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I. Einleitung 1

I Einleitung

Die Lyme-Borreliose ist die hdufigste durch Zecken tibertragene Infektionserkrankung in der
nordlichen Hemisphdre. In Europa liegt die Inzidenz der Erkrankung nach Schitzungen
zwischen 16 und 140 / 100000 Einwohner [121;179]. Fiir Deutschland ist es schwierig genaue
Daten zu erhalten, da fiir die Lyme-Borreliose keine allgemeine Meldepflicht besteht. In
Studien aus dem siiddeutschen Raum wird eine Inzidenz von 0,1 - 0,7 % angegeben [83;152].
Die Priavalenz von Borrelia (B.) burgdorferi sensu lato (s.l.) im Vektor Ixodes (1.) ricinus liegt
in Siiddeutschland wie in den meisten Gebieten Europas zwischen 10 und 20 % [51;62]. Die
Wahrscheinlichkeit, nach einem Zeckenstich an einer Lyme-Borreliose zu erkranken, betragt

in Europa 0,4 — 4 % [105;126;172].

I.1. Geschichtlicher Uberblick

In den Jahren 1972 bis 1976 trat in dem Ort Lyme, Connecticut (USA), eine zunéchst als
‘Lyme-Arthritis’ bezeichnete endemische Form der Arthritis auf [185]. Auffallend war ein
ringformiges, sich ausbreitendes Erythem, das bei etwa einem Viertel der Patienten einige
Wochen vor dem Auftreten der Arthritis zu beobachten war. Die lokale und saisonale
Hiufung der Erkrankung legte eine Ubertragung durch Arthropoden nahe [186]. Aufgrund
seiner charakteristischen Verlaufsform wurde das sogenannte ,Erythema chronicum migrans’
schnell ein wichtiger diagnostischer Marker der neuen Erkrankung [184]. In einer weiteren
Studie konnten zahlreiche parallel dazu auftretende Begleitsymptome wie Miidigkeit, Fieber,
Kopf- und Riickenschmerzen, Myalgien, Ubelkeit und Erbrechen beobachtet werden.
Seltenere Manifestationsformen waren myokardiale Reizleitungsstorungen und neurologische
Auffilligkeiten wie lymphozytire Meningitis und Gesichtsnervenlahmungen [184]. Ohne den
Erreger der als ,Lyme disease’ bezeichneten Erkrankung zu kennen, identifizierte man in
weiteren epidemiologischen Studien die Zecken I. scapularis und I. pacificus [181;183] als
Vektoren fiir die Ubertragung. Erst 1982 gelang Willy Burgdorfer die Isolierung einer bisher
unbekannten Spirochidte aus dem Mitteldarm einer Zecke und damit - wie sich spéter
herausstellte - die Anzucht des Erregers der ,neuen’ Erkrankung [36]. Im weiteren erfolgte
auch die Isolierung aus Patientenmaterial wie Hautbiopsien, Serum und Liquor [24;182]. Im
Jahr 1984 beschrieb Johnson den Erreger der ,Lyme disease’ als neue Spezies B. burgdorferi
[87]. Im folgenden gelang auch in Europa die Anzucht der Spirochidte aus Haut und
Liquorproben [4;10;143;146;148].
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Ohne Atiologie, Zusammenhang oder Erreger zu erkennen, beschrieben Forscher in Europa
schon viele Jahre friilher die einzelnen Manifestationsformen der Lyme-Borreliose. Das
,Erythema chronicum migrans’ war schon 1910 von Afzelius [5] bzw. 1913 von Lipschiitz
[100] als Hauterkrankung charakterisiert worden. Bereits damals postulierten sie eine
Ubertragung durch Zecken der Art I. ricinus. Einige Jahre spiter fielen neurologische
Erkrankungen in Folge des Erythema chronicum migrans auf, jedoch auch hier ohne dass ein
Erreger identifiziert werden konnte [14;15;61;70]. Die fritheste Beschreibung einer
Manifestation der Lyme-Borreliose lieferte Buchwald 1883 mit seiner Schilderung der

Acrodermatitis chronica atrophicans [32].

I.2. Epidemiologie

1.2.1. Der Vektor Ixodes ricinus, Wirtsbefall und Borreliendurchseuchung

Die Lyme-Borreliose wird durch verschiedene Zecken Spezies der Gattung Ixodes [34]
iibertragen. Als europdischer Vektor hat dabei die Art I ricinus eine herausragende
Bedeutung. I. ricinus durchlduft von der Larve iiber die Nymphe zur adulten Zecke drei
verschiedene Entwicklungsstadien, wobei zur Weiterentwicklung in jedem dieser Stadien eine
Blutmahlzeit notwendig ist [88;177;178]. Die Durchseuchungsrate mit B. burgdorferi s. 1.
nimmt dabei von durchschnittlich 1 % bei Larven iiber 10 % bei Nymphen und 20 % bei
adulten Zecken zu [51;222]. Die Zecken erwerben B. burgdorferi s.l. also iiberwiegend durch
Blutmahlzeiten im Laufe ihrer Entwicklung, eine transovarielle Ubertragung ist selten. Als
wichtigstes Reservoir fiir die Borrelien werden dabei in Europa Apodemus Miuse angesehen
[63].

L. ricinus, auch der gemeine Holzbock genannt, verbringt iiber 90 % seiner Lebenszeit ohne
Wirt [88;118]. Die Zecke hélt sich bei der Wirtsuche in der bodennahen Vegetation auf.
Unterstiitzt durch hochsensible Sinnesorgane in den Vorderbeinen, den Haller’schen Organen,
erkennt sie einen nahenden Wirt durch physikalische Stimuli wie Temperatur und Vibrationen
(chemische Signale wie CO, und NHj stellen v.a. bei der aktiven Wirtssuche wichtige Stimuli
dar). Mit ihren ausgestreckten Vorderbeinen, die mit einem speziellen Halteapparat
ausgestattet sind, halt sie sich am Wirt fest und lésst sich von ihrem Sitzplatz abstreifen. Die

anschlieende Suche nach einer geeigneten Stelle zum Saugen kann mehrere Stunden dauern.

1.2.2. Saugakt, Entfernung der Zecke und Prophylaxe

Bevor der eigentliche Stechapparat, das Hypostom, in die Haut eingefiihrt wird, ritzt die

Zecke diese mit den paarig angelegten Cheliceren an [88]. Durch das Hypostom werden im
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folgenden mehrere in den Speicheldriisen produzierte Substanzen, wie Zement zur
Verankerung, sowie verschiedene Enzyme, Vasodilatoren, anti-inflammatorische, gerinnungs-
hemmende und immunsuppressive Stoffe in die Haut abgegeben [153]. Erst nach 24 — 36
Stunden beginnt die Zecke mit dem eigentlichen Saugen. Weibliche Adulte konnen dabei das
200-fache ihres Korpergewichts aufnehmen [177]. Durch den kontinuierlich wahrend des
Saugakts abgegebenen Speichel konnen Krankheitserreger wie B. burgdorferi s.l. auf den
Wirt iibertragen werden. Da die Ubertragungswahrscheinlichkeit mit der Dauer des Saugakts
ansteigt, sollten Zecken moglichst frithzeitig vom Korper entfernt werden [89].

Zur Entfernung der Zecke empfiehlt das Robert-Koch-Institut [29] die Verwendung von
spitzen Pinzetten oder Fingernédgeln. In leicht drehender Bewegung sollte man die gesamte
Zecke aus der Haut entfernen, ohne dabei den Zeckenleib zu knicken oder zu quetschen. Die
Verwendung von Olen, Alkohol und anderen aggressiven Mitteln ist nicht ratsam, da diese
moglicherweise eine Erregeriibertragung beschleunigen. Nach der Entfernung sollte die Haut
griindlich desinfiziert werden.

Die beste Prophylaxe vor Zeckenstichen ist es, Zeckenbiotope zu meiden. Ansonsten
empfiehlt es sich, lange, helle und mdglichst geschlossene Kleidung zu tragen. Durch ein
sorgfaltiges Absuchen des Korpers nach Exposition kdnnen auch versteckte Zecken gefunden
und entfernt werden. Das Auftragen von Repellents wie topischem DEET (N,N-diethyl-m-
toluamide) auf die Haut und die Behandlung der Kleidung mit Permethrin kann ebenfalls

einen guten Schutz bieten [60;76].

1.3. Der Erreger Borrelia burgdorferi sensu lato

1.3.1. Morphologie und systematische Einordnung

Die 1982 von Willy Burgdorfer entdeckte ,Lyme-disease’ Spirochite liel sich aufgrund
vergleichender Untersuchungen als neue Art dem Genus Borrelia in der Familie der
Spirochaetaceae zuordnen [36;85;87]. Urspriinglich wurde sie auf der Grundlage weniger
bekannter Isolate aus den USA als homogene Spezies Borrelia burgdorferi beschrieben.
Immunologische Untersuchungen vieler in der Folgezeit isolierter Stimme ergaben jedoch
besonders in FEuropa eine grofere Heterogenitit [22;218;220]. Mittlerweile wurden
mindestens elf verschiedene Genospezies definiert, die unter dem Namen B. burgdorferi s.l.
zusammengefasst werden: B. burgdorferi sensu stricto (s.s.), B. afzelii, B. garinii [17], B.
valaisiana [199], B. lusitaniae [95], B. japonica [90], B. andersonii [107], B. tanukii, B. turdi
[59], B. bissettii [142] und B. sinica [110]. In Europa ist flir die Spezies B. burgdorferi s.s., B.
afzelii und B. garinii eine Humanpathogenitit gesichert [16]. Da B. valaisiana-DNA in
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Hautbiopsien von Patienten mittels PCR detektiert werden konnte, wird eine
Humanpathogenitéit fiir diese Spezies vermutet [157]. Ein weiteres, genotypisch und
phénotypisch neues Isolat (A14S) des B. burgdorferi s.1. Komplexes wurde 1999 aus einer
Hautbiopsie eines Patienten mit Erythema chronicum migrans angeziichtet [197] und im
folgenden auch von Wilske et al. beschrieben [205].

Borrelien sind gramnegative, microaerophile, mobile, etwa 20 um lange und 0,3 um dicke
Spirochéten mit unregelméBigen Windungen. Unter der &duBleren Zellmembran liegen sieben
bis elf Endoflagellen, die es den Bakterien ermoglichen, sich schraubenformig fortzubewegen
[21]. B. burgdorferi s.1. lasst sich auf Spezialndhrbdden bei Temperaturen zwischen 30 und
34 °C kultivieren [18;147]. Unter geeigneten Wachstumsbedingungen koénnen Borrelien eine
Generationszeit zwischen 8 und 30 Stunden erreichen und auf eine Zelldichte bis zu
10® Zellen / ml Medium heranwachsen [145].

Das Genom von B. burgdorferi s.l. besteht aus einem linearen Chromosom mit einer Linge
von etwa 950 kb und mehreren zirkuldren und linearen Plasmiden [19;20;40;48;58]. Der G+C
Gehalt des Genoms ist allgemein niedrig und liegt auf dem Chromosom und den Plasmiden
des Typstamms B31 zwischen 23,1 und 32,3 % [58]. Wichtige Oberflichenproteine der
Borrelien wie das ,Outer surface protein A’ (OspA) und das ,Outer surface Protein C’ (OspC)
werden auf den Plasmiden kodiert. Das ospA-Gen liegt auf einem linearen Plasmid und wird
gemeinsam mit dem ospB-Gen in einer Transkriptionseinheit reguliert [25;77]. OspA und
OspC scheinen eine wichtige Rolle bei der Anpassung der Borrelie an das Habitat Zecke bzw.
Sdugetier zu spielen. OspA wird von den Borrelien liberwiegend in der niichternen Zecke
exprimiert [52;176]. Die Expression von OspC hingegen wird erst bei Blutkontakt wéihrend
des Saugakts aktiviert [53;54;57;175]. Im Saugetierwirt findet man hauptsdchlich OspC-
Antikorper - ein Hinweis darauf, dass die Borrelien hier OspC und kein OspA exprimieren

[218].

1.3.2 Heterogenitit der Borrelien (pathogenetische Aspekte)

Wiahrend B. burgdorferi s.s. in den USA die einzige pathogene Spezies darstellt, kommen in
Europa die humanpathogenen Spezies B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. garinii und B.
valaisiana vor. Untersuchungen an den OspA- und OspC-Proteinen europdischer Isolate
ergaben, im Gegensatz zu den Ergebnissen in den USA, eine ausgeprigte Heterogenitit
[207;215;216;220]. Auf der Grundlage der unterschiedlichen Reaktivitdt mit monoklonalen
Anti-OspA-Antikérpern definierte Wilske et al. sieben verschiedene OspA-Serotypen von B.
burgdorferi s.l.. Die Spezies B. burgdorferi s.s. und B. afzelii sind homogen in ihrem OspA-
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Typ und entsprechen jeweils OspA-Typ 1 bzw. OspA-Typ 2. Der im OspA-Typ
heterogeneren Spezies B. garinii lassen sich hingegen fiinf OspA-Typen (3 bis 7) zuordnen
[215]. Spéter wurde B. garinii noch ein weiterer Serotyp (OspA-Typ 8) zugeordnet [208]. Das
OspA-Phénotypsisierungsschema liel sich durch Sequenzanalysen des osp4-Gens auch auf
genetischer Ebene bestitigen [204].

Die Heterogenitéit der Borrelien ist besonders in Bezug auf die Pathogenitdtsforschung von
grofler Bedeutung. Untersuchungen an zahlreichen Borrelienstimmen lieBen eine Assoziation
der verschiedenen Spezies und OspA-Typen mit unterschiedlichen klinischen Manifestations-
formen der Lyme-Borreliose vermuten [192;215]. B. afzelii, also OspA-Typ 2, scheint eng mit
Hautmanifestationen der Lyme-Borreliose verbunden zu sein - besonders mit dem Auftreten
einer Acrodermatitis chronica atrophicans [12;13;192]. Eine Infektion mit B. garinii ist
moglicherweise mit der Entwicklung einer Neuroborreliose assoziiert [192]. So ist B. garinii
in den meisten europdischen Studien zur Typisierung von Liquorisolaten die am héufigsten
gefundene Spezies [13;37;99;192;208]. Allerdings war B. garinii in Untersuchungen an
Zeckenisolaten ebenfalls die prddominante Spezies [209;215], so dass eine echte
pathogenetische Assoziation von B. garinii mit der Neuroborreliose fraglich ist [211]. Erst ein
Vergleich der Verteilung der verschiedenen OspA-Typen von B. garinii (Typ 3 bis 7) zeigt
dagegen deutliche Unterschiede zwischen Zecken- und Liquorisolaten, was interessante
Fragestellungen aufwirft [209]: Wahrend OspA-Typ 4 etwa ein Viertel der Liquorisolate
ausmacht [208], konnte dieser OspA-Typ aus Zecken bisher nur einmal angeziichtet werden
[78]. Umgekehrt findet man OspA-Typ 6 sehr hdufig unter Zeckenisolaten, relativ seltener in
Patientenmaterial (Abb 1.1.). Unterschiedliche Priavalenzen bei Zecken und Patienten lassen

moglicherweise Riickschliisse auf das pathogene Potenzial der einzelnen OspA-Typen zu.

Liquor (n =43) Zecken (n =90) Haut (n = 68)
Typ 7 Typ 7
o Typ 1 w Typ 1 Typs PO Typ1
5% 1% 3% yP o, 6% v
0 (]
Typ 6 ° 20% Typ 4
23% 3%
Typ 2 Typ 2
12% 9%
Typ 5
7% Typ 3 Typ 3
7% 12%
Typ 4 Typ 3
3% Typ2
27% 84%

Abb 1.1.: Untersuchungen zur unterschiedlichen Verteilung der OspA-Typen in européischen
Liquor-, Zecken- und Hautisolaten (Wilske et al. 1996).
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I.4. Die Klinik der Lyme-Borreliose

Die Lyme-Borreliose ist eine Multisystemerkrankung, die sich primaér als lokale Hautinfektion
(Erythema migrans) manifestiert. Innerhalb von Tagen bis Wochen kénnen die Borrelien
jedoch disseminieren und eine Vielzahl von Symptomen hervorrufen; besonders am zentralen
Nervensystem, den Gelenken, der Haut und am Herzen. Dabei ist das klinische Bild variabel.
Die Symptome treten sowohl getrennt, als auch in unterschiedlichen Kombinationen auf
[41;124;133;180]. Der Verlauf und die verschiedenen Manifestationsformen der Lyme-
Borreliose werden in drei Stadien eingeteilt: In die Frithmanifestationen (Stadium I und 1II)
und die Spitmanifestationen (Stadium III). Die Stadien treten unabhéngig voneinander auf,
ein klinisch erfassbares Durchlaufen der Friihstadien vor den Spdtmanifestationen ist nicht
erforderlich [180]. Im natiirlichen Verlauf ist die Erkrankung meist selbstlimitierend, in
Einzelfillen konnen aber Borrelien selbst nach antibiotischer Behandlung im Gewebe

persistieren und dabei zu Symptomen fithren [144].

Stadium I (Erythema migrans):

Das Erythema migrans, auch ,Wanderrote’ genannt, gilt als hdufigste Frithmanifestation und
Leitsymptom der Lyme-Borreliose. Es wird in etwa 90 % der Fille mit objektivem Nachweis
einer Infektion beobachtet [83;115]. Tage bis Wochen nach dem Zeckenstich bildet sich um
die Einstichstelle eine makulo- bis papuldse Effloreszenz, die sich im weiteren Verlauf zu
einem zentral abblassenden, zentrifugal expandierenden ringformigen Erythem entwickelt
[5;184]. Ausdehnung, Farbe und Dauer sind variabel. Begleitend konnen Allgemeinsymptome

wie Fieber, Kopfschmerz und Myalgien auftreten.

Stadium II:

Neurologische Manifestationsformen herrschen im zweiten Stadium der Erkrankung Wochen
bis Monate nach dem Zeckenstich vor. Vorrangig kommt es zu einer auch als ,Bannwarth-
Syndrom’ bezeichneten lymphozytiren Meningoradikulitis. Typisch hierfiir sind radikuldre
Schmerzsyndrome mit starken, brennenden, sich nachts verschlimmernden Schmerzen und
Hirnnervenparesen (typischerweise Facialisparesen). Rumpf- oder Extremitétenparesen sind
selten. Meningitis sowie isolierte Facialisparesen ohne meningitische Zeichen, finden sich bei
Kindern hiufiger als bei Erwachsenen. Diagnostisch wegweisend sind Liquorbefunde, wie
erhohter EiweiBlgehalt und lymphozytire Pleozytose [132]. Das Borrelien-Lymphozytom ist
eine besondere Hautmanifestation, die dem Stadium II der Erkrankung zugeordnet wird. Es

handelt sich um einen roétlich-lividen Tumor mit Vorzugslokalisation an Ohrlédppchen,
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Skrotum oder Mamille [202]. Als Folge himatogener Streuung der Erreger kommen multiple
Erytheme vor. Dies wird in den USA héufiger beobachtet als in Europa [217]. Ebenfalls in
diesem Stadium kann eine Lyme-Karditis auftreten, die durch Herzrhythmusstdrungen in

seltenen Fillen eine vitale Bedrohung darstellt [45;194].

Stadium I1I:

Monate bis Jahre nach dem Zeckenstich treten die Lyme Arthritis und die Acrodermatitis
chronica atrophicans (ACA) in Erscheinung. Die Lyme Arthrtitis verlduft meist inter-
mittierend mit asymptomatischen Intervallen. Oft kommt es auch zu Spontanremissionen;
chronische Verldufe sind selten. Charakteristisch ist eine mono- oder asymetrisch-
oligoartikuldre, schmerzhafte Gelenkschwellung. Am hiufigsten ist das Kniegelenk betroffen
[72-74;184;186]. Die ACA, welche fast ausschlieBlich in Europa beobachtet wird, tritt nach
einer langen Inkubationszeit (bis zu Jahren) auf. Nach infiltrativen Vorstadien kommt es
letztendlich zu einer Atrophie der Haut mit livider Verfirbung, zigarettenpapierartiger
Féltelung und plastischer Vorwdélbung der Gefdlie [11;71]. Sehr selten kann sich in Stadium
[T auch eine chronische Borrelien-Enzephalomyelitis entwickeln, die unter anderem durch
Para- und Tetraparesen in Erscheinung treten kann [3]. Die diagnostisch wichtige
Liquoruntersuchung ergibt meist eine starke EiweiBerhohung bei dezenter Erhdhung der

Zellzahl.

I.5. Diagnostik der Lyme-Borreliose

Die Lyme-Borreliose ist in erster Linie eine klinische Diagnose. Klinische Befunde sind
richtungsweisend fiir die Diagnosefindung und notwendig zur Interpretation zusitzlicher
mikrobiologischer Untersuchungen. Andererseits ist bei einem Fehlen pathognomonischer
Symptome wie z.B. dem Erythema migrans, oft zusétzliche Diagnostik notwendig, um den
klinischen Verdacht zu erhérten. Serologische Verfahren werden dabei in der Praxis am
hiufigsten eingesetzt. Als Ergidnzung kann der direkte Erregernachweis eine wertvolle Hilfe
darstellen [223] — etwa bei atypischen Fillen oder in Friihstadien der Erkrankung, wenn noch

keine Antikorperbildung stattgefunden hat.

Antikorpernachweis (Serologische Diagnostik):

In der Regel beginnt eine messbare systemische Immunantwort auf eine Borrelieninfektion
mit dem Anstieg von IgM-Antikdrpern nach etwa drei, und von IgG-Antikdrpern nach etwa

sechs Wochen [180]. In frithen, lokalisierten Krankheitsstadien wie dem Erythema migrans



I. Einleitung 8

kann die Antikdrperbildung noch fehlen (Sensitivitdt der Serologie: 20 — 50 %). In Stadium II
sind IgG Antikorper im Serum in 70 — 90 % der Félle nachweisbar [223]. Zusétzlich findet
man bei der Neuroborreliose héufig eine intrathekale Antikorperproduktion [206]. Das
Stadium III, besonders die ACA, ist typischerweise (90 — 100 %) durch hohe IgG Titer
gekennzeichnet, wahrend IgM diagnostisch praktisch keine Rolle spielt [212;221;223].

Fiir die serologische Diagnostik der Lyme-Borreliose wird eine Stufendiagnostik empfohlen
[223]. In einem ersten Schritt sollte ein Screening-Verfahren mit hoher Sensitivitdt verwendet
werden, normalerweise ein IgG- und ein IgM-ELISA. Reaktive Ergebnisse miissen durch
einen Ig-Klassen spezifischen Immunoblot als Bestétigungstest verifiziert werden [1;82;223].
Fiir die Diagnostik sind eine Reihe von Antigenen , u.a. p4lint, p83 / 100, p39, p58 und
Ospl7, OspA und OspC von Bedeutung [223]. Seit kurzem existieren Tests der sogenannten
,dritten Generation’, in denen die Antigene in rekombinanter Form verwendet werden [212].
Fiir jeden Test miissen in Studien Interpretationskriterien entwickelt und die Sensitivitidt und
die Spezifitit ermittelt werden [223].

Bei Verdacht auf Neuroborreliose sollte man stets ein Liquor-Serum-Paar vom selben Tag
untersuchen, um eine intrathekale Antikdrperproduktion nachzuweisen (Liquor-Serum-
Index). Dies gelingt je nach Stadium und Untersuchungszeitpunkt in etwa 70 - 90 (bis 100 %)
der Fille [67;206].

Direkter Erregernachwelis:

Der direkte Erregernachweis stellt bei der Abkldrung von atypischen Krankheitsverldufen
(z.B. atypisches Erythema migrans), bei (noch) negativer Serologie, und bei der Diagnostik
der Lyme Arthritis ein wichtiges Hilfsmittel dar [171].

Wegen der geringen Erregerzahl in klinischem Material miissen sensitive Methoden, wie der
kulturelle Nachweis oder die Polymerase-Kettenreaktion (PCR), verwendet werden. Wie in
Kapitel 1.3.1. beschrieben, ldsst sich B. burgdorferi s.l. mit Hilfe von Spezialndhrmedien
kultivieren [18;147]. Die Kultivierung stellt zwar immer noch den Goldstandard fiir einen
Erregernachweis dar, ist aber aufgrund der langen Generationszeit der Borrelien sehr arbeits-
und Zeit aufwindig [96]. Die PCR, eine enzymatische Vervielfiltigung von DNA (sieche Kap.
2.6.), wurde 1989 erstmals fiir B. burgdorferi beschrieben [161] und hat seitdem breite
Anwendung in epidemiologischen und klinischen Studien gefunden. Die Sensitivitdt von
Kultivierung und PCR ist bei Hautbiopsien und Liquorpunktate vergleichbar. Bei der
Untersuchung von Gelenkspunktaten ist die PCR deutlich sensitiver (Tab. 1.1.). Ein

kultureller Nachweis gelingt hier nur selten [205]. Beide Methoden sind fiir einen
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Routineeinsatz noch nicht ausreichend standardisiert und sollten nur in spezialisierten, dafiir
ausgeriisteten Labors verwendet werden [205]. Zudem sollten nur Protokolle zur Anwendung

kommen, die eine Differenzierung der drei humanpathogenen Spezies erlauben [157].

Tab. 1.1.: Erfolgsrate beim Erregernachweis. Vergleich von Kultur und PCR.

Untersuchungsmaterial Erfolgsrate

Haut (Erythema migrans, ACA) 50 — 70 % mit Kultur oder PCR

Liquor (Neuroborreliose Il) 10 — 30 % mit Kultur oder PCR
Gelenkpunktat (Lymearthritis) 50 — 70 % mit PCR (Kultur sehr selten positiv)

(modifiziert nach Wilske et al. 2000 [223])

Der mikroskopische Nachweis von Borrelien in klinischem Material ist weder mit Standard-
Féarbungen (z. B. Fuchsinfarbung), noch mit immunhistochemischen Methoden zufrieden-
stellend [211]. Diese Methode eignet sich jedoch gut fiir epidemiologische Studien zum
Nachweis von Borrelien in Zecken. Auch hier ist jedoch viel Erfahrung notwendig, um

Artefakte von Borrelien in positiven Zecken zu unterscheiden [52].

1.6. Therapie der Lyme-Borreliose

Alle Stadien der Lyme-Borreliose bediirfen einer moglichst frithzeitigen antibiotischen
Therapie. Dies gilt auch fiir die oft selbstlimitierenden Friihstadien, da so das Auftreten von
Spédtmanifestationen in fast allen Fillen verhindert wird. Bei eindeutiger Klinik ist die
Therapie auch ohne mikrobiologische Befunde sofort zu beginnen [210]. Antibiotikum, Dauer
und Dosierung richten sich nach dem Stadium der Erkrankung und dem klinischen Bild (Tab.
1.2.). Fiir die Behandlung des Erythema migrans ist in der Regel eine 14-tdgige Therapie mit
Tetrazyklinen (Doxycyclin) indiziert. Die akute Neuroborreliose wird meist mit einer
zweiwochigen intravendsen Gabe von Cephalosporinen (Ceftriaxon) therapiert [115].
Dadurch nehmen radikuldre Schmerzen, Meningismus und Kopfschmerzen rasch ab;
bestehende Muskelparesen bilden sich jedoch nicht signifikant schneller zuriick. Spitstadien
der Lyme-Borreliose erfordern in der Regel eine drei bis vierwdchige Antibiotikatherapie

[210].
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Tab 1.2.: Stadienabhiingige Therapie der Lyme-Borreliose ( nach Wilske 2000 [210]).

Klinische Manifestation = Antibiotikum  Dosierung pro Tag Applikation Dauer (Tage)

Erythema migrans (EM) Doxycyclin* 1 x 200 mg p. o. 14
Borrelien-Lymphozytom  Amoxicillin* 2 x 1000 mg p. o. 14
Azithromycin* 2 x 500 mg p. o. 1. Tag
dann 1 x 500 mg p. 0. 2.-5. Tag

oder
Azithromycin 1 x 500 mg p. o. 10
Ceftriaxon* Ix1g i. m. 5
Minocyclin* 2 x 100 mg p. o. 14
Cefuroxim* 1 x 500 mg p- 0. 14
Penicillin V* 3xlg p. o. 14
Akute Neuroborreliose Ceftriaxon™ 1x2g i V. 14
Karditis Cefotaxim* 3x2g i v. 14
Penicillin G* 4x3g i.v. 14
Arthritis Ceftriaxon* I1x2¢g 1. V. 21
Cefotaxim* 3x2¢g V. 21
Penicillin G* 4x3¢g i v. 21
Doxycyclin* 1 x 200 mg p. o. 28
Acrodermatitis Doxycyclin* 1 x 200 mg p. o. 21
chronica atrophicans Amoxicillin* 2 x 1000 mg p. o. 21
Ceftriaxon* I1x2g iv. 21
Cefotaxim* 3x2¢g 1. v. 21
Penicillin G* 4x3¢g 1. V. 21
Chronische Ceftriaxon* Ix2g iv. 21
Neuroborreliose Cefotaxim* 3x2g iv. 21
Penicillin G* 4x3g i.v. 21

* jeweils alternativ; i. m. = intramuskuldr; i. v. = intravenos; p. 0. = oral

I.7. Impfung gegen die Lyme-Borreliose

Verschiedene Arten von Impfstoffen wie Ganz-Zell Vaccine [86], Vaccine aus attenuierten
flagellenlosen Mutanten [164] und Vaccine auf der Basis rekombinanter Proteine [49] sind in
der Vergangenheit getestet worden. Dabei haben sich die Proteine OspA und OspC als
aussichtsreichste Kandidaten herausgestellt [208]. Ein Impfstoff gegen B. burgdorferi s.s. auf
der Basis von rekombinantem OspA war seit Dezember 1998 in den USA zugelassen [2],
wurde aber im Sommer 2002 aus wirtschaftlichen Griinden vom Markt genommen. Studien
bescheinigten dieser Impfung eine hohe Effizienz [187]. Wichtig fiir das Funktionsprinzip der
OspA-Impfung ist, dass OspA von den Borrelien sehr gut im Zeckendarm, aber praktisch
nicht im Sdugetierwirt exprimiert wird. Durch den Blutkontakt wihrend des Saugakts kommt
es zur Runterregulierung von OspA und einer Hochregulierung von OspC, jedoch erst nach
einem bestimmten Zeitintervall [57;175]. Die durch die Impfung induzierten Antikorper

gegen OspA gelangen zu Beginn des Saugakts in den Zeckendarm und toten dort die
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Borrelien ab. Es handelt sich somit bei der OspA-Impfung um ein vollig neues
Wirkungsprinzip, da schon die Ubertragung der Borrelien durch den Vektor unterbunden
wird, diese also gar nicht erst in den Séugetierwirt gelangen [190].

In Europa macht die beschriebene Heterogenitit der Borrelien eine Impfstoffentwicklung
wesentlich komplexer [209]. In mehreren Studien konnte man zeigen, dass OspA-Antikdrper
gegen einzelne Borrelien-Stimme (bzw. Spezies) aufgrund immunologischer Unterschiede
nicht protektiv gegen andere sind [50;103;104;169]. Somit bietet der monovalente Impfstoff
gegen B. burgdorferi s.s aus den USA in Europa keinen zuverldssigen Schutz. Hier miissen
die verschiedenen priavalenten und pathogenen Borrelien bei der Entwicklung einer Impfung
beachtet werden [103]. Als Grundvorraussetzung hierfiir sind Daten zur Privalenz und
Verteilung der verschiedenen Spezies und OspA-Typen in Patienten und Zecken in Europa,

sowie Wissen iiber ihr jeweiliges pathogenes Potenzial von grofler Bedeutung.

1.8. Nachweis und Differenzierung von Borrelia burgdorferi sensu lato in

epidemiologischen Studien

Sowohl bei impf-prophylaktischen, als auch bei klinischen und pathogenetischen
Forschungen, spielt die Heterogenitidt von B. burgdorferi s.l. in Europa eine entscheidende
Rolle (s. Kap. I.7. und 1.3.2.). Epidemiologische Untersuchungen zu Privalenzraten und
Differenzierung der gefundenen B. burgdorferi s.l. in Zecken und Patientenmaterial liefern

hier essentielles Grundlagenwissen fiir weitere Entwicklungen.

Differenzierung von B. burgdorferi s.l.:

Eine Reihe verschiedener Methoden stehen zum Nachweis und zur Differenzierung von B.
burgdorferi s.l zur Verfiigung. Die Phénotypisierung mittels OspA-Antikorper und ihre
Relevanz wurde schon in Kapitel 1.3.2. beschrieben. Analog zur OspA-Typisierung lieen
sich fiir B. burgdorferi s.l. mittels monoklonaler anti-OspC-Antikdrper auch verschiedene
OspC-Gruppen definieren. Ein Vergleich der beiden Typisierungsmdglichkeiten zeigt, dass
OspC deutlich heterogener ist als OspA, vor allem innerhalb der Spezies B. burgdorferi s.s.
und B. afzelii. [214;216]. Die Phénotypisierung mittels monoklonaler Antikorper stellt eine
zuverldssige und einfache Typisierungsmethode dar. Sie ist jedoch abhingig von der
Expression der Proteine und somit beeinflussbar durch variables Expressionsverhalten der
Borrelien in vivo und in vitro [215].

Eine Typisierung auf der Ebene genetischer Charakteristika kann noch genauere

Informationen zur Heterogenitit von Mikroorganismen liefern [200]. Viele Methoden zur
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Genotypisierung von B. burgdorferi s.l. wie rRNA-Restriktions-Analyse [108;139], Puls-
Feld-Gel-Elektrophorese (PFGE) [23;37;38], Plasmid Fingerprinting [230], zufillig
amplifizierte polymorphe DNA (engl.: Randomly Amplified Polymorphic DNA, RAPD)
[201], Spezies-spezifische PCR [106], PCR basierte Analyse von Restriktions-Frangment-
Léangen-Polymorphismen (RFLP) [101;140], DNA-Sequenz-Analyse [204;215] und
LightCycler PCR [113;138;151] sind bisher publiziert worden. Die Auswahl der Methodik
héngt von der Studie, dem gewlinschten Differenzierungsgrad, dem verwendeten Material und
den Moglichkeiten des Labors ab. Fiir epidemiologische Studien an Zecken und
Patientenmaterial wird die RFLP-Analyse empfohlen. Sie ist einfach durchzufiihren, kann
direkt ohne Kultivierung der Borrelien angewandt werden und erlaubt eine zuverldssige
Differenzierung auf der Spezies-Ebene [200]. Grundlage fiir diese Methode ist die
Amplifikation von Borrelien-DNA mittels PCR.

