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1. Einleitung

Die Lyme-Borreliose ist die héufigste zeckeniibertragene Erkrankung der noérdlichen
Hemisphire und daher von groBler Bedeutung fiir das Gesundheitswesen. Da erst seit einigen
Jahren in einzelnen Bundesldndern eine Meldepflicht besteht, liegen fiir Deutschland keine
umfassenden Daten vor. Das Robert-Koch-Institut beziffert die Inzidenz in den Ostlichen
Bundesldndern basierend auf der dort eingefiihrten linderspezifischen Meldepflicht auf 18-38
Félle/100000 Einwohner/Jahr (Robert Koch-Institut, Epidemiologisches Bulletin 12/2010).
Auch fiir Europa gibt es duflerst variable Daten. So werden Inzidenzen von 0,8-300/100000
Einwohner/Jahr berichtet (World Health Organization Regional Office for Europe 2006).

Als Erreger dieser wichtigen, aber oft unterschitzten Krankheit konnte erst 1982 nach langer

Suche Borrelia (B.) burgdorferi sensu lato (s.l.) identifiziert werden (Burgdorfer et al. 1982).

1.1 Der Vektor Ixodes ricinus

Die Krankheitsiibertrdger der Lyme-Borreliose, Schildzecken, gehoren in Europa v.a. der Art
Ixodes (1.) ricinus und in Asien I. persulcatus an, in den USA dagegen 1. scapularis und 1.
pacificus (Burgdorfer 1984). Sie durchlaufen in ihrer Entwicklung drei Stadien: als erstes das
der noch 6-beinigen Larven, dann das der 8-beinigen Nymphen, ehe sie nach zwei bis mehr
als drei Jahren zu adulten Zecken herangereift sind; zwischen den Stadien liegt jeweils eine
Blutmahlzeit. Als Wirte kommt ein breites Spektrum von mehr als 200 Wirbeltierarten, wie
Wild, Nager Vogel und Eidechsen in Frage und eben auch der Mensch. Die Zecken erwerben
B. burgdorferi s.l. durch Blutmahlzeiten, eine transovarielle Ubertragung ist nur selten
beschrieben worden (de Sonenshine 1993, Wilske et al. 1987). I. ricinus verbringen iiber 90%
threr Lebenszeit ohne Wirtskontakt (Needham and Teal 1991). Auf ihrer Wirtssuche halten
sie sich in bodennaher Vegetation (meist 0-30 cm) auf. Mit hochsensiblen Sinnesorganen, den
sog. Hallerschen Organen (s. Abb. 1), die an den Vorderbeinen sitzen, reagieren sie besonders
empfindlich auf Temperatur und Vibration und erkennen so einen sich ndhernden Wirt. Mit
einem ebenfalls an den Vorderbeinen befestigen speziellen Halteapparat hilt die Zecke sich
nun am Wirt fest und ldsst sich von ihm mitnehmen. Darauf beginnt sie mit der Suche nach

einer geeigneten Saugstelle, was mehrere Stunden dauern kann.
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v,

Abbildung 1: Hallersche Organe (Quelle: NRZ fiir Borrelien)

Durch ihre enorme Wirtsvielfalt tibertragen Zecken allerdings auch andere Krankheitserreger,
wie Borrelia myiamotoi (eine Riickfallfieber-Borrelie), Anaplasma phagocytophilum, Babesia
spp., Rickettsia spp., Francisella tularensis, Coxiella burnetii und das FSME-Virus. Damit ist
die Zecke einer der wichtigsten Ubertriiger von Infektionskrankheiten weltweit (vgl. fiir den

ganzen Abschnitt Fingerle et al. 2011).

1.2 Ubertragung der Borrelien

Schildzecken der Gattung /. erwerben Borrelien bei infizierten Tieren. V.a. Vogel und Miuse
sind bekannte Reservoirwirte (Gern et al. 1998). Nach Aufnahme ziehen sich die Bakterien in
den Darm der Zecke zuriick. Nachdem die Zecke einen neuen Wirt und auf diesem eine
entsprechende Stelle fiir die Blutmahlzeit gefunden hat, gelangen die Borrelien in einem

komplexen Zusammenspiel mehrerer Proteine mit zunehmender Linge des Saugaktes in die
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Speicheldriisen und schlieBlich in das Blut des Opfers. Daher kann frithestens nach mehreren

Stunden eine Ubertragung der Borrelien stattfinden (Kahl et al. 1998, Fingerle et al. 2011).

1.3 Verteilung und Morphologie von B. burgdorferi s.l.

Die Borreliose wird von Vertretern des Borrelia burgdorferi s.1. Komplex verursacht. Nach
der Entdeckung des Erregers wurde zundchst von einer homogenen Spezies Borrelia
burgdorferi ausgegangen (Johnson et al. 1984a, Johnson et al. 1984b). Im Lauf der Jahre
zeigte sich aber, dass es eine heterogene Verteilung gibt. So ist in Amerika fast ausschlielich
Borrelia burgdorferi sensu stricto (s.s.) zu finden, in Europa dagegen gibt es deutlich mehr
Spezies (Stanek and Reiter 2011). Insgesamt werden derzeit 20 Genospezies dieses
Komplexes weltweit gezdhlt. Gesichert humanpathogen sind B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B.
garinii, B. bavariensis und B. spielmanii. Fiir B. valaisiana, B. bissettii und B. lusitaniae gibt
es zudem einzelne Fallberichte von Isolationen bzw. Nachweis mittels PCR aus humanem
Probenmaterial. Ob und inwieweit die letztgenannten Spezies humanpathogen sind, ist noch
unklar.

B. burgdorferi sl. gehort zur Gattung der gramnegativen Spirochdten und ist
korkenzieherdhnlich gebaut. Sieben bis elf Endoflagellen unter der duBeren Zellmembran
erlauben es eine schraubenférmige Fortbewegung (Barbour and Hayes 1986). Die
Generationszeit liegt in vitro unter optimalen Bedingungen zwischen 8§ und 30 Stunden
(Preac-Mursic and Wilske 1993).

B. burgdorferi s.l. besitzt ein lineares Chromosom mit einer Ldnge von ungefdhr 950000
Basenpaare (Bp) und mehrere — ca. 20 — zirkuldre und lineare Plasmide (Barbour 1988,
Barbour and Garon 1987, Ferdows and Barbour 1989, Casjens et al. 1995, Fraser et al. 1997).
Auf diesen werden auch die wichtigen Oberflachenproteine ,,Outer surface protein A* (OspA)
und ,,Outer surface protein C* (OspC) kodiert. Diese beiden Proteine spielen eine
herausragende Rolle bei der Anpassung der Borrelie an die Zecke bzw. an den Wirt. So wird
die Expression von OspA hauptsichlich in der Zecke aktiviert (Fingerle et al. 1995, Schwan
et al. 1995), wihrend OspC erst beim Saugakt exprimiert wird (Fingerle et al. 2000, Fingerle
et al. 2002, Schwan and Piesman 2000).
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1.4 Klinik der Lyme-Borreliose

Die Borreliose selbst kann sich als Multi-System-Erkrankung mit einer Vielzahl von
Symptomen duflern. Die Klinik kann sehr variabel sein, was die Diagnosestellung erschwert.
Der Verlauf und die Symptome der Borreliose werden in Frith- und Spitphase unterteilt,
wobei erstere wiederum in ein lokales und ein disseminiertes Stadium unterteilt und letztere
als persistierende Infektion bezeichnet wird. In jedem Stadium kann die Lyme-Borreliose
spontan ausheilen (Krause and Fingerle 2009).

In der Frithphase féllt lokal wenige Tage bis vier Wochen nach dem Zeckenstich bei etwa 70-
90% der Patienten an der Eintrittsstelle ein sog. Erythema migrans (Wanderrote) auf. Dieses
wird als makulo- bis papuldse Effloreszenz beschrieben, die sich bei typischem Verlauf zu
einem zentral abblassenden, ringformigen Erythem entwickelt. Klinik, Farbe und Dauer sind
variabel. Allgemeinsymptome wie Fieber, Myalgien und Kopfschmerz kénnen auftreten.
Haben sich die Borrelien im Korper ausgebreitet, ist die Infektion disseminiert. Die meisten
Patienten entwickeln hierauf neurologische Symptome. So tritt hiufig eine
Meningopolyneuritis (Garin-Bujadoux-Bannwarth-Syndrom) mit Hirnnervenparesen oder
starken radikuldren Schmerzen auf. Bei Kindern dagegen findet man héufiger isolierte
Fazialisparesen oder Meningitiden. Auch ein Borrelien-Lymphozytom kann in diesem
Stadium auftreten. Es handelt sich hierbei um einen roétlichen-lividen Hauttumor; seine
Pridilektionsstelle sind Ohrldppchen, Skrotum oder Mamille. Sehr selten kann sich die Lyme-
Borreliose auch im Rahmen einer Karditis mit AV-Blockierungen wechselnden Grades
manifestieren, die lebensbedrohlich werden kann.

Die Spétphase tritt oft erst Monate oder Jahre spiter ein. Hauptsymptom kann eine chronische
Monoarthritis, v.a. im Knie, sein. Eine Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA) wird nur
in Europa beobachtet. Hierbei handelt es sich ebenfalls um einen Hauttumor, der sich in einer
Atrophie der Haut mit livider Verfarbung &duBert. Sehr selten konnen auch
Enzephalomyelitiden mit begleitenden Para- oder Tetraparesen auftreten. Chronische
Verldufe sind fiir dieses Stadium beschrieben worden, sind aber sehr selten. Viel ofter tritt
eine Spontanremission der Symptome ein (vgl. fiir das ganze Kapitel Krause and Fingerle

2009, Mygland et al. 2010, Stanek et al. 2012).
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1.5 Diagnostik der Lyme-Borreliose

Die Diagnose der LB basiert zundchst auf entsprechenden klinischen Symptomen und
anamnestischen Daten und soll — abgesehen vom typischen Erythema migrans — mit
entsprechenden labordiagnostischen Methoden substanziiert werden.

Die Antikorperbestimmung liefert etwa 10-14 Tage nach Infektion mit dem Nachweis von
IgM-Antikorpern erste Ergebnisse. IgG-Antikorper sind nach etwa drei bis sechs Wochen
nachweisbar. Im Friihstadium der Krankheit kann es also negative Ergebnisse i.S. einer
diagnostischen Liicke geben; fehlt dann noch das Erythema migrans, ist eine Diagnose
aufgrund von unspezifischen Symptomen sehr schwer zu stellen. Im friih disseminierten
Stadium sind IgM-Antikoérper in 70-90% der Fille zu finden. Zusitzlich wird bei
Neuroborreliose 1.d.R. eine intrathekale Antikdrperproduktion beobachtet. Eine Liquoranalyse
kann deshalb wichtige Hinweise liefern. In der Spétphase schlieBlich sind hohe IgG-Titer
nachweisbar, IgM ist kaum mehr zu finden. Die Serologie sollte stets stufenweise erfolgen.
Auf einen durch hohe Sensitivitit gekennzeichneten IgM-/IgG-ELISA, sollte bei reaktiven
Féllen ein spezifischer Immunoblot folgen (vgl. fiir diesen Abschnitt Wilske et al. 2007).
Desweiteren kann bei akuter Neuroborreliose auch das Chemokin CXCL13 aus dem Liquor
als diagnostischer Parameter hinzugezogen werden (Rupprecht et al. 2005, Schmidt et al.
2011, Rupprecht et al. 2014).

In atypischen Fillen konnen weitere Verfahren eingesetzt werden, um die Diagnose zu
stellen. Als klassisches Verfahren des direkten Erregernachweises gilt die Kultur. B.
burgdorferi s.1. ist mit speziellen Ndhrmedien anziichtbar (Barbour 1984); diese Methode ist
allerdings sehr arbeits- und zeitaufwendig. Als weiteres Verfahren bietet sich deshalb die
Polymerasekettenreaktion (PCR) an. Sie wird zum Nachweis von Borrelien-DNA in
klinischen Proben eingesetzt, um die schwierige Diagnosestellung der Lyme-Borreliose zu
verbessern. Aus klinischer Sicht sind PCR-Analysen vor allem bei solchen Patienten
anzustreben, bei denen der Verdacht auf eine Lyme-Borreliose besteht, diese Diagnose sich
jedoch mit herkdmmlichen Methoden nicht sichern ldsst. Die PCR hat ihre hochste
Sensitivitdt in Haut-Biopsien (50-70%) sowie in Synovialis-Biopsien und Gelenk-Punktaten

(50-70%), eine deutlich geringere dagegen im Liquor (10-30%) (Wilske et al. 2007).

1.6 Therapie der Lyme-Borreliose

Die Therapie der Borreliose muss antibiotisch und moglichst schon in den Friihstadien

erfolgen, um Spitfolgen zu minimieren. Eine ausfiihrliche Ubersicht, aufgeteilt in die



Einleitung 6

einzelnen Manifestationen ist in Tab. 1 dargestellt. Die friihe Lyme-Borreliose ist hiermit
1.d.R. kuriert. Auch eine Therapie der spédteren Manifestationen ist gewohnlich erfolgreich.
Therapierefraktire und chronische Verldufe sind selten. Ob eine deutlich lédngere
Antibiotikagabe fiir die fragliche chronische Lyme-Borreliose erforderlich ist, ist derzeit
Gegenstand kontroverser Diskussionen; der aktuelle Forschungsstand allerdings erlaubt es
nicht, eine solche Diagnose zu stellen (Kaiser und Fingerle 2009, Krause und Fingerle 2009

Herzer et al. 2014).

Tabelle 1: Antibiotische Therapie der verschiedenen Manifestationen der Lyme-Borreliose (Krause
und Fingerle 2009)

Klinisches Bild Antibiotikum und Dosis Applikation Behandlungsdauer
Doxycyclin 2 x 100 mg 10-21 Tage
Amoxicillin 3-4 x 500-1000 mg 14-21 Tage
Erythema migrans p.o.
Cefuroxim 2 x 500 mg 14-21 Tage
Azithromycin 500 mg 2-5 Tage
Doxycyclin 2-3 x 100 mg p.o.
o Ceftriaxon 1 x2 g
Neuroborreliose 14-21 Tage
Cefotaxim3x2 g V.

Penicillin G 4-5 Mio E

Doxycyclin 2 x 100 mg

p-o. 30 Tage
Amoxicillin 3 x 500-1000 mg
Lyme-Arthritis, ACA
Ceftriaxon 1 x 2 g
1L.v. 14-21 Tage
Cefotaxim3x2 g
Ceftriaxon 1 x 2g
Lyme-Karditis Cefotaxim3x2 g V. 14 Tage

Penicillin G 4-5 Mio E

p.0. = per os, i.v. = intravends; ' bei chronischer Neuroborreliose i.v. Therapie fiir 14-28 Tage

1.7 Die PCR

Diese Methode ist die Grundlage dieser Arbeit und wird daher in den néchsten Kapiteln
ausfiihrlich dargestellt. Einerseits ist sie mittlerweile Standardmethode fiir Pravalenzstudien,
z.B. fiir entsprechende Pathogene in ithren Vektoren, da ihre Leistungsdaten (Sensitivitidt und
Spezifitit) und ihre Schnelligkeit immer weiter verbessert wurden. Es ist daher nicht
verwunderlich, dass seit Ende der 1980er-Jahre weit liber 100 Protokolle publiziert wurden
(Schmidt 1997, Rosa and Schwan 1989). Andererseits ist sie auch aus der Diagnostik der

Lyme-Borreliose nicht mehr wegzudenken.
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1.7.1 Prinzip

Die PCR ist eine moderne Methode zum Nachweis eines bestimmten DNA-Abschnitts (Saiki
et al. 1985). Voraussetzung ist, dass die Sequenz des Abschnitts bekannt ist, damit rechts und
links davon komplementédre Oligonukleotide, sog. Primer, iiber Wasserstoffbriickenbindungen
binden konnen. Von deren 3'-Ende kann eine hitzestabile Polymerase einen neuen DNA-
Strang synthetisieren.

Die PCR beginnt mit einer initialen Denaturierung bei 95 °C, wodurch die DNA-
Doppelstringe in Einzelstringe gespalten werden. Hierauf konnen jetzt die spezifischen
Primer an ihre komplementidren Sequenzen binden: dies wird Annealing genannt. Die
Annealing-Temperatur hingt vom GC- und AT-Gehalt der Primer ab und kann nach
folgender Formel (Rychlik et al. 1990) berechnet werden:

To=0,3 x T ™ + 0,7 X Tin " 14,9

Im letzten Teil, der Elongation, synthetisiert eine hitzestabile Polymerase bei 72 °C einen
neuen Strang. Somit wird die Ziel-DNA in jedem Zyklus verdoppelt. Dieser wird ca. 20-40-
mal wiederholt, um eine ausreichende Menge zu erhalten; im besten Fall vermehrt sich die

Zielsequenz dabei exponentiell (s. Abb. 2).

DNA Amplification Using Polymerase Chain Reaclion

wnd
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Abbildung 2: Prinzip der PCR (nach http://openwetware.org/wiki/BME103:T130_Group_ 3)

Ein Beispiel fiir eine konventionelle PCR ist die semi-nested PCR. Bei dieser Methode
werden zwei Polymerase-Kettenreaktionen miteinander verkniipft. Nach Ablauf einer
Reaktion mit 45 Zyklen wird das Produkt hieraus wiederum in einer PCR verwendet. Dabei

wird in der zweiten Reaktion ein neues Primerpaar eingesetzt, das innerhalb des ersten
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Amplifikates bindet. Das gilt auch als Nachweis der Spezifizit des ersten Reaktionsproduktes.
Erst das Produkt der zweiten PCR wird detektiert.

1.7.2 Die real-time PCR

Die real-time PCR ist eine Methode zur Detektion eines DNA-Abschnitts in Echtzeit und
somit eine Weiterentwicklung der konventionellen PCR. Dadurch ist es mdglich, das PCR-
Produkt simultan zur Amplifikation zu visualisieren. Das Prinzip des Fluoreszenz-Resonanz-
Energie-Transfers ist daflir verantwortlich (Cardullo et al. 1988). Hierbei {ibertrdgt ein
Fluoreszenzfarbstoff (Fluorochrom) Energie, die es durch externe Anregung erhalten hat, auf
ein anderes, rdumlich entferntes Fluorochrom. Dieses emittiert wiederum die Energie und das
dabei entstehende Lichtsignal kann photometrisch gemessen werden. Dies ermdglicht auch
eine Aussage liber die Quantitit, da das detektierte Signal proportional zur {ibertragenen
Energie ist. Je nachdem wie weit die beiden Fluorochrome voneinander entfernt sind,
bezeichnet man sie entweder als Reporter und Quencher (weit entfernt) oder als Donor und
Akzeptor (nah beieinander).

Aufgrund dieser Phinomene wurden mehrere Prinzipen, zwei Fluorochrome miteinander zu
kombinieren, entworfen. Allen gemein ist, dass zum PCR-Ansatz spezielle Oligonukleotide,
sog. Sonden, gegeben werden, die an beiden Enden mit einem Farbstoff markiert sind: am 5'-
Ende ein Reporter (Fluoreszenz-Abgeber) und am 3’-Ende ein Quencher (Unterdriicker der
Fluoreszenz).

Ein gingiges Modell ist das TagMan-Modell (Livak et al. 1995). Bei der Amplifikation des
gewiinschten DNA-Abschnitts wird die TagMan-Sonde durch die 5'-3 "-Exonukleaseaktivitit
der Tag-Polymerase gespalten und der Reporter vom Quencher freigesetzt (s. Abb. 3). Da das
Signal nun nicht mehr unterdriickt wird, kann die dabei ansteigende Fluoreszenz gemessen
werden. Je mehr Ziel-DNA in der Probe ist, desto stirker ist das Fluoreszenz-Signal: dadurch
kann sowohl eine qualitative als auch eine quantitative Bewertung der DNA vorgenommen

werden.
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Abbildung 3: Prinzip des TagMan-Modells (www.nature.com/nrd/journal/v3/n9/fig_tab/nrd1496_F1)

Ein anderes Modell ist das der Molecular Beacons (Tyagi und Kramer 1996): Reporter und
Quencher sind hier durch eine Haarnadelstruktur, die 5’- und 3’-Ende der Sonde verbindet, in
rdumlicher Néhe (s. Abb. 4). Das Fluoreszenz-Signal wird effektiv unterdriickt. Durch den
Hybridisierungsvorgang an der Zielsequenz wird die Haarnadelstruktur aufgeldst, der

nunmehr befreite Reporter kann seine Energie abgeben.

Loop
Sequence
Loop Sequence
5’ Reporter
Stem 3’ Quencher
Sequence R &
: "I’\“;Q )
-
) ‘ o ——
» 5 Reporter Amplified Target DNA
3' Quencher
1. Unbound beacon with 2. Bound beacon with
quenched fluorescence unquenched fluorescence

Abbildung 4: Prinzip der Molecular beacons (http://www.sigmaaldrich.com/life-science/custom-
oligos/dna-probes/product-lines/molecular-beacons.html)

Wenn bei der Auswertung einer real-time PCR Fluoreszenz gegen Zeit bzw. Zyklenzahl
aufgetragen wird, wird eine Kurve generiert, die am Anfang exponentiell, dann linear und
zum Ende hin plateavartig verlduft. Man definiert dann anhand der y-Achse einen
Schwellenwert (sog. Threshold), bei dessen Uberschreiten die exponentielle Phase der PCR
beginnt und die Fluoreszenz erstmals die Hintergrund-Fluoreszenz {ibersteigt. Dieser Punkt

wird Crossing threshold (Ct) oder Crossing point (Cp) genannt.
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1.7.3 Multiplex-PCR

Eine Multiplex-PCR ist eine Moglichkeit mehrere Gene gleichzeitig zu detektieren und damit
zeit- und materialsparend arbeiten zu konnen. Die Auswertung ist moglich durch den
Gebrauch der jeweiligen Primer fiir das Gen sowie verschiedener Sonden mit
unterschiedlichen Farbstoffen, die in unterschiedlichen Kandlen am PCR-Gerit isoliert
voneinander betrachtet werden konnen. Die Evaluierung eines solchen Systems ist
zeitaufwendig, da bei zu hohen Konzentrationen der einzelnen Komponenten die
Fluoreszenzen sich gegenseitig liberstrahlen und damit das Signal ausloschen kdnnen. Zudem
sind die Nukleotide im Ansatz schneller verbraucht, wenn mehrere Polymerasen gleichzeitig
arbeiten. Sind aber die richtigen Konzentrationen eingestellt und geniigend DNA-Bausteine
durch Verwendung geeigneter Mastermixe vorhanden, besitzt man ein weitestgehend sicheres

und effizientes System (Sint et al. 2012).

1.8 Zielsetzung dieser Arbeit

In den vorrausgegangen Kapiteln wurden die Charakteristika und die Bedeutung von Zecken,
vektoriibertragenen Erkrankungen und des B. burgdorferi s.1.-Komplexes dargestellt.

Es ist sehr wahrscheinlich, dass sich aufgrund erh6éhter Durchschnittstemperaturen infolge des
Klimawandels v.a. die Zeckenaktivitidt immer weiter nach Norden ausbreiten wird (Jaenson et
al. 2012) und auch andere Pathogene davon erfasst werden (Schroder und Schmidt 2008).
Denn grundsétzlich sind Zecken stark von klimatischen Variablen beeinflusst (Medlock et al.
2013).

Fiir Bayern lagen fiir diese Fragestellung noch keine Daten vor. Um die Auswirkungen des
Klimawandels auf vektoriibertragene Erkrankungen zu dokumentieren, wurde 2009 daher der
interdisziplindre Forschungsverbund ,,Vector-borne Infectious Diseases in Climate Change
Investigations* (VICCI) von mehreren Organisationen und Universititen in Bayern, darunter
auch das Nationalen Referenzzentrum (NRZ) fiir Borrelien, gegriindet. Als Grundlage fiir die
Etablierung von Surveillancesystemen sollten mit dem VICCI-Projekt Basisdaten zu
verschiedenen Vektoren und Wirten erhoben werden, um zukiinftige Entwicklungen und
Gefahrdungen von vektoriibertragenen Krankheiten besser einschitzen zu konnen.

Im Rahmen des Teilprojektes ,,Prospektive Studie zur Entwicklung von Borrelia burgdorferi
s.l. Spezies in Ixodes ricinus in Bayern sollten daher in den Jahren 2010 und 2011 niichterne
Zecken an Gebieten in Bayern, die unterschiedliche Habitate darstellten, gesammelt und die

Zeckenaktivitit im Kontext mit klimatischen Bedingungen — wie Temperatur,
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Luftfeuchtigkeit und Beschattung — bestimmt werden. Zugleich sollten alle gefangenen
Zecken molekularbiologisch auf Borrelien untersucht werden. Im Falle einer Infektion sollte
des Weiteren die genaue Genospezies identifiziert werden, um auch deren unterschiedliche
Verteilungsmuster in Bayern darstellen zu konnen. Diese Arbeit befasst sich mit den Daten

aus dem Jahr 2011.

Eine weitere Aufgabe des NRZ fiir Borrelien besteht in der Diagnostik der Lyme-Borreliose
und deren stetigen Weiterentwicklung. Neben den iiblichen Methoden wie
Antikorpernachweise und Kultivierung von Borrelien, sind auch die PCR bzw. real-time PCR
von entscheidender Bedeutung. Hierfiir wurden bereits einige kommerzielle Kits bzgl. ihrer
Sensitivitdt und Spezifitét in fritheren Arbeiten (Brenauer 2015) evaluiert.

