 284, 287, 292, 294, 295]
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1.7.3 Verarbeitung der Daten und allgemeine Ziele des Multilocus
sequence typing

MLST-Daten wurden urspringlich in der lokalen Datenbank MLSTdbNet gesammelt.
Aufgrund zu groRer Datenmengen stie3 diese im Verlauf jedoch schnell an ihre Grenzen
und schon bald wurde die erste Onlinedatenbank (http://pubmlst.org/) der Oxford
University eingerichtet. Alternative MLST-Onlinedatenbanken, wie beispielsweise
Hhttp:/imwww.mlst.net/* des Imperial College London folgten. Fir MLST Analysen von
B. burgdorferi s. I. empfiehlt sich, aufgrund der grofRen bereits vorhandenen
Datenmenge die Nutzung der pubmist.org Onlinedatenbank. MLST-Daten kdnnen
mittels zahlreicher vertffentlichter Algorithmen und Mdglichkeiten der graphischen
Darstellung ausgewertet werden [285, 292, 296-301].

Die Anwendungsgebiete des MLST sind vielseitig. Sie reichen von phylogenetischen,
epidemiologischen und 0©kologischen Studien bis hin zur pharmakologischen
Resistenztestung bestimmter Erreger. Ziele des MLST wie (i) die Einsicht in die
Ausbreitung von Erregern zur besseren Kontrolle und deren Einddmmung, (ii) die
Bestimmung der Pathogenitat innerhalb von Populationen und (iii) Fortschritte in der
Impfstoffentwicklung sind nur Beispiele [283, 292].
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1.8 Zielsetzung dieser Arbeit

In den vorherigen Kapiteln wurde die Relevanz der LB als haufigste zeckeniibertragene
Erkrankung nordlich des Aquators deutlich. Epidemiologische Daten und 6kologische
Zusammenhange bilden die Basis fir das Verstdndnis vektortbertragener
Infektionskrankheiten. Sie sind somit eine wesentliche Voraussetzung zur
Implementierung sinnvoller KontrollmaBnahmen. Mittels MLST wurde eine einfache,
schnelle und prazise Typisierung von Erregern moglich. Bereits in friiheren Studien
konnten Daten zur Populationsstruktur humanpathogener Borrelienspezies erhoben
werden [111, 302]. Ein direkter Vergleich von MLST- und Patientendaten der Spezies
B. burgdorferi s. s. aus Europa und den USA wurde jedoch bislang nicht durchgefiihrt.
Weiterhin wurden in Europa zwar Zecken, jedoch keine B. burgdorferi s. .
Patientenisolate mittels MLST typisiert. Auch eindeutige Aussagen zur Invasivitat
einzelner B. burgdorferi s. |. ST konnten bisher nicht getroffen werden.

Hauptziel dieser Arbeit war die Analyse von B. afzelii und B. burgdorferi s. s.
Populationsstrukturen in Europa und den USA. Dabei sollten sowohl europdische
Patientenisolate als auch Zecken mittels MLST typisiert werden.

Weiterhin wurde ein Vergleich von Populationsstrukturen, klinischen Manifestationen
und Invasivitaten der Spezies B. burgdorferi s. s. in Europa und den USA angestrebt.
Als Basis fur vergleichende Analysen mit Daten aus den USA wurde eine Studie von
Hanincova et al. (2013) herangezogen [302].

Nebenziele dieser Arbeit waren zum einen die Erhebung von Daten zur Invasivitat von
B. afzelii und B. burgdorferi s. s. in Europa und zum anderen Analysen des
humanpathogenen Potenzials einzelner ST und klonaler Komplexe. Ein besonderes
Augenmerk lag im Bezug auf die Auswahl von Stdmmen und statistischen
Auswertungen auf der Manifestation NB, da diese Manifestation der LB besonders

schwerwiegende Symptome bei Patienten hervorruft [302, 303].
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2 Materialien und Methoden

2.1  Verwendete Stamme

In dieser Arbeit wurden MLST-Daten von 927 B. burgdorferi s. s. und B. afzelii
Stammen aus Europa und den USA analysiert. Die Borrelienstdmme wurden aus
Patientenmaterial sowie Zecken gewonnen. Eine detaillierte Auflistung aller
analysierten Stdamme befindet sich im Anhang (vgl. Tab. 36-42).

2.1.1 Verwendete Borrelia burgdorferi sensu stricto Stamme

56 B. burgdorferi s. s. Stdmme aus européischen Patientenisolaten und Zecken wurden
mittels MLST typisiert. Daten von weiteren 601 B. burgdorferi s. s. Stdmmen aus den
USA wurden von Hanincova et al. 2013 Gbernommen und standen uber die MLST
Onlinedatenbank zur Verfugung (vgl. Tab. 5).

Tabelle 5: B. burgdorferi s. s. Stdamme aus Europa und den USA (n= 679). *Inkl. KIFII
und Fhell, ® eigens in dieser Arbeit mittels MLST typsiert, ° Isolate der MLST-
Onlinedatenbank

Geographische Herkunft  Patientenisolate [n] Zecken [n]
Europa 33%* 23°

22"
USA 145 456°

Die B. burgdorferi s. s. Patientenisolate aus Europa wurden in den Jahren 1983-2011
am Nationalen Referenzzentrum fir Borrelien in OberschleiRheim (NRZ) gesammelt.
Zwei der B. burgdorferi s. s. Patientenisolate aus Europa (PFhel/PFhell und
PKifl/PKifll) stammten jeweils aus Hautbiopsien unterschiedlicher Kdorperregionen
desselben Patienten. Da die Isolate jeweils den gleichen ST (PFhel/PFhell: ST21;
PKifl/PKifll: ST24) zeigten, lag die Vermutung nahe, dass es sich um identische
Stdmme handelte. Entsprechend wurden nur 31 der 33 typisierten B. burgdorferi s. s.

Patientenisolate aus Europa in weiterflihrende statistische Auswertungen einbezogen.
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Neben B. burgdorferi s. s. Patientenisolaten wurden auch B. burgdorferi s. s. infizierte
Zecken mittels MLST typisiert. Diese stammten aus Munchen und Umgebung und
wurden von Frau Dr. Overzier (Lehrstuhl fir Vergleichende Tropenmedizin und

Parasitologie der LMU Munchen, Minchen, Deutschland) zur Verfugung gestellt [304].

2.1.2 Borrelia afzelii

77 B. afzelii Patientenisolaten der Stammsammlung des NRZ wurden mittels MSLT
typisiert. In statistische Auswertungen bezuglich der Invasivitdt und klinischer
Manifestationen wurden weitere 50 B. afzelii Patientenisolate der Stammsammlung des
NRZ einbezogen (vgl. Tab. 6 und Tab. 42 im Anhang).

Tabelle 6: B. afzelii Stamme aus Europa (n = 248). ® eigens in dieser Arbeit mittels
MLST typisiert, °Stamme der MLST Onlinedatenbank, ¢ weitere, bisher nicht mittels
MLST typisierte Stamme des NRZ

Geographische Herkunft  Patientenisolate [n] Isolate aus Zecken [n]
Europa 77° 118°

3b

50°

Bezliglich der 3 B. afzelii Patientenisolate der MLST Onlinedatenbank lagen keine
differenzierten Angaben zur Manifestation oder Art der Infektion beim Patienten vor.
Aus diesem Grund wurden die drei Isolate nicht fir statistische Analysen der Invasivitat

von B. afzelii verwendet.

2.1.3 Patientenmaterial

Die Patientenisolate aus den USA stammten ausschlieBlich aus Blut und Hautbiopsien
(von Hanincova et al. (2013)) [302]. Européische Patientenisolate wurden daruber
hinaus auch aus Liquor, Kniegelenkspunktaten sowie je einem Myokard-, Glaskorper-
und Knochenbiopsat gewonnen (vgl. Tab. 7).

27



2 Materialien und Methoden

Tabelle 7: Biologische Isolationsmaterialien der B. burgdorferi s. s. (B. b. s. s.) und
B. afzelii (B. a.) Patientenisolate aus Europa und den USA. ? inkl. Fhell und KIFII,
® mittels MLST typisierte Stamme,  bisher nicht mittels MLST typisierte Stamme, CSF
Cerebrospinal fluid (Liquorpunktat), KGP Kniegelenkspunktat, [n] Anzahl

Spezies [n] CSF Haut KGP Blut Myokard Auge Knochen
B.b.s.s.®* 33 17 12 2 - 1 1 -
(Europa)

B.b.s.s. 145 - 129 - 16 - - -
(USA)

B.a.’ 77 16 58 1 1 - - 1
B.a.® 50 1 48 1 - - - -

2.1.4 Geographische Herkunft der Stamme

Europdische Patientenisolate und Zecken stammten zum (berwiegenden Anteil aus
Suddeutschland beziehungsweise vor allem aus dem Grofiraum Minchen (vgl.
Abb. 14). Eine detaillierte Tabelle zur geographischen Herkunft europdischer

Patientenisolate ist dem Anhang zu entnehmen (vgl. Tab. 29).

Patientenisolate aus den USA stammten etwa zu gleichen Teilen aus Wisconsin (n = 69)
und New York (n = 76) [302]. Detaillierte Angaben zur geographischen Herkunft

infizierter Zecken aus den USA sind nicht verfligbar.
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Abbildung 14: Geographische Herkunft mittels MLST typisierter B. burgdorferi s. s.
und B. afzelii Patientenisolate aus Europa (n = 110). Modifizierte spatial epidemiology
Darstellung. Die farbigen Kreise spiegeln die Anzahl [n] der Patientenisolate an den
jeweiligen Standorten wieder. In Klammern stehen die Anzahlen der jeweiligen Kreise
auf der Karte. Nicht eingezeichnet sind zwei Isolate aus dem ehemaligen Jugoslawien
und ein Isolat aus Polen.

2.2 Housekeeping Gene

Das MLST von B. burgdorferi s. I. wurde, nach Margos et al. (2008), anhand von acht
konservierten housekeeping Genen (nifS, clpA, rplB, pyrG, recG, clpX, pepX und uvrA)
durchgefuhrt (vgl. Tab. 8) [111]. Entsprechende housekeeping Gene liegen auf dem
linearen Chromosom der Borrelien und gelten als evolutiondr sehr stabil (vgl. Abb. 15).
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1 425 851
84 369 575 581 612 627 837

Abbildung 15: Lage der housekeeping Gene auf dem Linearchromosom. Die
Zahlenangaben markieren die Lage der Gene auf dem Referenzstrang B31 [Bild: NRZ].

Tabelle 8: B. burgdorferi s. I. housekeeping Gene fir MLST Analysen [111, 285]

Gen Lange Lage auf dem Funktion/Produkt G/IC

Referenzstrang Gehalt

B31 [%]
nifS 564 BB0084 Aminotransferase 27,4
clpA 579 BB0369 Clp Protease SU A 26,7
rplB 624 BB0481 50S ribosomales Protein L2 35,3
pyrG 603 BB0575 CTP Synthase 31,3
recG 651 BB0581 DNA Rekombinase 31,5
clpX 624 BB0612 Clp Protease SU X 32,5
pepX 570 BB0627 Dipeptidyl aminopeptidase 29,9
UvrA 570 BB0837 Exonuclease ABC SU A 35,7
2.3 Primer

Die Primer fiir das MLST von B. burgdorferi s. s. und B. afzelii aus Europa wurden
bereits im Vorfeld vom Team des NRZ fiir Borrelien, mit Hilfe der Software
Oligoexplorer 1.2 (Gene Link), generiert und von Metabion (Metabion, Planegg,
Deutschland) synthetisiert [305]. Entsprechende Primer wurden fiir MLST Analysen
dieser  Arbeit Ubernommen und hinsichtlich  Annealingtemperaturen und
Primerkombinationen optimiert. Flr die Gene clpA, pyrG, recG, clpX, pepX und uvrA
standen jeweils vier, fur die Gene rplB und nifS drei verschiedene Primer zur
Verfligung. Eine nested PCR der Gene clpA, pyrG, recG, clpX, pepX und uvrA konnte
somit durchgefuhrt werden. Da fir die Gene rpIB und nifS kein sinvoller vierter Primer

generiert werden konnte, wurde eine seminested PCR dieser Gene durchgefiihrt (vgl.
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2.8.2.1 Nested und seminested PCR) [111]. Die Lange der Primer lag zwischen 18 und
27 bp. Die optimale Annealingtemperatur wurde in vorausgehenden Tests ermittelt (vgl.
2.8.3) und lag bei 48-60 °C. Denn zu hohe Annelingtemperaturen erschweren nach dem
Gesetz der Brown‘schen Molekularbewegung die Bindung der Primer, wahrend es bei
zu niedrigen Annelingtemperaturen zu unspezifischen Primerbindungen kommt. Eine
Tabelle aller Primer inklusive Primer- und Produktlange sowie Lage auf dem

Linearchromosom, ist dem Anhang zu entnehmen (vgl. Tab. 33) [111].

2.4 Kultivierung der Proben

Die initialen Schritte zur Gewinnung von Borrelien-DNA aus Zecken und

Patientenisolate unterschieden sich in einigen Aspekten.

Adulte Zecken wurden zundchst mit Hilfe von Einmalspateln unter sterilen
Bedingungen in mit PBS (PBS, Merck, Darmstadt, Deutschland) gefillten
Plastikrohrchen (Eppendorf Safe-Lock Tubes, Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
zerdruickt, um borrelienhaltige Organe freizulegen. Borrelien befinden sich in erster

Linie im Darm der Zecken (vgl. Abb. 18). Dieser Schritt entfiel bei Nymphen.

Abbildung 16: Praparierte adulte Zecke. Der Darm der Zecke ist als dunkles Konvolut
mittig im Bild zu erkennen [Bild: NRZ].
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Humane Biopsiepréparate wurden mit sterilen Scheren zerschnitten und in 1,5 ml-
Plastikrohrchen (Eppendorf Safe-Lock Tubes, Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
uberfihrt.

Im Anschluss wurde das Material aus Zecken und Biopsiepraparaten in 200 pl PBS
(PBS, Merck, Darmstadt, Deutschland) geldst und fiir 2 h bei 56 °C (350 rpm) inkubiert
(Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Bei allen anderen
biologischen Materialien erfolgte dieser Schritt direkt. Nach Zugabe von 200 pl Tissue
lysis buffer (MagNA Pure DNA Tissue lysis buffer, Roche, Mannheim, Deutschland)
und 40 ul Proteinase K (Proteinase K, 20 mg/ml, Qiagen, Hilden, Deutschland) wurde
diese Losung fur 10 min auf 70 °C erhitzt (Thermomixer compact, Eppendorf,

Hamburg, Deutschland).

Die Kultivierung von Borrelienstdimmen dieser Arbeit erfolgte in MKP-Medium. Eine
detaillierte Beschreibung zur Herstellung des MKP-Mediums kann dem Anhang
entnommen werden (Herstellung eines MKP-Mediums). Um eine erfolgreiche
Kulitivierung zu gewéhrleisten, wurden je drei Kulturréhrchen (sterile Kulturréhrchen,

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) mit 0,5 ml desselben Stammes beimpft und im

Anschluss fur sieben Tage bei 33 °C inkubiert (Function line, Heraeus, Hanau,
Deutschland) (vgl. Abb. 16).

Abbildung 17: Beimpfte Kulturréhrchen im Inkubator [Bild: Sabrina Jungnick].

Nach einer Woche erfolgte eine Wachstums- und Kontaminationskontrolle der

Borrelien mittels Dunkelfeldmikroskopie (Dialux 20, 40x Objektiv, Leitz, Wetzlar,
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Deutschland). Dazu wurden 15 pl des beimpften Kulturmediums auf einen Objekttrager
(Objekttrager, LLG Labware, Meckenheim, Deutschland) aufgetragen und das
Nativpraparat bei 400-facher VergroRerung untersucht (vgl. Abb. 17). Die Anzahl der
Borrelien betrug nun im Optimalfall 10-20 Borrelien pro Blickfeld. Dies entsprach einer

Dichte der kultivierten Borrelienpopulation von ca. 10°-107 /ml.

Abbildung 18: Dunkelfeldmikroskopie kultivierter Borrelien [Bild: Sabrina Jungnick].

In seltenen Fallen kam es trotz sterilem Arbeiten zu Verunreinigungen. Diese wurden
vor der Weiterverarbeitung durch verschiedene Methoden behoben. Bei einer
Kontamination mit Stibchenbakterien wurde der Inhalt der Kulturréhrchen unter
Anwendung von Druck gefiltert (0,45 pm Membranfilter, Sartorius, Gottingen,
Deutschland). Bei Kokkenkontaminationen wurden Antibiotika (Sulfomethoxazol
(SXT), Fosfomycin (FF) oder Amikacin (AK) je nach Erreger in minimaler
Hemmkonzentration, SXT < 300 pg/ml, FF < 1200 pg/ml und AK < 120 pg/ml) zur
Dekontamination eingesetzt.

2.5 DNA-Extraktion und Aufbereitung

Nach erfolgreicher Anzucht der Erreger wurde der Inhalt von jeweils drei
Kulturréhrchen (Sterile Kulturrohrchen, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) desselben
Stammes in ein 50 ml-Zentrifugenréhrchen (Nalgene Oak Ridge High-Speed Centrifuge
Tubes, Thermo Scientific, Roichester, NY) uberfihrt. Die Lésung wurde mit 10x
Phosphate Buffered Saline (PBS, Merck, Darmstadt, Deutschland) aufgefullt und fir
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20 min bei 64512 x g (12.000rpm) zentrifugiert (Zentrifuge ZK 401, BHG Hermle,
Gosheim, Deutschland). Nach Abkippen des Uberstands wurde das verbleibende Pellet
zweimal mit ca. 1 ml PBS (PBS, Merck, Darmstadt, Deutschland) erneut zentrifugiert
und resuspendiert. Das Pellet (Bakterienkonzentration: 10% pl) wurde nach erneuter
Zentrifugation (Centrifuge 5415D, Eppendorf, Engelsdorf, Deutschland) in 50 pl PBS
(PBS, Merck, Darmstadt, Deutschland) gel6st. Nach Zugabe wvon 200 pl
Inkubationspuffer (D920B, Merck, Darmstadt, Deutschland), 200 ul Lysepuffer (Lysis-
Buffer, Roche, Mannheim, Deutschland), 30 ul Proteinkinase K (Proteinkinase K,
20 mg/ml, Qiagen, Hilden, Deutschland) und 10 pul RNAse A (RNAse A Solution,
Merck, Darmstadt, Deutschland) wurde die Mischung fur 2 Stunden bei 65 °C inkubiert
(Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg, Deutschland).

AnschlieBend wurde der Ansatz in die originale Kartusche des Maxwell 16 FFS Nucleic
Acid Extaction System Custom Kit (Maxwell 16 FFS Nucleic Acid Extaction System
Custom Kit, Promega, Madison, USA) pipettiert und 80 pl Elutionspufferlésung
(Maxwell 16 FFS Nucleic Acid Extaction System Custom Kit, Promega, Madison,
USA) flr die Auswaschung vorgelegt. Der Vorgang der DNA-Aufreinigung erfolgte in
mehreren Schritten automatisiert im Maxwell 16 (Maxwell 16, Promega, Madison,
USA). Einige Stdmme wurden in ahnlicher Weise anhand der BioSprint 96 Technologie
(BioSprint 96 Technologie, Qiagen, Hilden, Deutschland) und dem zugehorigen
BioSprint 96 Blood Kit nach Angaben des Herstellers (BioSprint 96 Blood Kit, Qiagen,
Hilden, Deutschland) verarbeitet.

2.6 Schnellschritt-DNA-Aufbereitung

Zur Verifizierung einiger MLST-Ergebnisse war eine Wiederholung der PCR und
Sequenzierung bestimmter Stamme notig. Dabei wurde auf eine zeitintensive Extraktion
und Aufreinigung der Proben verzichtet und stattdessen eine Schnellschritt-DNA-
Aufbereitung angewendet. Bei -80 °C eingefrorenen Kulturen wurden nach dem
Auftauen fur 10 min bei 13400 x g (12.000 rpm) zentrifugiert (Centrifuge 5415D,
Eppendorf, Engelsdorf, Deutschland). Der fliissige Uberstand wurde abgekippt, das
entstandene Pellet mit 200 pl PBS (PBS, Merck, Darmstadt, Deutschland) gewaschen
und erneut fir 10 min bei 13400 x g (12.000 rpm) zentrifugiert (Centrifuge 5415D,
Eppendorf, Engelsdorf, Deutschland). Nachdem der flussige Uberstand erneut
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abgekippt und das Pellet in 200 pul PBS (PBS, Merck, Darmstadt, Deutschland)
resuspendiert wurde, kam der Thermoblock als Hauptakteur zum Einsatz (Thermostate,
Liebisch Labortechnik, Bielefeld, Deutschland).

Durch die Inkubation der Proben fir 10 min bei 95 °C, wurden Zellstrukturen der

Borrelien aufgebrochen und die DNA freigelegt.

2.7 Konzentrationsmessung der Proben

Die quantitative DNA-Konzentrationsbestimmung pro 1 pl erfolgt mittels des Nanodrop
1000-Systems (Nanodrop 1000 Spektrometer, PEQLAB, Erlangen, Deutschland).

2.8 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) konnten geringe Mengen DNA in kurzer
Zeit vervielféltigt werden [305, 306].

Der allgemeine Ablauf der PCR erfolgt stets nach dem gleichen Prinzip (vgl. Abb. 19).

1) Zun&chst werden die Wasserstoffbriickenbindungen der doppelstrangigen DNA
durch hohe Temperaturen aufgebrochen. Dabei entstehen DNA-Einzelstrange

(Denaturierung).

2) In einem zweiten Schritt kommt es zur Anlagerung (Annealing) von Primern an den
gewilnschten DNA Abschnitt. (Primer sind kurze DNA-Strange, deren Basen
komplementdr zur DNA Vorlage passen. Sie markieren den Startpunkt fir die

Amplifikation des gew(inschten Genabschnittes.)

3) Im letzten Schritt synthetisiert das Enzym DNA-Polymerase einen neuen DNA
Strang entsprechend der Ausgangs-DNA (Verlangerung).

Diese drei Schritte werden in mehreren Zyklen wiederholt, wobei es zu einer
exponentiellen Vermehrung der DNA kommt. Neben freien Nukleotiden und einer

Pufferlosung sind in der Regel Magnesiumionen fir ein gutes Gelingen noétig. 1988
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legte Saiki mit der Verwendung einer hitzestabilen (Tag-) Polymerase den Grundstein
fur die Automatisierung des PCR-Vorgangs [307].

Primer Denaturation; Annealing © Polymarisation

Template —

35 —_—

tirmed min. |

Abbildung 19: Beispielhafte Temperaturkurve eines PCR-Zyklus (linkes Bild) [308]
Daneben der Eppendorf Light Cycler des NRZ (rechtes Bild) [Bild: Sabrina Jungnick].

2.8.1 Kontaminationskontrolle

Um qualitativ hochwertige PCR Ergebnisse zu erhalten ist es essentiell
Kontaminationen zu vermeiden. Aufgrund der hohen Sensitivitdt und Effizienz der
Methode genuigen schon kleinste Mengen Fremd-DNA, um Ergebnisse zu verfélschen

[309]. Daher wurde im Labor unter strengsten hygienischen Anforderungen gearbeitet.

i) Einzelne Arbeitsschritte wurden in verschiedenen Raumen durchgefiihrt. Schutzkittel,

Pipetten und Einmalhandschuhe wurden nach jedem Arbeitsschritt gewechselt.

i) Sterile Werkbéanke (UV2 PCR Workstation, VWR, Ismaning, Deutschland; MSC
Advantage Class I, Thermofisher Scientific, Miinchen, Deutschland) mit Filterabzug
und UV-Dekontaminationssystem (UV Air Circulator wahrend, UV Chamber fir 30min
nach Nutzung) kamen zum Einsatz und Oberflachen wurden nach jedem Arbeitsschritt
dekontaminiert (LTK Licence to kill 008 PCR save, Firma Biodelta, L6hne,
Deutschland).
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i) Es wurden gestopfte Pipetten (epT.l.P.S. Motion und Dualfilter, Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) verwendet und Proben, fest verschlossen, in unterschiedlichen
Kihlsystemen (LKv 3910 MediLine, LKUv 1610 MediLine, New Brunswick Innova
U725, Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland) gelagert.

iii) Bei allen PCR-Laufen wurden konsequent Negativkontrollen mitgefuhrt.
Negativkontrollen enthielten ausschlieBlich doppelt destilliertes Wasser und durchliefen
die gleichen Arbeitsschritte wie der Rest der Proben. Ein negatives PCR-Ergebnis der
Negativkontrollen machte zuverl&ssige Ergebnisse und ein kontaminationsfreies

Arbeiten wahrscheinlich.