Nachweis von B. burgdorferi s.1. mittels PCR:

Die PCR, eine enzymatische Amplifikation von DNA, ist eine in epidemiologischen Studien
oft verwendete und sensitive Methode zum Nachweis von B. burgdorferi s.1. in Zecken und
Patientenmaterial. Erstmals von Rosa et al. im Jahr 1989 fiir Borrelien beschrieben [161]
wurden seitdem mehr als 100 PCR Protokolle mit unterschiedlichsten Primern und Zielgenen
veroffentlicht. Hiufig verwendete Zielsequenzen stellen dabei das ospA-Gen, das Flagellin
Gen, chromosomale Gene (clone 2H1) und ribosomale Sequenzen wie 5S-23S und 16S
rRNA Sequenzen dar [171]. Wichtiges Kriterium bei der Target- und Primerauswahl ist die
Spezifitit. Wihrend die unerwiinschte Amplifikation verwandter Spirochiten wie z.B. B.
hermsii die Wahl konservierter Zielgene limitiert, wird die Primerauswahl bei weniger
konservierten Genen durch die ausgepridgte Heterogenitit der Borrelien kompliziert. Als
Grundvoraussetzung sollte eine PCR fiir diagnostische und epidemiologische Fragestellungen
moglichst alle pathogenen Spezies und Subtypen des B. burgdorferi s.l. Komplexes
gleichermallen sensitiv erfassen [171].

Die seit kurzem verfiigbare LightCycler PCR erlaubt eine Detektion der amplifizierten DNA
nach jedem Amplifikationszyklus und somit eine Quantifizierung der urspriinglich
eingesetzten DNA [228]. Mit Hilfe unspezifisch interkalierender Dyes oder Hybridisierung
mit fluoreszierenden Oligonukleotiden ist eine Spezifizierung des entstehenden
Amplifikationsprodukts mittels Schmelzkurvenanalyse mdglich. Dabei konnen einzelne
DNA-Basen-Mutationen zuverldssig detektiert und differenziert werden [27;94]. Die bisher

beschriebenen Protokolle fiir eine B. burgdorferi s.l. LightCycler-PCR verwenden das ospA-
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Gen [151], das recA-Gen [151] und das p66-Gen [113]. Dabei gelingt bisher mit

Einschrinkungen eine Differenzierung bis auf Spezies-Ebene.

1.9. Zielsetzung der Arbeit

In den vorangegangenen Kapiteln wurde auf die Relevanz der Heterogenitit der Borrelien in
Europa von vielen Aspekten her hingewiesen. Insbesondere in Bezug auf die Verteilung der
OspA-Typen existieren trotz nachgewiesener Relevanz nur wenig epidemiologische Daten.
Ein Ziel der Arbeit war die Entwicklung und Evaluierung von einfachen und routineméfig
anwendbaren PCR basierten Methoden zum Nachweis und zur Differenzierung von B.
burgdorferi s.l.. Dabei sollte ein sensitiver Nachweis und eine zuverldssige Differenzierung
aller in Europa relevanten Spezies B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. garinii, B. valaisiana und
B. lusitaniae moglich sein. Zusédtzlich wurde eine Differenzierung aller fiinf OspA-Typen von
B. garinii angestrebt.

Als Methoden wurde die RFLP-Analyse, die Multiplex-PCR und die LightCycler-PCR
ausgewahlt. Die RFLP Analyse stellt eine einfache und schnelle, in vielen Labors etablierte
Methode dar, die fiir epidemiologische Untersuchungen von B. burgdorferi s.l. empfohlen
wird [200]. Die LightCycler-PCR ist eine moderne, sehr schnelle Methode zum Nachweis und
zur simultanen Differenzierung von DNA. Mit der Multiplex-PCR sollte eine einfache
Methode zum Nachweis und zur gleichzeitigen Differenzierung der klinisch relevanten
Spezies B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. garinii und B. valaisiana entwickelt werden.

In einer explorativen Studie wurden Zecken aus dem siidbayerischen Raum untersucht und
die gefundenen Borrelien differenziert. Ziel war es, dabei die Verteilung der Spezies und
OspA-Typen in 3 Gebieten zu vergleichen, und ihre Verdnderung tber die Zeit zu
untersuchen.  Solche  Prévalenzdaten stellen eine essentielle  Grundlage fiir
Impfstoffentwicklung und Risikoabschédtzung nach einem Zeckenstich dar.

Ein weiteres Ziel war die Untersuchung und Differenzierung von Borrelien in klinischem
Material und Patientenkulturen. Durch den Vergleich der Verteilung in den Materialien lassen

sich pathogenetische Priaferenzen der verschiedenen Subtypen abschitzen.
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I1. Material und Methoden

I1.1. Biologisches Material
I1.1.1. Zecken

Von Friihjahr 2000 bis Sommer 2002 wurden in den drei Gebieten EG1, EG2 und Bad Télz
529 I. ricinus Zecken gesammelt (Tab. 2.1.). Die Gebiete sind je etwa 500 m® groB. Die
Distanz zwischen den Gebieten EG1 und EG2 betrdgt 1 km. Sie liegen beide im Englischen
Garten, einem Park im Zentrum von Miinchen mit Wiesen, Buschvegetationen und einzelnen
Baumgruppen. Das Habitat Bad To6lz hingegen liegt an einem Waldrand in ldndlicher
Umgebung. Zum Englischen Garten betréigt die Distanz etwa 40 km. Um die Verdnderung der
Borrelienpopulationen iiber die Zeit zu untersuchen, wurden die Zecken in EGl und EG2
jeweils in zwei verschiedenen Zeitrdumen gesammelt.

Die Sammlung erfolgte durch die Fahnenmethode (engl.: flagging). Dabei zieht man ein
weilles Baumwolltuch mit variierender Schlepphohe iiber den Boden. Die am Tuch haftenden
Zecken wurden mit einer Pinzette abgenommen und nach Registrierung der

Entwicklungsstadien getrennt in 1,5 ml Eppendorfréhrchen bei —20 °C eingefroren.

Tab 2.1.: Anzahl der im Englischen Garten (EG1, EG2) und Bad Toélz gesammelten
L ricinus Zecken, aufgelistet nach Sammelzeitpunkten.

Sammelzeitraum

Sammelgebiet Friihjahr 2000 Friithjahr 2001  Friihjahr 2002 gesamt
EG1 110 - 31 141
EG2 71 90 - 161
Bad Tolz 227 - - 227
Gesamt 408 90 31 529

II.1.2. Klinisches Material

Borrelienkulturen:

Insgesamt wurden 59 Borrelienkulturen aus klinischem Material getestet. Das
Patientenmaterial stammte aus der Routinediagnostik des Max v. Pettenkofer-Instituts und
kam hauptsdchlich aus Siiddeutschland. Die 40 Liquorisolate stammten von Patienten mit
einer Neuroborreliose Stadium II. 18 Isolate wurden aus Hautbiopsien von Patienten mit
klinischen Zeichen des Erythema migrans (Stadium I) angeziichtet. Ein Isolat stammte aus
dem Kniegelenkspunktat eines Patienten mit Acrodermatitis chronica atrophicans (Stadium

IT) und zusétzlicher Arthritis.
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Patientenmaterialien:

In eine retrospektiven Studie wurden 20 Direktmaterialien von Patienten eingeschlossen. Alle
kamen aus der Routinediagnostik des Max v. Pettenkofer-Instituts, waren positiv in der
Routine ospA-PCR und stammten iiberwiegend aus dem siiddeutschen Raum. 13 Proben
waren Hautbiopsien von Patienten mit kutanen Verlaufsformen der Lyme-Borreliose, davon
siecben von Patienten mit Erythema migrans (Stadium I), drei von Patienten mit
Acrodermatitis chronica atrophicans (Stadium III) und drei von atypischen kutanen Verldufen.
Drei Proben stammten von Liquorpunktionen mit klinischem Verdacht auf Neuroborreliose
(Stadium II) und drei von Kniegelenkspunktionen bei Patienten mit arthritischem
Krankheitsverlauf. Hinzu kam die Fruchtwasserprobe einer an einem Erythema migrans

erkrankten Frau .

I1.2. Kultivierung der Borrelienstimme

Die Kultivierung der B. burgdorferi s. 1. Stimme erfolgte in MKP-Medium (modifiziertes
Kelly-Medium nach Preac-Mursic)[147]. MKP besteht aus einem Grundmedium mit
Anreicherungszusétzen. Der pH des Grundmediums (s. Kap. 2.12.2.) wurde mit 5 M NaOH
auf 7,6 eingestellt. Nach der Sterilfiltration wurde das Grundmedium zur Aufbewahrung
aliquotiert und bei —20 °C gelagert. Als Anreicherung kamen zu je 1000 ml Grundmedium
200 ml siebenprozentige Gelatine, 70 ml 35-prozentiges RSA (Rinderserumalbumin) und 72
ml steriles Kaninchenserum (hitzeinaktiviert) hinzu. AnschlieBend wurde das fertige Medium
in 6,5 ml Portionen aufgeteilt.

Die Kultivierung von Borrelien aus Patientenmaterialen erfolgte durch Zugabe von 0,5 ml der
gewonnenen Punktate (Liquor-, Kniegelenkspunktat) zu 6,5 ml MKP-Medium. Die
Hautbiopsien wurden nach mechanischer Zerkleinerung ebenfalls mit 6,5 ml Medium
gemischt. Die Bebriitung der Kulturen erfolgte je nach Material iiber mindestens 6 Wochen
[143;146;148] bei 33 °C. Alle acht Tage wurden die Kulturen bei 12000 U / min fiir 20 min
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach Kontrolle mittels Dunkelfeldmikroskopie

erfolgte die Uberimpfung des Sediments in 6,5 ml neues MKP-Medium.

I1.3. Priaparation der DNA

Die Extraktion der DNA aus Zecken, Patientenmaterialien und Borrelienkulturen erfolgte mit
dem ,High Pure PCR Template Preparation Kit’ nach Anweisungen des Herstellers. Die

Technik basiert auf einem Proteinase K-Verdau mit anschlieBender Isolierung der DNA durch
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Silikatsdulenaufreinigung. Dabei wird die DNA in Anwesenheit chaotropischer Salze
(Guanidin-HCI) an die Sdule gebunden und kann nach mehreren Reinigungsschritten mit

einem Elutionspuffer eluiert werden.

11.3.1. DNA-Extraktion aus Zecken

Unter sterilen Bedingungen wurden die gefrorenen Zecken mittels Einmalspatel zerkleinert.
Wichtig war dabei besonders das Auspressen des Zeckendarms, in welchem sich die Borrelien
hauptsédchlich befinden. Die Bruchstiicke wurden in 200 pl PBS-Puffer aufgenommen und gut
vermischt. Nach Zugabe von 200 pl ,Tissue lysis buffer’ und 40 pul Proteinase K (20 mg / ml)
lieB man den Ansatz bei 55 °C im Wirmeblock iiber Nacht inkubieren. Die
Sdulenaufreinigung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Nach Extraktion wurde die in 200

ul eluierte DNA bis zur Weiterverarbeitung bei —20 °C gelagert.

11.3.2. DNA-Extraktion aus Patientenmaterialien

Die Zerkleinerung der Hautbiopsien fand mechanisch unter sterilen Bedingungen statt.
Anschliefend wurden sie in 200 pul PBS aufgenommen und vermischt. Liquorpunktate,
Kniegelenkspunktate und Fruchtwasserpunktat wurden zentifugiert (14000 U / min, 10 min),
der Uberstand verworfen und das Pellet mit 200 ul PBS resuspendiert. Nach Zugabe von 200
ul ,Tissue lysis buffer’ und 40 pl Proteinase K wurde der Ansatz iiber Nacht bei 55 °C

verdaut. Die Weiterverarbeitung erfolgte analog zur DNA Extraktion aus den Zecken.

11.3.3. DNA-Extraktion aus Borrelienkulturen

Die hochgewachsenen Borrelienkulturen wurden fiir 20 min bei 12000 U / min abzentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Nach Homogenisieren des Pellets in 1,5 ml PBS konnte das
restliche Medium durch dreimaliges Zentrifugieren (12000 U / min fiir 20 min) und
Resuspendieren in PBS weitestgehend ausgewaschen werden. Danach wurde das Pellet in 200
ul PBS aufgenommen und gut gemischt. Nach Zugabe von 200 ul , Tissue lysis buffer’ und 40
ul Proteinase K (20mg / ml) folgte iiber Nacht der Verdau im Warmeblock bei 55 °C. Die

anschlieBende Weiterverarbeitung verlief analog zur DNA-Extraktion aus der Zecke.
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11.3.4. Quantifizierung der Borrelien

Fiir die Sensitivititsbestimmungen der PCR war eine Quantifizierung der Borrelien-DNA
notig. Wegen insuffizientem Wachstum der Borrelien auf festem Medium konnte keine
Quantifizierung anhand von Kolonien bildenden Einheiten durchgefiihrt werden. Die
Quantifizierung erfolgte deshalb durch Auszéhlen der Borrelien mittels Dunkelfeld-
mikroskopie. Dafiir wurde 200 pl Medium einer hochgewachsenen Borrelienkultur
entnommen und wie oben beschrieben durch mehrmaliges Zentrifugieren das restliche
Medium ausgewaschen. Nach Resuspension in 200 ul PBS und Homogenisierung erfolgte, je
nach Konzentration der Kultur, die Verdiinnung von einem Teil des Homogenisats um den
Faktor 1 / 1000 bis 1 / 10000. Von dieser Verdiinnung wurden 13 pl entnommen und auf
einem Objekttrager (Deckglas 24 mm x 60 mm) gleichmiBig verteilt. AnschlieBend wurden
50 Blickfelder ausgezdhlt. Da der gesamte Objekttrdager in der gewéhlten VergroBBerung (400-
fach) 2500 Blickfeldern entspricht, konnte unter Beriicksichtigung der vorgenommenen
Verdiinnung die Borrelienkonzentration im urspriinglichen Homogenisat errechnet werden.
Diese am Max v. Pettenkofer-Institut etablierte Methode wurde mit der Petroff Hauser

Zahlkammer [170] verglichen und liefert nahezu identische Ergebnisse.

I1.4. Agarosegel-Elektrophorese

Die analytische Auftrennung von PCR- und Restriktionsverdauprodukten geschah mittels
Agarosegel-Elektrophorese. Die DNA-Fragmente lieBen sich durch ein angelegtes
elektrisches Feld nach ihrer Ladung und Linge in einem zweiprozentigen Agarosegel (2,0 g
Agarose / 100 ml Puffer) auftrennen und durch Féarbung mit Ethidiumbromid sichtbar
machen. Als Vergleich diente ein mitgefiihrter Standard mit DNA Fragmenten bekannter
Lange (DNA-Langenstandard VIII).

Nach Aufkochen der Agarose mit Elektrophoresepuffer (TAE-Puffer) wurde das Gemisch
unter 50 °C abgekiihlt und in eine Flachbett-Horizontal-Elektrophorese-Apparatur gegossen. 8
ul der zu analysierenden DNA wurden mit 4 pl Probenauftragspuffer vermischt. Nach
Erstarren des Gels konnten die Proben und der Langenstandard aufgetragen und bei 150 -180
Volt fiir ca. 60 min aufgetrennt werden. Dann wurde das Gel 45 min lang in einem
Ethidiumbromidbad (1pg Ethidiumbromid / ml) gefarbt. Durch UV-Licht wurde das
Ethidiumbromid angeregt und so die DNA-Fragmente beurteilt und fotografiert.
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I1.5. DNA Sequenz-Alignment

Als Basis fiir die Entwicklung der folgenden PCR-Methoden diente ein DNA Sequenz-
Alignment aus 51 ospA-Sequenzen, erstellt mit Hilfe der GCG Sequenzanalyse Software
(Vers. 7.0) (Devereux et al. 1984). 17 ospA-Sequenzen stammten aus der lokalen Datenbank
des Max v. Pettekofer Instituts und 34 waren verdffentlichte ospA-Sequenzen. Die Spezies B.
burgdorferi s.s. war dabei durch 14, B. afzelii durch 11, B. valaisiana durch vier, B. lusitaniea
durch zwei Sequenzen, B. bissettii und B. andersonii jeweils durch eine Sequenz repréisentiert.
Von der Spezies B. garinii kamen insgesamt 16 Sequenzen zur Verwendung, wobei jeder
OspA-Typ von B. garinii mindestens durch zwei Sequenzen reprasentiert war. Die Sequenz

des genotypisch neuen Stammes Borrelia A14S [197] wurde ebenfalls hinzugefiigt.

I1.6. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
I1.6.1. Prinzip

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wurde 1986 von Kary Mullis [114] erstmals
beschrieben und 1988 von Saiki vereinfacht [165]. Diese in vitro-Technik erlaubt die
enzymatische Vervielfdltigung eines DNA-Abschnitts, eingerahmt von zwei bekannten
Primerzielsequenzen. Die Amplifikationszyklen bestehen aus drei Phasen: Zuerst wird die
doppelstringige Matrizen-DNA bei etwa 94 °C denaturiert (Denaturierungsphase). Nach
Abkiihlung auf die Annealing-Temperatur kdnnen sich die Primer (Oligonukleotide) an den
jeweils komplementéren Strang der Matrizen-DNA anlagern (Annealingphase). Anschlie3end
werden die Primer bei 72 °C von ihrem 3’ Ende aus entsprechend dem Komplementérstrang
mit einer DNA Polymerase verlingert und so die Matrizen-DNA amplifiziert
(Elongationsphase). Im folgenden Zyklus wird die neusynthetisierte, doppelstraingige DNA
durch die Denaturierung wieder getrennt und steht neben der Ausgangs-DNA als Matrize zur
Verfligung. In der Regel wiederholt man die Amplifikationszyklen zwischen 25 und 35 Mal,
was im Idealfall zu einem exponentiellen Anstieg der DNA-Fragmente fiihrt. Die
Verwendung von hitzestabilen DNA-Polymerasen (z. B. Taq-Polymerase aus Thermus
aquaticus) ermoglicht eine Automatisierung der zyklischen Amplifikation, da man die
Enzyml6sung nicht nach jedem Schritt ersetzen muss [165].

Bei der hier durchgefiihrten PCR handelt es sich um eine ,semi-nested” PCR. Nach einer
ersten Primdramplifikation wird dabei ein Teil des Amplifikats in einem zweiten PCR-Ansatz
nochmals amplifiziert. Ein Primer dieser zweiten PCR wird von der ersten Runde

iibernommen, der zweite Primer hybridisiert innerhalb des von der ersten PCR abgesteckten
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Abschnitts. Die semi-nested bzw. nested-PCR steigert die Sensitivitdt und Spezifitit der
DNA-Vervielfiltigung erheblich [119]. Nachteil der Methode ist allerdings die hohe
Anfilligkeit fiir Verunreinigungen, vor allem beim Ubertrag des Amplifikats von der ersten in

die zweite Runde.

11.6.2. Qualitats- und Kontaminationskontrolle

Die hohe Sensitivitit der PCR bedingt eine grole Kontaminationsgefahr. Zur Vermeidung
von Kontaminationen wurden folgende Sicherheitsaspekte [93] beachtet:

(1) Die DNA-Priparation, die Durchfithrung der PCR und die Erstellung des Mastermix PCR
Ansatzes erfolgten rdumlich getrennt. Lezterer wurde in einem gesonderten Raum mit
Schleuse, Uberdruck und nur dort verwendeten Pipetten angesetzt.

(2) Die Pipettierung der DNA erfolgte auf einer sterilen Werkbank und mit gestopfte Pipetten.
(3) Bei Priparation und Amplifikation von verschiedenen DNA-Proben wurden die
Einmalhandschuhe gewechselt.

(4) Die Arbeitspliatze wurden tiber Nacht mit UV-Licht bestrahlt, um Rest-DNA zu zerstoren.
(5) Zur Minimierung falsch-positiver Befunde wurden bei allen Tests Negativkontrollen
mitgefiihrt. Diese bestanden aus sterilem aqua dest., welches exakt die selben Arbeitsschritte
durchlief wie die eigentlichen Proben. Des Weiteren wurde bei jedem Testdurchlauf

mindestens eine Positivkontrolle mitgefiihrt.

11.6.3. Primerauswahl

Um moglichst viele Borrelia Spezies gleichermallen zu erfassen, war es zweckmiBig,
konservierte Regionen des ospA-Gens fiir das Annealing der Primer auszuwéhlen. Um einen
nachfolgenden Restriktionsenzymverdau zu ermoglichen, wurden die Primer so ausgewdhlt,
dass das resultierende Amplifikat die entsprechenden Restriktions-Schnittstellen enthielt. Fiir
das Erzielen eines optimalen PCR Ergebnisses miissen forward- und reverse-Primer in ihrer
Schmelztemperatur (T,,) mdglichst iibereinstimmen. Die T,, der Primer ergibt sich aus ihrer
Linge und ihrem GC-Gehalt und kann nach verschiedenen Formeln berechnet werden (z. B.
nach der sogenannten GC-Regel nach Suggs et al.[189]: (Anzahl von A+T) x 2 °C + (Anzahl
von G+C) x 3 °C). Anhand des DNA-Sequenz-Alignments lieBen sich die Primer V3a, V3b
und R37 neu erstellen und die Primer Vl1a, V1b, V2a, V2b und R1 aus vorhandenen
Protokollen [191] evaluieren (Tab. 2.2.).

Als Vorwiértsprimer (forward) wurden jeweils sogenannte Wobble Primer eingesetzt (z. B.

Vla, V1b), also Primerpaare, welche sich in ihrer Sequenz um jeweils eine oder mehrere
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Basen unterscheiden. Der Basenaustausch ermoglicht es, ein breiteres Spektrum an Borrelia
Spezies zu erfassen. Als reverse-Primer wurden fiir die Primdramplifikation und die semi-
nested-PCR die Primer R1 und R37 verwendet. Beide Primer liegen zum Teil auerhalb des

ospA-Gens in der intergenetischen Region zwischen dem ospA-Gen und dem ospB-Gen.

Tab. 2.2.: Sequenzen und Positionen der in der PCR verwendeten Primer.

Primer PCR-Runde Sequenzen Position
V1a (forward) Primaramplifikation 5'- GGGAATAGGTCTAATATTAGC -3' 18 - 38
V1b (forward) Primaramplifikation 5'- GGGGATAGGTCTAATATTAGC -3' 18-38
V2a (forward)  semi-nested-PCR 5'-TTCAGTAGATTTGCCTGGTG -3' 98 - 118
V2b (forward)  semi-nested-PCR 5'- TTCAGTAGATTTACCTGGTG -3' 98 - 118
V3a (forward) semi-nested-PCR 5'- GCCTTAATAGCATGIAAGC -3' 37-55
V3b (forward)  semi-nested-PCR 5'- GCCTTAATAGCATGCAAGC -3' 37 -55
R1 (reverse) beide PCR-Runden 5'- CATAAATTCTCCTTATTTTAAAGC -3' 832 - 855
R37 (reverse) beide PCR-Runden 5'- CCTTATTTTAAAGCGGC -3' 829 - 845
Position *

18 3738 55 98 118 829 845 855
| ospA-Gen |
| V1a,vib R37, R1 |
| | V|3a, V3b R37, R1 |
| V2a,V2b R37, R |

Abb. 2.1.: Verteilung der Bindungsstellen der verwendeten Primer iiber dem ospA-Gen von
B. burgdorferi s.1.. * Position nach Konsensussequenz im DNA-Sequenzalignment.

11.6.4. Optimierung der Reaktionsbedingungen

Alle Versuche zur Optimierung der Reaktionsansitze und —bedingungen wurden je zwei mal

in getrennten Versuchsldufen durchgefiihrt.

Reaktionsansitze:

Im Rahmen der Optimierung der Reaktionsbedingungen wurden MgCl,-Konzentrationen
zwischen 1,5 mM und 2,1 mM getestet. In der Regel ist eine MgCl,-Konzentration um
1,5 mM optimal, manchmal kann jedoch durch Erhéhung der MgCl,-Konzentration die

Sensitivitidt verbessert werden [119]. Die Menge der eingesetzten Primer wurde fiir die
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Priméramplifikation zwischen 5 pmol und 25 pmol und fiir die semi-nested-PCR zwischen 25

pmol und 50 pmol variiert (Tab. 2.3.; Tab. 2.4.) (Standard fiir single-run PCR 50 pmol [119]).

Reaktionsbedingungen:

Die reale T,, eines Primers kann sich von der errechneten T,, um bis zu 12 °C unterscheiden
[159]. Um die optimale Annealing Temperatur der verwendeten Primer zu ermitteln, wurde
diese mit Hilfe eines Gradientencyclers im Bereich von 45 °C bis 56,9 °C variiert. Die Anzahl
der Zyklen wurde zwischen 30 und 40 variiert. Mehr als 40 Zyklen sind bei einer PCR nicht
ratsam, da keine Verbesserung des Ergebnisses mehr zu erwarten ist, jedoch die Zahl der
Artefakte zunimmt [119]. Die Dauer der Elongationsphase ldsst sich bei einer definierten
Aktivitdt der verwendeten DNA-Polymerase (ca. 25 Basen pro Sekunde) durch die Lénge des
zu amplifizierenden DNA-Fragments bestimmen. Bei einer Fragmentldnge von ca. 800 Basen
ergibt sich demnach eine Elongationsdauer von 32 sek. Fiir eine optimale Ausbeute wurde
eine Dauer von einer Minute gewihlt. In Tabelle 2.5. sind die getesteten Reaktions-
bedingungen fiir die Primdramplifikation bzw. die semi-nested-PCR aufgefiihrt. Da eine Hot-
Start-DNA-Polymerase verwendet wurde, musste die initiale Denaturierungsphase mit 95 °C
fiir mindestens 5 min durchgefiihrt werden, denn sie dient nicht nur der Denaturierung der

DNA, sondern auch der Aktivierung der DNA-Polymerase.

Tab. 2.3.: Reaktionsansitze fiir die Primidramplifikation

Substanz Volumen Menge / PCR Ansatz
10 x Puffer 5ul 75 nmol
MgCl, (25 mM) 0-1,2ul 0 — 30 nmol
dNTP's 8 ul 40 nmol
Primer V1a (10 — 50 uM) 0,5ul 5—25 pmol
Primer V1b (10 — 50 uM) 0,5ul 5—25 pmol
Primer R1 (10 — 50 uM) 0,5ul 5 —25pmol
Primer R37 (10 — 50 uM) 0,5ul 5-25 pmol
Hot Start Taqg Polymerase 0,25 ul 0,25 U
Aqua dest. 29,75 ul

Probe 5ul

Endvolumen 50 ul
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Tab. 2.4. Reaktionsansitze fiir die semi-nested-PCR

Substanz Volumen Menge / PCR Ansatz
10 x Puffer Sul 75 nmol
MgCl, (25 mM) 0-1,2u 0 - 30 nmol
dNTP's 8ul 40 nmol
Primer V3a (50 — 100 uM) 0,5ul 25 - 50 pmol
Primer V3b (50 - 100 uM) 0,5u 25 - 50 pmol
Primer R1 (50 - 100 uM) 0,5u 25 - 50 pmol
Primer R37 (50 - 100 uM) 0,5ul 25 - 50 pmol
Hot Start Taq Polymerase 0,25 ul 0,25 U
Aqua dest. 29,75 ul

Primaramplifikat 5ul

Endvolumen 50 ul

Tab. 2.5.: Reaktionsbedingungen fiir Primaramplifikation und semi-nested-PCR.

Reaktionsschritt Temperatur Reaktionsdauer
1. Initiale Denaturierung 95 °C 5 min

2. Denaturierung* 94 °C 45 sec

3. Annealing* 45 -56,9 °C 45 sec

4. Elongation* 72 °C 1 min

5. Finale Elongation 72 °C 7 min

* um die optimale Zyklenanzahl zu bestimmen wurde diese zwischen 30 und 40 variiert.

I1.6.5. Sensitivitits- und Spezifititsbestimmung

Um die Sensitivitdt der PCR zu bestimmen, wurden 1 / 10 Verdiinnungsreihen (siche Kap.
11.3.4.) von 107 bis 10°, sowie 2 x 10* und 2 x 10" Borrelien / ml (entspricht 5 x 10 bis 5, 1,
und 0,1 Borrelien / PCR Ansatz) getestet. Die Sensitivitit wurde zweimal, jeweils fiir B.
burgdorferi s. s., B. afzelii, B. valaisiana, B. lusitaniae, Borrelia A14S und alle 5 OspA-
Typen von B. garinii mit definierten Stimmen bestimmt (Tab 2.6.).

Um die Spezifitit der PCR zu ermitteln, wurde diese mit Riickfallfieberborrelien, Treponema
spp. und Leptospira spp. aus der Stammsammlung des Max v- Pettenkofer Instituts (Tab. 2.7.)

in einer Konzentration von 10’ Spirochiten / ml zweimal getestet.
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Tab 2.6.: Referenz der fiir die Sensitivititstestung verwendeten Stimme.

Stamm Borrelien-Spezies OspA-Typ Referenz bereitgestellt von

PKa2 B. burgdorferi s.s. 1 Wilske et al. 93 Max v. Pettenkofer Institut
PKo B. afzelii 2 Wilske et al. 93 Max v. Pettenkofer Institut
PBr B. garinii 3 Wilske et al. 93 Max v. Pettenkofer Institut
PBi B. garinii 4 Wilske et al. 93 Max v. Pettenkofer Institut
PHei B. garinii 5 Wilske et al. 93 Max v. Pettenkofer Institut
TN B. garinii 6 Wilske et al. 93 Max v. Pettenkofer Institut
T25 B. garinii 7 Wilske et al. 93 Max v. Pettenkofer Institut
VS116 B. valaisiana Wang et al. 2000 G. Baranton, Paris

Poti B2 B. lusitaniae Godfroid et al. G. Baranton, Paris

PSig Borrelia A14S Wilske et al. 2002 Max v. Pettenkofer Institut

Tab 2.7.: Fiir die Spezifititsanalyse getesteten Borrelia, Leptospira und Treponema spp..

Borrelia spp. Leptospira spp. Treponema spp.
B. duttoni L. pomona T. phagedenis

B. litoralis L. hardj6é T. denticola

B. anserina L. copenhageni

B. japonica* L. tarasona

B. parkeri L. bratislava

B. tillae L. sejrd

B. turicatae L. saxkébing

B. reccurentis L. australis

* japanischer Stamm, wird zum B. burgdorferi sensu lato Komplex gerechnet [90]

IL.7. Restriktionsenzymverdau

Restiktionsenzyme schneiden DNA an Regionen mit einer kurzen, definierten Basenfolge.
Durch unterschiedliche Verteilung der Schnittstellen konnen sich beim Verdau der DNA von
unterschiedlichen Organismen verschiedene Schnittmuster ergeben, anhand derer sich die
DNA charakterisieren und unterscheiden ldsst. Dies nennt man Restriktionsfragment-
Léngenpolymorphismus (RFLP). Je nach Konservierungsgrad des verwendeten Gens ist es
mit dieser Methode mdglich, entfernt aber auch eng verwandte Organismen zu differenzieren
und zu klassifizieren (z. B. Epidemiestimme von MRSA [47]).

Ziel bei der Entwicklung des Verdaus war die Charakterisierung und Differenzierung der
Spezies B. burgdorferi s. s., B. afzelii, B. valaisiana, B. lusitaniae und der 5 OspA-Typen der
Spezies B. garinii anhand charakteristischer Restriktionsschnittmuster.

Zur Differenzierung der Borrelien wurden die Enzyme Hindlll, Bglll, Kpn21, Sspl und Sful
verwendet (die Enzyme Sspl, Sful, Bg/ll und Kpn21 stammten aus vorhandenen Protokollen
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[191]). Jeder zu unterscheidende Subtyp besitzt im ospA-Gen individuelle Schnittstellen fiir
eines oder mehrere der Enzyme. Die Schnittstellen lieBen sich durch eine Restriktionsenzym-
Analyse des DNA Sequenz-Alignments mit dem Softwareprogramm DNA-Man (DNA MAN
Version 4.0, Lynnon Biosoft 1994) ermitteln. Die charakteristischen Schnittsequenzen der
verwendeten Enzyme zeigt Tab. 2.8., die Schnittmuster der einzelnen Borrelia-Typen
Tabelle 2.10..

Aufgrund von gering unterschiedlichen Gesamtlingen der PCR-Amplifikate der einzelnen
Subtypen ergeben sich geringe Unterschiede in den Léingen der DNA-Fragmente nach
Restriktionsenzymverdau, auch wenn die Schnittstellen am ,selben’ Ort im Gen liegen. Die
Ursache findet sich in einzelnen Deletionen von Basentriplets bei den entsprechenden
Subtypen.

Fiir die Restriktionsanalyse wurden je 7 pl des Produkts der semi-nested-PCR (Kap. 2.6.) in
fiinf Restriktionsansidtzen verdaut. Dies ermdglichte die getrennte Beurteilung der
Schnittmuster der einzelnen Enzyme. Die Reaktionsansétze und Reaktionsbedingungen finden

sich in Tabelle 2.9.

Tab. 2.8.: Die verwendeten Enzyme spalten spezifisch an den aufgefiihrten

Basenabfolgen.
Enzym Sspl Bgll Sful Kpn21 Hindlll
Schnittstelle AATATT A GATCT TT CGAA T CCGGA AAGCTT
5 —3' T T T T T

T markiert die Schnittstellen der Restriktionsenzyme

Tab 2.9.: Die Tabelle zeigt den Reaktionsansatz und die Reaktionsbedingungen fiir den
Restriktionsenzymverdau.