Als zweites Ziel dieser Arbeit sollte deshalb zum einen ein weiteres kommerzielles Kit in
dieser Arbeit auf seine Leistungsdaten hin iiberpriift werden. Hierfiir wurden eine Vielzahl
humanpathogener und nicht-humanpathogener Genospezies des B. burgdorferi s.1. Komplexes
aus der Stammsammlung des NRZ fiir Borrelien genutzt. Es sollte besonders darauf geachtet
werden, inwieweit die bislang gesichert humanpathogenen Borrelien von dem Kit zuverldssig
erkannt werden.

Zum anderen war es die Aufgabe, die zwei am hiufigsten benutzten Gene in einem Multiplex-
Ansatz zu kombinieren, da bisher solche Ansdtze fiir die Diagnostik der Lyme-Borreliose
selten sind und diese Methode eine immer grofere Rolle spielen wird. Zur besseren
Vergleichbarkeit sollten Sensititvitit und Effizienz bestimmt werden. Dieser neue Ansatz soll
die Evaluierung der kommerziellen Kits sinnvoll ergdnzen und neue Spielrdume aufzeigen,

um die Diagnose Lyme-Borreliose sicherer stellen zu konnen.



Material und Methoden 12

2. Material und Methoden

2.1 Abflaggen der Zecken

Zum Sammeln der Zecken wurden unterschiedliche Orte in Bayern ausgewéhlt, die sich bzgl.
Hohe, Landnutzung und Bewuchs unterschieden. Dokumentierte Variablen waren
geographische (Hohe, Vegetation) und klimatische (Temperatur, Luftfeuchtigkeit)
Verhiltnisse, Beschattung und anthropogene Einfliisse (landwirtschaftliche Nutzung,
Nationalpark, Naherholung).

Die einzelnen Orte waren der Englische Garten in Miinchen (Naherholungsgebiet mit
lockeren Laub-Mischwaldbestinden, umgeben von Wiesen), OberschleiBheim im Norden von
Miinchen (begraster Waldweg in einem Mischwald, entlang des Wegrands Striucher), Lindau
(Laub-Mischwald, an Obstanbau grenzend) sowie siebzehn Standorte im Bayerischen Wald
(BW), die sowohl im Nationalpark Bayerischer Wald (NPBW) als auch auBlerhalb davon
lagen (s. Anhang 1). Die Sammelstellen in dieser Region waren entlang eines
Hohengradienten (300-1360 m) verteilt. Alle Beprobungspunkte sind zur besseren
Orientierung in Abb. 5 dargestellt.

o

Regemsburg

- B Gr;
DP»M;‘ C‘Y#iu PP
Larfishut ) P P

Lar®ishut

Abbildung 5: Auf der Karte sind alle Beprobungsorte in Bayern eingezeichnet. Die Beprobungsorte
liegen entlang eines Hohengradienten von 318 — 1360m in der Region Bayerischer Wald (griin; 8
Beprobungspunkte) und Nationalpark Bayerischer Wald (NPBW, braun; 10 Beprobungspunkte,
verteilt innerhalb der drei dargestellten Punkte).

Jeder Standort wurde in vier je 100 m” groBe Beprobungsstellen aufgeteilt, die nacheinander
nachmittags und in den frithen Abendstunden abgeflaggt wurden. Zur Dokumentation der

langfristigen, klimatischen Verhéltnisse wurden Daten-Logger (EL-USB-2, Lascar
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Electronics, Erie, USA) angebracht, die Temperatur und Luftfeuchtigkeit stiindlich
aufzeichneten. Beim Sammeln wurden zusitzliche Daten-Logger ausgelegt, um aktuelle
Klimadaten der Beprobung zu akquirieren. Fiir den Bayerischen Wald wurden zudem von der
Nationalparkverwaltung Klimadaten zur Verfligung gestellt.

Die Zecken wurden mit 1 m” groBen, aufgerauten weiBen Baumwolltiichern abgeflaggt, wobei
die Ticher iiber die niedrige Vegetation gezogen wurden. Alle fiinf Meter wurden die Tiicher
nach Zecken abgesucht (Estrada-Pefia et al. 2013). Gefangene Tiere wurden in mit Ethanol
(70%) gefiillten 50 ml Falcon-Tubes (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland)
gesammelt. Im Labor wurden die Zecken nach Entwicklungsstatus und Geschlecht sortiert
und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C in identischen Tubes gelagert.

Alle erfassten Daten wie Tag, Uhrzeit, Koordinaten (Ladngen/Breitengrad), Hohenlage (Meter
iNN), Landnutzung, Art der Vegetation, Beschattung (in %) und Sonneneinstrahlungswinkel
wurden flir jede Zecke in einer relationalen Datenbank (MS Access 2003) erfasst und im

Laufe der Zeit um Labordaten erginzt.

2.2 DNA-Isolation

Um die DNA-Isolation aus der groBen Probenzahl zu bewerkstelligen, wurde eine
automatische DNA-Extraktion (BioSprint96 One-For-All Vet, Qiagen, Hilden, Deutschland)
ausgewahlt. Thr liegt eine magnetische Trennung zu Grunde, wobei die DNA-Molekiile
innerhalb der Waschschritte an magnetische Partikel im Reaktionsansatz binden und dann aus
der Matrix durch einen Magneten separiert werden konnen. Parallel zu den zu untersuchenden
Proben wurden alle Positiv- und Negativkontrollen ebenfalls mit dieser Methode isoliert.
Zuerst wurden die Zecken mit Hilfe eines Einmalspatels unter sterilen Bedingungen in einem
Tropfen phosphatgepufferter Salzlosung (PBS, Qiagen, Hilden, Deutschland) zerdriickt. Vor
allem der Zeckendarm, in dem sich die Borrelien bevorzugt befinden, wurde besonders kriftig
zerrieben.

Jede einzelne Probe wurde mit PBS auf ein Gesamtvolumen von 200 pl gebracht und im
néchsten Schritt mit 200 ul Lysepuffer (Lysis-Buffer Roche, Mannheim, Deutschland) und 40
ul Serin-Proteinase K (20 mg/ml, Qiagen, Hilden, Deutschland) vermengt. Anschliefend
wurden die Proben bei 56 °C in einem Thermomixer comfort (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) bei 350 Umdrehungen pro Minute fiir vier Stunden inkubiert.

Danach wurde ein Mastermix in einem seperaten Mastermixraum nach Tab. 2 in steril

verpackten Safe-Lock Tubes (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) angesetzt.
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Tabelle 2: Mastermixzusammensetzung der BioSprint DNA-Extraktion

Komponenten Volumen [pl]

Buffer AL (Qiagen, Hilden, Deutschland) 200

Isopropanol (Qiagen, Hilden,

Deutschland) 200

MagAttract Suspension G (Qiagen,

Hilden, Deutschland) 30
Gesamtvolumen 430

Im néchsten Schritt wurden jeweils 430 pl des Mastermixes auf einem S-Block vorgelegt und
220 pl der lysierten Proben hinzugefiigt. Vier weitere S-Blocke und zwei 96-Well-Platten
(Qiagen, Hilden, Deutschland) wurden gemél Tab. 3 vorbereitet. Der Block mit den Proben
wurde in Slot 1 des Extraktionsgerits gelegt, die anderen Elemente in Slot 2 bis 7. In Slot 8
schlieBlich kam das Rod cover, in das die magnetischen Stidbe des Gerits eingelassen wurden,
um die DNA aus dem Lysat magnetisch zu isolieren und sie mit den Salzen in die
Waschblocke zu transferieren. Alle Reagenzien und Materialien stammten von Qiagen

(Hilden, Deutschland).

Tabelle 3: Beschickung der einzelnen Platten fiir die BioSprint DN A-Extraktion

Slot Vorganng Format Komponenten Volume[l:ll];ro Well

1 Lysat S-Block Lysat 650
2 Waschschritt 1 S-Block Puffer AW 1 650
3 Waschschritt 2 S-Block Puffer AW 1 500
4 Waschschritt 3 S-Block Puffer AW 2 500
5 Waschschritt 4 S-Block Puffer AW2 500
6 Waschschritt 5 S-Block RNAse free water 500
7 Elution 96-Well Platte Puffer AE 200
8 Rod cover 96-Well Platte - -

Am BioSprint 96 wurde anschlieBend das Programm ,,DNA-Blood 2000 ausgewidhlt. Am
Ende der einzelnen Schritte lag isolierte DNA —in 150 pl AE-Puffer eluiert — vor.
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2.3 Screening der Zeckenisolate
2.3.1 p41 real-time PCR

2.3.1.1 Durchfithrung

Fiir den folgenden Abschnitt und alle weiteren Methoden wurden die in den Mikrobiologisch-
Infektiologischen Qualitidtsstandards fiir Nukleinsdure-Amplifikationstechniken (Reischl
2011) gemachten Vorgaben eingehalten.

Fiir das Screening der Zeckenisolate wurde ein modifiziertes p4/ real-time PCR-Protokoll
nach (Schwaiger et al. 2001) verwendet. Zielsequenz ist ein 96 Basenpaar (Bp) langes
Fragment des Flagellin (fla)-Gens. Die detaillierten Primer- und Sondensequenzen sind der

folgenden Tabelle zu entnehmen.

Tabelle 4: Sequenzen der verwendeten Primer und Sonde fiir die p4/ real-time PCR

Bezeichnung Sequenz Referenz

FlaF1,
5- AGCAAATTTAGGTGCTTTCCAA-3’ Schwaiger et al. (2001)
Vorwiértsprimer

FlaR1,

5- GCAATCATTGCCATTGCAGA-3’ Schwaiger et al. (2001)
Riickwértsprimer
5'-6FAM*-
FlaProbel, Sonde TGCTACAACCTCATCTGTCATTGTAGCATCTTTTATTTG-- Schwaiger et al. (2001)
BBQ*

*FAM= 6-Carboxyfluoreszein; *BBQ= BlackBerry Quencher

Die verwendeten Primer und Sonden wurden von der Firma TIB Molbiol (Berlin,
Deutschland) bezogen. Thre Lyophilisate wurden in nuklease-freiem Wasser (Ampuwa,
Ampuwa, Griinenthal, Aachen, Deutschland) gel6st und 100 uM Stocklosungen angelegt. Die
Arbeitslosungen wurden mit nuklease-freiem Wasser auf 10uM eingestellt, aliquotiert und bis
zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Die bendtigten Reagenzien fiir den Mastermixansatz wurden unmittelbar vor Gebrauch
aufgetaut, gevortext und fiir zehn Sekunden bei 20000 g zentrifugiert, um Riickstdinde am
Deckel zu vermeiden. Fiir das Pipettieren wurden ausschlieBlich gestopfte PCR-Spitzen (ep
Tips Dualfilter PCR clean, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) verwendet. Fiir jeden PCR-
Lauf wurde die benétigte Menge an Mastermix zzgl. zehn Prozent fiir den Pipettierfehler
berechnet und im Mastermixraum nach Tab. 5 in steril verpackten Safe-Lock Tubes

(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) angesetzt.
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Tabelle 5: Mastermixzusammensetzung der p4/ real-time PCR

Komponenten Konzentration [pM] Konzentration Volumen [pl]
PCR-Ansatz [uM]

Quantitect NoRox Multiplex Mastermix

(Qiagen, Hilden, Deutschland) 2x Ix 12,5
FlaF1, Vorwértsprimer 10 0,3 0,75
FlaR1, Riickwiértsprimer 10 0.9 2.25
FlaProbel, Sonde 10 0.2 0.50
nukleasefreies Wasser 4,0
Template, Extraktionskontrolle oder 50
Wasser fiir NTC ’
Gesamtvolumen 25

Zuséatzlich wurden in jedem PCR-Lauf eine Extraktionskontrolle (EK), eine Non-template
control (NTC) und PSig2 (s. Tab. 17) als Positivkontrolle (PK) mitgefiihrt. Im Pra-PCR-
Bereich wurden unter einer PCR Workstation (PeqLab, Erlangen, Deutschland) jeweils 20 ul
des Mastermixes auf einer 96-Well-Platte (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland)
vorgelegt und 5 pl der zu untersuchenden DNA bzw. der Extraktionskontrolle oder 5 pl
Wasser fiir die NTC hinzu pipettiert.

Die Extraktionskontrolle erlaubt den Ausschluss von Kontaminationen wéhrend des
Isolationsvorgangs, die NTC zusétzlich die Reinheit der in der PCR verwendeten
Komponenten zu iiberpriifen und somit falsch-positive Ergebnisse zu erkennen. Die 96-Well-
Platte wurde abschlieBend sorgféltig mit einem optical film (Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland) verschlossen und bei 1000 g fiir eine Minute zentrifugiert (Universal 320,
Hettich, Tuttlingen, Deutschland).

Die Untersuchungen selber wurden an einem MX 3005P Stratagene von Agilent (Boblingen,
Deutschland) durchgefiihrt. Der FAM-Kanal wurde als Detektionskanal ausgewéhlt und

wurde achtfach verstérkt. Die Detektion erfolgte am Ende der Annealing-Phase.
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Tabelle 6: Temperaturprofil der p4/ real-time PCR

Temperaturprofil Temperatur [°C] Reaktionsdauer [Sek] Zyklen
Initiale Denaturierung 95 900 1x
Denaturierung 95 15 45x
Annealing 60 60

2.3.1.2 Auswertung

Nach Beendigung des Laufs fand die Auswertung mit der Software MxPro der Firma Agilent
(Boblingen, Deutschland) statt. Hierbei wurde im Quantitative PCR-Modus der FAM-Kanal
ausgewahlt und der Threshold fiir jeden Lauf auf 1000 Fluoreszenz-Einheiten gesetzt.

Vor der Auswertung der eigentlichen Proben wurden die oben genannten Kontrollen auf
Plausibilitat gepriift. Die EK und die NTC mussten negativ sein und die PK eine erfolgreiche
Amplifikation aufweisen.

AnschlieBend erfolgte die Auswertung der Proben, dazu wurden die Ct-Werte ermittelt und
die Amplifikationskurven beurteilt. Proben mit Ct grofer 40 oder einem Ct=0 wurden negativ

gewertet. Die ermittelten Daten wurden in die Access-Datenbank eingepflegt.

2.4 Differenzierung der B. burgdorferi s.l. Spezies in PCR-positiven Zecken
2.4.1 hbb real-time PCR

2.4.1.1 Durchfithrung

Zur Speziesdifferenzierung der Borrelien wurde eine #bb-PCR mit Schmelzkurvenanalyse
verwendet. Das Zielgen in den Untersuchungen, das 327 Bp lange hbb-Gen, wird in das
Histon-dhnliche Protein HBb translatiert (Kobryn et al. 2000).

Die hbb-PCR wurde gemil} eines Protokolls nach Portnoi et al. 2006 bzw. der Modifizierung
desselbigen durch Ferdin et al. 2010 durchgefiihrt. Eine 153 Bp lange Sequenz des hbb-Gens

wurde amplifiziert. Primer und Sonde sind in Tab. 7 aufgefiihrt.
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Tabelle 7: Primer und Sonde der 4bb real-time PCR
Bezeichnung Sequenz Referenz
Ferdin et al.
be 640.’ 5'- GTAAGGAAATTAGTTTATGTCTTX*TT- 3"
Vorwirtsprimer (2010)
Ferdin et al.
Hbb Bw, , ,
Riickwiirtsprimer 5'- TAAGCTCTTCAAAAAAAGCATCTA -3 (2010)
Ferdin et al.
Hbb Fluo2, Sonde 5'-CAATGTCTGACTTAGTAACCTTTGGTCTTCTTGA--FL (2010)

*X=LC Red640/705

Die verwendeten Primer und Sonden wurden von der Firma TIB Molbio (Berlin,

Deutschland) bezogen. lhre Lyophilisate wurden in nuklease-freiem Wasser (Ampuwa,

Griinenthal, Aachen, Deutschland) gelost und 100 pM Stocklésungen angelegt. Die

Arbeitslosungen wurden mit nuklease-freiem Wasser auf 10 uM eingestellt, aliquotiert und

bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Die bendtigten Reagenzien fiir den Mastermixansatz wurden unmittelbar vor Gebrauch

aufgetaut, gevortext und fiir zehn Sekunden bei 20000 g zentrifugiert, um Riickstinde am

Deckel zu vermeiden. Fiir das Pipettieren wurden ausschlieBlich gestopfte PCR-Spitzen (ep

Tips Dualfilter PCR clean, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) verwendet. Fiir jeden PCR-

Lauf wurde die bendtigte Menge an Mastermix zzgl. zehn Prozent fiir den Pipettierfehler

berechnet und im Mastermixraum nach Tab. 8 in steril verpackten Safe-Lock Tubes

(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) angesetzt.

Tabelle 8: Reaktionsansatz fir die Abb real-time PCR

Komponenten

Konzentration [pnM]

Konzentration
PCR-Ansatz [uM]

Volumen [pl]

Quantitect NoRox Multiplex Mastermix
(Qiagen, Hilden, Deutschland)

Hbb 640
Hbb Bw
Hbb Fluo2
Nukleasefreies Wasser
Template, Wasser, oder PK

Gesamtvolumen

2x

1x

0,5

0,2

0,2

12,5

0,4
0,4

0,7

20
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Zusétzlich wurden in jedem PCR-Lauf eine EK, eine NTC und folgende PK: PGau, Pka2,
PHei, PBr, PFin, VS116, PSig2 und PotiB2 (s. Tabelle 17) mitgefiihrt. Im Pra-PCR-Bereich
wurden unter einer PCR Workstation (PeqlLab, Erlangen, Deutschland) jeweils 15 pl des
Mastermixes auf einer 96-Well-Platte (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland)
vorgelegt und 5 pl der zu untersuchenden DNA bzw. der Extraktionskontrolle oder 5 pl
Wasser fiir die NTC hinzu pipettiert.

Die Extraktionskontrolle erlaubt den Ausschluss von Kontaminationen wéhrend des
Isolationsvorgangs, wohingegen die NTC die Reinheit der in der PCR verwendeten
Komponenten iiberpriifte. Die 96-Well-Platte wurde abschlieBend sorgfiltig mit einer sealing
foil (Roche, Mannheim, Deutschland) verschlossen und bei 1000 g fiir eine Minute
zentrifugiert (Universal 320, Hettich, Tuttlingen, Deutschland).

Die PCR-Untersuchungen wurden an einem LightCycler4d80 (Roche, Mannheim,
Deutschland) durchgefiihrt. Tabelle 9 zeigt das verwendete Thermoprofil der 4#bb real-time
PCR.

Tabelle 9: Temperaturprofil der 4bb real-time PCR

Reaktionsschritt Temperatur [°C] Reaktionsdauer [Sek] ZyKlen
Initiale Denaturierung 95 900 1
Denaturierung 95 10
Annealing 50 30 55
Elongation 72 10

Schmelzkurve

95 3
46 30

1
75 Continuous

20 10
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2.4.1.2 Auswertung

Die Auswertung und die graphische Darstellung erfolgten mit der LightCycler-480-Software
(Roche, Mannheim, Deutschland). Zuerst wurde im Auswertemodus 2. Ableitung (Abs
quant/2nd derivative max) liberpriift, ob eine erfolgreiche Amplifikation der Positivkontrollen
vorlag und ob die Mastermixkontrolle negativ war. Erst dann wurde die Amplifikation der
untersuchten Proben ausgewertet. Danach wurde =zur Speziesidentifikation eine
Schmelzkurvenanalyse (Tm-Calling) durchgefiihrt. Die Schmelztemperatur wird mafgeblich
von der Zusammensetzung und der Liange der Nukleotidsequenz bestimmt. Insbesondere ein
vermehrter Gehalt der komplementiren Basen Guanin (G) und Cytosin (C) im Amplifikat ist,
verursacht durch die Ausbildung von je drei Wasserstoftbriickenbindungen untereinander,
thermodynamisch stabiler als Adenin (A) und Thymin (T) mit je zwel
Wasserstoffbriickenbindungen und weist somit einen erhdhten Schmelzpunkt (Tm) auf. Auch
hier wurden zuerst die Positiv- als auch die Negativkontrollen auf Plausibilitit gepriift. Erst
dann lieBen sich die unterschiedlichen Borrelien-Spezies voneinander unterscheiden, wenn
man Probe fiir Probe gegen die mitgefiihrten Positivkontrollen verglich und anhand der

spezifischen Schmelzkurve die Spezies identifizierte.

2.4.2 ospA semi-nested PCR

Zur weiteren Bestitigung und Abkldrung wurde von fraglichen 4bb-Proben das ospA-Gen
mittels einer konventionellen semi-nested PCR nach (Michel et al. 2004) amplifiziert. Das
PCR-Produkt wurde mit einer klassischen Sanger-Sequenzierung analysiert bzw. mittels
Restriktionsfragment-Léangenpolymorphismus-Analyse (RFLP) die Borrelienspezies bestimmt
(Michel et al. 2004). Die Zielsequenz ist das ospA-Gen. Dieser 800 Bp groB3e Genomabschnitt
kodiert fiir ein Oberfldchenprotein, das allen Spezies des B. burgdorferi sensu lato-Komplexes
gemein ist (Michel et al. 2004). Detaillierte Primersequenzen der Primdr- und

Sekundéaramplifikation sind Tabelle 10a und b zu entnehmen.
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Tabelle 10a: Verwendete Primersequenzen der ospA-PCR; Primédramplifikation

Bezeichnung Sequenz Referenz
Vla, Vorwiértsprimer 5"-GGGAATAGGTCTAATATTAGC - 37 Michel et al. (2003)
V1b, Vorwirtsprimer 5"-GGGGATAGGTCTAATATTAGC - 37 Michel et al. (2003)
R1, Riickwirtsprimer 5'- CATAAATTCTTATTTTAAAGC - 3° Michel et al. (2003)
R37, Riickwirtsprimer 5- CCTTATTTTAAAGCGGC - 3’ Michel et al. (2003)

Tabelle 10b: Verwendete Primersequenzen der ospA4-PCR; Sekundéramplifikation

Bezeichnung Sequenz Referenz
V3a, Vorwiértsprimer 5"- GCCTTAATAGCATGTAAGC - 3’ Michel et al. (2003)
V3b, Vorwirtsprimer 5"- GCCTTAATAGCATGCAAGC - 37 Michel et al. (2003)
R1, Riickwirtsprimer 5'- CATAAATTCTTATTTTAAAGC - 37 Michel et al. (2003)
R37, Riickwirtsprimer 5- CCTTATTTTAAAGCGGC - 3’ Michel et al. (2003)

2.4.2.1 Durchfithrung

Die verwendeten Primer wurden von der Firma Metabion (Martinsried, Deutschland)
bezogen. lhre Lyophilisate wurden in nuklease-freiem Wasser (Ampuwa, Griinenthal,
Aachen, Deutschland) gelost und 100 uM Stocklosungen angelegt. Die Arbeitslosungen fiir
die Primdramplifikation wurden mit nuklease-freiem Wasser auf 10 puM eingestellt,
wohingegen die Konzentration der Arbeitslosungen der Sekundéramplifikation 50 uM war.
Die hergestellten Losungen wurden aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C
gelagert.

Die bendtigten Reagenzien fiir den Mastermixansatz wurden unmittelbar vor Gebrauch
aufgetaut, gevortext und fiir zehn Sekunden bei 20000 g zentrifugiert, um Riickstdinde am
Deckel zu vermeiden. Fiir das Pipettieren wurden ausschlieBlich gestopfte PCR-Spitzen (ep
Tips Dualfilter PCR clean, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) verwendet. Fiir jeden PCR-
Lauf wurde die benétigte Menge an Mastermix zzgl. zehn Prozent fiir den Pipettierfehler
berechnet und im Mastermixraum nach Tab. 11a und b in steril verpackten 2 ml SafeLock

Tubes (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) angesetzt.



Material und Methoden 22

Tabelle 11a: Ansatz der ospA semi-nested PCR, Priméramplifikation

Konzentration PCR-

Komponenten Konzentration [uM] Ansatz [uM] Volumen [pl]
PeqGold HotStart S
Mastermix (PeqLab, 2x 1x 25

Erlangen, Deutschland)

Primer Vla 10 0,1 0,5
Primer V1b 10 0,1 0,5
Primer R2 10 0,1 0,5
Primer R37 10 0,1 0,5
Nukleasefreies Wasser 18
Template oder Wasser 5
Gesamtvolumen 50

Tabelle 11b: Ansatz der osp4 semi-nested PCR, Sekundédramplifikation

Konzentration PCR-

Komponenten Konzentration [uM] Ansatz [uM] Volumen [pl]
PeqGold HotStart S
Mastermix (PeqLab, 2x 1x 25

Erlangen, Deutschland)

Primer V3a 50 0,5 0,5
Primer V3b 50 0,5 0,5
Primer R2 50 0,5 0,5
Primer R37 50 0,5 0,5
Nukleasefreies Wasser 18
Template oder Wasser 5
Gesamtvolumen 50

Zusitzlich wurden in jedem PCR-Lauf eine NTC und eine Positivkontrolle (PSig2)
mitgefiihrt. Im Pra-PCR-Bereich wurden unter einer PCR Workstation (PeqLab) jeweils 45 ul
des Mastermixes in PCR SingleCaps (Biozym Scientific, Hess. Oldendorf, Deutschland)
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vorgelegt und 5 pl der zu untersuchenden DNA bzw. der Positivkontrolle oder 5 pul Wasser
fiir die NTC hinzu pipettiert.

