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I Einleitung 1

I EINLEITUNG

Bereits 1868 entdeckte Obermeier wihrend einer Epidemie in Berlin fadenformi-
ge, sich bewegende Gebilde im Blut von Riickfallfiebererkrankten, welche er als
spezifisch fiir die Fieberzeit der sogenannten Recurrens beschrieb und als mogli-
che Ursache diskutierte (OBERMEIER, 1968). Eine eigenstindige Art von Spiro-
chiten, die das persische Riickfallfieber hervorruft, wurde von Dschunkowsky
1913 beschrieben. Er bezeichnete diesen Erreger nach dem Ort seiner Entdeckung
als Spirochaeta persica (DSCHUNKOWSKY, 1913). Die Ubertragung erfolgt
beim Saugakt der Ornithodoros tholozani-Zecke an ihrem Wirt (RAFINEJAD et
al., 2011). In Gebieten wie dem Mittleren Osten, Zentralasien und Indien verur-
sacht dieses Bakterium, heute Borrelia persica genannt, beim Menschen klinisch
erkennbares Riickfallfieber (ASSOUS et al., 2009). Charakteristisch fiir die Er-
krankung sind wiederkehrende Fieberschiibe, welche mit unspezifischen Symp-
tomen einhergehen konnen (ARSHI et al., 2002). Obwohl in der Vergangenheit
die Anzahl der jihrlichen Neuerkrankungen sowohl in der iranischen als auch in
der israelischen Bevolkerung zuriickging (MASOUMI ASL et al., 2009; SIDI et
al., 2005), blieb der Durchschnitt der jihrlichen Inzidenz im israelischen Militir
relativ konstant (SIDI et al., 2005). Riickfallfieber gilt auBerdem als unterberichtet
(RAFINEJAD et al., 2012) und es ist moglich, dass eine grofle Fallzahl unent-
deckt bleibt, wenn Patienten wihrend einer fieberfreien Phase untersucht werden
(NADDAF et al., 2011). In Israel und im Iran ist die Erkrankung immer noch als
endemisch eingestuft und stellt eine erhebliche Gefahr fiir die Menschen dar
(SIDI et al., 2005; MASOUMI ASL et al., 2009). Des Weiteren kann Riickfallfie-
ber aufgrund von Reiseaktivitdten infizierter Personen auch in nicht endemischen
Gebieten auftreten (KUTSUNA et al., 2013; COLIN DE VERDIERE et al.,
2011). Deshalb wird die von Zecken iibertragene Riickfallfieberborreliose als eine
.emerging disease® (engl. fiir nevauftretende Krankheit) bezeichnet (REBAUDET
et al., 2006) und sie sollte als mogliche Diagnose in Betracht gezogen werden,
sobald sich fiebrig erkrankte Patienten kiirzlich in Regionen aufgehalten haben, in
denen Riickfallfieber endemisch ist (KUTSUNA et al., 2013; ARSHI et al., 2002).
Um die Infektionskrankheit im Detail erforschen und charakterisieren zu konnen,
ist ein geeignetes In-vivo-Infektionsmodell unabdingbar. Fiir B. persica wurden

bisher hauptsidchlich Meerschweinchen verwendet, um das Bakterium im Labor
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zu erhalten und Erregermaterial fiir Forschungsarbeiten zu produzieren (KARIMI
et al., 1979; MARTI RAS et al., 1996; NADDAF et al., 2011; OSHAGHI et al.,
2011; RAFINEJAD et al., 2011). Es existieren jedoch wenige Studien, in denen
Miuse zum Einsatz kamen (BABUDIERI, 1957; ASSOUS et al., 2006). Diese
Modelle sind unzureichend charakterisiert, um darauf aufbauend neue Erkenntnis-
se in der Erforschung des B. persica-Riickfallfiebers zu erlangen. Um eine Ver-
gleichbarkeit mit anderen Studien verschiedener Spezies von Riickfallfieberborre-
lien zu ermoglichen, wurde in der vorliegenden Forschungsarbeit die Infektion
von B. persica in einem immunkompetenten Mausstamm untersucht. Diese Tier-
art wird als geeignetes Modell angesehen, um unterschiedlichen wissenschaftli-
chen Fragestellungen in der Riickfallfieberforschung nachzugehen (GARCIA-
MONCO et al., 1997; NORDSTRAND et al., 2001; ALUGUPALLI et al., 2003;
LARSSON et al., 2009).

Um Erkenntnisse iiber die Entstehung und den Verlauf der Infektion zu erlangen,
wurden 44 immunkompetente C3H/HeOuJ-Miuse mit variierenden Dosen von
1x10% 1x10% 1x 10* und 4 x 10° B. persica pro Tier intradermal infiziert und
so die kleinste infektiose Dosis ermittelt. Uber tigliche klinische Untersuchungen
und regelmiBige Blutentnahmen konnten sowohl die Belastung der Tiere durch
die Infektion und die Menge an Spirochdten im Blut als auch die Antikrperpro-
duktion iiber die Zeit post infectionem (p.i.) erfasst und analysiert werden. Am
Versuchsende wurden Organe wie Herz, Milz, Niere, Harnblase, Tarsalgelenk,
Gehirn und Haut von der Injektionsstelle entnommen, um die Zielorgane einer
B. persica-Dissemination in Miusen zu ermitteln. Dafiir wurden die Gewebe-
proben molekular mittels real-time PCR auf spezifische DNA und per In-vitro-
Kultivierung im selbstentwickelten Fliissigndhrmedium auf lebensfihige Erreger
untersucht. Des Weiteren wurden Organschnitte histopathologisch auf entziindli-
che Verdnderungen gepriift.

Das in dieser Studie etablierte In-vivo-Infektionsmodell in immunkompetenten
Mausen kann als Grundlage fiir kiinftige Forschungsarbeiten auf dem Gebiet der
Riickfallfieberborreliose, hervorgerufen durch B. persica, verwendet werden. Mit
diesem murinen Tiermodell konnten neue Einblicke in die Pathogenese einer
B. persica-Infektion gewonnen und die resultierenden Abwehrreaktionen des
Tierkorpers immunologisch analysiert werden, um neue diagnostische Methoden
und Therapieansitze entwickeln und somit die Infektion effizienter nachweisen,

behandeln oder vorbeugen zu konnen.
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II LITERATURUBERSICHT

1 Riickfallfieberborrelien

1.1 Taxonomie und Nomenklatur

Die Gattung Borrelia (B.) ordnet sich in die Familie der Spirochaetaceae ein.
Neben drei weiteren Familien der Ordnung Spirochaetales gehort sie in die Klasse
der Spirochaetes, welche sich wiederum im Stamm der Spirochaetes eingliedert.
Zu den Borrelien werden derzeit 37 Spezies gezihlt (Stand 2016). Eine davon ist
B. persica (EUZEBY, 1997a, 1997Db).

Taxonomie und Einordnung von B. persica:
Stamm: Spirochaetes
Klasse: Spirochaetes
Ordnung: Spirochaetales
Familie: Brachyspiraceae
Familie: Brevinemataceae
Familie: Leptospiraceae
Familie: Spirochaetaceae
Gattung: Borrelia

Art: Borrelia persica

basierend auf Euzéby (EUZEBY, 1997a, 1997b)

Die Borrelien werden in zwei Gruppen unterteilt. Darunter fallen zum einen Spe-
zies wie beispielsweise B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii, B. garinii und
B. bavariensis, welche zum Komplex B. burgdorferi sensu lato gehoren (WANG
et al., 2010; MARGOS et al., 2013). Die Bakterien werden durch Schildzecken
der Gattung Ixodes iibertragen und gelten als Erreger der Lyme-Borreliose
(PAROLA et al., 2001; COOK, 2015). Eine Neubenennung der Lyme-Borrelien
sowie die Einordnung in eine separate Gattung (Borreliella) wurden erst kiirzlich
vorgeschlagen (ADEOLU et al., 2014), sodass im Folgenden dieser Arbeit nicht
weiter darauf eingegangen wird.

Neben dem B. burgdorferi sensu lato-Komplex existiert zum anderen die Gruppe
der Riickfallfieberborrelien (WANG et al., 2010). Diese werden hauptsichlich

durch Lederzecken der Gattung Ornithodoros auf ihren Wirt {ibertragen
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(GOUBAU, 1984). Ausnahmen hiervon bilden die Spezies B. recurrentis, welche
durch Liuse (Pediculus humanus) weitergegeben wird (GOUBAU, 1984), und
Arten wie B. theileri, B. miyamotoi und B. lonestari, die durch Schildzecken iiber-

tragen werden (PIESMAN et al., 2010).

Eine phylogenetische Einteilung verschiedener Spezies kann unter anderem mit
einer DNA-Analyse nach PCR-Amplifikation und anschlieBender Sequenzierung
erfolgen (ASSOUS et al., 2009). In einer der ersten Studien, in der B. persica mit-
erfasst wurde, nutzten Marti Ras et al. die 16S-rRNA-Gensequenz (rrs), um 20
Spezies von Riickfallfieberborrelien zu vergleichen. Die Ahnlichkeit der Sequen-
zen von B. persica und den anderen Spezies lag dabei zwischen 96,4 % und
98,7 %. Die groBte genetische Ahnlichkeit hatte B. persica mit B. hispanica und
B. crocidurae, wihrend sich die geringste Ubereinstimmung mit B. miyamotoi
ergab. Die Autoren beschrieben die phylogenetische Position von B. persica als
unsicher (MARTI RAS et al., 1996). In einer jiingeren phylogenetischen Studie
wurden alle Isolate aus Israel und dem Westjordanland, die aus O. tholozani-
Zecken und dem Blut von Riickfallfieberpatienten gewonnen wurden, als
B. persica identifiziert. Sie bildeten im phylogenetischen Baum, der auf Grund-
lage des 16S-rRNA-Genes erstellt wurde, eine separate Gruppe zu den anderen
Riickfallfieberborrelien. Bei der Analyse der 16S rRNA der B. persica-Isolate
konnte die Existenz von zwei Genovaren festgestellt werden, die sich durch eine
Basenmodifikation an Position 625 unterschieden. Die Analyse der verfiigbaren
Sequenzen der Riickfallfieberborrelien zeigte, dass die Base Adenin charakteris-
tisch fiir die Borrelien der sogenannten Alten Welt ist (z. B. B. recurrentis,
B. hispanica und B. duttonii) und die Base Guanin in den Sequenzen der Spezies
der Neuen Welt auffindbar ist (z. B. B. hermsii, B. parkeri und B. turicatae).
B. persica nimmt als bisher einzige Spezies eine Zwischenstellung ein, da die
Sequenz beide Varianten aufweisen kann (SAFDIE et al., 2010). In einem anderen
Ansatz wurde das Flagellin-B-Gen (flaB) sequenziert. Der Sequenzvergleich (Ab-
bildung 1) ergab auch hier eine deutliche Abgrenzung der Riickfallfieberborrelien
aus Israel zu denen aus Afrika bzw. Amerika (ASSOUS et al., 2006).

Im Jahr 2014 wurde erstmals eine komplette Genomsequenz von B. persica verof-

fentlicht (ELBIR et al., 2014).
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Abbildung 1: Phylogenetischer Baum auf Grundlage der Sequenzen des
Flagellin-B-Genes von verschiedenen Riickfallfieberborrelien
nach Assous et al. (ASSOUS et al., 2006), modifiziert

1.2 Vorkommen von Riickfallfieberborrelien

Der bedeutendste Erreger von Riickfallfieber in Nordamerika ist B. hermsii, wobei
auch von B. turicatae und B. parkeri Gefahren ausgehen konnen (OGDEN et al.,
2014). In Europa kann unter anderem B. hispanica in einigen Lindern des Mit-
telmeerraums gefunden werden. (REBAUDET et al., 2006). Des Weiteren wurde
B. miyamotoi in Schildzecken detektiert, welche aus bestimmten Gebieten in
Frankreich, Deutschland (RICHTER et al., 2003, 2013), Tschechien (RICHTER
et al., 2012) und den Niederlanden (HOVIUS et al., 2013) stammten. In Zentral-
asien und im Mittleren Osten weist B. persica ein groles Verbreitungsgebiet auf
(Abbildung 2) und wird fiir die meisten klinischen Fille von Riickfallfieber ver-
antwortlich gemacht (ASSOUS et al., 2009; SIDI et al., 2005; SAFDIE et al.,
2010). Aber auch das Vorkommen von B. caucasica, B. latyschewii, B. microti
und B. baltazardi wird in gewissen Regionen beschrieben (GOUBAU, 1984;
AGHIGHTI et al., 2007; KARIMI et al., 1979).
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Abbildung 2: Verbreitungsgebiet von Riickfallfieberborrelien und deren

Ornithodoros-V ektorspezies
nach Rebaudet et al. (REBAUDET et al., 2006), Abbildung mit Genehmigung von John
Wiley & Sons

1.3 Morphologische Eigenschaften

Borrelien sind helikal gewundene Bakterien (KARIMI et al., 1979). Die Morpho-
logie verschiedener Borrelienspezies unterscheidet sich in Linge, Durchmesser,
GleichmiBigkeit und Enge der Windungen sowie Anzahl der periplasmatischen

Flagellen (BARBOUR et al., 1986) (Abbildung 3).

Eine elektronenmikroskopische Studie von B. persica-Spirochiten zeigte, dass die
Liange der Bakterienzellen zwischen 16 um und 23 um variieren kann und der
maximale Zelldurchmesser bei 0,45 um liegt. Die gleichméfigen helikalen Win-
dungen besitzen eine Wellenldnge von 2 pm und eine Amplitude von 0,35 pm,
welche in Richtung Zellende abnimmt. Die Zellpole enden spitz. Die Anzahl der
Flagellen pro Zellpol liegt bei 25 bis 30. Sie bilden Biindel, welche an den Zell-
enden {iiber eine Strecke von 1,5 Wellenldngen entspringen, sich um den zyto-
plasmatischen Korper winden und in der Zellmitte iiberlappen. Der Durchmesser
einer Flagelle betrdagt ungefdhr 10 nm. Der Durchmesser des zytoplasmatischen
Korpers an seiner dicksten Stelle betrdgt 0,25 um. Der zytoplasmatischen Mem-
bran folgt eine AuBenmembran (KARIMI et al., 1979), in welcher die Lipo-
proteine mit ihrem Lipidanteil verankert sind (BARBOUR et al., 2000). Eine
regelmiBig strukturierte Oberflichenschicht bedeckt die Zelle (KARIMI et al.,
1979).
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Im Blutausstrich findet man Borrelien locker und unregelmifig gewunden. Wenn
sie in groBer Anzahl vorliegen, kleben sie zusammen. In frischen Fliissigpripara-
tionen bewegen sich Borrelien aktiv in eine Richtung durch Dreh- und Wellenbe-
wegungen sowie durch Drehungen um die eigene Achse (Korkenzieherbewegung)

oder seitliches Biegen (GOUBAU, 1984).

I um ‘& i,

Abbildung 3: Elektronenmikroskopie von B. hermsii
nach Shang et al. (SHANG et al., 1998), modifiziert, Abbildung mit Genehmigung von

der American Society for Microbiology

2 Ornithodoros tholozani

2.1 Taxonomie und Nomenklatur

Die Zeckenspezies O. tholozani gehdrt zum Stamm der Gliederfiiler (Arthro-
poda). Charakteristisch fiir diesen Stamm sind unter anderem der Besitz eines
AuBenskeletts, welches wihrend der Entwicklung zum Adultstadium durch Hiu-
tung erneuert werden muss, sowie gegliederte Extremitdten mit echten Gelenken,
Mundwerkzeuge und ein offenes Blutsystem mit Himolymphe (DEPLAZES et
al., 2013).
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Taxonomie und Einordnung von O. tholozani:
Stamm: Arthropoda
Unterstamm: Amandibulata (Chelicerata)
Klasse: Arachnida
Unterklasse: Acari
Ordnung: Ixodida

Familie: Ixodidae

Familie: Nuttalliellidae

Familie: Argasidae

Gattung: Ornithodoros
Art: Ornithodoros tholozani

basierend auf Deplazes et al. und Parola et al. (DEPLAZES et al., 2013; PAROLA et al.,
2001)

2.2 Verbreitung von Ornithodoros-Zecken

Der Gattung Ornithodoros sind verschiedene Zeckenarten untergeordnet, welche
jeweils in bestimmten Regionen der Erde vorkommen (Tabelle 1) (PAROLA et
al., 2001).

Die Zeckenart O. tholozani weist ein groBles Verbreitungsgebiet auf. Sie kommt
unter anderem im Mittleren Osten, Zentralasien und Indien vor (ASSOUS et al.,
2009), jedoch variiert ihr Auftreten in den untersuchten Gebieten. In einer iran-
ischen Studie entdeckte man diese Spezies in 75 % der nach dem Zufallsprinzip
ausgewihlten Dorfer (n = 20, Provinz Kurdistan) (RAFINEJAD et al., 2012). In
Khalkhal (Provinz Ardabil, Iran) waren unter den gesammelten Zecken
(n=1.421) 40,3 % O. tholozani-Exemplare. Dabei wurden deutlich mehr Zecken
in tierischen als in menschlichen Behausungen entdeckt. Es wurden keine Zecken
in Nagetiernestern gefunden (14 untersuchte Nester) (ARSHI et al., 2002). In der
iranischen Provinz Hamadan wurden unter den 4.805 gesammelten Zecken aus 53
zufillig ausgewdhlten Dorfern nur 85 (1,77 %) als O. tholozani identifiziert
(VATANDOOST et al., 2003). In Takistan (Provinz Qazvin, Iran) war die Zahl
der O. tholozani-Zecken in den Dorfern mit bereits gemeldeten Erkrankungsfillen
29-mal hoher als in Dorfern, in denen noch kein Riickfallfieber ausgebrochen war

(BARMAKT et al., 2010).
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Tabelle 1: Verbreitungsgebiete verschiedener Ornithodoros spp.

Zeckenspezies

Verbreitung

Lebensraum

Wirte

Ornithodoros moubata

Ost-, Siid-, Zentralafrika

Schlamm-, Grashiitten

hauptsichlich Menschen

Ornithodoros erraticus Marokko, Libyen, Agypten, Iran, Tierbaue in semiariden Gebieten und der Nagetiere

sonrai Tiirkei, Senegal, Kenia, Tschad Sahelzone

Ornithodoros erraticus Iberische Halbinsel, Nordafrika, Tierbaue Nagetiere und andere kleine
erraticus Griechenland, Zypern, Syrien Séugetiere

Ornithodoros verrucosus  Irak, Kaukasien: Armenien, Tierbaue und Hohlen in Halbwiisten Nagetiere

Aserbaidschan, Georgien

Ornithodoros tartakovski

Zentralasien, ehemalige

Sowjetunion, Iran

Tierbaue, Nester

Nagetiere, Schildkroten

Ornithodoros tholozani

ehemalige Sowjetunion, Westchina,
von Kaschmir bis Iran, Irak,

Agypten, Syrien, Israel, Indien

primitive Schutzhiitten fiir Vieh, Hohlen:
Tierbaue im Sand, staubige Boden in der

Nihe des Hohleneingangs

Nagetiere, Schakale, Sdugetiere in

den Schutzhiitten

Ornithodoros hermsi westliche USA, Kanada bewaldete, bergige Gebiete, Hohlrdiume in ~ Nagetiere
toten Baumen, Blockhiitten
Ornithodoros parkeri westliche USA wie O. hermsi, in niedrigeren Hohenlagen =~ Nagetiere

Ornithodoros talaje

siidliche USA, Mexiko, Guatemala,

Zentral- und Stidamerika

Tierbaue, Nester, Hohlen

Fledermiuse, Vogel (Hithner),

Kleinsiduger (Nagetiere)

basierend auf Parola et al. (PAROLA et al., 2001)
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2.3 Lebensweise

Charakteristisch fiir Lederzecken sind die kurzen Blutmahlzeiten an ihren Wirten
(20 bis 30 min), mehrere Nymphenstadien und eine generelle Langlebigkeit (bis
zu 10 Jahre (PAROLA et al., 2001)). Eine Blutmahlzeit ist notig, damit die Zecke
sich hduten kann (CUTLER, 2010). Bei einer Mahlzeit konzentrieren die
Coxaldriisen das eingesaugte Blut und sezernieren die Coxalfliissigkeit wihrend
und nach dem Saugakt. Der Saugakt der Zecken ist in der Regel fiir den Wirt
schmerzfrei, weshalb gerade die unreifen Stadien aufgrund ihrer geringen Grofle
vom Menschen haufig nicht bemerkt werden (PAROLA et al., 2001;
RAFINEJAD et al., 2012). Begleittiere und Nutztiere werden ebenso befallen wie
der Mensch. Verschiedene Arten von Hornchen und Méusen werden als natiirlich
vorkommende Wirte fiir Ornithodoros-Zecken vermutet. Flederméduse und Vogel
konnten fiir die Verbreitung dieser Zecken in entferntere Regionen von Bedeutung

sein (CUTLER, 2010).

Die Spezies O. tholozani (Abbildung 4) bevorzugt ein spezielles Mikroklima.

A F B

Abbildung 4: O. tholozani-Zecke
nach Assous et al. (ASSOUS et al., 2006), modifiziert; Darstellung von O. tholozani in
der ventralen (A) und dorsalen (B) Ansicht

Eine Luftfeuchte von 70 bis 80 %, Temperaturen von 17 bis 25 °C und schwaches
Licht sind ihre idealen Lebensbedingungen. Diese findet die Zecke in Hohlen,
alten Ruinen und Ausgrabungsstitten, wo sie sich in Nischen und Ritzen versteckt

oder sich im Boden verbirgt (ASSOUS et al., 2009). In den nordlichen Verbrei-
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tungsgebieten kommt die Lederzecke auch in Hausern und Stéllen vor (ASSOUS

et al., 2009; ARSHI et al., 2002; RAFINEJAD et al., 2012).