Reaktionsansatz: Reaktionsbedingungen:
Puffer (Enzymspezifisch*) 2 ul Sspl 37 °C
Enzym (Sspl, Sful, Bglll, Kpn21, Hindlll) 0,5 ul Sful 37 °C
Aqua dest. 10,5 ul Bglll 37 °C
Amplifikat 7ul Kpn21 37 °C
Gesamtmenge: 20 ul Hindlll 55 °C

* Enzymspezifischer Puffer: cut buffer H (Sspl und Sfil), cut buffer M (Bg/Il), Y Puffer (Kpn21) und
sure cut puffer B (HindIll).
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h nach DNA-Sequenz-

1€ SIC

Tab. 2.10.: Theoretische Linge der DNA-Fragmente, d

allignment im Restriktionsenzymverdau des PCR-Produkts ergeben.

Theoretisches RFLP-Muster

NCBI OspA
Stamme Accession No. Spezies -Typ Sspl Sful Bglll Kpn21 Hindlll
PKa2', PBre' X80182, X85739 B. burgdorferis.s. 1 534/264 798 798 798 654/144
CA8’ 123144 B. burgdorferi s.s. 1 534/264 798 798 429/369 654/144
PKo', PLud'  $S48322,X85439  B. afzelii 2 798 537/261 798 798 798
PBr' X80256 B. garinii 3 791 791 758/33 429/362 791
PBi', PTrob'  S48323, - B. garinii 4 798 798 556/242 798 798
PHei' X80251 B. garinii 5 798 798 798 549/195/54 654/144
TN', PWudIl' X80252, X80253  B. garinii 6 801 801 801 429/252/120 657/144
T25' X80254 B. garinii 7 791 791 758/33  429/185/177  585/144/62
PRef' X95362 B. garinii 7 791 791 758/33 429/362 647/144
VS116 AF095940 B. valaisiana 801 801 801 801 465/336
M53? AF095947 B. valaisiana - 798 798 665/133 798 654/144
PotiB2 Y 10838 B. lusitaniae 466/341 807 807 807 402/284/72/49
PotiB3 Y 10839 B. lusitaniae - 466/341 807 807 807 402/356/49
A148* AF102057 Borrelia A14S - 798 798 665/133 798 654/144

'[215],% [198],

31391, * [197]
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Die Ansétze wurden mindestens zwolf Stunden bei der entsprechenden Temperatur inkubiert
(37 °C im Brutschrank, 55 °C im Thermoblock), um einen vollstdindigen Verdau zu
gewdhrleisten. Durch Verwendung von gestopften Pipetten und das Arbeiten an einer
Sterilwerkbank lie sich eine unspezifischer Endonukleaseaktivitit iiber diese lange Zeit

minimieren.

I1.8. DNA Sequenzierung

Die DNA Sequenzierung erfolgte nach der Kettenabbruch- oder Didesoxymethode von
Sanger et al., [167]. Dabei verwendet man basenspezifisch mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen markierte Didesoxynukleotide (Dye Terminatoren). Diese werden
zufdllig neben den Desoxynukleotiden in der Elongationsphase der Sequenzreaktion in das
Amplifikationsprodukt eingebaut. Dies markiert die entstandenen DNA Fragmente mit dem
basenspezifischen Fluoreszenzfarbstoff und bricht simultan die DNA Kettensynthese ab.
Nach Ethanolfidllung und Auftrennung der Fragmente mittels Kapillarelektrophorese ldsst sich
deren Lénge und terminale Base lasergestiitzt ablesen und so die Basenabfolge der
eingesetzten Matrizen-DNA ermitteln.

Die Aufreinigung des PCR-Produkts fiir die Sequenzierung erfolgte mit dem ,High pure PCR
product purifikation kit’ nach Anweisungen des Herstellers. Die Menge der aufgereinigten
DNA wurde durch Gelelektrophorese und Vergleich mit einem bekannten Standard (DNA-
Lingenstandard VIII) abgeschitzt. Ca. 100 ng aufgereinigte DNA (1 — 3 ul), 1 ul (5 pmol)
Primer V3a, V3b, oder R1 und 4 pl Big Dye ABI PRISM (enthélt Dye Terminatoren, dNTP’s
Amplitaqg DNA Polymerase, MgCl,, Puffer) wurden mit Aqua dest. auf 20 pul aufgefiillt. Das
Reaktionsgemisch wurde in einem Thermocycler in 25 Zyklen amplifiziert. Ein Zyklus
bestand je aus Denaturierungsphase (96 °C fiir 10 s), Annealingphase (48 °C fiir 5 s) und
Elongationsphase (60 °C fiir 4 min) mit statistischem Kettenabbruch durch Einbau der
fluoreszenzmarkierten Didesoxy-Nucleotide.

Es folgte eine Ethanolfdllung der markierten DNA-Fragmente. Der gecycelte Reaktionsansatz
wurde mit 50 ul 96-prozentigem Ethanol und 2 pl 3M Natrium-Acetat (pH 5,2) vermischt.
Nach 10 min Féllung bei Raumtemperatur wurde das Gemisch 20 min bei 14000 U / min
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach Zugabe von 200 pl 70 % Ethanol, erneutem
Zentrifugieren (10 min bei 14000 U / min) und Verwerfen des Uberstands wurde das Pellet im
Thermoblock bei 50 °C getrocknet.

Die Analyse der aufbereiteten DNA-Fragmente erfolgte nach Resuspension in ,Template

Supression Reagent ABI PRISM’ in einem Sequenzierautomat. Die Technik beinhaltet die
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Auftrennung der basenspezifisch fluoreszenzmarkierten Fragmente in einem hochauflésenden
Sequenzgel mittels Kapillarelektrophorese. Die so entstandene Basenleiter konnte
lasergestiitzt abgelesen und ausgewertet werden.

Bei der Auswertung der erhaltenen Basenabfolge kam das Softwareprogramm Chromas
(Vers. 1.42; Connor McCarthy) , bei der Weiterverarbeitung das Programm DNA-MAN zur

Anwendung.

I1.9. Multiplex-PCR

Die Multiplex-PCR wurde nach dem Konzept der semi-nested bzw. nested-PCR durchgefiihrt
(sieche Kap. I1.6.). Die Primdramplifikation erfolgte mit den gleichen Primern und
Reaktionsbedingungen wie die ospA-PCR (Kap. 11.6.4.). Fiir die nested-PCR wurden anhand
des DNA Sequenz-Alignments Bindungsstellen fiir reverse-Primer ermittelt, welche einerseits
moglichst spezifisch fiir die entsprechende Borrelia-Spezies (BSS fiir B. burgdorferi s.s., BA
fiir B. afzelii, und BV fiir B. valaisiana) sind, andererseits unterscheiden sich die potenziell
entstehenden Amplifikate in ihrer Lénge deutlich genug, um sie mit Hilfe der Agarosegel-
Elektrophorese differenzieren zu kénnen. Durch Modifikation der Basenzahl konnten die
Schmelztemperaturen der Spezies-spezifischen reverse-Primer aneinander angeglichen
werden. Fiir die Amplifikation von B. garinii und der anderen B. burgdorferi s.l.-Spezies
wurden die nicht Spezies-spezifischen reverse-Primer R1 und R37 zu dem Primermix addiert.
Tab 2.11 zeigt die in der nested-PCR verwendeten Primer, in Abb. 2.2. sind die jeweiligen
Primerbindungstellen im ospA-Gen dargestellt.

Die Reaktionsbedingungen gleichen den in Tab. 2.4. dargestellten Bedingungen der semi-
nested ospA-PCR. Durch Zugabe dreier zusitzlicher Primer (je 0,5 pl) war allerdings bei
einem Gesamtvolumen von 50 pl die zugegebene Menge von Aqua dest. auf 28,25 ul pro
Ansatz zu reduzieren. Die Temperaturzyklen wurden nach dem in Tab. 2.5. aufgezeigten
Schema durchgefiihrt.

Die Bestimmung der PCR-Sensitivitit erfolgte zweimal, mit Verdiinnungsreihen von 107 bis
10°, 2 x 10> und 2 x 10" Borrelien / ml (entspricht 5 x 10* bis 5, 1, und 0,1 Borrelien / PCR
Ansatz), jeweils fiir B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. valaisiana, B. lusitaniae und alle finf
OspA-Typen von B. garinii mit definierten Stimmen (Tab 2.6.). Zur Ermittlung der Spezifitt
wurden hohe Konzentrationen (10’ / ml) von Borrelia spp., Treponema spp. und Leptospira

spp. (Tab. 2.7.) zweimal auf eine Amplifikation mit der PCR getestet.
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Tab 2.11.: Primer der Multiplex-PCR mit Sequenz und T,,.

Primer spezifisch fiir Sequenz Tm (°C)
V3a (forward) B. burgdorferi s.I. 5'- GCCTTAATAGCATGTAAGC -3' 50,4
V3b (forward) B. burgdorferi s.l. 5'- GCCTTAATAGCATGCAAGC -3' 56,2
BSS (reverse) B. burgdorferi s.s. 5'- CCTGAATTCCAAGCTG -3' 50,1
BA (reverse) B. afzelii 5'- AATGTTACTTTATCATTAGCTACTT -3' 50,4
BV (reverse) B. valaisiana 5'- TAGCATTTTCAGCATCTG -3' 50,4
R1 (reverse) B. burgdorferi s.l. 5'- CATAAATTCTCCTTATTTTAAAGC -3' 53,2
R37 (reverse) B. burgdorferi s.I. 5'- CCTTATTTTAAAGCGGC -3' 51,2
Position* 37 481 551 677 855
ospA-Gen

B. garinii

B. burgdorferi s.s. R2, R37

B. afzelii [R2, R37

|
B. valaisiana @_ BV ‘ ’ |R2, R37

Abb. 2.2.: Verteilung der Bindungsstellen der verwendeten Primer iiber dem ospA-Gen der
verschiedenen Borrelia Spezies. * = Position und Linge nach Konsensussequenz im DNA-
Sequenzalignment.

Um die Kreuzreaktivitét der Spezies-spezifischen Primer BSS, BA und BV zu evaluieren, war
es notig, diese getrennt mit Borrelien der verschiedenen Spezies (B. burgdorferi s.s., B.
afzelii, B. garinii und B. valaisiana) in einer hohen Konzentration (10’ Borrelien / ml) zu

testen.

I1.10. LightCycler
11.10.1. Prinzip

Der LightCycler verbindet die Konzepte der ,rapid-cycle’ PCR und der ,real time’ PCR. Bei
der ,rapid cycle’ PCR wird die Dauer eines Amplifikationszyklus stark verkiirzt. Zugrunde
liegt ein kinetischer Paradigmus der PCR: Die Teilreaktionen - Annealing, Denaturation und
Elongation - laufen nicht nur in den Phasen mit konstant gehaltener Temperatur
(Annealingphase, Denaturationsphase, Elongationsphase) ab. Sie erfolgen zu jedem Zeitpunkt
im Zyklus, je nach Temperatur mit unterschiedlicher Geschwindigkeit (also auch in den

Phasen des Temperaturanstiegs bzw. —abfalls). Es finden also mehrere Reaktionen
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gleichzeitig statt [226]. So ist die Dauer der eigentlichen Annealing- bzw. Denaturationsphase
auf wenige Sekunden reduzierbar.

Im LightCycler System findet die PCR-Reaktion in Glaskapillaren statt, welche durch Luft
abgekiihlt bzw. erhitzt werden. Die geringe Wirmekapazitit von Luft und das hohe
Oberflichen-Volumen-Verhiltnis der Glaskapillaren ermdglichen eine schnelle Anderung der
Cycle-Temperatur. Zusammen mit der Verkiirzung der einzelnen Phasen ldsst sich so die
Dauer der Temperaturzyklen und somit der gesamten PCR um ein Vielfaches verringern.

Der Begriff ,real time’ PCR bezieht sich auf ein kontinuierliches Monitoring des entstehenden
PCR-Produkts wihrend der Reaktion. Dies geschieht {iber die Messung eines
Fluoreszenzsignals, das wihrend der PCR proportional zur Menge des entstehenden
Amplifikats ansteigt. Die verwendeten optisch klaren Borosilicate-Glaskapillaren fungieren
dabei als Reaktionsgefdl und als Kiivette fiir die Fluoreszenzmessung. Die Erzeugung des
Fluoreszenzsignals ist im SYBR Green-Format und im Hyb-Probes-Format mdglich.

Das SYBR Green I-Dye (interkalierende Substanz) bindet unspezifisch an doppelstringige
DNA. Durch diese Bindung wird es zur Fluoreszenz angeregt. Man misst also je nach Menge
der doppelstrangigen DNA in der Glaskapillare ein unterschiedlich starkes Signal (bei 530 nm
Wellenldnge). Wéhrend der Denaturierungs-, bzw. der Annealingphase liegt kaum
doppelstringige DNA vor; man misst also nur eine sehr schwache Fluoreszenz. Am Ende der
Elongationsphase liegt die meiste DNA in Doppelstrangen vor, und die maximale Menge
SYBR Green ist gebunden. Dies entspricht einem maximalen Fluoreszenzsignal. Durch
Messung der Fluoreszenz jeweils am Ende jeder Elongationsphase ist so die steigende Menge
DNA von Zyklus zu Zyklus detektierbar.

Das Hyb-Probes-Format dient dazu, Sequenz-Spezifitit bei der Detektion zu erreichen.
Hierfiir werden zwei sequenz-spezifische Oligonukleotide (Hyb-Probes) ausgewihlt, welche
an der Ziel-DNA im Abstand von einer bis wenigen Basen binden. Die beiden
Oligonukleotide sind an den einander zugewandten Enden mit zwei Fluoreszenzfarbstoffen
markiert - die eine mit einem Acceptor-Dye (LC Red 640), die andere mit einem Donor-Dye
(Fluorescein). Wenn Donor- und Acceptor-Dye durch die Bindung der Oligonukleotide an der
Ziel-DNA in unmittelbare Néhe geraten, regt die Energie des Donor-Dyes das Acceptor-Dye
an. Dieses emitiert dann Fluoreszenz der Wellelinge 640 nm. Dieser Vorgang, der auch als
,Fluorescence resonance energy transfer’ (FRET) bezeichnet wird, ist hochgradig abhiangig
von der geringen Distanz der beiden Dyes (nur 1 — 5 Nukleotide Abstand). Am Ende der
Annealing Phase sind neben den Primern auch die Hyb-Probes gebunden, und eine Messung

der Fluoreszenz in jedem Zyklus ermdglicht eine Detektion der ansteigenden Ziel-DNA.
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In beiden Formaten kommt es zu einem Anstieg der Fluoreszenz proportional zur
entstandenen DNA-Menge. Wenn die Fluoreszenz gegen die Zeit aufgetragen wird, resultiert
eine Kurve dhnlich der Wachstumskurve von Bakterien [150]. Diese Kurve beinhaltet eine
initiale Lag Phase, in welcher das Signal unter der Sensitivitidt des Fluorimeters liegt, eine
exponentielle Log Phase und eine Plateau Phase. Ein Monitoring der Fluoreszenz in jedem
Zyklus kann zur Quantifizierung der urspriinglich eingesetzten DNA Menge benutzt werden
[227;228]. Hohere Ausgangsmengen von DNA verschieben die Kurve nach links, zu fritheren
Zyklen. Dieser in Zyklenanzahl fraktionierte Shift ist indirekt proportional zum Logarithmus
der initialen Templatekonzentration [226]. Standardkurven, interne und externe Standards

ermdglichen so durch den Vergleich der Kurven eine relative Quantifizierung des PCR-

Templates.
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Abb. 2.3.: Beispielhafte Fluoreszenzkurve zur Darstellung von Lag-, Log- und Plateauphase.
CP = Crossing Point

Eine weitere Spezifizierung des entstandenen Produkts ist nach Ablauf der PCR mit der
Schmelzkurvenanalyse - langsamem Anheben der Temperatur und gleichzeitigem,
kontinuierlichem Monitoring des Fluoreszenzsignals - moglich. Im SYBR Green-Format
reagiert die Fluoreszenz besonders im Bereich der T,, des entstandenen Produkts empfindlich
auf kleine Temperaturdnderungen [226]. Wenn die negativierte Ableitung der Fluoreszenz
tiber die Temperatur (-d(F) / dT) aufgetragen wird, entsteht ein Peak an der Stelle der
hochsten Empfindlichkeit [28]. Die Lage dieses Peaks ist eine Funktion der Linge und des
GC-Gehalts des entstandenen PCR-Produkts [158]. Sie kann also zur Spezifizierung des
Templates verwendet werden. Im Hyb-Probes-Format ermdglicht eine Schmelzkurvenanalyse
sogar die Detektion von einzelnen Basenmutationen, da jeder Proben-Target-Komplex eine

charakteristische Temperaturstabilitit besitzt, abhingig von Linge, GC-Gehalt und Watson-
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Crick-pairing [168;203]. Basenmutationen verschieben diese Stabilitét je nach Fehlpaarung,
Position und benachbarten Basen [6-9;65;131]. So kénnen durch eine Schmelzkurvenanalyse
Basendifferenzen leicht detektiert und meist von anderen Basenaustauschen differenziert

werden [26;27;94].

11.10.2. Verwendete Primer und Hyb-Probes

Im Rahmen der Optimierung der Sensitivitdt und Spezifitit der LightCycler-PCR wurden drei
verschiedene Primersets (Tab 2.12) zur Amplifikation eines Abschnitts des ospA-Gens
getestet. Die Durchfithrung der LightCycler-PCR mit den Primern V3a, V3b, R1 und R37
erfolgte als Single-run und als nested-PCR. Bei der nested-PCR wurde die
Primdramplifikation - wie in Kap. 2.6. beschrieben - im Block Cycler vorgenommen, und das
Produkt dieser Amplifikation als Template in die LightCycler-PCR eingesetzt. Die
verwendeten Hyb-Probes (Tab. 2.13., Abb. 2.4.) stellte Dr. Udo Reischl (Institut fiir
Medizinische Mikrobiologie der Universitit Regensburg) zur Verfiigung.

Tab. 2.12.: Mit dem LightCycler getestete OspA-Primersets.

Primer Set forward / reverse Sequenz Referenz

V3a S+M forward 5'- GCCTTAATAGCATGTAAGC -3' diese Studie
V3b S+M forward 5'- GCCTTAATAGCATGCAAGC -3' diese Studie
R1 S+M reverse 5'- CATAAATTCTCCTTATTTTAAAGC -3' Trebesius 2000
R37 S+M reverse 5'- CCTTATTTTAAAGCGGC -3' diese Studie
BSS M reverse 5'- CCTGAATTCCAAGCTG -3' diese Studie
BA M reverse 5'- AATGTTACTTTATCATTAGCTACTT -3' diese Studie
BV M reverse 5'- TAGCATTTTCAGCATCTG -3' diese Studie
OspA2A E Forward 5'-CATGTAAGCAAAATGTTAGCAGCC-3' Eiffert 1995
OspA2B E reverse 5-CTGTGTATTCAAGTCTGGTTCC-3' Eiffert 1995

S = Standard; M = Multi; E = Eiffert
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TGT TTC TAC CAT TCA TGT TAG ATT ACC GTT TCA TCT GTT CGA TCT CGA TTT TCC TTG AAG ACT

ACA AAG ATG GTA AGT ACA ATC TAA TGG CAA AGT AGA CAA GCT AGA GCT AAA AGG AAC TTC TGA

B.b.s.s ..ACA AAG ACG GCA AGT ACG ATC TAA TTG CAA AGT AGA CAA GCT TGA GCT TAA AGG AAC TTC TGA
B. afz.: ...ACA AAG ACG GTA AGT ACA GTC TAA AGG CAA AGT AGA CAA GAT TGA GCT AAA AGG AAC TTC TGA
B.g. OspA3:...ACA AAG ACG GTA AAT ACA GTC TAA TGG CARA AGT AGA AAA ACT TGA GCT AAA AGG AAC TTC TGA
B.g. OspA4:...ACA AAG ATG GTA AAT ACA GTC TAA TGG CAA AGT AGA CAA GCT AGA GCT TAA AGG AAC TTC TGA
B.g. OspA5:...ACA AAG ATG GTA AAT ACA GTC TAA TGG CAA AGT AGA AAA GCT TGA GCT TAA AGG AAC TTC TGA
B.g. OspA6:...ACA AAG ACG GTA AAT ACA GTC TAG AGG CAA AGT AGA CAA GCT TGA GCT TAA AGG AAC TTC TGA
B.g. OspA7:...ACA AAG ATG GTA AAT ACA GTC TAG AGG CAA AGT AGA CAA GCT TGA GCT TAA AGG AAC TTC TGA
B. val: ...ACA AAG ACG GTA AAT ACA GTC TAG TGG CAA AGT AGA CAA AGT TGA GCT TAA AGG AAC TTC TGA
B. lus: ...ACA AAG ACG GCA AAT ACG AGC TAA TGG CAA AGT AGG CAA CCT TGA ACT AAA AGG AAC TTC TGA
B. Al14S: ...ACA AAG ACG GTA AAT ACA GCC TAA TGG CAA AGT AGA CAA GCT TGA ACT AAA AGG AAC TTC TGA

Abb. 24.: Graphische Darstellung der Hyb-Probes HP3 und HP4 mit komplementérer
Zielsequenz und Vergleich zu den Sequenzen von B. burgdorferi s.s. (B.b.s.s.), B. afzelii (B.
afz.), B. garinii OspA-Typ 3 bis 7 (B.g. OspA3 — 7), B. valaisiana (B. val), B. lusitaniae (B.
lus) und Borrelia A14S. Mismatches zur Konsensussequenz sind rot markiert. LC640 =
Acceptor-Dye, FL = Donor-Dye

Tab. 2.13.: Verwendete Hyb-Probes mit ihrer Sequenz.

Hyb-Probes Zielgen Sequenz
OspA-HP-3 O0SpA 5'-LC Red640-TTGCCATTAGATTGTACTTACCATCTTTGT-p-3'
OspA-HP-4 OSpPA 5'-TCAGAAGTTCCTTTTAGCTCTAGCTTGTCTACT-FAM-3'

LC Red640 ist das Acceptor Dye, FAM das Donor Dye (Fluorescein). P steht fiir Phosphat.

I1.10.3. Reaktionsbedingungen

Tab. 2.14. und Tab. 2.15. zeigen Reaktionsansdtze und -bedingungen der LightCycler-PCR.
Das grundsétzliche Schema stellte ebenfalls Dr. Udo Reischl zur Verfiigung. Die
Annealingtemperatur und die Dauer der Elongationsphase wurden je nach Primerset und
Léange des Amplikons (ca. 1s Elongation pro 25 Basen Lénge) variiert. Aufgrund des kiirzeren
Amplifikats ergab sich fiir das Set ,Eiffert’ eine um zwei Sekunden kiirzere Elongationszeit.

Der Hersteller-Empfehlung gemiB (Adaption Protocol for Sequence-Specific Detection of
DNA with Hybridization Probes, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) wurde die
Temperatur nach der Annealingphase bei den Primersets ,Standard” und ,Multi’ aufgrund der

niedrigeren Annealingtemperatur nur mit 5 °C / sec anstatt 20 °C / sec angehoben.
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Tab. 2.14.: Reaktionsbedingungen fiir die ospA-LightCycler-PCR.

Substanz Volumen Menge / PCR-Ansatz
je Primer (100 uM) 0,1 ul 10 pmol

MgCl, (25 mM) 3,2 ul 80 nmol

je Hyb-Probes HP3, HP4 (3 uM) ** 1,33 pl 4 nmol

Fast Start Kit* 2 ul

Aqua dest. (Ansatz wird auf 17 pul aufgefullt) 8,74-11,6

Template 3ul

Gesamt 20 ul

* Je nach Format wurde das Fast-Start-Kit fiir SYBR Green bzw. das Fast-Start-Kit fiir Hyb-Probes

zugegeben. Die Kits enthalten Fast Start Taq Polymerase, Puffer und Nukleotide.

** nur im Hyb-Probes Format

Tab. 2.15.: Temperaturzyklen der LightCycler-PCR mit Primern V3a, V3b, R1 und

R37.

Reaktionsschritt Temperatur Reaktionsdauer Temperaturanderung
1. Initiale Denaturierung 95 °C 600 sec 20 °C/sec
2. Amplifikation:

a. Denaturierung 95 °C 10 sec 20 °C/ sec

b. Annealing 48 °C (50 °C)* 20 sec 20 °C/ sec

c. Elongation 72 °C 32 sec (30 sec)* 5°C/sec (20 °C/ sec)*
3. Schmelzkurve

a. Denaturierung 95 °C 0 sec 20 °C/sec

b. Abkihlung 40 °C 10 sec 20 °C/ sec

c. Schmelzkurve 95 °C 0 sec 0,1°C/sec

* in Klammern: Bedingungen bei Verwendung der Primer OspA2A und OspA2B.

11.10.4. Auswertung

Die Messung der Fluoreszenz fand im SYBR Green-Format in Kanal F1 bei einer

Wellenldnge von 530 nm statt - als einzelne Messung am Ende jeder Elongationsphase und

als kontinuierliche Messung wihrend des

langsamen Temperaturanstiegs in der

Schmelzkurvenanalyse. Im Hyb-Probes-Format wurde die Fluoreszenz in Kanal F2 bei einer

Wellenldnge von 640 nm gemessen - als einzelne Messung der ansteigenden Fluoreszenz am

Ende jeder Annealingphase und als kontinuierliche Messung wéhrend der Schmelzkurven-
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analyse. Die Auswertung und graphische Darstellung erfolgte mit der LightCycler-Software
(Roche Molecular Biochemicals Mannheim).

Zur System-unabhingigen Kontrolle der Amplifikation wurden die LightCycler-
Amplifikationsprodukte mit Hilfe der Gelelektrophorese dargestellt. Dazu wurde das
Reaktionsgemisch nach Abschluss des LightCycler-Laufs durch Zentrifugieren (5000 U / min
fiir 10 s) aus den Glaskapillaren in ein Reaktionsgefdl3 transferiert, im Agarosegel aufgetrennt

und durch Ethidiumbromidfarbung dargestellt (siche Kap. 2.4.).

I1.10.5. Sensitivitits- und Spezifititsbestimmungen

Die Sensitivitit wurde sowohl im SYBR Green-, als auch Hyb-Probes-Format jeweils
zweimal in  getrennten Versuchsdurchldufen evaluiert. Getestet wurden DNA-
Verdiinnungsreihen zwischen 10" und 2x10? Borrelien / ml. Im SYBR Green-Format wurde je
ein Stamm der Spezies B. burgdorferi s.s. (PKa2), B. afzelii (PKo), B. valaisiana (VS116)
und B. garinii (PBi) getestet. Aufgrund der stirkeren Sequenzabhingigkeit der Detektion im
Hyb-Probes-Verfahren wurden hier zusétzlich zu den obigen Stdmmen noch die anderen
OspA-Typen von B. garinii ( PBr, PHei, TN und T25) getestet.

Zur Bestimmung der Spezifitdt wurden 7 Riickfallfieberborrelien., 1 Treponema spp. und 2
Leptospira spp. im Hyb-Probes-Format und 1 Treponema spp. und 6 Leptospira spp. im
SYBR Green-Format, jeweils in hohen Konzentrationen 10’ Sprochiten / ml getestet (Tab.

2.7)).

I1.11. Statistik

Bei der statistischen Auswertung der Ergebnisse wurde der Fisher-exact-Test und der Chi-
Quadrat Test mit dem Softwareprogramm Epi Info, Version 6 [43], der t-Test mit Microsoft
Excel 2000 (Microsoft Corporations) durchgefiihrt.

I1.12. Materialien

I1.12.1. Geriite und Verbrauchsmaterialien

Waage: MCI1 Laboratory LC 220S (Sartorius, Gottingen)
Vortex: Reax 2000 (Heidolph, Schwabach)

Heizblock: Liebisch (Bielefeld)

Riihrplatte: IKAMAG RCT (IKA-Labortechnik, Staufen)

Inkubationskammern: Brutschrank Typ A (Melag AG, Berlin)
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Brutschrank Kultur: Function line (Kendro Laboratory Products, Hanau)

Mikroskop: Dialux 22 (Leitz, Stuttgart)

Gelkammer: Gator Breitformat-Gelsystem Modell A3 (Peqlab Biotechnologie
GmbH, Erlangen)

Transformator: Power Oac 200 (Bio Rad, Miinchen)

Pipetten: 2 ul, 10 ul, 20 ul, 100 ul, 200 ul, 1000 ul Pipetman (Gilson, France)

Gel-Dokumentationssystem (Herolab, Wiesloch)
Zentrifugen: Centrifuge 5417C (Eppendorf, Engelsdorf)
Centrifuge 5414C (Eppendorf, Engelsdorf)
Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed Zentrifuge (Sorvall)
LC Carousel Centrifuge, (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)
Cycler: Gene Amp PCR-System 2700 (Applied Biosystems, Weiterstadt)
Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg)
LightCycler (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)
Sequenzierautomat: ABI PRISM 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems, Weiterstadt)

Objekttrager: 76mm x 26mm (Langenbrinck, Emmendingen)

Pipettenspitzen: Safe-Seal-Tips 2 ul, 10 ul, 20 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl (Biozym,
Diagnostik GmbH Oldendorf)

PCR Tubes: PCR Tubes mit Flachdeckel, 200 pl (Biozym Diagnostik GmbH,
Oldendorf)

LightCycler Capillaries: Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

11.12.2. Kulturmedien

MKP- Medium: Grundmedium: 100 ml CMRL-1066 (Gibco BRL, Eggenstein)
3g  Neopepton (Difco, Augsburg)
6 g  Hepes (Sigma, Deisenhofen)
0,7 g Natriumcitrat (Sigma, Deisenhofen)
5g  Glucose (Sigma, Deisenhofen)
0,8 g Natriumpyruvat (Sigma, Deisenhofen)
0,4 g N-Acetylglucosamin (Sigma, Deisenhofen)
2 g  Natriumbicarbonat (Sigma, Deisenhofen)

mit Aqua dest. auf 1000 ml aufgefiillt
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Anreicherungszusitze (zu 1600 ml Grundmedium):
200 ml 7 %ige Gelatine (Merck, Darmstadt)
100 ml Kaninchenserum, steril, partiell hdmolysiert
(Gibco BRL, Eggenstein)
100 ml 35 %iges Rinderserumalbumin (Sigma,

Deisenhofen)

11.12.3. Enzyme

Hot Start Taq Polymerase (Applied Biosystems, Weiterstadt)
Sspl (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)

Sful (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)

Bglll (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)

Kpn21 (MBI Fermentans, Lithuania)

Hindlll (Invitrogen, Karlsruhe)

I1.12.4. Losungen, Puffer, Reagenzien, Kits

High-Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)
High Pure PCR Produkt Purifikation Kit (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)
Sure Cut Buffer H (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)

Sure Cut Buffer M (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)

Buffer Y’/ Tango (MBI Fermentas, Lithuania)

10 x PCR buffer (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)

dATP (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)

dCTP (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)

dGTP (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)

dTTP (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)

MgCl, 25 mM (Applied Biosystems, Weiterstadt)

Primer V1a,V1b, V2a, V2b, V3a, V3b, R1, R37, BSS, BA, BV, OspA2A, OspA2B
(Metabion, Martinsried)

Hyb-Probes HP3 und HP4 (TIB Molbiol, Berlin)

LightCycler-Fast-Start DNA Master, Hybridization Probes (Roche Molecular Biochemicals,

Mannheim)
LightCycler-Fast-Start DNA Master, SYBR Green I (Roche Molecular Biochemicals,

Mannheim)
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Big Dye ABI PRISM (Applied Biosystems, Weiterstadt)
Template Supression Reagent ABI PRISM (Applied Biosystems, Weiterstadt)

Probenauftragspuffer (Elektrophorese): 50 % Glycerinw /v,
0,25 % Bromphenolblau w / v,
0,25 % Xylencyanol w / v

DNA Lingenstandard: 50 ul Molecular weight marker VIII, Boehringer Mannheim
GmbH
300 ul H,O

50 ul Probenauftragspuffer

TAE-Puffer: 40 mM Trisbase / Acetat,
20 mM Na-Acetat,
1 mM EDTA
PBS-Puffer: 1,02 g MgCl, (Merck, Darmstadt)

7,88 g NaCl (Merck Darmstadt)

3,43 g di Kaliumhydrogenphosphat-Trihydrat (Merck, Darmstadt)
0.39 g Kaliumdihydrogenphosphat (Merck, Darmstadt)

ad 1000 ml mit Aqua dest. 16sen

11.12.5. Chemikalien

Ethanol (Merck, Darmstadt)

Isopropanol (Merck, Darmstadt)

Tris (Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan), (Sigma, Deisenhofen)
NaAc (Merck, Darmstadt)

EDTA (Merck, Darmstadt)

Bromphenolblau (BioRad, Miinchen)

Xylencyanol (Fluckachemie AG, Buchs(CH))

Glycerin 87 % in 20 mM EDTA (Merck, Darmstadt)

Agarose: Seakem LE agarose (BMA Rockland USA)
Ethidiumbromid 10 mg / ml (Bio Rad, Miinchen)
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II1. Ergebnisse

II1.1. Entwicklung der ospA-PCR
II1.1.1. Auswahl der Primer

Ziel war die Entwicklung einer ospA-PCR zum sensitiven Nachweis von B. burgdorferi s. 1.
fiir diagnostische und epidemiologische Zwecke mit moglichst sensitiver Erfassung der
Spezies B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. garinii, B. valaisiana und B. lusitaniae und des neu
beschriebenen Stammes Borrelia A14S [197]. Weiterhin sollte eine gleichmifBige und
sensitive Detektion fiir alle fiinf OspA-Typen von B. garinii einzeln erreicht werden.
Ausgangspunkt fiir die Entwicklung war das Protokoll von Trebesius et al. [191] fiir eine
semi-nested-PCR zur Amplifikation und Differenzierung von Borrelien aus Kulturmaterial.
Zunichst wurden die Zielsequenzen der vorhandenen Primer mit einem DNA Sequenz-
Alignment aus 51 kompletten ospA Sequenzen verglichen. Dabei zeigte sich eine gute
Erfassung der gewlinschten Borrelia-Spezies durch die in der Primdramplifikation
verwendeten forward-Primer Vla und V1b. Bei den forward-Primern der semi-nested
Amplifikation V2a und V2b ergab die Analyse fiinf Mismatches mit B. lusitaniae und je zwei
Mismatches mit B. valaisiana und Borrelia A14S. Um eine sensitivere Erfassung dieser
Spezies zu erreichen, wurden fiir die semi-nested Amplifikation die forward-Primer V3a und
V3b entworfen (Abb. 3.1.). In einem Vortest wurden die Primer V2a / V2b und V3a / V3b
verglichen. Dazu wurden Verdiinnungsreihen von Stdmmen der verschiedenen Borrelia-
Spezies und aller OspA-Typen parallel getestet (Tab. 2.6.). Es ergab sich eine vergleichbare
Sensitivitit fiir alle getesteten Stdmme bis auf VS116 (B. valaisiana) und PotiB2 (B.
lusitaniae). Hier war die Sensitivitit der Primer V3a / V3b im Vergleich zu den Primern V2a/
V2b fiir B. valaisaina um eine Zehnerpotenz, fiir B. lusitaniae um zwei Zehnerpotenzen
hoher.