2.8.2 PCR-Techniken

Neben der klassischen PCR existieren mittlerweile verschiedene weitere PCR-
Methoden fir spezifische Fragestellungen. In dieser Arbeit wurden die nested- und
seminested PCR, die realtime-PCR (RTD-PCR), die touchdown-PCR sowie die
Gradienten-PCR genutzt. Daher werden diese vier PCR-Methoden im Folgenden kurz

erlautert.

2.8.2.1 Nested- und seminested PCR

Die Amplifikation geringer DNA-Mengen, wie beispielsweise aus Zecken, gelang am
ergiebigsten mit Hilfe der nested PCR (vgl. Abb. 20). Dieses hochsensitive Verfahren
besteht aus zwei hintereinander geschalteten PCR-Durchldufen. Dabei dienen die
Amplifikate des ersten Durchlaufs als Vorlagen fur den zweiten Durchlauf. Primer fur
den ersten PCR-Durchlauf binden einige Basen auBerhalb der Zielsequenz fur die
Sequenzierung (outer primer). Im zweiten Durchlauf kommen Primer zum Einsatz, die
innerhalb der amplifizierten DNA des ersten Durchlaufs binden (inner primer), wobei
das Zielamplifikat fiir die Sequenzierung deutlich kirzer ist als das Amplifikat des
ersten Durchlaufs.

Der Name ,nested PCR* (,,geschachtelte PCR*) bezieht sich auf die beschriebene
Primerkonstellation. Da eine verniinftige Platzierung zweier inner Primer nicht fir alle

Gene moglich war, wurde in einigen Féllen eine seminested PCR durchgefuhrt (vgl. 2.3,
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Primer). Bei der seminested PCR wird nur ein outer primer im zweiten PCR Durchlauf
durch einen inner primer ersetzt. Das weitere VVorgehen entspricht dem der nested PCR.
Aufgrund der hohen Gesamtanzahlen von PCR-Zyklen ist die semi-/ nested PCR sehr
sensitiv. Entsprechend strengste HygienemaBnahmen sind auch hier essentiell, um
Kontaminationen zu vermeiden.

Die semi-/ nested PCR erreicht aufgrund der Verschachtelung von outer und inner

primer auRerdem eine hervorragende Spezifitat [310].
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Abbildung 20: Schema der nested PCR. A: erster PCR Durchlauf mit outer primer (P1,
P2), B: zweiter PCR-Durchlauf mit inner primer (Nest1, Nest2), C: Endprodukt.
Bei einer seminested PCR wird nur einer der outer primer im zweiten Durchlauf gegen

einen inner primer ausgetauscht [311].

2.8.2.2 Realtime-PCR

Mittels der realtime-PCR (RTD-PCR) kann die Vervielféltigung von Borrelien-DNA
aus Zecken in Echtzeit dargestellt werden. Die exponentiell steigende DNA-
Konzentration wird dabei mit Hilfe von Floureszenz sichtbar gemacht [312, 313].
Anhand der hbb-RTD-PCR ist eine Differenzierung verschiedener Borrelienspezies aus
Zecken moglich. Das hbb-Gen kodiert ein histon&hnliches Protein. Histone stehen in
engem Kontakt zur DNA, weswegen ihre Gene in der Regel konserviert vorliegen [314,
315].
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Die Auswertung der hbb-RTD-PCR erfolgte anhand von ,,Schmelzkurven®
(vgl. Abb. 21), wobei das Prinzip der RTD-PCR darauf beruht, dass doppelstrangige
DNA ab einer bestimmten Temperatur in ihre Einzelstrange zerfallt (Schmelzen der
DNA). Zu diesem Zeitpunkt entsteht bei der RTD-PCR ein Floureszenzpeak innerhalb
der Schmelzkurve, welcher fur jede Borrelienspezies bei einer anderen Temperatur
auftritt. Aus Zecken isolierte B. burgdorferi s. s. Stamme konnten somit anhand ihres
speziesspezifischen Temperaturgipfels (Temperaturpeak, Tm) von etwa 71 °C

identifiziert werden.
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Abbildung 21: Beispielhafte  hbb-RTD-PCR  Schmelzkurve der  Spezies
B. burgdorferi s. s. x-Achse: Temperatur, y-Achse: Fluoreszenzadnderung. Fluoreszenz-
und Temperaturpeak (Tm) bei 70,79 °C [Bild: NRZ].

2.8.2.3 Touchdown-PCR

Bei der touchdown-PCR werden zunachst moglichst hohe Annealingtemperaturen
gewahlt, die im Verlauf der PCR-Zyklen in mehreren Schritten sinken und am Ende bei
einem bestimmten Wert stagnieren. Grundlage dieser PCR-Technik ist, dass Primer bei
hohen Annealingtemperaturen spezifischer binden, wéhrend niedrige
Annealingtemperaturen die Effizienz der PCR steigern. Die spezifischen DNA-
Amplifikate der ersten PCR-Zyklen dienen dabei im Verlauf als Vorlage fur weitere
PCR-Durchléaufe. Somit wird eine exakte und gleichzeitig effiziente Amplifikation von
DNA maglich [316, 317].
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2.8.2.4 Gradienten PCR

Bei der Gradienten-PCR wird ein Gradient der Annealingtemperaturen im Thermoblock
des PCR-Cyclers erzeugt. Verschiedene Proben kdnnen somit bei unterschiedlichen
Annealingtemperaturen amplifiziert werden. Grundlage dieser PCR-Technik ist, dass
unterschiedliche Primer verschiedene ,,optimale Annealingtemperaturen® aufweisen.
Durch Auswertung verschiedener Test-Gradienten-PCR Durchlaufe konnten fur alle
Primer ,,optimale Annealingtemperaturen* festgelegt werden (vgl. Abb. 22) [318].
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Abbildung 22: Beispielhaftes Schema einer Gradienten-PCR. Unterschiedliche Proben
wurden von oben nach unten aufgetragen (Spalten A-H). Annealingtemperaturen im
Thermoblock des PCR-Cyclers stiegen von links nach rechts (Reihen 1-10) [319].

2.8.3 Optimierung der Reaktionsbedingungen

Das MLST-Schema fiir die Typisierung von Borrelien wurde bereits in friiheren Studien
von Margos et al. entwickelt [111]. Daher konnten einige Reaktionsbedingungen, wie
die Anzahl der PCR-Zyklen und die effektivste Elongationszeit aus entsprechenden
Protokollen tbernommen werden. Bei 40 PCR-Zyklen wurde die hochsten DNA-
Konzentrationen bei geringsten Artefaktanzahlen erreicht. Abhé&ngig wvon der
Polymeraseaktivitdt und den Genlédngen wurde die Elongationszeit auf 60 Sekunden

festgelegt.

Einige weitere Optimierungen, inbesondere hinsichtlich der Primerkombinationen und

Annealingtemperaturen, waren notig.
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Als Positivkontrolle wurde bei allen PCR-Durchldufen ein B. kurtenbachii Stamm
eingesetzt, da diese Borrelienspezies in Deutschland bisher nicht nachgewiesen und im
Labor des NRZ nicht verarbeitet wurde, so dass falsch positive Reaktionen
unwahrscheinlich waren. Der Nachweis von B. kurtenbachii in anderen Proben als der
Positivkontrolle wére demnach ein Hinweis auf eine Laborkontamination gewesen. Bei
negativem PCR-Ergebnis der Positivkontrolle war eine Laborkontamination

unwabhrscheinlich und es konnte von einem Prozessfehler ausgegangen werden.

2.8.3.1 Primerkombinationen und Annealingtemperaturen

Die optimalen Primerkombinationen und Annealingtemperaturen wurden in mehreren
Versuchen mit Hilfe von Gradienten-PCR-Durchldaufen ermittelt.

Die Gradienten-PCR wurde in 40 Zyklen mit einem Reaktionsansatz von 20 pl (vgl.
Tab. 10) bei Annealingtemperaturen von 60 - 48 °C durchgefuhrt (vgl. Tab. 9).

Alle inner und outer primer der acht housekeeping Gene wurden zunachst im Verhéltnis
1:20 mit doppeltdestilliertem, RNAse freiem Wasser (Ampuwa, Fresenius, Kabi, Bad
Homburg, Deutschland), von 100 pmol auf 5 pmol verdiinnt. Anschliefend wurden die
Primerkombinationen (i) inner forward / inner reverse, (ii) outer forward / inner reverse
(iii) outer forward / outer reverse und (iv) inner forward / outer reverse fiir alle acht

housekeeping Gene getestet.

Aufgrund der grofien Anzahl mittels MLST typisierter Stimme wurden keine einzelnen
Réhrchen, sondern mehrere PCR-Platten (Twin tec PCR Plates 96, Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) verwendet. Diese wurden nach Zupipettieren des PCR-
Ansatzes mit selbstklebenden Alufolien fest verschlossen und fiir 60 Sekunden bei
3220 x g (4000 rpm) zentrifugiert (Centrifuge 5810R, Eppendorf, Hanau, Deutschland).
Beim Einlegen der Platten in den Eppendorf PCR Cycler (Mastercycler nexus gradient,
Eppendorf, Hamburg, Deutschland) wurde darauf geachtet, dass die Platten fest in der

Halterung lagen.

Der initiale Schritt (Aktivierung) der Gradienten-PCR dient vor allem der Aktivierung

der HotStarTag-Polymerase. Denn dieses Enzym liegt bei Raumtemperatur in inaktivem
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Zustand vor. Der letzte Schritt (final extention) der Gradienten-PCR stellt sicher, dass
alle DNA-Stréange fertig amplifiziert werden (vgl. Tab. 9).

Tabelle 9: Gradienten-PCR Protokoll zur Optimierung der Primerkombinationen und
Annealingtemperaturen

1. Aktivierung 95 °C 15 Minuten Initial

2. Denaturierung 94 °C 15 Sekunden

3. Annealing 60-48°C 30 Sekunden 40 Zyklen
4. Elongation 72°C 60 Sekunden

5. Final Extention 72 °C 5 Minuten

6. Temperatur halten 12 °C - -

2.8.3.2 Touchdown-PCR zur Sensitivitats- und Spezifitatstestung

Die Testung von Sensitivitdat und Spezifitdt der optimierten Primerkombinationen
erfolgte mittels der Touchdown-PCR. Dabei wurden die Primerkombinationen bei
unterschiedlichen DNA-Konzentrationen getestet, um Aussagen zur Sensitivitdt machen
zu konnen. Die Konzentrationen der Test-DNA (B. kurtenbachii) waren hierfur
0,5ng/ul, 0,05 ng /ul und 0,005 ng /ul. Um eine Aussage zur Spezifitat der
Primerbindungen zu erhalten, wurde eine Touchdown-PCR aller vier
Primerkombinationen der acht Gene bei Annealingtemperaturen von 58 — 50 °C
durchgefihrt.

2.8.4 PCR-Protokolle

Die Amplifikation von Borrelien-DNA aus Patientenisolaten und Zecken erfolgte fur
alle Gene auRer recG mittels toudown-PCR (vgl. Tab. 10-13), da anhand dieser Technik
die besten Ergebnisse im Hinblick auf DNA-Ausbeute, Sensitivitdt und Spezifitat
erreicht wurden. Da die Primer des housekeeping Gens recG nur bei 55 °C
Annealingtemperatur optimal binden kdnnen, wurde diese Annealingtermperatur fir
allen recG-PCR Zyklen beibehalten. Die DNA-Konzentration lag fir alle PCR-
Reaktionen bei 0,5 ng /ul, damit nach Aufreinigung der PCR-Produkte noch gentigend
DNA fir Sequenzierungen tbrig blieb.
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Tabelle 10: PCR-Ansatz fir 20 pl /30 pl. * Primerkombinationen der klassischen PCR
und des ersten Durchlaufs der (semi-/) nested PCR: outer forward / outer reverse

(zweiter Durchlauf: genabhéngig, vgl. 2.8.4.1 nested und seminested PCR)

PCR Ansatz fir 20 pl (30 pl):

10 pul (15 pl)  Master Mix (HotStarTag Master Mix, Qiagen, Hilden, Deutschland,
beinhaltet HotStarTag, Magnesiumchlorid, Desoxyribonukleotide
und Puffer)

4 ul (6 pl) Doppelt destilliertes Wasser

2 ul (3 ul) Outer/Inner forward Primer*

2 ul (3 ul) Outer/Inner reverse Primer*

2 ul (3 ul) DNA beziehungsweise Amplifikat des ersten PCR Durchlaufs bei
(semi-/) nested PCR

2.84.1 Touchdown-PCR

Tabelle 11: Touchdown-PCR fiur clpA, clpX, pepX, nifS, pyrG, rplB und uvrA.
* Genspezifische  Annealingtemperaturen, ** temperaturabhéngige Anzahl der
Zyklen x, danach 40 Zyklen bei Endtemperatur

1. Aktivierung 95 °C 15 min

2. Denaturierung 94 °C 15 sec

3. Annealing * 30 sec X ** + 40 Zyklen
4. Elongation 72°C 60 sec

5. Final Extention 72°C 5 min

6. Temperatur halten 12 °C -

Tabelle 12: Genspezifische Annealingtemperaturen

Gen Temperatur Zeit

clpA 55-48 °C 30 sec /Zyklus
clpX, nifS, pyrG, pepX, 60 —52 °C 30 sec /Zyklus
uvrA, rplB

alternativ: clpX, nifS, pyrG, 58 -50 °C 30 sec /Zyklus

pepX, uvrA, rplB (auller recG)
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Tabelle 13: PCR recG

1. Aktivierung 95°C 15 min
2. Denaturierung 94 °C 15 sec
3. Annealing 55°C 30 sec 40 Zyklen
4. Elongation 72 °C 60 sec
5. Final Extention 72°C 5 min
6. Temperatur halten 12 °C -
2.8.4.2 Nested und seminested PCR

Borrelien-DNA aus Zecken sowie teilweise aus Patientenisolaten bei denen die DNA-
Extraktion bereits l&nger zurucklag oder die DNA-Konzentration gering war, wurde mit
Hilfe einer nested- beziehungsweise seminested PCR amplifiziert. Dabei erfolgte nach
erfolgreicher Touchdown-PCR ein zweiter PCR-Durchlauf, bei dem die outer primer
durch inner primer ersetzt wurden (vgl. 2.8.2.1 Nested und Seminested PCR). Statt der
Ausgangs-DNA wurden dabei im zweiten PCR-Durchlauf 2 pul PCR-Produkt der ersten
Reaktion als Vorlage verwendet. Fir nifS und rplB konnte nur jeweils ein adaquater
inner primer generiert werden. Daher wurde flr diese Gene eine seminested PCR
durchgefuhrt. Die Primerkombinationen des zweiten PCR-Durchlaufs der Gene nifS und
rpIB lauteten (i) outer forward / inner reverse (nifS) und (ii) inner forward /

outer reverse (rpiB).

2.9 Agarosegelelektrophorese

Zur Erfolgskontrolle der PCR-Reaktionen wurden Agarosegelelektrophoresen
durchgefuhrt (vgl. Abb. 23). Somit konnte eine Aussage Uber die DNA-Konzentration
und Qualitat der PCR-Produkte getroffen werden. Anhand der Laufgeschwindigkeit im

Gel konnte abgeschatzt werden, ob die PCR-Produkte die gewlinschte Lange hatten.
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Abbildung 23: Agarosegelelektrophorese einer erfolgreichen PCR des recG-Gens.
Links im Bild der L&angenstandard von 100bp - 1kbp [Bild: Sabrina Jungnick].

Als Tragermedium der Proben wurde ein 1,5 %-iges Agarosegel angefertigt. Je nach
GroRe des Gels wurden 7,5-45 g Agarose (LE Agarose, Biozym, Oldendorf,
Deutschland) mit 50-300 ml 1x TBE Puffer (Accugene TBE Puffer, Biozym,
Oldendorf, Deutschland) vermischt und unter mehrfachem Rihren in der Mikrowelle
aufgekocht. Der Lésung wurden pro 100 ml 6 - 8 pl GelRed Nucleic acid stain (GelRed
Nucleic Acid Gel Stain 10.000x in water, Biotium, Fremont, USA) als
Fluoreszenzfarbstoff zugefugt. Anschlieend wurde die Ldsung in eine Gelkammer
(Sub-Cell Model 192 Cell, Biorad, Munchen, Deutschland; PerfectBlue Gelsystem Mini
L, Peglab, Erlangen, Deutschland) gegossen und ein Gelkamm eingesetzt, um
Geltaschen flr die Probenaufnahme zu erhalten. Nach dem Erkalten des Agarosegels
wurden pro Geltasche 6 pl PCR-Produkt zusammen mit 2 pl 6x Orange Loading dye
(6x Orange Loading dye, Thermo Scientific, Waltham, USA) aufgetragen. Als
Langenstandard wurden 2 pl DNA-Léngenstandard fir 100bp - 1kbp (Quantitas DNA
Marker, 100bp - 1kbp, Biozym, Oldendorf, Deutschland) verwendet [320]. Es wurde
eine Spannung von 150 Volt fir etwa 30 min angelegt. Die Visualisierung der DNA im
Gel erfolgte mit Hilfe eines UV-Dokumentationssystems (Basic imaging system, LTF
Labortechnik, Wasserburg, Deutschland), wobei Bilder mittels der BioCapt-Software
ausgewertet wurden (vgl. Abb. 23) [321].
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2.10 Aufreinigung der PCR-Produkte

Vor der Sequenzierung wurden die PCR-Produkte auf zwei verschiedene Arten
aufgereinigt und dabei stérende Bestandteile, wie Primerreste oder dNTPs, entfernt. Bei
der Wahl der Aufreinigungsmethode spielten die Konzentrationen und die biologische
Herkunft der Proben eine entscheidende Rolle.

Hochkonzentrierte DNA aus Patientenisolaten wurde mit Hilfe des Enzyms EXoSAP-IT
von Affymetrix (ExoSAP-IT for PCR Product clean up, Affymetrix, High Wycamobe,
UK) aufgereinigt. Dabei handelt es sich um ein Reagenz, welches die beiden
hydrolytischen Enzyme Exonuclease | (zur Entfernung einzelstrangiger Primer und
belangloser DNA-Stiicke) sowie rekombinate Shrimp Alkine Phosphatase (rSAP) (zum
Abbau tbriger DNA-Bausteine) enthélt. Um diese schnelle und einfache Methode zu
nutzen, wurde die amplifizierte DNA zundchst entsprechend des LMU Sequencing
Service Protocol auf eine DNA-Konzentration von 20 - 50 ng (bei einer Lage von 500 -
1000 bp) verdunnt. AnschlieBend wurden 2 pl stdndig eisgekihltes ExoSAP-IT
(EXoSAP-IT for PCR Product clean up, Affymetrix, High Wycamobe, UK) mit 5 pl des
PCR-Produkts vermischt.

Diese Ldsung wurde im Thermocycler (Mastercycler nexus gradient, Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) fiir 15 min bei 37 °C inkubiert und anschlieRend fir 15 min auf
80 °C erhitzt, um die Enzyme zu inaktivieren. Das gereinigte PCR-Produkt konnte
entweder direkt zur Sequenzierung herangezogen oder bei -20 °C gelagert werden [322-
326].

PCR-Produkte niedrigerer DNA-Konzentration, wie beispielsweise aus Zecken, wurden
schonend mittels Proteinfallung durch Polyethylen-Glykol (PEG) (PEG 8000, Carl
Roth, Miinchen, Deutschland) gereinigt [327]. PEG ist ein hydrophiles, ungeladenes
Polymer, das durch Proteinaggregation zu einer reversiblen Fallung von DNA-
Fragmenten fuhrt [328]. Zuné&chst wurden 10 pl PCR-Produkt mit 10 pul PEG (20%),
durch Vibration (Vortexmixer 7-2020, neoLab, Heidelberg, Deutschland) vermischt und
anschlieend bei 37 °C fir 15 min inkubiert (Function line, Heraeus, Hanau,
Deutschland). Nach 15-minltigem Zentrifugieren (2,500 x ¢, 3525 rpm) bei
Raumtemperatur (Centrifuge 5810R, Eppendorf, Hanau, Deutschland) wurde der
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Uberstand abgekippt und verworfen. Das am Boden verbliebene Pellet wurde mit 125 pl
eisgekiihltem 80%-igen Ethanol gewaschen und erneut fur 2 min bei 1,450 x g (2684
rpm)  zentrifugiert  (Centrifuge 5810R, Eppendorf, Hanau, Deutschland).
Ethanolriickstande konnten nach erneutem Verwerfen des Uberstands durch kurzes
Offenstehen der Proben restlos verdampfen. Anschliefend wurde das Pellet in 10 pl
doppelt destilliertem Wasser gelost.

2.11 DNA-Sequenzierung

DNA kann grundsétzlich anhand zweier unterschiedlicher Methoden sequenziert
werden. Eine der Methoden (nach Maxam und Gilbert) basiert auf der chemischen
Spaltung von DNA, wahrend die andere Methode (hach Sanger) anhand von Enzymen
erfolgt. DNA dieser Arbeit wurde nach Sanger sequenziert [329-332]. Das Grundprinzip
der Sanger-Sequenzierung ist die sogenannte ,,Kettenabbruchsynthese” [333]. Dabei
sorgen fluoreszenzmarkierte Desoxyribonukleotide (ddNTPs) bei der Sequenzierungs-
PCR fir einen Abbruch der polymerisierten DNA-Kette. Es entstehen DNA-Fragmente
unterschiedlicher Lange, die jeweils mit einem unterschiedlich fluoreszenzmarkierten
ddNTP enden. Mittels Kapillarelektrophorese erfolgt im Anschluss eine
ldngenabhéngige Auftrennung der DNA-Fragmente. Der Fluoreszenzfarbstoff kann
mittels Laser anregt werden, wobei entsprechende Emissionen als Elektropherogramm
aufgezeichnet werden. Da sich kiirzere DNA-Fragmente bei der Kapillarelektrophorese
schneller bewegen als langere, spiegeln die Fluoreszenzpeaks im Elektropherogramm
die Positionen einzelner Basen im DNA-Strang wieder [330, 334]. Bis heute kommt der
Sanger Sequenzierung aufgrund der guten Automatisierbarkeit, der hohen Ausbeute und
geringer Fehlerraten eine herausragende Bedeutung zu. Daher gilt sie weiterhin, trotz
neuer Techniken wie dem ,next generation sequencing” (NGS), als wichtige
Standardmethode der DNA-Sequenzierung [323].

Die PCR-Produkte dieser Arbeit wurden von SourceBioscience und dem

Sequenzierservice der LMU Munchen sequenziert.
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2.12 Sequenzanalyse

Sequenzen wurden sowohl grafisch als Elektropherogramm (Fluoreszenzpeaks) als auch
in Form von Basencodes ausgewertet [334], wobei sich in einigen Fallen unspezifische,
uneindeutige Fluoreszenzpeaks (,,Background®) zeigten. Derartiger Background
erschwerte die automatisierte Auswertung von Sequenzen. Deshalb, und zur
Differenzierung von Mischinfektionen, wurden alle Sequenzen manuell kontrolliert
[330].

Um qualitativ moglichst hochwertige Sequenzen zu erhalten, wurden die Gene aller
Stamme sowohl in Vorwarts- als auch in Rickwartsrichtung sequenziert. Mittels
smartgene (Smartgene Integrated Database Network System, Schweiz) konnten die
beiden Sequenzelektropherogramme direkt miteinander verglichen und ausgewertet
werden (vgl. Abb. 24). Waren eine oder mehrere Basen nicht eindeutig zu identifizieren,
wurde der gesamte Sequenziervorgang eines Gens wiederholt.

Zecken zeigten haufig sogenannte Mischsequenzen. Diese entstanden durch Infektionen
von Zecken mit mehr als nur einer Borrelienspezies / einem Borrelienstamm. In diesem
Fall war eine eindeutige Zuordnung der Sequenzen zu einer Borrelienspezies / einem
Borrelienstamm nicht mdglich (vgl. Abb. 25). Zecken mit Mischinfektionen von
Borrelien wurden von weiteren Analysen ausgeschlossen.