Die Reaktionsgefdle wurden noch kurz gevortext, zentrifugiert (Galaxy Ministar, VWR,
Darmstadt, Deutschland) und dann an einem Eppendorf Thermocycler Gradient (Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) die eigentliche PCR nach folgendem Thermoprofil (s. Tab. 12)
durchgefiihrt. Die Sekunddramplifikation erfolgte nach demselben Protokoll.

Tabelle 12: Temperaturprofil der ospA semi-nested PCR fiir beide Amplifikationen

Temperaturprofil Temperatur [°C] Reaktionsdauer [Sek] Zyklen
Aktivierung 95 900 1x
Denaturierung 94 45 45x
Annealing 56 45
Elongation 72 60

Nach Beendigung der ersten Amplifikation wurden im Post-PCR-Bereich 45 pl Mastermix
des zweiten Mastermix-Ansatzes (s. Tab 3b) in SingleCaps vorgelegt. Als Template diente in
der Sekundédramplifikation 5 pl PCR-Produkt aus der ersten Reaktion. 5 pl nukleasefreies
Wasser wurden als Template fiir die NTC eingesetzt. Der Ansatz wurde abermals gevortext,
zentrifugiert und dann am Eppendorf Thermocycler Gradient (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) die PCR nach Tab. 11b durchgefiihrt.

2.4.2.2 Speziesidentifikation

Die Auswertung der ospA4 semi-nested PCR und damit die Speziesidentifikation erfolgte

entweder mittels RFLP oder mittels Sequenzierung.

2.4.3 Restriktionsfragment-Lingenpolymorphismus

Diese Technik erlaubt das Produkt der semi-nested PCR zu detektieren und darzustellen.
Voraussetzung dafiir ist die Anwendung eines DNA-Restriktionsenzyms, das spezifisch nur
eine bestimmte DNA-Sequenz schneidet. Bei dieser Hydrolyse entstehen unterschiedlich
lange DNA-Fragmente, je nachdem welches Enzym benutzt wird und ob eine bestimmte

Borrelie iiberhaupt diese Sequenz in ihrem Genom besitzt. Kombiniert man mehrere
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Restriktionsenzyme im Ansatz miteinander, lassen sich verschiedene Borrelienspezies
identifizieren und differenzieren. Sichtbar gemacht wird das Ergebnis mit Hilfe einer
Gelelektrophorese.

Fiir diese Arbeit wurde die Methode dazu verwendet, B. garinii von B. bavariensis zu
unterscheiden, falls dies nicht in der #bb-PCR gelungen war, und ggf. den Serotyp der beiden
Borrelienspezies zu bestimmen, falls dies ebenfalls nicht in der real-time PCR mdglich war.
Als Restriktionsenzyme wurden Bg/ll, Hindlll und Kpn21 nach Michel et al. (2004)

ausgewahlt, da sie eine Differenzierung der oben genannten Spezies ermoglichen (s. Tab. 13).

Tabelle 13: RFLP-Muster

Stimme Hindlll Bglll Kpn21
Pka2 654/144 798 798
PBi, PTrob 798 556/242 798
PHei 654/144 798 549/195/54
TN, PWudII 657/144 801 429/252/120
PRef 427/372 758/43 657/144
Pla -- 798 --

Pka2=B. burgdorferi s.s. Serotyp 1; PBi, PTrob=B. bavariensis Serotyp 4; PHei=B. garinii Serotyp 5;
TN, PWudll=B. garinii Serotyp 6; PRef=B. garinii Serotyp 7; Pla=B. garinii Serotyp 8

2.4.3.1 Durchfithrung

Als Template fiir den Restriktionsverdau diente das PCR-Produkt aus der
Sekundidramplifikation der OspA semi-nested PCR (s. Kap. 2.4.2). Neben den zu
untersuchenden Proben wurden die PCR-Produkte der Stimme PBi, Pla und Pka2 als
Positivkontrolle mitgefiihrt.

Die Herstellung des Restriktionsansatzes (s. Tab. 14) im Post-PCR Bereich erfolgte in drei
getrennten PCR Single-Caps (Biozym Scientific, Hess. Oldendorf, Deutschland), zu dem
jeweils das Enzym Bglll, Hindlll oder Kpn21 zugegeben wurde. Alle Pipettierschritte
erfolgten auf Eis, um eine vorzeitige Aktivitit der Enzyme zu verhindern. Der fertige Ansatz
wurde gevortext und fiir zehn Sekunden bei 20000 g zentrifugiert, um Riickstinde am Deckel

zu vermeiden.
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Tabelle 14: Ansatz der RFLP-Reaktion

Komponenten Konzentration Volumen (ul)

10x Buffer Tango
(Fermentas, St.Leon-Rot, 1 2,0
Deutschland)

Enzym 1 0,5
Nukleasefreies Wasser 13,5

Produkt aus semi-nested
PCR

Gesamtvolumen 20,0

Danach wurden die Reaktionsgefa3e mit Bg/Il und Hindlll bei 37 °C und das mit Kpn21 bei
55 °C tber Nacht inkubiert, da diese Temperaturen dem Arbeitsoptimum der eingesetzten

Enzyme entsprachen.

2.4.3.2 Auftrennung der Restriktionsfragmente

Die Auswertung erfolgte am nichsten Tag mit einer prestained Agarose-Gelelektrophorese
mittels Nucleid Acid Gel Red Stain (Biotium, Hayward, USA). Bei dieser Methode werden
die DNA-Fragmente durch elektrische Spannung in Abhéngigkeit von ihrer Grolle
aufgetrennt: je kleiner ein Stiick, desto schneller wandert es im elektrischen Feld.

Zur Herstellung eines 2%-Agarosegels wurden 2 g Agarose (Biozym Scientific, Hess.
Oldendorf, Deutschland) in 100 ml Tris-Borat-EDTA(TBE)-Puffer (AppliChem, Darmstadt,
Deutschland) in einer Mikrowelle (Siemens, Erlangen, Deutschland) fiir 5 Minuten bei 900
Watt zum Aufkochen gebracht und nach kurzem Abkiihlen auf einem Magnetrithrer 10 pl
Nucleid Acid Gel Red Stain (Biotium) zugegeben. Vorsichtig wurde eine Gie3form (Peqlab,
Erlangen, Deutschland) mit dem fliissigen Gel luftblasenfrei befiillt und ein entsprechender
Kamm fiir die Taschen gesetzt. Nach Aushirten der Gelmasse wurde der Kamm vorsichtig
gezogen und das Gel in die Elektrophoresekammer (Uniquip, Freital, Deutschland) eingelegt.
Die Kammer wurde mit 1 1 TBE-Puffer befiillt. In jedem Lauf wurde ein GrofBenstandard
(OGene Ruler 50 bp DNA Ladder, Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) mitgefiihrt. 6 pl
PCR-Produkt wurden mit 2 pl 6x Orange DNA Loading Dye Laufpuffer (Fermentas)
gemischt und die Proben in die Taschen pipettiert. Die elektrophoretische Auftrennung
erfolgte fiir 60 Minuten bei 130 Volt (V) mittels einem Power PAC 3000 (Biorad, Hercules,
USA). Nach Abschluss der Elektrophorese wurden die Fragmente unter einem UV-Detektor
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(LTF Labortechnik, Deutschland) bei einer Wellenldnge von 100 Nanometer (nm) visualisiert
und anhand des GroBenstandards die Bandengrofen der Positivkontrollen tiberpriift. Diese
wurden wiederum verwendet, um die Genospezies der fraglichen Proben anhand der

spezifischen Fragmentgrofe zu identifizierten.

2.4.4 Sequenzierung

Das Produkt der semi-nested PCR lésst sich auch durch DNA-Sequenzierung spezifizieren. In
der vorliegenden Arbeit wurde dieses Verfahren zur Identifizierung von Mischinfektionen aus

der hbb real-time PCR oder sonstigen fraglichen Proben angewendet.

2.4.4.1 Bioanalyzer

Zur Uberpriifung einer erfolgreichen Amplifikation und zur Ermittlung des in die
Sequenzierung einzusetzenden DNA-Menge, wurde eine Detektion des PCR-Produkts an
einem Agilent 2001 Bioanalyzer (Agilent, Boblingen, Deutschland) durchgefiihrt. Dieser
beruht auf dem Prinzip der Kapillarelektrophorese und ermoglicht zusidtzlich eine
Konzentrationsbestimmung. Die Proben und ein mitgefiihrter Standard bewegen sich in einem
elektrischen Feld iiber eingedtzte Mikrokapillaren. Wenn sie eine spezielle Trennkapillare
erreicht haben, werden sie je nach Grofle aufgeteilt. Mittels eines Fluoreszenz-Detektors
werden Laufzeit und Grofe unter Zuhilfenahme eines Markers registriert. Der Bioanalyzer
ermittelt dann aus diesen Daten sowohl ein Elektropherogramm als auch ein gel-like picture.

Zur Durchfiihrung wurde ein DNA 1000 Chip benutzt, der fiir die Detektion von PCR-
Produkten bis 1500 Bp ausgelegt ist. Alle benotigten Reagenzien waren im DNA 1000 Kit
(Agilent, Boblingen, Deutschland) enthalten. Dabei wurden zundchst 9 ul Gel Marker in die
dafiir markierte Vertiefung pipettiert. Der Chip wurde in eine Chip-Priming-Station eingelegt
und der Plunger der Spritze auf 1 ml eingestellt. Diese wurde verschlossen und unter 1 ml
Luftsog fiir 60 Sekunden die Matrix im Chip verteilt, indem der Plunger nach unten gedriickt
wurde. Danach wurden die zwei anderen Gel-Vertiefungen mit 9 pl Gelmatrix gefiillt und
anschlieBend wurden in alle Vertiefungen jeweils 5 pl Marker pipettiert und 1 pl PCR-
Produkt oder Ladder (= Standard) in das gekennzeichnete Well hinzugefiigt. Im letzten Schritt
wurde der Chip mit einem IKA Vortexer (IKA, Staufen, Deutschland) fiir 60 Sekunden bei
2400 rpm geschiittelt und in den Bioanalyzer gelegt. Die Auswertung erfolgte mit der
dazugehorigen Software (2100 expert, Agilent, Boblingen, Deutschland). Die detaillierte
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Zusammensetzung der benutzten Reagenzien ist durch Agilent patentrechtlich geschiitzt.
Aufgrund der hohen Sensitivitit des Gerdtes konnten selbst geringe Konzentrationen
bestimmt werden. Fiir eine Sequenzierung des OspA-Gens wurde eine Mindestkonzentration

von 5-20 ng/ul benotigt.

2.4.4.2 Aufreinigung des PCR-Produkts fiir die Sequenzierung

Nach Ermittlung der Konzentration des Produkts, wurde es mit dem Kit QIAQuick (Qiagen,
Hilden, Deutschland) aufgereinigt.

Dazu wurde das Produkt in 250 pl PB-Puffer geldst; hierzu wurden immer 10 pl einer 3
mikromolaren Natrium-Acetat-Losung gegeben, um den pH-Wert stabil zu halten. Nach
Umfiillen in ein Collecting Tube mit Sdulchen wurde das geloste PCR-Produkt bei 13000 rpm
fiir 60 Sekunden zentrifugiert (Centrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Der
Durchfluss wurde verworfen, die Sdule aus dem Tube in ein neues gestellt und 750 pl PE-
Puffer hinzu pipettiert. Wiederum wurde 60 Sekunden bei 13000 rpm zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde wieder verworfen und noch einmal ein frisches Tube zentrifugiert, um alle
PE-Pufferreste zu entfernen. Im letzten Schritt wurden 20 EB-Puffer auf die Membran der
Sdule pipettiert und das aufgereinigte PCR-Produkt aus der Séule durch einminiitiges

Zentrifugieren bei 13000 rpm in Eppendorf Cups eluiert.

2.4.4.3 Sequenzier-PCR

Das aufgereinigte PCR-Produkt diente als Template fiir die Sequenzier-PCR. Als Primer
dienten die inneren Primer der OspA semi-nested PCR: V3a und R2. Die benétigten
Reagenzien fiir den Mastermixansatz wurden unmittelbar vor Gebrauch aufgetaut, gevortext
und fiir zehn Sekunden bei 20000 g zentrifugiert, um Riickstinde am Deckel zu vermeiden.
Fiir das Pipettieren wurden ausschlieBlich gestopfte PCR-Spitzen (ep Tips Dualfilter PCR
clean, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) verwendet. Fiir jeden PCR-Lauf wurde die
bendtigte Menge an Mastermix zzgl. zehn Prozent fiir den Pipettierfehler berechnet und im
Mastermix-Raum nach Tab. 15 in steril verpackten PCR Tubes 0,5 ml (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) angesetzt. Fiir jeden Primer wurde jeweils ein Ansatz in einem einzelnen Tube
hergestellt. Alle Schritte erfolgten gekiihlt, um eine vorzeitige Aktivierung der im Mix

enthaltenen Polymerase zu verhindern.
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Tabelle 15: Reaktionsansatz der Sequenzier-PCR

Komponenten Konzentration [uM]

Konzentration PCR-

Volumen [pl]

Ansatz [pM]
Big Dye Terminator v1.1 Cycle (Applied 4
Biosystems, Darmstadt, Deutschland)

Primer V3a oder R2 50 0,5 2

5x Puffer 5x 1x 2
Dimethylsulfoxid 0.5
Wasser (HPLC) 6,5
Aufgereinigtes Produkt X
Gesamtvolumen 20

Im Post-PCR-Bereich wurden je nach gemessener Konzentration des PCR-Produkts die

entsprechende Menge zum Mastermix hinzugefiigt. Die PCR selber wurde nach folgendem

Thermoprofil (s. Tab 16) an einem Primus 96 P (MWG-BioTech, Ebersberg, Deutschland)

durchgefiihrt.

Tabelle 16: Temperaturprofil der Sequenzier-PCR

Temperaturprofil Temperatur [°C] Reaktionsdauer [Sek] Zyklen
Aktivierung 96 60 1x
Amplifikation 96 10 35x
52 5
60 240

2.4.4.4 Zweite Aufreinigung

Das Amplifikat der Sequenzier-PCR wurde nun noch einmal aufgereinigt, um die DNA

auszufillen. Dafiir wurden nach Vorlage von 16 ul HPLC-Wasser, 4 ul Natriumacetat
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) und 50 pl Ethanol 98% (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 20
ul PCR-Produkt hinzugefiigt und fiir 15 Minuten bei 15000 rpm zentrifugiert (Centrifuge

5417R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Danach wurde der Uberstand vorsichtig

abgenommen und das Pellet in 50 pl Ethanol 70% gelost. Wiederum wurde fiir 5 Minuten bei

15000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder abgenommen, ohne das Pellet zu
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verletzen. Die offenen Tubes wurden nun fiir 20 Minuten bei 50 °C in einem Laborofen
(Memmert, Schwabach, Deutschland) getrocknet; anschlieend erfolgte die Resuspendierung

in 20 pl HPLC-Wasser.

2.4.4.5 Sequenzieranalyse

Zur eigentlichen Sequenzierung wurden auf einer 96-Well-Platte (Applied Biosystems,
Darmstadt, Deutschland) 10 pl Formamid (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland)
vorgelegt und anschlieBend 5 pul PCR-Produkt hinzupipettiert. Die Sequenzierung wurde an
einem HITACHI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland)
durchgefiihrt. Die Reaktion verlief an 36 cm-Kapillaren unter Verwendung des POP-7
Polymers (Performance Optimized Polymer, Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland).
Die Injektionszeit betrug 12 Sekunden bei 1,2 kV. Ein Lauf dauerte ca. 46 Minuten bei einer

Laufspannung von 8,5 kV und einer Temperatur von 60 °C.

2.4.4.6 Auswertung

Die Bearbeitung der Sequenzen der einzelnen Primer erfolgte mit der Software SmartGene
(SmartGene, Lausanne, Schweiz). Hierzu wurden diese in das Programm im Modus Proofread
hochgeladen. Sequenzabschnitte, die mangelhaft amplifiziert worden waren, wurden geldscht.
Die restlichen Abschnitte wurden sorgféltig nach Mismatches abgesucht. Falls einzelne Basen
in der Sequenz einem Sequenzpeak nicht entsprachen, wurde an dieser Stelle manuell
korrigiert. Die so bearbeitete Sequenz eines einzelnen Primers wurde in die dazugehdrige
Datenbank geladen und dort nach homologen Sequenzen gesucht. Zur Bestitigung des

Ergebnisses wurde die eines anderen Primers herangezogen.

2.5 Optimierung der Borreliendiagnostik

2.5.1 Attomol ,,B. burgdorferi real-time*

Eine Aufgabe des NRZ fiir Borrelien ist es, die Diagnostik der Lyme-Borreliose zu
verbessern. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Kit ,,B. burgdorferi real-time* von Attomol
(Bronkow, Deutschland) iiberpriift. Das Zielgen dieser PCR ist das fla-Gen.

Um die Sensitivitit dieses Kits zu bestimmen wurden standardisierte Verdiinnungsreihen
definierter B. burgdorferi s.l. Stimme hergestellt. Dazu wurde die Konzentration der DNA-

Stocklosungen der Referenzstimme (s. Tab. 17) mittels Picogreen bestimmt und serielle
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Verdiinnungsrethen (1:10) entsprechend 100.000 bis 0,1 Genomkopien jeweils in 5 pl
hergestellt. In Anlehnung an die European Network of GMO Laboratories (ENGL)-Kriterien
zur Validierung einer PCR (Waiblinger et al. 2011) wurden von 100.000 bis 1 Kopie in
Dreifachbestimmung und von 0,1 Kopie in Sechsfachbestimmung die Cp-Werte und

dazugehorigen Kurven ermittelt (s. Kap. 2.5.1.4).

Tabelle 17: Borrelienstimme fiir die Sensitivitdtstestung

Stamm B. burgdorferi Spezies OspA-Serotyp bezogen von

Pka2 Borrelia burgdorferi s.s. 1 NRZ Borrelien
PGau B. afzelii 2 NRZ Borrelien
PBr B. garinii 3 NRZ Borrelien
PBi B. bavariensis 4 NRZ Borrelien
PHei B. garinii 5 NRZ Borrelien
N B. garinii 6 NRZ Borrelien
PRef B. garinii 7 NRZ Borrelien
Pla B. garinii 8 NRZ Borrelien
20047 B. garinii X NRZ Borrelien
1P90 B. garinii X NRZ Borrelien
PotiB2 B. lusitaniae Nicht bestimmt NRZ Borrelien
VS116 B. valaisiana Nicht bestimmt NRZ Borrelien
B. jap. B. japonica Nicht bestimmt NRZ Borrelien
PSig2 B. spielmanii Nicht bestimmt NRZ Borrelien

2.5.1.1 Herstellung der Verdiinnungsreihen

2.5.1.1.1 PicoGreen-Messung

Um die Verdiinnungsreihen herzustellen, wurde zunédchst die Konzentration der
aufgereinigten Borrelien-DNA mit Hilfe des PicoGreen dsDNA Quantification Kits
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Das
Prinzip beruht auf der Eigenschaft des bei einer Wellenldnge von 480 nm fluoreszierenden
PicoGreen-Farbstoffs, selektiv an doppelstringige Nukleinsduren zu binden.

Zuerst wurde eine Arbeitslosung des Picogreen Farbstoff im Verhéltnis 1:400 mit 1x TAE-
(Tris-Acetat-EDTA) Puffer (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) hergestellt, mit der die Proben
anschlieend 1:100 verdiinnt wurden.

Als Referenzwert wurde eine DNA-Standardverdiinnungsreihe (0,016; 0,08; 0,4; 2; 10 und 50
ng/ul) mit der ebenfalls im Kit enthaltenen A-DNA, die in TAE-Puffer gelost wurde,
hergestellt und gemeinsam mit den PicoGreen-markierten Proben vermessen. Sowohl 100 pl
der DNA-Standards als auch der Proben wurden in Doppelbestimmung in eine 96-well
Fluorometerplatte (Tecan, Mainnedorf, Schweiz) vorgelegt und 10 Minuten bei

Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.
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Die Messung erfolgte mit Hilfe eines Fluorometers Tecan GENios plus reader (Mannedorf,
Schweiz) bei 520 nm (Anregungswellenldnge 480 nm).

Die Auswertung fand mit der Software Magellan (Tecan, Minnedorf, Schweiz) statt. Uber die
A-Phagen-DNA Standardkurve konnten anschlieend die gemessenen Fluoreszenzwerte der
Proben in DNA-Konzentration umgerechnet werden, indem aus den Extinktionswerten der
Standards der Mittelwert errechnet und davon der Blindwert abgezogen wurde. Danach
wurden diese Werte gegen die gemessene Fluoreszenz aufgetragen und eine Standardkurve

erstellt, die eine Bestimmung der Proben-Konzentration in ng/pul ermdéglichte.

2.5.1.1.2 Herstellung von Verdiinnungsreihen aus den vermessenen Proben

Mit den vermessenen Konzentrationen konnten nun Arbeitslosungen mit 100.000
Genomkopien pro 10 pl hergestellt werden. Unter der Annahme, dass das Genom
(Chromosom und Plasmide) von B. burgdorferi s.1. 1.521.208 Bp grof} ist (Casjens et al.
2000, Fraser et al. 1997), konnte berechnet werden, dass dieses 1,64 x 10 ng wiegt, denn
1.521.208 Bp x 650 Da/Bp x 1,66 x 10%’ kg/Da x 10" ng/kg = 1,64 x 10° ng

Darauf konnte man dann das Gewicht von 100.000 Kopien ableiten: 0,032 ng. Um dieses
einzustellen, wurden 10 pl aus den vermessenen Proben mittels Thymus-calf DNA (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) jeweils im entsprechenden Verhiltnis in einem steril verpackten
LoBind-Tube (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) verdiinnt. Danach erfolgte ebenfalls mit
Thymus-DNA die Herstellung der Verdiinnungsstufen jeweils im Verhiltnis 1:10. Zur
optimalen Vergleichbarkeit wurden die einzelnen Verdiinnungen aliquotiert (50 pl) und bei -
80 °C gelagert. Zuletzt wurden alle Reithen mit der p4/ real-time PCR (s. Kap. 2.3.1) als
Referenz untersucht und somit der Ct-Wert der Kopienzahl und die Verdiinnungsreihe im

Ganzen iiberpriift.

2.5.1.2 Durchfithrung Attomol-Kit

Das Attomol-Kit ,,Borrelia burgdorferi-Realtime* bestand aus einem Primer- und
Sondengemisch, dem Oligomix, und einem internen Standard, der eine mogliche Inhibierung
der PCR anzeigen soll. Deren Sequenzen sind patentrechtlich geschiitzt und Eigentum der
Firma Attomol. Zusitzlich wurde das LightCycler Faststart-DNA-Master HybProbe-Kit
(Roche, Mannheim, Deutschland) bendtigt.

Die Reagenzien fiir den Mastermixansatz wurden bei -20 °C gelagert und unmittelbar vor

Gebrauch aufgetaut, gevortext und fiir zehn Sekunden bei 20.000 g zentrifugiert, um
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Riickstinde am Deckel zu vermeiden. Fiir das Pipettieren wurden ausschlieflich gestopfte
PCR-Spitzen (ep Tips Dualfilter PCR clean, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) verwendet.
Fiir jeden PCR-Lauf wurde die bendtigte Menge an Mastermix zzgl. zehn Prozent fiir den
Pipettierfehler berechnet und im Mastermixraum in steril verpackten Safe-Lock Tubes
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) angesetzt.

Fiir das Roche-Kit wurden zundchst 60 pl des FastStart Reaction Mix HybProbe 10x Conc.
zum FastStart Enzyme pipettiert und gut gevortext. Fiir das Attomol-Kit wurden 24 ul des
internen Standards zum Oligomix pipettiert und ebenfalls gut gevortext. Die

Zusammensetzung des eigentlichen Mastermix-Ansatzes ist in Tab. 18 aufgefiihrt.

Tabelle 18: Reaktionsansatz der Attomol real-time PCR

Komponenten Volumen [pl]
Attomol Pramix 4.4
Roche Mix 1,1
Template, Extraktionskontrolle oder 50
Wasser fiir NTC ’
Gesamtvolumen 10,5

In jedem PCR-Lauf wurden eine EK und eine NTC mitgefiihrt. Im Pra-PCR-Bereich wurden
unter einer PCR Workstation (PeqLab, Erlangen, Deutschland) jeweils 5 pl des Mastermixes
in LightCycler Kapillaren (Roche, Mannheim, Deutschland) vorgelegt. Die Kapillaren
befanden sich dabei in einem Kiihlblock. Sodann wurden 5 pl der zu untersuchenden DNA
bzw. der Extraktionskontrolle oder 5 ul Wasser fiir die NTC hinzupipettiert.