Die Annealing-Stelle fiir den reverse-Primer R1 beider Amplifikationsrunden befindet sich
zum Teil in der intergenetischen Region zwischen dem ospA-Gen und dem ospB-Gen. Fiir
diesen Bereich stand weniger Sequenzmaterial zur Verfligung, insbesondere zur Beurteilung
von R1 in Bezug auf die im ospA-Gen heterogene Spezies B. garinii. Die Vortestungen
ergaben fiir beide Primersysteme (V2a / V2b, V3a / V3b) eine deutlich geringere Sensitivitit
fiir die Stimme PBr (B. garinii OspA-Typ 3) und T25 (B. garinii OspA-Typ 7). Anhand des
DNA-Sequenz-Alignments wurde fiir diese Stdmme ein zusétzlicher reverse-Primer (R37)
entworfen, welcher im Vergleich zu R1 um drei Basen in Richtung ospA-Gen verschoben
liegt (Abb. 3.2.). Der zusitzliche Einsatz von R37 ergab in der Austestung mit

Verdiinnungsreihen eine Steigerung der Sensitivitit um zwei bis drei Zehnerpotenzen fiir PBr
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und um zwei Zehnerpotenzen fiir T25. In den folgenden Experimenten wurde die optimierte
Primerkombination Vl1a, V1b, R1 und R37 in der Primdramplifikation und V3a, V3b, R1 und

R37 in der nested Amplifikation verwendet.

15 57

BSS (B31):  ..ATTGGGAATAGGTCTAATATTAGCCTTAATAGCATGTAAGCAA. .
BA (PKo) : . . ATTGGGAATAGGTCTAATATTAGCCTTAATAGCATGEAAGCAA . .
BG-3 (PBr): ..AATGGGAATAGGTCTAATATTAGCATTAATAGCATGTAAGCAA. .
BG-4 (PBi): ..AATGGGAATAGGTCTAATATTAGCCTTAATAGCATGTAAGCAA. .
BG-5 (PHei): ..AATGGGAATAGGTCTAATATTAGCGCTTAATAGCATGTAAGCAA. .
BG-6 (TN):  ..ATTGGGAATAGGTCTAATATTAGCCTTAATAGCATGTAAGCAA. .
BG-7 (T25): ..ATTGGGAATAGGTCTAATATTAGCCTTAATAGCATGTAAGCAA. .
BV (VS116): ..ATTGGGAATAGGTCTAATATTAGCCTTAATAGCATGTAAGCAA. .
A14S: . . ATTGGGAATAGGTCTAATATTAGCCTTAATAGCATGTAAGCAA . .
BL (PotiB2): ..ATTGGGAATABGTCTAATATTAGCCETAATAGCATGTAAGCAA. .
Via: GGGAATAGGTCTAATATTAGC —»
V1b: GGGEATAGGTCTAATATTAGC —»
V3a: GCCTTAATAGCATGTAAGC — »
V3b: GCCTTAATAGCATGEAAGC —»

95 123
BSS (B31) : . . CGTTTCAGTAGATTTGCCTGGTGAAATG . .
BA (PKO) : . .CGETTCAGTAGATTTGCCTGGTGABATG . .
BG-3 (PBr) : . . CGTTTCAGTAGATTTGCCTGGTGAGATG . .
BG-4 (PBi): . . CGTTTCAGTAGATTTACCTGGTGAAATG . .
BG-5 (PHei):  ..CGTTTCAGTAGATTTACCTGGTGEAATG. .
BG-6 (TN) : . . CGTTTCAGTAGATTTACCTGGTAGAATG . .
BG-7 (T25): . . CGTTTCAGTAGATTTGCCTGGTGAAATG . .
BV (VS116) : . .CGETTCAGTAGATTTACCEGGEGAAATG . .
A14S: . .CBETTCAGTAGATETACCTGGEGAACTH . .
BL (PotiB2):  ..ATCATCAGTAGABTTGECTACCGEAGAG. .
V2a: TTCAGTAGATTTGCCTGGTG —»
V2b: TTCAGTAGATTTACCTGGTE —»

Abb. 3.1.: Ausschnitte aus dem Sequenz-Alignment mit Bindungstellen der Primer Vla, V1b,
V2a, V2b, V3a, V3b. Die Stimme (in Klammern) stehen stellvertretend fiir die Spezies B.
burgdorferi s.s. (BSS), B. afzelii (BA), B. valaisiana (BV), B. lusitaniae (BL), Borrelia A14S
und die finf OspA-Typen von B. garinii (BG-3 bis 7). Der Pfeil markiert die
Elongationsrichtung ( — ). Abweichungen von der Konsensussequenz sind griin und rot
hervorgehoben.
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822 : 856
BSS (B31): ..ABTTAAAAACGCTTTAAAATAAGGAGAATTTATGA. .
BA (PLJ7):  ..ACTTAAAAACGCTTTAAAATAAGGAGAATTGETCGA. .
BG-3 (PBR): ..@CTTAAAGECGCTTTAAAATAA............ o
BG-4 (PBI): ..ACTTAAAAACGCTTTAAAATAA. ........... o
BG-5 (PHEI): ..ACTTAAAAACGCTTTAAAATAG............ -
BG-6 (TIS1): ..ACTTAAAGACGCTTTAAAATAAGGAGAATTETCGA
BG-7 (T25): ..ACTTAAAGECGCTTTAAAATAA. ........... .
BV (VS116): ..ACTTAAAAACGCTTTAAAATAAGGAGAATTTATCGA. .
BL (PotiB2): ..ECTEAAAACTEGCTTTAAAATAAGAGGAAGTTETGA. .
R1: <——— CGAAATTTTATTCCTCTTAAATAC
R37 <«——— CGGCGAAATTTTATTCC

Abb. 3.2.: Ende des ospA-Gens und Teile der intergenetischen Region zwischen dem ospA4-
und dem ospB-Gen mit den reverse-Primern R1 und R37. Die Stimme (in Klammern) stehen
stellvertretend flir die verschiedenen Spezies B. burgdorferi s.s. (BSS), B. afzelii (BA), B.
valaisiana (BV), B. lusitaniae (BL) und die fiinf OspA-Typen von B. garinii (BG-3 bis 7).
Die Elongationsrichtung ist durch einen Pfeil markiert ( — ). Abweichungen von der
Konsensussequenz sind griin und rot hervorgehoben. Rote Punkte entsprechen unbekannten
Sequenzabschnitten

II1.1.2. Optimierung der Reaktionsansitze

Hauptkriterium bei der Optimierung der Reaktionsansdtze war die Sensitivitdt. Die
verschiedenen Reaktionsansédtze wurden mit denselben Verdiinnungsreihen von ausgezihlten
Borrelienstimmen des Max von Pettenkofer-Instituts (Tab. 2.6.) ausgetestet.

Durch Zugabe unterschiedlicher Mengen 25 mM MgCl,-Losung wurde die Endkonzentration
im Reaktionsgemisch zwischen 1,5 mM und 2,1 mM variiert. Fiir die getesteten Stimme lag
die optimale MgCl, Konzentration bei 1,5 mM.

Verschiedene Primerkonzentrationen wurden sowohl in der Primédramplifikation (1 uM, 5
uM), als auch in der semi-nested Amplifikation (5 uM, 10 uM) getestet. Die optimierten
Reaktionsansétze sind in Tab. 3.1. und Tab. 3.2. dargestellt.

Tab. 3.1.: Optimierter Reaktionsansatz fiir die Primaramplifikation .

Substanz Volumen Menge / PCR Ansatz
10 x Puffer (enthalt MgCl,) 5ul 75 nmol

dNTP's 8ul 40 nmol

Primer * (10 uM) je0,5ul je 5 pmol

Hot Start Taqg Polymerase 0,25 ul 0,25U

Aqua dest. 29,75 ul

Probe 5ul

Endvolumen 50 ul

* Primaramplifikation mit Primern V1a, V1b, R1 und R37
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Tab. 3.2.: Optimierter Reaktionsansatz fiir die semi-nested-PCR.

Substanz Volumen Menge / PCR Ansatz
10 x Puffer (enthalt MgCl,) 5ul 75 nmol

dNTP's 8ul 40 nmol

Primer * (100 uM) je0,5ul je 50 pmol

Hot Start Taq Polymerase 0,25 ul 0,25 U

Aqua dest. 29,75 ul

Probe 5ul

Endvolumen 50 ul

* semi-nested-PCR mit den Primern V3a, V3b, R1 und R37

I11.1.3. Optimierung der Reaktionsbedingungen

Bei der Optimierung der Reaktionsbedingungen wurde neben der Variation der Zyklenanzahl
besonderer Wert auf die Austestung der Annealingtemperatur gelegt. Diese wurde in beiden
Amplifikationsrunden mit Hilfe eines Gradientencyclers zwischen 45,1 °C und 56,9 °C
variiert (Abb. 3.3.). Die hochste Sensitivitit ergab sich fiir die in Tab 3.3. angegebenen
Zyklusbedingungen.

Annealingtemperatur in °C

M 45,1° 45,8° 46,9° 48,2° 49,8° 51,5° 53,1° 54,6° 55,9° 56,9° neg. M

1114
901
692

501
404

Abb. 3.3.: Agarosegel zur Austestung verschiedener Annealingtemperaturen mit den Primern
V3a,V3b, R1 und R37 in einem Gradientencycler mit dem Stamm PKo (B. afzelii).
Beschriftung: M = DNA Léngenstandard (Molecular weight marker VIII).
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Tab. 3.3.: Optimierter Temperaturzyklus fiir die Primiramplifikation und die semi-
nested Amplifikation.

Reaktionsschritt Temperatur Reaktionsdauer

1. Initiale Denaturierung 95 °C 5 min

2. Denaturierung 94 °C 45 sec

3. Annealing 48 °C 45 sec 30 Zyklen
4. Elongation 72°C 1 min

5. Finale Elongation 72 °C 7 min

I11.1.4. In vitro Sensitivititstestung (analytische Sensitivitiit)

Die Sensitivititstestungen erfolgten mit Verdiinnungsreihen ausgezdhlter Borrelienstimme.
Getestet wurde je ein Stamm der Spezies B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. valaisiana, B.
lusitaniae und Borrelia A14S (Tab. 2.6.). Aufgrund der Heterogenitit von B. garinii im ospA-
Gen [204] wurde die Sensitivitit fiir alle 5 OspA-Typen von B. garinii [215] getrennt
evaluiert. Es wurden 1 : 10 Verdiinnungsreihen von 10’ bis 10°, sowie Konzentrationen von
2x 10%, 2 x 10" Borrelien / ml hergestellt und je zweimal getestet.

Als positives PCR Ergebnis wurde eine einzelne spezifische DNA-Bande im Bereich um 800
bp gewertet. Aufgrund unterschiedlicher Mikrodeletionen im ospA4-Gen ergeben sich fiir die
verschiedenen Stdmme geringe Differenzen in der Gesamtldnge des Amplifikats (Tab. 3.4.).
Da diese Langendifferenzen in der Praxis nicht zu unterscheiden sind, wird zur Vereinfachung
im Weiteren unabhingig von Borrelienspezies das positive PCR-Produkt als 800 bp Bande
definiert. Die kleinste Borrelien-Konzentration, welche durch die PCR detektiert werden
konnte, lag fiir alle getesteten Stimme zwischen 2 x 10 und 10° Borrelien / ml. Dies
entspricht einer Konzentration von ein bis fiinf Borrelien pro PCR-Ansatz (Tab. 3.4,

Abb. 3.4.).
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PKa2 (B. burgdorferi s.s.): PKo (B. afzelii):
M 500 50 5 1 0,1 M 500 50 5 1

1114 1114
%01 901

692
692 o1
so1 404

320
404 242

320
242

PBr (B. garinii OspA-Typ 3): PBi (B. garinii OspA-Typ 4):
M 500 50 5 1 0,1 M 500 50 5 1 0,1

PHei (B. garinii OspA-Typ 5): TN (B. garinii OspA-Typ 6):
M 50 5 1 0,1 M 50 5 1 0,1

1114 s
901 901
692 692
501 501
P 90
329 7

T25 (B. garinii OspA-Typ 7): VS116 (B. valaisiana):
‘M 500 50 5 1 0 M 500 50 5

1114
901}
692

501 |
404 |
320
242 |

r.w
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Poti B2 (B. lusitaniae): PSig (Borrelia A14S):
M 50 5 1 0,1 M 5000 500 50 5 1

1114

901
1114

692 901

501 692

404

320
242

501
404

320
242

Abb. 3.4. (Seite 43,44): Agarosegele der in vitro Sensitivititstestung mit den
Referenzstimmen der verschiedenen Spezies und OspA-Typen. Die oberhalb der
Abbildungen angegebenen Zahlen entsprechen der eingesetzten Borrelienzahl pro PCR-
Ansatz. M = DNA-Léangenstandard (Molecular weight marker VIII).

Tab. 3.4.: Ergebnisse der Sensitivititstestung mit Linge der Amplifikationsprodukte.

Borrelien | ml (Borrelien | PCR Ansatz)

Borrelienspezies Stamm Léange des Amplifikats 10° (5) 2x10% (1) 2x10' (0,1)

B. burgdorferi s.s. PKa2 798 bp + + -
B. afzelii PKo 798 bp + - -
B. garinii PBr 791 bp + + -
B. garinii PBi 798 bp + + -
B. garinii PHei 798 bp + + -
B. garinii TN 801 bp + + -
B. garinii T25 791 bp + + -
B. valaisiana VS116 801 bp + + -
B. lusitaniae Poti B2 807 bp + + -
Borrelia A14S PSig 798 bp + - -

I11.1.5. Evaluierung der Spezifitit

Um die Spezifitit der Amplifikation fiir B. burgdorferi s. 1. zu testen, wurden verwandte
Spirochdten der Gattungen Treponema, Leptospira und Borrelia (Tab. 2.7.) in einer hohen
Konzentration (107 Spirochéten / ml) in die PCR eingesetzt. Von den getesteten Borrelia spp.
wird lediglich B. japonica zu dem B. burgdorferi s. l.-Komplex gerechnet [90]. Es ergab sich
eine hohe Spezifitit der Amplifikation fiir B. burgdorferi s. 1.. Bei keiner der Leptospira spp.
und Treponema spp. fand sich eine spezifische Amplifikation in der PCR. Bei den getesteten
Borrelia spp. ergab nur die Amplifikation von B. japonica eine spezifische 800 bp DNA-
Bande. Die anderen getesteten Borrelia spp. wurden nicht amplifiziert (Abb. 3.5.).
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M B31PKoPBi Lp Lh Le Lt Lb Ls Lx La Bd Bl Ba Bj Bp Bt Bu Br Tp Td M

Abb. 3.5.: Agarosegel zur Evaluierung der Spezifitit der Amplifikation. Die Spirochiten
wurden jeweils in einer Konzentration von 107 / ml eingesetzt. Als Positivkontrolle dienten
die Stimme B31, PKo und PBi. Leptospirae: L. pomova (Lp), L. hardjo (Lh), L. copenhageni
(Le), L. tarasona (Lt), L. bratislava (Lb), L. sejré (Ls), L. saxkobing (Lx) L. australis (La).
Borreliae: B. duttoni (Bd), B. litoralis (Bl), B. anserina (Ba), B. japonica (Bj), B. parkeri
(Bp), B. tillae (Bt), B. turicatae (Bu) B. reccurentis (Br). Treponemae: T. phagedenes (Tp), T.
denticola (Td). B. japonica (Bj) wird zum B. burgdorferi s.l. Komplex gerenchnet [90]. M =
DNA-Léangenstandard (Molecular weight marker VIII).

II1.2. Typisierung der Borrelien-DNA mit Restriktions-Fragment-Lingen-
Polymorphismus (RFLP)

Zur Spezifizierung und Differenzierung der Amplifikate der osp4-PCR wurden diese jeweils
mit den Restriktionsenzymen Sspl, Bg/ll, Sful, Kpn21 und Hindlll verdaut. Aufgrund
individueller Schnittstellen im osp4-Gen ergaben sich charakteristische RFLP-Muster fiir die
Spezies B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. valaisana, und B. lusitaniae (Abb. 3.6.). Dagegen
waren die Schnittmuster der Spezies B. garinii heterogen, was die Heterogenitit von B.
garinii im ospA-Gen [204] wiederspiegelt. Nach Wilske et al. [215] sind mindestens fiinf
OspA-Typen (Typ 3 bis 7) mit B. garinii assoziiert. Jeder dieser Typen war durch ein eigenes
RFLP-Muster représentiert. Abb. 3.6. gibt die Schnittmuster und Bandenlédngen wieder, die
aus dem Verdau der Referenzstimme (Tab. 2.6.) resultieren. Dabei wird zur besseren
Ubersicht von einer Gesamtlinge von 800 bp bei jedem Subtyp ausgegangen. Die exakten
Bandenldngen unterscheiden sich aufgrund von Deletionen der einzelnen Typen geringfligig

und finden sich in Tab 2.10..
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B. burgorferi sensu stricto (PKa2) B. afzelii (PKo): B. valaisana (VS116):

M Sspl  Sful Bglll Kpn2l Hindlll M Sspl  Sful Bglll Kpn2l Hindlll M Sspl  Sful Bglll Kpn2l Hindlll

1114
901
692
501
404
320
242
Bandenldngen: 533 800 800 800 657 800 537 800 800 800 800 800 800 800 464
267 (143) 263 336
B. lusitaniae: (Poti B2) B. garinii OspA-Typ3 (PBr) B. garinii OspA-Typ4(PBi):
M Sspl  Sful Bglll Kpn2l Hindlll M Sspl  Sful Bglll Kpn2l Hindlll M Sspl  Sful Bglll Kpn21 Hindlll
1114
901
692
so1 [55
404 £
320
242
Bandenldngen: 466 800 800 800 405 800 800 758 428 800 800 800 556 800 800
334 284 42 372 244
(72,49)
B. garinii OspA-Typ6 (TN) B. garinii OspA-Typ5 (PHei) B. garinii OspA-Typ7 (T25)
M Sspl Sful Bglll Kpn2l Hindlll  Sspl  Sful Bglll Kpn2l Hindlll M Sspl  Sful Bglll Kpn2l Hindlll M
1114
901
692
501
404
320
242
Bandebldngen: 800 800 800 428 657 800 800 800 548 657 800 800 758 428 657
252 (143) 195 (143) (42) (195) (143)
(120) 57 177)

Abb. 3.6.: Restriktionsverdau von Stimmen der Spezies B. burgdorferi s. s., B. afzelii, B.
valaisiana, B. lusitaniae und je einem Stamm der 5 OspA-Typen von B. garinii (Namen der
Stimme in Klammern) mit den Enzymen Sspl, Sful, Bgl/ll, Kpn21, Hindlll. Die Léngen der
DNA-Fragmente (in bp) sind unter den Bildern fiir jede Spur angegeben. Eine Lange von
etwa 800 bp entspricht dem ungeschnittenen Amplifikationsprodukt. M= DNA-
Lingenstandard (Molecular weight Marker VIII).
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Doppelinfektionen:

Um die Moglichkeiten der Methode zur Differenzierung von Mischkulturen bzw.
Mehrfachinfektionen zu evaluieren, wurden schachbrettartig Kombinationen von
unterschiedlichen Borrelia-Spezies in verschiedenen relativen Konzentrationen getestet. Die
Detektion und Differenzierung von Mehrfachinfektionen war fiir alle getesteten
Kombinationen bis zu einem relativen Konzentrationsverhéltnis der beteiligten Stimme von
1 /10 bis 1 / 100 moglich (Tab. 3.5.). Das resultierende RFLP-Muster entsprach einer
Mischung der charakteristischen Einzelbilder (Abb. 3.7.).

Tab. 3.5.: Kombinationen von Borrelia-Spezies, die in verschiedenen Konzentrationen
zur Evaluierung des Restriktionsverdaus getestet wurden.

Stamm 1 (Spezies) Stamm 2 (Spezies) Detektionslimit (Konzentrationsverhiltnis®)
PKa2 (B. burgdorferi s.s.) PKo (B. afzelii) 10/1, 1/100
PKa2 (B. burgdorferi s.s.) PBi (B. garinii) 10/1, 1/10
PKa2 (B. burgdorferi s.s.) VS116 (B. valaisana) 10/1, 1/100
PKo (B. afzelii) PBi (B. garinii) 10/1, 1/100

* Angegeben ist das relative Konzentrationsverhéltnis, bei dem beide Stdmme noch differenziert
werden konnten.

A: PKa2:PBi 1:1 B: PKa2:PBi 10:1 C: PKa2:PBi 100:1 D: PKa2:PBi 1000:1
U B K H|{|S U B K H|S U B K H|IS U B K H M

e . - - S e - e
» w w e L

Abb. 3.7.: RFLP-Muster nach Verdau (Enzyme: Sspl (S), Sful (U), Bg/ll (B), Kpn21 (K),
Hindlll (H)) von Kombinationen mit PKa2 (B. burgdorferi s.s.) und PBi1 (B. garinii) in
verschiedenen relativen Konzentrationen (A, B, C, D). Das Schnittbild der Doppelinfektion
bei A und B entspricht einer Mischung aus beiden Einzelschnittbildern (siche Abb. 3.6.).
M = DNA-Léngenstandard (Molecular weight marker VIII).
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I11.3. Multiplex-PCR

In der Multiplex-PCR wurden zusétzlich zu den nicht Spezies-spezifischen Primern der ospA-
PCR in der nested Amplifikation Spezies-spezifische Primer verwendet. Dies ermdglichte
eine simultane Detektion und Differenzierung der klinisch relevanten Borrelia-Spezies in
einem Reaktionsansatz. Bei den Spezies, fiir die ein spezifischer Primer zur Amplifikation
eines kiirzeren, Spezies-spezifischen DNA-Fragments im Reaktionsansatz vorhanden war,
wurde dieses aufgrund der geringeren Linge bevorzugt amplifiziert: Fiir B. burgdorferi s.s ein
640 bp, B. afzelii ein 514 bp und B. valaisiana ein 444 bp Amplikon (Linge bezogen auf
Konsensussequenz). Beim FEinsatz sehr hoher Borrelien-Konzentrationen wurde zusitzlich
zum spezifischen PCR-Produkt auch das nicht Spezies-spezifische 800 bp Amplikon schwach
sichtbar. Die Amplifikation von B. garinii und anderen Spezies, fiir die kein spezifischer
Primer im Reaktionsgemisch enthalten war, ergab hingegen nur das nicht Spezies-spezifische
800 bp DNA-Fragment der osp4-PCR-Primer (Tab. 3.6.).

Um eine Kreuzreaktivitit der Primer innerhalb des B. burgdorferi s.l. Komplexes
auszuschlieBen, wurden die spezifischen und unspezifischen Primersysteme auch jeweils
getrennt mit den verschiedenen Borrelia-Spezies in hoher Konzentration (10’ Borrelien / ml)
getestet. Es ergab sich keine Kreuzreaktivitidt der Spezies-spezifischen Primer (Abb. 3.8.).
Spezifische Amplifikationsprodukte der entsprechenden Lédngen entstanden nur fiir die
zugehorige Spezies. Ein ca. 800 bp Amplikon ohne die Primer R1 und R37 im Ansatz der
nested-PCR lisst sich durch Ubertrag von DNA und Amplifikation mit Resten dieser Primer

aus der ersten Runde erklédren.

Tab. 3.6.: Linge der DNA Fragmente, die aus einer Amplifikation mit den einzelnen
reverse-Primern bzw. der Kombination der Primer (R1+R37+BSS+BA+BYV)
in der Multiplex-PCR resultieren. Aufgrund von DNA und Primeriibertrag
aus der ersten Runde kann eine schwache 800 bp Bande sichtbar sein. Die
Langenangaben beziehen sich auf die Konsensussequenz im DNA-Alignment

Spezies R1, R37 BSS BA BV Kombination
B. burgdorferi s.s. 800 bp 640 bp - - 640 bp*
B. afzelii 800 bp - 514 bp - 514 bp*
B. valaisana 800 bp - - 444 bp 444 bp*
B. garinii 800 bp - - - 800 bp

*: Bei hohen Borrelien-Konzentrationen wird auch das unspezifische 800bp DNA-Fragment mit
amplifiziert.
-: Es findet keine Amplifikation statt
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Abb. 3.8.: Agarosegele zur Testung der Kreuzreaktivitit der Multiplex-PCR-Primer. Die
Spezies B. burdorferi s.s , B. afzelii, B. garinii und B. valaisiana wurden mit den nicht
Spezies-spezifischen Primern R1, R37, V3a / V3b (O), nur mit den Spezies-spezifischen
Primern BSS, V3a / V3b fiir B. burdorferi s.s (S) bzw. BA, V3a / V3b fir B. afzelii (A), oder
BV, V3a / V3b fiir B. valaisiana (V), und mit der kompletten Primerkombination der
Multiplex-PCR R1, R37, BSS, BA, BV, V3a / V3b (Mu) getestet. Die Spezies-spezifischen
Primer reagierten nur mit der jeweiligen Spezies. Es ergab sich keine Kreuzreaktivitit. Die
800 bp Bande bei der Amplifikation mit den Spezies-spezifischen Primern beruht auf
Ubertrag der Primer der ersten Runde. M=DNA-Lingenstandard (molecular weight marker
VII).

Mit Verdiinnungsreihen ausgezdhlter Borrelien wurde die Sensitivitdt fiir den Nachweis von
B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. valaisiana und allen 5 OspA-Typen von B. garinii evaluiert
(Stamme siehe Tab. 2.6.). Die kleinste detektierbare Konzentration von Borrelien lag bei einer
Borrelie / PCR Ansatz fiir B. valaisiana und die verschiedenen Stimme von B. garinii und bei

fiinf Borrelien / PCR Ansatz fiir B. burgdorferi s.s. und B. afzelii (Abb. 3.9.).

B. garinii (PHei): B. burg. s.s. (PKa2): B. afzelii (PKo): B. valaisiana (VS116):
M 50 5 1 0,1 M500 50 5 1 M500 50 5 1 M 50 5 1 0,1
1114 -
901 -

692 -

501
404

320 d
242

-
-
- g

Abb. 3.9.: Agarosegele zur Bestimmung der Sensitivitit der Multiplex-PCR  mit den
Stammen PHei (B. garinii), PKa2 (B. burgdorferi s.s.), PKo (B. afzelii) und VS116 (B.
valaisiana). Die Zahlen iiber den Bildern entsprechen der eingesetzten Borrelien-Anzahl pro
PCR Ansatz. Die Lange der resultierenden DNA Banden betragen 800 bp fiir B. garinii, 640
bp fiir B. burgdorferi s.s., 514 bp fiir B. afzelii und 444 bp fir B. valaisana. M=DNA
Léngenstandard (Molecular weight marker VIII).
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Um die Spezifitit der Amplifikation fiir B. burgdorferi s. 1. zu testen, wurden die in Tabelle
2.7. aufgelisteten Borrelia spp., Leptospira spp. und Treponema spp. in hoher Konzentration
(107 Spirochiten / ml) in die PCR eingesetzt. Lediglich bei B. japonica, welche dem B.
burgdorferi s. 1. Komplex zugerechnet wird [90], resultierte eine 800 bp DNA-Bande. Die

anderen Borrelien, Leptospiren und Treponemen wurden nicht amplifiziert.

II1.4. LightCycler

Der Nachweis von B. burgdorferi s. .-DNA mit dem LightCycler wurde sowohl im SYBR
Green- als auch im Hyb-Probes-Format durchgefiihrt. Als Zielgen fiir die PCR wurde das
ospA-Gen ausgewihlt, da sich hier aufgrund der Heterogenitit der Borrelien gute
Moglichkeiten zur Differenzierung mittels Hyb-Probes anbieten. In beiden Formaten wurde
die LightCycler-PCR als positiv gewertet, wenn sich ein logarithmischen Anstieg der
Fluoreszenz bis zum 35. Amplifikationszyklus und ein spezifischen Peak in der

Schmelzkurvenanalyse zeigte.

II1.4.1. Primervergleich

Zur Optimierung der PCR wurden die drei OspA-Primersets (sieche Tab.2.12.) ,Standard’
(V3a / b, R1, R37), ,Multi’ (V3a / b, R1, R37, BSS, BA, BV) und ,Eiffert’ (OspA2A,
OspA2B [46]) als single-run-PCR in Hinblick auf die Sensitivitit der Amplifikation
verglichen. Jedes dieser Primersysteme wurde im SYBR Green-Format mit den Stimmen
PKa2 (B. burgdorferi s.s.), PKo (B. afzelii), PBi (B. garinii) und VS116 (B. valaisiana)
getestet. Das Vergleichskriterium fiir die Sensitivitit war vor allem der Zeitpunkt des
Fluoreszenzanstiegs (Crossing point, siche Abb. 3.10.). Es ergaben sich keine relevanten
Unterschiede der Primersysteme in der Sensitivitit fiir B. burgdorferi s.s., B. afzelii und B.
garinii. Bei B. valaisiana zeigte sich eine deutlich frithere Amplifikation mit dem Primerset
,Standard’ im Vergleich zu den anderen Sets (Abb. 3.10.). Aufgrund dieses Vorteils wurde im
Folgenden mit diesem Set (Primer V3a /b, R1 und R37) gearbeitet.
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Abb. 3.10.: Fluoreszenzanstieg im SYBR Green-Format (F1) bei der Amplifikation von
VS116 (B. valaisiana) mit drei verschiedenen OspA-Primersets im Vergleich. Es zeigt sich
ein um etwa drei Amplifikationsrunden friiherer Anstieg (Pfeil) der Fluoreszenz mit dem
Primerset ,Standard’ (V3a, V3b, R1, R37) im Vergleich zum Set ,Eiffert’ (OspA2A,
OspA2B). Der Unterschied zum Set ,Multi’ (V3a / b, R1, R37, BSS, BV, BA) fillt geringer
aus.

I11.4.2. Sensitivitiats- und Spezifititsbestimmungen

In einer Vortestreihe wurde die Sensitivitdt der LightCyler PCR als Single-run und als nested-
PCR verglichen. Im nested-Format, also mit vorgeschalteter pri-PCR im Block Cycler
(analog zur Primdramplifikation der ospA-PCR), war die detektierbare Borrelien-
Konzentration um den Faktor 10" — 10 niedriger als ohne (Single-run). Aufgrund der hoheren
Sensitivitdt wurden die folgenden Experimente als nested-PCR durchgefiihrt.

Die Sensitivitidt der LightCycler PCR wurde sowohl im Hyb-Probes-Format, als auch im
SYBR Green-Format mit Verdiinnungsreihen getestet. Im SYBR Green-Format wurde je ein
Stamm der Spezies B. burgdorferi s.s. (PKa2), B. afzelii (PKo), B. garinii (PBi) und B.
valaisiana (VS116) getestet. Aufgrund der stirkeren Sequenzabhingigkeit der Detektion im
Hyb-Probes-Verfahren wurden hier neben PBi (OspA-Typ4) zusitzlich Stimme der OspA-
Typen 3 bis 7 (siche Tab 2.6.) getestet. Die detektierbare Borrelienkonzentration der
getesteten Staimme lag zwischen 10° Borrelien / ml (B. afzelii) und 2 x 10% Borrelien / ml (B.
burgdorferi s.s., B. garinii, B. valaisiana, siche Abb. 3.11., Abb. 3.12.). Dies entspricht 5
bzw. 1 Borrelie(n) / PCR Reaktion.

Bei den im SYBR Green und im Hyb-Probes-Format getesteten Leptospira spp. und
Treponema spp. erfolgte keine Amplifikation. Von den getesteten Borrelia-Stimmen wurde
lediglich die dem B. burgdorferi s.1. Komplex zugehorige B. japonica amplifiziert, mit einer

T, von 51,4 °C in der Schmelzkurvenanalyse.
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Abb. 3.11.: Bestimmung der Sensitivitit der LightCycler-PCR im SYBR Green-Format
(Kanal F1) fiir den Stamm PBi (B. garinii). Es wurden 10*, 10°, 2 x 10% und 2 x 10" Borrelien
pro ml in die PCR eingesetzt. A: Anstieg der Fluoreszenz iiber die Zeit. B:
Schmelzkurvenanalyse. Fiir 10%, 10’ und 2x10* Borrelien / ml ist die PCR positiv
(logarithmischer Anstieg der Fluoreszenz und ein spezifischer Peak in der
Schmelzkurvenanalyse). Ein Peak bei ca. 73 °C in der Schmelzkurve (2 x 10' Borrelien / ml)
entspricht unspezifischen Amplifikationsprodukten und Primerdimeren.
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Abb. 3.12.: Evaluierung der Sensitivitit der LightCycler-PCR im Hyb-Probes-Format (F2)
fir den Stamm PKo (B. afzelii). Es wurden je 10°, 2 x 10> und 2 x 10" Borrelien / ml in die
PCR eingesetzt. A: Anstieg der Fluoreszenz liber die Zeit. B: Schmelzkurvenanalyse. Fiir
jeweils 10° und 2 x 10* Borrelien / ml ist die PCR positiv.
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111.4.3. Typisierung von Borrelia burgdorferi sensu lato mit Hyb-Probes

Anhand des DNA-Sequenz-Alignments wurden die verwendeten Hyb-Probes HP3 und HP4
auf ihre Ubereinstimmung mit den Gensequenzen der einzelnen Borrelien analysiert. Es
ergaben sich jeweils charakteristische Muster von Fehlpaarungen mit B. burdorferi s.s., B.
afzelii, B. valaisiana und B. lusitaniae. Bei B. garinii hingegen waren die Mismatch-Muster
heterogen. Fiir jeden der finf OspA-Typen von B. garinii [215] zeigte sich eine eigene
Verteilung der Fehlpaarungen mit HP3 und HP4 (Tab. 3.7., Abb. 2.4.)