2.4 Vektorfunktion und Infektionsrate

Borrelien konnen in der freien Umwelt nicht iiberleben. Sie werden von einem
GliederfiiBler, der als Vektor dient, auf einen Wirbeltierwirt iibertragen (GREENE
et al., 2012). Dabei scheinen verschiedene Spezies der Riickfallfieberborrelien
spezifisch fiir ihre bestimmte Zeckenart zu sein (PAROLA et al., 2001) (Abbil-
dung 2). Deshalb ist eine Uberlappung der Gebiete erkennbar, in denen eine
gewisse Zeckenart vorkommt und durch eine bestimmte Borrelienart verursachte
Erkrankungen mit Riickfallfieber auftreten (ASSOUS et al., 2009; REBAUDET et
al., 2006).

Die Spezies B. persica kann nicht nur Menschen (DSCHUNKOWSKY, 1913),
sondern auch Tiere infizieren (RAFINEJAD et al., 2011; BANETH et al., 2016).
Die Ubertragung erfolgt beim Saugakt der Zecke an ihrem Wirt (RAFINEJAD et
al., 2011). Dabei dringen die Bakterien iiber infiziertes Sekret der Speicheldriise
oder Coxaldriise in die gesetzte Lidsion ein (PAROLA et al., 2001). Andere
berichten, dass O. tholozani nur iiber den Speichel infiziert, da die Zecke nur eine
geringe Menge an Coxalfliissigkeit sezerniert oder den Wirt bereits vor Ausschei-
dung verlassen hat (GOUBAU, 1984). In der Zeckenpopulation selbst wird
B. persica sowohl transovariell als auch transstadial iibertragen (PAROLA et al.,

2001).

In Studien aus dem Iran wurden die Zecken in nach dem Zufallsprinzip ausge-
wihlten Dorfern gesammelt (ARSHI et al., 2002; VATANDOOST et al., 2003;
AGHIGHI et al., 2007; MASOUMI ASL et al., 2009; RAFINEJAD et al., 2012).
Dabei variierte ihre Infektionsrate mit B. persica. Masoumi Asl et al. gaben an,
dass 8,8 % der gesammelten O. tholozani-Zecken aus den Provinzen Hamadan
und Qazvin mit B. persica infiziert waren (MASOUMI ASL et al., 2009), wohin-
gegen in einer anderen Studie aus Hamadan nur 3,7 % von 82 gesammelten
O. tholozani-Zecken mit B. persica infiziert waren (VATANDOOST et al., 2003).
Die Infektionsrate der untersuchten Zecken, gesammelt in Qazvin, betrug 8,82 %
(von 231 Zecken) (AGHIGHI et al.,, 2007) bzw. 16,7 % (von 95 Zecken)
(BARMAKI et al.,, 2010). Die Anzahl der dokumentierten Neuerkrankungen

schien in einer Studie von Moemenbellah-Fard et al. mit der Menge an gefangen
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Zecken positiv zu korrelieren. Es war ein Hohepunkt in den Sommer- und
Herbstmonaten zu verzeichnen (MOEMENBELLAH-FARD et al., 2009).
In Israel variierte die Infektionsrate der Zecken mit B. persica zwischen < 2 bis

40 % je nachdem aus welcher Region sie stammten (ASSOUS et al., 2006).

3 Epidemiologie — Riickfallfieber im Iran und in Israel

Das iranische Gesundheitsministerium berichtete von 201 Riickfallfieberféllen im
Jahr 2001, 205 Fillen im Jahr 2002 und 471 Fillen im Jahr 2003 (RAFINEJAD et
al., 2012; AGHIGHI et al., 2007). Insgesamt wurden in den Jahren 1997 bis 2006
1.415 Fille im gesamten Land erfasst, wobei nur 18 von 30 Provinzen betroffen
waren. Dabei handelte es sich bei den Regionen mit hoher Inzidenz um die Pro-
vinzen Ardabil, Hamadan, Zandschan und Kurdistan (MASOUMI ASL et al.,
2009). In der Provinz Kurdistan, gelegen im westlichen Teil vom Iran, ist das
Riickfallfieber als endemisch eingestuft (RAFINEJAD et al., 2012). In einer epi-
demiologischen Studie von Rafinejad et al. wurden in dieser Provinz 97 Fille von
humanen Riickfallfieber in den Jahren 2000 bis 2004 dokumentiert. Allein 92
Fille wurden aus dem Verwaltungsbezirk Bijar verzeichnet. 90,7 % der Erkran-
kungen traten in ldndlichen Regionen auf, wohingegen die restlichen 9,3 % der
Betroffenen aus Stadten kamen, meist mit dem Hintergrund ldndliche Regionen
bereist zu haben. 71,1 % der Erkrankten waren Kinder und Jugendliche bis zum
Alter von 19 Jahren (RAFINEJAD et al., 2012). Eine Studie von Kassiri et al.
erfasste in der Provinz Kurdistan zusitzlich 41 Fille in den Jahren 2005 bis 2006
(Insgesamt wurden 138 Fille von 2000 bis 2006 dokumentiert). Die meisten traten
im Jahr 2003 auf (26,1 %). Die Studie erfasste 50,7 % Frauen und 49,3 % Minner
unter den Erkrankten. Vor allem in den Sommer- und Herbstmonaten kam es zu
Neuerkrankungen (Juli bis Oktober: 82,6 %) (KASSIRI et al., 2014a). Dennoch
tritt das Riickfallfieber ganzjahrig im Iran auf (MASOUMI ASL et al., 2009).
86,2 % der Erkrankten waren jiinger als 30 Jahre. Es war eine breite Schicht in der
Bevolkerung betroffen. Neben Schiilern (37,7 %) erkrankten hauptsdchlich Haus-
frauen (25,4 %) und Kinder (19,6 %). Die Personen lebten vor allem in schlamm-
bedeckten, alten Hiausern mit engem Kontakt zu Kiithen und Schafen (81,9 %) in
ldndlichen Regionen (KASSIRI et al., 2014a). Von 2007 bis 2008 wurden im
Verwaltungsbezirk Bijar 11 Patientenfille dokumentiert. Das entsprach einer

Inzidenzrate von 0,1/1.000 (KASSIRI et al., 2014b). Epidemiologische Daten aus
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unterschiedlichen Studien, welche im Iran durchgefiihrt wurden, sind verglei-

chend in Tabelle 2 zusammengefasst.

In Israel wurden zwischen 1980 und 2002 184 Fille von Riickfallfieber, eine in
diesem Land meldepflichtige Erkrankung, dokumentiert. Diese traten in ganz
Israel auf, siidlich begrenzt durch das Kibbuz Sede Boker, welches sich im nordli-
chen Teil der Wiiste Negev befindet. Die durchschnittliche Zahl der Neuerkran-
kungen pro Jahr sank von 14,2 (1980 bis 1984) auf 4,6 (1992 bis 2002). Zusétz-
lich kamen im Jahr 2003 acht Fille und im Jahr 2004 fiinf Fille dazu. Riickfall-
fieber wird in diesem Land auch als Hohlenfieber (engl. cave fever) bezeichnet.
88 % der Orte, an denen sich Personen infiziert haben, waren Hohlen. Erkrank-
ungen traten ganzjidhrig auf. Im Juli und August (Sommerferien in Israel) befan-
den sich unter allen Infizierten 75 % bzw. 92 % Jugendliche unter 18 Jahren
(WILAMOWSKI et al., 2005). Sidi et al. werteten Berichte von Riickfallfieber-
erkrankungen in der Bevolkerung von 1971 bis 2003 und aus dem Militdr von
1975 bis 2003 aus. Auch sie konnten zeigen, dass der Durschnitt der jdhrlichen
Inzidenz in der Bevolkerung sank (1975 bis 1985: 0,35/100.000, 1986 bis 2003:
0,11/100.000). Allerdings blieb unter den Soldaten die Rate an Neuerkrankungen
in den Jahren 1983 bis 2003 relativ konstant (durchschnittlich 6,4 Félle pro
100.000 Menschen jihrlich). Das hohe Risiko fiir Soldaten basierte auf ihren
Aktivitaten im Freien (beispielsweise langes Liegen am Boden). Die konstante
Inzidenz der Soldaten lasst darauf schlieBen, dass Ruckfallfieber in Israel immer
noch endemisch ist und eine erhebliche Gefahr fiir die Menschen darstellt (SIDI et

al., 2005).
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Tabelle 2: Vergleich epidemiologischer Studien aus dem Iran

Parameter Studie
Arshi et al. Masoumi Asl et al. Moemenbellah- Rafinejad et al.  Kassiri et al. (a) Kassiri et al. (b)
Fard et al.
Gesamtzahl 391 1.415 148 97 138 11
Altersgruppe Kinder 33 % 51 % 16 % 27,8 % 23,9 % 45,5 %
(< 5 Jahre) (<10 Jahre) (< 5 Jahre) (0-9 Jahre) (0-9 Jahre) (0-9 Jahre)
Jugendliche kA 27 % 41 % 43,3 % 42 % 54,5 %
(11-20 Jahre) (10-19 Jahre) (10-19 Jahre) (10-19 Jahre) (10-19 Jahre)
Erwachsene kA 22 % 30 % 28,9 % 34,1 % 0 %
(> 20 Jahre) (=20 Jahre) (=20 Jahre) (=20 Jahre)
Unterkunft landlich 84 % 92 % kA 90,7 % 92 % kA
stadtisch kA 8 % kA 9,3 % kA kA
alte Hauser 70 % kA kA 86,8 % 81,9 % 72,7 %
Viehbesitz 64 % kA kA 57 % 81,9 % 72,7 %

basierend auf Arshi et al., Masoumi Asl et al., Moemenbellah-Fard et al., Rafinejad et al. und Kassiri et al. (ARSHI et al., 2002; MASOUMI ASL et al., 2009;
MOEMENBELLAH-FARD et al., 2009; RAFINEJAD et al., 2012; KASSIRI et al., 2014a, 2014b)
kA: keine Angabe
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4 Klinik

Charakteristisch fiir das von Zecken iibertragene Riickfallfieber (engl. tick-borne
relapsing fever (TBRF)), welches unter anderem von B. persica hervorgerufen
wird, sind wiederholt auftretende Fieberschiibe, die mit unspezifischen Sympto-
men einhergehen konnen (ADLER et al.,, 1937; RAFINEJAD et al., 2012;
KUTSUNA et al., 2013; KASSIRI et al., 2014a). Dabei sind die Fieberattacken
durch fieber- und beschwerdefreie Phasen voneinander abgegrenzt (COLIN DE
VERDIERE et al., 2011; KUTSUNA et al., 2013).

Dokumentationen iiber klinische Fille einer mit wiederkehrendem Fieber einher-
gehenden Erkrankung im Iran wurden bereits 1882 angefertigt (THOLOZAN,
1882). Im Jahr 1937 veroffentlichte Adler eine umfassende Beschreibung der
Krankheitsbilder beim Menschen, die er anhand von 45 klinischen Fillen in Paléds-
tina erstellte. Die Inkubationszeit der Erkrankung lag zwischen fiinf und neun
Tagen. Die Anzahl der Fieberattacken schwankte zwischen einem und 14 Schii-
ben. Allerdings hatten rund 70 % der Patienten weniger als fiinf Attacken. Die
Dauer der Fieberphasen lag zwischen drei Stunden und vier Tagen. Das klinische
Bild variierte zwischen den Betroffenen und sogar zwischen den einzelnen
Attacken derselben Person. Die Krankheit scheint kein einheitliches klinisches
Bild zu haben, auBBer dem Auftreten von Fieber und Spirochiten im Blut wihrend
einer Attacke (ADLER et al., 1937). Die am héaufigsten berichteten Symptome
neben Fieber sind Schiittelfrost und Kopfschmerzen. Weitere Symptome konnen
unter anderem Ubelkeit oder Erbrechen, Schwitzen, abdominaler Schmerz,
Gelenkschmerz, Husten, Lichtempfindlichkeit und Nasenbluten sein (Tabelle 3)
(ARSHI et al., 2002). In der Fallsammlung von Adler traten bei zwei Personen
ophthalmologische und bei einem Erkrankten neurologische Beschwerden auf.
Der Betroffene litt an einer Neuritis des Ischiasnervs (ADLER et al., 1937). Im
Allgemeinen sind jedoch neurologische Symptome in Verbindung mit einer
B. persica-Infektion als selten anzusehen (CADAVID et al., 1998). Ein akutes
Lungenversagen (engl. acute respiratory distress syndrome (ARDS)) wurde bei
einem Mann in Israel diagnostiziert. Das war der erste beschriebene Fall von
ARDS in Zusammenhang mit von Zecken iibertragenem Riickfallfieber, der
auflerhalb der USA auftrat und in Verbindung mit einer B. persica-Infektion stand
(YOSSEPOWITCH et al., 2012).

Neben klinischen Untersuchungen der Patienten kénnen Blutuntersuchungen
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durchgefiihrt werden. Daraus konnen Laborbefunde wie Leukozytose, hohe
Erythrozytensedimentationsrate und Anidmie resultieren. Allerdings ist beispiels-
weise die Andmie ein verbreiteter Befund unter dem iranischen Volk (ARSHI et

al., 2002).

Tabelle 3: Symptome des von Zecken iibertragenen Riickfallfiebers

Studie

Arshi et al. Kassiri et al.

Gesamtzahl 391 138

der untersuchten Fille

Symptome Fieber 93,3 % 100 %
Schiittelfrost 86,2 % 92,8 %
Kopfschmerzen 85,9 % 76,1 %
Ubelkeit/Erbrechen 64,2 % 47,8 %
Schwitzen 64,1 % 60,9 %
abdominaler Schmerz 57.4 % 58,0 %
Gelenkschmerz 47,7 % 29,0 %
Husten 249 % 20,3 %
Lichtempfindlichkeit 18,5 % 16,7 %
Nasenbluten 9,2 % 10,9 %

Haufigkeiten fiir das Auftreten verschiedener Symptome basierend auf den iranischen
Studien von Arshi et al. und Kassiri et al. (ARSHI et al., 2002; KASSIRI et al., 2014a).
Sonstige Symptome waren Ikterus, Himaturie, Petechien, sklerale Kongestion (ARSHI et

al., 2002) sowie Myalgie und Nervositidt (KASSIRI et al., 2014a).

4.1 Fallbeispiel Mensch

Einen ausfiihrlichen Bericht verdffentlichten Colin de Verdiere et al. {iber einen
Patienten, der nach einem Besuch in Usbekistan und Tadschikistan nach Frank-
reich zuriickkehrte. Der 32-jdhrige Mann suchte aufgrund wiederkehrender Fie-
berepisoden das Saint-Louis-Krankenhaus in Paris auf. Er unternahm zuvor eine
Wanderung durch besagte Linder und iibernachtete in einem Zelt. Am letzten Tag
seiner Reise hatte er bereits 39,5 °C Fieber, welches mit keinen weiteren Symp-
tomen einherging und nach fiinf Tagen wieder verschwand. Vier Tage spiter
durchlitt er eine weitere Fieberphase, welche einen Tag andauerte. Die dritte,

vierte und fiinfte Fieberwelle trat jeweils nach zwei Tagen auf und hielt 12 Stun-
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den an. Die Laboruntersuchungen zeigten eine Lymphozytopenie, Thrombozyto-
penie und einen Anstieg des C-reaktiven Proteins. In den fieberfreien Phasen
ergaben drztliche Untersuchungen keine klinischen Verdnderungen. Der Mann
konnte sich weder an einen Zeckenstich erinnern noch fand man Hautlisionen.
Blutausstriche erbrachten keine Hinweise auf Plasmodium spp. oder Borrelia spp.
Jedoch wurden durch eine quantitative Buffy-Coat-Analyse Spirochiten nachge-
wiesen, welche mittels molekularen Nachweismethoden als B. persica identifiziert
werden konnten. Die Behandlung erfolgte mit 200 mg Doxycyclin pro Tag iiber
eine Dauer von 10 Tagen. Daraufhin erholte sich der Mann (COLIN DE
VERDIERE et al., 2011).

Als Differentialdiagnosen konnen Malaria, Septikdmie, Typhus, Leptospirose,
Arbovirus- oder andere virale Infektionen in Betracht gezogen werden (VAN
DAM et al., 1999). Aufgrund dieses breiten Spektrums an mdoglichen Diagnosen
wird die Riickfallfiebererkrankung bei heimkehrenden Reisenden oft erst spét

erkannt und behandelt (KUTSUNA et al., 2013; VAN DAM et al., 1999).

4.2 Erkrankungen beim Tier

In einem Fallbeispiel aus Teheran (Iran) wurde ein junger Hund mit Unwohlsein,
Diarrho, Anorexie und Pusteln in einer Tierklinik vorgestellt. Bei der klinischen
Untersuchung ergaben sich weitere Befunde wie Fieber und ikterische sowie
schmerzempfindliche Schleimhiute. Blutuntersuchungen zeigten eine schwere
regenerative Andmie, Neutrophilie, Thrombozytopenie und massive Spirochét-
damie. Eine genaue Charakterisierung der Borrelienspezies blieb in diesem Fall aus
(ROSTAMI et al., 2011). In einer aktuellen Verodffentlichung aus dem Iran wurde
der klinische Fall eines zwei Wochen alten Welpen vorgestellt. Neben Anorexie,
Durchfall und Erbrechen wurde des Weiteren Fieber, Dehydration, Entziindung
der submandibuldren Lymphknoten sowie blasse Schleimhiute festgestellt. Das
Blutbild bestitigte eine Andmie und offenbarte zusitzlich eine Neutrophilie. Im
nach Giemsa-gefirbten diinnen Blutausstrich zeigten sich Spirochiten, welche
mittels molekularen Nachweises als B. persica identifiziert wurden (SHIRANI et

al., 2016).

In Israel wurde B. persica bei einem Hund, einer Katze und einem Krallenaffen
nachgewiesen. Diese Tiere stammten aus drei unterschiedlichen Regionen des

Landes. Sie zeigten Lethargie sowie Anorexie und litten aulerdem unter Anidmie,
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Thrombozytopenie sowie einer massiven Bakteridmie. Nach antibiotischer Be-
handlung iiberlebten Hund und Katze, wohingegen der Affe verstarb (BANETH
et al.,, 2004). Eine aktuelle Veroffentlichung aus Israel, welche die Klinik von
erkrankten Katzen und Hunden untersuchte, bestitigte die bereits genannten
Befunde. Des Weiteren wurde das Auftreten von Fieber wihrend einer B. persica-
Infektion hiufiger bei Hunden (vier von fiinf) als bei Katzen (eine von fiinf) fest-

gestellt (BANETH et al., 2016).

5 Genetik und Immunevasion

Die Erkrankung des Menschen mit Riickfallfieber ist geprigt von sich wieder-
holenden Fieberschiiben, welche durch beschwerde- und fieberfreie Intervalle
unterbrochen werden. Dabei gehen die Fieberattacken mit einer detektierbaren
Spirochitimie einher (BARBOUR, 1990). Jede neue Welle ist geprigt von der
Prasenz neuer Serotypen. Der Wirt produziert Antikorper gegen eine Serotyp-
population. Folglich werden alte Populationen durch neue Serotypen ersetzt, die
sich in der Zwischenzeit bilden konnten (STOENNER et al., 1982). Die serotyp-
spezifischen Proteine werden als variable Hauptproteine (engl. variable major
proteins (Vmps)) bezeichnet (BARBOUR et al., 1982, 1990). Die Proteine lassen
sich weiter in die variablen groflen Proteine (engl. variable large proteins (VIps))
und die variablen kleinen Proteine (engl. variable small proteins (Vsps)) untertei-
len (CADAVID et al., 1997). Sowohl mit immunfluoreszierenden monoklonalen
Antikorpern als auch mit der Markierung der Proteine mit '*Jod bei der Radio-
iodination wurde nachgewiesen, dass es sich bei diesen Proteinen um oberflichli-
che Antigene handelt (BARBOUR et al., 1982). Die Gene der Vmps liegen auf
nicht exprimierten DNA-Abschnitten der linearen Borrelienplasmide. Eine Varia-
tion der Oberflichenantigene und somit ein Auftreten neuer Serotypen entsteht,
wenn eines der stummen Gene dupliziert wird und das aktive Gen auf dem
Expressionslokus, welcher auf einem anderen Plasmid liegt, ersetzt. Das stumme
Gen fusioniert dabei mit der Expressionsstelle und wird fiir die Transkription
aktiviert. Die Stelle der Fusion wird auch als Rekombinationsstelle bezeichnet
(MEIER et al., 1985; PLASTERK et al., 1985). Ein vinp-Gen wird wahrscheinlich
durch einen Promotor aktiviert, neben dem es sich nun befindet (BARBOUR et
al., 1991). Des Weiteren wurde das Auftreten von Rekombination innerhalb eines
Plasmids (RESTREPO et al., 1994a) und Punktmutationen beschrieben, wodurch

es zu einer Veridnderung der Aminosaurereihenfolge kommen kann (RESTREPO
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et al., 1994b).

Die Vielfiltigkeit der Ausbildung von immundominaten Antigenen wird auch als
antigenetische Variation bezeichnet (BARBOUR et al., 2000). Es konnen mindes-
tens 24 antigenetische Varianten aus einer B. hermsii-Spirochite entstehen. Diese
bilden sich spontan und der Prozess wird wahrscheinblich nicht durch den Kon-
takt mit Antikopern ausgelost (STOENNER et al., 1982). Die Immunevasion der
Riickfallfieberborrelien aufgrund antigenetischer Varianz erlaubt eine ldnger an-
dauernde und wiederholte Bakteridmie. Dadurch wird die Chance einer horizon-
talen Ubertragung erhoht, da durch die lingere und wiederkehrende Prisenz der
Borrelien im Blut die Aufnahmewahrscheinlichkeit durch die Zecke wihrend

ihres kurzen Saugaktes steigt (SCHWAN et al., 2002; PLASTERK et al., 1985).