Die Extraktionskontrolle erlaubt den Ausschluss von Kontaminationen wéhrend des
Isolationsvorgangs, wohingegen die NTC auch die Reinheit der in der PCR verwendeten
Komponenten tliberpriift. Die Kapillaren wurden abschlieend sorgféltig mit einem Deckel
verschlossen und bei 1000 g fiir 15 Sekunden zentrifugiert (LC Carousel Centrifuge 2.0,
Roche, Mannheim, Deutschland). Die Untersuchungen wurden mit einem LightCycler 2.0

(Roche, Mannheim, Deutschland) durchgefiihrt.
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Tabelle 19: Temperaturprofil der Attomol real-time PCR

Temperaturprofil Temperatur [°C] Reaktionsdauer [Sek] Zyklen
Aktivierung 95 420 1x
Denaturierung 95 4 45x
Annealing 62 25
Elongation 72 15
Kiihlen 40 20 Ix

2.5.1.3 Bestimmung der Nachweisgrenze

Die Auswertung erfolgte mit der Software LightCycler 4.05 (Roche, Mannheim, Deutschland)
im Modus Absolute Quantification. Eine Colour Compensation fiir die Kanéle 530 nm, 640
nm und 705 nm wurde hinzugeschaltet, um den Crosstalk zu minimieren. Dieser entsteht
dadurch, dass sich die Spektren der beiden Farbstoffe iiberlappen. Zuerst wurden im FAM-
Kanal mit der Kombination 640/530 die Kurven und die Cp der Proben betrachtet, wobei
darauf geachtet wurde, ob die Mastermixe frei von Kontaminationen waren. Danach wurde im
Kanal mit der Kombination 705/530 iiberpriift, ob die PCR-Reaktion inhibiert war. Eine
Inhibition lag vor, wenn in diesem Kanal 100.000 Kopien nicht amplifiziert werden konnten.
Sie kann durch verschiedene Bestandteile der zu untersuchenden Matrix entstehen und das
Ergebnis falsch-negativ verfélschen. Erst dann wurde ausgewertet, bis zu welcher Kopienzahl
das Kit Borrelien erkannte. Die letzte Stufe in der Verdiinnungsreihe, in der alle Proben noch

mehrfach einen Cp aufwiesen, wurde als Limit of detection (LOD) festgelegt.

2.5.1.4 Bestimmung der Spezifitit

Um die Spezifitit des Attomol-Kits zu bestimmen, wurden standardisierte Verdiinnungsreihen
von Spirochéten, ndmlich 18 verschiedener Subspezies von Leptospiren (s. Tab. 20) sowie der
Riickfallfieber-Borrelien B. duttoni, B. hermsii, B. recurrentis, B. miyamoto und der

apathogenen Treponeme Trepenoma phagedenis verwendet.
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Tabelle 20: Liste der Leptospirenstimme zur Spezifititstestung des Attomol-Kits (freundlicherweise
durch Dr. Raschel, LGL Bayern, zur Verfiigung gestellt)

Kiirzel Genospezies Stamm Serovar Serogruppe
L1 L. interrogans Ballico Australis Australis
L2 L. interrogans Jez Bratislava Bratislava Australis
L3 L. interrogans Akiyami A Autumnalis Autumnalis
L4 L. borgpeter-senii Mus 127 Ballum Ballum
LS L. interrogans Swart Bataviae Bataviae
L6 L. interrogans Hond Utrecht IV Canicola Canicola
L7 L. kirschneri Moskva V Grippotyphosa Grippotyphosa
L8 L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
L9 L. interrogans M20 Copenhageni Iceterohaemorrhagiae
L10 L. interrogans Icetero 1 Iceterohaemorrhagiae Iceterohaemorrhagiae
L11 L. borgpetersenii Veldrat Batavia 46 Javanica Javanica
L12 L. interrogans Pomona Pomona Pomona
L13 L. interrogans Salinem Pyrogenes Pyrogenes
L14 L. interrogans Hardjopratnjo Hardjo Sejroe
L15 L. borgpetersenii M84 Sejroe Sejroe
L16 L. interrogans Mus 24 Saxkoebing Sejroe
L17 L. borgpetersenii Perepelitsin Tarassovi Tarassovi
L18 L. biflexa Patoc Patoc | Semaranga

Alle Stamme waren auf 10.000 Kopien/5 ul eingestellt. Der Cp wurde in Dreifachbestimmung
ermittelt. War hier eine Probe dreimal positiv getestet, wurde von dieser Probe eine komplette
Verdiinnungsreihe hergestellt und ausgetestet. Proben, die dreimal negativ getestet wurden,
wurden als negativ gewertet. Die Durchfiihrung und die Auswertung erfolgten wie in Kap.

2.5.1.2 beschrieben.

2.5.2 Validierung eines neuen Duplex real-time PCR-Ansatzes

Die Genospezies B. lusitaniae ist in Deutschland selten (Fingerle et al. 2008) und eine
Humanpathogenitét ist noch nicht abschlieBend gesichert (Collares-Pereira et al. 2004). Da
mit der bisherigen p4/-basierten PCR B. lusitaniae nicht nachweisbar ist, war ein weiterer
Aspekt dieser Arbeit, die am NRZ angewendeten Screening-PCR dahingehend zu verbessern,
dass B. lusitaniae ebenfalls detektiert werden kann, um kiinftig fiir forschungs- und
routinediagnostische Anwendungen alle in Deutschland vorkommenden Genospezies zu
erfassen.

Dafiir sollte ein Duplex-Ansatz designt werden. Zum Protokoll der bereits etablierten p41/-
PCR wurden Primer und eine Sonde, deren Zielsequenz speziesspezifisch das OspA-Gen von
B. lusitaniae erfasst, hinzugefiigt. Diese wurde in Kooperation mit der Forschungs- und
Entwicklungsabteilung des LGL Bayern (Dr. Huber) entwickelt. Dazu wurde ein Alignement
von OspA-Sequenzen aller relevanten B. burgdorferi s.1.-Spezies und von B. lusitaniae mittels

NCBI Genbank hergestellt. Ein B. [lusitaniae spezifischer Abschnitt des Gens wurde
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ausgewdhlt und mittels FAST-PCR (www.biocenter.helsinki.fi/bi/Programs/download.htm)

die in Tab. 21 aufgefiihrten B. lusitaniae-spezifischen Primer und Sonden ermittelt.

Tabelle 21: Sequenzen der verwendeten Primer und Sonde zur Detektion von B. lusitaniae

Bezeichnung Sequenz
OspA_for2, Vorwirtsprimer 5- AATATTTATTgggAATAAETCTAA - 37
OspA_rev2,

] 5’- CACCAgACAACTCTACTgA -3’
Riickwértsprimer

OspA_TM_CysS, Sonde 5’- Cy5-CTAATAgCATgTAAgCAAAATgCTggCg--BBQ

2.5.2.1 Optimierung

Fiir die designten Primer und die Sonde wurden zunédchst an einem Eppendorf Thermocycler
Gradient (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) mit einer Gradienten-PCR die optimale
Annealingtemperatur fiir einen OspA-Singleplex-Ansatz bestimmt. Dazu wurde der
Referenzstamm PotiB2 verwendet und ein Temperaturrange von 52, 54, 56, 58 und 60 °C fiir
das Annealing getestet. Des Weiteren wurde die optimale Primer- und Sondenkonzentration
fiir die OspA-PCR austitriert. Die Spezifitit der OspA-Singleplex-PCR  wurde an
verschiedenen Borrelienspezies tiberpriift (sieche Tabelle 17). Die spezifische Produktgrof3e
des Amplifikats wurde mittels Bioanalyzer {iberpriift (siche Kapitel 2.4.4.1).

Ebenfalls wurde fiir die in den Duplex-Ansatz einzubauende p4/-PCR eine Gradienten-PCR
(52, 54, 56, 58, 60 °C) zur Abschédtzung der Temperaturrobustheit der PCR ermittelt. Hierfiir
wurde der Referenzstamm I[P90 (B. garinii) verwendet. Die Durchfiihrung der p4i-

Singleplex-PCR erfolgte wie in Kapitel 2.3.1 beschrieben.

2.5.2.2 Durchfithrung

Der optimierte OspA-Singleplex-Ansatz wurde nun mit der bestehenden p4/-PCR kombiniert.
Dazu wurde die Mastermix-Zusammensetzung dahingehend optimiert, dass ein Multiplex-
tauglicher Ready-to-use Mastermix verwendet wurde (Quantitect NoRox, Qiagen, Hilden,
Deutschland). Abermals wurden Primer und Sondenkonzentration im Duplex-Ansatz

individuell fiir jedes System titriert.
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Zudem wurde ein weiterer Amplifikationsschritt (three-step-PCR) eingefiigt, um die
Sensitivitdt des Systems zu erhohen.

Die verwendeten Primer und Sonden wurden von der Firma TIB Molbio (Berlin,
Deutschland) bezogen. Thre Lyophilisate wurden in nuklease-freiem Wasser (Ampuwa,
Griinenthal, Aachen, Deutschland) gelost und 100 pM Stocklésungen angelegt. Die
Arbeitslosungen wurden mit nuklease-freiem Wasser auf 10 uM bzw. 20 uM eingestellt,
aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Die bendtigten Reagenzien fiir den Mastermixansatz wurden unmittelbar vor Gebrauch
aufgetaut, gevortext und fiir zehn Sekunden bei 20000 g zentrifugiert, um Riickstinde am
Deckel zu vermeiden. Fiir das Pipettieren wurden ausschlieBlich gestopfte PCR-Spitzen (ep
Tips Dualfilter PCR clean, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) verwendet. Fiir jeden PCR-
Lauf wurde die benétigte Menge an Mastermix zzgl. zehn Prozent fiir den Pipettierfehler
berechnet und im Mastermixraum in steril verpackten Safe-Lock Tubes (Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) angesetzt.

Zusitzlich wurde in jedem PCR-Lauf eine Non-template control mitgefiihrt. Im Prd-PCR-
Bereich wurden unter einer PCR Workstation (PeqLab, Erlangen, Deutschland) jeweils 20 pl
des Mastermixes auf einer 96-Well-Platte (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland)
vorgelegt und 5 pl der zu untersuchenden DNA oder 5 pl Wasser fiir die NTC hinzu pipettiert.
Als Template dienten die Verdiinnungsreihen von PotiB2 und IP90.

Die 96-Well-Platte wurde abschlieBend sorgfiltig mit einem optical film (Applied
Biosystems, Darmstadt, Deutschland) verschlossen und bei 1000 g fiir eine Minute
zentrifugiert (Universal 320, Hettich, Tuttlingen, Deutschland).

Die Untersuchungen selber wurden an einem MX 3005P Stratagene von Agilent (Boblingen,
Deutschland) durchgefiihrt. Der FAM- und der Cy5-Kanal wurden als Detektionskanile
ausgewahlt und lagen achtfach (FAM) bzw. einfach (Cy5) verstarkt vor.

2.5.3 Triplex-Ansatz

Zusétzlich wurde versucht, zum etablierten Duplexsystem eine interne Inhibitionskontrolle zu
integrieren. Dazu wurde ein 125 Bp langes Fragment des ntb2-Plasmids (Nicotiana tabacum)
mit einem spezifischen Primer/Sonden-System (ntb2-F; ntb2-R und ntb2-Sonde) amplifiziert
(Anderson et al. 2010). Das Plasmid wurde freundlicherweise von Frau Dr. Huber, LGL

Bayern, zur Verfiigung gestellt. Primer und Sondensequenzen sind Tabelle 22 zu entnehmen.



Material und Methoden 37

Tabelle 22: Spezifische Primer und Sonden des ntb2-Systems

Bezeichnung Sequenz Referenz
ntb2-AW-fw-2, , ,
Vorwirtsprimer 5'- ACCACAATgCCAgAgTgACAAC -3 Anderson et al. (2010)
ntb2-AW-re-2, , ,
Riickwirtsprimer 5"- TACCTggTCTCCAgCTTTCAETT -3 Anderson et al. (2010)
ntb2-Sonde 5- HEX*-CACgCgCATgAAgTTAggggACCA--BBQ - 37 Anderson et al. (2010)

*HEX=Hexachlorfluoreszein

Die Primer und Sondenkonzentrationen wurden aus der Publikation {ibernommen. Dieses
System dient als interne Inhibitionskontrolle und ermdglicht das Erkennen von Inhibitoren im
PCR-Ansatz. Somit konnen falsch negative Ergebnisse verhindert werden. Das Thermoprofil

sowie die Durchfithrung wurden von der Duplex-PCR iibernommen.

2.5.4 Auswertung

Nach Beendigung eines Laufs fand die Auswertung mit der Software MxPro der Firma
Agilent (Boblingen, Deutschland) statt. Hierbei wurde im Quantitative PCR-Modus fiir den
Duplex-Ansatz der FAM- bzw. der Cy5-Kanal ausgewdhlt, fiir den Triplex-Ansatz zusétzlich
der HEX-Kanal. Der Threshold fiir den FAM-Kanal wurde auf 1000, fiir Cy5 auf 200 und fiir
HEX ebenfalls auf 200 Fluoreszenz-Einheiten gesetzt. Dies entsprach den optimalen
Fluoreszenzbereichen der Sonden. Vor der Auswertung der eigentlichen Proben wurden die

oben genannten Kontrollen auf Plausibilitdt gepriift. Die NTC musste dabei negativ sein.

2.5.5 LOD-Bestimmung

Anhand der Verdiinnungsreihen wurde das LOD fiir die Singleplex-PCRs und fiir die Duplex-
PCR bestimmt. Das LOD war definiert als die Verdiinnungstufe, bei der alle drei
Bestimmungen noch einen messbaren Ct aufwiesen.

Die Sensitivitidten der etablierten Duplex-PCR wurden im selben Lauf mit den ospA- bzw.
p41-Singleplex-Ansidtzen an standardisierten Verdiinnungsreihen verglichen. Fiir das B.
lusitaniae-spezitische ospA-System wurde eine Verdiinnungsreihe von PotiB2 und fiir das
p41-System von IP90 verwendet. Die Herstellung der Verdiinnungsreihen erfolgte wie in
Kapitel 2.5.1.1 beschrieben. Verdiinnungsstufen umfassten 100.000, 10.000, 1.000, 100, 10

und 1 Genomkopie. Jede davon wurde in Triplikaten analysiert. Die Verdiinnungsstufe mit
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0.1 Kopien wurde sechsmal in jedem Lauf bestimmt, um die Reinheit der Verdiinnungsreihe
zu verifizieren.

Bei der Auswertung der Triplex-PCR wurde genauso vorgegangen.

2.5.6 Effizienzberechnung

Nach der LOD-Bestimmung fiir beide Systeme wurde die Effizienz, die Steigung (slope) der
Standardgeraden und das BestimmtheitsmaB R” berechnet. Dies erlaubte einen besseren
Vergleich der Duplex- und Triplex-PCR untereinander als auch einen Vergleich mit

kommerziellen Kits.

2.6 Statistische Analyse

Die statistische Bearbeitung der Daten wurde mit MS Excel und SPSS 18 durchgefiihrt. Die
statistische Analyse der Infektionsraten erfolgte iiber den Chi-Quadrat-Test (%”) nach Pearson,
bei niedrigen Fallzahlen nach Fisher exakt. Ein Unterschied wurde als statistisch signifikant

bewertet, falls der p-Wert kleiner als 0,05 war.
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3. Ergebnisse

3.1 Abflaggen der Zecken

Insgesamt wurden im Jahr 2011 von Mérz bis November 4513 Zecken (ausschlieBlich Ixodes
ricinus) aller Entwicklungsstadien an den verschiedenen Standorten gesammelt. Von den
Zecken waren 1868 adult, 2644 waren Nymphen und eine im Larvenstadium. Auf Lindau (L1)
entfielen 117 Zecken, auf den Englischen Garten (EG) 498, auf OberschleiBheim (OSH) 1365
und auf den Bayerischen Wald (BW) 2533, davon nur 12 im Nationalpark (NPBW) und der

Rest in den angrenzenden Regionen. Eine genaue Ubersicht ist in Tab. 23 dargestellt.

Tabelle 23: Verteilung der Zecken auf die unterschiedlichen Sammelorte im Jahr 2011

Adulte
Sammelort Larven Nymphen
ménnlich weiblich
EG 0 115 203 170
OSH 0 314 591 460
Li 0 83 16 18
BW 1 2124 187 209
NPBW 0 8 1 3

Im Englischen Garten und OberschleiBheim wurde zweimal im Monat abgeflaggt, im
Bayerischen Wald und in Lindau nur einmal im Monat. Das Sammeln fand in den friihen

Abendstunden, meist bis in die Dammerung hinein, statt.

3.2 Zeckenaktivitat

Die Aktivitit (Anzahl an Zecken/100m?) variierte von 0/100m” bis 393/100m”. Die niedrigste
Zeckenaktivitdit mit 0 flir einzelne Sammelstellen wurde im NPBW beobachtet. In den
angrenzenden Regionen im Bayerwald, als auch an den anderen Sammelgebieten war sie
deutlich héher (s. Anhang 2).

Die Zeckenaktivitit zeigte in allen Sammelgebieten einen charakteristischen Verlauf. Im
Frithjahr wurden nur sehr wenige Zecken abgeflaggt, wiahrend ab Mai die Aktivitéit sprunghaft
anstieg. Nach einem weiteren Hoch im Juni fiel sie allmdhlich ab, um im Spitherbst wieder

gegen Null zu tendieren (Abb. 6).
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Abbildung 6: Darstellung der mittleren Zeckenaktivitdt aller Sammelgebiete im Jahr 2011. BW
umfasst alle einzelnen Sammelgebiete, auch im Nationalpark. Fiir genaue Daten s. Anhang 2.
BW=Bayerischer Wald, EG=Englischer Garten, OSH=0OberschleiBheim, Li=Lindau

3.3 Zeckenaktivitiat und Klima

Ein Hauptziel des VICCI-Projektes war es, die Abhédngigkeit der Zeckenaktivitdt von den
klimatischen Verhéltnissen am Abflaggort zu evaluieren. Dazu wurden beim Deutschen
Wetterdienst die Wetterdaten (Wetterlage, Temperatur, Luftfeuchtigkeit) der einzelnen
Sammeltage angefordert.

Die Auswertung der Daten entsprach ziemlich genau den Ergebnissen, die durch die Data-
Logger gewonnen werden konnten. Die mikroklimatischen Bedingungen konnten somit am
Abflaggort relativ genau bestimmt werden. Fiir den Bayerischen Wald lagen zudem
umfangreiche Daten iiber Mikroklima, Vegetation, Beschirmungsgrad und Vogelverteilung

Vor.

3.3.1 Zeckenaktivitit und Temperatur

Zecken konnten in einem Temperaturbereich von 10,5 °C bis 27 °C gefangen werden, die
Mehrheit allerdings bei einer Temperatur iiber 18 °C. Interessanterweise wurden aber auch
einmal bei nur 11,6 °C 396 Zecken auf vier Plots & 100 m® gesammelt (04.05.2011 in
OberschleiBheim). Grundsitzlich waren die Temperaturen aber so weit gestreut, dass keine
sichere Aussage getroffen werden konnte, ab welcher Temperatur die Zeckenaktivitét

signifikant zunimmt (vgl. Anhang 4 und Abb. 7). Wirmere Temperaturen scheinen
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vorteilhaft, stellen aber keine unmittelbare Voraussetzung dar, da z.B. im August trotz der

Wirme in allen Gebieten nur eine niedrige Aktivitdt festgestellt werden konnte.
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Abbildung 7: Darstellung der Zeckenanzahl in Abhingigkeit von der lokalen Temperatur.

3.3.2 Zeckenaktivitit und Luftfeuchtigkeit

Fiir die Luftfeuchtigkeit zeigte sich ein dhnliches Bild. Zecken konnten in einem Bereich von

35% bis 89% gefangen werden. Sowohl in einem Bereich von 50% bis 90% als auch in einem

Bereich von 35% bis 50% konnte eine hohe Zeckenaktivitit beobachtet werden, wobei sie im

erstgenannten Bereich leicht liberwog. So muss festgehalten werden, dass eine hohe

Luftfeuchtigkeit nicht mit hoher Zeckenaktivitit korreliert war. Vgl. hierzu auch Anhang 3

und Abb. 8.
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Abbildung 8: Darstellung der Zeckenanzahl in Abhingigkeit von der Luftfeuchtigkeit.
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3.3.3 Zeckenaktivitit und Beschattung

An allen Sammelorten wurde die Beschattung geschitzt und dokumentiert, um den
Beschattungsgrad in seinem Verhalten auf die Zeckenaktivitit zu betrachten. Als Ergebnis
zeigte sich, dass ein Grofiteil der Zecken bei hohen Beschattungsgraden, d.h. >80 %,
gesammelt wurde. Nichtsdestotrotz konnte an einigen Sammelorten auch bei niedrigen
Beschattungsgraden eine relativ hohe Zeckenaktivitdt beobachtet werden. Die Zeckenaktivitit

war an Beprobungsflachen mit hoher Beschattung aber signifikant erhoht (p=0,002).

3.4 Zeckenaktivitiat und Hohe

Im Bayerischen Wald lagen die Sammelorte entlang eines Hohengradienten (s. Kap. 2.1). Ab
dem Ubergang von der land- und forstwirtschaftlich genutzten Region Bayerwald in den
NPBW auf etwa 630 m wurde an den ausgewéhlten Beprobungsstellen keine oder eine nur
sehr geringe Zeckenaktivitit bis in eine Hohe von 1360 m beobachtet (s. Abb. 9). Der hochste
Punkt, an dem noch eine Zecke gefunden wurde, lag bei 1100 m. Zusammenfassend konnte
kein Effekt der Hohe auf die Zeckenaktivitit ausgemacht werden; der rasche Riickgang ab
etwa 700 m kann mit dem Ubergang in den NPBW erklirt werden. Anhand der hier

gefangenen Zecken konnte kein Einfluss der Hohe dokumentiert werden.
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Abbildung 9: Darstellung des Einflusses von Hohe auf die Zeckenaktivitdt. Auf der x-Achse ist die
Hohe in Meter iiber Normalnull (m 1. NN) aufgetragen, auf der y-Achse die mittlere
Zeckenaktivitit/100m®.
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3.5 Zeckenaktivitat und Vegetation

Als weiteren Parameter mit einem moglichen Einfluss auf die Zeckenaktivitit wurde die
Vegetation an den einzelnen Sammelorten herangezogen. Es wurde versucht, bei mdglichst
vielen Sammelorten unterschiedliche Habitate zu beproben. So wurden Waldgebiete mit
niedrigem Unterwuchs (Heidelbeeren, Waldmeister, Immergriin bedeckt mit Laub) gegen
Wegrinder mit krautiger oder grasartiger Bepflanzung verglichen. Im Englischen Garten
waren es vorwiegend weite Wiesenrdnder mit angrenzenden Baumbestand; die Flichen
wurden unregelmdfig von Schafen abgeweidet. Ein signifikanter Unterschied in der

Zeckenaktivitit konnte zwischen den Vegetationsarten nicht festgestellt werden.

3.6 Zeckenaktivitit und Vogelbestand

Die durch die Nationalparkverwaltung Bayerischer Wald bereitgestellten Daten ermdglichten
es zudem, einen potentiellen Zusammenhang zwischen Zeckenaktivitit bzw.
Borrelienpravalenz und Vogelbestand zu untersuchen. So ist weithin gesichert, dass v. a. B.
garinii und B. valaisiana mit Vogeln assoziiert sind (Kurtenbach et al. 1998, Hanincova K et
al. 2003b, Kjelland et al. 2010). Die Auswertung der Daten zeigte, dass an allen Sammelorten
im Bayerischen Wald Vogel verzeichnet werden konnten. Im Nationalpark waren es
allerdings deutlich weniger als auerhalb davon. Diese Tatsache kdnnte mit ein Grund fiir die

duBerst niedrige Zeckenaktivitit im NPBW gewesen sein.

3.7 DNA-Extraktion

Von allen gefangenen Zecken wurde mittels Biosprint die DNA extrahiert. Diese Methode
erlaubte es, hochwertige genomische DNA zu gewinnen. Um den Erfolg der Extraktion zu
iiberpriifen, wurde von jeweils zehn zufdlligen Stichproben pro 96-well Platte die DNA-
Konzentration mittels PicoGreen (s. Kap. 2.5.1.1.1) ermittelt. Die Stichproben wiesen alle
eine ausreichende Konzentration auf. Deshalb wurde davon ausgegangen, dass die Ergebnisse

der PCR nicht durch zu wenig DNA verfadlscht werden konnten.

3.8 p41 real-time PCR

Die isolierte DNA aller Proben wurde mit dieser Methode untersucht. Die automatisiert am
MX 3005P Stratagene durchgefiihrte p4/ real-time PCR erlaubte die Zecken-DNA ziigig und

problemlos zu untersuchen. Mit diesem Ansatz konnten fast alle humanpathogenen Spezies
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detektiert werden: B. garinii, B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. bavariensis und B. spielmanii,
aber auch andere Vertreter des Borrelia burgdorferi sensu lato Komplexes, wie etwa B.
valasiana, B. bissetii oder B. kurtenbachii. Nicht erkannt wurden B. hermsii, B. duttoni sowie
Spezies der Gattung Trepenoma und Leptospira.

Abb. 10 zeigt typische Amplifikationskurven eines p4/ real-time PCR-Laufs am Stratagene
Mx30005.

Flaorescence (dR)
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Abbildung 10: Amplifikationskurven einer p4/ real-time PCR. Auf der x-Achse ist die Zyklenzahl
dargestellt, auf der y- Achse die Fluoreszenzintensitit des FAM-Kanals. Die blaue waagrechte Linie
stellt den Threshold bei 1000 Fluoreszenzeinheiten dar. Die rote Kurve | links ist die PK und stark
positiv. Alle anderen ansteigenden Kurven sind positive Zeckenisolate.

Die Ergebnisse der p4/ real-time PCR erlaubten die Infektionsrate der Zecken mit Borrelien

zu bestimmen. Diese fand Eingang in die Priavalenzstudie im Rahmen des VICCI-Projekts.

3.9 hbb real-time PCR

Jede Probe, die in der p4/ real-time PCR mit einem Ct < 40 positiv war, wurde im zweiten
Schritt zur Speziesdifferenzierung mit der hbb real-time PCR untersucht. Hier konnten die
verschiedenen Borrelienspezies aufgrund unterschiedlicher Schmelzpunkte unterschieden

werden.