Tab. 3.7.: Anzahl der verschiedenen Basenfehlpaarungen der einzelnen Borrelien-
Spezies und OspA-Typen mit den Hyb-Probes HP3 und HP4.

Fehlpaarungen* mit HP3 Fehlpaarungen* mit HP4
Spezies AT GC gesamt AT GC gesamt
B. burgdorferi s.s. 3 1 4 2 0 2
B. afzelii 3 0 3 1 1 2
B valaisiana 3 1 4 2 2 4
B. lusitaniae 4 1 5 1 2 3
B. garinii OspA 3 2 1 3 1 2 3
B. garinii OspA 4 1 1 2 1 0 1
B. garinii OspA 5 1 1 2 2 1 3
B. garinii OspA 6 4 1 5 2 0 2
B. garinii OspA 7 3 1 4 2 0 2

* aufgrund thermodynamischer Unterschiede aufgetrennt nach AT- und GC-Fehlpaarungen.

Zur Evaluierung der Typisierbarkeit der Borrelien mit Hilfe der Hyb-Probes HP3 und HP4
wurden mit diesen insgesamt 68 verschiedene B. burgdorferi s. 1. Stimme charakterisiert -
darunter 19 B. burgdorferi s.s., 26 B. afzelii, 21 B. garinii, eine B. valaisiana und eine B.
lusitaniae. Parallel erfolgte fiir alle Stimme eine Typisierung mittels RFLP. 34 wurden
zusitzlich sequenziert. Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der Methodik wurden die
verschiedenen Spezies und OspA-Typen mehrfach getestet. Insgesamt wurden somit 110
definierte Proben im Hyb-Probes-Format typisiert (siche Anhang 1).

Fiir B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. valaisiana und B. lusitaniae ergab sich je ein Spezies-
typischer Schmelzbereich. Die Schmelzkurvenanalyse der verschiedenen B. garinii Stimme
ergab, korrespondierend zu den OspA-Typen dieser Spezies [215], mehrere Schmelzbereiche
(Abb. 3.13.). Tab. 3.8. zeigt die verschiedenen Schmelzbereiche (T,-Gruppen) und ihre

Variationsbreiten.
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Mit dem Student t-Test wurde die Signifikanz der Unterschiede zwischen angrenzenden
Schmelzbereichen berechnet. Fiir alle Vergleiche waren die Unterschiede mit p < 0,05
signifikant (aufsteigend nach T,, geordnet): B. garinii OspA-Typ 6 vs. B. lusitaniae p = 0,022,
B. lusitaniae vs. B. burgdorferi s.s. p = 0,034, B. burgdorferi s.s. vs. B. valaisiana p = 4,2 X
10, B. valaisiana vs. B. garinii OspA-Typ 7 p = 2,4 x 107, B. garinii OspA-Typ 7 vs. B.
garinii OspA-Typ 3 p = 0,0002, B. garinii OspA-Typ 3 vs. B. afzelii p=5,0 x 10™'", B. afzelii
vs. B. garinii OspA-TypSp=1,4x 10® und B. garinii OspA-Typ 5 vs. B. garinii OspA-Typ
4 p=0,004.

Die fiinfmalige (B. lusitaniae zweimalige) Testung der Typstdmme (Tab. 2.6.) ergab eine gute
Reproduzierbarkeit der Schmelzpunkte. Insgesamt lag die Streubreite innerhalb der T,-
Gruppen (Inter-Test-Variabilitit) zwischen 0,2 °C fiir B. valaisana und 1,4 °C fiir B. afzelii
(Tab. 3.8.). Die Intra-Test-Streubreite war hingegen mit 0,1 °C bis 0,7 °C deutlich geringer.
Es ergab sich eine Intra-Test-Uberschneidung (Uberschneidung von T,,-Bereichen innerhalb
eines PCR-Laufs) zwischen B. burgdorferi s.s. und B. valaisiana. Innerhalb der Spezies B.
garinii gab es zwei Inter-Test-Uberschneidungen (Uberschneidung von T,-Bereichen in
unterschiedlichen PCR Liufen): B. garinii OspA-Typ 3 mit 7 und OspA-Typ 4 mit 5 (Abb.
3.14.).

Tab. 3.8.: Mittelwert und Variabilitit der Schmelzbereiche fiir die verschiedenen
Borrelien Spezies und OspA-Typen.

Spezies Anzahl d. Tn-Werte (°C) Streubreite Mittelwert (°C) Stanldard-
Messungen abweichung
B. garinii (OspA-6) 12 46,2 - 46,6 0,3°C 46,3 0,13
B. lusitaniae 2 47,8 - 48,0 0,2°C 47,9 0,14
B. burgdorferi s.s. 25 49,1-49,6 0,5°C 49,3 0,13
B. valaisiana 6 49,5 -49,7 0,2°C 49,6 0,06
B. garinii (OspA-7) 7 51,4 - 52,1 0,7 °C 51,7 0,28
B. garinii (OspA-3) 10 51,9-53,0 1,1°C 52,5 0,32
B. afzelii 31 54,0 - 55,4 1,4 °C 54,3 0,31
B. garinii (OspA-5) 7 56,5 - 57,4 0,9°C 56,8 0,31
B. garinii (OspA-4) 10 57,1 -58,3 1,2°C 57,7 0,68
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Abb. 3.13.: Die Grafik zeigt eine Schmelzkurvenanalyse von 22 Liquorisolaten. Als
Positivkontrolle und interne T,,-Kalibratoren dienten die Stimme B31, PKo, PBr, PBi, PHei,
PWud II, T25, VS116 und Poti B2. Die Schmelzkurven sind zusétzlich getrennt nach Spezies
dargestellt. Fiir B. burgdorferi s.s. (BSS) und B. afzelii (BA) ergibt sich eine homogene
Schmelzkurvenverteilung. Die verschiedenen OspA-Typen von B. garinii (BG3-BG7)
spiegeln sich in der heterogenen Verteilung der Schmelzpunkte wieder. BV = B. valaisana,
BL = B. lusitaniae. Die senkrechten gestrichelten Linien markieren die verschiedenen
Schmelzpunkte.
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Im Weiteren wurde versucht, anhand der ermittelten Daten Grenzwerte fiir die Zuordnung von
Proben zur entsprechenden Spezies bzw. OspA-Typ festzulegen. Als Grenzwert zwischen
zwei angrenzenden T,-Gruppen wurde jeweils die Mitte zwischen den entsprechenden T,-
Mittelwerten definiert (Tab. 3.9.). Um die aufgestellten Regeln zu evaluieren, wurden
retrospektiv allen getesteten Stimme nach den definierten Grenzwerten jeweils Spezies und
OspA-Typ zugeordnet. Bei 110 getesteten Proben ergaben sich zwei Fehldiagnosen bei der
Spezieszuteilung und sechs Fehldiagnosen bei der Zuteilung des OspA-Typs innerhalb B.
garinii. Mit den erstellten Grenzwerten fiir die einzelnen T,-Bereiche lie} sich somit eine
richtige Spezieszuordnung in 98 % der Fille erzielen; und eine richtige Zuordnung des OspA-
Typs innerhalb der Spezies B. garinii in 87 % der Fille. Die erreichte Sensitivitdt der
Zuordnungen zu den einzelnen Gruppen lag mit Ausnahme der von OspA-Typ 4 und 5 fiir
alle T,-Gruppen iiber 90 %. Im Einzelnen ist die Sensitivitit der Zuordnungen in Tab. 3.9.

wiedergegeben.

Tab. 3.9.: T,-Gruppen mit T,-Mittelwert und T,-Grenzwerten (Mitte zwischen den T,,-
Mittelwerten), Anzahl der Fehlzuordnungen und Sensitivitit der Zuordnung.

T.,-Gruppe T-Mittelwert T.,-Grenzwerte falsche Zuordnung Sensitivitat*
B. garinii OspA-6 46,3 46-47,1 - 12/12 (100%)
B. lusitaniae 479 47,1 -48,6 - 2/2 (100%)
B. burg. s.s. 49,3 48,6 - 49,45 2 23/25 (92%)
B. valaisiana 49,6 49,45 - 50,65 - 6/6 (100%)
B. garinii OspA-7 51,7 50,65 - 52,1 - 7/7 (100%)
B. garinii OspA-3 52,5 52,1-53,4 1 9/10 (90%)
B. afzelii 54,3 53,4 - 55,55 - 31/31 (100%)
B. garinii OspA-5 56,8 55,55 - 57,25 1 6/7 (86%)
B. garinii OspA-4 57,7 57,25-59 4 6/10 (60%)

Eine weitere Verbesserung der Spezies- bzw. OspA-Typ-Differenzierung konnte durch das
Mitfithren von Typstdmmen der verschiedenen Borrelia-Subtypen als interne Standards und
T,-Kalibratoren erreicht werden. T,-Verschiebungen zwischen den einzelnen Laufen wurden
so berticksichtigt und aufgrund der geringen T,-Streubreite innerhalb der Laufe konnten
Inter-Test-Uberschneidungen teilweise eliminiert werden. Eine Orientierung an den
mitgefiihrten Standards der OspA-Typen 4 und 5 erhohte die Sensitivitit der Zuordnungen zu
Typ 4 von 60 % (6 von 10) auf 90 % (9 von 10) und die Spezifitit der Zuordnung zu OspA-
Typ 5 von 64 % (7 von 11) auf 88 % ( 7 von 8). Aufgrund der Intra-Test-Uberschneidung bei
der Differenzierung von B. burgdorferi s.s. und B. valaisiana war die Spezifitit der

Zuordnung zu diesen Gruppen (siche Tab. 3.9.) durch interne Standards nicht zu verbessern.
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Abb. 3.14: Vergleich der fiir die Differenzierung festgelegten T,-Grenzwerte (Balken) mit
den tatsdchlich gemessenen T,-Werten (je fiir Spezies B. burgdorferi s.s. (B.b.s.s.), B. afzelii
(B. afz), B. valaisiana (B. val), B. lusitaniae (B.lus) und der OspA-Typen von B. garinii
(B.gar 3 bis 7)). Die Pfeile markieren Bereiche, in denen tatsdchliche T,-Werte nicht
innerhalb der festgelegten Grenzen der jeweiligen Gruppe liegen.

I1L.5. Vergleich der verschiedenen Methoden

Zusitzlich zu den definierten Referenzstimmen wurden Borrelien aus insgesamt 152
positiven Proben typisiert (Tab. 3.10.): 72 DNA Extraktionen von Zecken, 59 Patientenisolate
und 20 DNA Extraktionen von klinischem Material. Alle Amplifikate wurden mittels
Restriktionsenzymverdau analysiert. AuBerdem wurden 83 Proben mit der Multiplex-PCR
und 51 mit dem LightCycler im Hyb-Probes-Format differenziert. Bei 75 Proben wurde zur

Kontrolle eine Sequenzanalyse des ospA-Gens durchgefiihrt.

Tab. 3.10.: Anzahl der typisierten Borrelien aus den unterschiedlichen Proben-
materialien mit den verschiedenen Typisierungsmethoden.

Proben (aIIeRII::-oFI’aen) Multiplex-PCR LightCycler Sequenziert
Zecken 72 13 - -
Isolate (Patienten) 59 59 51 56
Direktpraparate (Patienten) 20 11 19

gesamt 152 83 51 75
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Ubereinstimmung der Methoden:

Von den 152 typisierten Borrelien ergab sich bei 151 ein RFLP-Schnittmuster, das sich nach
den Mustern der Referenzstimme eindeutig zu Spezies bzw. OspA-Typ zuordnen liel3 (fiir das
Zeckenisolat Z319 ergab sich ein unbekanntes RFLP-Muster). Insgesamt wurden 93 Borrelien
parallel mit einer anderen Methode typisiert. Bei 91 davon (98 %) stimmten die Ergebnisse
aller verwendeten Typisierungsmethoden iiberein. Fiir das Patientenisolat PGeb und die
Patientenprobe P1771 ergaben sich abweichende Ergebnisse beziiglich RFLP-Analyse und
DNA-Sequenzierung:

PGeb: Das Schnittmuster der RFLP-Analyse von PGeb war identisch mit dem einer B. garinii
OspA-Typ 6. Bei der durchgefiihrten Sequenzierung und DNA-Analyse eines 463 Basen
langen ospA-Fragments von PGeb ergab sich jedoch eine hohe Ubereinstimmung von 99,8 %
mit dem ospA-Gen des B. bissettii Stamms DN127 [142], dagegen nur 83 % mit dem OspA-
Typ 6 Stamm TN. Die weitere Analyse zeigte, dass sowohl PGeb als auch DN127 die fiir B.
garinii OspA-Typ 6 charakteristischen Schnittstellen fiir Kpn 21 besitzen (Abb. 3.15.).

232
TN (Typ6) : ACACTTGAAGGTGAAAAAACTGACAAAAGTAAAGTAAAATTAACAATTGCTGATGACCTAAGTCAAACTA
PGeb (B.bi): ATACTTGAAGGCGTAAAAGCTGACAAAAGCAAAGTAAAATTAACAGTTTCTGAGGATCTCAGCACAACTA
DN127 (B.bi) : ATACTTGAAGGCGTAAAAGCTGACAAAAGCAAAGTAAAATTAACAGTTTCTGAGGATCTCAGCACAACTA

302

AATTTGAAATTITCAAAGAAGATGGCAAAACATTAGTATCAAAAAAAGTAACCCTTAAAGACAAGTCATCAACAGAAGAA
CACTTGAAGTTCTAAAAGAAGATGGCAAAACATTGGTGTCAAAAAAAACAACTTCTAAAGACAAGTCATCAACAGAAGAA
CACTTGAAGTTCTAAAAGAAGATGGCAAAACATTGGTGTCAAAAAAAACAACTTCTAAAGACAAGTCATCAACAGAAGAA

382

AAATTCAACGAAAAGGGIGAAACATCTGAAAAAACAATAGTAAGAGCAAATGGAACCAGACTTGAATACACAGACATAAA
AAGTTCAATGACAAAGGCGAATTAGCTGAAAAAACAATGGTAAGAGCAAACGGAACCAGACTTGAATACACAGAAGTTAA
AAGTTCAATGACAAAGGCGAATTAGCTGAAAAAACAAT.GTAAGAGCAAACGGAACCAGACTTGAATACACAGAAGTTAA

462
AAGCGATGG GCTAAAGAAGTTTTAAAAGACTITACTCTTGAAGGAACTCTAGCTGCTGACGGCAAAACAA
AAGCGATGG GCTAAAGAAACTTTAAAAGACTATGCTCTTGAAGGAACTCTAACTGCTGA AAAAGCAA
AAGCGATGG GCTAAAGAAACTTTAAAAGACTATGCTCTTGAAGGAACTCTAACTGCTGA AAAAGCAA
542
CATTGAAAGTTACAGAAGGCACTGTTGTTTTAAGCAAGAACATTTE GAAATAACAGITGCACTTGATGAC
CATTGGTGGTTAAAGAAGGAACTGTTACTTTAAGTAAGCACATTTC GAAGTAACAGCTGAGCTTAATGAC
CATTGGTGGTTAAAGAAGGAACTGTTACTTTAAGTAAGCACATTTC GAAGTAACAGCTGAGCTTAATGAC
622

TCTGACACTACTCAGGCTACTAAAAAAACTGGAAAATGGGATTICAAAGACTTCCACTTTAACAATTAGIGTGAATA
ACTGACAGTGCTCAAGCTACTAAAAAAACTGGAAAATGGGATGCGGGAACTTCAACTTTAACAATTAGCGTAAACA
ACTGACAGTGCTCAAGCTACTAAAAAAACTGGAAAATGGGATGCGGGAACTTCAACTTTAACAATTAGCGTAAACA

Abb. 3.15.: Sequenz-Alignment eines ospA-Fragments des Stamms PGeb mit dem B. bissettii
(B.bi) Isolat DN127 (Mismatches pink) und dem B. garinii OspA-Typ6 Isolat TN
(Mismatches griin). Die eigentlich fiir B. garinii OspA-Typ6 charakteristischen Schnittstellen
fiir Kpn 21 sind rot hervorgehoben.
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P1771: In der RFLP-Analyse ergab sich fiir P1771 das Schnittmuster einer B. garinii OspA-
Typ 6. In der parallel durchgefiihrten DNA-Sequenzanalyse zeigte sich eine hohe Homologie
(je tiber 99 % Ubereinstimmung) zu den B. garinii Stimmen PLa und PKi (Abb. 3.16.), die
nach Wilske et al. keinem der OspA-Serotypen 1 bis 7 zuzuordnen sind, sondern als eigener
OspA-Typ 8 definiert wurden [208]. Die Ubereinstimmung mit dem Stamm TN (OspA-Typ
6) hingegen betrug nur 92 %. P1771 wurde deshalb der Gruppe B. garinii OspA-Typ 8
zugeordnet, obwohl P1771 die fiir B. garinii OspA-Typ 6 charakteristischen Schnittstellen fiir
Kpn 21 im ospA-Gen besitzt.

87
PKi (Typ8): AAAAAATAGCGTTTCAGTAGATTTACCTGGTGGAATGACAGTTCTTGTAAGTAAAGAAACAGACAAAGAT
P1771 (Typ8): TAGCGTTTCAGTAGATTTACCTGGTGGAATGACAGTTCTTGTAAGTAAAGAAACAGACAAAGAT
TN (TYP6) : AAAAAATAGCGTTTCAGTAGATTTACCTGGTGGAATGACAGTTCTTGTAAGTAAAGAAAAAGACAAAGAL

147

GGTAAATACAGCCTAATGGCAACAGTAGACAAGCTTGAGCTTAAAGGAACTTCTGATAAAAACAACGGTTCTGGAACACT
GGTAAATACAGCCTAATGGCAACAGTAGACAAGCTTGAGCTTAAAGGAACTTCTGATAAAAACAACGGTTCTGGAACACT
GGTAAATACAGICTAGAGGCAACAGTAGACAAGCTTGAGCTTAAAGGAACTTCTGATAAAAACAACGGTTCTGGAACACT

207

TGAAGGTGAAAAAACTGACAAAAGTAAAGTAAAATTAACAATTGCTGAGGATCTAAGTAAAACCACATTTGAAATCTTCA
TGAAGGTGAAAAAACTGACAAAAGTAAAGTAAAATTAACAATTGCTGAGGATCTAAGTAAAACCACATTTGAAATCTTCA
TGAAGGTGAAAAAACTGACAAAAGTAAAGTAAAATTAACAATTGCTGATLGACCTAAGTCAAACTAAATTTGAAATITTCA

267

AAGAAGATGGCAAAACATTAGTATCAAAAAAAGTAACCCTTAAAGACAAGTCATCAACAGAAGAAAAATTTGATGAAAAA
AAGAAGATGGCAAAACATTAGTATCAAAAAAAGTAACCCTTAAAGACAAGTCATCAACAGAAGAAAAATTTGATGAAAAA
AAGAAGATGGCAAAACATTAGTATCAAAAAAAGTAACCCTTAAAGACAAGTCATCAACAGAAGAAAAATTCAACGAAAAG

387

GGTGCCGTAACTGAAAAAGTAATGACAAGAAAAGACGGAACCAGACTTGAATACACAGACATAAAAAACGATGG
GGTGCCGTAACTGAAAAAGTAATGACAAGAAAAGACGGAACCAGACTTGAATACACAGACATAAAAAACGATGG
GGTGAAACATCTGAAAANACAATAGTAAGAGCAAATGGAACCAGACTTGAATACACAGACATAAAAAGCGATGG

447
GCTAAAGAAGTTTTAAAAGACTTTACTCTTGAAGGAACTCTAGCTGCTGACGGCAAAACAACATTAACAGTTAAAG
GCTAAAGAAGTTTTAAAAGACTTTACTCTTGAAGGAACTCTAGCTGCTGACGGCAAAACAACATTAACAGTTAAAG
GCTAAAGAAGTTTTAAAAGACTTTACTCTTGAAGGAACTCTAGCTGCTGACGGCAAAACAACATTGAAAGTTACAG

507

AGAGCACTGTTACTTTAAGCAAGAACATTTC GAAATAACAGTTGCACTTGATGACTCTGACTCTA
AGAGCACTGTTACTTTAAGCAAGAACATTTC GAAATAACAGTTGCACTTGATGACTCTGACTCTA
AAGGCACTGTTGITTTAAGCAAGAACATTTE GAAATAACAGTTGCACTTGATGACTCTGACACTA

Abb. 3.16.: Sequenz-Alignment eines OspA-Fragments von P1771 mit dem B. garinii Isolat
PKi (OspA-Typ 8) und TN (OspA-Typ 6). Rot kennzeichnet die eigentlich fir B. garinii
OspA-Typ6 charakteristischen Schnittstellen fiir Kpn 21.

Das RFLP-Schnittmuster der B. burgdorferi s.l. positiven Zecke Z319 unterschied sich von
den Schnittmustern aller Referenzstimme und liel sich somit keiner Spezies bzw. keinem
OspA-Typ zuordnen: Das 800 bp PCR Produkt blieb jeweils ungeschnitten durch die Enzyme
Sspl, Sful und Kpn21. Der Verdau mit Bg/Il und Hindlll resultierte in kiirzere DNA-Banden
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(Abb. 3.17.). Dieses RFLP-Muster stimmt laut DNA-Sequenzalignment mit dem des
Borrelienstamms A14S aber auch des B. valaisiana Stamms MS53 [198] iiberein. Die
Sequenzanalyse eines 416 Basen langen OspA-Fragments von Z319 ergab eine 98 %-ige
Ubereinstimmung mit der Sequenz des von Wang et al. [197] beschriebenen Stammes
Borrelia A14S. Dieser humanpathogene Stamm ldsst sich weder genotypisch noch

phinotypisch einer bekannten Borrelia Spezies zuordnen. (siche Anhang 2).

Sspl  Sful Bglll Kpn2l Hindlll M

Sspl: 798 bp
Sful: 798 bp
Bglll: 665 bp; 133 bp
Kpn21: 798 bp
HindIlI: 654 bp; 144 bp

Bandnelidngen: 798 798 665 798 654
133 144

Abb. 3.17.: RFLP-Schnittmuster der B. burgdorferi s.l. positiven Zecke Z319 nach Verdau
mit den Enzymen Sspl, Sful, Bglll, Kpn21 und Hindlll. Das erhaltene RFLP-Muster stimmt
mit keinem der Referenzstimme iiberein. (M = molecular weight marker VIII).

Mit der Multiplex-PCR wurden insgesamt 83 Borrelien typisiert. 21 davon wurden mit einer
spezifischen 640 bp Bande als B. burgdorferi s.s. gewertet, 34 mit einer spezifischen 444 bp
Bande als B. afzelii. Bei 28 Proben ergab die PCR nur eine 800 bp Bande und sie wurden
aufgrund dessen in die Gruppe B. garinii eingeteilt. Alle Proben wurden parallel auch mit
anderen Methoden differenziert. Bis auf das Isolat PGeb waren dabei alle Ergebnisse
ibereinstimmend. Bei PGeb handelt es sich um eine B. bissettii (siche oben), die durch
Amplifikation mit den B. burgdorferi s.l. Primern durch die Multiplex-PCR detektiert und
aufgrund der Amplifikatlinge als B. garinii klassifiziert wurde. Damit lag die Rate der
richtigen Spezieszuteilung mittels Multiplex-PCR bei 99 %.

Auf die Typisierung von Proben mit dem LightCycler wurde schon in Kapitel 3.4.3. genauer

eingegangen.
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II1.6. Untersuchung von niichternen Zecken
I11.6.1. Priavalenz

In einer explorativen Studie wurden 529 I. ricinus Zecken aus drei Sammelgebieten und drei
Sammelzeitpunkten mit der osp4-PCR getestet. Bei 67 Zecken ergab die PCR eine einzelne,
B. burgdorferi s.l typische, 800 bp DNA-Bande, die durch RFLP-Analyse spezifiziert werden
konnte. Dies entspricht einer Borrelien-Privalenz von 13 % fiir alle getesteten Zecken. Die
Auswertung der Privalenzdaten erfolgte sowohl in Bezug auf Sammelgebiet und
Sammelzeitpunkt, als auch auf das Entwicklungsstadium der getesteten Zecken (Tab. 3.11.
und Abb. 3.18.).

Entsprechend dem Entwicklungsstadium der Zecken nahm die Priavalenz der Borrelien von
Larven 4,7 % (4 von 85) liber Nymphen 10,8 % (33 von 306) zu adulten Zecken 21,7 % (30
von 138) zu. Damit war die Infektionsrate der adulten Zecken signifikant hoher als die von
Larven und Nymphen (p= 0,001 bzw. p=0,004; Chi-Quadrat-Test).

Es zeigten sich erhebliche lokale Unterschiede in der Borrelien-Durchseuchung der Zecken.
Die Bandbreite lag zwischen 5 und 26 %: 5 % (12 von 227) im Gebiet Bad T6lz I, 9 % (8 von
90) in EG2-2001, 15 % (11 von 71) in EG2-2000, 25 % (28 von 110) in EG1-2000 und 26 %
(8 von 31) in EG1-2002. Damit war bei den im Jahr 2000 gesammelten Zecken die
Gesamtinfektionsrate in den Gebieten EG1-2000 und EG2-2000 signifikant hoher als im
Gebiet Bad Tolz 1 (p=0,0000002 bzw. p=0,01; Chi-Quadrat-Test). Die Privalenzraten in den
einzelnen Sammelgebieten wurden auch fiir die verschiedenen Entwicklungsstadien getrennt
ausgewertet. Hierbei ergaben sich sowohl fiir Nymphen (p=0,002; Chi-Quadrat-Test), als
auch fiir Adulte (p=0,014; Chi-Quadrat-Test) eine signifikant hohere Prdvalenz im Gebiet
EG1-2000 im Vergleich zu Bad T6lz 1. Der Unterschied zwischen EG2-2000 und Bad Tolz-
2000 war nach Entwicklungsstadium getrennt betrachtet nicht signifikant (p=0,22 (Nymphen)
bzw. p=0,21 (Adulte); Fisher-exact-Test).

Die hohere Durchseuchungsrate der Zecken in den Gebieten EG1 und EG2 im Vergleich zu
Bad Tolz spiegelt sich jedoch nicht in der anti-B. burgdorferi-Antikorperprivalenz der
Bevolkerung in den entsprechenden Gebieten wider [152]. Hier besteht eine umgekehrte
Situation - mit einer hoheren Privalenz in der Bevolkerung von Bad Bad T6lz im Vergleich
zu Miinchner Biirgern.

Die Infektionsraten der Zecken in den gleichen Gebieten zu verschiedenen
Sammelzeitpunkten unterschieden sich nur geringfiigig. Mit 26 % (Jahr 2002) und 25 % (Jahr
2000) im Sammelgebiet EG1 bzw. 9 % (Jahr 2001) und 15 % (Jahr 2000) im Gebiet EG2

waren die Verdnderungen der Pravalenzraten nicht signifikant.
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Tab. 3.11.: Privalenz von B. burgdorferi s.l. fir die verschiedenen Sammelgebiete.
Doppelinfektionen (siehe auch Tab. 3.12.) sind in den Angeben nicht beriicksichtigt.

Larven Nymphen Adulte alle Stadien
+ n positiv (%) n positiv. (%) n positiv (%) n positiv (%)
EG1-2000 | 22 3 (14)| 64 15 (23) | 24 10 (42) | 110 28 (25,5)
EG1-2002 | - - - - - - 31 8 (26) | 31 8 (25,8)
EG2-2000 | - - 45 6 (13) | 26 5 (19) | 7 11 (15,5)
EG2-2001 - - 53 2 (4) 37 6 (16) | 90 8 (8,9)
Bad Tolz | 63 1 (2) | 144 10 (7) 20 1 (5) 227 12 (5,2)

gesamt | 85 4 (4,7)| 306 33 (10,8)| 138 30 (21,7)|529 67 (12,7)

n = Anzahl der untersuchten Zecken; 2000, 2001, 2002 = Sammelzeitpunkte
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Abb. 3.18.: Darstellung der Borrelien-Privalenz (in %) in den verschiedenen Sammelgebieten
(Sammelzeitpunkte 2000, 2001, 2002) aufgeteilt nach Entwicklungsstadien der getesteten
Zecken (fiir Zahlenangaben siehe Tab 3.11.).

I11.6.2. Spezies-Differenzierung der detektierten Borrelien

Alle Amplifikate der ospA-PCR aus Zecken wurden zur Bestimmung von Borrelien-Spezies
und OspA-Typ mittels RFLP analysiert (siche Anhang 3). Der Vergleich der erhaltenen
Schnittbilder mit denen der Referenzstdmme erlaubte eine Zuordnung zu den verschiedenen
Spezies.

Die am héufigsten gefundene Spezies war B. garinii mit 61 % (44 von 72), gefolgt von B.
afzelii mit 25 % (18 von 72) und B. burgdorferi s.s. mit 11 % (8 von 72). Eine B. valaisiana
(1 %) wurde im Gebiet EG1-2000 gefunden, B. lusitaniae war nicht detektiertbar (Abb.
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3.19.). Das RFLP-Schnittmuster einer Borrelie lie sich nach Sequenzanalyse dem Typ
Borrelia A14S [197] zuordenen (Kap III.5.).

B. Al4s B
valaisiana 19, burg.s.s.

1%

B.afzelii
25%

B. garinii
61%

Abb. 3.19.: Anteil der verschiedenen Borrelien-Spezies in allen Gebieten (in Prozent).

Lokale Variationen der gefundenen Borrelien-Spezies (Tab. 3.12., Abb. 3.20.):

Mit 0 — 14 % war der Anteil von B. burgdorferi s.s. in allen Gebieten konstant niedrig und
zeigte wenig lokale Variationen. Die Haufigkeit von B. afzelii hingegen hatte mit Werten
zwischen 0 und 63 % der positiven Zecken eine groflere Bandbreite. Signifikant hoher war
das lokale Vorkommen dieser Spezies im Gebiet Bad Tolz (2000) im Vergleich zu den
Gebieten im Englischen Garten (2000): EG1-2000 (7 %) vs. Bad Tolz (50 %) (p = 0,002;
Fisher exact Test), EG2-2000 (0 %) vs. Bad T6lz (50 %) (p = 0,006; Fisher exact Test).

Der Anteil von B. garinii erwies sich mit 25 — 91 % (je nach Gebiet) ebenfalls als variabel.
Die Haufigkeit dieser Spezies war im Englischen Garten (2000) signifikant hoher als in Bad
Bad To6lz (2000): EG1-2000 (80 %) vs. Bad To6lz (36 %) (p = 0,007; Fisher exact Test), EG2-
2000 (91 %) vs. Bad Tolz (36 %) (p = 0,005; Fisher exact Test).

B. valaisiana und Borrelia A14S kamen jeweils nur in einem Gebiet vor.

Variabilitit der Speziesverteilung tiber die Zeit (Tab. 3.12.. Abb. 3.20.):

In den Gebieten im Englischen Garten wurden zu zwei verschiedenen Zeitpunkten Zecken

gesammelt um die Verdnderung der Borrelienpopulationen tiber die Zeit zu untersuchen. Fiir

beide Gebiete ergaben sich zu beiden Zeitpunkten signifikant unterschiedliche Haufigkeiten -

sowohl fiir den Anteil von B. afzelii, als auch fiir den von B. garinii:

B. afzelii: EG1-2000 (7 %) vs. EG1-2002 (63 %) (p=0,002; Fisher exact Test) und
EG2-2000 (0 %) vs. EG2-2001 (50 %) (p=0,014; Fisher exact Test).

B. garinii: EG1-2000 (80 %) vs. EG1-2002 (26 %) (p=0,007; Fisher exact Test) und
EG2-2000 (91 %) vs. EG2-2001 (25 %) (p=0,004; Fisher exact Test).
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Tab. 3.12.: Verteilung von Spezies und OspA-Typen der in den Zecken detektierten
Borrelien, aufgefiihrt nach Sammelort und Sammelzeitpunkt.

Spezies OspA-Typ|EG1-2000|EG1-2002| EG2-2000 |[EG2-2001| Bad Tolz alle Gebiete
n % | n % n % | n % n % | n % 95%KI
B. burg.s.s. 1 4 13| - - 1 8 1 13| 2 14 |8 11 49-207
B. afzelii 2 2 7 5 63| - - 4 50| 7 50|18 25 155-36,6
B. garinii div. 24 80| 2 25| 11 92| 2 25| 5 36 (44 61 489-724
3 - - 1 13 - - - - 4 1 1 004-75
4 14 47 - g 1 8 1 13 4 16 22 13,3-33,6
5 - - - - 4 33 - - 4 4 6 15-136
6 10 33 1 13 6 50 1 13 36) 23 32 21,4-44,0
7 - 4 - 4 - 4 - 4 4 - . -
B. valaisiana - - 1 13 - - - - - - 1 1 0,04 -7,5
A14S - - - - - - 1 13| - -1 1 0,04-75
gesamt 30 100 | 8 100| 12 100| 8 100| 14 100|72 100

Die gefundenen Doppelinfektionen in den Gebieten EG1-2000 (OspA-Typ 4 + 6 und 1 + 4), EG2-
2000 (OspA-Typ 1 + 4) und Bad To6lz (OspA-Typ 1 + 2 und 2 + 6) sind in den Héufigkeitsangaben

integriert. 95 % KI =95 % Konfidenzintervall.

EG12000 EG12002 EG22000 EG22001

To6lz 2000

gesamt

OA14S

W B. valaisiana
W B. garinii

0 B.afzelii

W B. burg.s.s.

Abb. 3.20.: Hiufigkeit der Spezies insgesamt und aufgeteilt nach Sammelgebieten und —
zeitpunkten, angegeben in Prozent der positiven Zecken (Anzahl siehe Tab 3.12.).