6 Diagnostik
6.1 Direkter Erregernachweis im Blutausstrich und Anreicherungs-
methode

Héufig wird die Diagnose einer Riickfallfieberborreliose iiber die Detektion von
Borrelien im Blutausstrich gestellt (DSCHUNKOWSKY, 1913; PAROLA et al.,
2001; ASSOUS et al., 2009; SARIH et al., 2009; KUTSUNA et al., 2013). Diese
Methode ist der Goldstandard (MOEMENBELLAH-FARD et al., 2009). Die
Ausstriche werden aus peripheren Blutproben, welche in der Fieberphase der
Patienten entnommen werden, angefertigt (KUTSUNA et al., 2013; SARIH et al.,
2009) und mit Hilfe eines Dunkelfeldmikroskops oder nach Firbung (z. B. nach
Giemsa) mittels konventioneller Mikroskopie untersucht (PAROLA et al., 2001;
REBAUDET et al., 2006) (Abbildung 5).

Die Sensitivitit der mikroskopischen Untersuchungsmethoden liegt bei rund 70 %
(PAROLA et al., 2001) bis durchschnittlich 80 % (ASSOUS et al., 2009). Dabei
ist der dicke Blutausstrich 20-mal sensitiver als der diinne (REBAUDET et al.,
2006). Die Morphologie der Borrelien ist allerdings im diinnen Ausstrich besser
erhalten. Wenn frische Blutausstriche mit Hilfe der Dunkelfeldmikroskopie unter-
sucht werden, erhoht sich die Sensitivitit, da die Spirochédten durch ihre Bewe-
gung leichter detektiert werden konnen (ASSOUS et al., 2009). Einige Autoren
demonstrierten, dass diese mikroskopischen Methoden nicht effizient genug sind,
um eine Spirochidtdmie sicher zu identifizieren (ASSOUS et al., 2006;

HALPERIN et al., 2006; NADDAF et al., 2011). Somit kénnte die Erkrankung
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unterdiagnostiziert sein, vor allem wenn die Proben zwischen den Fieberschiiben
genommen wurden oder im Fall von milden Infektionen, wenn keine oder nur
wenige Borrelien im Blut vorhanden sind (NADDAF et al., 2011; RAFINEJAD et
al., 2012). Schwierigkeiten ergeben sich ebenso, wenn der Untersucher nur
geringe Erfahrung in der Mikroskopie vorweisen kann und bei vermehrter Durch-

fiihrung von automatischen Differentialblutbildern (RAFINEJAD et al., 2012).

Abbildung 5: Borrelien im Blut einer erkrankten Katze
von Gad Baneth, Koret School of Veterinary Medicine, Hebrew University of Jerusalem,
Rehovot, Israel; May-Griinwald-Giemsa-Féarbung; Zwischen den Erythrozyten befinden

sich die gewundenen Spirochéten.

In den Gebieten, in denen Riickfallfieber endemisch ist, sind kostenintensive
Geritschaften oft nicht verfiigbar. Fiir die einfachen Labore in ldndlichen
Gesundheitszentren und Krankenhiusern giibe es eine Alternativmethode, die mit
minimalem Geridteaufwand betrieben werden kann und auf Anreicherung der
Blutprobe durch vorherige Zentrifugation beruht. Dabei wird eine Probe von
10 ml Blut in einem ersten Schritt 5 Minuten bei 500 x g zentrifugiert. Der Uber-

stand ist nun frei von Blutzellen und wird ein zweites Mal fiir 10 Minuten bei
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5.000 x g zentrifugiert. Die Borrelien befinden sich nun im Pellet und dieses wird
auf einem Objekttriger ausgestrichen, nach Giemsa gefdrbt und mit einer 1.000-
fachen VergroBerung mikroskopisch untersucht. Bei der Anreicherungsmethode
konnten Borrelien bis zu einer Konzentration von 10 Bakterien pro ml Blut
detektiert werden (LARSSON et al., 2008). In einem anderen Versuch konnten
mit dieser Anreicherungsmethode keine Spirochiten unter einer Konzentration
von 50 Bakterien pro ml nachgewiesen werden. Im Vergleich dazu lag die Nach-
weisgrenze der nach Giemsa-gefirbten dicken Blutausstriche bei einer Konzentra-
tion von 25.000 Bakterien pro ml Blut. Somit ist die Sensitivitdt der Anreich-
erungsmethode 500-mal hoher als die des dicken Blutausstriches (NADDAF et
al., 2011).

6.2 Quantitative Buffy-Coat-Analyse

In einer Studie von van Dam et al. wurde die quantitative Buffy-Coat-
Fluoreszenzanalyse (QBC-Fluoreszenzanalyse) als 100-mal sensitiver im Ver-
gleich zum dicken Blutausstrich und als einfache sowie schnelle Methode
beschrieben. Das Blut wurde in QBC-Kapillarrohrchen gefiillt und mit einem
fluoreszierenden Farbstoff (Acridinorange) versetzt. Nach Zentrifugation wurde
der Buffy-Coat mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Zum Vergleich
wurden dicke Blutausstriche angefertigt und nach Giemsa gefirbt. Bei der QBC-
Analyse bewerteten van Dam et al. 100 % der Blutproben mit einer Konzentration
von 1.000 Borrelien pro ml positiv. Die Nachweisgrenze lag bei 100 Borrelien pro
ml. Im Vergleich dazu konnten bei den dicken Blutausstrichen 100 % der Proben
mit einer Konzentration von 100.000 Borrelien pro ml Blut positiv bewertet
werden und die Nachweisgrenze lag in dieser Studie bei 10.000 Borrelien pro ml
(VAN DAM et al., 1999).

Die hohe Sensitivitit der QBC-Methode wurde im Fallbericht von Colin de
Verdicere et al. praktisch bestitigt. Die ersten nach Giemsa-gefirbten diinnen und
dicken Blutausstriche eines Patienten wurden als negativ befunden, wohingegen
die darauf folgende QBC-Analyse das Vorkommen einer Vielzahl von Spirochi-

ten sichtbar machte (COLIN DE VERDIERE et al., 2011).

6.3 In-vitro-Kultivierung

Haufig genutzte Kulturmedien fiir Lyme- und Riickfallfieberborrelien sind das

Barbour-Stoenner-Kelly-Medium (BSK) (BARBOUR et al., 1983), das Barbour-
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Stoenner-Kelly-II-Medium (BSK-II) (BARBOUR, 1984), das BSK-H-Medium
(POLLACK et al., 1993) und das modifizierte Kelly-Pettenkofer-Medium (MKP)
(PREAC-MURSIC et al., 1986). Kultivierungsversuche von B. persica aus dem
Blut israelischer Riickfallfieberpatienten in BSK-H-Medium blieben erfolglos
(ASSOUS et al., 2006). Bei dem Kultivierungsversuch in BSK-Medium supple-
mentiert mit 10 % Kaninchenserum konnten ebenso keine B. persica-Spirochiten
angeziichtet werden (KUTSUNA et al., 2013), wohingegen sich B. persica in der
Studie von Zamani et al. erfolgreich in BSK-Medium vermehrte, welches mit
einer Konzentration von 10 % verschiedener Tiersera versetzt wurde. Meer-
schweinchenserum, fetales Kélberserum und Kaninchenserum wurden dabei mit
absteigendem Erfolg, der sich in den maximal erreichbaren Zellzahlen wieder-
spiegelte, getestet (ZAMANI et al., 2014). Ebenso erzielten Elbir et al. ein
Wachstum dieser Spirochidten unter der Verwendung von BSK-II-Medium mit
10 % Kaninchenserum (ELBIR et al., 2014). In einer neueren Studie wurde das
modifizierte Kelly-Pettenkofer-Medium als Grundlage verwendet und zum

Pettenkofer/LMU-Bp-Medium weiterentwickelt (Tabelle 4).

Tabelle 4: Inhaltsstoffe des Pettenkofer/LMU-Bp-Mediums fiir die In-vitro-

Kultivierung von B. persica

Zutaten Menge
destilliertes Wasser 830 ml
HEPES-Natriumsalz 6g
BactoTM—Neopepton 3g
D-(+)-Glukose 3g
Natriumbicarbonat 2g
Natriumpyruvat 0,8¢g
Natriumcitrat-tribasic-dihydrat 0,7¢g
N-Acetyl-D-Glucosamin 04¢g
Kaninchenserum; hitzeinaktiviert (56 °C, 30 Minuten) 140 ml
CMRL-1066 (10 x), ohne Glutamin 100 ml

bovine Serumalbuminldsung, 35 % in 0,85 % Natriumchlorid, 35 ml

steril

Gelatine aus Rinderhduten; autoklaviert (115 °C, 15 Minuten) 14 g in 200 ml

destil. Wasser

basierend auf Schwarzer et al. (SCHWARZER et al., 2015)
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In diesem Medium, welches 10,7 % Kaninchenserum enthilt, war es moglich,
B. persica iiber 40 Passagen hinweg zu kultivieren. Dabei sind Zellzahlen von bis

zu 5,2 x 10" Borrelien pro ml erfasst wurden (SCHWARZER et al., 2015).

6.4 In-vivo-Kultivierung

Fiir Forschungsarbeiten zum Beispiel im Bereich der Pathophysiologie und Im-
munologie oder auch fiir Stammidentifizierungen und als ,,Kultivierungsmedium*
werden Labortiere experimentell infiziert. Es kommen unter anderem Affen, Miu-
se, Hamster, Meerschweinchen und Kaninchen zum Einsatz. Es ist auflerdem
moglich Patientenblut in Labortiere zu injizieren und deren Blutausstriche tdglich
fiir mindestens eine Woche auf Borrelien zu untersuchen. Mit dieser Methode
konnten Spirochiten gefunden werden, wenn der direkte Blutausstrich des Patien-
ten negativ war (SOUTHERN et al., 1969).

Fiir die In-vivo-Vermehrung von B. persica wurden bisher hauptsidchlich Meer-
schweinchen eingesetzt, um zum einen den Erreger im Labor mittels Passagieren
von Tier zu Tier erhalten zu konnen und zum anderen um Ausgangsmaterial fiir
Forschungsarbeiten mit verschiedenen wissenschaftlichen Fragestellungen zu
produzieren (KARIMI et al., 1979; MARTI RAS et al., 1996; NADDAF et al.,
2011; OSHAGHI et al., 2011; RAFINEJAD et al., 2011). Des Weiteren wurden
diese Tiere fiir die Speziesdifferenzierung verwendet (KARIMI et al., 1979) und
um die Infektion eines Patienten nach vorheriger Inokulation seiner Blutprobe
nachzuweisen (ADLER et al., 1937). Fiir den Einsatz von Miusen bei B. persica-

Untersuchungen wird auf das Kapitel I1.9 ,,Mausmodelle* verwiesen.

6.5 Molekulare Nachweismethoden

Molekulare Nachweismethoden gelten als die sensitivsten Analysemethoden. Mit
diesen ldsst sich nicht nur Borrelien-DNA mittels PCR nachweisen, sondern sie
ermoglichen auch eine Identifikation der Borrelienspezies beispielsweise durch
Sequenzierung oder Analyse von Restriktionsmustern (ASSOUS et al., 2009).

Halperin et al. entwickelten ein molekulares Nachweisverfahren, das eine sichere
Diagnose einer Riickfallfieberinfektion ermoglicht. Die diagnostische PCR ampli-
fizierte das Gen der Glycerophosphodiester-Phosphodiesterase (glpQ), welches
hochkonserviert unter den Riickfallfieberborrelien ist. Dieser Test wies eine
100%ige Sensitivitat und Spezifitiat auf. Allerdings waren nur Patientenproben

positiv, die wihrend einer Fieberphase entnommen wurden. Fiir die Abgrenzung
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von B. persica von zwei anderen haufig vorkommenden Spezies der sogenannten
Alten Welt wurden die positiv befundenen Proben in einer zusitzlichen PCR
getestet. Hierfiir wurden zum Vergleich die DNA-Proben von B. recurrentis und
B. crocidurae eingesetzt und zwei Sets an Primerpaaren generiert: beide Primer-
paare banden an die Sequenzen von B. recurrentis und B. crocidurae, wohingegen
nur ein Primerpaar spezifisch an die glpQ-Sequenz von B. persica band und diese
somit amplifizierte (HALPERIN et al., 2006). In anderen Studien wurden fiir die
Generierung von Primern weitere Zielsequenzen wie zum Beispiel das Flagellin-
B-Gen (ASSOUS et al., 2006) oder das 16S-rRNA-Gen (MARTI RAS et al.,
1996) genutzt. Die Anwendung dieser 16S-rRNA-PCR ergab eine Sensitivitit von
97 % bis 100 % bei dem Nachweis von B. persica-DNA aus experimentell infi-
zierten Zecken (RAFINEJAD et al, 2011). Neben der Sequenzierung
(HALPERIN et al., 2006) ist die Analyse von Restriktionsfragmentldngen-
Polymorphismen (RFLPs) eine weitere Moglichkeit die Borrelienspezies zu iden-
tifizieren. Dabei werden die DNA-Proben nach Vervielféltigung beispielsweise
des 16S-rRNA-Genes mittels PCR mit bestimmten Endonukleasen in Fragmente
verdaut, im Gel elektrophoretisch aufgetrennt und die Restriktionsmuster nach
dem Sichtbarmachen mit Ethidiumbromid analysiert (MARTI RAS et al., 1996).

Aufgrund ihrer hohen Sensitivitét ist die PCR anfillig fiir Kreuzkontaminationen
und konnte falsch-positive Ergebnisse generieren. Auch sind diese molekularen
Nachweismethoden kostspielig und bendtigen ein gut ausgestattetes Labor,
welches in ldndlichen Gesundheitszentren meist nicht vorhanden ist (NADDAF et
al.,, 2011). Des Weiteren werden fiir einen Ansatz der DNA-Extraktion nur
geringe Mengen im Mikroliterbereich von einer Blutprobe benétigt. Somit konnte
der limitierende Faktor nicht die Sensitivitit der PCR an sich, sondern das geringe
Probenvolumen sein. Vor allem wenn sich zum Zeitpunkt der Entnahme nur
wenige Spirochidten im Blut befinden. Es lieBe sich die Anreicherungsmethode
(siehe Kapitel I1.6.1) mit einer anschlieBenden PCR kombinieren, um die Sensi-

tivitdat noch weiter zu erhéhen (LARSSON et al., 2008).

6.6 Serologische Nachweismethoden

Um zwischen Lyme- und Riickfallfieberborreliose zu unterscheiden, kann auf
Antikorper gegen die Glycerophosphodiester-Phosphodiesterase (GlpQ) unter-
sucht werden. Dieses hochkonservierte immunreaktive Protein der Riickfall-

fieberborrelien kommt bei den Erregern der Lyme-Borreliose nicht vor. Somit
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konnen die beiden Krankheitskomplexe serologisch differenziert und Riickfall-
fieber unabhiéngig von der ursidchlichen Spezies diagnostiziert werden (SCHWAN
et al., 1996). Bei der Nachweismethode sollten die Seren zuerst mit Hilfe eines
Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA) oder Immunfluoreszenztests
(IFA) voruntersucht und die positiv befundenen Proben im Immunblot differen-
ziert und bestitigt werden, um falsch-positive Ergebnisse aufgrund von Reaktio-
nen unspezifischer Proteine im Screeningtest auszuschlieBen (DWORKIN et al.,
2008; WOJCIECHOWSKA-KOSZKO et al., 2011).

Spezifische serologische Nachweisverfahren fiir B. persica sind nicht verfiigbar.
Des Weiteren konnen serologische Methoden nicht zwischen einer aktiven und

iiberstandenen Infektion unterscheiden (ASSOUS et al., 2009).
7 Therapie

7.1 Antibiotische Behandlung

Die bevorzugte antibiotische Behandlung von Erwachsenen erfolgt mit Tetra-
cyclin oder Doxycyclin. Alternativ konnen auch Erythromycin, Penicillin oder
Ceftriaxon angewendet werden (KUTSUNA et al., 2013). Behandlungsstrategien
mit verschiedenen Antibiotika sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Nach Gabe von Amoxicillin bei einer B. crocidurae-Infektion erholte sich eine
Patientin zwar zunichst, es trat allerdings eine erneute Episode von Riickfallfieber
auf. Erst die Behandlung mit Tetracyclin beendete ihre Erkrankung (VAN DAM
et al., 1999). In einem Fallbericht aus Japan wurde einer Patientin, die an einer
B. persica-Infektion litt, iiber 10 Tage zwei Mal tidglich 100 mg Minocyclin ver-
abreicht. Darauthin kurierte sie vollstindig (KUTSUNA et al., 2013).

Im Zusammenhang mit Antibiotikatherapien wird vom Auftreten der Jarisch-
Herxheimer-Reaktion (JHR) berichtet (HASIN et al., 2006; GUERRIER et al.,
2011). Fir ndhere Ausfiithrungen iiber diese schwerwiegende Komplikation wird
auf das Kapitel 1I.7.2 ,,Komplikationen — Jarisch-Herxheimer-Reaktion* verwie-

sen.
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Tabelle 5: Antibiotische Behandlungsstrategien bei einer humanen Riickfall-

fieberborreliose
Antibiotikum  Dosierung Quelle
Chlortetracyclin  2-3 g téglich liber 3—4 Tage (BABUDIERI, 1957)
(Aureomycin)
Doxycyclin 200 mg téaglich iiber 10 Tage (COLIN DE VERDIERE
etal., 2011)

100 mg 2-mal tédglich tiber 10 Tage (KUTSUNA et al., 2013)
Minocyclin 100 mg 2-mal tédglich tiber 10 Tage (KUTSUNA et al., 2013)
Tetracyclin 2 g tdglich iiber 7 Tage (GALUN et al., 1984)

500 mg 4-mal tédglich iiber 7 Tage (VAN DAM et al., 1999)

500 mg 4-mal tédglich iiber 7-10 (ROSCOE et al., 2005)
Tage

Rostami et al. beschrieben einen Borreliosefall bei einem Welpen aus Teheran.
Nach Gabe von 10 mg/kg Doxycyclin, welches zwei Mal téglich iiber 30 Tage per
os verabreicht wurde, zeigten sich im Blut keine Spirochiten mehr und das Tier
war geheilt. Die begleitende Therapie mit 30 mg/kg Prednisolon per os einmal
taglich fiir sieben Tage sollte die Krankheitssymptome lindern und Schmerzen
reduzieren (ROSTAMI et al., 2011). Ein anderer Welpe aus dem Iran, welcher
nachweislich mit B. persica infiziert war, erhielt Ampicillin (20 mg/kg, 3-mal
tiaglich iiber 10 Tage) und wurde aufgrund seines schlechten Allgemeinzustandes
zusitzlich begleitend therapiert. Dabei wurden ihm Infusionen mit physio-
logischer Kochsalzlosung und 3,33%iger Glucose (20 ml/12 h), Metoclopramid
(2 g/kg/Tag) und Vitamin-B-Komplex (1 ml/Tag) iiber drei Tage sowie eine
intramuskulédre Injektion mit Vitamin B12 (0,5 mg, 1-mal pro Woche) iiber zwei
Wochen verabreicht. Nach erneuter Vorstellung zwei Monate spéter war das Tier

vollig gesund (SHIRANTI et al., 2016).

7.2 Komplikationen — Jarisch-Herxheimer-Reaktion

Bei dieser Reaktion, die ebenso bei der antibiotischen Behandlung anderer Infek-
tionserreger wie Treponemen (MEISLIN et al.,, 1976) und Leptospiren
(VAUGHAN et al., 1994) beschrieben ist, konnen nach Therapiebeginn plotzlich

Schiittelfrost, Fieber, Kopfschmerzen, Unwohlsein, Ubelkeit und Erbrechen auf-
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treten. Nach anfanglichem Steigen der Herzrate, des Blutdrucks und der Atem-
frequenz kommt es zum Blutdruckabfall im Verlauf der Reaktion. Die JHR steht
im zeitlichen Zusammenhang mit dem Verschwinden der Spirochiten aus der
Blutzirkulation (SOUTHERN et al., 1969; WARRELL et al., 1983). Nach Gabe
von Doxycyclin als therapeutische Mallnahme gegen klinisches TBRF traten bei
80 % der israelischen Patienten eine JHR auf (HASIN et al., 2006). Die vor-
herrschende Theorie iiber die Entstehung dieser Komplikation beinhaltet eine
Reaktion des Korpers auf die Freisetzung und Zirkulation von Endotoxin
(BRYCESON, 1976; POUND et al., 2005). Als priventive Mallnahme wurde in
einer Studie die Verabreichung von Antikorpern gegen den Tumornekrosefaktor-a

als vielversprechend eingestuft (FEKADE et al., 1996).

8 Priavention

Die Offentlichkeit und die Arzte sollten iiber die Epidemiologie und das klinische
Bild des Riickfallfiebers aufgekliart und Krankheitsfélle in den lokalen Gesund-
heitsimtern gemeldet werden (DWORKIN et al., 2008). Arzte sollten aufmerksam
sein, wenn Patienten mit wiederkehrendem Fieber vorstellig werden, welche aus
endemischen Regionen zuriickgereist sind (KUTSUNA et al., 2013).

Als Priaventionsmalnahmen sollten nagetier- und zeckenbefallene Wohnungen,
Tierbauten sowie Hohlen gemieden werden. Des Weiteren wird zum Tragen von
geeigneten Schuhen und Kleidung geraten. Zusitzlich konnen Repellentien wie
Permethrin angewendet werden (ASSOUS et al., 2009; DWORKIN et al., 2008).
Die Etablierung von Erhebungs- und Uberwachungsprogrammen wird auch bei
Hunden als erforderlich fiir die erfolgreiche Pravention und Kontrolle der Borre-

lieninfektion angesehen (ROSTAMI et al., 2011).