Eine detaillierte Vorgehensweise der Sequenzanalyse kann dem Fachartikel ,,Molecular
Typing of Borrelia burgdorferi von Wang G, Liveris D, Mukherjee P, Jungnick S,
Margos G und Schwartz I (2014) entnommen werden [335].

48



2 Materialien und Methoden

121 Pep:1 Nuc:1 192
414069206 5KIB recG IR |[GGAGTTTCTGGTTTAATAGTTGGAACACATTCTATTTTTTACAAAAATACAGAATTTAAAAGATTAGCATAT
414069205 5KIB recG_IF-> |GGAGTTTCTGGTTTAATAGTTGGAACACATTCTATTTTTTACAAAAATACAGAATTTAAAAGATTAGCATAT

Consensus GGAGTTTCTGOGTTTAATAGTTGGAACACATTCTATTTTTTACAAAAATACAGAATTTAAAAGATTAGCATAT
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Abbildung 24: Sequenzausschnitt des recG-Gens. Oben im Bild der Basencode,
darunter die Elektropherogramme in Riickwérts- und Vorwirtsrichtung [Bild: NRZ].
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Abbildung 25: Mischinfektion im Sequenzausschnitt des pyrG-Gens (Pfeile markieren
doppelte Basenpeaks) [Bild: NRZ].

2.13 Allel- und Sequenztypen

Anhand der Gensequenzen konnten Allel- und Sequenztypen (AT, ST) bestimmt
werden (vgl. Abb. 26, 27). Hierfir wurden die Sequenzen mit bereits bekannten

Alleltypen (AT) und Sequenztypen (ST) der mist.net-Onlinedatenbank verglichen.
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Nummern bereits bekannter AT und ST wurden tbernommen, bisher unbekannten AT

und ST wurden neue Nummern zugeteilt.

MLST #%6%

Multi Locus Sequence Typing

mist.net | bburgdorferi.mlist.net Tuesday 14th Januan

DATA ANALYSIS
Borrelia burgdorferi- Single Locus Sequence Query |

DATABASES — \

@ B.burgdorferi < [SEARCH RESULTS :YOUR ALLELE NUMBERIS 84 )

o B.cereus |

o B.henselae F‘\H'UU!lease 5 A K_

o B.pseudomallei

o C.albicans

o C.glabrata recG .

e C.krusei

o C.tropicalis GCTCGTCAACATTATGATAATTTATCCAACATATTIGTCTTCTTTTAACATTTCAGTGACT

o C.jejuni CTTTTGACAGGTAGTTTGAAARAGARTGATAAAGARCARGCATTAGAARGTATTARALGT

@ C.neoformans var grubii GGAGTTTCTGGTTTAATAGTTGGAACACATTCTATTTTTTACAAARATACAGAATTTARR

o E.coli AGATTAGCATATGTTATTATTGACGAGCAGCATAAATTTGGAGTTGTTCAAAGAGAAGAG

@ E.faecalis CTTAAAAACAAAGGAGAAGGGGTAGACATACTTTTAATGTCTGCAACACCTATTCCTAGA

@ E.faecium AGCTTTGCGCTAACACTTTTTGGTGATCTTGAAGTCTCACTTATTAARACTTTACCCAAG

o H.influenzae GGTCGTTTGCCTATTACTACTTATTTAGCAARACATGGCAATGAAGATAAAGTTTATGAT

o H.pylori TTTTTAAGAARAGAGCTCTTAAAGGGTCATCAGGTTTATTTTGTTTATCCATTAATTTCA

o Leptospira spp. TCTTCAGAAARATTCGAATTAAAAGACGTTAATAATATGTATTTARAATTGAAGGAAGTG

@ M.catarrhalis ITTTAGCGAATATGTTGTAGACATGCTTCATTCTAAGTTGCCATCTGATTTAAAAGARGARA

o] N.meningitidis ATTATGAARGAATTTTTATTCTAAAAAGGTAGATATTTTGTTGGCTACTAGT
VSIS

Abbildung 26: Bestimmung von AT anhand der MLST-Onlinedatenbank (AT 84, recG)
[Bild: NRZ].

Multi Locus Sequence Typing

mist.net | bburgdorferi.mlist.net Tuesday 14th January 2014

MLST #%0%
I

DATA ANALYSIS
DATABASES . - Allelic Profiles query results

i < Your sequence type is 245
e B.burgdorferi N
o B.cereus = -
o B.henselae Strain ST | clpA | clpX | nifS | pepX | pyrG | recG | rpiB | uvrA
e B.pseudomallei | 99 77 81 91 88 | 84 82 | 33
miCabicans 831138 | 245 [ 99 | 77 |81 | o 88 | 81 |82 [ 33
e C.glabrata

Abbildung 27: Bestimmung von ST anhand der MLST-Onlinedatenbank (ST245) [Bild:
NRZ].

2.14 Klonale Komplexe

Mit Hilfe der Software Phyloviz (Version 6.2) und deren goeBURST-Algorithmus
konnte ein Full Minimum Spanning Tree (FMS tree) aller ST erstellt werden. Dazu
wurden die AT und ST im Softwareprogramm mit Informationen zur Herkunft,
Invasivitdt und biologischen Quelle verkniipft. Mit der Einstellung ,,Triple locus
variants* (TLV) konnen die ST im goeBURST-Netzwerk anschliefend als klonale
Komplexe (CC) dargestellt werden. Als CC gruppieren sich bei TLV nur ST mit
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maximal drei unterschiedlichen Allelen. Diese Anzahl unterschiedlicher Allele von ST
spiegelt sich auch grafisch anhand der Farbintensitat von Verbindungslinien zwischen
ST wieder. Die Anzahl unterschiedlicher Allele entspricht der Enge von
Verwandtschaften verschiedener ST. Je dunkler die Verbindungslinien, desto weniger

Alleldifferenzen gibt es und desto enger sind ST miteinander verwandt.

2.15 Stammbaume

Mit Hilfe der Software MEGA (Version 6) wurden Stammbdume der Spezies
B. burgdorferi s. s. und B. afzelii erstellt [336]. Die Darstellung von
Verwandtschaftsverhéltnissen erfolgte dabei anhand vollstandiger Gensequenzen.
Aneinandergereihte Gensequenzen (,,concatenated sequences®) wurden in MEGA
hochgeladen. Es wurde sichergestellt, dass alle Sequenzen gleich lang waren und sich
alle Basen an der richtigen Stelle befanden. Die Anzahl der ,,Bootstrapvalues® wurde
auf 500 festgesetzt und ein Maximum likelihood-Stammbaum erstellt. Bootstrapvalues
gaben Auskunft, wie zuverlassig die Positionen von ST im Stammbaum sind. Aufgrund
der groRen Anzahl analysierter Stdmme wurden je drei verschiedene
Stammbaumabbildungen fur B. burgdorferi s. s. und B. afzelii erstellt: (i) Ein rein
topografischer Baum zur Ubersicht von Verwandtschaftsverhaltnissen, (ii) ein
phylogenetischer Baum mit Malstab fur die Anzahl von Mutationen pro Position im
alignement und (iii) ein topografischer Baum mit Angaben von Bootstrapvalues (vgl.
Abb. 33, 38, 46-49).
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2.16 Grafische Ubersicht des Multilocus sequence typing

targeted PCR segquence
D Wy
. .ﬁon _ P <
aquisi ® AAAAAAGAACTT
concatenate allele sequences alignments for individual loci
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Abbildung 28: MLST im Uberblick [116]. Nach erfolgreicher PCR wurden
housekeeping Gene zundchst sequenziert (1). Aneinandergereihte Sequenzen der Gene
ergaben im Folgenden ein allelisches Profil, aus dem wiederum entsprechende ST
ermittelt werden konnten (2). Anhand von AT und ST sowie den Sequenzen selbst,
konnten weitere Analysen durchgefiihrt und beispielsweise goeBURST-Netzwerke oder
phylogenetische Baume erstellt werden (3).
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2.17 Statistik

Statistische Analysen dieser Arbeit erfolgten mit Hilfe der Programmiersprache R
(Version 3.2.2) in Kombination mit RStudio (Version 0.99.486) fur Microsoft Windows
(R Core Team, Wien, Osterreich).

Deskriptive Daten wurden mittels absoluter und relativer Haufigkeit angegeben.

Mit Hilfe von Kreuztabellen wurde zum einen die relative Haufigkeit der Infektionen
bezogen auf die Invasivitat (disseminiert oder lokalisiert) und zum anderen das
Auftreten von Neuroborreliosen ermittelt. Eine Uberpriifung der Ergebnisse auf
Unabhangigkeit erfolgte mittels Chi-Quadrat-Tests (chi?-Tests). Ergebnisse dieser Tests
wurden, unter Beriicksichtigung des Signifikanzniveaus o = 0,01 und der Freiheitsgrade

df = 1, mittels der chi2-Verteilung interpretiert.

Es wurden Kreuztabellen fur (i) das Auftreten disseminierter und lokalisierter
Infektionen durch die Spezies B. afzelii und B. burgdorferi s. s. in Europa, (ii) das
Auftreten  disseminierter und lokalisierter Infektionen durch die Spezies
B. burgdorferis. s. in Europa und den USA sowie (iii) das Auftreten von NB bei
Infektionen mit B. burgdorferi s. s. und B. afzelii erstellt.

Zwar wurden teilweise p-Werte angegeben, jedoch waren bei schlieRenden statistischen
Auswertungen und Interpretationen potenzielle systematische Fehler zu beachten.
Derartige Verzerrungseffekte der Daten wurden sorgféltig diskutiert. Es wurde
entschieden, dass eine Verallgemeinerung ermittelter Zusammenhéange nur bedingt

maoglich ist.
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3  Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, Populationsstrukturen und Pathogenitatseigenschaften von
B. burgdorferis. s. und B. afzelii zu analysieren. Daruber hinaus wurde ein
interkontinentaler Vergleich der Spezies B. burgdorferi s. s. zwischen Europa und den
USA angestrebt. Statistische Auswertungen zur Invasivitat und Patientensymptomatik
von B. afzelii und B. burgdorferi s. s. wurden erhoben, wobei ein besonderes

Augenmerk auf der klinischen Manifestation NB lag.

3.1 Patientenisolate und Zecken aus Europa und den USA

Insgesamt wurden in dieser Arbeit 927 B. burgdorferi s. s. und B. afzelii Stamme
analysiert (vgl. Tab. 14).

Tabelle 14: Analysierte B. burgdorferi s. s. und B. afzelii Stdmme aus Europa und den
USA

Spezies Patientenisolate [n] Zecken [n] Gesamtanzahl [n]
B. burgdorferis.s. 178 501 679
B. afzelii 130 118 248

Frau Dr. Overzier (Lehrstuhl fir Vergleichende Tropenmedizin und Parasitologie der
Ludwig-Maximilians-Universitat in Miinchen, Deutschland) stellte dem NRZ insgesamt
500 Zecken aus dem Groliraum Minchen zur Verfigung. 484 Zecken wiesen beim
Screening mittels hbb-RTD-PCR eine Borrelieninfektion auf, wovon 64 Zecken mit

B. burgdorferi s. s. infiziert waren (vgl. Abb. 29). 43 der 484 Zecken trugen DNA von
mehr als nur einer Borrelienspezies in sich (Mischinfektionen). Aufgrund von
Mischinfektionen und zu geringer DNA-Konzentrationen konnten insgesamt nur 23 von

64 B. burgdorferi s. s. Zecken erfolgreich mittels MLST typisiert werden.
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Verteilung von Borrelienspezies in Zecken aus
Siiddeutschland [%]

B. afzelii OspA Typ2
m B. bavariensis OspA Typ4/ B.
garinii OspA Typ 5,6,7,8
M B. garinii OspA Typ 3
M B. burgdorferi s.s. OspA Typ1l
M B. lusitaniae

M B. spielmanii/B. valaisiana

B Unklar/Negativ

Abbildung 29: Verteilung unterschiedlicher Borrelienspezies in 484 mittels hbb-RTD-
PCR analysierten Zecken aus Siddeutschland. B. bavariensis und B. garinii sowie
B. spielmanii und B. valaisiana konnten mittels dieser Typisierungsmethode nicht
differenziert werden.

3.2 Art der Infektion beim Patienten

Die Art der Infektion beim Patienten wurde analog zu bereits verdffentlichten Studien
definiert (vgl. Hanincova et al. 2013) [302]. Demnach galt ein einzelnes EM als
lokalisierte Infektion, wahrend MEM und andere systemische Manifestationen als

disseminierte Infektionen definiert wurden.

Tabelle 15: Art der B. burgdorferi s. s. und B. afzelii Infektion bei Patienten in Europa.
* Ohne PFhell und PKifll, ** inklusive aller B. afzelii Stdamme der Stammsammlung
des NRZ

Art der Infektion B. burgdorferi s. s.* B. afzelii**
Disseminiert (davon NB) 27 (17) 48 (17)
Lokalisiert 2 67

Keine Angabe 2 12
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Tabelle 16: Art der B. burgdorferi s. s. Infektion bei Patienten in den USA

Art der Infektion B. burgdorferi s. s.*
Disseminiert (davon NB) 61 (0)

Lokalisiert 65

Keine Angabe 19

3.3 Haufigste Borrelia burgdorferi sensu stricto ST in
Patientenisolaten und Zecken aus Europa

Es zeigte sich eine deutliche Diskrepanz zwischen ST in Zecken und Patientenisolaten
aus Europa (vgl. Tab. 17, 18). Lediglich ST20 der Spezies B. burgdorferi s. s. und
ST347 der Spezies B. afzelii wurden haufig sowohl in Patientenisolaten als auch in
Zecken nachgewiesen.

Tabelle 17: Haufige (n > 4) B. burgdorferi s. s. ST in Europa

Sequenztyp Anzahl der Stamme [n] Biologische Quelle
ST1 14 Patienten

ST20 11

ST20 18 Zecken

ST284 5

Tabelle 18: Haufige (n > 4) B. afzelii ST in Europa

Sequenztyp Anzahl der Proben [n] Biologische Quelle
ST71 18 Patienten

ST462 6

ST347 5

ST164 13 Zecken

ST250 5

ST263 5

ST347 5
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3.4 Neu identifizierte Sequenztypen in Europa

In dieser Arbeit konnten einige neue, bisher nicht verdffentlichte ST und AT der

Spezies B. burgdorferi s. s. und B. afzelii identifiziert werden (vgl. Tab. 19, 20).

3.4.1 Borrelia burgdorferi sensu strico

Die analysierten, mit B. burgdorferi s. s. infizierten, Zecken ergaben fiinf neue ST
sowie funf neue AT. Die neuen ST wurden in aufsteigender Reihenfolge als ST588 bis
ST592 benannt und der MLST-Onlinedatenbank hinzugeftigt.

Tabelle 19: Neue B. burgdorferi s. s.-Alleltypen aus Zecken

Stamm Gen Neues Allel ST
6BI111295 pyrG 168 588
6DI163 pepX 162 589
ANIN47 clpX 151 590
4Bl144 pyrG 169 591
5NA111 nifS 136 592

Bei der Typisierung von 33 B. burgdorferi s. s. Patientenisolaten konnten keine neuen

AT oder ST nachgewiesen werden.

3.4.2 Borrelia afzelii

Die Analyse von Patientenisolaten der Spezies B. afzelii ergab 24 neue, erstmals in
dieser Arbeit beschriebene ST. Diese wurden in aufsteigender Reihenfolge als ST458
bis ST480 sowie ST554 benannt und ebenfalls der MLST-Onlinedatenbank
hinzugefugt. Dariliber hinaus konnten sieben neue AT der Spezies B. afzelii

nachgewiesen werden.
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Tabelle 20: Neue B. afzelii-Alleltypen aus Patientenisolaten

Stamm Gen Neues Allel ST
PBra recG 164 560
PMar CclpA 181 468
PSch recG 165 477
PRe clpX 145 473
PDoe nifS 132 471
PWi recG 166 475
PTha pyrG 163 474

3.5 Vergleich von Sequenztypen aus Patientenisolaten und
Zecken

Gemeinsamkeiten und Unterschiede von B. burgdorferi s. s. und B. afzelii ST aus
Zecken und Patientenisolaten wurden in einem Venn-Diagramm veranschaulicht (vgl.
Abb. 30). Eine detaillierte Liste von B. burgdorferi s. s. und B. afzelii ST, die sowohl in
Patientenisolaten als auch in Zecken aus Europa nachgewiesen werden konnten,
befindet sich im Anhang (Tab. 35).
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B. burgdorferi s. s.

B. afzelii
Zecken Patientenisolate
B. burgdorferis.s.:n=18 ST B. burgdorferis.s.:.n=6 ST
(n =45 Stamme) (n =31 Stamme)

B. afzelii: n =68 ST (n = 118 Stamme)  B. afzelii: n =38 ST (n = 80 Stdmme)

Gesamtanzahl nachgewiesener ST in Patientenisolaten und Zecken aus Europa

B. burgdorferi s. s.: n =20 ST (Anzahl Stdmme gesamt: n = 76)
B. afzelii: n =98 ST (Anzahl Stdamme gesamt: n = 198)

Abbildung 30: Venn-Diagramm der B. burgdorferi s. s. und B. afzelii ST in
Patientenisolaten und Zecken aus Europa.

Vier B. burgdorferi s. s. ST wurden sowohl in Zecken als auch in Patientenisolaten aus

Europa gefunden. Insgesamt konnten 20 verschiedene européische B. burgdorferi s. s.

ST identifiziert werden.

Acht B. afzelii ST wurden sowohl in Zecken als auch in Patientenisolaten aus Europa

gefunden. Es konnten insgesamt 98 verschiedene europdische B. afzelii ST identifiziert

werden.
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3.6 Vergleich von Borrelia burgdorferi sensu strico
Sequenztypen in Europa und den USA

Ein Vergleich von ST der Spezies B. burgdorferi s. s. in Europa und den USA ergab
lediglich zwei gemeinsame ST (ST1 und ST3) in Patientenisolaten. In Zecken konnten

keine gemeinsamen ST nachgewiesen werden (vgl. Abb. 31).

Zecken
Patientenisolate

Europa USA
Zecken: n=18 ST Zecken: n=73 ST
(n =45 Stdmme) (n = 456 Stdmme)
Patientenisolate: n =6 ST Patientenisolate: n =52 ST
(n = 31 Stdmme) (n = 145 Stdmme)

B. burgdorferi s. s. ST in Patientenisolaten und Zecken aus Europa und den USA:

Patientenisolate: n =56 ST (Anzahl der Patientenisolate gesamt: n = 176)
Zecken: n =91 ST (Anzahl der Stamme aus Zecken gesamt: n = 501)

Abbildung 31: Venn-Diagramm der B. burgdorferi s. s. ST in Patientenisolaten und
Zecken aus Europa und den USA.

Insgesamt konnten unter Berlicksichtigung gemeinsamer ST beider Kontinente (n = 2),

112 verschiedene B. burgdorferi s. s. ST identifiziert werden (vgl. Tab. 21).
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Tabelle 21: Nachgewiesene B. burgdorferi s. s. ST in Patientenisolaten und Zecken aus
Europa und den USA

Geographische Herkunft B. burgdorferis.s. ST [n] Stamme [n]
Europa 20 76
USA 94 601

3.7 Populationsstruktur und Invasivitat von Borrelia
burgdorferi sensu stricto

In dieser Arbeit wurden 679 mit B. burgdorferi s. s. infizierte Patientenisolate und
Zecken aus Europa (n = 78 Stamme, inkl. PKIFIl und PFhell) und den USA (n = 601
Stamme) analysiert. Von insgesamt 112 verschiedenen ST dieses Kollektivs waren
50 ST nur als Einzelisolate (Singletons, S) vorhanden. Weitere 62 ST konnten in

mindestens zwei oder mehr Patientenisolaten und / oder Zecken nachgewiesen werden.

3.7.1 goeBURST-Netzwerk

Mit Hilfe der Software Phyloviz (Version 6.2) und deren goeBURST-Algorithmus
wurde ein ,,Full Minimum spanning tree* (FMS tree) erstellt (vgl. Abb. 32). Der FMS
tree enthielt neben Informationen zum geographischen Herkunftsort (Europa oder USA)
auch Informationen zur biologischen Quelle (Mensch oder Zecke). Die Anzahl der ST
wurde grafisch in Form von unterschiedlichen Durchmessern der Kreise im Diagramm

erfasst.

USA  biologische Quelle: Zecke (n=456)

USA  biologische Quelle: Patientenisolat (n=145)
Europa biologische Quelle: Zecke (n= 45)

Europa biologische Quelle: Patientenisolat (n=33)

Abbildung 32: geoBURST-Netzwerk aller B. burgdorferi s. s. Zecken und
Patientenisolate aus Europa und den USA. Verwandtschaftsverhaltnisse wurden als TLV
(Triple locus variants) dargestellt. Pfeile markieren potenzielle
Rekombinationsereignisse.
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3.7.2 Klonale Komplexe

ST zeigten sich unter der Einstellung von TLV nur dann als klonale Komplexe (CC),
wenn sie sich in maximal drei Allelen unterschieden. ST mit weniger als funf
gemeinsamen Allelen wurden dementsprechend als Singletons dargestellt (vgl. Abb.
32). Die Population von 679 analysierten B. burgdorferi s. s. Staimmen ergab acht
,major clonal complexes* (CC), sechs ,,minor CC* und 12 Singletons (vgl. Tab. 22).
Die major CC bestanden aus mindestens drei ST. Die Nomenklatur der CC richtete sich
nach den potenziellen Ursprungs-ST, insofern diese identifiziert werden konnte. Die
Vermutung, es handle sich um einen Ursprungs ST lag nahe, wenn sich von einem
bestimmten ST viele verwandte ST (SLV, DLV) abspalteten. Konnte kein eindeutiger
Ursprungs-ST identifiziert werden, wurden entsprechende CC nach beliebigen ST

benannt.

Tabelle 22: Klonale Komplexe der Spezies B. burgdorferi s. s.

Major clonal complexes Minor complexes Anzahl Singletons [n]
CC3 CC6 12

CC8 CC25

CC12 CC56

CC16/228 CC237

CC19 CC399

CC24 CC407

CC37

CC267

Im goeBURST-Netzwerk zeigte sich eine Gruppierung europdischer ST inmitten des
groRen klonalen Komplexes CC3 (vgl. Abb. 32). Dieser enthielt sonst vor allem ST aus
den USA. ST20 aus Europa zeigte sich als TLV von ST1. ST1 und ST3 konnten sowohl
in Patientenisolaten aus Europa als auch aus den USA nachgewiesen werden. Beide ST

waren aber bisher nicht in europdischen Zecken zu finden.
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3.7.3 Verwandtschaftsverhaltnisse und Humanpathogenitat

ST aus Europa und den USA wiesen Uberwiegend engere Verwandtschaftsverhéltnisse
zu ST der gleichen geographischen Region auf, als zu ST des anderen Kontinents.
Verwandtschaftsverhaltnisse zeigten sich im goeBURST Netzwerk anhand der Anzahl
unterschiedlicher AT zwischen zwei ST. Grafisch war dies an unterschiedlichen

Farbintensitaten der Verbindungslinien zweier ST erkennbar (vgl. Abb. 32).

ST1 konnte in 14 Patientenisolaten, aber bisher nicht in Zecken aus Europa
nachgewiesen werden. Bis auf diese Ausnahme waren keine weiteren ST abgrenzbar,
die in reprasentativer Anzahl ausschlieBlich in Zecken oder Patientenisolaten

vorkamen.

3.7.4 Stammbaumanalyse

Mit Hilfe der Software MEGA (Version 2) wurde ein Maximum likelihood-
Stammbaum mit Bootstrapping aller B. burgdorferi s. s. ST erstellt (vgl. Abb. 33).
Grundlage fir die Berechnung von Verwandtschaften bildeten aneinandergereihte
Sequenzen der acht housekeeping Gene. Ein Stamm der Spezies B. afzelii wurde als
sogenannte ,,outgroup® eingefligt, um den Baum zu verwurzeln. Dadurch konnten neben
Verwandtschaftsverhaltnissen auch maogliche ST-Vorfahren abgegrenzt werden. Aus
Ubersichtsgriinden wurden verschiedene Grafiken erstellt. Ein phylogenetischer Baum
mit Malstab sowie ein phylogenetischer Baum mit Bootstrap Werten (> 50 %) befinden
sich im Anhang (vgl. Abb. 46, 47). Fiir weitere Analysen wurde ein tbersichtliches, rein

topografisches Kladogramm gewahlt (vgl. Abb. 33).
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Symbolerlauterungen des Kladogramms:

Biologische Quelle: nur in Patientenisolaten (Quadrat), nur in Zecken (Kreis), sowohl in

Patientenisolaten als auch in Zecken (Dreieck).