I11.6.3. OspA-Subtypisierung von Borrelia garinii

Die OspA-Typisierung der Borrelien mittels Restriktionsenzymverdau erlaubte, zusétzlich zur

Speziesdifferenzierung, auch eine Analyse der Verteilung der verschiedenen OspA-Typen
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von B. garinii. Unter den gefundenen B. garinii (OspA-Typen 3-7) war OspA-Typ 6 mit 52 %
(23 von 44) am hiufigsten, gefolgt von OspA-Typ 4 mit 36 % (16 von 44). Seltener waren
OspA-Typ 5 mit 9 % (4 von 44) und OspA-Typ 3 mit 2 % (1 von 44) der gefundenen B.
garinii. OspA-Typ 7 konnte in keinem Gebiet detektiert werden (Abb. 3.21., Tab. 3.12.).

Verteilung der Subtypen von B. garinii in den verschiedenen Gebieten:

Bei den im Jahr 2000 gesammelten Zecken ergaben sich fiir den Anteil von OspA-Typ 6
(zwischen 33 % in EGI1-2000 und 50 % in EG2-2000) keine signifikanten Unterschiede
zwischen den einzelnen Gebieten.

Die Verteilung von OspA-Typ 4 hingegen zeigte grofle lokale Differenzen und im Gebiet
EG1-2000 eine fokale Haufung mit einem Anteil von 47 % (14 von 30) aller gefundenen
Borrelien. Im Vergleich dazu war der Anteil dieses Typs in den Gebieten EG2-2000 mit 8 %
(1 von 12) bzw. Bad T6lz mit 0 % (0 von 14) signifikant niedriger (p = 0,03; Fisher exact Test
bzw. p = 0,002; Fisher exact Test).

Ebenso fokal war das Auftreten von OspA-Typ 5 mit 33 % (4 von 12) der gefundenen
Borrelien im Gebiet EG2-2000. Dieser Subtyp lie sich in keinem anderen Gebiet detektieren.
Damit war der Anteil im Gebiet EG2-2000 signifikant hoher als in den Gebieten EG1-2000
(p = 0,004; Fisher exact Test) und Bad To6lz (p = 0,03; Fisher exact Test).

Variabilitit der B. garinii OspA-Typen-Verteilung iiber die Zeit:

Die Haufigkeit der verschiedenen B. garinii OspA-Typen in den Gebieten wurde auch auf
ihre Verdnderung iiber die Zeit analysiert. Fiir die Haufigkeit von OspA-Typ 4 der Spezies B.
garinii ergaben sich im Gebiet EG1 signifikante Verdanderungen: OspA-Typ 4 war im Jahr
2000 mit einem Anteil von 47 % (14 von 30) signifikant hdufiger als bei den im selben Gebiet
im Jahr 2002 (0 %; 0 von 8) positiven Zecken (p = 0,02; Fisher exact Test).

Der Anteil von OspA-Typ 5 an den Borrelien aus dem Gebiet EG2 erwies sich im Jahr 2000
mit 33 % (4 von 12) deutlich hoher als mit 0 % (0 von 8) im Jahr 2001. Der Unterschied war
jedoch nicht signifikant (p = 0,12; Fisher exact Test).
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Abb. 3.21.: Zuordung der gefundenen B. garinii zu den OspA-Typen 3 bis 7 getrennt nach
Sammelgebieten und -zeitpunkten.

I11.6.4. Doppelinfektionen

In fiinf der insgesamt 67 positiven Zecken (7,5 %) wurde eine Mischinfektion mit je zwei
verschiedenen Borrelien-Typen detektiert (Tab. 3.12.). Dabei ergaben sich zwei
Koinfektionen mit den Spezies B. burgdorferi s.s. und B. garinii (je OspA-Typen 1+4), und je
eine mit der Kombination B. burgdorferi s.s. mit B. afzelii (OspA-Typen 1+2) und B. afzelii
mit B. garinii (OspA-Typen 2+6). Die fiinfte Doppelinfektion bestand aus B. garinii OspA-

Typ 4 und 6. Es war keine Haufung bestimmter Kombinationen von Borrelien zu finden.

II1.7. Differenzierung von Borrelia burgdorferi sensu lato in klinischem

Material
II1.7.1. Borrelienkulturen

In einer explorativen Studie wurden insgesamt 59 in Miinchen aus klinischem Material
isolierte B. burgdorferi s.l. Stimme typisiert und die Verteilung der verschiedenen Spezies
und OspA-Typen bestimmt. Darunter waren 40 Liquorisolate (s. Anhang 4) von Patienten mit
Neuroborreliose, 18 Hautisolate von Patienten mit Erythema migrans (s. Anhang 5) und ein
Isolat aus einem Kniegelenkspunktat von einem Patienten mit Lyme-Arthritis. Alle Isolate
wurden mit RFLP-Analyse und Multiplex-PCR differenziert. Zusitzlich erfolgte bei 51
Proben eine Typisierung mit dem LightCycler im Hyb-Probes-Format. Bei 39 Liquorisolaten
und 17 EM-Isolaten wurde zusitzlich eine Sequenzanalyse durchgefiihrt. Tabellen zu den

Typisierungen der einzelnen Isolate finden sich in Anhang 4 und 5.
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Liquorisolate:

Unter den 40 typisierten Liquorisolaten stimmten bei 39 alle Typisierungsmethoden iiberein.
Bei PGeb stimmten die Ergebnisse der RFLP-Analyse, Multiplex-PCR und Sequenzanalyse
nicht liberein. Aufgrund der Sequenzanalyse konnte PGeb B. bissettii zugeordnet werden
(siche Kap 3.5.).

Fiir zwei Kulturen ergab die RFLP-Analyse eine Mischinfektion. Wéahrend bei PMel (OspA-
Typ 2+4+6) mit der Sequenzierung nur der OspA-Typ 4 detektiert werden konnte, war es bei
PKuf (OspA-Typ 1+7) moglich mit mehreren Sequenzierungsldufen ebenfalls die
Mischinfektion nachzuweisen.

Die am haufigsten gefundene Spezies unter den Liquorisolaten war B. burgdorferi s.s. mit
37,5 % (15 der 40 Isolate) gefolgt von B. garinii mit 30 % (12 von 40) und B. afzelii mit 25 %
(10 von 40) (Tab. 3.13., Abb. 3.22.). Unter Annahme einer reprisentativen Stichprobe wurde
fiir diese Werte jeweils das 95 %-Konfidenzinterval berechnet (Tab. 3.13.).

Die detektierten B. garinii wurden weiter in die OspA-Typen 3 bis 7 differenziert. Am
hiufigsten war OspA-Typ 6 mit 67 % (8 von 12). Dies entspricht einem Anteil von 20 % an
allen Liquorisolaten. Dem folgte OspA-Typ 4 mit 17 % (2 von 12) und OspA-Typ 3 und 5 mit
je 8 % (1 von 12) Anteil an B. garinii (Tab. 3.13., Abb. 3.22.). OspA-Typ 7 wurde in einer
Mischkultur gefunden (siehe unten).

In zwei Kulturen wurden Mischungen aus zwei bzw. drei Borrelienspezies oder Subtypen
detektiert: B. burgdorferi s.s. mit B. garinii (OspA-Typ 7) in der einen Kultur, und B. afzelii
gemischt mit zwei Subtypen von B. garinii (OspA-Typ 4+6) in der anderen.

Tab. 3.13.: Verteilung der verschiedenen Spezies und OspA-Typen unter 40 getesteten

Liquorisolaten.
Spezies OspA-Typ n (von 40) in Prozent 95 %-Konfidenzintervall*

B. burgdorferi s.s. 1 15 37,5 22,5 -54,2

B. afzelii 2 10 25 12,7 -41,2

B. garinii div. 12 30 16,6 - 46,5
3 1 2,5 0,06 - 13,2
4 2 5 0,6-16,9
5 1 2,5 0,06 - 13,2
6 8 20 9,1-357
7 - 0 0

B. bissettii - 1 25 0,06 - 13,2

Mischkulturen - 2

* Unter Annahme einer repréasentativen Stichprobe ist jeweils das 95 %-Konfidenzintervall angegeben.
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Speziesverteilung B. garinii (OspA-Typen3-7)
Misch-
kultur OspA-3

B. bisettii

8% OspA-4
17%

B.b .s.s

OspA-
. 8%
B. garinii OspA-6
B. afzelii 67%

Abb. 3.22.: Die Darstellung zeigt die Verteilung der Spezies B. burgdorferi s.s. (B.b.s.s.), B.
afzelii, B. garinii und B. bissettii unter 40 getesteten Liquorisolaten und die weitere
Differenzierung der gefundenen B. garinii in die OspA-Typen 3-7.

In einer zusammenfassnenden Auswertung wurden alle 66 im Zeitraum von 1984 bis 2002 am
Max v. Pettenkofer Institut typisierten Liquorisolate (siche Anhang 7) betrachtet. Dabei war
die am hédufigsten vorkommende Spezies B. garinii (48 %)gefolgt von B. burgdorferi s.s.
(24 %) und B. afzelii (23 %) (Tab 3.14.,Abb. 3.23.).

Bei der Auswertung der OspA-Typen-Verteilung von B. garinii wurden die Daten nach
Patientenalter in pddiatrische (unter 18 Jahre) und nicht pidiatrische Patienten (iiber 18 Jahre)
differenziert. Wahrend bei den nicht pédiatrischen Patienten OspA-Typ 4 am hdufigsten war,
zeigte sich bei den pédiatrischen Patienten eine deutliche Dominanz von OspA.Typ 6 (Tab

3.14., Abb. 3.23.).

Tab. 3.14.: Verteilung der verschiedenen Spezies und OspA-Typen unter den 66 im
Zeitraum von 1984 bis 2002 am Max v. Pettenkofer Institut differenzierten

Liquorisolaten.
Spezies OspA-Typ n (von 66) in Prozent 95 %-Konfidenzintervall*

B. burgdorferi s.s. 1 16 24 14,6 - 36,4

B. afzelii 2 15 23 13,3-34,7

B. garinii div. 32 48 36,0 - 61,1
3 4 6 1,7-14,8
4 12 18 9,8-29,7
5 2 3 0,4-10,5
6 10 15 7,5-26,1
7 2 3 0,4-10,5
8 2 3 0,4-10,5

B. bissettii - 1 2 0,0 - 8,2

Mischkulturen - 3 0,4-10,5




III. Ergebnisse 69

insgesamt (n = 66) erwachsene Pat. (n =46) pidiatrische Pat. (n=16)

Typ8 B.bis Misch Y7 Typ8  Misch
0,
3% 3% Typ 1

24%

B. bis Misch Typ1
6% 6% 6% Typ2
Typ 8 13%
6%

Typ 7
3%

Typ 6

15% Typ 4

Typ 7
yp 6%

6%
Typ 5
3% Typ 5
13%
Typ 2
Typ 4 23% Typ 6
18% Typ 3 38%
6%

Abb. 3.23.: Die Darstellung zeigt die Verteilung der Spezies und OspA-Typen 1 bis 8 aller 66
im Zeitraum von 1984 bis 2002 am Max v. Pettenkofer Institut typisierten Liquorisolate. Im
Weiteren ist der Unterschied zwischen pidiatrischen (unter 18 Jahre) und nicht padiatrischen
(liber 18 Jahre) Patienten (Pat.) dargestellt. B. bis = Borrelia bissettii.

Hautisolate:

Bei allen 18 getesteten Stimmen stimmten die Ergebnisse der verschiedenen angewandten
Typisierungsmethoden iiberein. Die am hédufigsten gefundene Spezies unter den EM-Isolaten
war B. afzelii mit 78 % (14 von 18 Isolaten). Mit 22 % (4 von 18 Isolaten) war die Anzahl der
gefundenen B. garinii deutlich geringer (Tab. 3.15., Abb. 3.24.). B. burgdorferi s.s. und
andere Borrelia-Spezies konnten nicht detektiert werden.

Die gefundenen B. garinii wurden weiter in die OspA-Typen 3 bis 7 differenziert. Mit 50 %
(2 von 4) der B. garinii war OspA-Typ 6 am héufigsten zu finden. Dies entspricht einem
Anteil von 11 % (2 von 18) an allen EM-Isolaten. Bei je einem Hautisolat ( je 6 % aller EM-
Isolate) ergab die Differenzierung die OspA-Typen 3 und 5. In keiner EM-Kultur konnten die
OspA-Typen 4 oder 7 detektiert werden (Tab. 3.15., Abb. 3.24.).

Tab. 3.15.: Verteilung der verschiedenen Spezies und OspA-Typen unter den
Hautisolaten von Patienten mit Erythema migrans.

Spezies OspA-Typ n (von 18) in Prozent 95 %-Konfidenzintervall
B. burgdorferi s.s. 1 - - -
B. afzelii 2 14 78 52,4 - 93,6
B. garinii div. 4 22 6,4 -47,6
3 1 6 0,1-27,3
4 - -
5 1 6 0,1-27,3
6 2 11 1,4 - 34,7
7 - - -

* Unter Annahme einer repriasentativen Stichprobe sind die 95 %-Konfidenzintervalle angegeben.
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B. garinii 6
B. garinii 5
B. garinii 3

B. afzelii

Abb. 3.24.: Verteilung von B. garinii und B. afzelii unter den 18 getesteten EM-Isolaten. Die
B. garinii werden dabei noch weiter in die OspA-Typen 3 bis 7 (B. garinii 3, 5, 6)
differenziert.

Kniegelenkspunktat:

Die Differenzierung der aus einem Kniegelenkspunktat gewonnenen Kultur ergab sowohl
mittels RFLP-Analyse, als auch mit LightCyler, Multiplex-PCR und Sequenzanalyse eine B.
burgdorferi s.s..

Beim Vergleich der Verteilung der Borrelia-Spezies in den Liquorisolaten mit derjenigen in
den Hautisolaten ergaben sich signifikante Unterschiede fiir B. burgdorferi s.s. und B. afzelii.
Wihrend B. burgdorferi s.s. in den Liquorisolaten mit 37,5 % signifikant hiufiger zu finden
war als mit 0 % in den Hautisolaten (p = 0,002; Fisher-exact-Test), sahen die Verhéltnisse bei
B. afzelii umgekehrt aus: 78 % in den Haut- und 25 % in den Liquorisolaten (p = 0,0002; Chi-

Quadrat Test). Bei B. garinii zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Verteilung.

I11.7.2. Direkte Untersuchung von Patientenmaterial

Insgesamt wurden 20 Patienten-Direktmaterialien differenziert, die sich in der Routine-PCR
des Max v. Pettenkofer-Instituts als B. burgdorferi s.l. positiv herausgestellt hatten. Darunter
waren 13 Hautbiopsien von Patienten mit kutanen Manifestationsformen der Lyme-
Borreliose: sieben Erythema migrans Patienten, drei Patienten mit Akrodermatitis chronica
atrophicans und drei mit atypischen kutanen Manifestationen. AuBerdem wurden drei
Liquorpunktate von Patienten mit Neuroborreliose und drei Gelenkspunktate von Patienten
mit arthritischen  Verlaufsformen untersucht. Eine Probe stammte aus einer
Fruchtwasserentnahme von einer schwangeren Patientin mit Lyme-Borreliose. Eine Tabelle

zu den Typisierungen der einzelnen Direktmaterialien findet sich in Anhang 6.



III. Ergebnisse 71

Alle Proben wurden mittels RFLP-Analyse und Sequenzierung typisiert, elf zusétzlich mit der
Multiplex-PCR getestet. Bei allen Proben bis auf P1771 stimmten die Ergebnisse aller
Methoden zur Typisierung iiberein. P1771 wurde aufgrund der ospA-Sequenzanalyse als B.
garinii OspA-Typ 8 gewertet (siche Kap. 3.5.).

Die Speziesdifferenzierung ergab mit 50 % (10 von 20) der Proben am hiufigsten die Spezies
B. afzelii gefolgt von B. garinii mit 30 % (6 von 20). B. burgdorferi s.s. wurde in 20 % (4 von
20) der Proben detektiert (Tab. 3.16.; Abb. 3.25.). Andere Borrelia-Spezies waren nicht
vertreten. Die sechs gefundenen B. garinii wurden weiter in die OspA-Typen 3 bis 7
differenziert. Bei 83 % (5 von 6) davon ergab sich der OspA-Typ 4. Dies entspricht einem
Anteil von 25 % (5 von 20) aller Proben. Eine B. garinii war dem OspA-Typ 8 zuzuordnen.

Tab. 3.16.: Speziesverteilung der Borrelien in 20 untersuchten Direktmaterialien.

Spezies OspA-Typ n (von 20**) in Prozent |95 %-Konfidenzintervall*
B. burgdorferi s.s. 1 4 20 5,7-43,7
B. afzelii 2 10 50 27,2-72,8
B. garinii div 6 30 11,9 - 54,3
3 - - -
4 5 25 8,7 - 49,1
5 - - -
6 - - -
7 - - -
8 1 5 0,1-249

* Unter Annahme einer reprasentativen Stichprobe wurde das 95 %-Konfidenzintervall berechnet.
**13 Hautbiopsien, 3 Liquorpunktate, 3 Kniegelenkspunktate und eine Fruchtwasserprobe

Die Proben der Patienten mit kutanen Manifestationsformen der Lyme-Borreliose wurden
nochmals gesondert ausgewertet. Bei dieser Gruppe war B. afzelii mit 54 % (7 von 13) der
Fille am haufigsten, gefolgt von B. garinii mit 38 % (5 von 13). Bei einer Probe (8 %) ergab
die Differenzierung eine B. burgdorferi s.s.. Alle detektierten B. garinii gehdrten zum OspA-
Typ 4. Damit war der Anteil von B. garinii OspA-Typ 4 im Direktmaterial der Patienten mit
kutanen Manifestationsformen signifikant hoher als in den Isolaten der Patienten mit

Erythema migrans (p = 0,008, Fisher exact Test).
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B. garinii
OspA-Typ 8
5% B. burg s.s.
B. garinii 20%
OspA-Typ 4
25%

B. afzelii
50%

Abb. 3.25.: Die Darstellung zeigt die Verteilung der Spezies und OspA-Typen in den 20
untersuchten Direktmaterialien.

Bei den drei Liquorproben ergab die Differenzierung je einmal B. burgdorferi s.s., B. afzelii
und B. garinii OspA-Typ 8. In zwei der drei Kniegelenkspunktate wurde je eine B. afzelii
gefunden, in dem dritten eine B. burgdorferi s.s.. Fiir die Fruchtwasserprobe ergab die

Differenzierung ebenfalls eine B. burgdorferis.s..
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IV. Diskussion
IV.1. ospA-PCR

Die PCR ist eine hiufig verwendete Methode fiir den Nachweis von B. burgdorferi s.l. in
epidemiologischen und klinischen Studien. Thre Vorteile sind die schnelle Durchfiihrbarkeit,
sowie die prinzipiell hohe Sensitivitit und Spezifitdt der Detektion [171]. Obwohl sie noch
nicht standardisiert genug fiir den Einsatz in der Routinediagnostik der Lyme-Borreliose ist,
kann sie in Einzelfdllen als wichtige Spezialuntersuchung diagnostische Hilfe bieten; vor
allem bei atypischen Friihmanifestationen der Krankheit (z.B. atypisches Erythema migrans)
[205]. Unter den mehr als 100 bisherigen  Borrelien-PCR-Publikationen stellt das
plasmidkodierte ospA-Gen mit iiber 20 verschiedenen Protokollen ein hiufig verwendetes
Zielgen dar [171]. Ein Grund dafiir kénnte die diskutierte Uberreprisentation von
plasmidkodierten Genen im Vergleich zu chromosomalen Genen sein und damit eine
mogliche Erhhung der PCR-Sensitivitdt [128]. Es existieren allerdings wenige publizierte
direkte Vergleiche verschiedener PCR-Protokolle [171]. Wichtigste Aspekte bei der Auswahl
von Target und Primer fiir die Entwicklung einer PCR sind die Sensitivitét und die Spezifitit
der Amplifikation. Da bisher veroffentlichte PCR-Protokolle oft nur unzureichend evaluiert
sind (siehe unten) oder sich z. B. nur fiir Borrelienkulturen eignen [191] sollte eine PCR zum
sensitiven und spezifischen Nachweis von B. burgdorferi s.l. in Kulturen und
Direktmaterialien entwickelt werden.

Die sensitive Erfassung durch die PCR sollte fiir alle pathogenen Subtypen von B. burgdorferi
s.l. moglichst gleichermaBen sichergestellt sein [171]. In Europa sind dabei vor allem die
nachgewiesen humanpathogenen Spezies B. burgdorferi s.s., B. afzelii und B. garinii relevant
[16], sowie die in Zecken privalenten Spezies B. valaisana und B. lusitaniae. Da B.
valaisiana-DNA mit PCR in Hautbiopsien von Patienten mit Erythema migrans nachgewiesen
werden konnte, wird auch fiir diese Spezies eine Humanpathogenitit zumindest vermutet
[157]. Im weiteren sollte auch der neue Genotyp Borrelia A14S erfasst werden da dieser in
neueren Studien haufiger als bisher beschrieben aus Haut isoliert werden konnte (Fingerle u.
Wilske et al nicht publiziert). Eine gleichméBig sensitive Detektion der einzelnen Subtypen ist
insbesondere bei nachfolgender Differenzierung des PCR-Produkts von Bedeutung, um
Verfilschungen der Daten durch Sensitivitdtsunterschiede bei der Detektion zu vermeiden.
Dies kann jedoch vor allem durch die Heterogenitit des PCR-Zielgens kompliziert werden.
Das ospA-Gen von Stammen der Spezies B. burgdorferi s.s. und B. afzelii ist jeweils sehr

homogen (98,5 —100 % Ubereinstimmung) [204]. Innerhalb der Spezies B. garinii zeigt sich
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jedoch eine ausgeprigte Heterogenitit (79,6-100 % Uberseinstimmung), wobei sich,
entsprechend den OspA-Typen von B. garinii [215], homogene Gruppen bilden lassen [204].
Ausgangspunkt bei der Entwicklung der vorliegenden ospA-PCR war das Protokoll von
Trebesius et al. [191] zur Amplifizierung von Kulturborrelien. Durch Primeranalyse mit
einem DNA Sequenz-Alignment, Modifikation und Hinzunahme neuer Primer sowie
Optimierung der Reaktionsbedingungen konnte die Detektion fiir vier der relevanten Borrelia
Subtypen entscheidend verbessert werden. Nachfolgend war, jeweils getrennt fiir die Spezies
B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. valaisiana, B. lusitaniae sowie fiir alle 5 OspA-Typen von B.
garinii, eine hohe Sensitivitdt der PCR nachweisbar. Die Notwendigkeit dieser, innerhalb der
Spezies B. garinii in die OspA-Typen aufgesplitterten Sensitivititsevaluierung, zeigte sich
unter anderem in folgender Tatsache: Trotz einer guten Amplifikation der B. garinii OspA-
Typen 4, 5 und 6 mit dem reverse-Primer R1 war der sensitive Nachweis von B. garinii
OspA-Typ 3 und 7 nur mit dem zusitzlichen reverse-Primer R37 zu erreichen. In den meisten
bisher veroffentlichten ospA-PCR Protokollen erfolgte eine Evaluierung der Sensitivitit nur
fir 1 bis 2 verschiedene B. garinii Stimme [84;97;98;149;151;157]. In Anbetracht der
Heterogenitit von B. garinii [204] und den vorliegenden Ergebnissen zufolge reicht dies nicht
aus, um von einer gleichméBig sensitiven Amplifikation aller B. garinii Subtypen auszugehen.
Die Spezifitit einer PCR garantiert einerseits die Amplifikation mit den spezifischen Primern
selbst, andererseits eine weitere Spezifizierung des Amplifikationsprodukts durch
Anschlussverfahren wie z.B. RFLP, Sequenzierung oder Hybridisierung. In der vorliegenden
Arbeit wurde eine (hemi)nested-PCR durchgefiihrt. Dies erhoht neben der Sensitivitit vor
allem die Spezifitdit der Amplifikation, da zwei Sets spezifischer Primer benutzt werden
[66;119]. Wéhrend man nach Meinung mancher Autoren damit auf eine weitere
Spezifizierung des PCR-Produkts verzichten kann [224], wurde diese bei den entwickelten
Protokollen mittels RFLP-Analyse und Hybridisierung mit Hyb-Probes durchgefiihrt.
Lediglich bei der Multiplex-PCR kam nur die nested-Amplifikation mit den verschiedenen
resultierenden DNA-Fragment-Ladngen zur Spezifizierung zur Verwendung. Trotz aller
MaBnahmen zur Verbesserung der Spezifitit einer PCR muss diese bei der Etablierung eines
Protokolls immer mit nah verwandten Bakterien auch experimentell nachgewiesen werden
[171]. Keiner von sieben Riickfallfieber-Borrelien-Stimmen, acht Leptospira-Serovaren und
zwei Treponema spp. war in dem vorliegenden PCR-Protokoll reaktiv, was fiir eine hohe
Spezifitit der Reaktion fiir den B. burgdorferi s.1.-Komplex spricht.

Die PCR bietet den Vorteil einer sensitiven und spezifischen Detektion von DNA innerhalb

kurzer Zeit. Allerdings birgt sie eine erhebliche Kontaminationsgefahr, vor allem bei
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Protokollen, die auf optimale Sensitivitdt ausgelegt sind [171]. Dies gilt besonders fiir die
nested-PCR, wo Kontaminationen vor allem wihrend dem Ubertrag von DNA aus der ersten
Amplifikationsrunde in den nested-Reaktionsansatz stattfinden. Solche Verunreinigungen
konnen zwar durch striktes Befolgen der Regeln von Kwok und Higuchi zur ,Vermeidung
falsch-positiver PCR Ergebnisse’ minimiert werden [93]. Jedoch bleibt die nested-PCR nach

wie vor eine vorwiegend in Speziallabors verwendete Methode [119;171].

IV.2. Typisierung der Borrelien mittels RFLP-Analyse

Die RFLP-Analyse zur Spezifizierung und Differenzierung eines PCR-Amplikons ist schnell
und einfach durchfiihrbar. Sie kann ohne langwierige Kultivierung der Borrelien direkt auf
Probenmaterial von Zecken oder Patienten angewendet werden und eignet sich somit gut fiir
epidemiologische und populationsgenetische Studien an B. burgdorferi s.1. [200]. Die RFLP-
Analyse eines Amplikons der rrf (5S) - rrl (23S) intergenetischen Region mit dem
Restriktionsenzym Msel ist eine haufig verwendete Methode zur Typisierung von B.
burgdorferi s.1.[140]. Sie ermoglicht eine zuverldssige Differenzierung auf der Ebene der
verschiedenen Genospezies. Der ebenfalls hiufig durchgefiihrte Verdau von 16S-23S rDNA
mit dem Enzym Hinfl fiihrt zu einer weiteren Subtypisierung innerhalb der Spezies B.
burgdorferi s.s. [101]. Beide Protokolle ermdglichen jedoch keine weitere Sub-
Differenzierung von B. garinii. Die Heterogenitidt von B. garinii spielt jedoch in Europa eine
erhebliche Rolle bei Erforschung von Pathogenese und Organotropismus sowie der
Entwicklung von Impfstoffen und serologischen Testsystemen (Kap. 1.3.2. und 1.7.). Die
groBte Relevanz hat hier die Einteilung von B. garinii in verschiedene OspA-Typen. Fiir diese
werden unterschiedliche pathogene Potentiale und Assoziationen zu klinischen
Manifestationsformen vermutet [215]. Bisher existieren zur Verteilung dieser Typen
allerdings nur sehr begrenzt Daten aus wenigen Regionen [46;215]. Dies liegt moglicherweise
auch daran, dass bisher nur aufwendige oder teure Typisierungsverfahren wie Kultivierung
und Serotypisierung [215] oder DNA-Sequenzierung [46;204] zur Verfiigung stehen.

Der in dieser Arbeit entwickelte Restriktionsverdau des ospA-PCR Amplikons mit flinf
Restriktionsenzymen erlaubte eine einfache zuverldssige Differenzierung der in Europa
relevanten Genospezies B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. garinii, B. valaisiana und B.
lusitaniae. Weiter ermoglichte er eine Sub-Differenzierung der Spezies B. garinii in finf
Gruppen, entsprechend den von Wilske et al. definierten OspA-Typen [215]. Da die ospA-
Rekombinations- und Austauschraterate zwischen verschiednen Borrelienspezies als sehr

niedrig angenommen werden kann [160], ist eine Spezies-Klassifizierung von Stimmen
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anhand der ospA-Sequenz allgemein akzeptiert und stimmt mit der von konservierteren
chromosomalen Genen iiberein [200]. Der RFLP Verdau stellt somit ein einfaches und
schnelles Werkzeug zur Untersuchung der Heterogenitit von Borrelien in Europa dar. Anhand
von einem DNA Sequenz-Alignment und einer Restriktionsanalyse von 51 ospA-Sequenzen
wurde der Verdau zusétzlich zur experimentellen Evaluierung analysiert. Dabei ergaben sich
theoretische Schnittbildvarianten fiir die RFLP-Gruppen B. burgdorferi s.s., B. lusitaniae, B.
valaisiana und B. garinii OspA-Typ 7, so dass der Verdau unter Umstinden eine weitere
Subdifferenzierung dieser Typen erlaubt. Da weder bei den Referenzstimmen noch dem
untersuchten Probenmaterial diese Schnittbildvarianten auftraten, bleibt ihre Héufigkeit und
Relevanz unklar.

Ein Vorteil der Restriktionsenzymanalyse ist die leichte Detektion und Differenzierung von
Mehrfachinfektionen. Infektionen mit mehreren B. burgorferi s.l. Spezies gleichzeitig sind
sowohl in Zecken [134;141;155], Reservoirtieren [92;116;117] und Patientenmaterialien
[44;102;157] wiederholt beschrieben worden. Die Detektion und Differenzierung solcher
Mehrfachinfektionen ist besonders bei Typisierungstechniken, die eine Kultivierung der
Borrelien vorraussetzt, schwierig. Hier kann es mdglicherweise durch Unterschiede im
Wachstumsverhalten verschiedener Borrelien in Mischkulturen zum Uberwachsen einzelner
Typen kommen [64]. Durch unterschiedliche Empfindlichkeit auf Antibiotika, welche bei der
Kultivierung eingesetzt werden, kdnnen ebenfalls einzelne Typen selektioniert werden [192].
In einer Studie von Liveris et al. wurde aus dem selben klinischen Material eine RFLP-
Typisierung mit und ohne vorangegangener Kultivierung der Borrelien zum Vergleich
durchgefiihrt. Die gefundene Rate an Mischinfektionen war bei der direkten Typisierung
signifikant hoher als nach vorheriger Kultivierung [102]. Um eine gute Detektion von
Mehrfachinfektionen mit der RFLP-Analyse zu erreichen, ist eine gleichermaflen sensitive
und effektive Amplifikation der verschiedenen Subtypen in der PCR wichtig, da sich
Unterschiede aufgrund der exponentiellen Amplifikation in der PCR um ein Vielfaches auf
das Ergebnis auswirken. Nach dhnlichem Muster wirken sich auch Unterschiede in der
Ausgangskonzentration der einzelnen Borrelientypen aus. Zu grofe Unterschiede im
Mengenverhéltnis limitieren deshalb bei dieser Typisierungstechnik die Detektion von
multiplen Infektionen. Fiir das vorliegende Protokoll lieB sich die Grenze des DNA-
Mischverhiltnisses zweier Stidmme, bei dem beide zuverldssig detektiert werden, fiir
verschiedene Spezies-Kombinationen mit 1 /10 bis 1 / 100 experimentell ermitteln.

Ein Nachteil der RFLP-Typisierung ist, dass trotz umfangreicher Analyse per Sequenz-

Alignment und experimenteller Evaluierung Mutationen an den Schnittstellen und somit
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Fehltypisierungen nicht vollig auszuschlieBen sind. Auch konnen seltene Stimme, die nicht in
dem Typisierungsschema berticksichtigt sind, aufgrund gleicher Restriktionsschnittstellen wie
Standardstimme dasselbe Schnittmuster haben. Sie bleiben dann unerkannt. So hat B. garinii
OspA-Typ 8 nach bisherigen Ergebnissen die gleichen Schnittstellen wie OspA-Typ 6. Der
OspA-Typ 8 wurde von Wilske et al. [208] fiir zwei Stimme definiert, die sich mit dem
OspA-Serotypisierungssystem keiner der bis dato beschriebenen OspA-Gruppen (1 bis 7)
[215] zuordnen lieBen. Ebenso wird moglicherweise B. bissettii durch die gleichen
Schnittstellen wie B. garinii OspA-Typ 6 charakterisiert. B. bissettii ist jedoch hauptséchlich
in Nordamerika prédvalent, in Europa ist sie mit bisher nur neun Isolaten aus Slowenien selten
[136;188]. Ein Vorteil der Methode ist, dass solche seltenen (Sub-)Typen zwar mit der RFLP
Analyse falsch klassifiziert werden, jedoch in der PCR positiv reagieren und somit der
Diagnostik nicht entgehen. Falls eine sichere Differentialdiagnose zwischen OspA-Typ 6 und
OspA-Typ8 bzw. B. bissettii als notwendig erachtet wird sollte eine Sequenzierung der
Amplifikate erfolgen.

Interessanterweise ergab der Restriktionsverdau einer positiven Zecken-PCR ein neues, nicht
einzuordnendes RFLP-Muster. Wie Sequenzanalyse, Vergleich mit verdffentlichten
Sequenzen und Analyse der Restriktionsschnittstellen zeigten, handelt es sich dabei um eine
Borrelie, die dem Typ Borrelia Al14S ahnelt. Borrelia A14S ist ein 1999 erstmals
beschriebenes genotypisch und phinotypisch neues, européisches B. burgdorferi s.l. Isolat,
das eine neue Borrelia-Geno-Spezies darstellt [197]. Von einer Humanpathogenitét ist
auszugehen, da das Isolat aus einer Hautbiopsie von einem Patienten mit Erythema migrans
angeziichtet wurde. Auch in Siiddeutschland ist das Vorkommen dieses Typs sowohl in
Zecken [151] als auch bei einem Patienten mit einem Erythema migrans [55;205] beschrieben
worden. Nach den bisherigen Ergebnissen féllt das RFLP-Muster von diesem Borrelientyp im
vorgestellten Restriktionsverdau mit dem des B. valaisiana Stanmms M53 [198] zusammen,

so dass eine Speziesdiagnose durch Sequenzierung verifiziert werden muss.