8.1 Bekiampfung von Zecken

Generell ist eine Ausrottung von Zecken in den meisten Fillen kein realisierbares
Ziel, da sich diese Parasiten aus angrenzenden Gebieten erneut etablieren konnen
oder Wildtiere als Reservoir dienen. In Viehbestinden werden hauptsichlich
Akarizide eingesetzt. Diese Substanzen sind toxisch und konnen Riickstinde in
Milch und Fleisch hinterlassen sowie Umweltverschmutzungen verursachen. Die
Bekidmpfung von Lederzecken in Gefliigelbestinden erweist sich aufgrund des
Versteckverhaltens der Parasiten in den Behausungen als besonders schwierig.

Hunde konnen hingegen mit einem Zeckenhalsband geschiitzt werden
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(JONGEIJAN et al., 2004). Eine weitere Moglichkeit ist die biologische Bekamp-
fung. In einer Studie von Sewify et al. wurde eine Sporensuspension von
Metarhizium anisopliae in Hithnerstillen aufgebracht, die von Argas persicargas
persicus befallen waren. Der entomopathogene Pilz erzielte nach drei Wochen

eine Mortalitédt von 100 % (SEWIFY et al., 2001).

8.2 Prophylaktischer Einsatz von Antibiotika

Eine prophylaktische Anwendung von Antibiotika ist ebenfalls méglich, um dem
Auftreten von TBRF entgegenzuwirken. In einer Doppelblindstudie von Hasin et
al. wurde den Probanden nach Exposition in einem endemischen Gebiet Israels
Doxycyclin verabreicht und dessen Wirksamkeit in Hinblick auf die Privention
von TBRF untersucht. Zu Beginn erhielten die Probanden 200 mg Doxycyclin
und an den darauf folgenden vier Tagen wurde die Dosis auf 100 mg reduziert.
Die Kontrollgruppe erhielt Placebos. Dabei entwickelten Personen aus der
Behandlungsgruppe kein Riickfallfieber, wohingegen einige Teilnehmer aus der
Placebogruppe erkrankten. Das ergab eine Wirksamkeit der Doxycyclinprophy-
laxe von 100 %. Aufgrund der Linge der Inkubationszeit sollten Patientenunter-
suchung und Behandlungsbeginn friihzeitig erfolgen, um das Auftreten der
Erkrankung zu verhindern. Eine JHR wurde wihrend den prophylaktischen Anti-
biotikagaben nicht festgestellt (HASIN et al., 2006). Erfolge verzeichneten auch
Galun et al. bei der prophylaktischen Behandlung mit Tetracyclin (1 g tdglich
iber drei bis fiinf Tage) (GALUN et al., 1984).

9 Mausmodelle

In der Erforschung von verschiedenen Spezies der Riickfallfieberborrelien wird
die Maus haufig als geeignetes Tier angesehen, um im Modell unterschiedlichen
wissenschaftlichen Fragestellungen nachzugehen. Dementsprechend ist in der
Literatur eine Vielzahl von Studien mit diesen Nagern beschrieben (GARCIA-
MONCO et al., 1997; NORDSTRAND et al., 2001; ALUGUPALLI et al., 2003;
LARSSON et al., 2006, 2009).

Im Rahmen der Arbeiten kommen abhidngig vom zu untersuchenden Sachverhalt
immunkompetente (YOKOTA et al., 1997; LARSSON et al., 2006; BENOIT et
al., 2010) oder immundefiziente Miuse (CADAVID et al., 2001; LARSSON et
al., 2009; BENOIT et al., 2010) zum Einsatz. Beispielsweise wurden fiir die Ana-

lyse der Immunantwort auf eine B. duttonii-Infektion immunkompetente BALB/c-
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Miuse verwendet, welche mit einer Dosis von 1 x 10? Borrelien intraperitoneal
inokuliert wurden. Anschlieend wurde die protektive Wirkung der produzierten
Antikorperklassen und -unterklassen nach passiver Immunisierung naiver Miuse
untersucht (subkutane Injektion der Antikorperpriaparation gefolgt von einer intra-
peritonealen Applikation von 1 x 10% Borrelien nach sechs Stunden). Im Gegen-
satz zu den Antikorpern IgGl, IgG2a und IgG2b wiesen die IgM- und IgG3-
Antikorper starke protektive Aktivititen auf (YOKOTA et al.,, 1997). In der
Studie von Larsson et al. wurden ebenso immunkompetente Tiere genutzt. Den
C57BL/6J-Miusen wurden 1 x 10° Riickfallfieberborrelien verschiedener Spezies
(B. duttonii, B. turicatae, B. hermsii oder B. crocidurae) subkutan injiziert, um
zum einen die Verldufe der Spirochitdmien in den akuten Infektionsphasen und
zum anderen die Entstehung von latenten Gehirninfektionen nach dem Ver-
schwinden der Borrelien aus dem Blut zu erforschen. Die Analyse der Persistenz
der Borrelien im Gehirn wurde mit Hilfe eines Infektionstests durchgefiihrt, bei
dem die Gehirne der infizierten Tiere homogenisiert und anschlieend intraperi-
toneal in naive Mdiuse injiziert wurden. Die Ergebnisse der Studie offenbarten,
dass die B. duttonii-Infektion von allen vier Spezies die langste Prisenz im Blut
sowie im Gehirn zeigte und dass eine latente Gehirninfektion nach Immun-
suppression mit Methylprednisolon bei drei von 11 Nagern erfolgreich zu einer
aktiven Infektion reaktiviert werden konnte (LARSSON et al., 2006). In einer
anderen Studie wurde unter Verwendung eines immunkompetenten Mausstamms
(C3H/HeN) ein Meningitismodell etabliert, indem die Forscher eine neue Borre-
lienspezies, welche aus einem erkrankten spanischen Patienten isoliert wurde, mit
einer Dosis von 1 x 10° intradermal injizierten. Die histologische Untersuchung
der Mausgehirne zeigte, dass jedes Tier eine Meningitis hatte, da mononukleire
Zellinfiltrate mit variierendem histopathologischen Grad in den Leptomeningen
und den Plexus choroidei aufgefunden werden konnten (GARCIA-MONCO et al.,
1997). Fiir die Entwicklung des ersten Nicht-Primaten-Modells fiir B. recurrentis
nutzen Larsson et al. dagegen immundefiziente Mause, welche fiir die In-vivo-
Forschung eine praktischere Alternative zur Verwendung von Primaten darstellen.
Nach subkutaner Injektion von 1 x 10° Borrelien konnten relativ milde, aber
persistierende Infektionen in den immundefizienten Tieren erzeugt werden,
wohingegen sich die beiden B. recurrentis-Stamme in den immunkompetenten
BALB/c-Miusen nicht durchsetzen konnten (LARSSON et al., 2009). Ebenso

favorisierten Pennington et al. den Gebrauch von immundefizienten Méusen bei
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der Untersuchung von B. turicatae-Serotypen hinsichtlich Gelenkspathogenitit.
Nach intraperitonealer Applikation von 1 x 10° Borrelien konnte gezeigt werden,
dass die Arthritiden, verursacht durch Serotyp B, stirker ausgeprigt waren als die,
welche nach Serotyp-A-Injektion entstanden. Zusétzlich waren die Spirochiten-
konzentrationen im Blut und in den Gelenken bei den mit Serotyp B infizierten
Miusen hoher als bei den mit Serotyp A infizierten Tieren (PENNINGTON et al.,
1997).

In Forschungsarbeiten, welche die Spezies B. persica untersuchten, wurden bisher
hauptsichlich Meerschweinchen genutzt (siehe Kapitel 11.6.4 ,In-vivo-Kulti-
vierung®). Aber es existieren dennoch Studien, bei denen Miuse zum Einsatz
kamen. Bereits 1954 untersuchte Babudieri das Riickfallfieber in Jordanien. Er
inokulierte Blut von erkrankten Menschen in diese Nager und konnte somit die
Diagnose auf von Zecken iibertragenes Riickfallfieber stellen. Viele Tiere waren
zwei bis fiinf Tage nach der Injektion infiziert. Des Weiteren wollte er die Infek-
tionsrate von gefangenen O. tholozani-Zecken bestimmen, indem er die zerstoB3-
enen Parasiten in Méuse injizierte. Doch die Infektion der Nager blieb aus. Eine
geringe Infektionsrate wurde ermittelt, indem die Zecken zum Saugen direkt an
Maiuse gesetzt wurden. Bei dieser Methode waren die Tiere nach vier bis fiinf
Tagen positiv. Indem Babudieri negative Zecken an positive Méuse setzte, wo-
raufhin sich die Parasiten infizierten, konnte er schlieflich beweisen, dass
O. tholozani als Spirochiteniibertriger fungiert. In seinen Experimenten zeigten
sich keine einheitlichen Muster der Spirochidtdmie in den individuellen Blut-
proben einzelner Tiere. Auflerdem erkannte er, dass die Riickfallfieberborrelien in
den Gehirnen der Miuse iiberlebten (BABUDIERI, 1957). Im Jahr 2006 injizier-
ten Assous et al. spirochdtenhaltiges Blut von vier israelischen Patienten intra-
peritoneal in ICR-Miause und detektierten anschlieBend Borrelien am Tag vier
oder sechs im Tierblut (ASSOUS et al., 2006). SchlieSlich verwendeten Elbir et
al. immundefiziente Miuse (CB17/Icr-Prkdc™lerlcoCrl) als ,,Starterkultur-
medium®, um einen in vitro schlecht wachsenden B. persica-Stamm, welcher
zuvor 20 Jahre bei —70 °C gelagert wurde, fiir eine anschlieBend erneute In-vitro-
Kultivierung vorzubereiten. Diese Strategie erwies sich als erfolgreich (ELBIR et
al., 2014).

Bis heute existieren nach bestem Wissen keine Veroffentlichungen iiber ein aus-

fiihrlich charakterisiertes Infektionsmodell fiir B. persica in der Maus.
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Abstract

Borrelia persica, a bacterium transmitted by the soft tick Ornithodoros tholozani, causes
tick-borne relapsing fever in humans in the Middle East, Central Asia and the Indian penin-
sula. Immunocompetent C3H/HeOud mice were infected intradermally with B. persica at
varying doses: 1x 108, 1x 10*, 1 x 10% and 4 x 10° spirochetes/mouse. Subsequently,
blood samples were collected and screened for the presence of B. persica DNA. Spiro-
chetes were detected in all mice infected with 1 x 105, 1 x 10% and 1 x 10 borrelia by real-
time PCR targeting the flaB gene of the bacterium. Spirochetemia developed with a one- to
two-day delay when 1 x 10* and 1 x 102 borrelia were inoculated. Mice injected with only
four organisms were negative in all tests. No clinical signs were observed when infected
mice were compared to negative control animals. Organs (heart, spleen, urinary bladder,
tarsal joint, skin and brain) were tested for B. persica-specific DNA and cultured for the
detection of viable spirochetes. Compiled data show that the target organs of B. persica
infections are the brain and the skin. A newly developed serological two-tiered test system
(ELISA and western blot) for the detection of murine IgM, IgG and IgA antibody titers against
B. persica showed a vigorous antibody response of the mice during infection. In conclusion,
the infection model described here for B. persica is a platform for in vivo studies to decipher
the so far unexplored survival strategies of this Borrelia species.

Author Summary

The spirochete Borrelia persica is a tick-borne bacterium that is transmitted by the vector
Ornithodoros tholozani to its vertebrate host in the Middle East, Central Asia and the
Indian peninsula. Current migration of vast numbers of individuals from this area
increases the likelihood that B. persica infections will be introduced into new geographic
regions. After infection and distribution by the bloodstream, relapsing fever episodes
occur in humans. Since no reliable in vivo tools have existed so far to study this organism,

PLOS Neglected Tropical Diseases | DOI:10.1371/journal.pntd.0004404  February 18,2016
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a murine model was established in this study to characterize the infection kinetics in
immunocompetent mice. Aspects of the potential infectivity of the laboratory strain and
of potential clinical signs, spirochetemia and antibody response as well as organ tropism
and histopathological reactions were studied. With the successful infection model pre-
sented here, further studies are conceivable in order to gain advanced insights into the
pathogenesis of B. persica infection and to characterize in detail the host immune response
mounted against the bacterium. We propose that this model could also be used for the
development of new rapid diagnostic approaches to initiate or monitor treatment regimes
in order to clear or prevent the infection with B. persica.

Introduction

Spirochetes of the genus Borrelia (B.) are vector-borne, spiral-shaped bacteria that can be
divided into two functional groups [1]. One large group of spirochetes belongs to the B. burg-
dorferi sensu lato complex (e.g. B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii, B. garinii, B. bavariensis).
Lyme disease borreliae are transmitted by hard-shelled Ixodes ticks [2]. The second group
includes the relapsing fever (RF) borreliae which spread primarily via soft ticks with an excep-
tion of B. recurrentis that is transmitted by the body louse (Pediculus humanus). Among others,
B. hermsii, B. duttonii and also B. persica are tick-borne RF borreliae which induce tick-borne
relapsing fever (TBRF) (reviewed in [3]). B. persica is transmitted by the soft tick Ornithodoros
tholozani during blood meals [4]. These ticks are prevalent in areas such as the Middle East,
Central Asia and the Indian peninsula and feed on humans as well as on animals (reviewed in
[5]). Moreover, TBRF can occur in non-endemic countries due to travel of infected people [6,
7]. Clinically, the disease manifests with fever attacks in human patients related to high num-
bers of spirochetes in the blood circulation during fever episodes [8-10] and non-specific clini-
cal signs such as chills, headache, nausea, vomiting, sweating, abdominal pain, arthralgia,
cough and photophobia which may occur [9]. Rodhain reviewed as early as 1976 [11] thata
high level of experimental pathogenicity of B. persica can be perceived in guinea pigs, hedge-
hogs and rabbits whereas lower levels seem to occur in monkeys, adult white mice and rats. So
far primarily guinea pigs have been used to multiply B. persica [12-14] and just recently it was
possible to maintain B. persica in vitro [14, 15]. However, for other RF borrelia species the
mouse is usually considered to be the appropriate animal model [16-19] and Babudieri investi-
gated relapsing fever in Jordan by injecting blood of diseased patients into mice in order to con-
firm TBRF spirochetosis [20]. The mice used in the experiment tested positive two to five days
after injection. Furthermore, Babudieri studied the infection rate of captured Ornithodoros tho-
lozani ticks. Squashed ticks were inoculated into mice, but infection was not initiated, while a
very low infection rate was obtained when the ticks were allowed to feed directly on these ani-
mals. Spirochetes were not present constantly and uniformly in the mice’s blood. In addition,
the author mentioned that the spirochetes survived in the mice’s brains. In 2006, Assous et al.
inoculated intraperitoneally blood of TBRF patients from Israel into ICR mice and detected
spirochetes in the mice’s blood samples on day four as well as on day six of the experiment
[21]. Since comprehensive data for B. persica in mice were not available, we aimed to establish
and characterize in detail an infection model for B. persica in immunocompetent mice. There-
fore, we infected intradermally 44 C3H/HeOu] mice with B. persica strain LMU-COL. In order
to gain insight into the infection with these TBRF spirochetes, we investigated (a) whether this
laboratory strain of B. persica is able to establish an infection in immunocompetent mice; (b)
whether the mice develop clinical signs; (c) when and in which quantity the spirochetes appear

PLOS Neglected Tropical Diseases | DOI:10.1371/journal.pntd.0004404 February 18, 2016 2/16
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in the blood circulation; (d) confirm that B. persica disseminates into organs and investigate
the histopathological changes; (e) characterize the mice’s immune response during infection;
and (f) define the minimal dose necessary to infect animals. After compilation of all data, we
came to the conclusion that the infection model described here is a reliable tool that can be
used for further research studies.

Materials and Methods
B. persica in vitro cultivation

For this study, 100 pl of thawed B. persica passages (strain LMU-C01, isolated from a cat in
Israel; passage 2, 3.9 x 10° organisms/ml) were cultivated in Pettenkofer/LMU Bp medium as
described previously [15]. Cultures were incubated for five days and viable bacteria were
counted with a Petroff-Hausser counting chamber (Hausser Scientific, Horsham, Pennsylvania,
USA). Bacteria suspensions were adjusted to the required cell concentration by dilution of cul-
tures with plain medium.

Mice and intradermal injection of B. persica

In total, 54 six- to seven-week-old female C3H/HeOu]J mice (Charles River Wiga Deutschland
GmbH, Sulzfeld, Germany) were kept in individually ventilated cages (ISOcage N System; Tec-
niplast Deutschland GmbH, Hohenpeiflenberg, Germany) at the animal facility of the Institute
for Infectious Diseases and Zoonoses, Ludwig-Maximilians-Universitdt (Munich, Germany).
Animals were manipulated in laminar flow systems in order to sustain specific-pathogen-free
conditions. The health status of all mice and the body temperature, which was measured with a
subcutaneous transponder (IPTT-300 Temperature Transponders; Plexx B. V., PW Elst, Neth-
erlands), were recorded twice a day.

Initially, 20 mice were exposed to 1 x 10° B. persica spirochetes in 100 ul medium by intra-
dermal injection into the shaven back. In addition, four animals were injected with 100 pl
medium alone and served as negative controls. The injection volume was divided into small
portions (10 x 10 pl), placed close to each other into the skin (~ 4 cm? area). For the dose find-
ing study, eight mice per group were injected with B. persica suspensions with varying concen-
trations. Group #1: 1 x 10* spirochetes per mouse; group #2: 1 x 10 spirochetes per mouse;
group #3: 4 x 10° spirochetes per mouse. Two additional animals in each group served as nega-
tive and infection/transmission controls.

Blood, plasma and serum samples

To study the kinetics of bacteremia and the development of specific antibodies post infection,
blood samples were collected at preassigned intervals. Two drops of blood were collected in a
Microvette 100 K3E (preparation K3EDTA; Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, Germany) by facial
bleeding after cutting the skin with a 4-mm Goldenrod Animal Lancet (Braintree Scientific, Bio-
Medical Instruments, Z6llnitz, Germany). The bleeding scheme was as follows: during the first
two weeks each mouse was bled every second day. However, in order to collect data for each sin-
gle day of the first 14-day interval, the group was divided into two equal subgroups and these
subgroups were bled according to alternating schedules. After day 14, all animals were bled
together once a week until the final days 49/50. The bleeding scheme for the dose finding study
was: during the first 20 days, each animal was bled every second day. Subgroups were formed
and bled according to alternating schedules to obtain blood samples for each experimental day.
After day 20, blood samples were collected every second day up to the final days 30/31/32. Alter-
nating schedules were applied to the subgroups (each mouse was bled every fourth day).

PLOS Neglected Tropical Diseases | DOI:10.1371/journal.pntd.0004404 February 18, 2016 3/16
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For DNA-extraction, 5 ul from each blood sample were transferred into a 1.5-ml safe-lock
tube (Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH, Wesseling-Berzdorf, Germany) and frozen at
-30°C until used. Surplus blood samples of the regular blood collection from animals that had
received 1 x 10° B. persica organisms were pooled subgroup-specific in another 1.5-ml safe-
lock tube for plasma production. After euthanasia, a final blood sample of each mouse was col-
lected in a micro tube (1.1ml Z-Gel; Sarstedt AG & Co.) for serum production. Plasma and
serum preparation were done by a two-time centrifugation (Centrifuge 5430 RV 1.1, rotor FA-
45-30-11; Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH) at 350 x g for 10 min at 24°C. The superna-
tants were collected in a 1.5-ml safe-lock tube and were frozen at -30°C until serological analy-
ses were performed.

B. persica DNA quantification in blood and DNA detection in tissue
samples

AS3000 Maxwell 16 MDx Instrument and the Maxwell 16 LEV Blood DNA Kit (Promega
GmbH, Mannheim, Germany) were used for DNA extraction from blood and tissue samples. In
the case of blood: 5 ul thawed blood, 300 pl sterile phosphate-buffered saline (PBS), 300 ul lysis
buffer and 30 ul Proteinase K were mixed. The following steps were done according to the man-
ufacturer’s technical manual # TM333 (Maxwell 16 LEV Blood DNA Kit and Maxwell 16 Buccal
Swab LEV DNA Purification Kit Technical Manual; Promega GmbH). DNA was eluted in 60 pl
elution buffer and frozen at -30°C. In the case of tissue: 200 ul of incubation buffer (Promega
GmbH) were filled in a 1.5-ml safe-lock tube containing thawed tissue (weight less than 50 mg).
Then, 200 pl lysis buffer and 30 pl Proteinase K were added and the tissue sample was squeezed
and disrupted with a micro pestle (Faust Lab Science GmbH, Klettgau, Germany). Samples were
incubated in a ThermoMixer comfort 5355 V 2.0 (Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH) at
56°C and 500 rpm overnight. Additional 200 pl of lysis buffer were added and DNA was
extracted with the Maxwell 16 MDx Instrument. DNA was eluted and frozen as written above.