Geographische Herkunft: Europa (rotes Symbol), USA (schwarzes Symbol), sowohl aus

Europa als auch den USA (oranges Symbol).

Art der Infektion zum Zeitpunkt der Materialentnahme: disseminierte Infektion (rote

Schrift), lokalisierte Infektion (griine Schrift), sowohl lokalisierte als auch disseminierte
Infektionen (braune Schrift), keine Angabe (graue Schrift). ST aus Zecken (schwarze
Schrift). Sowohl in Patientenisolaten als auch in Zecken nachgewiesene ST: Art der
Infektion beim Patienten determiniert die Schriftfarbe. ST in Patienten mit
disseminierter und nicht néher bezeichneten Infektionen (keine Angabe): disseminierte
Infektion determiniert die Schriftfarbe.

Mittels Phyloviz identifizierte CC wurden mit Klammern gekennzeichnet
(vgl. Abb. 32).
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Abbildung 33: Kladogramm aller 112 B. burgdorferi s. s. ST von Patientenisolaten und
Zecken (n = 679) aus Europa und den USA. Potenzielle Rekombinationsereignisse
wurden mit Pfeilen markiert.

3.7.4.1 Evolutionare Beziehungen

Exterir Ast Externer Knoten

\
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Abbildung 34: Nomenklatur von Stammb&umen.

66




3 Ergebnisse

Vom hypothetischen  Vorfahren (,erster interner Knoten) der Spezies
B. burgdorferi s. s. grenzten sich zundchst ST25-ST28 von allen tbrigen Kladen ab
(vgl. Abb. 33). Diese drei ST wiesen im Sequenzalignement eine Insertion von drei
Basen (GTT) an den Positionen 2647-2649 auf. Die gesamte Gensequenz von ST25-
ST28 verlangerte sich entsprechend auf 4788 Basen. Alle anderen ST lagen im
Stammbaum sehr nahe beeinander. Trotzdem waren einzelne Kladen wie ST233-ST235,
ST8-ST391 und weitere abgrenzbar. Der Malistab des phylogenetischen Baums zeigte
0,01 Substitutionen pro Position im alignment (vgl. Abb. 47). In Zusammenschau mit
der grafischen Darstellung des Stammbaums konnten allgemein enge
Verwandtschaftsverhéltnisse und eine insgesamt geringe Anzahl von Mutationen
vermutet werden. Die Prazision der Positionen im Stammbaum wurde anhand von
Bootstrapwerten berechnet (vgl. Abb. 46). Im B. burgdorferi s. s. Stammbaum betrugen
die Bootstrapwerte sowohl fiir externe, als auch fur interne Knoten oft tiber 50 % und in
vielen Féllen sogar Uber 90 %. Ein eindeutiger Unterschied zwischen externen und
internen Knoten lieB sich diesbeziglich nicht ableiten. Insgesamt galten
Stammbaumpositionen erst bei Bootstrapwerten von uber 50 % als relativ zuverlassig.
Européische B. burgdorferi s. s. ST grenzten sich als eindeutige Kladen im MEGA-
Stammbaum ab (vgl. Tab. 23).

Tabelle 23: Kladen européischer B. burgdorferi s. s. ST im Stammbaum

B. burgdorferi s. s. ST aus Europa ST162 - ST588
ST25 - ST26
ST23 - ST590

3.7.4.2 Rekombination und Clusterunterschiede

Die Mehrheit der CC des goeBURST-Netzwerkes zeigten sich auch im MEGA-
Stammbaum als eindeutige Cluster (vgl. Abb. 33). Andere ST hingegen gruppierten sich
im Stammbaum weniger eindeutig. Die Positionen von ST im MEGA-Stammbaum
basierten auf der Anzahl von Mutationen. Bei horizontalem Genaustausch und
Rekombination kam es zum gleichzeitigen Austausch einer Vielzahl von Basen,
woraufhin sich die Position im Stammbaum deutlich verdnderte. ST lagen dann

falschlicherweise zu weit von verwandten ST entfernt. Die Lokalisation von ST im
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goeBURST-Netzwerk ergab sich anhand unterschiedlicher AT. Bei Rekombination
eines ganzen Genabschnitts anderte sich daher nur ein einzelnes Allel und ST
gruppierten sich im goeBURST-Netzwerk weiterhin in der Nahe ihrer urspringlichen
(hypothetischen) Verwandten. Rekombinationsereignisse konnten demnach vermutet
werden, wenn die Position eines ST im MEGA-Stammbaum deutlich von der im
goeBURST-Netzwerk abwich. Beispiele moglicher Rekombinationen waren ST1, ST3
und ST20 im groéRten klonalen Komplex CC3 sowie ST234/ST236 im CC267
(vgl. Abb. 32, 33). Im MEGA-Stammbaum konnten Kladen europdischer ST eindeutig
von ST Kladen aus den USA abgegrenzt werden.

3.7.5 Invasivitét

B. burgdorferi s. s. verursachte in Europa mit einer relativen Haufigkeit von 93 %
haufiger invasive Krankheitsverlaufe als rein lokale Manifestationen (relative
Héufigkeit lokaler Manifestationen: 7 %) (vgl. Abb. 35).

Invasivitat von B. burgdorferi s. s. in Europa [%)]

Disseminiert

= 27*

Lokalisiert

0 20 40 60 80 100

Abbildung 35: Disseminierte und lokalisierte Infektionen der Spezies
B. burgdorferi s. s. in Europa (n = 29 Patienten). Patienten ohne genaue Angabe zur
Manifestation oder Art der Infektion (n = 2) gingen nicht in die Grafik ein. *Absolute
Anzahl [n].

Mit einer relativen Haufigkeit von 63 % manifestierten sich disseminierte Infektionen

der Spezies B. burgdorferi s. s. meist als Neuroborreliosen.
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Disseminierte Infektionen der Spezies
B. burgdorferi s. s. [%]
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Abbildung 36: Manifestationen disseminierter B. burgdorferi s. s. Infektionen in
absteigender Haufigkeit.

Aufgrund zu geringer Isolatanzahlen konnten keine statistischen Analysen zur
Invasivitét einzelner B. burgdorferi s. s. ST erhoben werden. Mit 93 % (ST1) und 82 %
(ST20) wurden ST1 und ST20 vor allem in Patienten mit disseminierten
Manifestationen nachgewiesen (vgl. Tab. 24). ST21 und ST24 wurden ausschlieBlich in
jeweils zwei Patienten mit disseminierten Manifestationen gefunden. In rein deskriptive
Auswertungen zur Invasivitat einzelner ST wurden nur ST einbezogen, die in
mindestens zwei Patientenisolaten gefunden wurden. Statistisch eindeutige Aussagen
hinsichtlich der Invasivitat einzelner B. burgdorferi s. s. ST konnten nicht getroffen

werden.

Tabelle 24: Invasivitat einzelner B. burgdorferi s. s. ST in Europa (n = 29,
nachgewiesen in mindestens 2 Patientenisolaten)

Sequenztyp disseminierte lokalisierte Gesamtanzahl
Infektionen [n] Infektionen [n] Isolate

ST1 13 1 14

ST20 9 2 11

ST21 2 - 2

ST24 2 - 2

69



3 Ergebnisse

3.8 Populationsstruktur und Invasivitat von Borrelia afzelii

In dieser Arbeit wurden 198 europédische B. afzelii Isolate mittels MLST typisiert.
Weitere 50 bisher noch nicht typisierte B. afzelii Isolate der Stammsammlung des NRZ
wurden ebenfalls in statistische Auswertungen einbezogen. Insgesamt ergaben sich 98
unterschiedliche B. afzelii ST. 66 Singletons wurden identifiziert, wahrend 32 weitere

ST als major und minor CC nachgewiesen wurden.

3.8.1 goeBURST-Netzwerk

Ein goeBURST-Netzwerk zeigte alle analysierten B. afzelii Isolate als TLV
(vgl. Abb. 37). Biologische Quelle (Zecke oder Patientenisolat) und Art der Infektion
(disseminiert oder lokalisiert) wurden anhand unterschiedlicher Farben (vgl. Legende
der Abbildung 37) hervorgehoben.

biologische Quelle: Patientenisolat Art der Infektion: lokalisiert (n= 45)
biologische Quelle: Patientenisolat Art der Infektion: disseminiert (n=29)
biologische Quelle: Patientenisolat Art der Infektion: keine Angabe (n=6)

I biologische Quelle: Zecke (n=118)

Abbildung 37: goeBURST-Netzwerk mittels MLST analysierter B. afzelii Isolate aus
Europa (n= 198). Ohne n= 50 bisher nicht mittels MLST typisierte B. afzelii Isolate der
Stammsammlung des NRZ. Die Pfeile markieren potenzielle Rekombinationsereignisse.
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3.8.2 Klonale Komplexe

Im goeBURST-Netzwerk zeigten sich die meisten B. afzelii Isolate als grofRes
Konglomerat CC263 (vgl. Abb. 37). Dabei konnten verschiedene potenzielle
Ursprungssequenztypen (Subfounder, SF) definiert werden (vgl. Tab. 25).

Tabelle 25: Klonale Komplexe der Spezies B. afzelii

Major clonal complexes Minor complexes Singletons (S)
CC263 (SF248, SF164, SF263) CC240 ST342
CC463 CC335

3.8.3 Verwandtschaftsverhaltnisse und Humanpathogenitat

Die Mehrzahl der B. afzelii ST wiesen untereinander sehr enge
Verwandtschaftsverhéltnisse auf (vgl. Abb. 37). Lediglich um SF164 waren die ST

weniger eng miteinander verwandt.

Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen ST und biologischer Herkunft des Stammes
(Zecke oder Patient) konnte nicht festgestellt werden. Weiterhin zeigte sich keine
eindeutige Korrelation zwischen ST und Pathogenitét (disseminierten oder lokalisierten
Infektionen). ST71 wurde ausschlieBlich in 18 Patientenisolaten und bisher nicht in
Zecken nachgewiesen. Allerdings galt es zu bedenken, dass die vergleichsweise geringe
Anzahl analysierter B. afzelii Isolate keine eindeutigen statistischen Aussagen zulieR,
insbesondere auch unter Berlicksichtigung der enormen Heterogenitét dieser Spezies.

3.8.4 Stammbaumanalyse

In die MEGA-Stammbaumanalyse wurden 77, im Rahmen dieser Arbeit, typisierte ST

und weitere 121 bereits veroffentlichte ST eingeschlossen (vgl. Abb. 38).

Um den Stammbaum zu verwurzeln, wurde ST1 (B. burgdorferi s. s.) als outgroup
eingefiigt. Somit zeichnete sich grafisch ein potenzieller gemeinsamer Vorfahre der

B. afzelii ST ab. Aus Ubersichtsgrinden wurden auch fir B. afzelii verschiedene
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Stammbdaume erstellt. Ein phylogenetischer Baum mit Malistab fur Mutationen, sowie
eine Darstellung des Stammbaums mit Bootstrap Werten > 50 %, befinden sich im
Anhang (vgl. Abb. 48, 49).

Symbolerlauterungen des Kladogramms:

Biologische Quelle: nur in Patientenisolaten (Quadrat), nur in Zecken (Kreis), sowohl in

Patientenisolaten als auch in Zecken (Dreieck).

Art der Infektion zum Zeitpunkt der Probenentnahme: disseminierte Infektion (rote

Schrift), lokalisierte Infektion (griine Schrift), sowohl lokalisierte als auch disseminierte
Infektion (braune Schrift), keine Angabe (graue Schrift). ST aus Zecken (schwarze
Schrift). ST sowohl in Patientenisolaten als auch in Zecken nachgewiesen: Art der
Infektion im Menschen bestimmt die Schriftfarbe. ST in Patienten mit disseminierter
und nicht néher bezeichneter Infektion (keine Angabe): disseminierte Infektion
bestimmt die Schriftfarbe.

Mittels Phyloviz identifizierte klonale Komplexe (CC) wurden anhand von Klammern
gekennzeichnet.

S = Singleton. Alle weiteren ST gehdrten zum groRen klonalen Komplex CC263.
Hypothetische Ursprungs ST (subfounder, SF) des CC263 wurden beispielhaft mit
Klammern gekennzeichnet (SF348, SF164 und SF263) (vgl. Abb. 37).
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Abbildung 38: Kladogramm der 198 B. afzelii Patientenisolate und Zecken aus Europa.
S = Singleton. Potenzielle Rekombinationsereignisse wurden mit Pfeilen

gekennzeichnet.

3.8.4.1 Evolutionare Beziehungen

VVom potenziellen gemeinsamen Vorfahren der analysierten B. afzelii ST gingen zwei
innere Hauptaste ab (vgl. Abb. 38). Einer der Aste spaltet zunachst ST477 von den
ubrigen Kladen ab. Als weitere Klade waren ST70 und ST354 abzugrenzen. Trotz
offensichtlich enger Verwandtschaftsverhéltnisse zeigten sich einzelne Gruppierungen
von ST. Beispielsweise waren die Kladen ST469-ST250, ST71-ST343, ST72-ST265

und weitere abgrenzbar. Der Malistab des phylogenetischen Baums zeigte einen Wert
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von 0,01 Substitutionen pro Position im alignment (vgl. Abb. 49). Insgesamt konnten
enge (hypothetische) Verwandtschaftsverhéltnisse der B. afzelii ST vermutet werden.
Anhand von Bootstrapwerten wurde die Prézision der Positionen im Stammbaum
abgeschatzt (vgl. Abb. 48). Die Bootstrapwerte im B. afzelii Stammbaum lagen, im
Vergleich zum B. burgdorferi s. s. Stammbaum, seltener tber 50 %. Der Bootstrapwert
des zweiten internen Knotens im B. afzelii Stammbaum lag bei 100 %. Die Prézision
der Positionen von ST im Stammbaum war bei B. burgdorferi s. s. wesentlich genauer

verglichen mit B. afzelii.

3.8.4.2 Rekombination und Clusterunterschiede

Die Kklonalen Komplexe CC463, CC240 und CC335 zeigten sich sowohl im
goeBURST-Netzwerk, als auch im MEGA Stammbaum als eindeutige Cluster
(vgl. Abb. 37, 38). Andere ST des groRen Komplexes CC263 positionierten sich in
beiden Grafiken unterschiedlich. ST339, ST73, ST288 und ST259 beispielsweise
wiesen Differenzen der Positionen im goeBURST-Netzwerk und im MEGA-

Stammbaum auf, was als Hinweis auf Rekombination interpretiert werden konnte.

3.8.5 Invasivitat

In dieser Arbeit wurde nur eine Auswahl aller B. afzelii Patientenisolate der
Stammsammlung des NRZ mittels MLST typisiert. Um Verzerrungen durch
Stichprobenselektion zu vermeiden, wurden in statistische Analysen alle vorhandenen
Patientenisolate der Stammsammlung des NRZ einbezogen. Fur die drei
Patientenisolate der MLST-Onlinedatenbank waren keine Angaben zur Manifestation
oder Art der Infektion bekannt. Patientenisolate ohne entsprechende Angaben wurden
von statistischen Analysen ausgeschlossen. Die Anzahl der B. afzelii Patientenisolate
lag fur derartige Analysen entsprechend bei n = 115.
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Tabelle 26: Art der Infektion bei B. afzelii infizierten Patienten der Stammsammlung
des NRZ

Spezies Gesamtanzahl [n] Disseminierte Lokalisierte keine
Infektionen Infektionen Angabe
B. afzelii 127 48 (davon 17 NB) 67 12

B. afzelii Infektionen fuhrten mit einer relativen Haufigkeit von 58 % deutlich haufiger
zu lokalen Infektionen als zu disseminierten Infektionen (relative Haufigkeit 42 %)
(vgl. Tab. 26, Abb. 39).

Invasivitat B. afzelii in Europa [%]

Disseminiert % n=48*

Lokalisiert

0 20 40 60 80 100

Abbildung 39: Art der B. afzelii Infektion bei Patienten in Europa. *Absolute
Anzahl [n].

21 von 48 Patienten mit disseminierten B. afzelii Infektionen wiesen eine
Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA) auf (44 %). Unter Ausschluss von NB lag
das relative Risiko im disseminierten Stadium eine ACA zu entwickeln, bei 68 %
(vgl. Abb. 40).
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Manifestationen disseminierter B. afzelii

Infektionen [%]
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Abbildung 40: Manifestationen disseminierter B. afzelii Infektionen bei Patienten aus
Europa. * Isolation der Borrelien aus Patientenblut.

Analysen zur Invasivitit einzelner B. afzelii ST waren durch Selektion typisierter
Patientenisolate verzerrt. Deshalb wurden in diesem Zusammenhang keine statistischen

Analysen durchgefiihrt und nur deskriptive Daten erhoben.

Tabelle 27: Invasivitat mittels MLST typisierter B. afzelii Isolate der Stammsammlung
des NRZ

Spezies Gesamtanzahl [n] Disseminierte Lokalisierte keine
Infektionen Infektionen Angabe
B. afzelii 77 29 (davon 17 NB) 45 3

In Analysen zur Invasivitét einzelner B. afzelii ST wurden nur Isolate einbezogen, deren
ST in mindestens zwei Patientenisolaten nachgewiesen wurden. Entsprechend ergaben

sich 53 B. afzelii Patientenisolate fir deskriptive Analysen (vgl. Tab. 27, 28).
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Tabelle 28: Invasivitat einzelner B. afzelii ST in Europa (n = 53, nachgewiesen in
mindestens zwei Patientenisolaten)

Sequenztyp disseminierte lokalisierte Gesamtanzahl der
Infektionen Infektionen Patientenisolate [n]
ST71 10 8 18
ST462 3 3 6
ST347 1 4 5
ST458 3 1 4
ST463 2 2 4
ST72 - 2 2
ST75 1 1 2
ST80 1 1 2
ST335 - 2 2
ST459 1 1 2
ST465 1 1 2
ST477 1 1 2
ST479 - 2 2

ST von B. afzelii Patientenisolaten wurden uberwiegend sowohl in Patienten mit
disseminierten als auch lokalisierten Infektionen nachgewiesen (vgl. Tab. 28). Drei ST
(ST72, ST335 und ST479) wurden bisher ausschlieBlich in Patienten mit lokalisierten
Infektionen gefunden. Die Anzahl typisierter Patientenisolate war jedoch zu gering, um
eindeutige statistische Aussagen treffen zu kénnen.

3.9 Invasivitat der Spezies Borrelia burgdorferi sensu stricto
und Borrelia afzelii in Europa

Ein Vergleich der Spezies B. burgdorferi s. s. und B. afzelii in Europa zeigte, dass
B. burgdorferi s. s. deutlich haufiger disseminierte Infektionen hervorrief
(vgl. Abb. 41). Die relative  Wahrscheinlichkeit der  Dissemination  von
B. burgdorferi s. s. lag bei 93 %, verglichen mit einer relativen Wahrscheinlichkeit der

Dissemination von B. afzelii um 42 %.
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Invasivitat der Spezies B. burgdorferi s. s. und
B. afzelii [%)]
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Abbildung 41: Vergleich der Invasivitat von B. burgdorferi s. s. und B. afzelii

Die Odds disseminierter B. burgdorferi s. s. Infektionen lagen, verglichen mit lokalen
Infektionen, bei 13,5 (vgl. Abb. 42). Die entsprechende Odds fir B. afzelii ergaben 0,7.
Demnach war die Chance der Borreliendissemination von B. burgdorferi s. s.
Infektionen (Odds ratio, OR) etwa 19-mal groRer als bei B. afzelii. Ein chiz-Test zeigt
einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen disseminierten und lokalisierten
Infektionen der Spezies B. burgdorferi s. s. und B. afzelii (chi? = 22.468, df =1, p-Wert
= 2.136e-06).

79



3 Ergebnisse

Odds der Borreliendissemination bei
B. burgdorferi s. s. und B. afzelii Infektionen
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Abbildung 42: Odds disseminierter Infektionen durch B. burgdorferi s. s. und B. afzelii
(Chancenverhaltnis, OR = 19:1). * Odds. ** Statistisch signifikant unter o < 0,01.

3.10 Invasivitdt von Borrelia burgdorferi sensu stricto in
Europa und den USA

42 % von 145 B. burgdorferi s. s. Patientenisolaten aus den USA stammten aus
Patienten mit disseminierten Infektionen, wahrend 45 % der Patientenisolate aus
Patienten mit lokalisierten Infektionen stammten. In 13 % der Félle war keine Angabe
zur Art der Infektion bekannt [302].

Die Spezies B. burgdorferi s. s. verursachte in Europa signifikant haufiger invasive
Verlaufe als in den USA (vgl. Abb. 43). Die Odds ratio disseminierter
B. burgdorferi s. s. Infektionen lag in Europa nahezu 15-mal hoher als in den USA.
Auch mittels eines chi2-Tests konnte ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
der Invasivitat von B. burgdorferi s. s. in Europa und den USA festgestellt werden
(chiz =17.408, df = 1, p-Wert = 3.016e-05).
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Invasivitat von B. burgdorferi s. s. in Europa
und den USA [%]
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Abbildung 43: Art der B. burgdorferi s. s. Infektion bei Patienten aus Europa und den
USA. Patientenisolate ohne Angaben zur Art der Infektion wurden nicht in die Grafik
einbezogen. * Absolute Anzahl [n]. ** Statistisch signifikanter Unterschied unter
a < 0,01.

3.11 Neuroborreliose

B. burgdorferi s. s. rief in Europa signifikant haufiger Neuroborreliosen hervor als
B. afzelii (vgl. Abb. 44) (chi2 = 22.306, df = 1, p-Wert = 2.325e-06).

Die Odds der Manifestation disseminierter Infektionen als Neuroborreliose lagen fir
B. burgdorferi s. s. bei 1,7 und fiir B. afzelii bei 0,54. Die Chance, dass sich
disseminierte Borrelieninfektionen als Neuroborreliose manifestierten, war fir

B. burgdorferi s. s. entsprechend dreimal groRer als fiir B. afzelii.
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Neuroborreliosen bei B. afzelii und
B. burgdorferi s. s. Infektionen [%]
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Abbildung 44: Neuroborreliosen bei Infektionen mit B. burgdorferi s. s. und B. afzelii in
Europa. * Absolute Anzahl [n]. ** Statistisch signifikanter Unterschied unter a < 0,01.

3.12 Weitere klinische Manifestationen

Drei Patienten (PHot, PWo, PTen) mit B. afzelii Infektion zeigten eine Morphea
(zirkumskripte Sklerodermie). Bei einem Patienten (PWeb) mit B. afzelii Infektion

wurde die Verdachtsdiagnose eines Granuloma anulare gestellt.

Nebenbefundlich konnte bei zwei Patienten mit B. afzelii Infektion (PBo und PLap) ein

Tinnitus festgestellt werden.

3.13 Korrelation zwischen Patientenalter und Art der
Borrelieninfektion bei Patienten aus Europa

Das Patientenalter zum Diagnosezeitpunkt wurde als Kovariable beztiglich der Art der
Infektion bei Patienten analysiert (vgl. Abb. 45). Die Altersverteilung von 70 Patienten
mit B. afzelii Infektion und 28 Patienten mit B. burgdorferi s. s. Infektion wurde
grafisch dargestellt. Dabei zeigte sich ein Maximum an Infektionen im Alter von 51-60
Jahren. SchlieRende Statistiken zur Korrelation der Art der Infektion bei Patienten,

abhangig vom Patientenalter, wurden nicht durchgeftihrt.
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Korrelation des Patientenalters und der Art
der Infektion [%]
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Abbildung 45: Patientenalter und Art der B. burgdorferi s. s. und B. afzelii Infektion bei
Patienten aus Europa.
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4 Diskussion

4.1  Auswahl von Spezies und Stdmmen

Verschiedene Kriterien trugen zur Auswahl der Stdimme und Spezies dieser Arbeit bei.
So wurde B. afzelii aufgrund des hé&ufigen Vorkommens in Europa und
B. burgdorferi s. s. wegen der Maoglichkeit des interkontinentalen Vergleichs von
Populationsstrukturen, Invasivitat und Pathogenitat zwischen Europa und den USA
(vgl. Hanincova et al. (2013)) ausgewahlt [144, 276, 337-339].