Abb. 11 zeigt die typischen Schmelzkurven der Positivkontrollen in der 4bb real-time PCR.
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Abbildung 11: Schmelzkurven der Positivkontrollen in der 4#bb real-time PCR. Auf der x-Achse ist
die Temperatur aufgetragen, auf der y-Achse die Fluoreszenz. Pka2=B. burgdorferi s.s. Serotyp 1;
PGau=B. afzelii Serotyp 2; PBi=B. bavariensis Serotyp 4; PHei=B. garinii Serotyp 5; PSig2=B.
spielmanii; VS116=B. valaisiana; PotiB2=B. lusitaniae

Bei Mischinfektionen entspricht die Kurve einer Zusammensetzung der -einzelnen

charakteristischen Schmelzkurven (s. Abb. 12).
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Abbildung 12: Beispiel fiir eine Mischinfektion mit B. valaisiana (VS116) und B. afzelii (PGau).
Schmelzpunkte bei 62 °C bzw. 68 °C.

Eine Unterscheidung der verschiedenen Serotypen von B. garinii war nur bei Serotyp 3
moglich, alle anderen Typen wurden unter B. garinii ohne Serotyp subsumiert.
Einschrinkungen gab es auch in manchen Liufen bei der Differenzierung von B. garinii und
B. bavariensis. Aufgrund des fast identischen Tm gelang sie nicht immer (s. Abb. 10).

Diese Proben mussten mittels RFLP oder Sequenzierung bestitigt werden. Dasselbe

Vorgehen wurde bei Schmelzkurven angewendet, die offensichtlich Mehrfachinfektionen mit
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verschiedenen Borrelienspezies waren oder Peaks enthielten, die nicht sicher identifiziert
werden konnten.

In der Literatur (Portnoi et al. 2006, Ferdin et al. 2010) wird immer wieder darauf
hingewiesen, dass die 4#bb real-time PCR Probleme bei der Identifizierung von B. spielmanii
und B. valaisiana aufweisen wiirde. Zudem gab es in dieser Arbeit das oben genannte
Problem mit den Genospezies B. garinii und B. bavariensis. Um die Ergebnisse der
Priavalenzstudie abzusichern, wurde beschlossen, mehrere Blindversuche mit den vier
genannten Genospezies durchzufiihren, um in diesem Punkt Sicherheit zu erlangen.

Als geblindete Proben wurden solche ausgewihlt, die von einem anderen Sammelort
(Grafrath) stammten und deren Spezies mittels RFLP bestimmt worden war. Insgesamt
wurden dafiir 65 Proben ausgewahlt (31 B. garinii, 6 B. bavariensis, 7 B. spielmanii und 21 B.
valaisiana).

Die Ergebnisse stellten sich wie folgt dar: Von den 65 untersuchten Proben wurden 31 (48%)
richtig erkannt, 34 (52%) dagegen falsch. Fiir die einzelnen Genospezies zeigten sich
unterschiedliche Resultate. Von den sechs B. bavariensis wurde nur eine (17%) richtig
bewertet, fiinf (83%) falsch; von den 21 B. valaisiana dagegen elf (52%) richtig und zehn
(48%) falsch. Die sieben B. spie/lmanii wurden in drei Féllen (43%) richtig erkannt und in vier
(57%) Féllen nicht. Die 31 B. garinii schlielich wurden sechzehnmal (52%) richtig und
fiinfzehnmal (48%) falsch erkannt.

Zudem wurde versucht durch die Untersuchung von p417- negativen Proben die Ergebnisse der
hbb real-time PCR weiter abzusichern. Ziel war es, die Rate an mdglichen falsch-positiven
Ergebnissen zu erkennen. Dafiir wurden 266 Proben von allen Sammelorten untersucht, von
denen vier (1,5%) positiv waren. Der Rest (98,5%) war negativ. Damit lag die Sensitivitit der

p41-PCR in einem sehr hohen Bereich.

3.10 ospA semi-nested PCR

Diese konventionelle PCR mit anschlieBender Auswertung mittels RFLP oder Sequenzierung
wurde eingesetzt, um auffdllige oder schwer zu differenzierende Proben doch auf
Speziesebene zu definieren. Detektiert werden konnten B. afzelii, B. burgdorferi ss., alle B.
garinii OspA-Typen, B. valaisiana, B. lusitaniae, B. spielmanii, und B. bavariensis. Nicht
erfasst wurden mit dieser PCR Verwandte des Komplexes wie B. hermsii und B. duttoni,
sowie Leptospira und Trepenoma (Michel et al. 2004).

Insgesamt gab es 15 Proben mit der Fragestellung Mehrfachinfektion und 16 nicht sicher

identifizierbare Proben. Weitere 23 Proben wurden mit dieser PCR untersucht, um B. garinii
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von B. bavariensis mittels RFLP zu unterscheiden. SchlieBlich wurden 26 Proben zur
Absicherung der Ergebnisse der Pravalenzstudie untersucht.

Bei den Mischinfektionen konnten in keinem Fall die eigentlich zu erwartenden
Doppelbanden detektiert werden, sondern in drei Féllen nur eine einzelne Bande, in den
restlichen Fillen gar keine Bande. Von den nicht sicher identifizierbaren Proben wiesen vier
ausreichende Banden auf, um sie weiter zu untersuchen. Von den Proben fiir die

Pravalenzstudie konnten nur elf davon amplifiziert werden.

3.10.1 Bioanalyzer

Bevor die PCR-Produkte der osp4 semi-nested PCR entweder mit RFLP oder einer
Sequenzierung untersucht werden konnten, mussten eine erfolgreiche Amplifikation und ihre
Konzentration mittels Bioanalyzer bestimmt werden. Dieses Gerit erzeugt gel-like pictures,
die konventionellen Gelbildern dhneln. In Abb. 13 ist zur Verdeutlichung dieses Sachverhalts

ein gel-like picture gezeigt.
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Abbildung 13: gel-like picture von PCR-Produkten aus der ospA semi-nested PCR. Links ist der
mitlaufende GroBenstandard zu sehen. Die Produktgrofie und die Konzentration der starken Banden
rechts konnte mit der Software ausgerechnet werden. Sie waren jeweils hoch genug fiir eine
Sequenzierung. Die ersten zwei Banden links unten wiesen eine zu niedrige Konzentration auf.
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3.10.2 RFLP und Sequenzierung

Diese beiden Methoden dienten zur Detektion des PCR-Produktes aus der ospA4 semi-nested
PCR. Die RFLP-Analyse wurde hierbei vornehmlich eingesetzt, B. garinii von B. bavariensis
zu unterscheiden. Insgesamt wurde sie in 23 Féllen eingesetzt und lieferte aber nur bei drei

Proben Ergebnisse. Zweimal wurde B. garinii Serotyp 6 detektiert und einmal B. garinii,
wobei keine Serotypenbestimmung moglich war. Abb. 14 zeigt ein Gelbild von B. garinii

Serotyp 6 mit dem charakteristischen Bandenmuster.
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Abbildung 14: Abgebildet ist das Gelbild einer Elektrophorese nach RFLP-Verdau. Links ist der
mitlaufende GroBenstandard zu sehen.

Eine hohere Ausbeute wurde bei der Sequenzierung erzielt. Einerseits diente sie dazu,
Mischinfektionen und nicht sicher identifizierbare Proben — darunter fielen auch B.garinii/B.
bavariensis und B. spielmanii/B. valaisiana — zu bestdtigen, andererseits wurde sie eingesetzt,
um die Ergebnisse der Privalenzstudie abzusichern. Hierfiir wurden Proben, die in der 4bb
real-time PCR als eine der vier oben genannten Genospezies identifiziert worden war,
sequenziert. In Abb. 15 ist ein typisches Ergebnis einer Sequenzieranalyse gezeigt. Die
farbigen Peaks entsprechen den einzelnen Nukleotiden der untersuchten Sequenz. Diese
wurde dann in die Datenbank von SmartGene geladen und dort nach passenden Sequenzen

gesucht.
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CTTAAAGACAAGTCATCAACAGAAGAAAAATTCAACGAAAAGGGTGAAATATCTGAAAAAACAATAGTAAGA

Abbildung 15: In dieser Abbildung sind die Peaks einer Sequenzierung zu sehen. Jeder Peak
entspricht einem bestimmten Nukleotid. Griin=Adenosin, schwarz=Guanosin, rot=Thymin,
blau=Cytosin.

Insgesamt wurden 18 Proben mit dieser Methode untersucht. Darunter waren vier nicht
identifizierbare Proben, drei mogliche Mehrfachinfektionen, die nach der ospA-PCR aber nur
eine Bande aufwiesen, und zur Absicherung der Pridvalenzstudie zwei B. garinii, eine B.
bavariensis, eine B. spielmanii und sieben B. valaisiana.

Die vier nicht sicher identifizierbaren Proben stellten sich nachtréglich als eine B. burgdorferi
s.s., zwel B. garinii und eine B. spielmanii dar.

Die moglichen Mehrfachinfektionen waren in der hbb-PCR zweimal als Kombination B.
garinii/B. valaisiana und einmal als B. burgdorferi s.s./B. valaisiana identifiziert worden.
Nach der osp4-PCR konnte aber nur eine starke Bande detektiert werden, deren
Sequenzanalyse dreimal B. valaisiana ergab.

Die zwei B. garinii-Proben wurden als ebensolche sequenziert, die eine B. bavariensis-Probe
wurde als B. garinii (97% Ubereinstimmung) sequenziert. Bei den sieben B. valaisiana ergab
die Sequenzierung in sechs Fillen eben diese Genospezies und einmal B. spie/lmanii (98%
Ubereinstimmung). Die zu untersuchende B. spielmanii ergab in der Sequenzierung das

gleiche Ergebnis.

3.11 Pravalenzstudie im Rahmen der VICCI-Studie

Mit den Ergebnissen aus den vorausgegangenen Kapiteln konnten Aussagen {iiber die
Privalenz von Borrelien in Zecken bzw. die regionale Verteilung der -einzelnen
Borrelienspezies getroffen werden. Zudem konnten diese Daten mit den erhobenen

Klimadaten kombiniert und ausgewertet werden.
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3.11.1 Infektionsraten von Ixodes ricinus mit Borrelien

Der Infektionsstatus konnte mit der p4/ real-time PCR bestimmt werden. Die Infektionen
wurden nach Entwicklungsstadium bzw. die infizierten Adulten nochmals nach Geschlecht
aufgeteilt. Von den insgesamt 4508 Zecken waren 597 mit Borrelien infiziert, was einer
Infektionsrate von 13,2% entsprach.

Aufgeteilt nach Stadien zeigte sich, dass deutlich mehr adulte Zecken als Nymphen infiziert
waren. Insgesamt 348 Imagines gegeniiber 249 Nymphen (18,6% bzw. 9,4%) waren positiv.
Der Unterschied ist signifikant (p<0,001). Deutlich mehr Weibchen (n=238 bzw. 27,7%) als
Minnchen (n=110 bzw. 11,0%) waren infiziert. Auch dieser Unterschied ist signifikant
(p<0,001). Die einzige gefangene Larve war negativ fiir Borrelien-DNA.

Aufgeschliisselt nach den verschiedenen Standorten lieBen sich groe Unterschiede in den
Infektionsraten sowohl fiir Nymphen als auch Adulte finden. Insgesamt waren sie in Lindau
mit 28,2% am grofBiten, gefolgt vom Englischen Garten mit 19,5%, OberschleiBheim mit 1,8%
und dem Bayerischen Wald mit 9,7%. Diese Verteilung ist signifikant (p<0,001)
unterschiedlich. Die Prévalenzen von Infektionen adulter Zecken an den unterschiedlichen
Probenorten lagen zwischen 16,8% (OberschleiBheim) und 50,0% (Lindau), die der Nymphen
zwischen 8,1% (Bayerischer Wald) und 19,3% (Lindau). Die Infektionsrate fiir Imagines war
an allen Standorten hoher als die der Nymphen. Keine der zwolf gefangenen Ixodes ricinus
(acht Nymphen und vier Adulte) aus dem Nationalpark Bayerischer Wald war positiv fiir
Borrelien. Die Ergebnisse sind in Abb. 16 verdeutlicht.
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Abbildung 16: Abgebildet sind die Infektionsraten der Zecken — aufgeschliisselt nach Nymphen und
Adulten — mit Borrelien an den verschiedenen Sammelorten. Auf der y-Achse ist die Infektionsrate in
Prozent angegeben, auf der x-Achse die einzelnen Probenorte. Fiir jeden Balken wurden zudem ein
95%-Konfidenzintervall berechnet.
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Die Infektionsraten an den einzelnen Probenorten im Bayerischen Wald schwankten zwischen
3,5% und 33,3% fiir Nymphen und 0,0% (an dieser Sammelstelle wurde allerdings nur eine
gesammelt) bis 31,3% fiir Adulte (Abb. 17). Sie waren damit dhnlich heterogen verteilt wie an
anderen Orten in Bayern. Insgesamt waren mehr Adulte (18,7%) als Nymphen (8,1%)
infiziert. Diese Verteilung ist signifikant unterschiedlich (p<0,001).
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Abbildung 17: Abgebildet sind die Infektionsraten der Zecken — aufgeschliisselt nach Nymphen und
Adulten — mit Borrelien an den einzelnen Probenorten im Bayerischen Wald. Auf der y-Achse ist die
Infektionsrate in Prozent angegeben, auf der x-Achse die einzelnen Probenorte. Fiir jeden Balken
wurden zudem ein 95%-Konfidenzintervall berechnet. Fiir die Abkiirzungen s. Anhang 1.

3.11.2 Verteilungsmuster von Borrelia spp. in Bayern

Mit Hilfe der hbb real-time PCR konnten die positiven Proben differenziert und somit
Verteilungsmuster der unterschiedlichen Genospezies an den unterschiedlichen Sammelorten
erstellt werden. Hierbei zeigten sich deutliche regionale Unterschiede, wahrscheinlich
beeinflusst durch Vegetation und Wildtiervorkommen. B. afzelii wurde als dominierende
Spezies an allen Sammelorten nachgewiesen und war somit die hdufigste in ganz Bayern
(n=193 bzw. 31,0%). Diese Verteilung ist nicht signifikant (p=0,072).

Als zweithdufigste Spezies an allen Standorten und damit in ganz Bayern konnte B.
burgdorferi s.s. (n=148 bzw. 23,8%) dokumentiert werden. Die Anzahl der iibrigen
Genospezies war vergleichsweise geringer und schwankte sehr stark zwischen einzelnen
Sammelpunkten. So wurde B. garinii als dritthdufigste Spezies in OberschleiBheim und im
Bayerischen Wald identifiziert, an den anderen beiden Orten war die Préivalenz
verschwindend gering. B. bavariensis wurde kein einziges Mal im Englischen Garten

gefunden, in Lindau hingegen mehrfach. B. spielmanii wurde nur einmal im Bayerischen
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Wald gefunden, wéhrend es im Englischen Garten die dritthdufigste Spezies darstellte; und
fir B. valaisiana wurde eine fokale Prdvalenz in OberschleiBheim festgestellt. Bei 149
positiven Proben (23,9%) war keine Speziesdifferenzierung moglich. Die Verteilung der
Borrelien (auch an den einzelnen Standorten im Bayerischen Wald) ist Abb. 18 und Abb. 19

zu entnehmen.
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Abbildung 18: Die Kreisdiagramme stellen die Verteilung der unterschiedlichen Borrelienspezies an
den vier Sammelorten dar. B.a.=B. afzelii, Bb. s.s.=B. burgdorferi s.s., B.g.=B. garinii, B.b.=B.
bavariensis, B.v.=B. valaisiana, B.s.=B. spielmanii.
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Abbildung 19: Die Balkendiagramme stellen die Verteilung der unterschiedlichen Borrelienspezies an
den Sammelorten im Bayerischen Wald dar. Die Abkiirzungen entsprechen Abb. 17.
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Die Verteilung des Borrelienspezies auf Nymphen und Adulte bestitigte den allgemeinen
Trend: auch hier war B. afzelii fiihrend bei allen Standorten fiir die Imagines. Fiir die
Nymphen zeigte sich ein dhnliches Bild; nur in Lindau war B. burgdorferi s.s. hdufiger. B.
garinii war hidufiger in adulten Zecken zu finden, im Englischen Garten und in
OberschleiBheim war sie nur in diesem Stadium zu finden. B. spielmanii war ebenfalls fast
nur bei adulten Zecken zu finden und auch dort nicht hidufig, am ehesten noch im Englischen
Garten (10%). B. valaisiana tauchte bemerkenswerterweise in Lindau nur in Nymphen auf, im
Englischen Garten dagegen nur in Imagines und dann nur in Mischinfektionen. Fiir B.
bavariensis gab es iiber alle Standorte mit der Ausnahme Englischer Garten (hier sind keine
B. bavariensis zu finden) gesehen niedrige Fallzahlen, sowohl fiir Adulte als auch Nymphen.

Die genauen Zahlen sind dem Anhang 5 und Abb. 20 zu entnehmen.
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Abbildung 20: Verteilung der unterschiedlichen Borrelienspezies auf Nymphen und Adulte. Die
Abkiirzungen entsprechen Abb. 17.

Auch fiir die einzelnen Beprobungspunkte im Bayerischen Wald wurde die Speziesverteilung
auf Nymphen und Adulte ermittelt. Neben der allgemeinen Dominanz von B. afzelii und B.
burgdorferi s.s., fiel auf, dass B. spielmanii nur bei Adulten zu finden war. Alle anderen
Genospezies verteilten sich gleichmédBig auf die beiden Entwicklungsstufen. Zur

Verdeutlichung s. Anhang 6 und Abb. 21.
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Abbildung 21: Verteilung der unterschiedlichen Borrelienspezies auf Nymphen und Adulte im
Bayerischen Wald. Die Abkiirzungen entsprechen Abb. 17.

Die in Deutschland seltene Genospezies B. lusitaniae konnte dagegen nicht dokumentiert

werden, moglicherweise da sie von der p4/ real-time PCR nicht erfasst wird.

3.11.3 Mehrfachinfektionen

Von allen untersuchten Zecken waren 20 nach den Ergebnissen der hbb real-time PCR
mehrfach infiziert. Vornehmlich waren es adulte Zecken (80%). Diese Verteilung ist
signifikant (p=0,019). Am héaufigsten wurden Mehrfachinfektionen in Proben aus dem
Englischen Garten nachgewiesen (60%), gefolgt von Proben aus OberschleiBheim und dem
Sulzsteg im Bayerischen Wald (jeweils 15%). Es wurden acht unterschiedliche
Kombinationen von Borrelien gefunden, wobei die Kombination aus B. afzelii und B.
burgdorferi s.s am héaufigsten war (35%). Ebenfalls haufig war die Mehrfachinfektion
B.afzelii/B.garinii/B.valaisiana (15%). Fiinf Proben (alle aus dem Englischen Garten) wurden

als Dreifachinfektion identifiziert. In Tab. 24 sind diese Ergebnisse detailliert aufgefiihrt.
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Tabelle 24: Haufigkeit, Kombinationen und Verteilung der Mehrfachinfektionen

Status Anzahl Ort Anzahl Kombination Anzahl
Nymphen 4 (20%) EG 12 (60%) Bb s.s./B.a. 7 (35%)
Adulte 16 (80%) OSH 3 (15%) Bb. s.5./B.v. 1 (5%)
weiblich 10 (50%) Li 1 (5%) B.a./B.v. 2 (10%)
ménnlich 6 (30%) Els5 1 (5%) B.a./B.s. 2 (10%)
Jos17 3 (15%) B.g./B.v. 2 (10%)

B.g./B.b. 1 (5%)
Bb.s.s./B.a./B.v. 2 (10%)
B.a./B.g./B.v. 3 (15%)

In der ospA-PCR mit anschliefender Sequenzierung konnte keine der 20 Proben bestitigt
werden, da nur drei Proben eine Bande nach der konventionellen Amplifizierung aufwiesen

(s. Kap. 3.10).

3.12 Optimierung der Borrelien-Diagnostik

3.12.1 Ergebnisse der Pico-Green Messungen

Zur Herstellung der fehlenden Verdiinnungsreihen von PotiB2, PRef, PGau, PBr, PSig2 und
Pka2 wurde die DNA-Konzentration der isolierten Stocklésungen mittels Pico-Green (s. Kap.
2.5.1.1.1) gemessen, um mit Hilfe des Ergebnisses Verdiinnungsreihen herzustellen. Von
allen anderen Stammen lagen diese bereits vor.

Fiir PotiB2 ergab sich eine Konzentration von 0,87 ng/ul, fir PRef von 0,80 ng/ul, fir PGau
von 0,71 ng/ul, fiir PBr von 0,49 ng/ul, fiir PSig2 von 0,78 ng/ul und fiir Pka2 von 0,44 ng/ul.
Mit diesen Ergebnissen konnten anhand einer Formel (s. Kap. 2.5.1.1.2) Verdiinnungsreihen

von 100.000 Kopien bis 0,1 Kopien pro PCR-Ansatz, also in 5 pl, hergestellt werden.

3.12.2 Validierung des Attomol-Kits

Zur Verbesserung der Diagnostik der Lyme-Borreliose wurde das Kit ,,B. burgdorferi real-
time* der Firma Attomol validiert.

Hierzu wurden die standardisierten Verdiinnungsreihen hinsichtlich ihres LOD {iberpriift.
Dazu wurde der Ct von 100.000 Kopien bis 1 Kopie dreifach bestimmt und fiir 0,1 Kopien

sechsfach. Als erstes Ergebnis ldsst sich festhalten, dass jede der getesteten Spezies (s. Tab.
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17) detektiert werden konnte. Abb. 22 zeigt hierzu als Beispiel die Amplifikationskurven

einer Verdiinnungsreihe, in diesem Fall von PHei.
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Abbildung 22: Amplifikationskurven einer Verdiinnungsreihe zur Austestung des Kit ,,B. burgdorferi
real-time* (Attomol). Die Fluoreszenzintensitdt ist gegen die Zyklenzahl aufgetragen. Von links nach
rechts zeigen die Kurven 100.000, 10000, 1000, 100 und 10 Kopien.

Um eine Inhibition der PCR auszuschlieBen, wurde die Amplifikation des internen Standards
beurteilt (s. Abb. 23). Wurde er regelgerecht vervielfdltigt, konnte das Ergebnis der LOD-

Bestimmung verwertet werden.
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Abbildung 23: Amplifikationskurven des internen Standards des Kit ,,B. burgdorferi real-time*
(Attomol). Die Fluoreszenzintensitit ist gegen die Zyklenzahl aufgetragen. Der interne Standard wird
regelgerecht amplifiziert. Sollte dies nicht der Fall sein, spricht dies fiir eine Inhibition der PCR.

Die Ermittlung des LOD mit den standardisierten Verdiinnungsreihen zeigte folgende
Ergebnisse (s. a. Anhang 7). In der Tabelle sind die getesteten Stimme und ihr ermitteltes
LOD aufgetragen, definiert als letzte Cp-Stufe, bei der noch drei Amplifikationen registriert
werden konnten. Das LOD fiir die allermeisten Stimme lag bei 10 Kopien. Nur der Stamm

TN (B. garinii Serotyp 6) und der Stamm Bjap (B. japonica) wiesen eine schlechtere
Nachweisgrenze mit 100 bzw. 100.000 Kopien auf.
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Da in der PCR-Diagnostik — unabhidngig von der Fragestellung — das LOD von
entscheidender Bedeutung ist, sind in Tab. 25 noch einmal kurz gefasst die Nachweisgrenzen

aller Stimme aufgelistet.

Tabelle 25: Das LOD der einzelnen Borrelienstimme. K=Kopien

Stamm | Pka2 PGau PBr PBi PHei TN PRef

LOD I0OK 10K 10K 10K 10 K 100 K 10K

Stamm | Pla 20047 IP90 PSig2 VS116 PotiB2  Bjap

LOD I0OK 10K 10K 10K 10K 10K 100000 K

Um das Attomol-Kit mit anderen Kits und dem neuem Duplex- bzw. Triplex-Ansatz
vergleichen zu kdnnen, wurde zudem fiir jeden Stamm die Effizienz der PCR, d.h. wie gut das
System performt, die Steigung der Standardgeraden (slope) sowie R?, das Bestimmtheitsmaf,
berechnet. Die Ergebnisse sind in Tab. 26 gezeigt. Fiir B. japonica konnten die drei Variablen
nicht berechnet werden, da nur eine Verdiinnungsstufe detektiert werden konnte und daraus

keine Standardgerade generiert werden konnte.

Tabelle 26: Ergebnisse der Effizienz-Berechnung fiir das Attomol-Kit

Stamm Effizienz slope R’
Pka2 104,9% -3,109 0,971
PGau 107,1% -3,024 0,965

PBr 90,0% -3,997 0,963
PBi 91,3% -3,828 0,971
PHei 95,0% -3,590 0,994
TN 90,0% -3,874 0,947
PRef 91,2% -3,831 0,953
Pla 100,5% -3,298 0,996
20047 92,3% -3,726 0,986
1P90 89,9% -3,925 0,979
PSig2 106,5% -3,043 0,963

VS116 125,0% -2,418 0,902

PotiB2 94,5% -3,617 0,963
Bjap nicht berechenbar nicht berechenbar nicht berechenbar

Alle Effizienzen lagen in einem Bereich von 90-110%. Somit kann davon ausgegangen
werden, dass pro Zyklus ein DNA-Fragment verdoppelt wird. Das Bestimmtheitsmal} zeigt

fiir die getesteten Stamme Werte von 0,902-0,994, also nahe 1. Das bedeutet, dass die
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Effizienzwerte kaum um die Standardgerade streuen und somit die Cp-Werte durch die PCR

zustande gekommen sind und nicht durch Zufall.