B. persica DNA was detected with a real-time quantitative PCR (qQPCR) assay in a Mx3005P
qPCR System (Agilent Technologies Sales & Services GmbH & Co.KG, Boblingen, Germany).
The primers and the probe were designed according to the flaB target gene of B. persica using
the software Primer3Plus (Free Software Foundation, Inc., Boston, Massachusetts, USA; http://
primer3plus.com; [22]). Synthesis of following sequences was carried out by Eurofins Geno-
mics (Ebersberg, Germany): Bp_flaB_fw 5-GAG GGT GCT CAA CAA GCA A-3’, Bp_flaB_p-
robe 5-FAM-AAA TCA GGA AGG AGT ACA ACC AGC AGC A-3’-TAM and Bp_flaB_re
5-CAA CAG CAGTTG TAA CAT TAA CTG G-3’. The expected amplicon size was 106 base
pairs. Real-time PCR was carried out in 96 Multiply PCR plate natural (Sarstedt AG & Co.)
containing 1.2 pl of each primer (final concentration 600 nM), 0.8 pl of the probe (final con-
centration 200 nM), 10 ul GoTaq Probe qPCR Master Mix (2 x; Promega GmbH; final concen-
tration 1 x, added CXR reference dye following the manufacturer’s protocol) and 2.5 pl target
DNA solution. The reaction volume was 20 pl in total and was pipetted in duplicate for each
DNA sample. The amplification program was as follows: initial activation at 95°C for 5 min, 40
cycles of 95°C for 15 s and 60°C for 60 s and a final step at 25°C for 15 s. In each qQPCR run a
positive control (B. persica strain LMU-CO01, P3), no template control (NTC, 2.5 ul nuclease-
free water; Promega GmbH) and samples for calibration of the standard curve (serial dilution
of B. persica DNA, P4) were included. According to the standard curve (considering slope, effi-
ciency and R-squared value), the absolute spirochete number per ml mouse blood was calcu-
lated using the MxPro QPCR Software version 4.10 (Agilent Technologies Sales & Services
GmbH & Co.KG) based on threshold cycles (C;). Graphs were constructed with the OriginPro
9.1 Software (Additive GmbH, Friedrichsdorf, Germany).

PLOS Neglected Tropical Diseases | DOI:10.1371/journal.pntd.0004404 February 18,2016 4/16



III Publikation 35

@‘ PLOS NEGLECTED
2] : TROPICAL DISEASES A Murine Infection Model for Borrelia persica

As regards tissue, additional to DNA of B. persica flaB gene mouse-specific glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH; TagMan Gene Expression Assay, Mm99999915_g1,
VIC dye-labeled MGB probe, 20 x; Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific GmbH, Ulm,
Germany) was detected to control the DNA content in the tissue sample. TagMan Gene
Expression Assay was used according to the manufacturer’s recommendations. The reactions
mix (total volume 20 ul) contained 10 pul GoTaq Probe qPCR Master Mix (Promega GmbH;
final concentration 1 x, added CXR reference dye), 1 ul of the TagMan Gene Expression Assay
(final concentration 1 x) and 2.5 ul DNA solution. PCR conditions were as described above,
with the exception of the initial activation step that was separated into two steps: 50°C for 2
min followed by 95°C for 10 min.

B. persica re-cultivation from tissue samples

At the end of the infection study with 1 x 10° borrelia per mouse, animals were euthanized at
days 49/50 post infection. Tissue processing was carried out as described previously [23].
Heart, spleen, urinary bladder, left tarsal joint, skin from infection areal and brain were col-
lected from each mouse and divided into two parts (brain into three parts). One part was put in
a 1.5-ml safe-lock tube and frozen at -30°C for DNA-extraction. The other part was transferred
into a second 1.5-ml safe-lock tube filled with 200 ul of Pettenkofer/LMU Bp medium. Subse-
quently, the tissue was squeezed and disrupted with a micro pestle and the suspension was
transferred into a 12-ml tube (Centrifuge Tube 12; TPP, Faust Lab Science GmbH) filled with
10 ml Pettenkofer/LMU Bp medium. The organ cultures were incubated at 37°C in humidified
air for three weeks. Observation for viable mobile spirochetes was performed weekly using a
dark-field microscope. The third part of the brain, right kidney and right tarsal joint were
transferred into a 50-ml centrifuge tube (114x28mm, PP; Sarstedt AG & Co.) filled with 20 ml
of 4% formalin and were stored at room temperature until histopathology analyses were carried
out. For the dose finding study the skin, brain, right kidney and right tarsal joint were collected
on final days 30/31/32 and prepared as described above.

Histopathology

Brain parts, right kidneys and right tarsal joints (in 4% formalin) from five infected mice
(infection dose 1 x 10° B. persica/mouse) and one control animal were used for the histopatho-
logical evaluations. Parts of the brains and kidneys were embedded in paraffin and were cut
into 2-3 pl thin slices. The other parts of brains and kidneys as well as tarsal joints were embed-
ded in plastic and sectioned into 1 pl thin slices. After staining with hematoxylin and eosin
(HE) as well as Giemsa, observations for histopathological changes were carried out under a
bright-field microscope.

Antigen production and preparation for antibody detection

A low-passaged culture of B. persica (strain LMU-CO01) was used for antigen production. The
purified bacterial lysate was utilized to detect mouse antibodies in the serological two-tiered
test system (ELISA and western blot). Spirochetes were first cultured as described elsewhere
[15]. When bacteria reached the late exponential phase (after five days), 150 pl were transferred
into each of two 12-ml tubes (Centrifuge Tube 12; TPP, Faust Lab Science GmbH) containing
6 ml medium and were further incubated for three days. These 6-ml bacteria suspensions were
transferred to a sterile glass bottle containing 1 1 medium and incubated until late exponential
phase of growth (five days of incubation). Antigen preparation was done via ultrasound disrup-
tion according to Topfer et al. [24] and the centrifuged supernatant of the whole cell lysate was
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stored at -80°C until used. Determination of protein concentration and quality control of the
antigen solution was carried out as described previously [24].

Antibody detection with a kinetic ELISA

The microdilution plates (Nunc-Immuno Microwell Maxisorp C96; Thermo Scientific, VWR
International GmbH, Ismaning, Germany) were coated with whole cell antigen lysate of B. per-
sica at a concentration of 0.2 pg per well as described by Barth et al. [25]. Detection of specific
antibodies against B. persica was done with a computer-assisted, kinetic-based ELISA after
Shin et al. [26]. Serum and pooled plasma samples were diluted 1:100 in sample buffer contain-
ing PBS, 0.05% Tween 20 (neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH, Heidelberg, Germany)
and 2% non-fat dry milk (Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Four control serum samples
were added in each run. Peroxidase-conjugated goat IgG fraction to mouse immunoglobulins
(IgG, IgA, IgM; MP Biomedicals, LLC, Heidelberg, Germany) were diluted 1:4,000 in sample
buffer and used as the secondary antibody. As a final step, substrate (TMB Microwell Peroxi-
dase Substrate Kit; KPL, medac GmbH, Wedel, Germany) was added and after 1 min 45 s the
extinction of each well was read five times in 35-s intervals at 650 nm in a SpectraMax Plus 384
Microplate Reader (Molecular Devices (UK) Ltd, Wokingham, United Kingdom). Results were
calculated with the SoftMax Pro software 5.3 (Molecular Devices (UK) Ltd). To standardize the
sample evaluation and for the comparability of the plates of each run, the results of the samples
were adjusted to the evaluated values of the control samples. Graphs were constructed with the
OriginPro 9.1 Software (Additive GmbH).

Antibody visualization with western blots

For antigen preparation, three parts of antigen were mixed with one part of reducing sample
buffer (Roti-Load 1; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Germany) and heated for 10 min at
90°C in a ThermoMixer comfort 5355 V 2.0 (Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH). The
diluted antigen was loaded into a precast gel (4-15% Mini-PROTEAN TGX Stain-Free Precast
Gels, IPG well comb, 86 x 67 mm (W x L); Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich, Germany)
and a protein weight ladder (Precision Plus Protein WesternC Standards; Bio-Rad Laboratories
GmbH) was included separated from each other with a 5-mm wide polytetrafluoroethylene
(PTEE) stick. Gel electrophoresis was performed with 1:10 diluted running buffer (10x Tris/Gly-
cine/SDS Buffer; Bio-Rad Laboratories GmbH) in a Mini-PROTEAN Tetra cell (Bio-Rad Labora-
tories GmbH) at 250 V for 22 min. Western blot and immunodetection were done according to
the Protein Blotting Guide (Bulletin #2895; Bio-Rad Laboratories GmbH) and a house-intern
protocol as outlined below. Buffers and solutions were produced following recipes of the Protein
Blotting Guide. Blotting of proteins onto a nitrocellulose membrane (MemBlot CN—Rolle,

0.45 pm, 10 x 7.5 cm; membraPure, Bodenheim, Germany) was carried out at 30 V for 960 min
using a Mini Trans-Blot module (Bio-Rad Laboratories GmbH) in Towbin Buffer. The mem-
brane was washed with tris-buffered saline (TBS, pH = 7.5) for 7 min and blocked for 1 h at
room temperature in 5% non-fat milk-TBS. Subsequently, the membrane was washed with
TTBS twice for 7 min (0.05% Tween 20 in TBS) and subsequently cut into strips (3-4 mm wide).
Serum and plasma samples were diluted 1:100 in 5% non-fat milk-TTBS and incubated with the
membrane strips for 1 h at room temperature hhhhhhh. Protein standard strips were incubated
with plain 5% non-fat milk-TTBS. After washing (four times, 7 min, in TTBS), the strips were
incubated with 1:1,000 diluted detection antibody in TTBS (peroxidase-conjugated goat IgG frac-
tion to mouse immunoglobulins IgG, IgA, IgM; MP Biomedicals, LLC), and the strips with the
protein standard were incubated with Streptactin solution (Precision Protein StrepTactin-HRP
Conjugate; Bio-Rad Laboratories GmbH) for 1 h at room temperature, respectively. Strips were
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washed four times with TTBS for 7 min. After a final wash step with TBS for 1 min, color devel-
opment was achieved by adding substrate (Opti-4CN Substrate Kit; Bio-Rad Laboratories
GmbH) and stopped after 4 min by washing in distilled water. Images were taken with the Cemi-
Doc MP System and Image Lab Software Version 5.0 (Bio-Rad Laboratories GmbH).

Ethics statement

Mouse experiments were carried out according to the guidelines approved by the Animal Wel-
fare Committee of the Sachgebiet 54, Regierung von Oberbayern (Munich, Germany). The ani-
mal care and use protocols adhere to the German Tierschutzgesetz, the Tierschutz-
Versuchstierverordnung and the recommendations of GV-SOLAS.

Results
Kinetics of B. persica spirochetemia

For direct pathogen detection, DNA was extracted from murine blood samples and the flaB
gene of B. persica was detected with a real-time PCR. Data are shown as box plots using a log;o-
scale of the absolute spirochete numbers per ml blood (Y-axis) and plotted against the blood
sampling days (X-axis; Fig 1A-1C).

When mice were inoculated intradermally with 1 x 10° B. persica organisms (Fig 1A), spiro-
chetes were detectable in their blood starting one day after injection. Median spirochete con-
centration ranged from 4.80 to 6.59 (log; x organisms/ml) during the first 12 days. A
substantial decline in detectable spirochete numbers was observed from day 12 to 14. The
median spirochete numbers dropped from 4.80 to 0 (log x organisms/ml). After day 14, the
majority of the mice tested negative for spirochetes in the blood, while during the same period
three mice showed reduced numbers of borrelia and only one of them produced a positive sig-
nal on the final day of the experiment. The highest spirochete burden observed in a blood sam-
ple of an individual mouse was 1.9 x 10 B. persica/ml. When less spirochetes were used for
intradermal inoculation (1 x 10* and 1 x 10% B. persica/mouse), spirochetes appeared in the
blood circulation of the mice with a delay compared to the experiment performed with 1 x 10°
B. persica/mouse. When 1 x 10* B. persica organisms were injected (Fig 1B), the earliest spiro-
chetes were detectable two days after inoculation. Three peaks in spirochete concentration
were recorded until day 15 (median spirochete concentration ranged from 3.90 to 6.43; log; o x
organisms/ml) and then the spirochete number decreased from day 15 onwards (6.31 to 0;
log;o x organisms/ml). After day 16, the median spirochete concentration varied at a low level
(1.60 to 4.21; log; ¢ x organisms/ml). The majority of the mice tested negative from day 26
onwards. The highest spirochete load observed in a blood sample of an individual mouse was
2.3 x 107 organisms/ml. When 1 x 10” B. persica organisms were injected (Fig 1C), spirochetes
were detectable beginning on day 3. Varying spirochete numbers in blood were observed dur-
ing the first 16 days of the experiment and from day 17 onwards the median number of spiro-
chetes decreased substantially (from 5.28 to 2.01; log;, x organisms/ml). Mice showed
spirochetemia at a low level until day 20. Then, the majority of the animals tested negative. No
signals for flaB DNA were recorded for mice that were exposed to only four B. persica organ-
isms per mouse and from mice which served as negative controls.

In summary, intradermal injection of decreasing numbers of B. persica resulted in delayed
appearance of the spirochetes in the blood of infected mice. After an initial fluctuation of the
median spirochete concentration at a high level, a sudden decrease in spirochete numbers was
observed in each group from day 13 to 18. The infection rate was 100% when mice were injected
intradermally with doses of 1 x 10° (20/20), 1 x 10* (8/8) and 1 x 10* (8/8) B. persica/mouse. The
lowest dose tested (four B. persica/mouse) did not result in infection of any mouse (0/8).
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III Publikation

38

@‘ PLOS NEGLECTED
2] : TROPICAL DISEASES A Murine Infection Model for Borrelia persica

T T T A

~
1

|

o o
P BT BT STAT BT ATA A
o 3
oy
—
Eig
I
1 1

N w
1 PRI
1 1

number of Borrelia [log,, X organisms/ml]
n T
—
1 1

I J25%-75%

1| — Median

o
1
[
L
[
i
|
i
I

~
1

N
ol

N
i

[ 125%-75%

—— Median

number of Borrelia [log,, X organisms/ml]
w S (4] o
1 1 1 1
R—
——
o S
——=5"
LT —
CEF
—
T F
§\\\

C

[ J25%-75%

— Median

number of Borrelia [log,, X organisms/mi]
B (4] o
1 1 1
o
i
T =
—
o=
o — —
 —
——
1 F—
—
x \

Fig 1. A-C. Spirochete burden in the blood. Results of real-time PCR detecting the flaB gene of B. persica
in blood from C3H/HeOuJ mice that had received 1 x 10° (Fig 1A), 1 x 10* (Fig 1B) or 1 x 10? (Fig 1C) B.
persica/mouse. The absolute spirochete numbers in each blood sample (Y-axis, log1o-scale) are plotted as
box plots against the blood sampling days (X-axis).

doi:10.1371/journal.pntd.0004404.g001

When analyzed at the individual level, most animals showed two to three peaks of spiroche-
temia and only a few (3/36) produced one peak. Fig 2A-2C show the absolute spirochete num-
bers per ml blood of three selected mice. These individual animals, which received 1 x 10° B.
persica/mouse, revealed three different relapse patterns. In terms of mouse #2 (Fig 2A), peak

PLOS Neglected Tropical Diseases | DOI:10.1371/journal.pntd.0004404 February 18,2016
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Fig 2. A-C. Individual relapse pattern. The absolute spirochete numbers per ml blood of three selected
mice that had received 1 x 10° B. persica/mouse (Y-axis) are plotted against the blood sampling days (X-
axis). Mouse two (Fig 2A) and mouse 12 (Fig 2B) were part of subgroup one; mouse 18 (Fig 2C) was part of
subgroup two. During the first 14 days, subgroups were bled according to an alternating sample collection
schedule.

doi:10.1371/journal.pntd.0004404.9002
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spirochetemia intensities declined over time. First, spirochete numbers increased up to 2.2 x
10° organisms/ml on day 3. Subsequently, spirochetemia intensity decreased until day 5, rose
up to 1.3 x 10° organisms/ml on day 7, declined again on day 9 and showed a last small peak of
6.0 x 10° organisms/ml on day 11. After that, the animal was negative until the end of the
experiment. The lowest detectable number of spirochetes between the peaks was recorded on
day 9 (1.2 x 10° organisms/ml). In mouse #12 (Fig 2B), two peaks (5.3 x 10° organisms/ml on
day 3 and 4.7 x 10° organisms/ml on day 7) were noted. Between the peaks the detectable spiro-
chete concentration was 1.2 x 10° organisms/ml. This mouse was negative after day 13. Fig 2C
depicts the kinetics of spirochetemia in mouse #18: the first high peak with 7.1 x 10° organ-
isms/ml on day 2 was followed by a second low peak with 3.8 x 10° organisms/ml on day 6,
which again was followed by a last high peak with 7.4 x 10° organisms/ml on day 10. Between
the first and the second peak the lowest spirochete count was 1.1 x 10° organisms/ml on day 4,
while only 1.7 x 10° organisms/ml were observed between the second and the third peak on
day 8. This mouse also remained negative from day 12 onwards.

Interestingly, none of the infected mice showed any clinical signs or elevated temperatures
during spirochetemia and the following periods when compared to negative control animals.

Re-cultivation and real-time PCR detection of B. persica in tissues

Tissue samples were collected from the skin around the infection area, heart, spleen, urinary
bladder, left tarsal joint, and brain at the end of the infection experiment with 1 x 10° borrelia/
mouse on days 49/50. Cultures with liquid medium were started to attempt the cultivation of
the borrelia. The organ cultures were investigated for the presence of viable spirochetes under a
dark-field microscope once a week over a period of three weeks. One week after initiating the
cultures, at least some single borrelia organisms were observed in most brain cultures. After
three weeks, 13 out of 20 observed brain samples were found positive with some cultures show-
ing massive numbers of rapidly-moving spirochetes (Table 1). Three skin cultures were also
observed as positive after three weeks. In total, 70% (14/20) of the infected mice tested positive
by culture. By real-time PCR, 90% (18/20) of the infected mice tested positive for the B. persica
flaB gene in tissue samples. In addition to 18 positive brain and three skin samples from 18
mice, one heart and one splenic sample of the same mouse were positive by real-time PCR (this
mouse was also positive by blood real-time PCR performed on its final day of experiment).
Control animals tested negative in both methods. According to the results, only brain and skin
samples were investigated on the final days of the dose finding study. Spirochetes were seen in
87.5% (7/8; infection dose: 1 x 10* B. persica/mouse) and 100% (8/8; infection dose: 1 x 10 B.
persica/mouse) of brain cultures. All tissue cultures of animals that had received four B. per-
sica/mouse and all negative controls tested negative. Real-time PCR was 100% (8/8) positive
for brain samples from mice infected with doses of 1 x 10* and 1 x 10 B. persica/mouse. None
of the skin samples tested positive in both methods.

Histopathological findings

Five mice (inoculated with 1 x 10° B. persica/mouse) which were positive according to all other
test methods were selected for histopathologic evaluation. A negative mouse served as a con-
trol. The paraffin-embedded slices of brains and kidneys as well as the plastic-embedded slices
of brains and joints revealed no histopathological changes indicative for inflammatory
responses. Two specimens of in plastic-embedded kidneys (one infected and the uninfected
mouse) contained small scattered interstitial infiltrations of lymphocytes (mild interstitial non-
suppurative focal nephritis).
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Table 1. Organ dissemination of B. persica following inoculation with different doses of spirochetes.

Number of positive tissue samples and mice in culture/flaB-qPCR

Infection dose n heart spleen bladder joint skin brain mice mice in %
1x10° 20 01 0N 0/0 0/0 3/3 13/18 14/18 70/90
1x10* 8 nd nd nd nd 0/0 7/8 7/8 87.5/100
1x10% 8 nd nd nd nd 0/0 8/8 8/8 100/100
4x10° 8 nd nd nd nd 0/0 0/0 0/0 0/0

n, number of mice
nd, not done

doi:10.1371/journal.pntd.0004404.t001

Two-tiered test system (ELISA and western blot) for the detection of
specific antibodies against B. persica

The specific antibody response against B. persica was measured with a kinetic ELISA and char-
acterized by western blotting. Plasma samples of mice injected with 1 x 10° B. persica/mouse
were collected and pooled according to subgroups from day 1 to 50 according to an alternating
sample collection schedule. Plasma samples as well as individual final serum samples of all ani-
mals were tested with an ELISA for the detection of murine IgM, IgG and IgA antibodies. Anti-
body levels developed immediately after spirochete injection and rose to 381.6 KELA units
until day 21. Antibody levels plateaued (416.4 to 479.5 KELA units) until day 50 (Fig 3A). Anti-
body levels of individual final serum samples are shown in Fig 3B. The highest antibody levels
were obtained in animals injected with 1 x 10° B. persica/mouse on days 49/50 of the experi-
ment. Mice exposed to 1 x 10* or 1 x 10* B. persica/mouse showed medium to high levels of
specific antibodies, however their antibody levels were lower when compared to the high-dose
exposed group on day 28 (pooled plasma samples). Sera of animals receiving only four B. per-
sica/mouse and negative mice showed non-specific antibody responses.

Western blots of individual final sera from each infection dose group showed bands between
15 kDa and 100 kDa. The patterns of the infected mice were similar. Nevertheless, the lower
antibody levels induced by the smaller infection doses were reflected in the intensities of the
immunoblot bands. Negative controls and animals that had received four B. persica/mouse
showed only non-specific bands at 25 kDa and 37 kDa (Fig 3C).