Um den Rahmen dieser Arbeit nicht zu sprengen, wurden nur einige B. afzelii Stamme
der Stammsammlung des NRZ mittels MLST typisiert (n = 77 von 127 Stdmmen)
(vgl. Tab. 6). In statistische Auswertungen wurden auch die tbrigen 50 nicht mittels
MLST typisierten B. afzelii Stimme der Stammsammlung des NRZ einbezogen, um
statistische Selektionsfehler zu vermeiden. Als Auswahlkriterium, welche B. afzelii
Stamme mittels MLST typisiert wurden, galt die Krankheitsmanifestation beim
Patienten. Ein besonderes Augenmerk lag dabei auf der Manifestation NB, da diese
Manifestation besonders schwerwiegende Symptome und Komplikationen bei Patienten
hervorrief.

MLST-Typisierungen dieser Arbeit wurden zundchst nur an B. burgdorferi s. s. und
B. afzelii Patientenisolaten aus Europa durchgefuhrt. Da sich in B. burgdorferi s. s.
Patientenisolaten jedoch gehduft ST zeigten, die bisher nicht in europdischen Zecken
nachgewiesen werden konnten, wurde die Arbeit im Verlauf auf MLST-Analysen

européischer Zecken mit B. burgdorferi s. s.-Infektion erweitert [152, 302, 304].
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4.2 Methodik

Als moderne molekularbiologische Methode zur Typisierung von Borrelienstimmen
wurde in dieser Arbeit das MLST angewendet. Neben einigen Vorteilen wie der
schnellen und prézisen Datenerhebung (vgl. 1.7.2 Vor- und Nachteile des MLST)
ermoglichte das MLST laborunabhéngige Vergleiche von Daten weltweit. Zur Wahl der
Methode trug auch die (2013 veréffentlichte) Studie von Hanincova et al. ,,Multilocus
Sequence Typing of Borrelia burgdorferi Suggests Existence of Lineages with
Differential Pathogenic Properties in Human” bei, in der MLST-Daten von
B. burgdorferi s. s. Stdmmen aus den USA veroffentlich wurden [302]. Durch
Anwendung der gleichen Methode an B. burgdorferi s. s. Stimmen aus Europa konnte
so ein direkter Vergleich von Populationsstrukturen und Pathogenitatseigenschaften von
B. burgdorferi s. s. zwischen Europa und den USA erfolgen.

Andere Typisierungsmethoden, wie MLEE-, RAPD-, Ca3 Southern Blot-, rrs-rrl-/ 5S-
23S rDNA Intergenetic spacer Analysen und Weitere, stieen in der Vergangenheit oft
an ihre Grenzen hinsichtlich Trennscharfe und Prézision von Ergebnissen [284].

Das MLEE, als indirekte Methode der Genotypisierung, lieferte wesentlich ungenauere
Daten als MLST-Analysen. Dartiber hinaus bestand eine starke Abhé&ngigkeit der
MLEE-Ergebnisse von Untersuchungsbedingungen im jeweiligen Labor [284].

Auch bei anderen Typisierungsmethoden, wie der Pulsfeldelektrophorese (PFGE) und
Fingerabdruck Methoden (AFLP) war die laboribergreifende Vergleichbarkeit von
Ergebnissen oft problematisch [340].

Robles et al. (2004) verglichen MLST-, RAPD-, MLEE- und Ca3 Southern Blot-
Analysen. Dabei konnten mittels MLST die besten Ergebnisse, hinsichtlich der
Trennscharfe von Candida albicans Populationen, festgestellt werden [341]. Im
Vergleich mit rrs-rrl Intergenetic spacer-Analysen (IGS) zeigte das MLST genauere
phylogenetische Zuordnungsmaoglichkeiten von Stammen [111, 342, 343]. Hanincova et
al. (2013) und Margos et al. (2008) zeigten, dass rekombinatorische Ereignisse nicht
mittels einfacher Stammbaumanalysen des Oberflachenproteins OspC, jedoch anhand
von MLST-Analysen ermittelt werden konnten [111, 302]. Neuere Studien von Coipan
et al. (2016) verglichen das MLST mit 5S-23S rDNA 1GS-Analysen. Aufgrund kiirzerer

Sequenzen waren 5S-23S rDNA 1GS-Analysen zwar weniger zeitintensiv, jedoch
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hinsichtlich der Trennschérfe relevanter Mutationen deutlich ungenauer als MLST-
Analysen [342].

Trotz aller Vorteile gab es auch Nachteile und Grenzen des MLST [284]. So kdnnen
nicht alle Bakterienarten uneingeschrénkt mittels MLST typisiert werden. Fir Analysen
genetisch monomorpher Bakterien (wie Yersinia pestis, Mykobacterium tuberculosis,
Bacillus anthracis) ist das MLST daher keine adaquate Typisierungsmethode [344-
346]. AuRerdem sind keine Analysen von Mischsequenzen mdoglich und durch die
Abhangigkeit von Sequenzierlaboren ergeben sich teils logistische Herausforderungen.
Die insgesamt hohen Kosten sowie der labortechnische Aufwand sind weiterhin zu
bedenken. Indikation und Nutzen des MLST sind, auch aus 6konomischer Sicht, je nach

Fragestellung individuell abzuwégen.

2012 publizierten Boers et al. eine Weiterentwicklung des klassischen MLST, das High
Throughput MLST. Bei dieser neueren Methode wurden einige Nachteile des
klassischen MLST behoben, so dass entsprechende Daten hoher Qualitat noch schneller
und d6konomischer generiert werden kdnnen [340, 347].

Das klassische MLST war zum Zeitpunkt dieser Arbeit, sowohl hinsichtlich der
Bakterienart als auch der Fragestellungen eine moderne, adéquate Methode zur

molekularbiologischen Typisierung von Borrelien [111].

4.3 Statistische Auswertungen

Analysierte Borrelienstimme dieser Arbeit stellten nur eine stichprobenartige Auswahl
von B. burgdorferi s. s. und B. afzelii Stammen aus Europa und den USA dar, weshalb
systematische Fehler, insbesondere aufgrund von Selektionsprozessen, teilweise nicht
auszuschlielen waren. Um statistische Ergebnisse dennoch addquat interpretieren zu
konnen, wurden verzerrende Einflussfaktoren sorgfaltig diskutiert und schlieRende
Statistiken nur fiir einige Fragestellungen angewendet [348].

Borrelienstdmme und Patientendaten der Stammsammlung des NRZ wurden zwischen
1983 und 2011 im Rahmen von Studien gesammelt. Die Einsendung von
Patientenmaterial hing dabei entscheidend vom Engagement der jeweiligen Arzte ab.
Inwiefern Infektionen von Arzten (bersehen oder Daten nur selektiv weitergegeben

wurden, war nicht nachvollziehbar. Es war denkbar, dass lokale Infektionen im
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Vergleich zu schwerwiegenden disseminierten Infektionen unterreprésentiert waren, da
bei lokal begrenzten EM in der Regel nur eine bedingte Indikation zur diagnostischen
Erregeranzucht bestand. Mdglicherweise wurden viele EM gar nicht vom Arzt gesehen,
behandelt oder biopsiert [342]. Auch ein Auftreten disseminierter Manifestationen erst
nach erfolgter Meldung rein lokaler Infektionen wére denkbar. Inwiefern in solchen
Féllen eine Nachmeldung stattfand, blieb unklar.

SchlieRende Statistiken zur Invasivitat einzelner ST waren aufgrund zu geringer
Anzahlen, mittels MLST, typisierter Stdimme weder fir B. burgdorferi s. s. noch fir
B. afzelii moglich. Eine Verallgemeinerung von Ergebnissen dieser Arbeit auf die
Grundgesamtheit der Bevolkerung war aufgrund maoglicher Selektionsfehler daher nur
bedingt moglich. Auch Invasivitdt und klinische Manifestationen konnten, wegen
verschiedener Bedingungen der Datenerhebung zwischen Europa und den USA, nicht
uneingeschrénkt verglichen werden.

Mischinfektionen und zu geringe DNA-Konzentrationen fiihrten dazu, dass einigen
Zecken keine eindeutige Borrelienspezies zugeordnet werden konnte. Von 64 mittels
hbb-RTD-PCR analysierten Zecken mit B. burgdorferi s. s. Infektion, war eine
erfolgreiche Typisierung mittels MLST nur bei 23 Zecken mdglich.

Da die Bedingungen der Datenerhebung fir alle européischen B. burgdorferi s. |.
Spezies weitestgehend gleich waren, eliminierten sich systematische Fehler beim
Vergleich von B. burgdorferi s. s. und B. afzelii Stimmen aus Europa teilweise
gegenseitig.

Die Anwendung schlieBender statistischer Verfahren wurde je nach Fragestellung
individuell entschieden. Weiterfiihrende Studien zur Populationsstruktur, Pathogenitat
und klinischen Symptomatik von B. burgdorferi s. I., anhand flachendeckender Daten
und groéRerer Anzahlen von Stammen, waéren von wissenschaftlichem und klinischem

Interesse.

4.4  Borrelia burgdorferi sensu stricto und Borrelia afzelii in
Europa

Bisher konnten weltweit 22 unterschiedliche B. burgdorferi s. |. Spezies identifiziert

werden, wobei sechs dieser Spezies als humanpathogen eingestuft wurden (vgl. Tab. 1).
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Je nach Borrelienspezies zeigten sich dabei unterschiedliche Durchseuchungsraten von
Patientenisolaten und Zecken.

4.4.1 Haufigkeit verschiedener Borrelienspezies und Unterschiede

hinsichtlich humanpathogener Eigenschaften

Die beiden h&ufigsten humanpathogenen Spezies des B. burgdorferi s. I. Komplexes in
Europa sind B. garinii und B. afzelii, wéhrend B. burgdorferi s. s. bisher seltener in
europaischen Patientenisolaten und Zecken nachgewiesen wurde [116, 144, 349, 350].
Als Griinde fir die unterschiedlichen Durchseuchungsraten von Patientenisolaten und
Zecken mit B. burgdorferi s. I., in Europa, konnten verschiedene Hypothesen aufgestellt
werden. Beispielsweise war ein Zusammenhang zu den unterschiedlichen
Besiedlungsdichten von Hauptwirten von B. burgdorferi s. I. Vektoren in Europa
denkbar. Vektoren von B. spielmanii und B. lusitaniae beispielsweise nutzen
insbesondere Siebenschlafer und Eidechsen als Wirte (vgl. Tab. 32). Da die
Besiedlungsdichten von Siebenschléfern und Eidechsen in Europa vergleichsweise
gering sind, waren die geringen Durchseuchungraten mit B. spielmanii und B. lusitaniae
somit erklarbar [342].

Hanincova et al. (2003) analysierten ber 1.000 Zecken aus Zentraleuropa hinsichtlich
der Durchseuchung mit B. burgdorferi s. |. Dabei wurde B. afzelii (50,6 %), gefolgt von
B. valaisiana (26,5 %) und B. garinii (19,1 %, ohne Differenzierung von B. bavariensis)
mit Abstand am haufigsten nachgewiesen. Andere Studien, wie Kurtenbach et al. (2001)
oder Fingerle et al. (2008), zeigten leicht abweichende Zahlen. So fanden Kurtenbach et
al. (2001) B. afzelii, B. garinii, B. valaisiana, und B. burgdorferi s. s. in européischen
Zecken mit einer Haufigkeit von 39,3 %, 21,2 %, 12,8 % und 1,5 %. Fingerle et al.
(2008) wiesen B. garinii, mit 34,3 %, als h&ufigste Spezies in Stddeutschland nach
[144, 338].

Eine Metaanalyse von Hartung et al. (2005) zeigte B. afzelii (38 %) auf Platz eins der
B. burgdorferi s. I. Infektionen in europdischen Zecken. Auf Platz zwei und drei standen
B. garinii (33 %) und B. burgdorferi s. s. (18 %). Trotz regional stark variierender
Angaben zur Haufigkeit von B. burgdorferi s. I. in europdischen Zecken, galt B. afzelii
als vorherrschende Spezies [276, 337, 339].
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In dieser Arbeit wurde B. afzelii mit 41,3 % als hdufigste Spezies, des
B. burgdorferi s. I. Komplexes, in suddeutschen Zecken nachgewiesen (vgl. Abb. 29).
Die hbb-RTD-PCR Analyse von insgesamt 484 suddeutschen Zecken ergab aulRerdem
19 % B. valaisiana / B. spielmanii, 13,2 % B. burgdorferi s. s., 12,6 % B. bavariensis /
B. garinii und 0,6 % B. lusitaniae Infektionen.

Zur Haufigkeit von europdischen Patientenisolaten mit B. burgdorferi s. . Infektionen
wurden bisher deutlich weniger Daten verdffentlicht. Coipan et al. (2016) beschrieben
B. afzelii (69,7 %), gefolgt von B. garinii (14,3 %) und seltener B. burgdorferi s. s.
(4,3%) als hdaufigste Borrelienspezies européischer Patientenisolate [339]. Diese
Verteilung spiegelte sich auch in der Stammsammlung des NRZ wieder. Typisierungen
mittels OspA und MLST ergaben 52,7 % B. afzelii, 16,6 % B. garinii und 13,7 %
B. burgdorferi s. s. Infektionen bei insgesamt 241 analysierten Patientenisolaten der
Stammsammlung des NRZ.

Coipan et al. (2016) berichteten von unterschiedlichen humanpathogenen Eigenschaften
verschiedener Borrelienspezies. Beispielsweise wurden B. afzelii und B. bavariensis
besonders hdufig in Patientenisolaten nachgewiesen. Als Grund fiir die offenbar groiiere
Humanpathogenitat dieser beiden Spezies vermuteten Coipan et al. (2016)
Gemeinsamkeiten von Hauptwirten mit dem Menschen als akzidentellen Wirt. Sowohl
die Hauptwirte der Spezies B. afzelii und B. bavariensis, als auch der Mensch gehdren
zur Klasse der Saugetiere. Es war daher denkbar, dass bestimmte Faktoren der Spezies
B. afzelii und B. bavariensis Infektionen von Sdaugetieren begunstigten [342, 351].

Eine interessante Aussage hinsichtlich der Humanpathogenitdt verschiedener
B. burgdorferi s. I. Spezies trafen auch Cerar et al. (2016). In einer Studie zeigten sie
anhand von OspC- und MLST-Analysen eindeutige Unterschiede der Spezies
B. burgdorferi s. s. in Slowenien und den USA. Die Spezies wies je nach
geographischer Herkunft unterschiedliche humanpathogene Eigenschaften und
verschiedene klinische Manifestationen auf. Dabei zeigten sich groRere Unterschiede
zwischen B. burgdorferi s. s. aus Slowenien und den USA als zwischen
B. burgdorferis. s. und B. afzelii beziehungsweise B. garinii aus Slowenien.
Okologische Nischen, ahnlicher Selektionsdruck und gegebenenfalls der genetische
Unterschied von Bevolkerungsgruppen konnten somit entscheidenden Einfluss auf die
Humanpathogenitdt von Borrelien und die klinischen Manifestationen von

Borrelieninfektionen haben [352].
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4.4.2 Sequenztypen in Patientenisolaten und Zecken

In dieser Arbeit wurden 18 verschiedene B. burgdorferi s. s. und 68 B. afzelii ST in
europdischen Zecken nachgewiesen (vgl. Abb. 30). In Patientenisolaten zeigten sich
sechs verschiedene B. burgdorferi s. s. ST und 38 B. afzelii ST. Die Anzahl
verschiedener ST in Zecken lag daher sowohl fir B. burgdorferi s. s. als auch fur
B. afzelii deutlich tber der Anzahl verschiedener ST in Patientenisolaten. Insgesamt
wurden mehr Zecken (B. burgdorferi s. s. n = 45, B. afzelii n = 118) als Patientenisolate
(B. burgdorferi s. s. n = 31, B. afzelii n = 80) typisiert. Dennoch schien die Vielfalt von
ST in Zecken groRer zu sein, als in Patientenisolaten. MLST-Analysen von Coipan et al.
(2016) ergaben 194 verschiedene ST in Zecken (n = 544) und 85 ST in
Patientenisolaten (n = 231). Die Anzahl verschiedener ST in Zecken und
Patientenisolaten, bezogen auf die Anzahl typisierter Stimme, war somit zwar in etwa
gleich grol, statistische Analysen ergaben jedoch eine groRere Heterogenitat von ST in
Zecken verglichen mit ST in Patientenisolaten [342].

Nur vier B. burgdorferi s. s. und acht B. afzelii ST dieser Arbeit konnten sowohl in
europdischen Patientenisolaten als auch in europaischen Zecken nachgewiesen werden
(vgl. Abb. 30, Tab. 35). Auch Coipan et al. (2016) konnten nicht alle ST aus Zecken
auch in Patientenisolaten nachweisen, und umgekehrt. Genaue Anzahlen gemeinsamer
ST waren in Coipan et al. (2016) nicht nachvollziehbar [342]. Hanincova et al. (2013)
stellten ebenfalls eine Diskrepanz von ST in Zecken und Patientenisolaten aus den USA
fest [302].

Eine mogliche Erklarung fur die geringe Anzahl gemeinsamer ST in europaischen
Zecken und Patientenisolaten waren potenzielle systematische Fehler aufgrund zu
geringer Anzahlen analysierter Stamme. Mdoglicherweise sind aber auch nicht alle
Borrelien ST einer, als humanpathogen klassifizierten, Spezies gleichermalien pathogen
(vgl. 4.6, Humanpathogenitat einzelner ST und klonaler Komplexe) [302, 342]. Eine
weitere Hypothese zur Diskrepanz von ST in Patientenisolaten und Zecken war, dass
sich einige ST durch bestimmte strukturelle Eigenschaften in Zecken oder Wirten
,verstecken™ konnten. Miklossy et al. (2008) berichteten in der Vergangenheit von
atypischen und zystischen Borrelienformen, die wohl im menschlichen Korper
persistieren und gegebenenfalls reaktiviert werden kénnen. Als Ursache fur die
Entstehung derartiger zystischer Formen vermuteten Murgia et al. (2004) hohen

zelluldren Stress von Borrelien [353, 354]. Daten der genannten Studien zu zystischen

90



4 Diskussion

Borrelienformen konnten bisher nicht eindeutig bestatigt werden. Atypische Formen

konnten jedoch theoretisch eine Isolation und Kultivierung von Borrelien erschweren.

4.4.3 Mischinfektionen

Mischinfektionen wurden bisher vor allem in Zecken nachgewiesen. Dabei konnte in
Zecken Borrelien-DNA von mehr als einer Spezies oder mehr als einem ST
nachgewiesen werden [276]. Etwa 8,9% der 484 mittels hbb-RTD-PCR analysierten
B. burgdorferi s.l. Stimme dieser Arbeit zeigten sich als Mischinfektionen. Auch
frihere Studien aus Europa wiesen in etwa vergleichbare Zahlen nach. Bei Coipan et al.
(2016) lag der Anteil von Mischinfektionen unter 3 %, wobei nicht beschrieben wurde,
ob diese ausschlieBlich in Zecken oder auch in Patienten nachgewiesen wurden [342].
Rauter und Hartung (2005) wiesen etwa 13 % Mischinfektionen in Zecken nach [276].
Inwiefern auch in Wirten und Patientenisolaten Mischinfektionen vorkommen, konnte
bisher nicht eindeutig geklart werden. Nakao et al. (1995) wiesen Mischinfektionen
wohl in 7 von 34 Mausen in Japan nach [355] und Rijpkema (1997), Demaerschalck
(1995) und Liveris (1996) berichteten von Mischinfektionen in Patientenisolaten. Die
Anzahl der Wirte und Patientenisolate war dabei jedoch zu gering, um eindeutige
statistische Aussagen treffen zu kdnnen [137, 141, 355, 356].

Verschiedene Theorien, weshalb Mischinfektionen in Patientenisolaten bisher nicht
oder nur selten gefunden wurden, waren denkbar. Mdglicherweise unterdriickt das
Immunsystem des Menschen bei Infektionen mit einer Borrelienspezies eine
Zweitinfektion mit einer anderen Borrelienspezies oder einem anderen ST. Es konnte
demnach sein, dass das menschliche Immunsystem einige Borrelienspezies
beziehungsweise ST mit Hilfe des Komplementsystems besser abtéten kann als andere.
Somit kann bei Mischinfektionen mdglicherweise eine Spezies eliminiert werden,
wahrend eine andere im Wirt oder Menschen verbleibt.

Denkbar war auch, dass Faktoren aus dem menschlichen Blut den gleichzeitigen
Antigenswitch (von OspA zu OspC) mehrerer Borrelienspezies oder ST im Darm der
Zecke verhindern. Ein Ubertreten von Borrelien aus dem Darm in die Speicheldriisen

und somit eine Wirtsinfektion wéren dann nicht moglich. Trotz Mischinfektionen in
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Zecken konnte somit nur eine Spezies, beziehungsweise ein ST, auf den Menschen
Ubertragen werden.

Eine weitere Hypothese war, dass Mischinfektionen in Zecken schlicht h&ufiger
detektiert wurden als in Patientenisolaten. Denn MLST-Analysen von
Borrelienstdmmen aus Zecken erfolgten meist direkt anhand der DNA aus Zecken,
wahrend MLST-Analysen von Borrelienstimmen aus Patientenmaterial in der Regel

anhand von Isolaten erfolgten [302].

4.5 Borrelia burgdorferi sensu strico Sequenztypen in
Europa und den USA

MLST-Typisierungen von B. burgdorferi s. s. Stimmen aus Patientenisolaten ergaben
zwei ST (ST1 und ST3), die sowohl in Europa als auch in den USA gefunden wurden.
In B. burgdorferi s. s. infizierten Zecken wurden hingegen keine gemeinsamen ST
beider Kontinente nachgewiesen (vgl. Abb. 31) [304]. Qiu und Crowder beschrieben in
den Jahren 2008 und 2010 ebenfalls gemeinsame ST in Patientenisolaten aus Europa
und den USA [357, 358].

Verschiedene Erklarungen fir die interkontinentale Diskrepanz von ST, Klinische
Manifestationen und humanpathogene Eigenschaften von B. burgdorferi s. s. Stdmmen
in Europa und den USA waren denkbar. Madoglicherweise spielten genetische
Unterschiede der Bevdlkerung eine Rolle. Entsprechend konnten Faktoren im
Immunsystem Infektionen mit bestimmten ST beguinstigen oder blockieren. In Patienten
mit schwéacherem Immunsystem konnten Borrelien mdglicherweise haufiger und
schneller disseminierte Infektionen hervorrufen [304, 352, 357-359].

Eine weitere Erklarung fir die Unterschiede hinsichtlich der Populationsstrukturen von
B. burgdorferi s. s. in Europa und den USA lieferten Margos et al. (2008). Es wurde
vermutet, dass sich B. burgdorferi s. s. Populationen beider Kontinente aus einem
gemeinsamen Vorfahren entwickelten. Da die Separation der Populationslinien jedoch
schon sehr lange zurlck lag, konnten sich in Europa und den USA unterschiedliche
Borrelienstdimme entwickeln. Eventuell spielte dabei auch die Anpassung an
Okologische Bedingungen der jeweiligen geographischen Region eine entscheidende
Rolle. Im Widerspruch zu Studien von Ras (1997) und Foretz (1997) vermuteten
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Margos et al. (2008), dass B. burgdorferi s. I. seinen Ursprung in Europa nahm [111,
360, 361].

Auch innerhalb der USA konnten Unterschiede hinsichtlich der ST wvon
B. burgdorferi s. s. an der Ostkiste (New York) und im mittleren Westen (Wisconsin)
festgestellt werden [302]. B. burgdorferi s. s. ST aus New York und Wisconsin zeigten
sich im goeBURST-Netzwerk zwar nahe verwandt, jedoch wurden nur zwei
Uberschneidungen von ST (ST4 und ST12) in Patientenisolaten beider geographischer
Regionen gefunden. Eine maégliche Erklarung fir diese Uberschneidungen von ST wére
eine gemeinsame Ursprungspopulation von B. burgdorferi s. I. in den USA. Auch ein
limitierter Genaustausch im B. burgdorferi s. . Komplex konnte das Auftreten
gemeinsamer ST in verschiedenen geographischen Regionen erklaren. Dabei ware es
denkbar, dass gemeinsame ST in verschiedenen Regionen zufallig durch
Rekombination und horizontalen Gentransfer entstanden [302].