IV.3. Multiplex-PCR

Mit der Multiplex-PCR wurde eine schnelle und sehr einfache Methode zur simultanen
Detektion und Differenzierung der klinisch relevanten Spezies B. burgdorferi s.s., B. afzelii,
B. garinii und B. valaisiana entwickelt. Durch den Einsatz von sieben Primern im nested-
Amplifikationsansatz - davon drei Spezies-spezifischen - kann nach Ablauf der PCR anhand
der Linge des resultierenden Amplikons die Spezies bestimmt werden. Die Verwendung

mehrerer Primersysteme in einer Multiplex-PCR fiir Nachweis und Differenzierung von DNA
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ist ein weit verbreitetes Konzept [30;125;127;162;196;225], da dieses Vorgehen im Vergleich
zu konventionellen PCR- und Typisierungsmethoden viel Zeit und Arbeit spart [109]. Bisher
existiert jedoch noch kein Multiplex-PCR-Protokoll zur Differenzierung von B. burgdorferi
s.l.. Zwar haben bereits mehrere Autoren eine PCR mit Spezies- bzw. OspA-Typ-spezifischen
Primern erfolgreich durchgefithrt [106;112;195], in diesen Protokollen wurden die
verschiedenen spezifischen Primersets jedoch in mehreren getrennten PCR-Reaktionen
eingesetzt, und die Spezies je nach positiver Reaktion bestimmt. Bei der hier vorgestellten
Multiplex-PCR hingegen war durch die T,-Abstimmung der Primer und die deutlichen
Lingendifferenzen der unterschiedlichen Amplifikate die komplette Amplifikation in einem
Reaktionsgefal moglich. Dabei werden B. burgdorferi s.s., B. afzelii und B. valaisana
aufgrund der kiirzeren Amplifikatlinge bevorzugt von den jeweiligen Spezies-spezifischen
Primersets amplifiziert. Fiir B. garinii wurde kein spezifischer Primer entwickelt. Damit
erfolgte die Amplifikation dieser Spezies mit den im Reaktionsgemisch enthaltenen B.
burgdorferi s.l. Primern, resultierend in einem ldngeren Amplifikat. Es konnte eine hohe
Sensitivitdt fiir die entsprechenden Spezies, und eine hohe Spezifitit der Reaktion fiir B.
burgdorferi s.1. nachgewiesen werden. Kreuzamplifikationen der spezifischen Primer, wie sie
fiir andere Spezies-spezifische PCR-Protokolle beschrieben sind [112],waren selbst beim
Einsatz hoher Templatekonzentrationen nicht nachzuweisen.

Fiir die typisierten Borrelien war - basierend auf einer Kontrolle durch DNA-Sequenzierung
und RFLP-Analyse - in 99 % der Fille eine richtige Spezieszuordung erreichbar. Es konnte
also eine hohe Zuverldssigkeit der Multiplex-PCR demonstriert werden. Eine B. bissettii
wurde mit den B. burgdorferi s.l. Primern amplifiziert, und somit als B. garinii gewertet. Im
Vergleich zu B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. garinii und B. valaisana spielen andere Spezies
in Europa eine untergeordnete Rolle [200]. Der Vorteil des beschriebenen Vorgehens mit
Einsatz von B. burgdorferi s.l. Primern ist, dass mit diesen auch seltenere Spezies in der PCR
amplifiziert und damit detektiert werden. Diese Amplifikate lassen sich dann jedoch nicht
nach der Léange von B. garinii differenzieren. Bei Materialien, wo vermehrt mit dem
Auftreten zusétzlicher Spezies zu rechnen ist, muss deshalb zur Sicherung der
Speziesdiagnose B. garinii ein Restriktionsenzymverdau des B. burgdorferi s.l. Amplifikats
durchfiihrt werden.

Die beschriebene Vorgehensweise hat aber folgenden Nachteil: Vor allem beim Einsatz
groBer Mengen von B. burgdorferi s.s., B. afzelii und B. valaisiana findet trotz bevorzugter
Entstehung der kiirzeren Spezies-spezifischen Amplifikate in geringerem Mall auch eine

Amplifikation mit den B. burgdorferi s.l. Primern statt. Dieser Effekt ldsst sich durch
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Verdiinnung des Amplifikats aus der ersten Runde vor Einsatz in die nested-PCR deutlich
verringern. Trotzdem kann somit bei einer langen B. burgdorferi s.l.-Bande zusitzlich zur
spezifischen, kiirzeren Bande eine Doppelinfektionen mit Beteiligung von B. garinii nicht
sicher bewiesen oder ausgeschlossen werden. In einem solchen Fall muss die ospA-PCR mit
Restriktionsenzymverdau angeschlossen werden, um eine Doppelinfektion nachzuweisen.

Somit scheint die Multiplex-PCR eine geeignete Methode fiir den Routineeinsatz in weniger
spezialisierten Labors zu sein, die eine schnelle und einfache Differenzierung der in Europa
relevanten Borrelia-Spezies [200] erlaubt. Nachteile sind die unsichere Differenzierung von
Mischinfektionen und von seltenen B. burgdorferi s.l. Spezies. Fiir solche Fille muss

zusitzlich auf eine Typisierung mittels RFLP zuriickgegriffen werden.

IV 4. LightCycler

Ziel war die Entwicklung eines LightCycler-Protokolls fiir den sensitiven Nachweis und die
Differenzierung von B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. garinii, B. valaisiana und B. lusitaniae.
Weiter sollten die OspA-Typen der Spezies B. garinii differenziert werden. Target der
entwickelten LightCycler-PCR war das ospA-Gen. Es ist homogen innerhalb der Spezies B.
burgdorferi s.s., B. afzelii, B. valaisiana und B. lusitaniae, jedoch innerhalb B. garinii
entsprechend den OspA-Typen dieser Spezies deutlich heterogener [204]. Damit war es
geeignet flir die gewiinschte Differenzierung mittels Hyb-Probes.

Die LightCycler-PCR wurde sowohl im SYBR Green- als auch im Hyb-Probes-Format
durchgefiihrt. In beiden Formaten wurde aufgrund der Steigerung von Sensitivitdt und
Spezifitit der Detektion das Konzept der nested-PCR, mit Pra-PCR im Block-Cycler gewihlt.
Fiir beide Formate lief3 sich eine hohe Sensitivitidt der PCR fiir den Nachweis der in Europa
relevanten Spezies B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. garinii und B. valaisiana [200]
demonstrieren. Aufgrund der hoheren Sequenzabhingigkeit der Detektion wurde die
Sensitivitdt im Hyb-Probes-Format zusétzlich fiir alle OspA-Typen von B. garinii getrennt
evaluiert. Fiir alle getesteten Typen lag die ermittelte Sensitivitit mit eins bis flnf
detekierbaren Borrelien im selben Rahmen wie die der ospA4-PCR auf dem Block-Cycler.
Dabei konnte in beiden Formaten eine Spezifitdt der Reaktion fiir B. burgdorferi s.1. gesichert
werden.

Im SYBR Green-Format entsteht das Fluoreszenzsignal durch unspezifisch interkallierende
Dyes. Eine Schmelzkurvenanalyse am Ende der Amplifikation ermdglicht es, das
entstandenen Produkt anhand dessen Linge und GC-Gehalt zu spezifizieren [158]. Pietila et

al. entwickelten fiir das Zielgen rec4 ein LightCycler-Protokoll zum Nachweis von B.
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burgdorferi s.l. im SYBR Green-Format. Die Schmelzkurvenanalyse ermdglichte eine
Abgrenzung von B. garinii gegeniiber den beiden Spezies B. burgdorferi s.s. und B. afzelii,
welche einen nahezu identischen Schmelzpunkt besitzten [138]. Das vorliegende Protokoll
ermOglichte im SYBR Green-Format die sensitive Detektion von B. burgdorferi s.l.. Eine
Differenzierung der Spezies war wegen zu geringer Unterschiede der Schmelzpunkte in
diesem Format unmoglich. Aufgrund der sehr schnellen und einfachen Durchfiihrbarkeit, der
niedrigen Kosten und der hohen Sensitivitdt eignet sich der Nachweis im SYBR Green-
Format als Screening PCR. Positive Proben miissten allerdings durch ein Anschlussverfahren
(z.B. Hyb-Probes LightCycler-PCR) differenziert werden, da alle PCR-Verfahren zum
Nachweis von B. burgdorferi s.l. zumindest eine Differenzierung der drei gesichert
humanpathogenen Borrelia-Spezies erlauben sollten [157].

Im Hyb-Probes-Format 148t sich mit hybridisierenden DNA-Sonden eine hohere Spezifitit der
Detektion und eine bessere Differenzierung des Amplifikationsprodukts erreichen. In der
Schmelzkurvenanalyse am Ende der PCR konnen sogar einzelne Basenmutationen erkannt
und von anderen unterschieden werden [26;27;94]. Rauter et al. entwickelten ein LightCycler-
Protokoll mit Hyb-Probes fiir einen konservierten Abschnitt des ospA4-Gens, was eine
Differenzierung von B. burgdorferi s.s., B. afzelii und B. garinii erlaubte. Allerdings war die
Spezies B. valaisana nicht von B. afzelii unterscheidbar [151]. Ausserdem wurde die
Sensitivitidt der Methode mit nur zwei B. garinii Stimmen evaluiert. Dies ist in Hinblick auf
die Heterogenitét dieser Spezies im ospA-Gen ungeniigend. Fiir das vorliegende Protokoll
wurde ein heterogener Abschnitt des osp4-Gens zur Hybridisierung mit den Hyb-Probes
ausgewdhlt. Die Analyse mit 51 ospA-Sequenzen ergab charakteristische Fehlpaarungen mit
B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. valaisiana und B. lusitaniae. Flr B. garinii zeigte sich ein
heterogeneres Mismatch-Muster, es lielen sich entsprechend den OspA-Typen dieser Spezies
fiinf Gruppen bilden. Beim Evaluieren der Typisierbarkeit von B. burgdorferi s.l. anhand von
110 PCR Reaktionen mit Isolaten aus klinischem Material ergaben sich charakteristische
Schmelzpunkte jeweils fiir B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. valaisiana und B. lusitaniae und
fiir alle fiinf OspA-Typen von B. garinii. Die Unterschiede zwischen den Schmelzpunkten der
einzelnen Gruppen waren alle signifikant. Bei der Speziesdifferenzierung wurde damit,
basierend auf den getesteten Isolaten, eine richtige Zuordnung in 98 % der Fille erreicht.
Fehlzuordnungen traten allerdings bei der Differenzierung von B. burgdorferi s.s. und B.
valaisiana auf. Die klinische Relevanz von B. valaisiana wird zur Zeit noch diskutiert. Zwar
konnte diese Spezies aus Zecken von zahlreichen europdischen Staaten isoliert bzw. detektiert

werden [42;75;91;92;129;141;155;156;166;199], die Privalenz scheint in Siiddeutschland
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jedoch sowohl in Zecken als auch in Patienten gering zu sein. In der vorliegenden Arbeit war
in einer der 72 positiven Zecken und in keiner der insgesamt 60 Patientenisolate oder 20
Patientenmaterialien eine B. valaisiana mittels RFLP detektierbar. Niedrige Prévalenzraten
wurden auch in anderen siiddeutschen Regionen gefunden [151]. Ein pathogenes Potential
kann fiir B. valaisiana bisher nur vermutet werden, da der Nachweis in Patientenmaterial per
PCR, nicht aber die Erregeranzucht gelungen ist [157]. Um Fehlzuordnungen bei dieser
Spezies mit dem vorliegenden Hyb-Probes Protokoll zu vermeiden, empfiehlt sich bei der
Differenzierung von Borrelien aus Material, das eine hohere Privalenz von B. valaisiana
vermuten ldsst, eine zusétzliche Sicherung der Speziesdiagnose: Ein Restriktionsenzymverdau
des LightCycler Amplifikats mit dem Enzym HindIll als sichere Abgrenzung zu B.
burgdorferi s.s..

Signifikante Unterschiede der Schmelztemperaturen der OspA-Typen ermoglichten eine
weitere Differenzierung innerhalb der Spezies B. garinii. Die Zuordnung stimmte in 87 % der
Félle mit der DNA Sequenzierung als Kontrolle {iberein. Fehlzuordnungen betrafen vor allem
die Differenzierung von OspA-Typ 4 und 5. Durch Mitfiihren von Standardstimmen als T,,-
Kallibratoren konnte die Sensitivtit und Spezifitit der Zuordnung zu diesen Typen deutlich
erhoht, und damit die Rate der richtigen Zuordnung des OspA-Typs auf 93 % gesteigert
werden. Eine weitere Absicherung des Ergebnisses lésst sich fiir die kritischen Typen durch
Restriktionsverdau des LightCycler-Amplifikats mit dem Enzym Kpn21 erreichen.

Vorteil der LightCycler-PCR ist dabei die kurze Reaktionsdauer, welche durch Verkiirzung
der einzelnen Reaktionsphasen und die schnellen Temperaturinderungen des
Reaktionsgemisches erreicht wird [229]. Durch die simultane Amplifikation, Detektion und
Differenzierung ist sie wesentlich weniger arbeitsintensiv als andere Methoden [151]. Das
vorliegende LightCycler-Protokoll konnte in 1,5 Stunden durchgefiihrt werden und dauerte
selbst mit Prda-PCR im Block-Cycler unter fiinf Stunden. Fiir eine Typisierung mittels RFLP
bendtigt man inklusive Inkubationszeiten hingegen mindestens zwei Arbeitstage.

Durch das Monitoring des Fluoreszenzanstiegs nach jedem Amplifikationszyzklus kann mit
dem LightCycler die urspriinglich eingesetzte DNA-Menge quantifiziert werden [227;228].
Eine einfache Mdoglichkeit ist dabei das Erstellen einer Standardkurve und der Vergleich mit
der untersuchten Probe. Aufgrund von Variationen der Amplifikationseffizienz kann sich bei
diesem Vorgehen die reelle DNA-Konzentration von der ermittelten um ein Mehrfaches
unterscheiden [150]. Durch das Mitfiihren eines Standards bei jedem PCR-Lauf lésst sich eine
solche Fehleinschitzung jedoch verringern. Ein weiteres Problem bei der externen

Quantifizierung sind PCR-Inhibitoren, die in unterschiedlichen Materialien vorhanden sein
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kénnen und die PCR-Effizienz beeinflussen. Dies kann nur durch eine interne
Amplifikationskontrolle erkannt und somit beriicksichtigt werden. Generell sollte jede
Quantifikation als relativ angesehen werden [150]. Im vorliegenden Protokoll wurde auf eine
Quantifizierung der PCR Ergebnisse verzichtet, da sich durch den Einsatz als nested-PCR
oben genannte verfialschende Faktoren potenzieren. Damit erscheint der mogliche Fehler zu
grof}. Weiter wiirde die ausgepriagte Heterogenitit des ospA-Gens eine Standardisierung fiir
jeden einzelnen Typ notwendig machen, da geringe Unterschiede in der
Amplifikationseffizienz nicht auszuschliefen sind. Solche geringen Differenzen kdnnen schon
zu einer vielfachen Verschitzung bei der Quantifizierung fithren [150]. Eine Untersuchung
verschiedener Materialien wie Kultur, Patientenmaterialien und Zecken mit moglicherweise
enthaltenen PCR-Inhibitoren verkompliziert eine mogliche Standardisierung weiter. Deshalb
wurde bei der Entwicklung des Vorliegenden LightCycler-Protokolls vorrangig Wert auf eine
sensitive und spezifische Detektion mit zuverldssiger Differenzierung gelegt, eine
Quantifizierung wurde nicht durchgefiihrt.

Die vorgestellte Methode stellt somit das erste LightCycler-Protokoll dar, das anhand aller
OspA-Typen evaluiert wurde und neben der Differenzierung der in Europa relevanten
Borrelia Spezies mit Einschrinkungen eine Differenzierung der OspA-Typen von B. garinii

erlaubt.

IV.5. Untersuchung der Zecken
IV.5.1. Privalenz

Die Priavalenz von pathogenen Borrelia-Spezies in Zecken ist ein wichtiger Faktor, um das
Risiko nach einem Zeckenstich abzuschitzen. In vielen europdischen Landern wurden deshalb
Priavalenzstudien durchgefiihrt. Aufgrund unterschiedlicher Untersuchungsmethoden ist ein
Vergleich der Daten aber oft schwierig. Hubalek et al. fand in einer Zusammenfassung
europdischer Studien mit insgesamt 96169 untersuchten Zecken je nach Untersuchungsgebiet,
Detektionsmethode und Zeckenstadium eine breite Variation von Prdvalenzangaben mit
Werten zwischen 0 und 58 %. Die durchschnittlichen Infektionsraten lagen bei 1,9 % fiir
Larven, 10,8 % fiir Nymphen und 17,4 % fiir adulte Zecken. Die PCR war, im Vergleich zu
Kultivierung und Mikroskopie, die insgesamt sensitivste Methode zum Nachweis von B.
burgdorferi s.l. in Zecken [80]. In der vorliegenden Arbeit wurden in einer explorativen
Studie 529 I. rcinus Zecken untersucht und die gefundenen Borrelien differenziert. Die
erhaltenen Privalenzdaten liegen mit 4,7 % fiir Larven, 10,8 % fiir Nymphen und 21,7 % fiir

adulte Zecken nahe bei den oben genannten Werten. Damit entsprechen sie auch den
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Durchseuchungsraten, die bisherige Studien in Siiddeutschland ermittelten [51;222]. Im
Vergleich zu den anderen Gebieten wie Bad Télz war vor allem die hohe Prévalenz im
Englischen Garten, Gebiet EG1-2000, auffallend (42 % bei den Adulten). Ahnlich hohe
Durchseuchungsraten wurden schon in vorherigen Studien fiir den Englischen Garten [56],
die Isarregion im Norden Miinchens [222], aber auch filir andere Gebiete in Stiddeutschland
ermittelt [151] - wobei bei Privalenzvergleichen immer unterschiedliche Anteile der
untersuchten Zeckenstadien zu beachten sind. Da der Englische Garten ein héaufig
frequentiertes Freizeit- und Erholungsgebiet in Miinchen ist, scheint die hohe Privalenz von
B. burgdorferi s.l. von besonderer Bedeutung. Interessanterweise ergab eine Studie von
Reimer et al. [151] zur Seroprdvalenz von Anti-B. burgdorferi s.l. Antikorper mit niedrigeren
Pravalenzraten in der Bevolkerung von Miinchen im Vergleich zu Bad Tolz umgekehrte
Antikorper-Privalenzdaten. Eine mogliche Erkliarung ist die hohere berufliche Exposition der
Bevolkerung in Bad Tolz (Bauern, Forstarbeiter). Die hohe Mobilitit der Menschen in der
Freizeit, Unterschiede im Freizeitverhalten von Stadt- und Landbevolkerung sowie eine
moglicherweise nicht représentative Auswahl von Untersuchungsgebieten sind zusitzliche
wichtige Faktoren.

Wie in den meisten Studien stieg die Durchseuchungsrate der Zecken von Larven iiber
Nymphen zu adulten Zecken an. Das war zu erwarten, da eine transovarielle Ubertragung der
Borrelien nur selten stattfindet und die Zecken diese erst durch die Blutmahlzeiten im Laufe

ihrer Entwicklung erwerben [35].

IV.5.2. Spezies- und OspA-Typenverteilung

Neben Priavalenzdaten sind auch Untersuchungen zur Heterogenitét von Borrelien in Zecken
von groBBer epidemiologischer Bedeutung, unter anderem bei der Entwicklung eines
europdischen Impfstoffes gegen B. burgdorferi s.1. [209]. Weiter konnen aus Vergleichen der
Spezies- und OspA-Typen-Verteilung in Zecken mit derjenigen in Patienten mdglicherweise
wichtige pathogenetische Zusammenhédnge abgeleitet werden [192;209]. Valide Daten zur
Verteilung von Spezies und OspA-Typen in europidischen Zecken stellen dafiir eine
essentielle Datengrundlage dar.

Die am héaufigsten in europdischen Zecken gefundene Borrelia-Spezies ist B. garinii, gefolgt
von B. afzelii. Beide kommen, soweit untersucht, auf dem ganzen Kontinent vor. B.
burgdorferi s.s. hingegen scheint hauptsidchlich in Westeuropa préavalent zu sein und wird
kaum in osteuropdischen Lidndern detektiert [79]. B. valaisiana wurde, insgesamt wesentlich

seltener, bisher in Zecken aus England, Irland, der Schweiz, Deutschland, Kroatien,
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Tschechien und den Niederlanden gefunden [42;91;92;129;141;155;156;166;199]. B.
lusitaniae wurde bisher lediglich in Portugal [140], der Ukraine, Tschechien und Moldavien
nachgewiesen [141]. Einzelne Patientenisolate der Spezies B. bissettii konnten bisher in
Slovenien charakterisiert werden [136]. Gerade die Unterschiede der Borrelienpopulationen in
verschiedenen geographischen Regionen verdeutlichen die Wichtigkeit von breitgefacherten
Zeckenuntersuchungen iiber den ganzen Kontinent. Nur so erhilt man ein reales Bild von der
Verteilung der Borrelia-Spezies.

Ubereinstimmend mit den obigen Angaben war auch in der vorliegenden Arbeit B. garinii die
am haufigsten gefundene Spezies, gefolgt von B. afzelii und B. burgdorferi s.s.. In einer
Zecke wurde eine B. valaisiana detektiert. Vor allem fiir die Pravalenz von B. afzelii und B.
garinii ergaben die durchgefiihrten Untersuchungen erhebliche Unterschiede zwischen den
einzelnen Sammelgebieten. Eine mogliche Erkldrung dafiir sind unterschiedliche
Populationen von Wirtstieren. Die Durchseuchung der Zecken mit verschiedenen Borrelia-
Spezies wird durch Zirkulieren in mdglicherweise Spezies-spezifisch unterschiedlichen
Transmissionszyklen aufrechterhalten (Zecke — Maus bzw. Zecke — Vogel) [117]. Wahrend
bei B. afzelii wahrscheinlich Apodemus-Miduse als Resvoirtiere die grofite Rolle spielen
[63;81], wird fiir B. garinii hauptsichlich ein Zecken — Vogel Transmissionszyklus diskutiert
[117;122;123]. Eine interessante Ausnahme stellt dabei der B. garinii OspA-Typ 4 dar, fiir
den wiederrum Apodemus-Méuse als Reservoirtiere vermutet werden [78]. So kénnen sich
unterschiedliche Wirtspopulationen auf die Verteilung der Borrelia-Spezies in Zecken
auswirken. Um einen solchen Zusammenhang fiir die untersuchten Gebiete nachzuweisen,
wiren jedoch Untersuchungen an einer groBeren Zeckenzahl und gleichzeitig zusétzliche
Studien zur Verteilung von Reservoirtieren notwendig.

Eine der detektierten Borrelien wurde nach der OspA-Sequenz dem Typ Borrelia A14S,
einem genotypisch und phinotypisch neuen Isolat, welches hochstwahrscheinlich eine neue
Genospezies darstellt zugeordnet [154;197]. Borrelien mit Ahnlichkeit zu diesem Isolat sind
schon zuvor in Zecken [151;154] und in einem Patienten mit ACA [205] aus Siiddeutschland
detektiert worden. Weitere Studien, die diesen Subtyp methodisch erfassen und differenzieren
konnen sind erforderlich, um seine Verbreitung zu evaluieren.

Wie bereits dargestellt, ist in Europa neben der Heterogenitit der Spezies auch die
Differenzierung von B. garinii in die OspA-Typen dieser Spezies [215] von groBer
Bedeutung. Leider existieren aber bisher nur wenige Daten zur Privalenz der OspA-Typen in
Zecken und Patientenmaterial aus begrenzter geographischer Herkunft. Untersuchungen von

Wilske et al. zur Differenzierung der OspA-Typen in 90 Zeckenisolaten aus verschiedenen
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Regionen Europas ergaben ein heterogenes Verteilungsbild. Der Vergleich zu
Patientenmaterialien ldsst dabei moglicherweise auf Unterschiede im pathogenen Potenzial
der einzelnen Subtypen schliefen [208]. Unter den Zeckenisolaten wurde OspA-Typ 6 mit
iber der Hélfte der Isolate am hiufigsten gefunden, die anderen OspA-Typen von B. garinii
(OspA-Typen 3 - 7) waren deutlich seltener. OspA-Typ 4, der relativ hiaufig aus dem Liquor
von Patienten mit Neuroborreliose isoliert wird [208], konnte in keinem der 90 Zeckenisolate
detektiert werden [209]. Der Nachweis dieses Typs in einer Zecke ist mittlerweile in einem
Fall durch Anzucht gelungen [78]. Dagegen scheint der Nachweis mittels PCR etwas
sensitiver zu sein [46]. Eine Erkldarung fiir die Schwierigkeiten bei der Isolierung ist, dass
dieser OspA-Typ bei der Kultivierung aus Mischinfektionen in der Zecke moglicherweise von
anderen Typen liberwachsen wird [208].

In Ubereinstimmung mit obigen Ergebnissen war in der vorliegenden Studie OspA-Typ 6 der
am héufigsten gefundene OspA-Typ, die Typen 3, 4 und 5 waren seltener. OspA-Typ 7 wurde
nicht detektiert. Interessanterweise ergab sich fiir den OspA-Typ 4 mit 22 % eine relativ hohe
Pravalenz, wobei das Vorkommen beinahe ausschlieflich auf ein Sammelgebiet begrenzt war.
Neben methodischen und pathogenetischen Aspekten [208] konnte diese ausgeprigte
Fokalitit des Auftretens moglicherweise einen weiteren Grund fiir die beschriebenen
Schwierigkeiten bei der Kultivierung dieses OspA-Typs aus Zecken darstellen.

Bei einem Vergleich der Verteilung der OspA-Typen ergaben sich deutliche Unterschiede
zwischen den einzelnen Gebieten und Sammelzeitpunkten was auf eine ausgeprégte lokale
Heterogenitit der Borrelienpopulationen hinweist. Da diese Unterschiede aber iiber die Zeit
nicht konstant waren, lassen sich keine Vorhersagen iiber die lokale Verteilung der OspA-
Typen, und damit spezielle Risikogebiete, machen. AuBBerdem ist bei der Beurteilung der
Unterschiede zu beachten, dass durch eine Unterteilung der Zecken nach Sammelort und
Zeitpunkt die Zahl der gefundenen und differenzierten Borrelien in den einzelnen Kategorien
sehr niedrig ist. Weitere Studien mit einer groeren Anzahl von Zecken in den einzelnen
Gebieten sind notig, um zuverldssige Angaben iiber die Mikroheterogenitit und deren

Verinderung tliber die Zeit zu machen.

IV.6. Untersuchung von Borrelia burgdorferi sensu lato aus klinischem
Material

Die Heterogenitit der Borrelien in klinischem Material hat neben epidemiologischen vor
allem aus pathogenetischen Gesichtspunkten groe Bedeutung. Moglicherweise sind einzelne

Borrelia-Spezies bzw. OspA-Typen mit den verschiedenen Manifestationsformen der Lyme-
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Borreliose assoziiert. Untersuchungen ergaben Unterschiede in der Verteilung der einzelnen
Typen in Haut bzw. Liquor von Patienten im Vergleich zur Verteilung im Vektor Zecke.
Solche Unterschiede lassen auf einen moglichen Organotropismus bzw. unterschiedliche
pathogene Potentiale der einzelnen Typen schlieBen. [192;215]. Die Mechanismen, die zu
solchen Assoziationen fithren, sind noch unklar. Diskutiert wird unter anderem eine
unterschiedliche Serumresistenz [31;193] der verschiedenen Spezies und OspA-Typen.

Eine Infektion mit B. afzelii scheint eng mit der Entwicklung von kutanen
Manifestationsformen der Lyme-Borreliose verbunden zu sein [192;209]. So fand Wilske et
al. in einer Untersuchung von 68 Hautisolaten in tiber 80 % der Félle B. afzelii. Dagegen
waren B. garinii und B. burgdorferi s.s. mit 11 % bzw. 6 % deutlich seltener [209]. In der
vorliegenden Untersuchung konnte bei Borrelia-Isolaten aus der Haut von Patienten mit
Erythema migrans mit 78 % eine vergleichbare Dominanz von B. afzelii aufgezeigt werden.
Auch bei den direkt aus der Haut von Patienten nachgewiesenen Borrelien war B. afzelii mit
54% die am hiufigsten gefundene Spezies. Beides steht im Kontrast zur mit 25 % deutlich
niedrigeren Rate von B. afzelii bei den untersuchten Zecken.

Besonders eng scheint eine Assoziation von B. afzelii mit der ACA zu sein, eine These, die
auch durch serologische Befunde gestiitzt wird [219]. Wihrend manche Studien Hinweise auf
einen exklusiven pathogenetischen Zusammenhang der ACA mit B. afzelii geben [12;13],
wurden in anderen neben dieser dominanten Spezies auch B. garinii und B. burgdorferi s.s.
detektiert [137;215]. Bei den vorliegenden Untersuchungen war die Zahl der Proben von
Patienten mit ACA zu gering, um Aussagen iliber Assoziationen zu treffen. Allerdings spricht
der Nachweis von B. burgdorferi s.s. in einer der Hautproben gegen einen exklusiven
pathogenetischen Zusammenhang.

Weiterhin wird eine Assoziation zwischen der Infektion mit B. garinii und der Entwicklung
einer Neuroborreliose diskutiert. So fand sich in den meisten europdischen Studien zur
Typisierung von Liquorisolaten B. garinii als hdufigste Genospezies [13;37;99;192]. Auch
serologische Hinweise auf eine Dominanz dieser Spezies lassen sich finden [130]. Bei einer
Untersuchung von 43 Liquorisolaten fand Wilske et al. mit 68 % der Isolate ebenfalls in liber
der Hilfte der Félle B. garinii. Allerdings konnte bei vergleichenden Untersuchungen an
Zeckenisolaten gezeigt werden, dass hier ein dhnlich hoher Prozentsatz dieser Spezies prasent
ist [209]. Auch in zahlreichen anderen europdischen Zeckenstudien war B. garinii die am
hiufigsten gefundene Spezies [79]. Somit ist fraglich, ob es sich bei der Dominanz von B.
garinii unter den Liquorisolaten um eine wirkliche pathogenetische Assoziation handelt, oder

ob sich hier lediglich die Privalenz der verschiedenen Spezies im Vektor I. ricinus
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wiederspiegelt [211]. Bei den vorliegenden Untersuchungen konnten 30 neu typisierte und 10
bereits in fritheren Studien am Max v. Pettenkofer Institut differenzierte Liquorisolate [208]
einer Borrelia Spezies bzw. einem OspA-Typ zugeordnet werden. Damit konnen, auch um
mogliche Selektionsfehler zu vermeiden, in der Zusammenschau nun 66 im Zeitraum von
1984 bis 2002 am Max v. Pettenkofer Institut typisierte Liquorisolate betrachtet werden (siche
Anhang 7). Bei der Speziesdifferenzierung findet sich dabei in Ubereinstimmung mit den
meisten europdischen Studien [13;37;99;192] mit 48 % eine deutliche Dominanz der Spezies
B. garinii gegeniiber B. burgdorferi s.s. (24 %) und B. afzelii (23 %).

Interessanterweise konnte ein Liquorisolat durch DNA-Sequenzierung als B. bissettii
identifiziert werden. B. bissettii ist hauptséchlich in Nordamerika privalent [142;173]. Sie
wurde dort jedoch bisher nicht als humanpathogen angesehen da sie bis dato nicht von
Patienten isoliert werden konnten. Dagegen konnten in Europa 9 Staimme dieser Spezies von
Patienten aus Slovenien isoliert werden [135]. Das in der vorliegenden Arbeit charakterisierte
Isolat von B. bissettii stellt somit die erste Beschreibung dieser Spezies in Deutschland dar.
Die Isolierung aus dem Liquor eines Patienten mit Neuroborreliose stellt zusammen mit den
Isolaten aus Slovenien die bisher angenommene Apathogenitét dieser Spezies in Frage.
Interessante Unterschiede ergab eine Untersuchung von Wilske et al. zum Vergleich der
verschiedenen OspA-Typen von B. garinii in Liquor- und Zeckenisolaten. OspA-Typ 4 fand
sich mit 28 % auffallend haufig unter 43 Liquorisolaten, wéihrend er aus keiner der 90 Zecken
isoliert werden konnte [209]. Dabei war jedoch unklar, ob neben pathogenetischen
Unterschieden auch methodische Aspekte bei dieser Ungleichverteilung eine Rolle spielen —
wie zum Beispiel unterschiedliches Wachstumsverhalten in Kultur und Uberwachsen
einzelner OspA-Typen in Mischkulturen [208]. In der vorliegenden Studie ergab die
Untersuchung der OspA-Typen Verteilung bei den Liquorisolaten ein heterogenes Bild, wobei
bis auf Typ 7 alle OspA-Typen von B. garinii gefunden werden konnten. Betrachtet man alle
66 am Max v. Pettenkofer Institut differenzierten B. garinii Isolate (siche Anhang 7) ist
OspA-Typ 4 mit 38 % (12 % aller Liquorisolate) und OspA-Typ 6 mit 31 % (10 % aller
Liquorisolate) am hiufigsten vertreten. Interessant ist es dabei aber vor allem, das Alter der
untersuchten Patienten zu betrachten. Wie von Wilske et al. gezeigt werden konnte besteht
moglicherweise ein Zusammenhang zwischen Patientenalter und Verteilung der OspA-Typen
in Liquorisolaten. Wahrend OspA-Typ 4 vor allem aus erwachsenen Patienten zu isolieren ist
dhnelt die OspA-Typen Verteilung in péddiatrischen Patienten eher der in Zecken gefundenen
Verteilung, mit einer Dominanz von OspA-Typ 6 [46;208]. Diese Assoziation konnte in den

vorliegenden Untersuchungen bestétigt werden. So lag das Alter der Patienten bei denen ein
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OspA-Typ 6 isoliert werden konnte mit durchschnittlich 21 Jahren deutlich unter dem der
Patienten bei denen ein OspA-Typ 4 isoliert wurde (durchschnittlich 55 Jahre). Der
Altersdurchschnitt aller Patienten lag bei 41 Jahren. Weitere Untersuchungen sind notwendig
um den pathogenetischen Zusammenhang dieser Assoziation zu erdrtern. Hauptproblem bei
einer validen Interpretation der vorhandenen Daten zur Subdifferenzierung von B. garinii
stellt die - auch in der Zusammenschau - relativ geringe Anzahl von untersuchten Proben im
Vergleich zur ausgepriagten Heterogenitdt dar. Auch in der Literatur finden sich nur wenige
Studien iiber die OspA-Typen Verteilung bei Liquorisolaten [46;208;209;214]. Dies konnte
einerseits an der schwierigen Detektion bzw. Isolierung der Borrelien in Liquor liegen und
andererseits an den aufwéndigen Typisierungsmethoden. Untersuchungen an einer gréf3eren
Anzahl von Fillen aus verschiedenen geographischen Regionen sind nétig, um zuverldssige
Daten tiber die Verteilung der OspA-Typen in klinischem Material zu erhalten. Dabei ist auch
das Alter der Untersuchten Patienten als mogliche Einflussgrof3e zu beachten.