Discussion

A murine infection model for B. persica strain LMU-CO1 was established in this study. Investi-
gated parameters such as clinical signs, spirochete burden, target organs of infection, histopa-
thology and antibody response should provide further insights into the development of TBRF.
Intradermal infection was 100% successful for the infection doses of 1 x 10°, 1 x 10* and 1 x 10>
spirochetes per mouse. The dose of four B. persica organisms per mouse did not initiate infec-
tion in any mouse. This seems contradictory to other studies in other RF species, in which
infection succeeded with single spirochetes of B. recurrentis var. turicatae [27] and B. hermsii
[28]. It seems as though the pathogenicity of different RF species or even isolated single strains
is decisive for the minimal infection dose and for a successful infection in animals. Further-
more, the route of infection might be a crucial factor for the initiation of an infection. Whereas
in other studies animals were infected intraperitoneally with different RF species [27, 28], mice
were infected intradermally with B. persica in our study. It is possible that innate defense mech-
anisms involving the skin immune cells might kill off a certain number of injected spirochetes.
This could be a reasonable explanation for the unsuccessful intradermal infection with the

PLOS Neglected Tropical Diseases | DOI:10.1371/journal.pntd.0004404  February 18,2016
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Fig 3. A-C. Antibody response against B. persica. Fig 3A. Antibody levels of pooled plasma samples
(infection dose 1 x 10° B. persica/mouse). The mean (calculated out of the values of the subgroup-specific
pooled plasma samples) and the standard deviation (Y-axis) are plotted against the blood sampling days (X-
axis). The logistic fitting is shown as a continuous line. Fig 3B. Antibody levels of all experimental infection
dose groups are shown as box plots; serum samples from final days and pooled plasma samples from days
35 and 28. Fig 3C. Western blot of final sera from two randomly selected mice out of each infection dose
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group. Mw = molecular weight standard; 1, 2 = 1 x 10° B. persica/mouse; 3, 4 = 1 x 10* B. persica/mouse; 5,
6 =1x 10 B. persica/mouse; 7, 8 = 4 x 10° B. persica/mouse; 9, 10 = negative mice.

doi:10.1371/journal.pntd.0004404.g003

infection dose of only four B. persica per mouse. To our knowledge, the number of transmitted
B. persica spirochetes by its vector Ornithodoros tholozani during the feeding process is
unknown. However, one can speculate that the number of transmitted spirochetes is low,
because of the short (minutes) blood meal of soft ticks [29] compared to hard ticks (several
days of attachment on the host; [30]). Up to 1 x 10* B. burgdorferi organisms have been found
in infected Ixodes scapularis (formerly Ixodes dammini) nymphal ticks after feeding on experi-
mentally infected mice [31]. And yet it is unknown how many B. burgdorferi spirochetes are
transmitted exactly during the feeding process from Ixodes scapularis to the host animal.

Spirochete burden in the blood of the infected animals was dependent on time and infection
dose, and varied within the study groups displaying individual kinetics and extent of spiroche-
temia. High doses of inoculated B. persica induced a prompt appearance and an early high load
of B. persica in the circulation, but had just a small influence on the maximal spirochete num-
ber. At the same time, these early large numbers of bacteria seem to have effectively stimulated
the mice’s immune response. Most of the mice in the group that had received 1 x 10° spiro-
chetes per mouse had cleared spirochetemia by day 14, while the other two groups (1 x 10* and
1 x 10%) controlled their spirochetemia days later or incompletely (compare Fig 1A, 1B and
1C). During days of investigation mice showed individual relapse patterns with varying num-
bers of bacteria (Fig 2A-2C). Such fluctuations in spirochete presence of individual mice were
also seen in a study in Jordan [20]. In our study, every infected mouse showed one to three
peaks of spirochetemia during the time course of blood sampling. Spirochetal numbers were
low between the peaks, but still detectable by real-time PCR. To our knowledge, previous publi-
cations did not investigate the genetic mechanisms of the cyclic nature of B. persica at the level
of variable major proteins (VMPs) as described for other RF borreliae [32]. However, VMP
sequences have been identified for B. persica (e.g. variable large protein 18 under NCBI acces-
sion number: WP_024653159). Changes in VMPs expression are likely to be associated with
recurring spirochetemia presented in this study. Further investigations are required to explore
the VMPs and the underlying gene sequences for B. persica in more detail. The infection of our
mice resulted in similar maximal bacteria numbers per ml when compared to an earlier study
in guinea pigs (~6.8 x 10° B. persica/ml [13]) and so far, these animals have routinely been used
to study and maintain B. persica [12-14]. Interestingly, the mouse strain used in this study
(C3H/HeOu]) did not show any clinical signs of disease. Other relapsing fever spirochetes were
reported to have varying influences on temperature profiles in mice. For example, B. microtti
induced fever in white mice (mouse strain unknown; [14]). Nevertheless, our infection model
could be useful for research, because it allows comparative studies with other RF spirochetes in
mice [16-19].

An interesting and crucial aspect of RF infections is the target tissues/organs, since these
locations of spirochete persistence determine the final outcome of infection. Data obtained in
this study clearly show that B. persica disseminates into the brains of mice (Table 1). Babudieri
reported already in 1957 [20] that uncharacterized spirochete isolates from Jordan survived in
mice’s brains after experimental infection. Similarly, B. crocidurae and B. duttoni are known to
infiltrate the brains of mice [18]. In humans, neurological symptoms due to B. persica infection
are rarely reported (reviewed in [33]). It is, therefore, not surprising that the mice in this study
did not display clinical signs of brain infection. Results of our histopathological investigations
also support the assumption that short-term infections with B. persica not necessarily lead to
apparent clinical signs. Whether the latent brain infection in immunocompetent mice remains
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without any inflammatory response needs to be evaluated. Further studies aiming at long-term
infections or at reactivation of the spirochetes as a result of immunosuppression could shed
some light on this issue. Spirochetes were also detected in skin samples from five mice which
received an inoculum of 1 x 10° organisms (two mice positive in culture, two mice positive for
specific DNA, one mouse positive for both). Furthermore, one heart tissue sample and one
splenic sample taken from the same mouse (1 x 10° B. persica/mouse) tested positive for B. per-
sica flaB gene. Interestingly, the blood sample of this mouse collected on the final day of experi-
ment (day 50) was also positive for B. persica DNA. Since the heart and the spleen are blood-
rich organs, it is likely that these positive results indicate the presence of B. persica in the circu-
lation rather than dissemination to these organs. The facts that the blood-rich organs of the
other animals (infection dose 1 x 10° B. persica/mouse) were negative and that no borrelial
DNA was detectable in the blood samples during the final days of the experiments suggest that
brain and skin infections in these animals were real rather than due to contamination with spir-
ochetemic blood.

Our histopathological investigations revealed mild interstitial non-suppurative focal nephri-
tis in two kidneys from an infected and an uninfected mouse. It seems that the findings in our
mice are an incidental event considering the changes in the kidney of the negative control ani-
mal. It is necessary to focus further investigations on this B. persica strain to clarify the non-
conclusive histopathological results we had seen using a larger number of tissue samples or
examining organs earlier post infection.

Comparing all tests used in this study, the highest detection rate for infection was achieved
by antibody detection followed by real-time PCR performed on repeated blood samples col-
lected during the first week of infection. Results of real-time PCRs performed on tissue samples
(brains) also produced high detection rates. Yet, tissue cultivation is the most difficult and
error prone method due to contamination with other fast-growing bacteria.

With the infection model presented here, further investigations are possible in order to gain
advanced insights into the pathogenesis of B. persica infection and to characterize the host
immune response mounted against in detail. We propose that this murine model could also be
useful for the development of further diagnostic methods for treatment studies in order to
detect, clear or prevent the infection with B. persica.

Conclusion

The results of this study show that B. persica strain LMU-CO01 can be used to establish infection
in immunocompetent C3H/HeOu]J mice. The minimal infectious dose was between four and 1
x 10® B. persica organisms by intradermal inoculation in this study. Spirochetes were detected
in the blood, brain and skin tissue samples thereby defining the brain and the skin as target
organs of B. persica dissemination. The infection model presented in this study can serve as a
platform for further ensuing in vivo investigations to gain new insights into the pathogenesis of
B. persica.
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IV DISKUSSION

Das Riickfallfieber, verursacht durch B. persica, ist im Mittleren Osten und
Zentralasien verbreitet (ASSOUS et al., 2009). In einigen Lindern wie zum Bei-
spiel Israel und dem Iran handelt es sich um eine endemische, meldepflichtige
Erkrankung (SIDI et al., 2005; MASOUMI ASL et al., 2009), welche eine erheb-
liche gesundheitliche Gefdahrdung nicht nur fiir die einheimische Bevolkerung und
das Militar (SIDI et al., 2005), sondern auch fiir Touristen darstellt, die bei ihrer
Riickreise die Infektion in nicht endemische Linder mitfiilhren konnen
(KUTSUNA et al., 2013; COLIN DE VERDIERE et al., 2011). Deshalb sollte
eine detaillierte Reisehistorie wichtiger Bestandteil der drztlichen Anamnese sein
und Riickfallfieber als Differentialdiagnose in Betracht gezogen werden, sobald
ein Patient mit einer fiebrigen Erkrankung vorstellig wird (RAFINEJAD et al.,
2012). Um weitere Einblicke in die Entstehung und den Verlauf von TBREF, ver-
ursacht durch B. persica, zu erlangen, ist die Erforschung des zugrundeliegenden
Infektionserregers von grof3er Bedeutung.

Da momentan nach bestem Wissen noch kein geeignetes und ausfiihrlich
beschriebenes Mausmodell fiir die B. persica-Forschung existiert, war es Ziel der
vorliegenden Studie, ein Infektionsmodell fiir B. persica in immunkompetenten
Mausen zu etablieren und im Detail zu charakterisieren. Um die Wahrscheinlich-
keit eines Erregernachweises, vor allem in Hinblick auf die Dosisfindungsstudie,
bei welcher der Einsatz von niedrig konzentrierten Inokula angestrebt wird, zu
erhohen, wurden sowohl direkte als auch indirekte Untersuchungsmethoden ent-
wickelt. Zu den direkten Verfahren zidhlten der Nachweis von B. persica-DNA
aus Blut- und Gewebeproben, welcher zusitzlich die Kinetik und Organ-
dissemination der Borrelieninfektion charakterisieren sollte, sowie die Kulti-
vierung von Gewebeproben im fliissigen Ndhrmedium fiir die Anzucht von
lebensfihigen Erregern aus den Zielorganen. Der spezifische Antikérpernachweis
sollte als eine der beiden indirekten Untersuchungsmethoden die erfolgreiche
Infektion der immunkompetenten Miuse mit B. persica bestitigen und deren
Immunantwort veranschaulichen. Zusitzlich sollte die Histopathologie entziind-
liche Reaktionen in den Organen der Miuse nachweisen, welche Folgeerschei-
nungen der Pathogenabwehr sein konnen. Entscheidende Grundlage fiir die Ent-

wicklung der verwendeten Methoden war die erfolgreiche In-vitro-Anzucht der
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Feldprobe im selbstentwickelten, fliissigen Kulturmedium Pettenkofer/LMU Bp
(SCHWARZER et al., 2015). Durch dieses Medium waren eine zuverlissige,
stabile und reproduzierbare Kultivierung des Erregers sowie die Produktion von
grofen Mengen an Antigen moglich, um darauf aufbauend die Nachweis-

methoden und das Infektionsmodell zu etablieren.

1 Weiterfithrende Methoden- und Ergebnisdiskussion unter

Einbeziehung von Tiermodellen aus der Literatur

Im Experiment erwies sich das Auftreten von Kontaminationen in den Gewebe-
kulturen als problematisch. Obwohl die Arbeiten in einer sterilen Werkbank statt-
fanden, die Instrumente nach Er6ffnen der Haut sowie vor Entnahme der Gewebe
abgeflammt wurden und die Proben zuerst in 70%igem Ethanol (Ethanol 96 %;
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) und anschliefend in phos-
phatgepufferter Kochsalzlosung (PBS; Rezeptur siehe Tabelle Al im Anhang)
gespiilt wurden, wiesen einige Gewebeproben Kontaminationen auf. Eine solche
Verunreinigung wurde durch einen Farbumschlag des Mediums von pinkorange
nach gelb angezeigt und zusitzlich konnte héufig eine Triibung der sonst klaren
Néhrlosung beobachtet werden (Abbildung 6). Die kontaminierten Kulturen und
die nicht kontaminierten Kulturen wurden in regelmiBigen Abstinden (einmal
wochentlich iiber drei Wochen) mit Hilfe eines Dunkelfeldmikroskops untersucht.
In keiner der makroskopisch auffilligen Kulturen konnten bewegliche Borrelien
nachgewiesen werden. Mogliche Ursachen fiir die Hemmung bzw. Unterdriickung
des Wachstums und der Reproduktion der Spirochiten konnten ein Né&hrstoft-
entzug (STOENNER, 1974), verursacht durch die Kontaminanten, eine pH-
Wertverschiebung in den sauren Bereich durch Stoffwechselabbauprodukte
(KELLY, 1971) oder auch die Uberwucherung der Zielkeime durch die Fremd-

keime sein.
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Abbildung 6: Zentrifugenrohrchen mit Pettenkofer/LMU-Bp-Medium

Nach einwdchiger Inkubation bei 37 °C im Feuchtbrutschrank zeigt Rohrchen A (Nega-
tivkontrolle) das normale Erscheinungsbild des Fliissigndhrmediums, wohingegen Rohr-
chen B eine starke Triibung und einen Farbumschlag nach gelb aufweist (pH-Indikator:

Phenolrot), welche hinweisgebend fiir eine Kontamination sind.

Gelenk- und Hautproben waren am héufigsten von Kontaminationen betroffen.
Nach zwei Wochen zeigten rund 67 % (Gelenk) und 72 % (Haut) dieser Gewebe-
kulturen einen gelben Farbumschlag. Dagegen lagen die Kontaminationsraten der
Kulturen, angesetzt aus Proben von inneren Organen, bei rund 31 % bis 46 %
(Abbildung 7). Wahrscheinlich liegt die Ursache fiir das Auftreten der Kontami-
nationen trotz steriler Arbeitsweise in dem engen Kontakt dieser Gewebe zu der
oberfldchlichen Haut sowie zum Fell der Miuse und der darauf befindlichen,
natiirlich vorkommenden Keimflora. Die Miuse wurden unter spezifiziert patho-
genfreien (SPF) Bedingungen gehalten. Einstreu, Futter und Wasser wurden vor
Einsatz autoklaviert und die Luft durch HEPA-Filter gereinigt. Da es sich um SPF
und nicht um gnotobiotische (keimfreie) Tiere handelt, kommen dennoch Bakte-
rien auf der Haut und im Darm vor, die sich bei Kontakt mit dem ndhrstoffreichen
Medium stark vermehren konnten. Bei der tidglichen makroskopischen Unter-
suchung der Kulturen auf Verdnderungen konnte einige Male ein Farbumschlag

iiber Nacht beobachtet werden (Daten nicht dargestellt).
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Abbildung 7: Anteil der kontaminierten und nicht kontaminierten Gewebe-
kulturen

Prozentuale Verteilung des Auftretens von Kontaminationen pro Gewebeart nach ein- (A)
bzw. zweiwdchiger (B) Inkubation. Nach drei Wochen zeigten sich keine neuen Konta-

minationen (graphisch nicht dargestellt).

Das Auftreten von Kontaminationen wihrend der Gewebekultivierung trotz einer
sterilen Vorgehensweise wurde ebenso in anderen Studien beobachtet (KRUPKA
et al., 2009; WANG et al., 2001, 2002). Auch wenn dadurch nicht in jedem Fall
eine Kontamination verhindert werden kann (WANG et al., 2002), ist es moglich,
dem Fliissigndhrmedium als kompensatorische MaBnahme ein Antibiotikum zu
zusetzen. Dieser Einsatz konnte sich allerdings auf die Sensitivitit auswirken, da
Riickfallfieberborrelien sensibel gegen ein groles Spektrum von Antibiotika sind

und Resistenzen bisher noch nicht beschrieben wurden (DWORKIN et al., 2008).
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In den Originalrezepturen einiger bereits etablierter Kultivierungsmedien fiir Bor-
relienspezies wie BSK-II (BARBOUR, 1984) und BSK-H (POLLACK et al.,
1993) ist ein Antibiotikum kein Bestandteil. In Studien, welche die Rekultivierung
von anderen Borrelienspezies aus Organproben beabsichtigten, wurden beispiels-
weise Rifampicin (SINSKY et al., 1989; CADAVID et al., 2001; WANG et al.,
2002) und Fosfomycin (SINSKY et al., 1989; CADAVID et al., 2001) als anti-
biotischer Zusatz dem Fliissigndhrmedium zugegeben. Weiterfithrende In-vitro-
Versuche iiber die wachstumshemmende Wirkung dieser und anderer Antibiotika
auf B. persica sollten angestrebt werden, damit zukiinftig die Fremdkeim-
vermehrung durch Antibiotikazugabe reduziert oder verhindert werden kann.
Denn eine Kontamination der Gewebekulturen kann ein positives Ergebnis und
somit eine Aussage iiber die mogliche Dissemination der Borrelien in diese
Organe verschleiern. Aus diesem Grund wurden die entnommenen Proben zwei-
geteilt und zusétzlich zur Kultivierung ein DNA-Nachweis mittels real-time PCR
durchgefiihrt. Fiir die methodenvergleichende Auswertung der Ergebnisse der
Organuntersuchungen wird auf Tabelle 1 der Publikation und entsprechende

Passagen im Text des Ergebnis- und Diskussionsteils verwiesen.

Neben den Organproben wurden ebenso die Blutproben molekular mittels real-
time PCR untersucht. Des Weiteren erfolgte eine serologische Kontrolle mit
einem Zweistufentest (ELISA und Western Blot; siehe ,,Materials and Methods*
der Publikation). Aus Tierschutzgriinden durfte nur eine geringe Blutmenge pro
Tier und Tag entnommen werden. Somit ergab sich fiir die DNA-Extraktion eine
Menge von 5 pul Vollblut. Aus dem gewonnenen Eluat wurden 2,5 ul DNA-
Losung in der real-time PCR eingesetzt. Die berechnete Nachweisgrenze der PCR
lag bei rund 7,14 Borrelien im Reaktionsansatz. Es wire nun moglich, dass eine
Blutprobe als negativ gewertet wird, wenn sich zum Zeitpunkt der Entnahme nur
wenige Spirochiten im Blut befinden und sich stark verteilen und somit die DNA-
Konzentration im Reaktionsansatz unterhalb der Nachweisgrenze der PCR liegt.
Im Experiment wurden bei 100 % der Méause, welche mit einer Dosis von 1 x 106,
1x 10" und 1x 10* B. persica pro Maus infiziert wurden, ein bis drei DNA-
Konzentrationsspitzen (Peaks) in den seriell entnommenen Blutproben detektiert,
wohingegen in den untersuchten Blutproben der Tiere, welche mit der niedrigsten
Dosis von 4 x 10" B. persica pro Maus infiziert wurden, zu keiner Zeit Borrelien-

DNA nachweisbar war. Auch wenn in der Literatur Infektionen erfolgreich durch
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intraperitoneale Applikationen von nur einzelnen Borrelien etabliert wurden
(SCHUHARDT et al.,, 1951; STOENNER et al., 1982), scheint in der hier
beschriebenen Studie die geringe intradermal verabreichte Dosis von vier Borre-
lien nicht auszureichen, um auch nur bei einer der acht Miuse eine systemische
Infektion zu erzeugen und es ist davon auszugehen, dass die negativen Ergebnisse
wahrscheinlich nicht aufgrund der Nachweisgrenze der PCR entstanden. Die
Bestitigung dieses Sachverhaltes erfolgte in den anderen angewandten Test-
methoden (ELISA, Western Blot, Gewebekultivierung; siehe ,,Results* der Publi-
kation), in denen ebenso keines dieser Tiere als infiziert galt. In der vorliegenden
Arbeit wurden nicht nur die Tiere aus der 4 x 10°-Gruppe, sondern auch die nega-
tiven Kontrolltiere, welchen reines Fliissigmedium ohne Borrelien injiziert wurde,
in keiner der Untersuchungsmethoden als positiv bewertet. Es ldsst sich somit
schlussfolgern, dass es zu keiner gegenseitigen Ansteckung innerhalb einer
Kifigeinheit kam, da die Negativkontrolltiere auch mit stark positiven Tieren
zusammen gehalten wurden. Bei den einzelnen Mdiusen konnten keine Haut-
verletzungen, zum Beispiel aufgrund von Rangkidmpfen, festgestellt werden. Je
niedriger die Infektionsdosis der Miuse zu Beginn des Experiments war, umso
spater erschienen erste DNA-Signale in den mittels PCR untersuchten Blutproben
der infizierten Tiere im Verlauf der Entnahmen. Mit einer dosisabhingigen zeit-
lichen Verschiebung ergaben sich hohe Spirochidtenkonzentrationen in den ersten
zweieinhalb Wochen p.i. (Dosis 1 x 10°: Tag 1 bis 12, Dosis 1 x 10*: Tag 2 bis 16,
Dosis 1 x 10%: Tag 3 bis 17), welche dann von Tag 12 bis 17 stark abfielen. Ein
Tier aus der 1 x 106—Gruppe hatte am Tag 50 noch einmal nachweislich Spirochi-
ten im Blut. Es traten in den verschiedenen Versuchsgruppen unterschiedliche
,,Ruckfallmuster* auf, welche durch die variierenden Konzentrationen der Borre-
lien im Blut hervorgerufen wurden (sieche Abbildung 1A—C der Publikation und
entsprechende Passagen im Text des Ergebnisteils). Die wiederkehrenden Zyklen
der Borrelien im Blutkreislauf von Méiusen wurden bereits in der Literatur
beschrieben. Eine Studie mit B. hermsii, B. duttonii und B. crocidurae zeigte, dass
wihrend der ersten Woche nach subkutaner Injektion von 1 x 10° Borrelien eine
hohe Konzentration der jeweiligen Spirochédten im Blut von immunkompetenten
CS57BL/6J-Miusen auftrat und anschlieBend wiederholt schwiéchere Konzentra-
tionsspitzen folgten, welche dann verschwanden. Im Fall von B. hermsii war die
Infektion nach zwei bis drei Wochen selbstlimitierend. Nach einer starken Ver-