3.12.3 Spezifititstestung fiir das Attomol-Kit

Zusétzlich zur Sensitivitdtsbestimmung mit Borrelien wurde die Spezifitidt des Attomol-Kits
mit verwandten Spirochéten (s. Tab. 20) ausgetestet. Die Ergebnisse der Austestung sind in

Tab. 27 aufgefiihrt.

Tabelle 27: Ergebnisse der Spezifititstestung fiir das Attomol-Kit

Crossing point

Stamm (Mittelwert aus n=3)
bei 10000 Kopien

L1 No Ct (3/3)
L2 No Ct (3/3)
L3 No Ct (3/3)
L4 No Ct (3/3)
L5 No Ct (3/3)
L6 No Ct (3/3)
L7 No Ct (3/3)
L8 No Ct (3/3)
L9 No Ct (3/3)
L10 No Ct (3/3)
L11 No Ct (3/3)
L12 No Ct (3/3)
L13 No Ct (3/3)
L14 No Ct (3/3)
L15 No Ct (3/3)
L16 No Ct (3/3)
L17 No Ct (3/3)
L18 No Ct (3/3)
B. recurrentis No Ct (3/3)
B. hermsii 36,16 (3/3)
B. miyamoto No Ct (3/3)
B. duttoni No Ct (3/3)
Trepenoma phagedenis No Ct (3/3)

Bei allen Proben auBler B. hermsii konnte bei 10000 Kopien kein Cp ermittelt werden, so dass
diese Proben nicht weiter untersucht wurden. Von B. hermsii hingegen wurde eine komplette
Verdiinnungsreihe angelegt und untersucht. Zeigte sich der Cp von 10000 Kopien wiederum

im selben Bereich, konnte bei 1000 Kopien in Dreifachbestimmung kein Cp ermittelt werden.
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Somit ergab sich fiir die Spezifitit des Attomol-Kits ein nahezu homogenes Bild, d.h. dass die

diagnostischen Ergebnisse der Attomol-Kits sehr selten falsch-positive Befunde sind.

3.13 Validierung der neudesignten real-time PCR-Ansiatze

3.13.1 Duplex real-time PCR-Ansatz

Der Entwurf und die Validierung dieses neuen Ansatzes dienten ebenfalls zur Verbesserung
der Diagnostik bzw. des Screenings von Zeckenisolaten. Ein Vergleich mit kommerziell
erhiltlichen Kits (p4/ real-time, hbb real-time, ospA real-time, Microgene, ospA
konventionell) wurde deshalb vorgenommen.

Im ersten Schritt wurde in Kooperation mit der Forschung- und Entwicklungsabteilung des
LGL Bayern ein ospA-Singleplex-Ansatz mit dazu gehodrigem PCR-Temperaturprofil
aufgestellt. Die genauen Angaben sind Tab. 28 und Tab. 29 zu entnehmen.

Tabelle 28: Mastermixzusammensetzung der ospA Singleplex-PCR

Konzentration

Komponenten Konzentration [pM] PCR-Ansatz [uM]

Volumen [pl]

TagMan Master (Roche, Mannheim,

Deutschland) 2x Ix 12,5
Ospa_for2, Vorwirtsprimer 10 1
Ospa_rev2, Riickwértsprimer 10 1
OspA_TM_CyS5, Sonde 10 0,25
nukleasefreies Wasser 5,25
Template oder Wasser fiir NTC 5
Gesamtvolumen 20

Tabelle 29: Temperaturprofil der ospA Singleplex PCR

Temperaturprofil Temperatur [°C] Reaktionsdauer [Sek] ZyKlen
Aktivierung 95 900 1x
Amplifikation 95 15 45x
60 60

72 30
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Im nidchsten Schritt wurden die Ergebnisse des Primerdesigns ausgewertet. Die beiden
Stamme PotiB2 und PotiB3 wurden regelgerecht amplifiziert, was einer inklusiven Spezifitdt
von 100% entsprach. Alle anderen Borrelienstimme (s. Tab. 17) wurden dagegen von den
designten Oligonukleotiden nicht erfasst. Dies bedeutete eine exklusive Spezifitit von
ebenfalls 100%.

Diese Ergebnisse wurden nochmals bestétigt, indem die PCR-Produkte von PotiB2 und IP90
aus einem ospA-Singleplex-Ansatz am Bionalyzer (s. Kap 2.4.4.1) detektiert wurden.

In Abb. 24 ist deutlich die starke Bande mit einer spezifischen Produktgréf3e von ca. 116 Bp
fiir PotiB2 zu sehen, wihrend IP90 mit dem ospA-Singleplex-Ansatz nicht amplifiziert wurde.

[br]  Ladder PotiB3  IP90 MM
1500 —

850 —
700 —

S00 —

400 —

300 —

200 —
150 —
100 —

S0 —
15 =

Abbildung 24: Die Abbildung zeigt ein gel-like picture fiir die Detektion des PCR-Produkts aus
einem ospA-Singleplex-Ansatz. Auf der linken Seite ist der Groenstandard (ladder) zu sehen. PotiB2
(B. lusitaniae) weist hierbei eine starke Bande mit einer GroBe von ca. 116 Bp auf, wahrend P90 (B.
garinii) und die Mastermixkontrolle iiberhaupt keine Bande zeigen. MM=Mastermix

Im nédchsten Schritt wurde die optimale Annealing-Temperatur fiir die ospA-Primer mittels
einer Gradienten-PCR ermittelt. Die getesteten Temperaturen waren 52 °C, 54 °C, 56 °C, 58
°C und 60 °C. Fiir 54 °C zeigte sich in der anschliefenden Auswertung mittels Bioanalyzer
die stirkste Bande (s. Abb. 25). Auch das p4/-System lieferte bei dieser Temperatur immer
noch sehr gute Ergebnisse (s. Abb. 25).
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Abbildung 25: Ergebnisse der Robustheitstestung fiir die ospA- und p4/-Primer. Oben sind die
einzelnen Temperaturen des Temperaturgradienten eingezeichnet, links der GroBenstandard. Wahrend
das p41-System (rechts) konstant ausreichend gro3e Banden aufweist, ist fiir ospA (links) nur bei 54
°C eine starke Bande zu sehen.

Nachdem damit die optimale Annealing-Temperatur bestimmt worden war, schloss sich eine
Titrierung von Primern und Sonde jeweils in fiinf Stufen an: fiir die Primer 300 pM, 400 uM,
500 uM, 600 uM und 700 uM und fiir die Sonde 150 uM, 200 uM, 300 pM, 400 uM und 450
uM. Dabei ergab sich, dass die optimale Konzentration im Singleplex-Ansatz fiir die Primer
OspA_for2 und OspA_rev2 bei 600 pM lag und die optimale Konzentration fiir die Sonde
OspA_TM_CysS bei 150 uM.

Fluorescence (dR)
2 2
g g 8

28 30 3z 34 36 38 0 az aa

Cyeles

Abbildung 26: Beispielhaft ist hier das Ergebnis einer Sondentitrierung abgebildet. Die
Fluoreszenzintensitit ist hierbei gegen die Zyklenzahl aufgetragen. Die oberste Kurve entspricht einer
Konzentration von 400 uM, dann absteigend 300 uM, 200 uM und 150 pM.
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Mit diesen Angaben konnte nun ein Protokoll fiir einen 25 pl- PCR-Ansatz aufgestellt
werden, da die p4/-Komponenten auf der gleichen Konzentration eingestellt blieben. In
diesem Ansatz wurde ein multiplextauglicher Ready-to-use Mastermix (Quantitect NoRox
Mastermix, Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet, da der urspriingliche Roche-Mastermix
nur fiir Singleplex-Ansdtze geeignet ist. Die genaue Zusammensetzung ist Tab. 30 zu

entnehmen.

Tabelle 30: Mastermixzusammensetzung der Duplex real-time PCR

Konzentration

PCR-Ansatz [uM] Vit ]

Komponenten Konzentration [pnM]

Quantitect NoRox Multiplex Mastermix

(Qiagen, Hilden, Deutschland) 2x Ix 12,5
FlaF1, Vorwértsprimer 10 0,3 0,75
FlaR1, Riickwértsprimer 10 0,9 2,25
FlaProbel, Sonde 10 0,2 0,5
Ospa_for2, Vorwirtsprimer 20 0,6 0,75
Ospa_rev2, Riickwértsprimer 20 0,6 0,75
OspA_TM_CyS5, Sonde 10 0,15 0,375
nukleasefreies Wasser 2,125
Template oder Wasser fiir NTC 5
Gesamtvolumen 25

Nach Aufstellung des Protokolls mit den oben genannten Konzentrationen wurde im neuen
Ansatz ebenfalls noch einmal die ospA-Primer und -sonde in den bekannten Stufen titriert.
Auch hier zeigte sich, dass 600 uM fiir die Primer und 150 uM fiir die Sonde die optimale
Konzentration darstellte.

Des Weiteren wurde das Thermoprofil um einen 72 °C-Schritt zu einem three-step Protokoll
(s. Tab. 31) erweitert, um der Polymerase mehr Zeit zu geben, in beiden Systemen neue

DNA-Striange zu synthetisieren und damit die Sensitivitdt zu erhdhen.
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Tabelle 31: Temperaturprofil der Duplex real-time PCR

Temperaturprofil Temperatur [°C] Reaktionsdauer [Sek] Zyklen
Aktivierung 95 900 1x
Amplifikation 95 15 45x
54 60
72 30

Alle Versuche wurden mit standardisierten Verdiinnungsreihen der Stimme P90 und PotiB2

durchgefiihrt, wobei immer ein Singleplex-Ansatz als Vergleich mitlief.

3.13.2 Triplex real-time PCR-Ansatz

Da es in der Diagnostik wiinschenswert ist, iiberpriifen zu kénnen, ob Inhibitoren in der zu
untersuchenden Matrix das Ergebnis beeinflussen und damit verfalschen, wurde versucht in
den Duplex-Ansatz eine Inhibitionskontrolle einzubauen. Die Wahl fiel dabei auf ntb2, ein
Plasmid des Tabakmosaikvirus (Nicotiana tabacum).

Die Konzentrationen von Primern und Sonde fiir das Kontrollsystem wurden aus der
Publikation von (Anderson et al. 2010) ibernommen. Mit diesen Angaben wurde ein neues
Protokoll fiir einen Triplex-Ansatz aufgestellt. Die p4/- bzw. ospA-Primer und -sonden
wurden in ihren Konzentrationen belassen, ebenso wie das Temperaturprofil. Die genaue

Zusammensetzung ist Tab. 32 zu entnehmen.
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Tabelle 32: Mastermixzusammensetzung der Triplex real-time PCR

Substanz Konzentration (uM) Pgl({)iK::;;?z‘?;R/[) Volumen (pl)
Quantit_ect NoRc_)x Multiplex Mastermix ) | 12.5
(Qiagen, Hilden, Deutschland) ’
FlaF1, Vorwértsprimer 10 0,3 0,75
FlaR1, Riickwértsprimer 10 0,9 2,25
FlaProbel, Sonde 10 0,2 0,5
Ospa_for2, Vorwértsprimer 20 0,6 0,75
Ospa_rev2, Riickwértsprimer 20 0,6 0,75
OspA_TM_CyS5, Sonde 10 0,15 0,375
ntb2-fw2, Vorwértsprimer 20 0,4 0,5
ntb2-re2, Riickwértsprimer 20 0,4 0,5
ntb2-Sonde 20 0,1 0,125
Plasmid (25 Kopien) 1
Template oder Wasser fiir NTC 5
Gesamtvolumen 25

Auch die folgenden Versuche wurden wieder mit standardisierten Verdiinnungsreihen von

IP90 und PotiB2 durchgefiihrt, wobei Singleplex-Ansitze zum Vergleich mitliefen.

3.13.3 Auswertung und LOD-Bestimmung

Die Auswertung der Duplex-PCR stellte sich folgendermaflen dar: Im FAM-Kanal gelang
eindeutig die Beurteilung von allen Borrelien auller B. lusitaniae, wohingegen im Cy5-Kanal
eine regelgerechte Amplifizierung dieser Genospezies nachgewiesen werden konnte. Das
LOD lag im Duplex-Ansatz fiir IP90 bei 10 Kopien und fiir PotiB2 bei 1 Kopie. Der

mitlaufende Singleplex-Ansatz wies die gleiche Sensitivitét auf. Abb. 27 verdeutlicht dies.
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Abbildung 27: Hier sind die Ergebnisse der Validierung des Duplex-Ansatzes abgebildet. Das erste
Bild zeigt die Amplifikationskurven fiir IP90 im FAM-Kanal. Die letzte Kurve oberhalb des Ct ist fiir
10 Kopien detektierbar. Das zweite Bild zeigt die Kurven fiir PotiB2 im Cy5-Kanal.

Bei der Auswertung der Triplex-PCR zeigte sich, dass IP90 im FAM-Kanal und PotiB2 im
Cy5-Kanal regelgerecht amplifiziert wurden. Allerdings verschob sich das LOD in beiden
Féllen auf 100 Kopien nach oben, was eine Verschlechterung im Gegensatz zum Duplex-
Ansatz darstellte. Eine Inhibition lag nicht vor, da das ntb2-Plasmid im HEX-Kanal ohne
Einschriankung amplifiziert wurde. Abb. 28 verdeutlicht diese Ergebnisse.
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Abbildung 28: Hier sind die Ergebnisse der Validierung des Triplex-Ansatzes abgebildet. Das erste
Bild zeigt die Amplifikationskurven von IP90 im FAM-Kanal. Die letzte Kurve oberhalb des Ct ist fiir
100 Kopien detektierbar. Das zweite Bild zeigt die Kurven fiir PotiB2 im Cy5-Kanal. Das letzte Bild
schlieBlich zeigt die Amplifikation von ntb2 im HEX-Kanal.

Das LOD wurde als letzte Verdiinnungsstufe definiert, an der noch ein Ct festgestellt werden
konnte. Zusammenfassend sind in Tab. 33 die Ergebnisse der Validierung der Duplex und

Triplex real-time PCR aufgefiihrt.



Ergebnisse 67

Tabelle 33: Ergebnisse der Validierung der Duplex und Triplex real-time PCR-Ansétze (das LOD ist
gelb markiert) fiir PotiB2 (B. lusitaniae) und 1P 90 (B. garinii)

Crossing threshold (Mittelwert aus n=3)
Assay Zielgen 100000 10000 1000 100 10 1 0.1
Kopien Kopien Kopien Kopien Kopien Kopie Kopien

23,45 27,11 30,35 33,61 37,78 NoCt NoCt

Singleplex PAL ey 3By GB) BB GB) BB (666)
2226 2565 2899 3248 359 3969 NoCt

osp 33) (33 33 (33 33 (3B (66

4 2327 2702 3095 3428 3787 NoCt NoCt

Duplex P G333 G333 GB) (33) (66
2141 2481 2821 3157 3507 3835 NoCt

osp 33) (33 33 (33) 33 (3B (66

4 2245 2571 2917 328 NoCt NoCt NoCt

Triplex P B3 (3B GB3) (GB) G333 (6/6)
ospd 2196 2562 3036 3425 NoCt NoCt NoCi

B3 (3B GB3) (3B) GB) (33 (6/6)

Zusammenfassend ldsst sich damit sagen, dass es moglich war das p4/- und das ospA4-System
miteinander zu kombinieren. Das LOD fiir den Duplex-Ansatz lag im selben Bereich wie fiir

die einfachen Singleplex-Ansétze, das fiir den Triplex-Ansatz um eine log-Stufe schlechter.

3.13.4 Effizienzberechnung

Auch fiir den neuen Duplex- und Triplex-Ansatz wurden jeweils Effizienz, slope und das
Bestimmtheitsmal3 fiir einen besseren Vergleich mit kommerziellen Kits berechnet. Die

Ergebnisse sind in Tab. 34 aufgefiihrt.

Tabelle 34: Ergebnisse fiir die Effizienzberechnung fiir die Duplex- und Triplex real-time PCR-
Ansitze

Assay Zielgen Effizienz Slope R’
Stz p4l 102,00% -3.917 0,981
ospA 96,20% -3.468 0,999
Duplex p4l 94,00% -3.637 0,999
ospA 97,00% -3.395 1,000
Triplex p4l 94,60% -3.459 0,999
ospA 94,80% -3.654 0,983

Die Effizienz-Ergebnisse lagen in einem optimalen Bereich von 88-110%, ebenso wie die der
bereits etablierten Singleplex-Protokolle. Eine schlechtere Performance der neuen Systeme

konnte also nicht festgestellt werden, wie schon der LOD-Vergleich gezeigt hatte. Auch die
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Werte fiir den Slope und das Bestimmtheitsmal} lagen in einem sehr guten Bereich und waren
vergleichbar mit denen der Singleplex-Ansétze.

AbschlieBend ldsst sich feststellen, dass die Kombination von p4/- und ospA-System ohne
Probleme und ohne Einfluss auf die Sensitivitit moglich war. Das ntb2-System konnte

dagegen nur auf Kosten einer Sensitivititsminderung eingebaut werden.
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4. Diskussion

4.1 Zeckenaktivitat

Die vorliegende Arbeit zeigt erstmals Daten zur regionalen und lokalen Aktivitdt von Ixodes
ricinus unter der besonderen Beriicksichtigung abiotischer und biotischer Faktoren an vier
verschiedenen Plitzen in Bayern mit unterschiedlichen Okosystemen.

Insgesamt wurden im Jahr 2011 von Mérz bis November 4513 Zecken der Spezies Ixodes
ricinus gesammelt. Durchgéngig wurden mehr Nymphen als Adulte gefangen. Larven wurden
bis auf eine Ausnahme {iberraschenderweise nicht registriert, obwohl sie in anderen Studien
regelméfig gefunden werden (Hubalek und Halouzka 1998). Interessanterweise haben auch
andere Arbeitsgruppen des VICCI-Projektes in diesem Zeitraum an verschiedenen
Sammelgebieten Siiddeutschlands kaum Larven gefunden (Dr. Essbauer und Dr. Dobler,
Bundeswehr Miinchen und Dr. Silaghi, Veterindrmedizin LMU, personliche Mitteilung). Eine
Erklarung fiir diesen Befund konnte nicht gefunden werden.

Die mittlere Zeckenaktivitit variierte zwischen 0/100m” und 163/100m”. Zum Vergleich:
Schwarz et al. (2009) beobachteten im Siebengebirge eine mittlere Aktitvitit zwischen
0/225m” und 160/225m’.

Interessanterweise wurden im gesamten NPBW nur zwdlf Zecken an acht Sammelterminen
gesammelt, entsprechend 0,15 Zecken/100m”. Als Grund hierfiir sind der fehlende
anthropogene Einfluss als auch das spérliche Auftreten anderer Wirte, wie Wildtiere und
Vogel, anzunehmen. Sobald auBlerhalb der Grenzen des Parks abgeflaggt wurde, fanden sich
signifikant hohere Zahlen von Ixodes. Auch Schwarz et al. (2009) konnten in einem
geschiitzten Waldstiick vergleichsweise wenige Zecken (10 Zecken/225m?) sammeln.

Die hochste Aktivitit wurde zwischen Anfang Mai und Mitte Juni registriert, also unimodal.
Zum Vergleich: Im Jahr 2010 wurde ein bimodales Verhalten in Bayern mit Spitzen im Mai
und Juni bzw. im August und September festgestellt. Dieses heterogene Bild zeigt sich auch
in Europa. Wiahrend einige Studien zweigipflige Aktivitdtsmaxima registrieren konnten
(Bormane et al. 2004, Cadenas et al. 2007, Estrada-Pena et al. 2004, Schwarz et al. 2009),
zeigte sich in anderen ebenfalls nur ein eingipfliges (Jouda et al. 2004, Reye et al. 2010,
Perret et al. 2004). Grundsitzlich scheinen klimatische Verhiltnisse und die Hohe eine
entscheidende Rolle im saisonalen Verhalten der Zecken zu spielen. Im Frithsommer 2011
konnte also eine Wetterlage geherrscht zu haben, die die Ixodes-Populationen so beeinflusst
hat, dass ihre Entwicklung im friihen Herbst nachhaltig beeintridchtigt war (vgl. Daniel et al.
2006). Die Auswertung der Wetterdaten ergab allerdings keinen zwingenden Hinweis darauf.

Zumindest im Englischen Garten konnte ein weiterer Grund entscheidend sein: im Sommer
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werden die Wiesen von einer Schatherde abgegrast. Somit konnte das optimale Habitat der
Zecken verlorengegangen sein.

Von Bedeutung ist aber, dass im Rahmen des VICCI-Projekts eine Zunahme der
Zeckenaktivitdt in Bayern im Verlauf der letzten Jahren festgestellt werden konnte, ebenso in
vielen weiteren Landern Europas (Cadenas et al. 2007, Danielova et al. 2008, Scharlemann et

al. 2008). Das Risiko an Lyme-Borreliose zu erkranken ist damit grof3er geworden.

4.2 Zeckenaktivitiat und Klima

Das VICCI-Projekt hatte sich zum Ziel gesetzt, die durch den Klimawandel nachhaltig
verdnderten Bedingungen fiir die Zecken zu dokumentieren und als Basisdaten fiir zukiinftige
longitudinale Studien bereitzustellen. Zusitzlich zu den klimatischen Einfliissen sollten
anthropogene Faktoren untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden die mikroklimatischen
Verhéltnisse mit Data-Loggern dokumentiert, Wetterdaten vom Deutschen Wetterdienst
integriert und eben solche Beprobungspunkte ausgewihlt, die die oben genannten
Voraussetzungen erfiillten: der Englische Garten, OberschleiBheim und der Bayerwald sind
im Gegensatz zum NPBW anthropogen stark beeinflusst; entlang eines Hohengradienten
konnten dagegen sehr gut klimatische Verhiltnisse dokumentiert werden.

Grundsitzlich ist das Klima eine treibende Kraft in der Entwicklung der Zecken (Estrada-
Pena et al. 2012, Estrada-Pefia et al. 2013). Es konnte aber gezeigt werden, dass nur die
Temperatur mit einer erhohten Zeckenaktivitét positiv korreliert ist (Daniel et al. 2008). Die
Luftfeuchtigkeit dagegen scheint einen geringeren Einfluss zu besitzen (Zakovska et al.
2007), wiahrend die Bodenfeuchtigkeit als wichtig angesehen wird, um die Zecken vor
Austrocknung zu schiitzen (Schwarz et al. 2009). Allein warme Temperatur reicht aber nicht

aus, da zu heiBBe Verhiltnisse die Zecken negativ beeinflussen (Perret et al. 2000).

4.2.1 Zeckenaktivitiat und Temperatur

Betrachtet man die Temperaturverhédltnisse im Jahr 2011, so konnten Ixodes in einem Bereich
von 10,5 °C bis zu 27 °C gesammelt werden, die meisten iiber 18 °C. Dies war konform zur
vorherrschenden Meinung, dass erst ab einer bestimmten Temperatur eine signifikante
Zeckenaktivitit zu bemerken ist (Daniel et al. 2006). Nichtsdestotrotz streuten die
Temperaturwerte in der vorliegenden Arbeit so weit, dass eine positive Korrelation nicht
gefunden werden konnte. Die Ergebnisse von Daniel et al. (2008) konnten somit nicht

bestétigt werden.
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4.2.2 Zeckenaktivitiat und Luftfeuchtigkeit

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Zecken bei Luftfeuchtigkeit im Bereich von 35% bis 87%
gefangen, viele iliber 60%. Interessanterweise konnte 2011 — &hnlich zur Temperatur — keine
positive Korrelation der Luftfeuchtigkeit mit der Zeckenaktivitit beobachtet werden, da auch
bei niedrigen Werten eine hohe Anzahl von Zecken gefangen wurde. Wie oben schon
bemerkt, ist diese aber auch nicht entscheidend. Genauso wichtig ist die Bodenfeuchtigkeit,
die in der vorliegenden Arbeit leider nicht explizit untersucht werden konnte. Grundsétzlich
sind die langerfristigen Verhéltnisse an einem Sammelort von Bedeutung, um den Zecken ein

optimales Habitat zu ermdglichen (Estrada-Pena 2008).

4.2.3 Zeckenaktivitiat und Beschattung

Einzig die Beschattung hatte einen wesentlichen Einfluss auf die Zeckenaktivitit. So wurden
v. a. an sehr schattigen Pldtzen (>80%) eine besonders hohe Zeckenaktivitdt beobachtet, der
Einfluss war signifikant. In der Literatur wurde dieser Parameter meines Wissens noch nie
isoliert betrachtet und stellt damit einen Faktor da, der in kiinftigen Privalenzstudien Eingang
finden sollte. Hier herrschen optimale Verhiltnisse fiir Ixodes, d.h. das Abflaggen solcher
Standorte ermdglicht valide Ergebnisse iiber die Zeckenaktivitét in einer Region. Auch bei der
Aufklarung tiber das Risiko von zeckentibertragenen Erkrankungen sollte dieses neue Wissen

geniitzt werden.