Mechai et al. (2016) zeigten in einer Studie die vermehrte Assoziation einiger Wirte mit
bestimmten ST und CC. Sie vermuteten eine genetische Adaptation von ST und CC an
unterschiedliche Wirtsspezies. Da die Wirte je nach geographischer Herkunft variierten,
konnte dies als Erklarung fur Unterschiede von ST und CC verschiedener
geographischer Regionen herangezogen werden [302, 362].

In Europa zeigten sich, vor allem im B. burgdorferi s. I. Komplex, kaum Unterschiede
hinsichtlich der ST verschiedener Lander. Lediglich innerhalb der Spezies B. afzelii
wurden einzelne unterschiedliche ST nachgewiesen (Coipan et al. (2016)). Als mogliche
Begrindung konnten &hnliche 6kologische Nischen, Wirte und Vektoren in ganz
Europa angesehen werden [342, 364, 365]. Weitere Metaanalysen von MLST-Daten
verschiedener europaischer Lander waren interessant, um einen genauen Uberblick tiber

europaische B. burgdorferi s. |. Populationsstrukturen zu gewinnen [352].

45.1 Sequenztyp 1l

14 von 33 eigens typisierten B. burgdorferi s. s. Patientenisolaten aus Europa erwiesen
sich als ST1 (vgl. Tab. 17). Dieser ST wurde bisher zwar regelmaRig in
Patientenisolaten und Zecken in den USA, nicht jedoch in Europa nachgewiesen
[302, 359].

Der Anteil von ST1 bei B. burgdorferi s. s. Patientenisolaten dieser Arbeit war mit

knapp 40 % relativ groR. Verschiedene Hypothesen konnten in diesem Zusammenhang
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aufgestellt werden. Patienten konnten sich wéhrend eines Aufenthalts in den USA oder
in Kanada mit ST1 infiziert haben. Der Symptombeginn der Patienten passte
mehrheitlich zu einer Infektion mit Borrelien im Juni und somit zur Hauptaktivitatszeit
von I. scapularis Nymphen im Nord-Osten der USA [366].

Alternativ wére es denkbar, dass ST1 in Europa humanpathogener ist als andere
B. burgdorferi s. s. ST (vgl. 4.6, Humanpathogenitit einzelner ST und klonaler
Komplexe). Mdglicherweise tritt ST1 in europdischen Zecken aber auch vor allem als
Mischinfektion auf. Mischinfektionen konnten mittels MLST nicht eindeutig
identifiziert werden und eine Unterreprasentation von ST1 in Zecken ware somit
erklarbar. Jedoch wurde ST1 in den USA bereits hdufig in Zecken nachgewiesen.
Castillo Ramirez et al. (2016) beschrieben, dass der Mensch das Haupttransportmittel
von Borrelien zwischen Europa und den USA sei, da die meisten Wirte die weite
Strecke Uber den Atlantischen Ozean kaum zuriicklegen konnten. Die Vermutung, dass
Patienten mit europdischen ST in den USA sich ihre Infektion bei einem Aufenthalt in
Europa zuzogen und umgekehrt, lag nahe. Dies wirde auch erklaren, weshalb
Uberschneidungen von B. burgdorferi s. s. ST in Europa und den USA zwar in

Patientenisolaten, bisher jedoch nicht in Zecken gefunden wurden [363].

4.5.2 Sequenztyp 3

ST3 der Spezies B. burgdorferi s. s. konnte nur in einem Patientenisolat (PLue) der
Stammsammlung des NRZ nachgewiesen werden (vgl. Tab. 36). Dieser ST wurde
bisher nur in Patientenisolaten und Zecken in den USA, nicht jedoch in Europa
nachgewiesen. Klinisch manifestierte sich die Infektion mit ST3 bei PLue als multiple
Erythemata migrantia (MEM). Eine Manifestation, die ebenfalls vor allem in den USA
und nur selten in Europa beschrieben wurde [304, 367]. Daher lag die Vermutung nahe,
dass sich PLue die Infektion mit ST3 mdglicherweise bei einem Aufenthalt in den USA
zuzog [363]. Bei einer Infektion von PLue mit ST3 in Europa, wéren die gleichen
Hypothesen zur Diskrepanz der Durchseuchung europdischer Patientenisolate und
Zecken denkbar, wie unter 4.5.1 beschrieben. Moglicherweise wurden bisher insgesamt
zu wenige Stamme typisiert, um ST3 auch in Europa regelmaflig in Patientenisolaten

und Zecken nachzuweisen.
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4.6 Humanpathogenitat und Invasivitdt  einzelner

Sequenztypen

Weder in Europa, noch in den USA konnten bisher eindeutige Aussagen zur
Humanpathogenitét und Invasivitét einzelner ST getroffen werden [302, 304].

In dieser Arbeit wurden einige ST, allen voran ST1 und ST3, ausschlieBlich in
Patientenisolaten, nicht jedoch in Zecken nachgewiesen (vgl. Abb. 32, 37). Eine
ahnliche Diskrepanz zwischen ST in Patientenisolaten und Zecken zeigten auch Studien
von Hanincova et al. (2013) und Coipan et al. (2016). Es konnte daher vermutet werden,
dass nicht alle ST gleichermallen humanpathogen sind. Eine weitere Hypothese ware
die Existenz anderer Vektoren der LB neben Schildzecken. Magnarelli et al. (1986)
berichteten von Einzelfallen, in denen Borrelien offenbar durch andere Insekten
Ubertragen wurden [368, 369]. Evidenzbasierte Studien konnten dies im Verlauf nicht
bestatigten, weshalb Schildzecken weiterhin als alleinige Vektoren der LB gelten
[304, 370]. Coipan et al. (2016) und Haven et al. (2011) diskutierten, dass
unterschiedliche  humanpathogene  Eigenschaften einzelner ST auch auf
rekombinationsbedingte ~ Anpassungen an  Umweltbedingungen und  Wirte
zurlckzurfihren sein koénnten [342, 351]. Eine Diskrepanz zwischen ST in
Patientenisolaten und Zecken konnte aber auch durch systematische Selektionsfehler,
aufgrund bisher zu wenig typisierter Stamme, bedingt sein.

Weiterhin zeigte sich, dass européische B. burgdorferi s. s. Stamme dieser Arbeit mit
einer relativen Haufigkeit von etwa 93 % disseminierte Infektionen bei Patienten
hervorriefen. Etwa 40 % dieser B. burgdorferi s. s. Stimme erwiesen sich als ST1.
Daher wurde diskutiert, ob ST1 in Europa moglicherweise ein besonders hohes
Disseminationspotenzial in Patienten aufwies.  Aufgrund zu geringer Anzahlen
typisierter Patientenisolate waren jedoch keine schlieBenden Statistiken moglich.
Hanincova et al. (2013) beschrieben eine Dissemination von ST1 in den USA in 4 von 5
Féllen [302].

Fur weiterfihrende Studien zur Humanpathogenitdt und Invasivitat einzelner ST und

CC wadren ST1 und ST3 besonders gut geeignet.
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4.7 Populationsstrukturen von Borrelia burgdorferi sensu

strico und Borrelia afzelii

Populationsstrukturen von B. burgdorferi s. s. und B. afzelii aus Europa und den USA
wurden in dieser Arbeit anhand von goeBURST-Netzwerken und MEGA-

Stammbé&umen nachvollzogen.

4.7.1 Verwandtschaftsverhaltnisse und klonale Komplexe

Im goeBURST-Netzwerk gruppierten sich die meisten B. afzelii ST zu einem einzigen,
riesigen klonalen Komplex namens CC26, wéhrend sich die B. burgdorferi s. s.
Population in mehreren kleinen klonalen Komplexen gruppierte. Benachbarte ST der
Spezies B. afzelii zeigten auBerdem weniger Alleldifferenzen als benachbarte ST der
Spezies  B.burgdorferi s. s Speziesintern ~ wurden  somit  engere
Verwandtschaftsverhaltnisse von B. afzelii im Vergleich zu B. burgdorferi s. s.
festgestellt (vgl. Abb. 32, 37).

Unterschiedliche Verwandtschaftsverhéltnisse innerhalb verschiedener Borrelienspezies
konnten laut Coipan et al. (2013 wund 2016) anhand unterschiedlicher
Rekombinationsfrequenzen verschiedener Spezies erklart werden [342, 371]. Jacquot et
al. (2014) zeigten, dass Rekombinationen innerhalb einer Spezies 50-mal haufiger sind
als zwischen verschiedenen Spezies [372]. Seltenere Rekombinationsereignisse
innerhalb der Spezies B. burgdorferi s. s. konnten auf die geringere Durchseuchung
europaischer Zecken mit B. burgdorferi s. s., im Vergleich zu beispielsweise B. afzelii,
zurlickzufuhren sein [373].

Europdische B. burgdorferi s. s. ST gruppierten sich sowohl im Stammbaum als auch
im goeBURST-Netzwerk, unter Einstellung von TLV, unmittelbar neben ST aus den
USA. Aufgrund enger Verwandtschaftsverhéltnisse von Stdmmen dieser Spezies in
Europa und den USA konnte angenommen werden, dass sich B. burgdorferi s. s. auf
beiden Kontinenten aus demselben Vorfahren entwickelte. Diese Hypothese wurde auch
in Studien von Margos et al. 2008 diskutiert, wbei ein europdischer Ursprung von
B. burgdorferi s. s. vermutet wurde [111].

Weiterhin ~ zeigten  sich  engere  Verwandtschaftsverhdltnisse  européischer

B. burgdorferi s. s. ST untereinander, als zwischen B. burgdorferi s. s. ST aus Europa
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und den USA. Trotz potenziell gleicher VVorfahren entwickelten sich B. burgdorferi s. s.
Populationslinien in Europa und den USA somit, je nach okologischer Nische, in
unterschiedliche Richtungen [111, 302].

4.7.2 Heterogenitat

Die Spezies B. afzelii zeigte sich in dieser Arbeit und in Studien von Coipan et al.
(2016) genetisch wesentlich heterogener als B. burgdorferis.s. (vgl. Abb. 32, 37)
[342]. Obwohl etwa dreimal so viele B. burgdorferi s. s. Stimme (n = 677) als B. afzelii
Stamme (n = 198) typisiert wurden, konnten bei beide Spezies annahernd gleichviele
verschiedene ST nachgewiesen werden (B. burgdorferi s. s. n = 112 ST, B. afzelii n = 98
ST). AuBerdem war die Anzahl bereits veroffentlichter ST und Stdmme aus Europa fur
B. afzelii bereits deutlich gréRer als fir B. burgdorferi s. s. (vgl. MLST-
Onlinedatenbank, B. burgdorferi s. s. n =15 ST bei 22 Stdmmen, B. afzelii n =74 ST
bei 121 Stammen). Dennoch wurden in dieser Arbeit deutlich mehr neue B. afzelii ST
(31 % - 24 neue ST bei 77 typisierten Stammen) als neue B. burgdorferi s. s. ST (9% -
5neue ST bei 56 typisierten Stammen) identifiziert. Eine groRere Heterogenitat der
Spezies B. afzelii verglichen mit B. burgdorferi s. s. wurde daher angenommen. Pearson
et al. (2009) beschrieben evolutiondre Prozesse wie Mutationen, Gendrift oder
Rekombinationen als Grundlage fur die Heterogenitdt von Bakterien [374]. In
weiterflihrenden Studien ware zu klaren ob derartige evolutionare Ereignisse, aufgrund
der groRBeren Heterogenitat, bei B. afzelii haufiger zu finden sind als bei

B. burgdorferi s. s.

4.7.3 Rekombination

Obwohl housekeeping Gene des Linearchromosoms von Borrelien als evolutionar sehr
stabil gelten, beschrieben Haven et al. (2011) und Vitorino (2008) auch innerhalb dieser
Gene, in seltenen Fallen, Rekombinationen [302, 343, 351].

Anhand von MLST-Analysen konnten Rekombinationsereignisse zum Beispiel dann
vermutet werden, wenn sich ein Borrelienstamm im goeBURST-Netzwerk anders
positionierte als im zugehdrigen Stammbaum. GoeBURST-Netzwerke wurden anhand

von AT und ST erstellt, wahrend Stammbdume anhand vollstandiger Gensequenzen
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generiert wurden. Kam es bei Rekombinationsereignissen zum gleichzeitigen Austausch
mehrerer Basen, &nderte sich die Postion im Stammbaum starker als im goeBURST-
Netzwerk (vgl. 3.7.4.2, 3.8.4.2 Rekombination und Clusterunterschiede). Ein weiterer
Hinweis auf Rekombination waren mehrere vermeintliche Punktmutationen auf nur
einem Allel, denn dies ware aus statistischen Griinden unwahrscheinlich [291, 302].
Rekombinationen in dieser Arbeit wurden bei ST1, ST3, ST20, ST234 und ST236 der
Spezies B. burgdorferi s.s (vgl. Abb. 32, 33) und bei ST339, ST73, ST288 und ST259
der Spezies B. afzelii vermutet (vgl. Abb. 37, 38).

In Studien wurde beschrieben, dass unterschiedliche Genombereiche von Borrelien
unterschiedlich stark von Rekombinationsereignissen betroffen waren. So kam es im
OspC-Gen und anderen plasmidkodierenden Genen haufiger zu Rekombinationen als in
konservierten Genen [343, 351, 375-377]. Inwiefern in konservierten Genen Uberhaupt
Rekombinationsereignisse stattfanden wurde zundchst kontrovers diskutiert [378]. Man
nahm an, stabile, unabhangige, klonale Populationen von Bakterien veranderten sich nur
langsam durch vereinzelte Punktmutationen. Fanden Rekombinationsereignisse jedoch
auch in klonalen Bakterienpopulationen statt, wére mit einer grofReren
Populationsdynamik sowie schnelleren Verédnderung von Verwandtschaftsverhaltnissen
zu rechnen als zunéchst angenommen [376, 378].

Rekombination und somit die Variabilitdt von Genen ist, aus evolutionsbiologischer
Sicht, essentiell fiir das Uberleben von Bakterien. Denn so wird eine Anpassung von
Organismen an verschiedene, sich &ndernde Umweltbedingungen ermdéglicht [379].
Insgesamt gilt B. burgdorferi s. |, trotz des gelegentlichen Auftretens von

Rekombinationsereignissen, als Spezieskomplex grof3er klonaler Stabilitat [302, 351].

474  Vergleich der Borrelia  burgdorferi  sensu  stricto

Populationsstrukturen in Europa und den USA

B. burgdorferi s. s. ist, neben der kiirzlich entdeckten Spezies B. mayonii, die einzig
humanpathogene B. burgdorferi s. I. Spezies in den USA [136]. In Europa sind mehrere
humanpathogene B. burgdorferi s. |. Spezies bekannt, wobei B. afzelii bisher haufiger in
Patientenisolaten und Zecken gefunden wurde als B. burgdorferi s. s. [150, 352].
Hinsichtlich der Heterogenitat zeigte sich B. burgdorferi s. s. in Europa und den USA in

etwa vergleichbar. In dieser Arbeit wurden 20 verschiedene ST bei 76 typisierten
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Stammen aus Europa (26%) und 94 verschiedene ST bei 601 typisierten Stdammen aus
den USA (16%) nachgewiesen (vgl. Abb. 31 und 4.7.2 Heterogenitat). Geringe
Unterschiede hinsichtlich der Anzahl verschiedener B. burgdorferi s. s. ST in Europa
und den USA konnten eventuell durch das groRere Kollektiv, mittels MLST typisierter
Stamme, in den USA erklart werden. Es wére denkbar, dass nur eine begrenzte Anzahl
verschiedener B. burgdorferi s. s. ST existiert und bei ausreichend groRer Anzahl
typisierter Stamme kaum mehr neue ST identifiziert werden kénnen [302]. Hinsichtlich
der Verwandtschaftsverhaltnisse von B. burgdorferi s. s. ST in Europa und den USA
zeigten sich grafisch keine Unterschiede. So war die Aufteilung von ST in major
complexes, minor complexes und Singletons sowie die Enge von
Verwandtschaftsverhaltnissen innerhalb von Populationen in Europa und den USA etwa
vergleichbar (vgl. Abb. 32).

4.8 Invasivitat

Bezliglich der Invasivitat wurde in dieser Arbeit zwischen disseminierten und
lokalisierten Infektionen unterschieden. Als ,.disseminiert wurden Manifestationen
definiert, denen eine systemische Infektion zugrunde lag. Als ,lokalisiert” galt
ausschlie3lich das lokal begrenzte Erythema migrans (EM).

4.8.1 Borrelia burgdorferi sensu stricto und Borrelia afzelii in Europa

In statistischen Analysen dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass
B. burgdorferi s. s. signifikant hdufiger disseminierte Manifestationen bei Patienten
hervorrief als B. afzelii (vgl. Abb. 42). Innerhalb der Spezies B. burgdorferi s. s. zeigten
sich disseminierte Infektionen auRerdem statistisch signifikant haufiger als lokalisierte
Infektionen (vgl. Abb. 35). Infektionen mit B. burgdorferi s. s. in Europa riefen
disseminierte Manifestationen bei Patienten mit einer relativen Haufigkeit von nahezu
93 % hervor. Einzelne ST oder CC, die ausschlieRlich disseminierte oder lokalisierte
Infektionen verursachten, konnten nicht identifiziert werden. Coipan et al. (2016) und
Hanincova et al. (2013) beschrieben unterschiedliche Invasivitatseigenschaften
einzelner ST beziehungsweise einzelner CC. So wurden ST335, ST1054 und ST 1073
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der Spezies B. afzelii von Coipan et al. (2016) und ST der klonalen Komlpexe CC7,
CC16 und CC4 von Hanincova et al. (2013) vor allem in Patienten mit disseminierten
Borrelieninfektionen nachgewiesen und konnten als potenziell besonders invasiv
eingestuft werden [302, 342]. Inwiefern sich Ergebnisse dieser Studien verallgemeinern
lassen, gilt es jedoch in zukinftigen Metaanalysen zu prufen. Denn mdglicherweise
wurden bisher zu wenige Stdmme untersucht, um ST aus Patienten mit rein lokalisierten

Infektionen auch bei disseminierten Infektionen nachzuweisen und umgekehrt.

4.8.2 Borrelia burgdorferi sensu stricto in Europa und den USA

B. burgdorferi s. s. schien in Europa signifikant haufiger disseminierte Manifestationen
hervorzurufen als in den USA (93 % disseminierte B. burgdorferi s. s. Infektionen in
Europa und 42 % disseminierte B. burgdorferi s. s. Infektionen in den USA, vgl. Abb.
43). Hinsichtlich der Invasivitét einzelner CC konnten in einer Studie von Hanincova et
al. (2013) aus den USA CC abgegrenzt werden, die ausschlieBlich lokalisierte (CC37)
oder disseminierte (CC4) Manifestationen hervorriefen [302]. Auch Coipan et al.
(2016) berichteten von unterschiedlichen Invasivitatseigenschaften verschiedener
europdischer Borrelienspezies sowie einzelner ST und Kladen im Stammbaum. So
riefen Infektionen mit B. garinii und B. bavariensis (v.a. ST84) laut Coipan et al. (2016)
vor allem Neuroborreliosen hervor und ST335, ST1054 und ST1073 der Spezies
B. afzelii wurden vor allem in Patienten mit disseminierten Infektionen nachgewiesen
[342]. Gegebenenfalls kdme es jedoch nach bestimmter Zeit, ohne Therapie, und je nach
Immunstatus des Patienten, stets zur Borreliendissemination. Insofern wére es denkbar,
dass Infektionen mit ST aus CC37 (Hanincova et al. (2013)) vor einer
Borreliendissemination entdeckt und therapiert wurden. Auch anhand des
Oberflachenproteins OspC konnten unterschiedliche Invasivitatseigenschaften von
B. burgdorferi s. s. Untergruppen festgestellt werden [146, 147, 380]. In Studien von
Seinost et al. (1999) und Wormser et al. (2008) schienen nur die OspC Untergruppen,
A, B, H, I und K disseminierte Infekionen hervorzurufen, wahrend die OspC
Untergruppen T und U ausschlieflich in Patienten mit lokalisierten Infektionen
gefunden wurden. Die Invasivitatseigenschaften der genannten OspC Untergruppen

stimmten weitgehend mit den Invasivititseigenschaften von CC aus Hanincova et al.
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(2013) (berein, wobei Abweichungen durch Rekombinationen und horizontalen
Gentransfer erklarbar waren [302, 351, 381, 382].

Als mogliche Erklarung fiur unterschiedliche Invasivitatenseigenschaften von CC und
ST vermuteten Coipan et al. (2016), dass es durch Coinfektion mit anderen
zeckeniibertragenen Erregern (zum Beispiel Anaplasma phagocytophilum) zu einer
Immunmodulation beim Menschen kommen kdnnte [342, 383, 384].

In dieser Arbeit konnte klonalen Komplexen von B. burgdorferi s. s. aus Europa keine
spezifischen Invasivitatseigenschaften zugeordnet werden. Die Anzahl analysierter
Patientenisolate dieser Arbeit war jedoch zu gering, um eindeutige Aussagen zur

Invasivitat einzelner CC treffen zu kdnnen.

In dieser Arbeit konnten weiterhin keine ST nachgewiesen werden, die ausschlieBlich
disseminierte oder lokalisierte Infektionen hervorriefen. Dennoch zeigten sich, in rein
deskriptiven Analysen, ST die vor allem disseminierte oder lokalisierte Infektionen
verursachten (vgl. Tab. 24, 28).

ST1 und ST20 der Spezies B. burgdorferi s. s. fuhrten beispielsweise gehauft, ST21 und
ST24 (in je zwei Fallen) sogar ausschlieBlich, zu disseminierten Infektionen. Drei
B. afzelii ST (ST72, ST335 und ST479) riefen ausschlieBlich lokale Manifestationen

hervor (vgl. 4.6 Humanpathogenitéat und Invasivitat einzelner ST).

4.9 Neuroborreliose

B. burgdorferi s. s. Infektionen fuhrten in dieser Arbeit, verglichen mit B. afzelii
Infektionen statistisch signifikant haufiger zu Neuroborreliosen (NB) (vgl. Abb. 44).

Busch et al. (1995) und Wang et al. (1999) beschrieben B. garinii als Hauptverursacher
der NB in Europa [140, 144, 150]. Wilske et al. (1996) konnten dariiber hinaus
nachweisen, dass offenbar vor allem OspA Typ 4 der Spezies ,,B. garinii“ NB
hervorrief [155]. OspA Typ 4 wurde spéter von Margos et al. 2008 als eigenstandige
Spezies ,,B. bavariensis® identifiziert [132]. Entsprechend war anzunehmen, dass es sich
bei einigen ,,B. garinii“ Isolaten von Busch et al. (1995) und Wang et al. (1999)

eigentlich um B. bavariensis handelte.

101



4 Diskussion

Busch et al. (1995) wiesen B. garinii, B. afzelii und B. burgdorferi s. s. in 58 %, 28 %
und 11 % der Falle in Patientenisolaten von Patienten mit NB nach [140].

In dieser Arbeit manifestierten sich B. burgdorferi s. s. Infektionen mit einer relativen
Héaufigkeit von 63 % als NB. Aufgrund der Diskrepanz zu Ergebnissen friiherer Studien
wurde diskutiert, inwiefern entsprechende Daten durch Selektionsfehler verzerrt sein
konnten [161]. Es wurde entschieden, dass schlielende statistische Auswertungen zur
Héufigkeit von NB in Europa nicht uneingeschrénkt verallgemeinert, und nur unter
Berlicksichtigung potenzieller systematischer Fehler interpretiert werden koénnen
(vgl. 4.3 statistische Auswertungen).

Frihere Studien zeigten, dass B. burgdorferi s. s. in Europa deutlich hdufiger NB
hervorrief als in den USA [302, 385]. In einer Studie von Hanincova et al. (2013) aus
den USA erwiesen sich sogar nur funf von 146 B. burgdorferi s. s. Infektionen als NB
[302, 304].

Der Patient PKa dieser Arbeit erkrankte in zwei aufeinanderfolgenden Jahren an einer
NB (PKal/PKall, 1983 und 1984). Dabei wurde in beiden Jahren derselbe
B. burgdorferi s. s. ST isoliert. Ob es sich um eine Reaktivierung oder eine
Neuinfektion handelte, war nicht mit Sicherheit nachvollziehbar.