mehrung (Median = 1 x 10%/ml) zu Beginn verursachte die Borrelie niedrigere und
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klar abgetrennte Konzentrationsspitzen. B. duttonii und B. crocidurae zeigten
ebenso am Anfang hohe Konzentrationen im Blut (Median = 7,3 x 10"/ml bzw.
3,7 x 10’/ml), allerdings verursachten die beiden Spezies hiufigere Riickfall-
episoden mit stiarkeren Intensititen als B. hermsii und die Konzentrationsspitzen
waren nicht klar voneinander abgetrennt. Dagegen entwickelte B. turicatae eine
sehr milde Spirochétiamie fiir zwei bis drei Tage in nur der Hélfte der inokulierten
Tiere (LARSSON et al., 2006). In der Studie von Yokota et al. erschienen nach
intraperitonealer Injektion von 1 x 10° B. duttonii-Spirochiiten diese nach zwei bis
drei Tagen im Blut. Starke Spirochidtamien wurden am Tag 5 bis 8 erfasst. Zu
dieser Zeit starben iiber die Hilfte der BALB/c-Miuse und die Uberlebenden
eliminierten, nach erneutem Auftreten von ein bis zwei niedrigen Konzentrations-
spitzen, die Infektion aus ihrem Blut (YOKOTA et al., 1997). Babudieri
beschrieb, dass sich die Priasenz der Spirochiten (aus Jordanien) im Maiuseblut
sehr variabel gestaltete (BABUDIERI, 1957). Selbst wenn mehrere Meerschwein-
chen mit der gleichen Blutprobe eines Patienten infiziert wurden, war der Krank-
heitsverlauf dieser Tiere nicht einheitlich (ASHBEL, 1949). Ebenso wurden in der
vorliegenden Forschungsarbeit bei den einzelnen Tieren unterschiedliche Kon-
zentrationsmuster von Borrelien-DNA detektiert (siehe Abbildung 2A—C der Pub-
likation). Das dosisabhingige Erscheinen erster Borrelien in der Zirkulation und
die variierende Kinetik der B. persica-Infektion sollten beriicksichtigt werden,
wenn aufbauend auf diesem etablierten Tiermodell Folgeexperimente geplant
werden. Fiir Versuche, welche beispielsweise die Borrelieniibertragung von Tier
zu Tier via Blut oder die Rekultivierung der Spirochiten aus dem Blut beinhalten,
sollten wiederholt Blutproben an aufeinanderfolgenden Tagen wihrend der ersten
zwei Wochen p.i. unter Beriicksichtigung des theoretischen Erscheinungszeit-
punktes genommen werden, um die Wahrscheinlichkeit zu erhohen, hohe Spiro-
chitenkonzentrationen zu erhalten. Die tatsdchliche Borrelienanzahl in der Probe
konnte dann mittels PCR oder durch Auszédhlung mit Hilfe eines Dunkelfeld-
mikroskops bestimmt werden. In der vorliegenden Arbeit lag das Konzentra-
tionsmaximum einer individuellen Spirochitimie bei 2,3 x 10’ B. persica/ml am
Tag 5. Das Tier stammte aus der Gruppe, welche mit einer Dosis von 1 x 10*
B. persica pro Maus infiziert wurde. Die Maximalkonzentrationen in den Méusen
waren ca. dreimal so hoch wie die, welche B. persica in Meerschweinchen erzielte
(6,8 x 10%ml am Tag 4 p.i. (NADDAF et al., 2011)). In Forschungsarbeiten, in

denen Miuse verwendet wurden, lagen die individuellen Maxima der Tiere nach
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Infektion mit B. hermsii (1,5 x 10%ml), B. duttonii (1,1 x 10%ml) und
B. crocidurae (8,5 x 107/ml) allerdings deutlich hoher (LARSSON et al., 2006). In
Studien aus der Literatur schwankten die Konzentrationen der Inokula zwischen
10> (YOKOTA et al., 1997) und 10’ (NORDSTRAND et al., 2001) Spirochiten
pro Maus. Sogar einzelne Borrelien wurden erfolgreich injiziert (SCHUHARDT
et al., 1951; STOENNER et al., 1982). Dabei wurden die Bakterien vor allem
intraperitoneal (SCHUHARDT et al., 1951; STOENNER et al., 1982; YOKOTA
et al.,, 1997; ASSOUS et al., 2006), subkutan (NORDSTRAND et al., 2001;
LARSSON et al., 2006, 2009) oder intradermal (GARCIA-MONCO et al., 1997)
inokuliert. Ob sich eine Infektion erfolgreich etabliert, kann nicht nur von der
Konzentration des Inokulums abhingen, sondern kann auch von genetischen
Komponenten des Erregers und des Wirtstieres bestimmt werden (WANG et al.,
2001; PENNINGTON et al., 1997; BENOIT et al., 2010). Beispielsweise in einer
Studie mit B. turicatae schien Serotyp A nur schwach infektios fiir C57BL/6J-
Maiuse zu sein, da die Hilfte der inokulierten Tiere keine Spirochédtimie ent-
wickelte (LARSSON et al., 2006). Dieser Serotyp zeigte ebenso in immun-
defizienten Miusen eine achtmal niedrigere Konzentration im Blut als Serotyp B.
Des Weiteren unterschieden sich die beiden Varianten in der Stirke der Ausbil-
dung von Gelenksentziindungen (PENNINGTON et al., 1997). Bei der Analyse
der flaB-Sequenzen von Isolaten aus israelischen TBRF-Patienten und Zecken
ergaben sich drei genetisch unterschiedliche Subtypen fiir B. persica (ASSOUS et
al., 2006). Auch bei den Sequenzanalysen anderer Gene von B. persica-Isolaten
wurden unterschiedliche Genovare gefunden (SAFDIE et al., 2010). Inwieweit
sich diese in Infektiositit und Pathogenitit fiir einen Wirt unterscheiden, wurde
nicht untersucht. Neben dem Erreger selbst hat auch der Wirt einen Einfluss auf
den Infektionsverlauf. Rodhain fasste in seinem Review die experimentelle
Pathogenitét von B. persica fiir verschiedene Tierarten zusammen. Die Spiroché-
ten sind fiir Meerschweinchen, Igel und Hasen sehr pathogen, wohingegen die
Pathogenitét fiir Affen, adulte Maduse und Ratten geringer ausfillt (RODHAIN,
1976). Es wird beschrieben, dass sogar verschiedene Mausstimme genetisch
unterschiedlich empfindlich fiir eine Borrelieninfektion sind und selbst das
Geschlecht des Tieres einen Einfluss auf den Infektionsverlauf zu haben scheint
(BENOIT et al., 2010). In der vorliegenden Arbeit wurden weibliche immun-
kompetente C3H/HeOuJ-Miuse verwendet. Diese Tiere wurden zuerst mit einer

hohen Dosis infiziert und anschlieBend wurde die Dosis, in Hinblick auf die
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Ermittlung der minimal infektiosen Konzentration von B. persica Stamm LMU-
CO1, reduziert. Nach den Erkenntnissen der Studie liegt diese zwischen vier und

100 Borrelien pro Maus.

Als eine sichere Methode die B. persica-Infektion einer Maus nach einer gewissen
Zeit zu bestitigen, galt in dieser Studie der Nachweis einer Immunantwort des
Tieres mit Hilfe eines serologischen Zweistufentests. Niedrige Antikorper-
konzentrationen waren bereits ab dem ersten Tag p.i. im ELISA erfassbar, stiegen
dann steil bis Tag 21 an und bildeten ein Plateau bis Tag 50 (sieche Abbildung 3A
der Publikation). Eine Aussage iiber die Immunantwort der Maus in Hinblick auf
eine etablierte oder nicht etablierte Infektion des Erregers lisst sich aufgrund der
benotigten Serummenge der Einfachheit halber am Tag der Euthanasie bestim-
men. Dafiir wird das Serum mittels ELISA voruntersucht und so die Hohe des
Antikorperspiegels ermittelt. AnschlieBend wird mit einem Western Blot das
Bandenmuster der Probe mit denen einer positiven und negativen Kontrolle ver-
glichen und somit die Infektion bestitigt oder ausgeschlossen (sieche Material- und
Methodenteil der Publikation). Die serologischen Untersuchungsmethoden dieser
Studie differenzierten dabei nicht zwischen dem Auftreten von IgM- und IgG-
Antikorpern. Im Experiment zeigten auch die Tiere, welche mit niedrigeren Dosen
von 1 x 10% und 1 x 10* Borrelien pro Maus infiziert wurden, am Tag ihrer Eutha-
nasie (Tag 30-32) hohe Antikorperkonzentrationen und @hnliche Bandenmorpho-
logien wie auch die Tiere aus der 1 x 10°-Gruppe. Dass die negativen Tiere bzw.
die Tiere, welche mit 4 x 10° Borrelien pro Maus infiziert wurden, am Tag der
Euthanasie mediane Titer von 11,2 bzw. 5,4 KELA-Einheiten im ELISA erzielten,
lag vermutlich an unspezifischen Reaktionen kreuzreagierender Antikorper. Das
lie} sich im Western Blot bestdtigen, da dieser nicht das typische Bandenmuster
zeigte (sieche Abbildung 3B—C der Publikation). Eine Analyse bzw. Identifi-
zierung der einzelnen reagierenden Proteinbanden wurde in dieser Forschungs-
arbeit nicht durchgefiihrt. Die unspezifischen Banden von 25 und 37 kDa waren
auch auf den Streifen erkennbar, welche mit den gepoolten Plasmaproben,
gesammelt am ersten Tag nach Start des Experiments von den negativen Miusen
und den Tieren aus der 1 x 106—Gruppe, inkubiert wurden (Daten nicht dar-
gestellt). Somit ist es unwahrscheinlich, dass diese Banden spezifische Anti-
korperreaktionen auf die Infektion repriasentierten. Auch in anderen Studien wur-

den IgM-Antikorper in nicht infizierten Méusen detektiert (BOLZ et al., 2000).
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Des Weiteren erkannten Martin et al., dass sich B-Zellen innerhalb der ersten drei
Tage nach Stimulation mit bakteriellen Antigenen (Lipopolysaccharide) zu IgM-
produzierenden Plasmablasten differenzieren (MARTIN et al., 2001). Belperron
et al. detektierten ebenso ab dem dritten Tag B. hermsii-spezifische IgM-
Antikorper im Mausserum (BELPERRON et al., 2005). Die Ergebnisse aus einer
Studie, bei der 1 x 10° B. duttonii intraperitoneal in BALB/c-Miuse inokuliert
wurden, offenbarten messbare IgM-Antikorper nach vier bis sechs Tagen im
ELISA. Die Konzentrationen erreichten von Tag 8 bis 10 ihre Maximalwerte und
sanken dann allméhlich ab. Eine IgG-Antikérperproduktion erfolgte ab Tag 7
(YOKOTA et al.,, 1997). Serumantikdrper gegen die rekombinante GlpQ von
B. recurrentis persistieren bei einem Patienten nach zweimaliger Infektion mit
dem Liuseriickfallfieber im Abstand von zwei Monaten iiber einen Zeitraum von
27 Jahre (PORCELLA et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit wurden Antikor-
per gegen B. persica in der Maus bis zum Tag 50 p.i. detektiert. Wenn Langzeit-
studien geplant sind, sollten serologische Untersuchungen in regelméfigen
Abstinden fortgefiihrt werden, um den Abfall des Antikorperspiegels oder auch
persistierende Titer, welche durch das erneute Auftreten der Spirochiten im Blut

nach Organdissemination entstehen konnten, nachzuweisen.

Denn einige Autoren berichteten von einem Tropismus der Riickfallfieber-
borrelien zum Gehirn. Babudieri beschrieb das Uberleben von Spirochiten aus
Jordanien in Mausgehirnen nach experimenteller Infektion (BABUDIERI, 1957).
Die Gehirne von Ratten blieben 20 Monate ldnger mit Spirochaeta persica-
Stammen aus Palistina infiziert als ihr Blut. Bei Meerschweinchen war das zum
Teil noch nach iiber einen Jahr der Fall (ASHBEL, 1942, 1949). Andere Riickfall-
fieberborrelien wie B. crocidurae und B. duttonii infiltrierten ebenso Gehirne und
blieben iiber eine gewisse Zeit, nachdem sie aus der Blutzirkulation verschwun-
den waren, infektios fiir gesunde Méuse (LARSSON et al., 2006). Dabei konnte
eine Invasion des Gehirns mit B. crocidurae bereits nach zwei Tagen p.i. fest-
gestellt werden (NORDSTRAND et al., 2001). Cadavid et al. beschrieben, dass
der Tropismus zum Gehirn von B. turicatae sogar bei zwei Serotypen, welche auf
Grundlage ihrer oberflidchlichen variablen Lipoproteine (VspA, VspB) definiert
sind, unterschiedlich ausgepragt ist. Die Anzahl der Spirochidten vom neurotropen
Serotyp A in den Leptomeningen von Miusen war am Tag 18 p.i. signifikant

hoher als die Zahl von Serotyp B, welche signifikant hoher in Hautproben war
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(CADAVID et al., 2001). In der vorliegenden Forschungsarbeit wurden wieder-
holt B. persica-Spirochidten sowohl durch Kultivierung also auch mit der PCR in
den Gewebeproben des Gehirns und der Haut nachgewiesen (sieche Tabelle 1 der
Publikation). In der Literatur wurde beispielsweise B. hermsii in der Milz, Leber
und im Herzen detektiert (BENOIT et al., 2010). Auch spanische Riickfallfieber-
borrelien (Isolat einer unbekannten Spezies) wurden in einer Studie von Anda et
al. in der Milz und der Leber gefunden. Die C3H/HeN-Maiuse hatten eine ausge-
priagte Splenomegalie und eine reaktive Hepatitis (ANDA et al., 1996). In der
Studie von Cadavid et al. waren am Tag 18 und 40 nach erfolgter B. turicatae-
Infektion minimale bzw. starke entziindliche Reaktionen in den HE-gefirbten
Schnitten der Meningen des Gehirns bzw. der Haut von immundefizienten
Miusen mikroskopisch auffindbar. Bei den Zellinfiltraten der Haut handelte es
sich hauptsidchlich um Makrophagen. Es wurden keine Entziindungen oder Spiro-
chiten im Hirnstamm und Kleinhirn gefunden (CADAVID et al., 2001). Nach 24
Tagen p.i. waren bei den C3H/HeN-Miusen, welche mit spanischen Riickfall-
fieberborrelien infiziert wurden, Meningoenzephalitiden erkennbar. Bei den
Zellinfiltraten handelte es sich iiberwiegend um Plasmazellen, B-Lymphozyten
und Monozyten (GARCIA-MONCO et al., 1997). In den Miusegehirnen, welche
mit B. crocidurae infiziert waren, wurden neben Lymphozyten und Monozyten
auch Granulozyten sowie Makrophagen detektiert (NORDSTRAND et al., 2001).
Im Gegensatz dazu blieben die histopathologischen Untersuchungen des Gehirns
in Hinblick auf entziindliche Veridnderungen in der vorliegenden Forschungsarbeit
ergebnislos. Die Haut wurde nicht beurteilt. Diese zuerst unerwarteten Resultate
reflektieren das unverénderte Allgemeinbefinden und Verhalten der infizierten
Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren. Allerdings hatten auch die immun-
kompetenten C3H/HeN-Méuse trotz Meningoenzephalitiden nach Infektion mit
einem spanischen Riickfallfieberisolat keine offensichtlichen Anzeichen einer
physischen Erkrankung (GARCIA-MONCO et al.,, 1997). Dieses Isolat ver-
ursachte selbst bei B-zelldefizienten Méusen trotz erheblicher Spirochitimie von
rund 4 x 10® Borrelien/ml iiber vier bis fiinf Tage keine offensichtlichen negativen
Auswirkungen (CONNOLLY et al., 2001). Nur vier von 30 Médusen zeigten nach
einer B. crocidurae-Infektion neurologische Symptome ab Tag 8, welche sich
durch die Unfédhigkeit von koordinierten Bewegungen beim Anheben und/oder im
Schwimmtest bemerkbar machten (NORDSTRAND et al., 2001). Des Weiteren

trat eine periphere vestibuldre Storung bei CB-17-scid-M#usen nach einer
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B. turicatae-Infektion auf (CADAVID et al., 2001) und Zamani et al. beschrieben
in ithrer Veroffentlichung, dass B. microti Fieber in Méusen verursacht (ZAMANI
et al.,, 2014). Auch in der Studie von Benoit et al. wurde deutlich, dass bei
immundefizienten Miusen (BALB/c rag2” und C3H/HeN rag2”) mit steigender
Konzentration von B. hermsii im Blut zunehmende klinische Symptome wie
Apathie und struppiges Fell auftraten (BENOIT et al., 2010). Selbst immun-
kompetente BALB/c-Miuse konnen aufgrund einer starken Vermehrung von
B. duttonii versterben (YOKOTA et al., 1997).

Die C3H/HeOulJ-Miduse aus der vorliegenden Arbeit zeigten jedoch keine
klinischen Symptome, was tdglich anhand eines Score-Sheets (sieche Abbildung
Al im Anhang) evaluiert wurde. Keines der Tiere musste aufgrund der Kriterien
frithzeitig aus der Studie ausgeschlossen werden. Somit ist dieses Tiermodell
unter Beriicksichtigung der Vermeidung von Schmerzen, Leiden und Schéden
vertretbar. Aufgrund des Forschungsinteresses ist es von entscheidender Bedeu-
tung In-vivo-Experimente durchzufiihren, da gerade die komplexen Abwehrreak-
tionen des Korpers in Verbindung mit der genetischen Variabilitit des Pathogenes
momentan nicht detailliert in vitro nachgestellt werden konnen. Die Verwendung
von Miusen statt Meerschweinchen sollte bevorzugt werden, da ihre Haltungs-
bedingungen, Lebenserwartung und Reaktion auf die B. persica-Infektion im
Vergleich vorteilhafter und ethisch vertretbarer sind. Meerschweinchen, welche
vor allem im Mittleren Osten iiberwiegend verwendet werden (NADDAF et al.,
2011; OSHAGHI et al., 2011; RAFINEJAD et al., 2011; ZAMANI et al., 2014),
reagieren mit Fieber auf eine B. persica-Infektion (ZAMANI et al., 2014), was
vermutlich zu einem schlechten Allgemeinbefinden und somit zum Leiden der
Tiere fiihrt. Aulerdem lieen sich B. persica-Experimente, welche mit Miusen
durchgefiihrt werden, mit den Studien von anderen Riickfallfieberspezies verglei-
chen, da sich das Mausmodell als ein weitverbreitetes und akzeptiertes Tiermodell
in der Erforschung dieser Bakteriengruppe erweist (GARCIA-MONCO et al.,
1997; NORDSTRAND et al., 2001; LARSSON et al., 2006, 2009).

2 Potentielle Reservoire fiir B. persica

Als natiirlich vorkommende Wirte fiir Ornithodoros-Zecken werden verschiedene
Arten von Hornchen und Méusen vermutet. Fiir die Verbreitung von Zecken in
entferntere Regionen konnten Flederméuse und Vogel von Bedeutung sein. Auch

werden Begleittiere, Nutztiere und der Mensch selbst befallen. Dabei variiert das
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Wirtsspektrum zwischen den einzelnen Zeckenarten (CUTLER, 2010) (siehe
Tabelle 1 im Kapitel I1.2.2). O. tholozani befillt jeden Warmbliitler, der sich in
ithrem Habitat befindet. Hauptséichlich erndhrt sie sich vom Blut von Nagetieren
und anderen Kleinsdugern (ASSOUS et al., 2009). Dennoch ist nur wenig iiber die
Identitdt ihrer Hauptnagetierwirte bekannt (MOEMENBELLAH-FARD et al.,
2009). Abgesehen davon wurde die Zecke in Schafstéillen (RAFINEJAD et al.,
2012) sowie auf Kamelen und Rindern gefunden (DSCHUNKOWSKY, 1913).
Innerhalb der Zeckenpopulation wird B. persica sowohl transstadial als auch
transovariell iibertragen. Wenn die Transmission von Bakterien auf beide Weisen
erfolgt, handelt es sich bei den Zecken ebenfalls um ein Reservoir fiir diese Bak-
terien (PAROLA et al., 2001). Dafiir spricht auerdem die generelle Langlebig-
keit von Lederzecken (CUTLER, 2010).

Auch die meisten Spezies der Riickfallfieberborrelien konnen mehrere Arten von
Wirtstieren infizieren (CUTLER, 2010). Normalerweise dienen wilde Nagetiere
als Reservoirwirte (REBAUDET et al., 2006; PAROLA et al., 2001). In Israel
wurden noch keine mit Borrelien infizierten Nager gefunden (ASSOUS et al.,
2009). Jedoch wurde B. persica in einem Hund, einer Katze und einem Krallen-
affen nachgewiesen (BANETH et al., 2004). Auch im Iran muss die Wirbeltierart,
welche als natiirliches Reservoir fiir diese Spezies dient, noch aufgeklidrt werden
(SHIRANI et al., 2016). Allerdings wurde dort B. persica bereits aus dem Blut
eines Nagetiers isoliert (COLIN DE VERDIERE et al., 2011). Leider sind keine
niheren Informationen sowohl iiber die Nagetierspezies als auch iiber das
klinische Befinden des Tieres bekannt. Des Weiteren wurde B. persica-DNA aus
dem Blut von Hunden, Schafen und Ziegen nachgewiesen (SHIRANI et al.,
2016). Im Iran existiert eine iippige Fauna von Hunden und kleinen Wildtieren,
wie Nagetiere. Es ist anzunehmen, dass sich B. persica in enzootischen Zyklen
hilt, in denen sowohl wilde als auch domestizierte Sdugetiere als Wirte fungieren
(BARMAKI et al., 2010). Umfangreiche Studien sollten in den betroffenen Lin-
dern angestrebt werden, welche die potentiell vorhandene B. persica-Infektion
zum einen in verschiedenen Nagetierspezies und zum anderen in Zecken, gesam-
melt aus Nagetiernestern, untersuchen, um das natiirlich vorkommende
Reservoirwirbeltier zu identifizieren.