Ein weiteres Problem beim Vergleich von Studien stellen Unterschiede in den angewandten
Detektions- und Differenzierungsmethoden dar. In einer Studie von Liveris et al wurden
Borrelien aus Hautproben von Patienten kultiviert und parallel aus denselben Hautproben
direkt mittels PCR amplifiziert. Die anschlieBende RFLP-Typisierung ergab ein deutlich
unterschiedliches Verteilungsmuster der Subtypen in beiden Gruppen und wesentlich mehr
Mischinfektionen in der Gruppe der direkt amplifizierten Borrelien [102]. Auch fir B. garinii
OspA-Typ 4 wird diskutiert, ob bei der Detektion - zumindest in Zecken - PCR und
kultureller Nachweis unterschiedliche Ergebnisse erbringen [208]. Diese These kann dadurch
gestilitzt werden, dass in der vorliegenden Untersuchung unter den direkt untersuchten
Hautpriparaten signifikant mehr OspA-Typ 4 gefunden wurde als unter den kultivierten
Hautisolaten. Um allerdings eine solche Beobachtung zu stiitzen wéren Studien mit einer
groBeren Probenanzahl und vor allem mit direktem Vergleich der Typisierungsmethoden
notwendig. Zudem ist die Bewertung solcher Unterschiede von Nachweisverfahren schwierig,
da theoretisch jede Methode selektionieren kann: Die PCR z. B. durch ungleiche
Amplifikation, und die Kultivierung durch Unterschiede in Wachstumsverhalten oder
Antibiotikaresistenzen. Ein Vorteil der Kultivierung ist, dass mit dieser Methode nur lebende
Borrelien nachgewiesen werden, wihrend bei der PCR auch tote Organismen oder restliche

Plasmid-DNA detektiert wird [171].
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IV.7. Schlussfolgerungen und Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Methoden ermdglichten den Nachweis und die
Differenzierung von Borrelia-Spezies und OspA-Typen sowohl aus Zecken als auch aus
unterschiedlichen Patientenkollektiven und damit die Diskussion wichtiger epidemiologischer
und pathogenetischer Fragestellungen. So lieB sich bei der Untersuchung von Borrelien aus
Zecken in den einzelnen Sammelgebieten eine ausgeprigte Mikroheterogenitit feststellen. Im
weiteren zeigte sich eine Inkonstanz der Verteilungsmuster iiber die Zeit. Damit lieBen sich,
auch aufgrund der zu geringen Probenanzahl, keine lokalen Vorhersagen iiber OspA-Typen-
Verteilungen machen. Durch Untersuchungen von Hautisolaten liel3 sich eine Assoziation von
B. afzelii mit Hautmanifestationen der Lyme-Borreliose [192;215] bestétigen. Die Anzahl der
am Max v. Pettenkofer Institut differenzierten Liquorisolate konnte durch die durchgefiihrten
Untersuchungen deutlich erhoht werden. Nach Zusammenfassung des Datenmaterials zeigte
sich wie in vorangegangenen Studien ein moglicher Zusammenhang zwischen B. garinii und
der Neuroborreliose [192;200]. Bei einer Subdifferenzierung von B. garinii ergab sich ein
heterogenes Bild mit interessanten Unterschieden wenn man das Alter der untersuchten
Patienten beriicksichtigt. So lief§ sich eine bereits von Wilske et al. gefundene Haufung von
OspA-Typ 6 bei pddiatrischen Patienten im Gegensatz zu OspA-Typ 4 bei erwachsenen
Patienten bestétigen. Problematsich stellt sich nach wie vor die geringe Zahl der untersuchten
Proben in den einzelnen Kategorien dar. Um die herausragende pathogenetische Bedeutung
einzelner OspA-Typen, unterschiedliche Prdvalenzen in Abhéngigkeit vom Alter und
methodische Einfliisse auf die Detektion, insbesondere von Typ 4 zu klédren, sind weitere
umfangreiche Studien an Zecken und klinischem Material notig. Bei der Beurteilung obiger
Aussagen ist weiterhin zu beachten, dass es sich bei der durchgefiihrten Untersuchung um
eine explorative Studie handelt. Die getroffenen Aussagen sind damit vor allem als Hinweise
auf interessante Frage- und Problemstellungen und Anstdfe fiir zukiinftige konfirmative
Studien an groBeren Kollektiven zu sehen [163].

Aus der insgesamt in den Zecken und dem klinischen Material gefundenen Heterogenitdt der
Borrelien lassen sich trotzdem wichtige Schlussfolgerungen fiir die Diagnostik und die
Entwicklung eines Impfstoffs ziehen [209]. Bei der Vakzine-Entwicklung gilt OspA als einer
der aussichtsreichsten Kandidaten [208]. Allerdings konnte gezeigt werden, dass OspA-
Antikorper gegen einzelne Borrelienspezies bzw. OspA-Typen aufgrund immunologischer
Unterschiede oft nicht protektiv gegen andere sind [50;103;104;169]. Im Gegensatz zu den
USA, wo fiir einen monovalenten OspA-Impfstoff gegen B. burgdorferi s.s. eine hohe

Effizienz nachgewiesen werden konnte [187], muss man bei der europdischen
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Impfstoffentwicklung alle priavalenten und pathogenen Borrelia-Spezies und OspA-Typen
beachten [215]. Zuverldssige Daten zur Verteilung der verschiedenen Borrelia-Spezies und
OspA-Typen in Vektor, Reservoirtieren und klinischem Material stellen somit eine essentielle
epidemiologische Basis fiir derlei Entwicklungen dar [200]. Unterschiede der
Borrelienpopulationen auch innerhalb Europas unterstreichen die Notwendigkeit, diese Daten
in breitgefacherten Untersuchungen auf dem ganzen Kontinent zu erheben. Die vorliegende
Studie bestdtigt anhand der entwickelten Differenzierungsmethoden auch fiir den
stidbayerischen Raum eine ausgepridgte Heterogenitit der Borrelien. Besonders interessant
war, dass bei den Untersuchungen an Zecken- und Patientenmaterial neben den héufige in
Europa detektierten Spezies B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. garinii und B. valaisiana auch
zwei seltenere Genospezies detektiert wurden: B. bissettii und Borrelia A14S. Vor allem bei
der erst 1999 entdeckten ,Spezies’ Borrelia A14S ist bisher nur wenig iiber die Verteilung
und Haufigkeit in Europa bekannt [197]. Da dieser Borrelien-Typ aber neben dieser Studie
auch in Zecken [151;154] und Patientenmaterial [55;205] aus Deutschland und Frankreich
detektiert wurde, scheint eine weite Verbreitung dieses vermutlich humanpathogenen Typs
[197] moglich. Die Kultivierung einer B. bissettii aus dem Liquor eines Patienten stellt die
erste Beschreibung dieser Spezies in Deutschland dar und gibt Anlass zur Diskussion einer
Humanpathogenitit dieser Spezies. Uber die tatsiichliche Verbreitungsgebiete dieser Spezies
und damit ihrer Relevanz fiir eine Impfstoffentwicklung miissen weitere Untersuchungen an
groBBeren Kollektiven in ganz Europa Aufschluss geben.

Trotz der bekannten Relevanz der Heterogenitdt von Borrelien selbst auf der Ebene der OspA-
Typen fiir die Impfstoffentwicklung [209], existieren diesbeziiglich bisher nur wenige
epidemiologische Daten. Die durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, dass alle OspA-Typen
von B. garinii (3 bis 7) entweder in Patienten und in Zecken (4,5,6) oder zumindest in einem
von beiden (3,7) nachweisbar waren, und somit bei einer Impfstoffentwicklung beriicksichtigt
werden miissen. Dies bestitigt Studien zur OspA-Typen-Verteilung in Patienten und Zecken
von Wilske et al. [208;209;215]. Jedoch ist das bisherige Datenmaterial zu begrenzt, was
Anzahl und geographische Herkunft angeht, um fundierte Aussagen iiber die Verteilung zu
treffen. Europaweit durchgefiihrte Studien zur Differenzierung von Borrelien einschlieflich
einer OspA-Typisierung sind nétig, um ein vollstindiges Bild iiber die Verteilung und
Priavalenz der immunologisch relevanten Stidmme zu erhalten. Dies ist eine wichtige
Grundlage fiir die Entwicklung eines wirkungsvollen européischen Impfstoffs.

Daneben hat die demonstrierte Heterogenitdt der Borrelien auch wichtige Implikationen fiir

die Diagnostik der Lyme-Borreliose. Hauptstandbein der mikrobiologischen Diagnostik ist
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die Serologie. Sowohl fiir die USA, als auch fiir Europa wird zur Verbesserung von
Sensitivitdt und Spezifitit eine Zwei-Stufen-Diagnostik mit einem Screening- (z.B. IgM- und
IgG-ELISA) und einem Bestdtigungsverfahren (z.B. IgM- und IgG-Immunoblot) empfohlen
[1;82;205]. Dennoch sind Kreuzreaktionen, unspezifische Reaktionen und die niedrige
Sensitivitdt in den Friihstadien der Erkrankung nach wie vor wichtige Problemfelder [211].
Eine groBe Zahl von Antigenen unterschiedlicher Stimme wurde bisher schon in
serologischen Studien evaluiert. Dabei zeigte sich, dass das Muster der Reaktivitit im
Westernblot von Spezies, Serotyp und sogar Stamm, welcher als Antigenquelle verwendet
wurde, abhingt [68;69;111]. Somit stellt die Heterogenitét der Borrelien in Europa eine grof3e
Herausforderung fiir die Serologie dar [200]. Es erwies sich desweiteren, dass die regionale
Verteilung der Borrelia-Spezies die Reaktivitit der Patientenseren mit den Testantigenen von
verschiedenen Stimmen beeinflussen kann [33;120]. Damit miissen Untersuchungen zur
lokalen Verteilung der verschiedenen Spezies und Serotypen Grundlage fiir eine sinnvolle
Auswahl von Stimmen und Antigenen fiir die serologische Diagnostik sein. Wie auch die
durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, muss haufig auch in eng begrenzten Regionen von
einer groflen Heterogenitét der Stimme ausgegangen werden. Hier kann die Verwendung von
rekombinanten Antigenen, mit Kombination von homologen Proteinen verschiedener
Stimme, eine gute Losung zur Verbesserung der serologischen Diagnostik darstellen
[174;213].

Auch fiir die Etablierung und Evaluierung von epidemiologischen und diagnostischen PCR-
Protokollen hat die demonstrierte Heterogenitit der Borrelien wichtige Implikationen. Die
PCR ist vor allem bei atypischen Krankheitsverldufen diagnostisch bedeutsam [171]. Generell
sollte fiir eine diagnostische PCR sichergestellt sein, dass alle pathogenen Borrelia-Spezies
gleichermallen sensitiv erfasst werden [171], in Europa vor allem die gesichert
humanpathogenen Spezies B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. garinii [16] und die
moglicherweise pathogene Spezies B. valaisiana [157]. Die Detektion eines Borrelia A14S—
dhnlichen Isolats und einer B. bissettii in der vorliegenden Arbeit zeigt, dass diese seltenen
Spezies in Europa weiter verbreitet sein kdnnten, als bisher angenommen. Sie sollten somit
bei der Entwicklung von PCR-Protokollen fiir epidemiologische und diagnostische Zwecke
starker berticksichtigt werden. Bei der Evaluierung der verschiedenen Primer ergaben sich fiir
einzelnen OspA-Typen Unterschiede in der PCR-Sensitivitit. Dies zeigt, dass bei der
Etablierung eines PCR-Protokolls, je nach Zielgen auch auf der Ebene der OspA-Typen, alle
entsprechenden Typen einzeln berilicksichtigt werden miissen. Dies ist bei allen bislang

verdffentlichten osp4-PCR Protokollen jedoch nicht der Fall [84;97;149;151;157].
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Weitere umfangreiche Untersuchungen zur Verteilung von Borrelia-Spezies und OspA-Typen
in ganz Europa sind unerlédsslich, um wichtige epidemiologische und pathogenetische
Fragestellungen beantworten zu kdnnen. Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Nachweis
und Differenzierungsmoglichkeiten fiir B. burgdorferi s.l. stellen hierfiir eine zuverldssige,

schnelle und praktikable methodische Basis dar.
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V. Zusammenfassung

Die Lyme-Borreliose, ausgelost durch den Erreger B. burgdorferi s.l., ist die hdufigste von
Zecken lbertragene Infektionserkrankung der nordlichen Hemisphéare. Der B. burgdorferi s.1.
Komplex besteht mittlerweile aus mindestens elf definierten Spezies. In Europa ist fiir die drei
Spezies B. burgdorferi s.s., B. afzelii und B. garinii eine Humanpathogenitét gesichert, fiir B.
valaisiana wird sie zumindest vermutet. Anhand des Oberflaichenproteins OspA wurden fiir
Europa mindestens sieben verschiedene OspA-Typen definiert. Die Spezies B. burgdorferi
s.s. und B. afzelii sind homogen in ihrem OspA-Typ und entsprechen Typ 1 und 2. Die
Spezies B. garinii hingegen ist wesentlich heterogener und ldsst sich in fiinf OspA-Typen (3
bis 7) differenzieren. Die Heterogenitét der Borrelien in Europa hat wichtige Implikationen
fiir die Pathogenititsforschung (u. a. Organotropsimus), da verschiedene Spezies bzw. OspA-
Typen moglicherweise mit unterschiedlichen klinischen Manifestationsformen der Lyme-
Borreliose assoziiert sind. Auflerdem beeinflusst die Heterogenitdt malgeblich die
Entwicklung von einem europdischen Impfstoff und von diagnostischen und
epidemiologischen Testsystemen. Valide Daten zur Verteilung der Spezies und OspA-Typen
sind somit Vorraussetzung fiir derlei Entwicklungen. Jedoch ist das bisher vorhandene
Datenmaterial, besonders in Bezug auf die Verteilung der OspA-Typen, sehr begrenzt, was
moglicherweise auch an dem hohen Aufwand und den Kosten bisher beschriebener
Differenzierungsmethoden liegt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden einfache und zuverlédssige OspA-PCR basierende Methoden
entwickelt die einen sensitiven Nachweis und eine Differenzierung aller in Europa relevanten
B. burgdorferi s.l. Spezies erlauben. Im Gegensatz zu vielen bisher verdffentlichten PCR
Protokollen wurde die Sensitivitit der Methoden mit einem umfangreichen Panel von 9 B.
burgdorferi s.l. Stimmen der verschiedenen Subtypen evaluiert und die Spezifitit durch
Testung von 18 verwandten Spirochéten abgesichert. Nur so kann bei der Heterogenitit der
Borrelien die Sensitivitdt und Spezifitit einer PCR ausreichend evaluiert werden.

Die hier entwickelte RFLP Analyse erlaubt eine Differenzierung aller in Europa relevanten
Spezies und zusitzlich der fiinf OspA-Typen von B. garinii. Sie stellt somit ein ideales
Werkzeug fiir notwendige epidemiologische Untersuchungen zur Heterogenitit von B.
burgdorferi s.l. in Europa dar. Im Weiteren ist, im Gegensatz zu vielen etablierten
Typsisierungsmethoden, eine zuverldssige Differenzierung von Doppelinfektionen mdoglich,
wie sie in Zecken und klinischem Material schon mehrfach beschrieben sind.

Die entwickelte Multiplex-PCR erlaubt eine schnelle und sehr einfache Differenzierung der

klinisch relevanten Spezies B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. garinii und B. valaisiana in
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einem Reaktionsansatz. Sie stellt das erste beschriebene Multiplex-PCR-Protokoll zur
Differenzierung von B. burgdorferi s.] dar.

Der LightCycler ist eine schnelle, moderne real-time-PCR Methode. In der vorliegenden
Arbeit wurde erstmals ein LightCycler-Protokoll entwickelt, das eine Differenzierung der in
Europa relevanten Spezies und mit Einschrinkungen auch der verschiedenen OspA-Typen
von B. garinii erlaubt.

In einer Pilotstudie wurde die Verteilung von Borrelia-Spezies und OspA-Typen in Zecken
und in klinischem Material untersucht. Die Borrelienpopulationen aus den Zecken der
verschiedenen Sammelgebiete zeigten eine ausgeprigte Mikro- und Makroheterongenitit,
wobei aufgrund der Inkonstanz der Verteilungsmuster iiber die Zeit keine lokalen
Vorhersagen iiber das Vorkommen einzelner Subtypen gemacht werden konnten. Ein
interessanter Befund war die hohe fokale Pridvalenz von OspA-Typ 4 in einem Gebiet, da
diesem OspA-Typ moglicherweise eine herausragende pathogenetische Bedeutung zukommt
und er bisher nur selten in Zecken gefunden wurde.

Die Differenzierung von Borrelien aus klinischem Material erlaubt Riickschliisse auf wichtige
pathogenetische =~ Zusammenhdnge und Assoziationen. Bei den  durchgefiihrten
Untersuchungen konnte eine Assoziation von B. afzelii mit kutanen Manifestationen der
Lyme-Borreliose bestitigt werden. Bei der Differenzierung von Isolaten von Patienten mit
Neuroborreliose zeigte sich wie schon in vorangegeangenen Studien eine Dominanz der
Spezies B. garinii und auf der Ebene der OspA-Typen Verteilung interessante Unterschiede in
der in Bezug auf das Alter der untersuchten Patienten.

Insgesamt wurde in dem untersuchten Material neben B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B.
valaisiana und allen fiinf OspA-Typen von B. garinii auch die Genospezies Borrelia A14S
sowie B. bissettii detektiert. Borrelia A14S stellt eine erst kiirzlich beschriebene neue
Genospezies von B. burgdorferi s.l. dar, deren Verteilung in Europa noch weitgehend
unbekannt ist. Der Nachweis von B. bissettii aus einer Liquorprobe ist die erste Beschreibung
dieser Spezies in Deutschland und wirft Fragen iiber ihre - bisher vermutete - Apathogenitit
auf. Die erhaltenen Prdvalenzdaten der verschiedenen Borrelien stellen einen Schritt zur
Erarbeitung einer epidemiologischen Basis fiir die Entwicklung eines zuverldssigen
Impfstoffs und diagnostischer und epidemiologischer Testsysteme in Europa dar. Aufgrund
der Unterschiede der Borrelienpopulationen in verschiedenen geographischen Regionen sind
hierfiir aber weitere breitgefacherte Untersuchungen auf dem ganzen Kontinent nétig. Die in
dieser Arbeit entwickelten, breit evaluierten und einfachen durchzufiihrenden Methoden

stellen fiir derlei Untersuchungen eine praktikable methodische Basis dar.
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VII. Anhang

Anhang 1

Schmelzpunkte der PCR Amplifikate in den LightCycler Laufen (in °C):

Spezies

Stamm

Lauf

1 2

3

4

B.burgdorferi s.s.

B. afzelii

PKa2
PBre
B31
PDe
PGI
PHo
PKu
PMey
PMi
PMu
PSE
PTa
PWag
PBoe
PFra
PHas
PStm
PSpm
PLue

PKo
PLud
PMo
PJe
PWee
PWes
PFca
PGo
PGa
PKI
PLap
PStb
PStw
PTha
PMar
PPe
PSca
PSbh
PSte
PBuh
PDoe
PFoe
PHoc
PJa

494 495
49,4
496 494

54 55
54,1
54,1

49,4

55,4

49,2
49,3
49,4
49,2
49,3
49,2
49,2
49,2
49,1
49,2
49,1
49,2

54,3

54,6
54,4
54,1

49,1

49,3
49,3
49,2
49,3
49,2

54.4

55
54.4
54,4
54,5
54,4
54,3
54,3

49,3

54,2

54,3
54,3
54,3
54,5
54,4
54,1
54
54
54,1
54,1
54,1
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Spezies Stamm Lauf
1 2 3 4 5 6 7
PKer 54,4
PKIi 54,1
B. garinii
OspA-Typ3 PBr 52,4 52,7-52,8 53 52,2 52,4 52,3
PBe 52,6
PMek 52,5
PFr 51,9
OspA-Typ4  PBi 59 57,8-58,3 58 57,24 57,1 57,1
PRab 58
PVo 56,9
PWat 57,1
OspA-Typ5 PHei 56,9 57,4 56,7 56,5 56,7
PLi 56,8
PBu 56,5
OspA-Typn 6  PWudll 46,5 46,6 46,3 46,4 46,3
PBet 46,2
PMit 46,2
PHez 46,3
PSes 46,2
PHe 46,3
PRa 46,3
PSes 46,2
OspA-Typ7 T25 52 52 52,1 51,6 51,6 51,5
PKuf 514
B. valaisiana VS116 49,5 49,7 49,62 49,6 49,5 49,6
B. lusitaniae PotiB2 48 47,8
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Anhang 2:

Sequenzalignment von B. valaisiana (M53), mit der Zecke Z319 und Borrelia A14S:

1 60
M53 atgaaaaaatatttattgggaataggtctaatattagcattaatagcatgtaagcaaaat
Al14S atgaaaaaatatttattgggaataggtctaatattagccttaatagcatgtaaacaaaat

61 120
M53  gttagcagccttgacgaaaaaaacagcBittcagtafatBtBcctggfgaaltBaaagtt
Z319 aaacagcacttcagtaaatgtacctggggaacttaaagtt

Al4S gttagcggccttgacgagaaaaacagcacttcagtalatgtacctggggaacttaaagtt

121 180
M53 Ittgtaaglaaagaaaaagacaaagacggtalatacaglctaatggcaacaltagacaag
Z319 cttgtaagcaaagaaaaggacaaagacggtatatacagcctaatggcaacagtagacaag
Al4S cttgtaagcaaagaaaaggacaaagacggtalatacagcctaatggcaacagtagacaag

181 240
M53 cttgalctlaaaggaacttctgataaaaa.atggttctgglgtlctlgaagglgtaaaa
Z319 cttgaactaaaaggaacttctgataaaaatgatggttctggtgtactggaaggcgtaaaa
Al4S cttgaactaaaaggaacttctgataaaaatgatggttctggtgtactggaaggcgtaaaa

241 320
M53 gctgacaaaagtaaagtaaaattaacaatttctgatlatltalaclaaaccalalttgaa
Z319 gctgacaaaagtaaagtaaaattaacaatttctgatcatttaagcaaaaccacatttgaa
Al4sSs gctgacaaaagtaaagtaaaattaacaatttctgalcatttaaglaaaaccacatttgaa

321 400

M53 .tttcaaagaagatgglalaacattagtgtcaagaaalgtaa-aaagaca.tca
Z319 gttttcaaagaagatggtaaaacattagtgtcaagaaacgtaaattccaaagacatatca

A14S gttttcaaagaagatggtaaaacattagtgtcaagaaacgtaaattccaaagacadatca

401 480
M53 tcaacalaagaaaaatt.alglaaaaggtgctg-t.ctgaaaaa.alt-aaga
Z319 tcaacaaaagaaaaattcaatgaaaaaggtg aattgtctgaaaaaacattggtaaga
Al4S tcaacaaaagaaaaattcaatgaaaaaggtg aattgtctgaaaaaacattggtaaga

481 560
M53 .alaclgaaccalacttgaatacacaglaatlaaaaglgatggaalcggaaaagctaaa
Z319 gcaaacagaaccaaacttgaatacacagaaataaaaagcgatggaaccggaaaagctaaa
Al4S gcaaaclgaaccaaacttgaatacacagaaataaaaagcgatggaaccggaaaagctaaa

561
M53 gaagltttaaaalact
Z319 gagggtttaaaagact
Al4S gaggltttaaaagact

! und | = Mismatches: Z319 und A14S:7/416 (98%)
Z319 und M53: 65 /416 (84%)

= HindllI-Schnittstelle
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Anhang 3:

Rohdaten zu den untersuchten Zecken (OspA-Typ nach RFLP Analyse):

EG2 2000

Zecke

Stadium

OspA-Typ

177
182
185
188
192
201
203
209
212
224
237

EG2 2001

>>r>»Z2Z2Z2Z2Z2>»2>> 2

1+4

»

Qo101 OO OO OO OO 01 O

Zecke

Stadium

OspA-Typ

258
271
272
277
311
313
316
319

Télz 2000

>>>2>Z2Z2Z22Z2

2

-~ R ODNDNDNDN

A14S

Zecke

Stadium

OspA-Typ

EG1 2000
Zecke Stadium OspA-Typ
60 A 4
62 A 6
63 A 2
66 A 4+6
67 A 6
68 A 1
74 N 6
75 N 4
79 N 6
85 N 6
89 N 6
92 N 6
93 N 4
95 L 4
113 L 4
116 N 4
122 N 1+4
124 N 4
125 N 4
126 N 6
131 A 6
134 A 4
138 L 4
143 N 1
150 A 1
153 A 4
156 N 2
157 N 4
EG1 2002
Zecke Stadium OspA-Typ
4 A 2
9 A 6
14 A 2
18 A 2
19 A B. valaisiana
26 A 2
27 A 2
31 A 3

399
438
450
493
501
506
513
520
528
541
546
582

N

2Z2Z2Z2Z2Z2ZZZ>»r Z

6

2

1
2+6

—
AN+ dDNNDNDO

N
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Anhang 4:

Rohdaten zu den Liquorisolaten:

Stamm RFLP Muliplex  LightCycler Sequenzierung = Wertung
PAbe 1 B.s.s. - 1 1
PDe 1 B.s.s. 1 1 1
PGI 1 B.s.s. 1 1 1
PHo 1 B.s.s. 1 1 1
PKu 1 B.s.s. 1 1 1
PMey 1 B.s.s. 1 1 1
PMi 1 B.s.s. 1 1 1
PMu 1 B.s.s. 1 1 1
PSE 1 B.s.s. 1 1 1
PSpm 1 B.s.s. 1 1 1
PTa 1 B.s.s. 1 1 1
PWag 1 B.s.s. 1 1 1
PFra 1 B.s.s. 1 1 1
PHas 1 B.s.s. 1 1 1
PStm 1 B.s.s. 1 1 1
PJe 2 B.afz 2 2 2
PStw 2 B.afz 2 2 2
PWee 2 B.afz 2 2 2
PWes 2 B.afz 2 2 2
PFca 2 B.afz 2 - 2
PGo 2 B.afz 2 2 2
PHa 2 B.afz 2 2 2
PKI 2 B.afz 2 2 2
PLap 2 B.afz 2 2 2
PStb 2 B.afz 2 2 2
PFr 3 B.gar 3 3 3
PVo 4 B.gar 4 4 4
PWat 4 B.gar 4 4 4
PLi 5 B.gar 5 5 5
PBet 6 B.gar 6 6 6
PBol 6 B.gar 6 6 6
PFu 6 B.gar - 6 6
PGeb 6 B.gar - B. bissettii B. bissettii
PHc 6 - - 6 6
PMit 6 B.gar 6 6 6
PHez 6 B.gar 6 6 6
PSes 6 B.gar 6 6 6
PHe 6 B.gar 6 6 6
PKuf 1+7 B.s.s. 7 1+7 1+7
PMel 2+4+6 B.afz/B.gar - 4 2+4+6

B. gar : B. garinii

B. afz: B. afzelii

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

- nicht mit der entsprechenden Methode typisiert.
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Anhang 5:

Rohdaten zu den Erythema-Migrans Isolaten:

Stamm RFLP Multiplex Light Cycler Sequenzierung Wertung
PTha 2 B.afz 2 2 2
PMar 2 B.afz 2 2 2

PPe 2 B.afz 2 2 2
PSca 2 B.afz 2 2 2
PSbh 2 B.afz 2 2 2
PSte 2 B.afz 2 2 2
PBuh 2 B.afz 2 2 2
PDoe 2 B.afz 2 2 2
PFoe 2 B.afz 2 2 2
PHoc 2 B.afz 2 - 2

PJa 2 B.afz 2 2 2
PKer 2 B.afz 2 2 2

PKIli 2 B.afz 2 2 2
PFim 2 B.afz - 2 2
PMoe 3 B.gar - 3 3
PBu 5 B.gar 5 5 5
PRa 6 B.gar 6 6 6

PFri 6 B.gar - 6 6

B. gar : B. garinii
B. afz: B. afzelii

- nicht mit der entsprechenden Methode typisiert
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Anhang 6:

Rohdaten zu den Direktmaterialien:

Probe  Material Klinik RFLP-  Multiplex  sequenzierung Wertung
OspA-Typ Spezies OspA-Typ OspA-Typ
P1 Haut ACA 1 B.s.s. 1 1
P2 KGP Arthritis 1 B.s.s. 1 1
P3 Liquor Neurob. 1 B.s.s. 1 1
P4 Fruchtwasser EM-Mutter 1 - 1 1
P5 Haut atypisch 2 - 2 2
P6 Liquor Neurob. 2 - 2 2
P7 KGP Arthritis 2 - 2 2
P8 Haut ACA 2 - 2 2
P9 Haut EM 2 - 2 2
P11 KGP Arthritis 2 B. afz 2 2
P12 Haut EM 2 B. afz 2 2
P13 Haut EM 2 - 2 2
P14 Haut ACA 2 - 2 2
P15 Haut EM 2 - 2 2
P16 Haut EM 4 B. gar 4 4
P17 Haut EM 4 B. gar 4 4
P18 Haut atypisch 4 B. gar 4 4
P19 Haut atypisch 4 B. gar 4 4
P20 Haut EM 4 B. gar 4 4
P21 Liquor Neurob. 6 B. gar 8 8

B. gar : B. garinii
B. afz: B. afzelii

B.s.s.: B. burgdorferi s.s.
- nicht mit der entsprechenden Methode typisiert
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Anhang 7:

Zusammenfassung der im Zeitraum von 1984 bis 2002 am Max v. Pettenkofer Institut

differenzierten Liquorisolate:

Studie
Stamm Alter Wilske 96 * diese Arbeit Spezies OspA-Typ
PKa2 63 1 - B. burgdorferi s.s. 1
PFra 62 1 1 B. burgdorferi s.s. 1
PHas 40 1 1 B. burgdorferi s.s. 1
PStm unbekannt 1 1 B. burgdorferi s.s. 1
PAbe 63 - 1 B. burgdorferi s.s. 1
PDe 9 - 1 B. burgdorferi s.s. 1
PGI 33 - 1 B. burgdorferi s.s. 1
PHo 57 1 B. burgdorferi s.s. 1
PKu 55 - 1 B. burgdorferi s.s. 1
PMey 61 - 1 B. burgdorferi s.s. 1
PMi 46 - 1 B. burgdorferi s.s. 1
PMu 67 - 1 B. burgdorferi s.s. 1
PSE unbekannt - 1 B. burgdorferi s.s. 1
PSpm 26 - 1 B. burgdorferi s.s. 1
PTa 32 - 1 B. burgdorferi s.s. 1
PWag 37 - 1 B. burgdorferis.s. 1
PKle 72 2 - B. afzelii 2
PSpe 78 2 - B. afzelii 2
PAIt 61 2 - B. afzelii 2
PKr 48 2 - B. afzelii 2
PHa 59 2 2 B. afzelii 2
PFca 26 2+4 2 B. afzelii 2
PGo 13 - 2 B. afzelii 2
PJe 64 - 2 B. afzelii 2
PKI unbekannt - 2 B. afzelii 2
PLap 63 2 2 B. afzelii 2
PStb 58 2 2 B. afzelii 2
PBo 16 2 - B. afzelii 2
PStw 54 - 2 B. afzelii 2
PWee 41 - 2 B. afzelii 2
PWes 78 - 2 B. afzelii 2
PBr 35 3 - B. garinii 3
PFe 24 3 - B. garinii 3
PMek 19 3 - B. garinii 3
PFr 73 - 3 B. garinii 3
PBi 14 4 - B. garinii 4
PFei 50 4 - B. garinii 4
PHoe 49 4 - B. garinii 4
PFin 64 4 - B. garinii 4
PBaEll 52 4 - B. garinii 4
PWa 76 4 - B. garinii 4
PMue 26 4 - B. garinii 4
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PSh 64 4 - B. garinii 4
PFlk 65 4 - B. garinii 4
PScf 60 4 - B. garinii 4
PVo 55 - 4 B. garinii 4
PWat 87 - 4 B. garinii 4
PHei 8 5 - B. garinii 5
PLi 2 5 5 B. garinii 5
PHe 2 6 6 B. garinii 6
PSoR 35 6 - B. garinii 6
POhm 4 6 - B. garinii 6
PSes unbekannt 6 6 B. garinii 6
PBet 60 - 6 B. garinii 6
PBol 8 - 6 B. garinii 6
PFu 11 - 6 B. garinii 6
PHc 11 - 6 B. garinii 6
PHez 54 - 6 B. garinii 6
PMit 5 - 6 B. garinii 6
PBeS 6 7 - B. garinii 7
PRef 44 7 - B. garinii 7
PKi 44 8 - B. garinii 8
PLa 3 8 - B. garinii 8
PGeb 13 - B. bissettii B. bissettii -
PKuf 3 - 1+7 - -
PMel 23 - 2+4+6 - -
* [208]

- in der entsprechenden Studie nicht typisiert.
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