Um detaillierte Unterschiede der Manifestation Neuroborreliose bei Infektionen durch
B. burgdorferi s. s. in Europa und den USA, sowie im Vergleich zu B. afzelii

festzustellen, sind weitere Studien notwendig.

4.10 Klinische Manifestationen von Borrelia burgdorferi sensu

stricto und Borrelia afzelii Infektionen

Die Lyme Borreliose (LB) ist, als Multisystemerkrankung, in der Lage eine Vielzahl
klinischer Manifestationen hervorzurufen. In der Literatur wurde beschrieben, dass
klinische Manifestationen durch Borrelieninfektionen je nach Borrelienspezies
variieren. Wahrend B. burgdorferi s. s. vor allem mit Arthritiden assoziiert wurde,
fuhrte B. afzelii gehduft zu lokalen und disseminierten Hautmanifestationen [161]. NB
wurden insbesondere durch B. garinii und B. bavariensis, sowie in einigen Fallen durch
B. burgdorferi s. s. hervorgerufen [161, 342, 350].

Cerar et al. (2016) konnten dartiberhinaus geographische Unterschiede klinischer

Manifestationen durch Borrelieninfektionen feststellen. So fiihrten Infektionen mit
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B. burgdorferi s. s. in Europa hdufiger zu disseminierten und schwerwiegenden
Manifestationen als in den USA [352].

B. burgdorferi s. s. Infektionen manifestierten sich in dieser Arbeit (in absteigender
Reihenfolge) vor allem als NB, ACA, A, BLZ, kardiale Manifestationen und MEM
(vgl. Abb. 36). Diese Ergebnisse widersprachen fruheren Studien, die Arthritiden als
Hauptmanifestation von B. burgdorferi s. s. Infektionen beschrieben [161]. Inwiefern
NB aufgrund von Selektionsfehlern in dieser Arbeit Uberrepréasentiert oder in friiheren
Studien unterreprasentiert waren, konnte nicht abschlie3end geklart werden.

B. afzelii Infektionen manifestierten sich in dieser Arbeit, wie auch in friheren Studien,
(in absteigender Reihenfolge) vor allem als akute und chronische Hautmanifestationen,
NB sowie in selteneren Féllen als BLZ, A, kardiale Symptome und Osteomyelitiden
(vgl. Abb. 40) [350].

Drei Patienten (PHot, PWo, PTen) mit B. afzelii Infektion sowie ein Patient (PShl) mit
B. burgdorferi s. s. Infektion der Stammsammlung des NRZ zeigten eine Morphea
(zirkumskripte Sklerodermie) und ein weiterer Patient (PWeb) wies ein Granuloma
anulare auf.

Ein Zusammenhang von Borrelieninfektionen mit den Manifestationen Morphea und
Granuloma anulare wurde bereits an vielen Stellen der Literatur diskutiert [387-392].
Inwiefern es sich bei der Morphea und dem Granuloma anulare um eine Manifestation
der LB oder einen Risikofaktor flr eine Sekundarbesiedelungen vorgeschéadigter Haut
mit Borrelien (bindegewebsaffine Bakterien) handelt, konnte bisher nicht abschlie3end
geklart werden [386].

Zwei Patienten (PBo und PLap) dieser Arbeit mit der Manifestation NB litten zum
Diagnosezeitpunkt der LB nebenbefundlich an einem Tinnitus. PLap erlitt in der
Vorgeschichte aulerdem zwei Horstirze. In Studien von Walther et al. (2003) und
Peltomaa et al. (2000) wurde ebenfalls von einem Zusammenhang zwischen
vestibularen Stérungen mit Tinnitussymptomatik und der Diagnose LB berichtet. Auch
Horsturze traten in den genannten Studien gehduft im Zusammenhang mit der LB auf,
wobei vor allem Patienten mit NB betroffen waren [393, 394]. Um eindeutige Aussagen

zum Zusammenhang der LB mit Horstirzen beziehungsweise auditiven
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Wahrnehmungen im Sinne eines Tinnitus treffen zu konnen, sind weiterfuhrende

Studien notwendig.

4.11 Cofaktor Patientenalter bei Borrelia burgdorferi

sensu stricto und Borrelia afzelii Infektionen

Eine Infektion mit Borrelien und eine Erkrankung an der LB ist in jedem Alter mdglich.
Hubalek et al. (2009) beschrieben in einer Ubersichtsarbeit zwei Haufigkeitsgipfel der
LB in Europa um das 10. und 60. Lebensjahr [373]. Statistiken des CDC bestétigten
diese bimodale Altersverteilung auch fir die USA [395].

In dieser Arbeit zeigte sich ein Haufigkeitsgipfel von Borrelieninfektionen im Alter von
50-70 Jahren, sowie ein angedeuteter zweiter Haufigkeitsgipfel im Alter von 11-30
Jahren (vgl. Abb. 45).

Verschiedene Hypothesen konnten diese Altersverteilung erklaren. Mdoglicherweise
halten sich Menschen mittleren Alters (um 40 Jahre) sowie altere Menschen (lber 70
Jahre) seltener in Risikogebieten wie Wald und Wiesen auf. Ein Zusammenhang
zwischen der Aktivitat von Menschen in der Natur und dem gehduften Auftreten der LB
wurde bereits in friheren Studien, unter anderem von Mehnert et al. (2005), diskutiert
[51]. Vielleicht entspricht die Altersverteilung in dieser Arbeit aber auch schlicht der
Normalverteilung und somit dem Zufall, da die Kurve grafisch eine anndhernd
Gaull‘sche Verteilung zeigt. Statistische Auswertungen zum Patientenalter und der Art
der Infektion bei Patienten (disseminiert oder lokalisiert) wurden nicht erhoben.
Hubalek et al. (2009) beschrieben, dass BLZ vor allem bei Kindern unter 16 Jahren und
die Spatmanifestation ACA vor allem bei &alteren Patienten gefunden werden konnte
[373]. Der Einfluss des Patientenalters auf die Art der Infektion, beziehungsweise die

Manifestation bei Patienten wére in weiterfihrenden Studien zu klaren.
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4.12 Ausblick

Die haufigste von Zecken Ubertragene Infektionskrankheit nérdlich des Aquators ist die
LB [1, 2]. 1982 entdeckte Willy Burgdorfer erstmals den Erreger dieser Erkrankung,
wobei B. burgdorferi s. |. erst im Verlauf als heterogener Spezieskomplex identifiziert
werden konnte. Mittlerweile ist es mdglich Borrelien mit Hilfe moderner
molekularbiologischer Methoden, wie beispielsweise dem MLST, prézise zu typisieren
[22, 111, 283, 302].

Ziel dieser Arbeit war es, Daten zur Populationsstruktur der Spezies B. burgdorferi s. s.
und B. afzelii in Europa zu erheben. Dazu wurden erstmals Patientenisolate und
wiederholt auch Zecken aus Europa mittels MLST typisiert. Weiterhin wurden MLST-
Daten von B. burgdorferi s. s. aus den USA von der MLST-Onlinedatenbank
heruntergeladen und analysiert.

In dieser Arbeit zeigte sich B. afzelii wesentlich heterogener als B. burgdorferi s. s. Ein
Vergleich von B. burgdorferi s. s. in Europa und den USA ergab Unterschiede
hinsichtlich ST und klinischer Manifestationen auf beiden Kontinenten. Zwei
Uberschneidungen von B. burgdorferi s. s. ST (ST1 und ST3) in Patientenisolaten aus
Europa und den USA konnten identifiziert werden, wahrend sich Kkeine
Uberschneidungen von ST in Zecken zeigten. In Europa schien B. burgdorferi s. s.
signifikant haufiger invasive Verlaufe hervorzurufen als B. afzelii. Weiterhin konnten
potenziell unterschiedliche Humanpathogenitats- und Invasivitatseigenschaften
einzelner ST und CC vermutet werden [302, 303].

Die meisten Stdamme dieser Arbeit stammten aus Suddeutschland, so dass Ergebnissen
nur bedingt auf ganz Europa verallgemeinert werden konnten. Selektionsbedingte
Verzerrungen statistischer Ergebnisse wurden sorgféltig diskutiert und Ergebnisse
entsprechend interpretiert. Aufgrund der begrenzten Anzahl analysierter Stdmme
konnten einige schlielende Statistiken in dieser Arbeit nicht durchgefiihrt werden.
Inwiefern (i) einzelne ST und CC unterschiedliche Invasivitdt- und
Humanpathogenitétseigenschaften  aufweisen, (ii) Ergebnisse  dieser  Arbeit
flachendeckend auf ganz Europa verallgemeinert werden kénnen und (iii) weshalb
gemeinsame B. burgdorferi s. s. ST aus Europa und den USA nur in Patientenisolaten
nicht jedoch in Zecken gefunden wurden, konnte nicht abschlieRend geklart werden.

Inwiefern es Unterschiede der NB in Europa und den USA sowie zwischen
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verschiedenen Spezies und ST gibt ist ebenfalls in weiteren Studien zu klaren. Das
MLST, als moderne molekularbiologische Typisierungsmethode ist besonders gut fur
zukiinftige Studien im Rahmen von Metaanalysen geeignet, da grofle Datenmengen
generiert und laborunabhangig miteinander verglichen werden kdnnen.

Ergebnisse dieser Arbeit kdnnen als Grundlage fir Studien, beispielsweise im Rahmen
der Impfstoffentwicklung, dienen. Denn Analysen zur Haufigkeit von Borrelienspezies
und ST in Patientenisolaten und Zecken sowie Unterschiede hinsichtlich deren
Humanpathogenitdts- und Invasivitatseigenschaften sind in diesem Zusammenhang

besonders relevant.
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Anhang

Anhang

Geographische Herkunft europaischer Patientenisolate

Tabelle 29: Geographische Herkunft in dieser Arbeit typisierter Patientenisolate aus
Europa (vgl. Abb. 14 Geographische Herkunft mittels MLST typisierter
B. burgdorferi s. s. und B. afzelii Patientenisolate aus Europa)

Geographische Herkunft Anzahl der Isolate

Ammerland

Bad Mergentheim
Bayreuth

Berlin
Deggendorf
Dietenbronn
Dusseldorf
Garmisch-Partenkirchen
Grafelfing
Hamburg
Hannover
Heidelberg
Innsbruck

Jena

Jugoslawien
Kassel

Kraichtal
Leverkusen
Munchen 6
Muinster
Nurnberg
Regensburg
Rosenheim
Sinsheim
Tubingen

Ulm

Warschau
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Therapieschemata der Lyme Borreliose

Tabelle 30: Antibiotika zur Therapie der LB. (AS = Allgemeinsymptome - grippale Infektzeichen)

Antibiotikum  Dosierung Applikations- Dauer Klinische Manifestationen
form (Abhangig von AS und
Chronizitat)

Amoxicillin 3x 500 mg p.o. 10-28d e EM mit und ohne AS

e Borrelienlymphozytom
Doxycyclin 2x 100 mg p.o. 10-28d e Arthritis ( <3 Monate)

o Karditis (isolierter AV-Block)
Penicillin 3x1000 mg p.0. 10-28 d e Neuritis cranialis, Radikulitis

e akut entzlindliche Form der ACA
Cefuroxim 2x 500 mg p.o. 10-28 d e EM mit und ohne AS

e Borrelienlymphozytom

e Arthritis (< 3 Monate )
Penicillin G 4x 5 Mio E. A 14-28 d e EM mit AS (kein Cefotaxim)

e Chronisch atrophische ACA
Ceftriaxon 1x2g AV 14-28d e Arthritis (> 3 Monate)

e Akute und chronische Manifestationen
Cefotaxim 3-4x 2 g iV, 14-28 d des ZNS

e Myoperikarditis, AV-Block
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Besonderheiten:

Kinder:
- Dosierung nach Korpergewicht
- Kontraindikation: Tetracycline unter 8-12 Jahren

Schwangerschaft/Stillzeit:
- Antibiotika 1. Wahl: Amoxicillin und Penicillin
- Kontraindikation: Tetracycline

- 1. Trimenon: Ceftriaxon und Cefuroxim nur unter besonderer Vorsicht

Tabelle 31: Therapieschema der LB nach Stadien

Stadium | Amoxicillin 3x 500 mg p.o. 14-21d
Doxycyclin 2x 100 mg p.o. 10-21d
Penicillin 3x 1000 mg p.o./i.v. 10-28 d
Cefuroxim 2x 500 mg p.o./i.v. 10-28d

Stadium 11 siehe Stadium | und
Ceftriaxon 1x2¢g AY2 14-28 d
Cefotaxim 3-4x 29 AY2 14-28 d
Penicillin G 4x 5 Mio. E V. 14-28 d

Stadium 111 Siehe Stadium I+11 siehe oben siehe oben 21-28d

Modifiziert nach [50, 396-410]
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Hauptwirte der Schildzecken

Tabelle 32: Hauptwirte der Schildzecken und vorrangig Ubertragene Erreger

Zeckenart

Hauptwirt

Erreger

Ixodes ricinus
[411]

Kleine Nager und Sauger
(v.a. Mé&use der Gattung Apodemus)

Transportwirte: Rot- und Rehwild, Vogel

B. burgdorferi s. s., B. garinii, B. afzelii,
B. val, B. lusitaniae und

B. spielmanii (Hauptwirte: Siebenschlafer
und Eidechsen) [412, 413]

Ixodes persulcatus
[414, 415]

Kleine Nager, Nutzvieh, Ziegen und Vogel

B. garinii, B. afzelii, B. valaisiana,
B. bissettiae

Ixodes scapularis
[416, 417]

V.a. WeilsfuBmaus, kleine S&duger und Vogel

Transportwirt: WeilRwedelhirsch

B. burgdorferi s. s.

Ixodes pacificus
[418, 419]

V.a. Reptilien, Rehwild, Hunde, Kojoten,
Wildschweine, Pferde, kleine Nager
(Kénguru-/ Buschratte) und VVogel

Transportwirt: Schwarzwedelhirsch

B. burgdorferi s. s.



Herstellung eines MKP-Mediums

Zur Herstellung des MKP-Mediums (modifiziertes Kelly-Medium nach Preac-Mursic)
[65, 420] wurde zunachst ein Grundmedium hergestellt. Dessen pH-Wert wurde mit
Hilfe von 5 M NaOH auf 7,6 eingestellt. VVor der Weiterverarbeitung erfolgte eine

sterile Filtration.

Zusammensetzung des Grundmediums:
- 100 ml CMRL - 1066 (10x) ohne Glutamin
- 900 ml doppeltdestilliertes Wasser
- 3,0 g Neopepton
- 6,0 g Hepes
- 0,7 g Natriumcitrat
- 3,0 g Glucose
- 0,8 g Natriumpyruvat
- 0,4 g N-Acetylglucosamin

- 2,0 g Natriumbicarbonat

Im Folgenden wurden als Anreicherungszusatze 300 ml 7%-ige Gelatine (autoklaviert
fir 15 min bei 115 °C), 100 ml steriles Kaninchenserum partial hamolysiert (30 min bei
56 °C inaktiviert) und 100 ml 35%-iges Rinderserumalbumin zugegeben.

6,5 ml des MKP-Mediums wurden in 7 ml Glasréhrchen gefullt und die Rander der
Glasrohrchen vor dem VerschlieRBen, zur Sterilisation, mit Hilfe eines Bunsenbrenners
abgeflammt. Bei 4 °C war das Medium 3 Wochen lang haltbar, wobei die Haltbarkeit

des Grundmediums bei -20 °C mindestens 3 Monate betrug.
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Primer

Tabelle 33: Primer der housekeeping Gene

Gen und Primer Primer 5' nach 3’ Position (bp)  Lange (bp) Produktlange (bp)
Beginn

nifS - - - 719
inner forward entspricht outer forward - - -
inner reverse GTTGGAGCAAGCATTTTATG 719 20 -
inner and outer forward ATGGATTTCAAACAAATAAAAAG 1 23 -
outer reverse GATATTATTGAATTTCTTTTAAG 1027 23 -
clpA - - - 849
inner forward GACAAAGCTTTTGATATTTTAG 1255 24 -
inner forward alternative AAAGCTTTTGATATTTTAGATG 1258 22 -
inner reverse CAAAAAAAACATCAAATTTTCTATCTC 2078 27 -
outer forward AAAGATAGATTTCTTCCAGAC 1237 21 -
outer reverse GAATTTCATCTATTAAAAGCTTTC 2218 24 -
pyrG - - - 706
inner forward GATATGGAAAATATTTTATTTATTG 448 25 -
inner reverse AAACCAAGACAAATTCCAAG 1135 20 -
outer forward GATTGCAAGTTCTGAGAATA 391 20 -
outer reverse CAAACATTACGAGCAAATTC 1190 20 -



vET

recG - - - 741
inner forward CTTTAATTGAAGCTGGATATC 917 21 -
inner reverse CAAGTTGCATTTGGACAATC 1639 20 -
outer forward CCCTTGTTGCCTTGCTTTC 890 19 -
outer reverse GAAAGTCCAAAACGCTCAG 1694 19 -
clpX - - - 721
inner forward AATGTGCCATTTGCAATAGC 403 20 -
inner reverse TTAAGAAGACCCTCTAAAATAG 1124 22 -
outer forward GCTGCAGAGATGAATGTGCC 391 20 -
outer reverse GATTGATTTCATATAACTCTTTTG 1250 24 -
pepX - - - 666
inner forward TTATTCCAAACCTTGCAATCC 449 20 -
inner reverse TGTGCCTGAAGGAACATTTG 1097 20 -
outer forward ACAGAGACTTAAGCTTAGCAG 362 21 -
outer reverse GTTCCAATGTCAATAGTTTC 1153 20 -
UvrA - - - 677
inner forward GCTTAAATTTTTAATTGATGTTGG 1434 24 -
inner reverse CCTATTGGTTTTTGATTTATTTG 2111 23 -
outer forward GAAATTTTAAAGGAAATTAAAAGTAG 1408 26 -
outer reverse CAAGGAACAAAAACATCTGG 2299 20 -
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rplB
inner forward

inner reverse
outer forward

outer reverse

CGCTATAAGACGACTTTATC
entspricht outer reverse
TGGGTATTAAGACTTATAAGC
GCTGTCCCCAAGGAGACA

40

743

19

21
18

720



Materialien

Tabelle 34: Materialien und Hersteller

Gerate und Verbrauchsmaterialien

Hersteller (Ort, Land — wenn
keine Angabe Deutschland)

Zentrifugen:

Mikrozentrifuge MiniStar Silverline
Ultrazentrifuge ZK 401

Centrifuge 5415D

Centrifuge 5810R

Reagenzmixer:

Vortexmixer 7-2020
Lab dancer

Voretex-Genie 2

Thermocycler:

Mastercycler nexus gradient

Applied Biosystems 2720

Sterile Werkbank:
UV2 PCR Workstation
MSC Advantage Class 1l

Gelkammern:
Sub-Cell Model 192 Cell
PerfectBlue Gelsystem Mini L

136

VWR International (Darmstadt)
BHG Hermle (Gosheim)
Eppendorf (Engelsdorf)
Eppendorf (Hanau)

neolLab (Heidelberg)
IKA (Staufen)
Scientific Industries (New York, USA)

Eppendorf (Hamburg)
Life Technologies (Darmstadt)

VWR (Ismaning)

ThermoFisher Scientific (Miinchen)

Bio-Rad (Munchen)
Peqglab (Erlangen)



Elektrophoresezubehor:

PowerPac 3000
Consort E143

Kihl-/Gefrierschranke:

LKv 3910 MediLine
LKUv 1610 MediLine
New Brunswick Innova U725

Ultra-Low Temperture Freezer

Pipetten:
Multipette plus

Reference variable

Reference fix

Research plus

Transferpipette 3,5ml

CAPP Multi-Channel Pipettes

Platten und Rohrchen:
96 Deep Well Plates
Twin tec PCR Plates 96

Falcon Tubes

Biopur Tubes DNA free

Nalgene Oak Ridge High-Speed Centrifuge Tubes
Kulturréhrchen mit Schraubkappe DURAN

Freeze dry vials

Pipettenspitzen:

epT.1.P.S Motion und Dualfilter
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Bio-Rad (Minchen)
Peglab (Erlangen)

Liebherr (Ochsenhausen)
Liebherr (Ochsenhausen)
Liebherr (Ochsenhausen)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)
Sarstedt (NUmbrecht)
Starlab (Milton Keynes, England)

Nunc (Wiesbaden)

Eppendorf (Hamburg)

BD Biosciences (Heidelberg)
Eppendorf (Hamburg)

Thermo Scientific (Roichester, USA)
Carl Roth (Karlsruhe)

Scherf Prazision Europa GmbH

(Meiningen)

Eppendorf (Hamburg)



Sonstige Materialien:

Mikrowelle: HF 22024/02

Brutschrank: Function line
Brutschrank: Function line
Bunsenbrenner: FIREBOY plus
Einmalpasteurpipetten
Desinfektionsspray: LTK 008 PCR save
Metallblock: THERMOSTATE
Pippetierstation: epMotion 5070
Préazisionswaage: PES 6200 2M
Mikroskop: DIALUX 20

Basic imaging system

Nanodrop: 1000 Spektrometer

MKP-Kulturmedium
Neopepton

HEPES
Natriumcitrat
Glucose
Natriumpyrovat
N-Acetylglucosamin
Natriumbicarbonat
Gelatine
Kaninchenserum
Rinderserumalbumin

CMRL-1066
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Siemens (Miinchen)

Kendro Laboratory Products (Hanau)
Heraeus (Hanau)

Integra Bioscience (Fernwald)
Sarstedt (NUmbrecht)

Biodelta GmbH (L&hne)

Liebisch Labortechnik (Bielefeld)
Eppendorf (Hamburg)

Kern (Balingen)

Leitz (Wetzlar)

LFT Labortechnik (Wasserburg)
Peglab (Erlangen)

Difco (Augsburg)
Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)
Merck (Darmstadt)
Gibco (Eggenstein)
Sigma (Deisenhofen)

Gibco (Eggenstein)



Losungen

Phosphate Buffered Saline (PBS): Merck (Darmstadt)

Natriumchlorid
Kaliumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Kaliumdihydrogenphosphat
Incubation buffer D920B
RNAse A

PEG 8000 Lsung (20 %, 2,5 M NaCl): Carl Roth (Munchen)
10 g Polyethylenglykol 8000

7,3 g NaCl

45 ml ddWasser

TBE Puffer (TRIS-Borat-EDTA Puffer):  Biozym (Oldendorf)
0,089 M TRIS

0,089 M Borséure (pH 8,3)

2 mM EDTA-Na,

1 x TBE in destilliertem /deionisiertem
Wasser

Kits

Maxwell 16 FFS Nucleic Acid Extaction Promega (Madison, USA)
System Custom Kit

BioSprint 96 Blood Kit Qiagen (Hilden)
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Chemikalien und Enzyme

LE Agarose Biozym (Oldendorf)

6x Orange LD ThermoScientific (Waltham, USA)
O’Gene Ruler 50bp ThermoScientific (Waltham, USA)
DNA Ladder Fermentas ThermoScientific (Waltham, USA)
ExoSAP-IT For PCR Product clean up Affymetrix (High Wycamobe, England)
Quantitas DNA Marker: 100 bp-1kbp Biozym (Oldendorf)

Zeckenkontakt auf Stadionrasen

(In den Jahren 2002 bis 2014 bestand erhdhte Gefahr des ,,Zeckenkontakts* auch auf
Stadionrasen. Zwar ist die Gefahr aktiv sportlicher Prasenz derzeit gebannt, als Trainer

junger Zecken ist mit baldigem Nachwuchs jedoch zu rechnen [243, 244].)