Bei anderen Spezies von Riickfallfieberborrelien lassen sich als mogliche

Reservoirtiere ebenso Nager aufzidhlen. B. microti wurde zum Beispiel urspriing-
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lich aus Feldmidusen (Microtus) im siidlichen Iran isoliert (RAFYI, 1947,
NADDAF et al., 2012) und bei untersuchten TBRF-Fillen aus dem Nordwesten
der USA und dem Siidwesten von Kanada wurden am Expositionsort Hornchen,

Mause und/oder Ratten gesehen (DWORKIN et al., 1998).

In der vorliegenden Forschungsarbeit kam ein immunkompetenter Mausstamm

(Mus musculus, C3H/HeOulJ, Abbildung 8) zum Einsatz.

Abbildung 8: weibliche, ca. 12 Wochen alte C3H/HeOuJ-Maus

Da die Miuse iiber die Dauer des Experiments keine klinischen Symptome ent-
wickelten, konnte die Maus als mogliches Reservoirtier fiir B. persica in Frage
kommen. Denn generell ist es wahrscheinlich, dass eine Infektion von natiirlichen
Reservoirtieren gutartig verlduft (CUTLER, 2010). Der Beweis einer tatsdchlich
bestehenden Infektion der Tiere konnte durch die Rekultivierung lebensfihiger
Erreger aus den Gewebeproben erbracht werden (siehe Tabelle 1 der Publikation).
Ein weiterer stiitzender Punkt dieser These ist, dass bei den Miusen, welche mit
Dosen von 1 x 10° bis 1 x 10% Borrelien infiziert wurden, mehrere Bakteridmie-
schiibe mittels Blut-PCR detektiert werden konnten (siehe Abbildung 1A-C der
Publikation). Die bei einer aktiven Infektion wiederkehrenden hohen Erreger-
konzentrationen im Blut wiirden die Borrelien somit héufiger fiir einen Vektor
zuginglich machen. Je linger die Borrelien in der Zirkulation iiberleben, umso
hoher ist die Wahrscheinlichkeit fiir den Erreger von einer Zecke bei ihrem nur

kurz andauernden Saugakt aufgenommen zu werden (SCHWAN et al., 2002;
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PLASTERK et al., 1985). Ein Tier hatte selbst am letzten Tag des Experiments
(Tag 50) eine messbare Anzahl an Borrelien im Blut. Um die These zu festigen,
sollte in einer Folgearbeit liberpriift werden, ob sich eine systemische Infektion in
der C3H/HeOuJ-Maus nach dem Stich einer infizierten Zecke etablieren lédsst. Ein
solches Experiment wurde in einer Studie von Geigy et al. durchgefiihrt, um mog-
liche Reservoirtiere von B. duttonii zu ermitteln. Dabei wurden wild lebende
Ratten als natiirliches Reservoir fiir unwahrscheinlich erklért, da sie sich nicht per

Zeckenstich infizierten (GEIGY et al., 1957).

Welche Arten der Méuseverwandten (Myomorpha) in den einzelnen betroffenen
Léandern als natiirlich vorkommende Reservoire fiir B. persica dienen konnten,
sollte in kiinftigen epidemiologischen Studien ermittelt werden. Dabei konnten
Untersuchungen von Wildfingen aus TBRF-Regionen entscheidende Informa-

tionen liefern.

3 Nutzen und Ausblick

Neben der In-vitro-Kultivierung sind auch In-vivo-Modelle von grof3er Bedeutung
fiir die Erforschung von Infektionserregern (SAFDIE et al., 2010; VAN DAM et
al., 1999; LARSSON et al., 2009). Da momentan nach bestem Wissen noch kein
detailliert beschriebenes Mausmodell fiir B. persica existiert, wurde in der vor-
liegenden Arbeit ein Infektionsmodell in der immunkompetenten Maus etabliert
und charakterisiert. Die Ergebnisse aus den Untersuchungen am murinen Infek-
tionsmodell lassen sich aufgrund speziesspezifischer Variationen nicht direkt auf
den Menschen iibertragen (VUYYURU et al., 2011). Sie sollten viel mehr als
hinweisgebend fiir eventuell vorliegende Parallelen angesehen werden sowie Wis-
sen iiber den Infektionsverlauf vermitteln und eine grundlegende Basis fiir Folge-
experimente bieten. Wichtige Gemeinsamkeit der Infektionsverldufe von Mensch
und Maus sind die wiederkehrenden Episoden der Spirochédtdmie, wohingegen das
Auftreten klinischer Symptome unterschiedlich ausgeprigt ist. Um eine bessere
Vergleichbarkeit der physiologischen Bedingungen bei einer Infektion zu ermog-
lichen, konnten weiterfiihrende Versuche an einer mit dem Menschen enger ver-
wandten Spezies durchgefiihrt werden. Aber ein Mausmodell bietet dennoch die
Moglichkeit grundlegende Thematiken, wie zum Beispiel die Identifizierung von
Pathogenitétsfaktoren des Erregers in vivo, die Erreger-Wirt-Interaktion oder die

Immunreaktion des Wirtes, zu erforschen.
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In Folgearbeiten konnten Langzeitstudien durchgefiihrt werden, die den spiteren
Verlauf einer B. persica-Infektion weiterfithrend charakterisieren. Dafiir sollte der
Versuch mehr als 50 Tage fortgefiihrt werden, um zu untersuchen, wie lange Bor-
relien im Blut nachweisbar sind und ab welchem Zeitpunkt diese endgiiltig nicht
mehr erfasst werden konnen. Dabei konnte analysiert werden, inwieweit die
Dissemination in die Gewebe (Gehirn, Haut) eine Rolle fiir spiter auftretende
Bakteridmieschiibe spielt. Es konnte zusitzlich untersucht werden, wie lange die
disseminierten Spirochéten aus dem Gehirn fiir gesunde Méuse infektios sind und
ob sich eine latente Infektion nach Immunsuppression reaktivieren ldsst. Das wére
fiir die erneute Zuginglichkeit der Borrelien fiir einen Vektor relevant und wiirde
das Gehirn selbst zum Reservoir machen (LARSSON et al., 2006). Der Sachver-
halt wurde bereits fiir B. duttonii beschrieben. Die Spirochidten konnten nach
Schwichung des Immunsystems bei drei von 11 Mé&usen erneut im Blut nach-
gewiesen werden (LARSSON et al., 2006). Diese Reaktivierung aufgrund einer
Immunsuppression konnte ebenso fiir den Menschen bedeutend sein, welcher als
geheilt gilt, wenn nach dem letzten Fieberschub Symptomfreiheit besteht und
keine Spirochédten mehr im Blut nachweisbar sind (LARSSON et al., 2006). Autf-
klarungsbedarf besteht bei den Ergebnissen aus den histopathologischen Unter-
suchungen der vorliegenden Studie (siehe ,,Results* der Publikation). Aufgrund
der geringen Zahl der verwendeten Gewebe sollte dieser experimentelle Teil mit
einer grofleren, reprasentativen Anzahl an Organproben wiederholt werden, um
die Ergebnisse zu verifizieren oder zu widerlegen. Auch konnten die Organe zu
einem fritheren Zeitpunkt nach dem Setzen der Infektion untersucht werden, um
beginnende Entziindungsreaktionen aufzudecken.

Praxisrelevantere Fortfithrung dieser Arbeit konnte die Anwendung der hier
etablierten Methoden sein, um potentielle Reservoirtiere aus den TBRF-Gebieten
zu identifizieren. In der humanmedizinischen Diagnostik kann die Detektier-
barkeit der Borrelien im Blutausstrich problematisch sein, wenn die Probe des
Patienten wihrend einer fieberfreien Phase untersucht wird oder es sich um eine
milde Infektion handelt (NADDAF et al., 2011; RAFINEJAD et al., 2012). B-
Zellen differenzieren sich innerhalb der ersten drei Tage nach Stimulation zu IgM-
produzierenden Plasmablasten (MARTIN et al., 2001). Trotzdem ist momentan
noch kein spezifischer serologischer Test fiir B. persica verfiigbar (ASSOUS et
al., 2009). In der vorliegenden Forschungsarbeit konnten 100 % der infizierten

Miuse mit einem Zweistufentest (ELISA und Western Blot) identifiziert werden.
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Das hier etablierte Nachweisverfahren konnte ausgebaut werden, um sicherere
Diagnosen zu stellen. Dabei sollten bei der Entwicklung mogliche kreuz-
reagierende Antikorper beriicksichtigt und die Sensitivitit sowie vor allem die
Spezifitdt im Feld kritisch erprobt werden. Eine andere Moglichkeit weiterfithrend
am Infektionsmodell zu forschen, wire die Testung von verschiedenen Anti-

biotika zu therapeutischen und prophylaktischen Zwecken.

Diese weiterfithrenden Arbeiten konnten zukiinftig an Relevanz gewinnen und die
Erforschung des Infektionserregers zunehmend Bedeutung erlangen, denn nicht
nur Reisende (COLIN DE VERDIERE et al., 2011), sondern auch Menschen-
bewegungen aus politischen Griinden (Fliichtlinge) konnten vermehrt B. persica-
Infektionen nach Europa einschleppen. Deshalb handelt es sich bei der TBRF-
Erkrankung um eine ,,emerging disease* (REBAUDET et al., 2006).

In einigen Lédndern wie der Schweiz (GOLDENBERGER et al., 2015), den
Niederlanden (WILTING et al., 2015) und Deutschland (HOCH et al., 2015) wur-
den bereits B. recurrentis-Infektionen in Fliichtlingen nachgewiesen. Auch kon-
nen sich die Menschen in Lidndern entlang ihrer Migrationsroute infizieren
(HOCH et al., 2015). Im Jahr 2015 wurden rund 1,1 Millionen neu ankommende
Asylsuchende in Deutschland registriert, davon wurden rund 160.000 auf Bayern
verteilt. Von Januar bis Mirz 2016 waren es noch 24.000 Menschen. Bei den
Asylerstantriagen, welche in diesem Zeitraum durch das Bundesamt fiir Migration
und Fliichtlinge in Bayern bearbeitet wurden, handelte es sich iiberwiegend um
aus Syrien stammende Personen (BAYERISCHES STAATSMINISTERIUM
FUR ARBEIT UND SOZIALES, 2016). Die B. persica-iibertragende
O. tholozani-Zecke ist in diesem Land heimisch (PAROLA et al., 2001). Aller-
dings verlédsst Ornithodoros ihr Habitat nicht (ASSOUS et al., 2009) und so ist es
moglich, dass nur die Erkrankten (KUTSUNA et al., 2013; COLIN DE
VERDIERE et al., 2011) und nicht der Vektor selbst in nicht endemische Linder
gelangen. Deshalb ist es unwahrscheinlich, dass sich TBRF, verursacht durch
B. persica, in Deutschland ausbreitet, wie es beispielsweise bei dem Liuse-
riickfallfieber moglich wire, da die Lause an ihren Wirten verbleiben. Dieses
Riickfallfieber besitzt epidemisches Potential (CUTLER, 2006; WILTING et al.,
2015).

Trotzdem sollten sich Arzte der potentiellen Gefahr auch hier in Deutschland

bewusst werden, damit TBRF als mogliche Differenzialdiagnose einer fiebrigen
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Erkrankung beriicksichtigt und folglich schneller behandelt werden kann. Auch in
den endemischen Lindern sollte das Bewusstsein geschirft werden. Obwohl
TBRF im Iran meldepflichtig ist, besitzt die Erkrankung im Allgemeinen keine
hohe Prioritdt bei den Gesundheitsbehorden. Die tatsidchliche Last sowie prizise
geographische Verbreitung bleibt unbekannt und es konnten wahrscheinlich viele
Fille fehldiagnostiziert oder nicht erkannt worden sein (MOEMENBELLAH-
FARD et al., 2009). Es ist beispielsweise erforderlich, das Gesundheitswesen iiber
die Existenz B. persica-positiver Zecken in den frither von TBRF betroffenen
Gebieten Takistans zu unterrichten und Vektorkontrollmanahmen fortzufiihren
(BARMAKI et al., 2010), damit die Zoonose bereits in den Herkunftslindern
bekdmpft und die Gefahr einer Infektion fiir Einheimische und Touristen niedrig

gehalten werden kann.
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\% ZUSAMMENFASSUNG

Die Spezies B. persica zdhlt zu den Infektionserregern, welche TBRF verursa-
chen, und wird von der Lederzecke O. tholozani wihrend des Saugaktes iiber-
tragen. Dieser Vektor ist im Mittleren Osten und Zentralasien weit verbreitet. Das
von Zecken iibertragene Riickfallfieber stellt eine erhebliche gesundheitliche
Gefidhrdung fiir die betroffene Bevolkerung und auch fiir Touristen dar. Die Infi-
zierten leiden an wiederkehrendem Fieber, welches mit unspezifischen Symp-
tomen wie Kopfschmerzen und Schiittelfrost einhergehen kann. Zwischen den
Fieberschiiben sind beschwerdefreie Phasen zu verzeichnen. Das Leitsymptom
,rekurrentes Fieber® sowie ein massives Auftreten von Spirochiten im Blut wih-
rend einer Fieberattacke charakterisieren die TBRF-Erkrankung. Nach Diagnose-
stellung sollte frithzeitig mit der antibiotischen Therapie begonnen und auf das
potentielle Auftreten einer Jarisch-Herxheimer-Reaktion geachtet werden.
Generell kann nicht nur der Mensch, sondern auch das Tier an einer Infektion mit

B. persica erkranken.

Fiir die Erforschung von Krankheitserregern sind neben der In-vitro-Kultivierung
auch In-vivo-Experimente von herausragender Bedeutung. Um Einblicke in die
Entstehung und den Verlauf dieser Infektion zu erlangen, wurden 44 immunkom-
petente C3H/HeOuJ-Miuse mit variierenden Konzentrationen einer B. persica-
Suspension intradermal infiziert und iiber mindestens 30 bis maximal 50 Tage
beobachtet. Im gesamten Verlauf des Experiments zeigte keines der infizierten
Tiere einen abweichenden Gesundheitszustand oder untypisches Verhalten im
Vergleich zu den Kontrolltieren, welche in allen Untersuchungsmethoden negativ
getestet wurden. In dieser Studie reagierten 100 % der Tiere, welche mit einer
Dosis von 1 x 106, 1x10*und 1x 10° B. persica pro Maus inokuliert wurden, in
den Tests positiv auf den Erreger, wohingegen die am stdrksten verdiinnte Kon-
zentration von 4 x 10° B. persica pro Maus nicht ausreichte, um auch nur eines
der acht Tiere zu infizieren. Blutproben wurden seriell nach alternierenden Zeit-
planen entnommen und mit einer real-time PCR, welche das flaB-Gen von
B. persica detektiert, untersucht. Die molekulare Analyse erfasste ein bis drei
DNA-Konzentrationsspitzen pro infizierte Maus. Auflerdem war eine zeitliche
Verschiebung im Auftreten erster Bakterien im Blut sowie der Spitzenwerte der

medianen Konzentrationen mit sinkender Infektionsdosis zwischen den einzelnen
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Versuchsgruppen zu verzeichnen. Starke Antikorpertiter gegen B. persica konnten
bei allen drei infizierten Gruppen mit einem Zweistufentest, bestehend aus einem
ELISA und einem Western Blot, nachgewiesen werden. Am Versuchsende
wurden Organe (Herz, Milz, Harnblase, Tarsalgelenk, Gehirn und Haut von der
Injektionsstelle) entnommen und mit der flaB-PCR auf B. persica-spezifische
DNA sowie per Kultivierung im selbstentwickelten Fliissigndhrmedium auf
lebensfahige Erreger untersucht. Das Ergebnis der Gewebeanalysen identifiziert

das Gehirn und die Haut als Zielorgane einer B. persica-Infektion.

Die Etablierung eines Infektionsmodells fiir B. persica in immunkompetenten
Mausen stellt eine grundlegende Basis fiir die In-vivo-Forschung dar und ermog-
licht es weitere tief greifende Sachverhalte, wie beispielsweise die Erreger-Wirt-
Interaktionen, zu erforschen, um wichtige Erkenntnisse beziiglich der Uberlebens-
und Bekdmpfungsstrategien beider Organismen zu gewinnen und somit ver-

besserte diagnostische Methoden oder Therapieansitze entwickeln zu kdnnen.
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VI SUMMARY

The bacterium B. persica, that causes TBRF, is transmitted by the soft tick
O. tholozani during blood meals. This vector is widely distributed in the Middle
East and Central Asia. TBRF poses a considerable health threat to the affected
population and also to tourists. The patients suffer from recurrent fever and non-
specific symptoms such as chills and headache which may occur. Fever-free
intervals are recorded between the fever attacks. The clinical sign “recurrent
fever” and a massive presence of spirochetes during a fever period characterize
the disease. After diagnosis, an early treatment with antibiotics is recommended
and attention should be paid to the potential occurrence of the Jarisch-Herxheimer
reaction. In general, not only humans but also animals become ill due to infections

with B. persica.

Besides in vitro cultivation, in vivo experiments are essential to obtain knowledge
about pathogens. To gain new insights into the genesis and the course of the infec-
tion, 44 immunocompetent C3H/HeOuJ mice were inoculated intradermally with
B. persica suspensions at varying concentrations and were observed for a mini-
mum of 30 to a maximum of 50 days. During the complete experiment none of the
infected mice showed any clinical signs or abnormal behaviors when compared to
control animals, which tested negative in all methods. In this study, 100 % of all
animals infected with doses of 1 x 10°%, 1 x 10* and 1 x 10% B. persica per mouse
were positive, whereas the lowest dose of 4 x 10° B. persica per mouse was not
sufficient to initiate an infection in any of the eight mice. Blood samples were
collected according to alternating schedules and screened by real-time PCR target-
ing the flaB gene of B. persica. The results revealed one to three peaks of DNA
per infected mouse. Furthermore, a delay in the appearance of the first spirochetes
in the blood and the peaks of the median concentrations was recorded between the
groups when less bacteria were inoculated. Vigorous antibody titers against
B. persica were detected in all three infected groups after analyzing the mice’s
sera by a newly developed serological two-tiered test system (ELISA and western
blot). At the end of the experiment organs (heart, spleen, urinary bladder, tarsal
joint, brain and skin from the injection area) were collected and examined for

B. persica-specific DNA by PCR as well as cultured for the detection of viable
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spirochetes in a home-made liquid medium. The result of tissue investigations

clearly identifies the brain and the skin as target organs of B. persica infection.

The establishment of an infection model for B. persica in immunocompetent mice
provides a platform for further ensuing in vivo investigations. It offers the possi-
bility for the pursuit of profound issues, for instance in terms of interactions
between the pathogen and the host, to gain advanced insights in the survival and
reduction strategies of both organisms which my help to create improved diagnos-

tic methods or therapy approaches.
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Tabelle A1: Rezeptur der phosphatgepufferten Kochsalzlosung

Zutaten Menge*
destilliertes Wasser 11
Natriumchlorid 80¢g
Dinatriumhydrogenphosphat-Heptahydrat 11,5¢g
Kaliumchlorid 2g
Kaliumdihydrogenphosphat 2g

*fiir eine 10-fach konzentrierte Stammldsung

Herstellung einer Stammlodsung (10-fach konzentriert):
— Salze in destilliertem Wasser gemif3 Rezeptur 16sen

— pH-Wertkontrolle: ca. 6,8

Herstellung einer Gebrauchslosung (einfach konzentriert):
— 100 ml Stammldsung mit 900 ml sterilem destillierten Wasser verdiinnen
— pH-Wertkontrolle: ca. 7,3

— 15 min bei 121 °C autoklavieren
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bitte entsprechendes Feld ankreuzen und am Ende die Punkte zusammenrechnen
| Datum: | untersucher: | kéfignummer: | Maus: | Gewichting:
Allgemeinzustand: Verhalten: klinische Untersuchung:
0 Punkte je 1 Punkt je 3 Punkte 0 Punkte je 1 Punkt je 3 Punkte 0 Punkte je 1 Punkt je 3 Punkte
estraubtes Fell, ) .
glanzendes, glattes | leicht stumpfes Fell, 8 - hyperaktiv, . . verstarkte Atemnot,
verklebt und neugierig . apathisch ungestort
Fell Felldefekte nervos Atmung Bauchatmung
ungepflegt
Hockstellung und leichtes starkes Hdmatom,
X . . Bauchlage, . L . - S
Physiologische /oder erhéhter hoher oder angstlich, in Hamatom ein bis| Schmerzhaftigkeit
Kérperhaltung und Muskeltonus, fehlender aufmerksam Hauschen komatos zwei Tage nach | im Bereich der V.
Bewegung Verminderter versteckt der facialis
Muskeltonus
Bewegungsdrang Blutentnahme (Blutentnahme)
reduziert,
. verklebte, vz
Augen maRig verlangsamte
klare, saubere Augen geschlossene X . N . schwere
. . verklebt, interessiert | Reaktion auf zittern Durchfall
und Kérpero6ffnungen Augen, starker ) Verletzungen
Nasenausfluss Reiz von
Nasenausfluss
aullen
stark
guter reduzierter reduzierter . veranderte
« . « Lahmheit an L
Erndhrungszustand, | Erndhrungszustand | Erndhrungszust . K Schleimhdute
i ) ) ) ) Reaktion auf einem oder
Korpergewicht bei Palpation, and bei ) taumeln (Ikterus, blasse
. . ) R Reiz von auBen mehreren o
unbeeinflusst oder Korpergewicht Palpation, Gelenken Schleimh&ute oder
Anstieg Anderung<5% |Gewichtsredukti intensiv gerotet)
on>5%
starke
Umfangsvermehrun
normales isoliert von der g im Bereich der
Sozialverhalten Gruppe Injektionsstelle,
druckempfindlich,
warm
|Summe:
[summe total: |
Bewertung: bei Punktesumme: MaBnahmen:
Belastungsgrad 0 0 keine
spezifische
Belast d1 1
elastungsgra Beobachtung
Belastungsgrad 2 3 Versuchsabbruch
Belastungsgrad 3 6 Versuchsabbruch

Abbildung A1: Score-Sheet
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