Zusammenfassend muss als Ergebnis des VICCI-Teilprojektes festgehalten werden, dass die
allgemeinen Ansichten in der Literatur liber Zecken und die vermuteten Auswirkungen des
Klimawandels auf ihre Aktivitit nicht bestitigt werden konnten. So scheinen Ixodes ricinus
einen weiten Temperatur- und Luftfeuchtigkeitsbereich tolerieren zu konnen. Die Giiltigkeit
dieser Ergebnisse wird allerdings dadurch eingeschrinkt, dass die Zeckenaktivitit einem
komplexes Zusammenspiel vieler Faktoren unterworfen ist, von denen einzelne nicht erfasst
werden konnten. Zudem ist der Beobachtungszeitraum von einem Jahr als sehr kurz

anzusehen.

4.3 Zeckenaktivitat und menschlicher Einfluss

Im Gegensatz zu klimatischen Parametern deuten unsere Ergebnisse darauf hin, dass

anthropogenen Faktoren die Zeckenaktivitit deutlich verdndern. Im Nationalpark Bayerischer
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Wald gibt es seit seiner Griindung 1970 keine land- und forstwirtschaftliche Nutzung mehr.
Im Rahmen dieser Studie wurden hier eine duBlerst niedrige mittlere Zeckenaktivitidt von
0,15/100m” beobachtet, wihrend im angrenzenden Bayerischen Wald Spitzenwerte bis
393/100m” erreicht wurden. Bezeichnenderweise unterliegt diese Region starker land- und
forstwirtschaftlicher Nutzung sowie Tourismus. Es ist anzunehmen, dass diese Umstidnde
nicht nur Einfluss auf die klimatischen Bedingungen, sondern auch auf Vegetation und Tiere
nehmen. Die landwirtschaftliche Nutzung erhoht ndmlich das Nahrungsangebot fiir Nager,
Rotwild und Viégel, die wichtige Wirtstiere flir Zecken sind.

Ein weiteres Beispiel fiir anthropogenen Einfluss auf Zecken ist der Englische Garten. Dieser
Stadtpark ist ein beliebtes Naherholungsgebiet und wird viel von den Einwohnern genutzt.
Auch hier wurde regelméBig eine vergleichsweise hohe Zeckenaktivitit festgestellt,
vermutlich wieder durch ein erhohtes Wirtstieraufkommen aufgrund Fiitterung und
Nahrungsmitteln im Abfall. Medlock et al. (2013) konnten dementsprechend in ihrem Review
anthropogenen Faktoren ebenfalls einen Einfluss auf das Verhalten von Zecken nachweisen.
So mussten zumindest fiir diese Studie menschlichen Beeinflussungen ein grofleres Gewicht

als klimatischen Faktoren eingerdumt werden.

4.4 Zeckenaktivitat und Hohe iiber NN

Der Einfluss der Hohe iiber NN auf die Zeckenaktivitit wurde in der vorliegenden Arbeit
anhand eines Hohengradienten bestimmt. Auch in der Literatur finden sich viele Arbeiten, die
diesen Parameter explizit betrachten, gerade weil Zecken aufgrund immer wirmerer
Durchschnittstemperaturen in immer hoéheren Gegenden gefunden werden. Im Jahr 2011
konnten Zecken bis auf 1100 m gefangen werden, mit einer deutlich reduzierten Aktivitét ab
etwa 760 m. Zudem war keine davon infiziert. Eine mogliche Ursache konnte darin liegen,
dass diese Grenze in etwa mit dem den Ubergang in den Nationalpark Bayerischer Wald
iibereinstimmt. Alle Beprobungspunkte oberhalb dieser Hohe lagen im Naturreservat und
somit in einem vor anthropologenem Einfluss geschiitzten Bereich. Hier fehlen Vektoren wie
Vogel, die Zecken und damit auch Borrelien in grole Hohen transportieren (Jouda et al.
2004). In Studien aus vielen Lindern Europas konnte dagegen ein nachgewiesener Einfluss
der Hohe statiert werden (Altobelli et al. 2008, Danielova et al. 2010, Gilbert 2010, Stunzner
et al. 2006). Grundsédtzlich nahm die Zeckenaktitivitdt mit zunehmender Hohe immer ab, aber
es fand sich eine zunehmende Migration von Zecken aller Stadien in groBen Hohen und sie

waren z.T. auch mit Borrelien infiziert (Cadenas et al. 2007). Allgemein sinken zwar die
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Infektionsraten mit Borrelien mit zunehmender Hohe, doch zeigt sich ein Anstieg der

Zeckenaktivitdt moglicherweise aufgrund wiarmerer Temperaturen (Danielova et al. 2010).

4.5 Zeckenaktivitit und Vegetation

Die Vegetation an fast allen Beprobungspunkten bestand aus Wildern mit Unterwuchs bzw.
Wegrindern mit krautiger und grasartiger Bepflanzung. Studien aus anderen Léndern
bestétigen, dass hier die meisten Zecken gesammelt werden konnen (Altobelli et al. 2008,
Lindstrom and Jaenson 2003). Hubalek et al. (2006) konnten sogar statistisch belegen, dass in
Waldgebieten eine hohere Zeckendichte als auf freien Flichen zu erwarten ist. In dieser
Studie konnten signifikant weniger Zecken gesammelt werden, nachdem der Unterwuchs
eines Waldgebietes entfernt worden war.

Im Rahmen des VICCI-Teilprojektes wurde kein Unterschied der Zeckenaktivitit zwischen
Waldgebieten und Wegridndern gefunden. Dies erscheint logisch, da in beiden Habitaten
optimale Voraussetzungen fiir die Zecke (und auch fiir den Wirt) herrschen: dichte
Bepflanzung, hoher Wuchs und ausreichend Beschattung. Auch wenn im Englischen Garten
Wiesenrdander und damit vermeintlich ungiinstiges Habitat vorherrschte, so zeigte sich auch
hier der Einfluss der Vegetation. Als eine Schafherde im Sommer die Flichen und Rénder

abgegrast hatte, wurde eine deutlich niedrigere Zeckenaktivitit beobachtet.

4.6 Zeckenaktivitiit und Vogel

Vogel sind wichtige Wirte flir Zecken und Borrelien (Hanincova K et al. 2003a, Hasle et al.
2011). Mit den bereitgestellten Daten der Nationalparkverwaltung war es moglich den
Vogelbestand im Nationalpark und an den anderen Sammelstellen im Bayerischen Wald zu
ermitteln. Im geschiitzten Bereich fanden sich deutlich weniger Vogel und ebenso eine sehr
geringe Zeckenaktivitit. Daher kann spekuliert werden, dass in diesem geschiitzten Bereich
aufgrund fehlender Wirtsaktivitit ein Uberleben der Zecken nicht oder nur sehr schwer
moglich ist.

Grundsitzlich sind weitere longitudinale Studien vonndten, um den Einfluss aller oben

genannten Parameter weiterhin zu untersuchen.
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4.7. Priavalenz von B. burgdorferi in I. ricinus

4.7.1 Infektionsraten

Die Infektionsraten der Zecken mit Borrelien bewegten sich fiir Nymphen in einem Bereich
von 8,1% bis 19,3% und fiir Adulte von 16,8% bis 50%. Deutschlandweit finden sich
dhnliche Werte: so errechneten Faulde und Robbins (2008) fiir ein Waldgebiet nahe Koblenz
eine Infektionsrate fiir Nymphen von 9,4% und fiir Adulte von 33,3% (Ménnchen) bzw.
56,25% (Weibchen). Kampen et al. (2004) registrierten eine Rate von 12,9% fiir Nymphen
und 21,1% fiir Imagines. Fiir den Englischen Garten ist zudem ein Vergleich mit einer
fritheren Studie moglich (Fingerle et al. 2008). Hier wurde eine Infektionsrate von 37,2%
festgestellt, in der vorliegenden Arbeit dagegen nur von 19,5%. Dieser Unterschied ist
signifikant (p<0,001). Deutlich weniger Ixodes sind also mit Borrelien infiziert, der Englische
Garten ist aber, von den hier untersuchten Regionen, immer noch der Beprobungsort mit der
zweithochsten Rate. Hierbei ist interessant zu bemerken, dass die Zeckenaktivitit im
Vergleich niedrig war. Das deutet darauf hin, dass die diskutierten Einflussfaktoren auch
isoliert nur die Borrelienprivalenz beeinflussen konnen. Somit bleibt dieses beliebte
Naherholungsgebiet eine Risikogegend fiir Lyme-Borreliose.

Betrachtet man weitere Studien aus ganz Europa zeigen sich ebenfalls Ubereinstimmungen in
den Infektionsraten. So waren entlang eines Hohengradienten in Tschechien 38% der
Nymphen, 40% der Weibchen und 14% der Ménnchen infiziert (Danielova et al. 2004). Im
Elsass waren 9-24% der Nymphen und 21-36% der Imagines positiv (Ferquel et al. 2006).
SchlieBlich lag die Infektionsrate fiir Nymphen in der Slowakei zwischen 1-13% und die der
Adulten zwischen 0-28% (Lencakova et al. 2006). Somit lagen die Ergebnisse dieser Arbeit
deutschland- und europaweit in Bereich anderer Studien. Des Weiteren zeigte sich, dass
Nymphen insgesamt weniger als Adulte mit Borrelien infiziert sind, was allgemein in Europa
gilt (Rauter und Hartung 2005).

Dass im NPBW iiberhaupt keine Zecke infiziert war, dass die Infektionsrate
hochstwahrscheinlich von der Dichte einer Population abhiangt (Gray et al. 2009). Da in dieser
Region eine duflerst niedrige Zeckenaktivitidt beobachtet wurde, ist die Wahrscheinlichkeit
einer Infektion mit Borrelien vernachléssigbar gering.

In Lindau dagegen wurde unter allen Untersuchungsgebieten die hochste Infektionsrate
sowohl fiir Nymphen als auch fiir Adulte erhoben. Im Jahr 2010 war diese mit 5% noch
marginal. Ein Grund mag gewesen sein, dass in Relation zu den anderen Sammelstellen

wenige Zecken gesammelt wurden und daher das Ergebnis leicht verzerrt wird. Viel eher
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konnen hier aber standortliche Faktoren (mikroklimatische Bedingungen, Wirtstierpopulation)
gewirkt haben, die im Einzelnen iiberhaupt nicht erfasst werden kénnen.

Bei so einem Vergleich von Pridvalenzen mehrerer Studien muss man allerdings immer die
Aufteilung der Zeckenstadien sowie die Gesamtanzahl der untersuchten Zecken und die z. T.
unterschiedlichen ~Nachweismethoden beriicksichtigen, da diese Faktoren einen
entscheidenden Einfluss auf die Ergebnisse haben. Laut Hubalek und Halouzka (1998) aber

ist die PCR fur Pravalenzstudien die sensitivste Methode.

4.7.2 Verteilung der einzelnen Borrelienspezies

In der Abflaggperiode 2011 konnten alle humanpathogenen Spezies detektiert werden. Bei
der Verteilung der unterschiedlichen Borrelienspezies wurde eine Dominanz von B. afzelii an
allen Standorten deutlich. Diese Spezies war damit auch die hdufigste. Grundsitzlich zeigt B.
afzelii in Europa eine hohe Privalenz (Bormane et al. 2004, Ferquel et al. 2006, Reye et al.
2010). Im Vergleich zur Vorgédngerstudie (Fingerle et al. 2008) war die Prdvalenz aber nahezu
verdoppelt; 2008 und in einer noch fritheren Arbeit (Fingerle et al. 2004) war sogar B. garinii
die dominante Spezies. Dies kann z.T. an den unterschiedlichen Untersuchungsverfahren
liegen, aber auch an unterschiedlichen Wirtstierpopulationen, die eine kiirzere Generationszeit
als Zecken aufweisen und so einer hohen Fluktuation unterworfen sind.

Am zweithdufigsten wurde B. burgdorferi s.s. angetroffen. Diese Spezies wird in anderen
Studien vergleichsweise selten gefunden (Rauter und Hartung 2005). 2008 konnte in Bayern
mit 22% aber auch schon ein relativ hohe Pridvalenz von B. burgdorferi s.s. verzeichnet
werden (Fingerle et al. 2008). Zudem zeigen auffallender Weise Untersuchungen des NRZ
Borrelien zur Verteilung von Borrelien in Hirsch-Lymphgewebe aus Bayern (Klier et al.
2012) ausschlieBlich Infektionen mit dieser Spezies. Ob dafiir besondere klimatische
Verhiltnisse oder das Vorkommen bestimmter Wirtsorganismen verantwortlich sind, konnte
abschlieBend nicht geklidrt werden. Bei einer Studie aus der Slowakei wurde die These
aufgestellt, dass ein bestimmter Wirt als Filter fiir eine ebenfalls {iberraschend hohe Privalenz
von B. burgdorferi s.s. wirkt (Lencakova et al. 2006). Ahnliche Verhiltnisse scheinen auch in
Bayern zu gelten.

Bestitigt werden konnte das gehdufte Vorkommen von B. spielmanii im Englischen Garten
(Fingerle et al. 2008). An keinem anderen Ort in Bayern konnten sowohl 2008 als auch 2011

so viele Exemplare dieser Genospezies registriert werden.
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Ein weiteres interessantes Ergebnis war die heterogene Verteilung von B. bavariensis. So
wurde sie im Englischen Garten liberhaupt nicht gefunden, in Lindau war sie dagegen die
dritthdufigste Spezies. Das mag an methodischen Problemen liegen, da die 4#bb real-time PCR
Probleme mit der Unterscheidung von B. garinii und B. bavariensis aufwies (s. Kap. 3.9). In
der Literatur finden sich leider nicht viele Angaben iiber die Verteilung von B. bavariensis, da
sie erst vor kurzem entdeckt wurde (Margos et al. 2009). Davor wurde sie als B. garinii
Serotyp 4 bezeichnet. Die wenigen Studien, die nach Serotypen aufteilen und diese Spezies
untersuchen (Lencakova et al. 2006), zeigen Werte von 4-89 % aller B. garinii je nach
Standort. Somit ist diese Genospezies in Mitteleuropa hdufig und es fillt daher auf, dass sie in
dieser Arbeit nur relativ selten gefunden wurde. Fingerle et al. (2008) konnten ihr eine
enorme klinische Bedeutung nachweisen, da sie die zweithdufigste aus Liquorisolaten
kultivierte Spezies war und den hdufigsten Serotyp aller B. garinii-Isolate darstellte. Diese
Werte stellten sich in einer nachtriiglichen Uberpriifung fiir diese Arbeit als signifikant dar
(p<0,001). Grundsitzlich ist es also ein Nachteil dieser Studie, dass B. garinii nicht nach
Serotypen aufgeteilt wurde, um eine Aussage iiber deren Verteilung in Bayern zu
ermoglichen. Da die A4bb real-time PCR nur Serotyp 3 und alle anderen nicht weiter
unterscheiden kann, wiére eine Nachuntersuchung aller B. garinii mit der konventionellen
ospA-PCR (s. Kap. 2.4.2) sinnvoll.

B. lusitaniae wurde in dieser Studie nicht gefunden, da sie von der p4/ real-time PCR nicht
detektiert werden kann. Dies stellte einen Schwachpunkt der Studie dar, da B. lusitaniae
durchaus in Europa zu finden ist (Rauter und Hartung 2005), am hdufigsten allerdings in
Stideuropa. Deshalb sind in Bayern niedrige Privalenzraten zu erwarten. Interessant wére es
allerdings in den néchsten Jahren Zecken auf das Auftreten dieser Spezies zu untersuchen, da
in der Folge des Klimawandels ein vermehrtes Auftreten in Mitteleuropa méglich ist.
Ergénzend sei noch erwéhnt, dass die Daten fiir die Spezies B. garinii und B. bavariensis bzw.
B.spielmanii und B. valaisiana immer unter der Vorbehalt betrachtet werden miissen, dass die
hbb real-time PCR Unterscheidungsprobleme bei den genannten Spezies aufweisen kann (s.
Kap. 3.9). Eine Nachuntersuchung mittels RFLP wire auch hier wiinschenswert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen sehr gut, dass eine genaue Vorhersage der
Verteilung der einzelnen Spezies an einer Sammelstelle nahezu unmoglich ist. Der fehlende
Nachweis einer bestimmten Spezies schlieBt aber ihr Vorkommen an einem bestimmten

Beprobungspunkt nicht génzlich aus.
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4.7.3 Mehrfachinfektionen

In der Sammelperiode 2011 waren insgesamt 20 Zecken mit mehreren Borrelienspezies
gleichzeitig infiziert. Imagines waren deutlich héufiger infiziert, was logisch erscheint, da
diese schon zwei Blutmahlzeiten in ihrer Entwicklung hinter sich haben und Borrelien von
Zecken normalerweise wihrend einer Blutmahlzeit erworben werden. Grundsitzlich werden
Mehrfachinfektionen aber gleich hdufig bei Nymphen und Adulten gefunden (Rauter und
Hartung 2005). Die haufigste Mehrfachinfektion, die gefunden wurde, war die Kombination
aus B. burgdorferi s.s. und B. afzelii, eine Kombination, die in anderen Studien relativ selten
gefunden wurde (Kurtenbach et al. 2001, Lencakova et al. 2006). Die Dominanz dieser
Genospezies im Jahr 2011 wird dadurch nochmals unterstrichen. Von Interesse ist sicherlich
auch, dass B. valaisiana im Englischen Garten nur in Mischinfektionen zu finden war,
wihrend es 2008 noch die dritthdufigste Spezies war (Fingerle et al. 2008). In den
Sammelregionen dieser Studie scheinen also besondere Wirtstierverhidltnisse ausschlaggebend
zu sein, die bestimmte andere Borrelienspezies begiinstigen als die vermeintlich hdufigsten
(Kurtenbach et al. 2001). Auffallend war, dass die meisten Mischinfektionen in
OberschleiBheim und im Englischen Garten zu finden waren; hier ist zusétzlich ein deutlicher

anthropogener Einfluss zu vermuten.

4.8 Verbesserung der Diagnostik

Die Diagnostik der Lyme-Borreliose stiitzt sich z. Zt. weitestgehend auf die Serologie, aber
die PCR wird in diesem Bereich immer wichtiger (Stanek et al. 2012, Wilske et al. 2007). In
der Frithphase der Erkrankung scheint diese Methode sogar iiberlegen (Liveris et al. 2012).
Gerade deshalb ist es eine wichtige Aufgabe des NRZ Borrelien die Diagnosestellung diese
Erkrankung zu verbessern und ggf. in Leitlinien zu verankern. Zu diesem Zweck wurden von
Brenauer (2015) verschiedene kommerzielle Kits ausgetestet und ein weiteres in dieser

Arbeit, um die Datenlage zu verbessern.

4.8.1 ,,B. burgdorferi real-time*“ Kit

Die Evaluierung des Attomol-Kits erbrachte als erstes Ergebnis, dass alle getesteten Spezies
detektiert werden konnten. Allerdings lieB3 sich keine Differenzierung der einzelnen Spezies
vornehmen. Ergebnisse lagen fiir folgende Ansidtze und Kits bereits vor: p4/ real-time,

Microgen, ospA real-time, hbb real-time und ospA konventionell (Brenauer 2015). Die p41
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real-time PCR erkannte alle Spezies auller B. [lusitaniae, aber auch hier konnte keine
Differenzierung vorgenommen werden. Somit wurden die Ergebnisse von Schwaiger et al.
(2001) bestitigt. Auch das Microgen Kit konnte B. lusitaniae nicht detektieren und eine
Einteilung in einzelne Spezies war auch hier nicht moglich. Das gleiche galt fiir die osp4 real-
time PCR. Finzig die #bb-PCR konnte beide Fihigkeiten in sich vereinen: Detektion aller
Borrelienspezies und Differenzierung aufgrund anschlieender Schmelzkurvenanalyse (vgl.
hierzu auch Portnoi et al. 2006; Ferdin et al. 2010). Ergénzend zu den Daten von Brenauer
(2015) soll noch die Evaluierung eines Kits von TIB Molbio erwéhnt werden. Mit diesem war
es moglich alle Spezies auller B. [usitaniae zu detektieren und zu differenzieren (Wolff und
Gerritzen 2011).

Auch weitere publizierte Ansédtze bieten sich zum Vergleich an: (Mommert et al. 2001)
erreichten mit ihrer Amplifikation des p66-Gens und anschlieender Schmelzkurvenanalyse
eine Differenzierung von B. burgdorferi s.s., B. afzelii und B. garinii. Inwieweit weitere
Spezies detektiert werden konnen ist fraglich, da nur die drei genannten getestet wurden.
Auch Rauter et al. (2002) konnten diese drei Spezies mit Schmelzkurven identifizieren.
Strube et al. (2010) konnten ihre getesteten Spezies alle erkennen, aber die Differenzierung
gelang nur liber anschlieBende Gel-Elektrophorese und damit nicht in einem Zug.

Trotzdem scheint das fla-Gen am besten geeignet fiir die Detektion von Borrelien (Yang et al.
2012). Somit kann das Attomol-Kit durchaus in der klinischen Routine eingesetzt werden.
Allerdings wire eine Spezies-Differenzierung wiinschenswert.

Die Bestimmung des LOD zeigte eine nahezu homogene Sensitivitit von 10 Kopien pro PCR-
Ansatz. Nur B. garinii Serotyp 6 wies ein LOD von 100 Kopien auf und kann damit
geringfligig schlechter diagnostiziert werden. Dies konnte ein Nachteil sein, da dieser Serotyp
ein hiufiger Erreger der Neuroborreliose ist (Fingerle et al. 2008). B. japonica wies eine noch
schlechtere Nachweisgrenze auf (100.000 Kopien), was allerdings kein Nachteil darstellt, da
diese Spezies als apathogen gilt (Stanek und Reiter 2011) und fast nur in Asien zu finden ist.
Zur Austestung der Sensitivitdt ist abschlieBend anzumerken, dass alle Werte mit einer
gewissen Unsicherheit belegt sind, da nur 0.1 Kopien sechsfach getestet wurden und nicht alle
Stufen, wie es normalerweise gefordert wird (AFNOR 2003). Inwieweit die LOD damit vom
wirklichen Wert abweicht, kann nicht beantwortet werden. Es sollten aber nur minimale
Varianzen sein, da die Ergebnisse fiir alle Staimme verldsslich reproduziert wurden.

Ein vergleichsweise besseres LOD hat nur das MicroGene Kit, das bei einigen Spezies eine
Sensitivitdt von 1 Kopie aufweist (Brenauer 2015). Die p41/ real-time PCR und die ospA real-

time PCR erwiesen sich als nahezu dquivalent zum Attomol Kit. Wolff und Gerritzen (2011),
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die ein Kit von TIB Molbio evaluierten, erzielten einen identischen Bereich (1-10 Kopien).
Allein die hbb real-time PCR wies fast durchgehend ein LOD von 100 Kopien auf und war
damit geringfiigig schlechter (Portnoi et al. 2006). Sie wurde daher nicht zum Screening
eingesetzt, sondern zur Speziesdifferenzierung. Ein weiterer Vergleich zeigt den Vorteil von
real-time PCRs in der klinischen Analytik der Lyme-Borreliose: die konventionelle ospA-
PCR war deutlich unsensitiver, z.T. sogar um zwei log-Stufen (Brenauer 2015).

Die oben schon erwédhnten Publikationen zeigten dhnlich gute Sensitivitidten. Rauter et al.
(2002) konnten mit ihrem Ansatz 1-10 Kopien nachweisen, ebenso Strube et al. (2010).
Interessanterweise konnten Michel et al. (2004) mit einer konventionellen semi-nested PCR
ebenfalls solche Werte erreichen. Die Ergebnisse der Sensitivititstestung zeigen trotzdem
erncut, dass das Attomol-Kit fiir die klinische Routine einsetzbar ist.

Fiir jeden getesteten Stamm wurde die Effizienz der PCR, slope und Bestimmheitsmal}
berechnet. Die Ergebnisse zeigten eine Effizienz in einem Bereich von 90%-110%, der als
optimal fiir eine PCR gilt (AFNOR 2003). Damit kann davon ausgegangen werden, dass in
jedem Zyklus die Ziel-DNA verdoppelt wird. So gesehen sind die Ergebnisse auch nicht rein
zufillig entstanden, da das Bestimmheitsmaf in einem Bereich um 1 liegt.

Die Spezifitit des Attomol-Kits wurde mit Hilfe 18 verschiedener Leptospiren und flinf
weiteren Verwandten des B. burgdorferi-Komplexes ermittelt. Brenauer (2015) verwendet in
seiner Arbeit die gleichen Spezifititen, so dass hier ein guter Vergleich moglich ist. In der
vorliegenden Arbeit wurde nur B. hermsii amplifiziert mit einem LOD von 10000 Kopien.
Alle anderen Proben wiesen keinen Cp auf. Dies bedeutet, dass das Attomol-Kit eine sehr
hohe Spezifitit aufweist und falsch-positive Ergebnisse nahezu ausgeschlossen werden
konnen. Auch die anderen kommerziell erhiltlichen Kits weisen eine hohe Spezifitit auf
(Brenauer 2015). Somit konnen diagnostische Ergebnisse mit hoher Sicherheit bei typischer

Klinik des Patienten und evtl. passender Serologie erwartet werden.

4.8.2 Duplex-und Triplexansatz

Multiplex-Ansétze nehmen in der PCR-Diagnostik mittlerweile einen hohen Stellenwert ein.
Egal ob im Lebensmittelbereich (Kdppel et al. 2012) oder in der Medizin (Huber et al. 2011)
eingesetzt — die Vorteile, allein schon durch die schnellere Detektion mehrerer Gene, sind
nicht von der Hand zu weisen. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit versucht,

zwel Multiplex-Ansétze fiir Diagnostik der Lyme-Borreliose zu designen.
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Zur Evaluierung eines Duplex real-time Protokolls wurden fiir B. [usitaniae spezifische ospA-
Primer designt. Sie zeichneten sich durch eine hohe inklusive und exklusive Spezifitit und
eine spezifische Produktgrole von 116 Bp aus. Dies wurde durch Testung aller Spezies im
ospA-Singleplex-Ansatz bestdtigt. Fine sichere Detektion von B. lusitaniae war somit
moglich.