Abbildung x: Zeckenkontakt auf Stadionrasen [244]
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Uberschneidungen von Borrelia burgdorferi sensu stricto und
Borrelia afzelit  Sequenztypen in  Zecken und
Patientenisolaten aus Europa

Tabelle 35: Uberschneidungen von B. burgdorferi s. s. und B. afzelii ST in Zecken und
Patientenisolaten aus Europa

Spezies (Anzahl [n] ST) Uberschneidungen von ST in

Zecken und Patientenisolaten

B. burgdorferi s. s. (n = 4) ST20
ST21
ST24
ST284

B. afzelii (n = 10) ST75
ST80
ST171
ST335
ST347
ST348
ST349
ST353
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Stammbaume mit Mal3stab und Bootstrapwerten > 50%
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Abbildung 46: Phylogenetischer Baum aller B. burgdorferi s. s. ST mit Bootstrapwerten > 50%



evt




474"

ST37
ST47
ST392
ST18

ST397
ST588

ST24
ST161
ST33
ST162
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ST27
ST28
ST26
| ST70
| ——————— ST

Abbildung 47:

0.01

Phylogenetischer Baum aller B. burgdorferi s. s. ST mit Mal3stab flir Mutationen.
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Abbildung 48: Phylogenetischer Baum aller B. afzelii ST mit Bootstrapwerten > 50%.
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sST264
sST349
sT548

sTAa71
sST326
sST81
sT242
ST295
sTAa68
sSTA463
sTAa74a

ST79
ST265
ST77

ST335
sST547
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sST72
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— ST334
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Abbildung 49: Phylogenetischer Baum aller B. afzelii ST mit Mal3stab flir Mutationen.
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Ubersicht analysierter Stamme

Tabelle 36: B. burgdorferi s. s. - Patientenisolate aus Europa. kA = keine Angabe, KGP = Kniegelenkspunktat, NB = Neuroborreliose,
A = Arthritis, ACA = Acrodermatitis chronica atrophicans, MEM = Multiple erythemata migrantia, EM = Erythema migrans

Isolat

PBoe
PSha
PWB
PShl
PDe
PAbe
PHo
PKa |
PKa ll
PMu
PTa
PWag
PHas
PAli
PLue
PMeh
PSst
PBre
PWbe

w0
—

WhRRPRRPRRPRRPRPRPRPRPRPRRERRR

N DN DN DN
o O O o

Patienten- Manifest- Art
Infektion beim

material

KGP
Myokard
Haut
Haut
Liquor
Liquor
Liquor
Liquor
Liquor
Liquor
Liquor
Liquor
Liquor
Auge
Haut
KGP
Haut
Haut
Haut

ation

A
Kardial
ACA
kA
NB
NB
NB
NB
NB
NB
NB
NB
NB
kA
MEM
A
ACA
EM
kA

Patienten
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
kA
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Lokalisiert
kA

der Jahr

2002
1994
1994
1992
1994
1997
1992
1983
1984
1994
1994
1994
1992
1994
1999
1996
1993
1988
1995

Patienten Geo-

-alter

70
52
60
38
9

63
57
63
64
67
32
37
41
37
50
7

12
56
15

graphische
Herkunft
Miinchen
Heidelberg
Rosenheim
Tubingen
Kassel
Miinchen
Miinchen
Miinchen
Miinchen
Miinchen
Miinchen
Miinchen
Ulm
Regensburg
Miinchen
Garmisch
Tlbingen
Miinchen
Miinster

Spezies

0000 0 0000 DOU 00U DWW WU W

. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.

Referenz

Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.

2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
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PKu
PSE
PSpm
PStm
PFra
PMi
PMey

PFhel
PFhell
PGI
PDri
PKIF I
PKIF 11

PFi |

20
20
20
20
20
20
20
21

21
21
24
24

24

284

Liquor
Liquor
Liquor
Liquor
Liquor
Liquor
Liquor
Haut
(Brust)
Haut
(Knie)
Liquor
Haut
Haut
(Brust)
Haut
(Knie)
Haut

NB
NB
NB
NB
NB
NB
NB

BLZ
BLZ
NB

EM
kA

ACA

Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert

Disseminiert
Disseminiert
Lokalisiert

Disseminiert

Disseminiert

Disseminiert

1996
1995
1995
1992
1991
1994
1994
2010

2010
1993
1988
1988
1988

1985

36
70
26
KA
63
47
61
56

56
33
46
38
38

55

Mergentheim B.
Mergentheim B.
B.

Deggendorf
Dietenbronn
Miinchen
Miinchen
Sinsheim
Biederstein

Biederstein
Bayreuth
Minchen
Miinchen

Miinchen

Miinchen

B
B
B.
B
B

B.

B. burgdorferi s. s.
. burgdorferi s. s.
. burgdorferi s. s.

9 9)

burgdorferi s.
burgdorferi s.
burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.

burgdorferi s.

. burgdorferi s.

. burgdorferi s.

v

Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.

Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.

Jungnick et al.

Jungnick et al.

2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015

2015
2015
2015
2015
2015

2015
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Tabelle 37: B. afzelii - Patientenisolate aus Europa. kA = keine Angabe, KGP = Kniegelenkspunktat, NB = Neuroborreliose, A = Arthritis,
ACA = Acrodermatitis chronica atrophicans, MEM = Multiple erythemata migrantia, EM = Erythema migrans

Isolat

PObf
PMup
PBiIl
PBuh
PHam
PKo
PMo
PKuk
PWo
PHa
PAIt
PKI
PLap
PStb
PStw
PWes
PMel
PBabu
PKIli
PWmi

ST

71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
72
72

Patienten-
material

Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Liquor
Liquor
Liquor
Liquor
Liquor
Liquor
Liquor
Liquor
Knochen
Haut
Haut

Manifestation

KA
EM
EM
EM
EM
EM
EM
EM
KA
NB
NB
NB
NB
NB
NB
NB
NB
Osteomyelitis
EM
EM

Art der
Infektion
beim
Patienten
KA
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
KA
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Lokalisiert
Lokalisiert

Jahr

1998
1989
1988
1990
1987
1984
1989
1998
1993
1992
1988
1993
1988
1987
1994
1994
1990
2001
1991
1988

Patienten- Geographische Spezies

alter

56
60
46
50
56
43
28
66

60
62
KA
63
58
54
18
24
12
47
49

Herkunft

Mergentheim
Gréfelfing
Munchen
Miinchen
Munchen
Miinchen
Munchen
Munster
Munster
Hannover
Muinchen
Miinchen
Muinchen
Miinchen
Muinchen
Miinchen
Regensburg
Leverkusen
Miinchen
Miinchen

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

afzelii

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

afzelii

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

Referenz

Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.

2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
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PMuc |
PFoe
Pke
PBas
PKk
PKra
PRec
PFri
PHac
PHak
PMul
PKr
PLan
PWil
PJa
PKer
PWee
Ple
PBo
PWud I
PBoj
PBra
PDeg
PSp
PGa
PMer
PMes
PFes

75
75

80

171
335
335
347
347
347
347
347
348
349
353
458
458
458
458
459
459
460
461
462
462
462
462
462

Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Liquor
Haut
Haut
Haut
Haut
Liquor
Liquor
Liquor
Haut
Liquor
Haut
Haut
KGP
Haut
Haut
Haut
Haut

ACA
EM
EM
BLZ
ACA
EM
EM
EM
EM
EM
EM
NB
EM
EM
EM
EM
NB
NB
NB
EM
NB
EM
EM

EM
EM
EM
BLZ

Disseminiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Disseminiert
Disseminiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Disseminiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Lokalisiert
Disseminiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Disseminiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Disseminiert

1987
1991
1984
1989
1986
1990
1988
1986
1989
1987
1987
1992
1995
1987
1994
1992
1994
1992
1988
1988
1989
1988
1991
1993
1985
1988
1987
1988

73
52
17

53
22
53
44
26
46
55
49
30
51
48
KA
41
65
18
43
KA
28
69
17
61
61
36
12

Munchen
Miinchen
Munchen
Miinchen
Munchen
Jugoslawien
Munchen
Miinchen
Munchen
Miinchen
Tubingen
Miinchen
Jena
Miinchen
Munster
Regensburg
Mergentheim
Innsbruck
Munchen
Miinchen
Warschau
Miinchen
Dusseldorf
Garmisch
Muinchen
Miinchen
Miinchen
Miinchen

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

afzelii

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

afzelii

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

afzelii

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.

2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
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PSpe
PLud
PHub
PDrp
PWoh
PKau
PKla
PLam
PKno
PLen
PMar
PMik
PNad
PDoe
PMay
PRe
PTha
PWi
PWima
PSch
PFic
PSte
PTie
PMom
PZi
PBec
PWat
PSto

462
463
463
463
463
464
465
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476
AT7
477
478
479
479
480
540
547
548

Liquor
Haut
Haut
Blut
Haut
Haut
Haut
Liquor
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Liquor
Haut

NB
ACA
EM
EM
KA
EM
EM
NB
EM
EM
EM
EM
EM
EM
BLZ
EM
EM
EM
ACA
EM
BLZ
EM
EM
EM
EM
ACA
NB
ACA

Disseminiert
Disseminiert
Lokalisiert
Disseminiert
KA
Lokalisiert
Lokalisiert
Disseminiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Disseminiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Disseminiert
Lokalisiert
Disseminiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert

1986
1988
1987
1988
1988
1987
1988
1988
1988
1987
1992
1990
1988
1997
1992
1991
1993
1991
1999
1986
1990
1992
1988
1988
1991
1988
1994
1986

79
61
71
12
52
52
19
27
57
22
32
KA
84
58
64
51
78
55
79
50
76
41
51
44
64
79
87
61

Munchen
Miinchen
Munchen
Nurnberg
Berlin
Miinchen
Tubingen
Tubingen
Munchen
Tubingen
Munster
Jugoslawien
Munchen
Miinchen
Kraichtal
Minster
Muinchen
Miinchen
Munchen
Miinchen
Munchen
Miinster
Ammerland
Miinchen
Muinchen
Hamburg
Miinchen
Miinchen

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

afzelii

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

afzelii

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

afzelii

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.

2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
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PArl 554  Haut EM Lokalisiert 1991 63 Dusseldorf B. afzelii  Jungnick et al. 2015
IBS-11 72 Mensch KA kA kA kA Frankreich B. afzelii  Margos et al. 2009
IBS-12 73 Mensch KA KA KA KA Frankreich B. afzelii  Margos et al. 2009
IBS-13 75 Mensch KA kA kA kA Frankreich B. afzelii  Margos et al. 2009
Tabelle 38: B. burgdorferi s. s. - Zecken aus Europa
Proben ST Biologische Quelle Jahr Geographische Spezies Referenz

Herkunft
5B111222 20 Ixodes ricinus 2011 Deutschland B. burgdorferi s. s. Overzier et al. 2013
4ANAS7 20 Ixodes ricinus 2011 Deutschland B. burgdorferi s. s. Overzier et al. 2013
5EGI8 20 Ixodes ricinus 2011 Deutschland B. burgdorferis.s.  Overzier et al. 2013
5BA322 20 Ixodes ricinus 2011 Deutschland B. burgdorferi s. s. Overzier et al. 2013
5TI24 20 Ixodes ricinus 2011 Deutschland B. burgdorferis.s.  Overzier et al. 2013
5T125 20 Ixodes ricinus 2011 Deutschland B. burgdorferi s. s. Overzier et al. 2013
5TII164 20 Ixodes ricinus 2011 Deutschland B. burgdorferis.s.  Overzier et al. 2013
6EGI5 20 Ixodes ricinus 2011 Deutschland B. burgdorferi s. s. Overzier et al. 2013
6DI61 20 Ixodes ricinus 2011 Deutschland B. burgdorferis.s.  Overzier et al. 2013
6T114 20 Ixodes ricinus 2011 Deutschland B. burgdorferi s. s. Overzier et al. 2013
5TI35 20 Ixodes ricinus 2011 Deutschland B. burgdorferis.s.  Overzier et al. 2013
5KI111134 21 Ixodes ricinus 2011 Deutschland B. burgdorferi s. s. Overzier et al. 2013
6DI11109 284 Ixodes ricinus 2011 Deutschland B. burgdorferis.s.  Overzier et al. 2013
4EGA133 284 Ixodes ricinus 2011 Deutschland B. burgdorferi s. s. Overzier et al. 2013
5B1196 284 Ixodes ricinus 2011 Deutschland B. burgdorferis.s.  Overzier et al. 2013
6EGIIIST 284 Ixodes ricinus 2011 Deutschland B. burgdorferi s. s. Overzier et al. 2013
68111293 284 Ixodes ricinus 2011 Deutschland B. burgdorferi s. s. Overzier et al. 2013



GGT

6BI111295
6DI163
ANI1147
4ANA117
4Bl144
SNA111
IPT2
IPT23
IPT69
ITP190
IPT191
22521LT
20604LT
IPT19
21509LT
IPT135
IPT137
IPT39
IPT58
IPT193
IPT198
NE49
741293
Z41493
20111LT
71509L
74306L
72506L

588
589
590
590
591
592
20
20
20
20
20
20
20
21
21
22
23
24
24
25
25
26
27
28
33
161
161
162

Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus

2011
2011
2011
2011
2011
2011

KA
kA

KA
kA
KA
kA
KA
kA
KA
kA
KA
kA
KA
kA
KA
kA
KA
kA
KA
kA
kA
kA

Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Frankreich
Frankreich
Frankreich
Frankreich
Frankreich
Lettland
Lettland
Frankreich
Lettland
Frankreich
Frankreich
Frankreich
Frankreich
Frankreich
Frankreich
Schweiz
Deutschland
Deutschland
Lettland
Lettland
Lettland
Lettland

0 00 00 0 00 00 0 0 U 0 0 U 0 0 O 00 0 0 U 0 0 W 0 0 0 0 0 W

. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.

Overzier et al. 2013
Overzier et al. 2013
Overzier et al. 2013
Overzier et al. 2013
Overzier et al. 2013
Overzier et al. 2013
Margos et al. 2009
Margos et al. 2009
Margos et al. 2009
Margos et al. 2009
Margos et al. 2009
Margos et al. 2009
Margos et al. 2009
Margos et al. 2009
Margos et al. 2009
Margos et al. 2009
Margos et al. 2009
Margos et al. 2009
Margos et al. 2009
Margos et al. 2009
Margos et al. 2009
Margos et al. 2009
Margos et al. 2009
Margos et al. 2009
Margos et al. 2009
Margos et al. 2009
Margos et al. 2009
Margos et al. 2009
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Tabelle 39: B. afzelii - Zecken aus Europa

Probe
DR18
LA25
M58
FZ48
M39
QC28
DR10
DR37
Fz49
LA22
SH21
BM40
Fz28
FZ25
61527BT
6311BT
6515BT
VS461
IPT118
IPT154
IPT109
IPT122
IPT164
IPT179

ST
263
263
286
287
288
289
291
292
293
294
295
326
327
327
164
164
164
70
74
76
77
77
77
77

Biologische Quelle

Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus

Geographische Herkunft

Schottland
Schottland
Schottland
Schottland
Schottland
Schottland
Schottland
Schottland
Schottland
Schottland
Schottland
Schottland
Schottland
Schottland
England

England

England

Schweiz

Frankreich
Frankreich
Frankreich
Frankreich
Frankreich
Frankreich

Spezies

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

afzelii

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

afzelii

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

afzelii

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

Referenz

James et al.
James et al.
James et al.
James et al.
James et al.
James et al.
James et al.
James et al.
James et al.
James et al.
James et al.
James et al.
James et al.
James et al.

Margos et al.
Margos et al.
Margos et al.
Margos et al.
Margos et al.
Margos et al.
Margos et al.
Margos et al.
Margos et al.
Margos et al.

2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2008
2008
2008
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009



LST

IPT138
IPT152
IPT142
IPT110
80401G
71980B
71086B
74486B
74586B
76694B
77680B
78094B
79080B
71186B
70587B
63203L
642241
64409L
75021L
61218L
714241
60618L
70515L
60724L
63321L
63721L
75918L
74618L

78

79

80

81

80

164
164
164
164
164
164
164
164
164
164
165
165
165
165
166
166
167
168
169
170
170
170
171

Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus

Frankreich
Frankreich
Frankreich
Frankreich
Deutschland
England
England
England
England
England
England
England
England
England
England
Lettland
Lettland
Lettland
Lettland
Lettland
Lettland
Lettland
Lettland
Lettland
Lettland
Lettland
Lettland
Lettland

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

afzelii

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

afzelii

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

afzelii

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

afzelii

. afzelii
. afzelii
. afzelii

Margos et al. 2009
Margos et al. 2009
Margos et al. 2009
Margos et al. 2009

Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.

2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
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91506G
71618L
61918L
62218L
63521L
72721L
72915L
63424L
71924L
85620B
80225B
81705G
80504G
80710B
80810B
81310B
81410B
82516B
91305G
91206G
91006G
92906G
90208G
92405G
90607G
91505G
703105B
710118B

204
204
215
215
215
216
217
219
220
240
241
242
249
250
250
250
250
250
254
255
256
257
258
259
260
261
263
263

Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus

Deutschland
Lettland
Lettland
Lettland
Lettland
Lettland
Lettland
Lettland
Lettland
England
England
Deutschland
Deutschland
England
England
England
England
England
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Schottland
Schottland

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

afzelii

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

afzelii

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

afzelii

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

afzelii

. afzelii
. afzelii
. afzelii

Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.
Vollmer et al.

2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011



69T

702123B
82020B
83519B
84019B
1001134A
06008431
0710966A
05206601
0510670l
06008391
05001891
05001901
0500193l
0701012A
0220348l
02103571
1010718A
1000737A
1000971A
0901023A
1321099A
05206581
05106671
05006761
0600770l
05206641
05106691
05006751

264
265
265
265
75

215
254
334
334
335
335
337
337
338
339
340
341
342
343
344
347
347
347
347
347
348
348
348

Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus

Schottland
England
England
England
Osterreich
Italien
Osterreich
Italien
Italien
Italien
Italien
Italien
Italien
Osterreich
Italien
Italien
Osterreich
Osterreich
Osterreich
Osterreich
Osterreich
Italien
Italien
Italien
Italien
Italien
Italien
Italien

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

afzelii

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

afzelii

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

afzelii

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

afzelii

. afzelii
. afzelii
. afzelii

Vollmer et al. 2011
Vollmer et al. 2011
Vollmer et al. 2011
Vollmer et al. 2011

Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.

2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
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1321098A
05106721
05106771
1001072A
04204641
1311171A
1311111A
0701130A
0210355l
EUG-4

Tabelle 40: B. burgdorferi s. s. - Patientenisolate aus den USA. kA = keine Angabe

Isolat

BL203
BL206
BL268
B491
B515
BL224
BL608
B435
B504

WWWWER R, RE R R

349
349
349
350
350
351
352
353
354
263

Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus
Ixodes ricinus

Osterreich
Italien
Italien
Osterreich
Italien
Osterreich
Osterreich
Osterreich
Italien
Deutschland

Patienten-  Artder
material Infektion beim
Patienten
Blut Disseminiert
Blut Disseminiert
Blut Disseminiert
Haut Disseminiert
Haut Lokalisiert
Blut Disseminiert
Blut Disseminiert
Haut Disseminiert
Haut Disseminiert

Jahr

1997
1997
1999
2000
2000
1997
2004
1999
2000

. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii
afzelii
. afzelii
. afzelii
. afzelii

Geographische Spezies

Herkunft

New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York

000000 0 0 0 @

. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.

Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.
Jungnick et al.

2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015

Takano, Sato 2011

Referenz

Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.

2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013



191

B483
B390
BL546
BL631
B471
B509
MR641
MR708
B395
MC104
B365
B373
MR623
B416
BL597
B267
B353
B488
MR627
B156
B516
MR628
MR654
MR661
BL515
BL538
MR635
BL522

P O O O 00w ~N~N~NNPPPEEPEAEAEEEEEAPPOW

-

Il
N =

Haut
Haut
Blut
Blut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Blut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Blut
Blut
Haut
Blut

kKA

kA
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Lokalisiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
kA
Disseminiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
kA

kA
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert

2000
1998
2002
2005
2000
2000
2002
2005
1998
1998
1997
1997
2001
1998
2003
1995
1997
2000
2001
1994
2000
2001
KA

2002
2001
2001
2001
2001

New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
Wisconsin
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
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. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.

Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.

2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
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B356
MR716
MR659
MR670
MR704
MR726
MC96
BL630
B268
B369
B385
MR616
B327
B500
B361
B331
B408
B143
B399
B485
MR607
MR662
MRG676
B348
B418
MR640
B351
B397

12
12
12
12
12
12
12
14
14
14
14
14
14
15
16
16
16
18
18
18
18
18
18
19
19
19
19
19

Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Blut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut

Disseminiert
Disseminiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Disseminiert
Disseminiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
kA
Disseminiert
Disseminiert
kA

kA
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Lokalisiert
Lokalisiert

1997
2005
2002
2003
2005
2005
1997
2005
1995
1997
1998
2001
1996
2000
1997
1996
1998
1994
1998
2000
2001
2002
2003
1997
1998
2002
1997
1998

New York
New York
New York
New York
New York
New York
Wisconsin
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
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. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.

Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.

2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
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CDC146
MC111
MC125
MC93
MC89
MC115
MC123
MC132
MC108
MC112
MC113
MC130
MC139
MC105
MC107
MC143
MC119
BL285
CDC161
B236
BL131
BL324
MR731
MR730
B75
B477
B240
MR692

19
29
29
29
29
29
29
30
30
32
32
32
32
32
32
32
32
34
34
34
35
36
37
37
38
38
38
40

Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Blut
Haut
Haut
Blut
Blut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut

Lokalisiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Lokalisiert
kA

kKA
Disseminiert
Lokalisiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Disseminiert
Disseminiert
Lokalisiert
Disseminiert
Disseminiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Disseminiert
Lokalisiert
kA
Lokalisiert

1991
1998
2000
1997
1997
1999
1999
2001
1998
1999
1999
2000
2001
1998
1998
2002
1999
1999
1991
1995
1994
2000
2005
2005
1993
2000
1995
2003

New York
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
New York
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. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.

Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.

2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013



12"

BL325
MC82
MC90
MC97
MC91
MC88
MC122
MC131
MC85
MC121
MC133
MC98
MC134
MC78
MC73
MC79
MC95
MC149
MC83
MC128
MC127
MC145
MC75
MC77
MC80
MC74
MC110
MC120

42
43
47
48
48
48
o1
51
52
55
55
55
55
56
56
221
221
221
222
222
223
223
224
224
224
224
225
225

Blut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut

Disseminiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Disseminiert
Lokalisiert
kA
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Disseminiert
Disseminiert
Lokalisiert
kA
Lokalisiert
kA
Disseminiert
Disseminiert
Lokalisiert
Disseminiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Disseminiert
Disseminiert
Disseminiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert

2000
1996
1997
1997
1997
1996
1999
2001
1996
1999
2001
1998
KA

1996
1995
1996
1997
2002
1996
2000
2000
2002
1995
1996
1996
1995
1998
1999

New York
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
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. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.

Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.

2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
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MC135
MC114
MC129
MC101
MC92

MC84

MC150
MC117
MC118
MC144
MC146
MC86

MC126
MC81

MC99

MC76

MC109
MC103
MC100
MC102
MC106
MC137
MC147
MC148

226
227
228
229
229
230
231
232
232
233
233
234
234
234
234
234
235
236
237
302
409
410
412
413

Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut
Haut

Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
kKA

kA
Lokalisiert
Lokalisiert
kA
Lokalisiert
Lokalisiert
Disseminiert
Lokalisiert
Lokalisiert
Lokalisiert
kA
Lokalisiert
Disseminiert
Lokalisiert
Lokalisiert
kA
Disseminiert
Lokalisiert
Lokalisiert

2001
1999
2000
1998
1997
1996
2003
1999
1999
2002
2002
1996
2000
1996
1998
1996
1998
1998
1998
1998
1998
2001
2002
2002

Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
Wisconsin
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Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
Hanincova et al.
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2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
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Tabelle 41: B. burgdorferi s. s. - Zecken aus den USA

Probe

JG-07-9
JG-07-14
JG-07-20
JG-07-21
NF-07-2
NF-07-3
NF-07-11
FDR-07-1
FDR-07-2
FDR-07-8
FDR-07-11
FDR-07-14
FDR-07-15
FDR-07-33
FDR-07-38
FDR-07-42
FDR-07-49
FDR-07-61
FDR-07-65
FDR-07-73
FDR-07-81
FDR-07-82
FDR-07-85

ST

WWWWWwWwWwWwwWwwWwWwwWwwwwwwwwwwww

Biologische Quelle

Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis

Geographische
Herkunft
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA

Spezies

00 00 0 0 00 0 00 U 00 0 WU 00 U W W 0 @ 0@

. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
. burgdorferi s.
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Tabelle 42: Weitere, bisher nicht mittels MLST typisierte, B. afzelii Patientenisolate der Stammsammlung des NRZ (n = 50). kA = keine
Angabe, KGP = Kniegelenkspunktat, NB = Neuroborreliose, A = Arthritis, ACA = Acrodermatitis chronica atrophicans, MEM = Multiple
erythemata migrantia, EM = Erythema migrans
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