Die Annealing-Temperatur fiir die Primer konnte auf 54 °C festgelegt werden, da hier sowohl
ospA- als auch p41-System stabile Bande in einer Gradienten-PCR aufwiesen. Nur so konnte
von einer sicheren Amplifikation der Zielgene ausgegangen werden. Darauf mussten in
mehreren Versuchsreihen sowohl fiir den Singleplex-Ansatz als auch fiir den Duplex-Ansatz
Primer- und Sondenkonzentrationen titriert werden. Die endgiiltigen Konzentrationen von
600uM fiir die ospA-Primer und 150uM fiir die Sonde erwiesen sich als optimal. Im
Vergleich zu den Protokollen der einzelnen Systeme sind die einzusetzenden Mengen in den
meisten Fillen hoher, aber immer noch in einem Bereich liegend, in dem Uberstrahlungen
und unspezifische Amplifikationen nicht mdglich sind (Gill et al. 2000). Glinstigerweise
konnten die Konzentrationen fiir das Duplex-und Triplex-Protokoll beibehalten werden. So
konnte eine groBe Homogenitét erreicht und — noch viel wichtiger — Vergleiche zwischen
Singleplex und Multiplex einfacher gezogen werden.

Die in dieser Arbeit evaluierten Duplex- und Triplex-Ansdtze stellen m.W. die erste
Beschreibung einer Kombination von p4/- und ospA-System dar. Dies ist eine interessante
Tatsache, da viele PCR-Protokolle das fla- (Schwaiger et al. 2001, Pahl et al. 1999) oder das
ospA-Gen (Michel et al. 2004, Moter et al. 1994) als Zielsequenz niitzen. Zusétzlich wurde in
den Triplex-Ansatz mit ntb2 eine interne Inhibitionskontrolle eingebaut.

Aufgrund der guten Ergebnisse lieB3 sich zeigen, dass eine Multiplex-PCR in der Borreliose-
Diagnostik durchaus mdglich ist. Die auf dem Markt erhéltlichen kommerziellen Kits sind
groftenteils Singleplex-Ansdtze, die entweder durch die Amplifikation eines anderen Gens
alle humanpathogenen Spezies erfassen oder auch Liicken im Spektrum der Lyme-Borreliose-
Erreger aufweisen. Eine Aussage darliber aber, ob alle Borrelienspezies mit den neuen
Ansitzen erfasst werde konnen, ist nicht moglich, da die Versuche nur mit [P90 und PotiB2
durchgefiihrt wurden.

Die Bestimmung der Sensitivitit zeigte gute Ergebnisse. Das LOD des Duplex-Ansatzes lag
im Bereich von 10 bis 1 Kopie. Der Triplex-Ansatz zeigte eine Verschlechterung des LOD
um eine log-Stufe, was aber nicht an einer Inhibition der PCR lag. Die regelrechte
Amplifizierung der Inhibitionskontrolle ntb2 bewies diese Tatsache. Vielmehr ist

anzunehmen, dass der Vorrat an Nukleotiden im Ansatz zur Amplifikation dreier Gene mit
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zunehmender Dauer der PCR erschopft war. Der Ct von 100 Kopien liegt ndmlich bei ca. 34;
eine weitere Stufe wire also problemlos mdglich.

Ahnliche LOD-Bereiche erreichten alle getesteten kommerziellen Kits (Brenauer 2015) als
auch das Attomol-Kit (s. Kap. 3.12.2). So ist zumindest fiir den Duplex-Ansatz ein klinischer
Einsatz denkbar. Die schlechtere Sensitivitit des Triplex-Ansatzes ist allerdings fiir die
Routine ungeeignet. Die Ergebnisse beweisen daher allein, dass unter Hinzunahme eines
dritten Zielgens die Amplifikation nicht wesentlich gestort ist. Vielmehr wire es daher
denkbar, p41- bzw. ospA-Singleplex-PCR mit ntb2 zu kombinieren, da dieses Plasmid sehr
stabil erscheint. Eine interne Inhibitionskontrolle erhértet die Ergebnisse einer PCR und ist in
der Laborroutine von unschitzbarem Vorteil. Zumindest fiir ein ospA real-time Protokoll
wurde schon eine Inhibitionskontrolle vorgeschlagen (Gooskens et al. 2006), fiir die p41/ real-
time PCR wire es wiinschenswert. Das Plasmid ntb2 wiirde sich hierfiir anbieten.

Auch sind die Ansdtze den oben schon erwédhnten Publikationen in der Sensitivitdt nicht
wesentlich unterlegen. Einen LOD-Bereich von 1 bis 10 Kopien ist durchgédngig zu finden
(Schwaiger et al. 2001, Rauter et al. 2002, Mommert et al. 2001). Auch Strube et al. (2010)
erreichen dieses Niveau, und zwar mit einer Duplex-PCR. Allerdings ist das zweite Zielgen
eine Sequenz aus dem Ixodes-Genom und dient als Positivkontrolle. Nichtsdestotrotz war eine
Verschlechterung in der Sensitivitit nicht zu bemerken und beweist einmal mehr die
Tatsache, dass Multiplex-PCRs in der Borreliosediagnostik von wichtiger Bedeutung sein
konnen. Gerade die genetische Komplexitdt von B. burgdorferi s.l. (Aguero-Rosenfeld et al.
2005) und die immer weitere Ausbreitung dieses Komplexes durch den Klimawandel machen
neue Ansitze in den néchsten Jahren notig.

Die Effizienz, die slope und das Bestimmheitsmal} der neu entwickelten Methoden lagen in
sehr gutem Bereich. Das bedeutet, dass die Ansétze sicher arbeiteten und die Ergebnisse nicht
rein zufdllig entstanden sind. Der Triplex-Ansatz scheint aufgrund des Mangels an
Nukleotiden einen Sensitivitdtsverlust erlitten zu haben. Ein weiterer Hinweis darauf, dass die
beiden haufig verwendeten Systeme p4/ und ospA nicht in ihrer Performance eingeschriankt
werden, zumindest nicht, wenn man ein weiteres Zielgen hinzunimmt.

Ein Schwachpunkt in der Validierung stellt sicher die Tatsache dar, dass die neuen Ansitze
nur mit [P90 und PotiB2 ausgetestet wurden. In Anbetracht des immer weiter wachsenden 5.
burgdorferi s.]. Komplexes ist dies natiirlich zu wenig, um sichere Aussagen zu treffen, z. B.
in der Routine-Diagnostik der Lyme-Borreliose. Weitere Validierungsversuche miissen

folgen. Auch wurde keine Sperzifitit fiir die neuen Ansédtze bestimmt, falsch positive
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Ergebnisse konnten damit nicht sicher ausgeschlossen werden, auch wenn die Spezifitit der
einzelnen Systeme sehr hoch ist (Brenauer 2015)

Dennoch wurde ein Ziel erreicht, indem man die problemlose Kombination von p4/- und
ospA-System zeigen konnte. Dies ist ein wichtiges Ergebnis, da Multiplex-Ansdtze in den
ndchsten Jahren eine grofle Rolle spielen werden. Ob einer dieser Ansétze zukiinftig in der

Diagnostik  eingesetzt ~ wird, miissen = weitere = Validierungsversuche  zeigen.
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5. Zusammenfassung

Der erste Teil dieser Arbeit entstand im Rahmen des VICCI-Projektes ,,Prospektive Studie zur
Entwicklung von Borrelia burgdorferi s.l. Spezies in Ixodes ricinus in Bayern®, das sich zum
Ziel gesetzt hatte, den Finfluss des Klimawandels auf die Zeckenaktivitit und den
Infektionsstatus mit Borrelien zu untersuchen. Der zweite Teil beschéftigte sich mit der
Fragestellung, inwieweit die Diagnostik der Lyme-Borreliose mittels real-time PCR weiter
verbessert werden kann.

Zur Beurteilung der Zeckenaktivitit wurden im Jahr 2011 in vier verschiedenen Regionen in
Bayern standardisiert Zecken abgeflaggt. Die Beprobungspunkte wurden anhand der
Vegetation, dem moglichen Wirtstiervorkommen und dem anthropogenen Einfluss
ausgewdhlt. Gleichzeitig wurden mit Data-Loggern die mikroklimatischen Bedingungen an
den jeweiligen Sammelorten bestimmt. Von den gesammelten Zecken wurde darauf im Labor
automatisiert die DNA extrahiert und auf Borrelien mittels p4/ real-time PCR untersucht.
Jede positive Zecke wurde mittels hbb real-time PCR weiteruntersucht, um die genaue
Genospezies zu ermitteln. Proben mit unklaren Ergebnissen wurden zudem sequenziert oder
mittels RFLP untersucht. Die Verbesserung der Diagnostik bestand im ersten Schritt darin,
ein kommerzielles real-time PCR-Kit (Attomol) auf Sensitivitét, Spezifitidt und Effizienz hin
zu validieren, um schon erhobene Daten von anderen erhiltlichen Kits zu vervollstindigen
und einen Vergleichsstandard zu haben. Dieser wurde benétigt, um die in dieser Arbeit
designten Multiplex-Ansétze zu evaluieren. In einem Duplex-Ansatz wurden p4/- und ospA4-
Gen kombiniert, in einem Triplex-Ansatz wurde zudem eine Inhibitionskontrolle (ntb2)
eingebaut.

Insgesamt konnten im Jahr 2011 4513 Zecken aller Entwicklungsstadien gesammelt werden.
Die Zeckenaktivitit zeigte einen eingipfeligen Verlauf mit einem Maximum zwischen Mai
und Juni. Auffallend war, dass in einem anthropogen nicht beeinflussten Gebiet (NPBW) nur
zwOlf Zecken an acht Sammelterminen gefangen werden konnten, wihrend an den iibrigen
Sammelorten Aktivititen zwischen 0-393/100m” beobachtet wurden. Luftfeuchtigkeit und
Temperatur waren mit der Zeckenaktivitét liberraschenderweise nicht korreliert, wéhrend fiir
die Beschattung ein signifikanter Einfluss gefunden werden konnte. Die Infektionsrate mit
Borrelien zeigte groe Unterschiede zwischen den einzelnen Beprobungspunkten und war in
Lindau am hochsten. Signifikant mehr adulte Zecken als Nymphen waren infiziert. Die

Untersuchung auf Genospezies erbrachte, dass B. afzelii und B. burgdorferi s.s. die
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dominierenden Spezies in Bayern sind. Die anderen Arten verteilten sich sehr heterogen auf
die einzelnen Sammelorte.

Die Validierung des Attomol-Kits zeigte eine durchschnittliche Sensitivitit von 10
Genomkopien pro PCR-Ansatz, nur B. garinii Serotyp 6 wies ein LOD von 100 Kopien auf.
Die Spezifitit lag bei nahezu 100% und die Effizienz bewegte sich in einem Bereich von 90-
110%. Auch der neu designte Duplex-Ansatz erreichte ein LOD von 1-10 Kopien, wihrend
der Triplex-Ansatz eine log-Stufe schlechter lag. Die Effizienz fiir beide Systeme lag in einem
sehr guten Bereich.

So konnten einerseits im Rahmen des VICCI-Projektes wertvolle Basisdaten fiir weitere
longitudinale Studien, die die Beziehung Klimawandel und Zecken untersuchen, gewonnen
werden, andererseits die Diagnostik der Lyme-Borreliose verbessert werden, indem zwei
Multiplex-Ansétze evaluiert wurden, da solche Ansétze in der Zukunft eine groflere Rolle im

klinischen Alltag spielen werden.
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Anhang
Anhang 1: Sammelstellen im Bayerischen Wald; BW=Bayerwald, NPBW=Nationalpark
Standort Kiirzel Ho6he [m ii. NN] Vegetation
Grieshaus
BW Isa32 318 Auwald, Buchenmischwald
(Niederalteich)
Isarmiindung BW Isa3l 321 Auwald
Jochenstein BW Jos22 370 Buchenmischwald
Sulzsteg (Lindau) BW Jos17 375 Buchenmischwald
Hinterreckenberg BW  Igg35/36 407 Buchenmischwald
Elsenthal BW Els5 505 Buchenmischwald
Haufnang-Senging BW Sal27 540 Buchen/Fichtenmischwald
Erlau BW Jos19 590 Buchenmischwald
Schleicher NPBW  NP37 690 Fichtennadelwald
Waldspielplatz NPBW T2-1 740 Buchen-Fichtenmischwald
Falkenstein NPBW  T4-34 765 Buchen/Fichtenmischwald
Falkenstein NPBW  T4-35 775 Waldrand
Schwarzachebene = NPBW  T2-23 827 Totholzbereich
Gfall NPBW  T2-45 945 Buchenwald
Rachel NPBW  T2-50 1100 Wegrand
Falkenstein NPBW  T4-58 1215 Nadelwald
Falkenstein NPBW  T4-78 1340 Niedrigwiichsige Fichten
Waldschmidthaus NPBW  T2-63 1360 Wiesen-Strauchschicht



Anhang 103
Anhang 2: Mittlere Zeckenaktivitdt an allen Beprobungspunkten im Jahr 2011
Ot H[::;e st IR Zeckenaktivitiit/100 m’
N N Mean 95% KI Median Min Max Spannweite
EG 489 78 498 6,5 [3,6:9,4] 2 0 64 64
OSH 483 128 1365 12,2 [9,9;14,6] 7 1 50 49
LI 420 5 117 23,6 [5,5;41,7] 28 7 41 34
nepw 090 87 12 0,15 [-0,03;0,12] 0 0 7 0
1360
T2-63 1360 17 0 0
T4-78 1340 2 0 0
T4-58 1215 2 0 0
T2 1100 5 2 0,4 [-0,3;1,1] 0 0 1 1
T2-45 945 17 0 0
T2-23 827 17 3 0,18 [-0,03;0,38] 0 0 1 1
T4-34 775 3 0 0
T4 765 4 0 0
T2-1 740 17 0 0
NP37 690 3 7 2,3 [-7,7;12,37] 0 0 7 7
BW 318-590 64 2530 39,5 [22,7;56,4] 18,5 0 393 393
Jos19 590 2 65 32,5 [-253;318] 32,5 10 55 45
Sal27 540 15 499 333 [12,2;54,4] 16 0 115 115
Els5 505 19 359 18 [8,0;29,7] 9 0 77 77
Igg35/36 407 8 289 36,2 [19,2;53,0] 35 0 69 69
Jos17 375 6 979 163 [-10,4;336] 102 0 393 393
Jos22 370 6 312 52 [23,1;80,9] 52 16 87 71
Isa31 321 4 0 0
Isa32 318 4 27 6,8 [-1,8;15,3] 6 1 14 13

N=Anzahl; KI= Konfidenzintervall; Min=Minimum; Max=Maximum, IR= Ixodes ricinus, Abkiirzungen der Beprobungspunkte in

Anhang 1
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Anhang 3: Mittlere Luftfeuchtigkeit an allen Beprobungspunkten

Plots a

ort I-E:ll;e 100 m? Zec E:,ir:;l]i:ii, e Luftfeuchtigkeit
N Mean SD Median Min Max Spannweite
EG 489 78 6,5 69,9 12,5 71 40,5 89 48,5
OSH 483 128 12,2 63 16,5 67,8 35,3 81,1 45,8
LI 420 5 23,6 52,3 9,1 50 44 65 21
NPBW 17;‘20 87 0,15 65,7 14,9 68 40 85 45
T2-63 1360 17 0 64,88 14,9 63,5 56,5 73 16,5
T4-78 1340 2 0 n.d.
T4-58 1215 2 0 n.d.
T2 1100 5 0,4 n.d.
T2-45 945 17 0 68,94 15 66,75 57,5 81 23,5
T2-23 827 17 0,18 64,07 15,1 65,25 40 85 45
T4-34 775 3 0 66 5,5 66 61 71 10
T4 765 4 0 51 6,4 51 455 56,5 11
T2-1 740 17 0 70 14,9 70,38 47 84,5 37,5
NP37 690 3 2,3 55,75 13,4 55,75 68 43,5 24,5
BW 3519% 64 39,5 63,8 16 67,5 34,5 89 54,5
Jos19 590 2 32,5 28,75 0,4 28,75 28,5 29 0,5
Sal27 540 15 33,3 70,18 15,1 71,75 445 85,5 41
Els5 505 19 18 66,25 15 68,13 40 89 49
Igg35/36 407 8 36,2 39 17,9 39 34,5 44 9,5
Jos17 375 6 163 62,33 15,8 75 33 82,5 49,5
Jos22 370 6 52 49,5 15,8 49,5 40,5 62 21,5
Isa31 321 4 0 48,25 2,5 48,25 46,5 50 3,5
Isa32 318 4 6,8 35 0,7 35 34,5 35,5 1

N=Anzahl; SD=standard deviation; Min=Minimum; Max=Maximum; n.d.=nicht durchgefiihrt
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Anhang 4: Mittlere Temperatur an allen Beprobungspunkten

Plots a

N Mean SD Median Min Max Spannweite
EG 489 78 6,5 18,8 3,5 19 10,5 23,5 13
OSH 483 128 12,2 17,3 3,1 17,3 11,25 21,5 10,25
LI 420 5 23,6 22,4 2,6 22,75 19 25 6
NPBW 17;‘20 87 0,15 19,8 3,9 19,5 13 27,5 14,5
T2-63 1360 17 0 18,16 3,84 19,13 13 21,4 8,4
T4-78 1340 2 0 n.d.
T4-58 1215 2 0 n.d.
T2 1100 5 0,4 n.d.
T2-45 945 17 0 19 4,6 18,63 14 24,76 10,76
T2-23 827 17 0,18 23,25 4,3 24,88 17 26,25 9,25
T4-34 775 3 0 25 2,1 25 23,5 26,5 3
T4 765 4 0 28,25 0 28,25 28,25 28,25 0
T2-1 740 17 0 22,25 4,1 23,38 16,5 25,75 9,25
NP37 690 3 2,3 27 0 27 27 27 0
BW 3519% 64 39,5 19,7 3,9 20 12,5 26 13,5
Jos19 590 2 32,5 20,5 0 20,5 20,5 20,5 0
Sal27 540 15 33,3 19,97 3,86 20,19 15,5 24 9,5
Els5 505 19 18 20,3 52 22,75 12,5 26 13,5
I1gg35/36 407 8 36,2 22,75 2,12 22,75 21,5 24,5 3
Jos17 375 6 163 20,13 3,71 20,13 17,5 22,75 5,25
Jos22 370 6 52 22 4,24 22 19 25 6
Isa31 321 4 0 21,75 0 21,75 21,75 21,75 0
Isa32 318 4 6,8 21,25 0 21,25 21,25 21,25 0

N=Anzahl; SD=standard deviation; Min=Minimum; Max=Maximum; n.d.=nicht durchgefiihrt
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Anhang 5: Ubersicht iiber Verteilung der einzelnen Spezies an allen Beprobungspunkten

0S os* Bb s.s. B. a. B. g. B. b. B. s. B.v. n.i.

Lo n  Entw n # g % g g% # %  # g"o g% # % # %  # %
OSH 1365 N 314 45 143% 45 13 289% 13 289% O 0,0% O 00% O 00% 1 22% 18 40,0%
A 1051 177 16,8% 188 35 18,6% 36 19,1% 27 144% 4 2,1% 7 3,7% 26 13,8% 53 282%
EG 498 N 115 17 148% 18 6 353% 8 471% 0 0,0% 0 0,0% 1 56% 0 0,0% 3 16,7%
A 383 80 20,9% 88 20 25,0% 28 35,0% 1 1,3% 0 00% 6 7,5% 4 5,0% 29 33,0%
LI 17 N 83 16 19,3% 16 3 188% 2 125% 1 63% 1 63% 0 0,0% 1 6,3% 8 50,0%
A 34 17  50,0% 18 5 278% 5 278% 0 0,0 1 56% 0 00% 0 0,0% 7  38,9%
BW 2520 N 2124 171 8,1% 174 46 264% 75 43,1% 16 92% 8 46% 0 00% 6 34% 24 13,8%
A 396 74 18,7% 75 20 26,7% 26 34,7% 10 133% 2 27% 2 2,7% 8 10,7% 7 9,3%
N 2644 249 94% 254 68 273% 98 394% 17 68% 9 36% 1 04% 8 32% 53 20,9%
Gesamt 4512 A 1868 348 18,6% 369 80 23,0% 95 27,3% 38 10,9% 7 2,0% 15 4,1% 38 10,9% 96 26,0%

Gesamt 4512 597 13,2% 623 148 238% 193 31,0% 55 88% 16 2,6% 16 2,6% 46 74% 149 23,9%
Entw=Entwicklungsstadium; N=Nymphen; A=Adulte; n=Anzahl; pos=Anzahl der borrelieninfizierten Zecken; pos*=Anzahl der in den infizierten Zecken
gefundenen Spezies einschlieBlich Mehrfachinfektionen; n.i.=nicht identifiziert; Bb s.s.= B. burgdorferi s.s.; B.a.= B. afzelii; B.g.= B. garinii; B.b.=B.
bavariensis; B.s.=B. spielmanii; B.v.=B. valaisiana
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Anhang 6: Ubersicht iiber Verteilung der einzelnen Spezies an den einzelnen Beprobungspunkten im BW

= :
Ort n Entw n . pos v pos #Bb s;)sA; . B. a% . B. g% . B. b% . B. s% . B. V(;A) . Il.l.%
ElsS 358 N 288 10 35% 10 3 30,0% 5 50,0 O 00% 0 00% 0 00% 0 0,0% 2 20,0%
A 70 12 17,1% 13 3 23,1% 3 23,1% 2 154% 0 0,0% 2 154% 2 16,7% 1 7,7%
Sal27 499 N 388 26 6,7% 26 3 11,5% 15 57,7% 2 7,7% 0 00% O 00% O 0,0% 6 23,1%
A 111 10 9,0 10 3 30,0% 3 30,00 2 20,0% 0 00% O 00% 1 10,00 1 10,0%
Igg35/36 289 N 236 21 89% 21 2 95% 14 66,7% 1 48% 2 95% 0 00% 0 00% 2 95%
A 53 12 226% 12 0 00% 9 750% O 00% 0 0,0% 0 00% 2 167% 1 83%
Jos17 976 N 875 73 83% 76 28 36,8% 22 289% 6 79% 6 79% 0 00% 4 53% 10 13.2%
A 101 23 228% 23 6 26,1% 7 304% 3 13,0% 1 43% 0 0,0% 3 13,0 3 13,0%
Jos19 65 i 614 (9) l(fbl(;/o (9) 2 222% 3 333% 0 00% O 00% 0 00% 1 11,1% 3 33,3%
,U70

Jos22 306 N 258 28 10,9% 28 6 21,4% 13 464% 7 250% O 0,0% O 00% 1 3,6% 1 3,6%
A 48 15 313% 15 7 46,7% 4 26,7% 3 200% 1 6,7% O 00% O 0,0 0 0,0%

N 0

Isa31 0

A 0
Isa32 27 N 15 5 333% 5 2 40,0% 3 60,0 O 00% O 00% O 00% O 0,0% 0 0,0%
A 12 2 16,7% 2 I 500% 0 0,0% 0 00% 0 00% 0 00% 0 00% 1 50,0%
Gesamt 2520 N 2124 171 81% 174 0 00% O 00% O 00% 0 00% 0 00% 0 00% 0 0,0%
A 396 74 187% 75 0 00% 0 00% O 00% 0 00% 2 27% 0 00% 0 0,0%

Abkiirzungen s. Anhang 5
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Anhang 7: Ergebnisse der Validierung des Attomol-Kits (das LOD ist gelb markiert). Fiir die
Abkiirzungen der Stimme s. Tab. 17.

Crossing point (Mittelwert n=3)
Stamm 100000 10000 1000 100 10 1 0.1

Kopien  Kopien Kopien Kopien  Kopien Kopie Kopien

24,37 28,91 32,51 34,99 36,64 No Ct No Ct

Pka2 (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (6/6)

PGau 25,20 28,96 32,31 34,85 3577  NoCt  NoCt

(3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (6/6)

PBr 22,83 28,33 31,08 34,52 3644  NoCt  NoCt

(3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (6/6)

PBi 22,70 27,91 32,00 34,56 3576  NoCt  NoCt

(3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (6/6)

PHei 24,57 29,35 33,39 35,74 36,08  NoCt  NoCt

(3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (6/6)

N 25,07 29,04 33,52 3388  NoCt NoCt  NoCt

(3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (6/6)

PRef | 250 27,58 31,43 33,74 3584  NoCt  NoCt

(3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (6/6)

Pla 24,60 27,85 31,37 34,45 3788  NoCt  NoCt

(3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (6/6)

o047 2230 27,74 31,54 33,66 3441  NoCt  NoCt

(3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (6/6)

P9 22,77 28,16 31,48 34,91 3634  NoCt  NoCt

(3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (6/6)

pSigy | 2442 2745 29,71 33,92 36,02  NoCt  NoCt

g (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (6/6)

vsig | 2376 2925 32,35 3421 36,70 NoCt  NoCt

(3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (6/6)

potigy | 2450 27,33 30,64 33,66 3592  NoCt  NoCt

(3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (6/6)

. 40,00 NoCt NoCt NoCt NoCt NoCt  NocCt
Bjap

(3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (6/6)
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