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1 Einleitung

Lyme-Borreliose (LB) ist die h&ufigste Vektor-Ubertragene humane Erkrankung in Europa
und in den Vereinigten Staaten von Amerika (USA) (Lindgren und Jaenson 2006, Fingerle et
al. 2008), welche durch Bakterien des Borrelia burgdorferi sensu lato-Komplexes verursacht
wird (Burgdorfer et al. 1982). Wenn die Infektion klinisch manifest wird, lassen sich vielseitige
Symptome feststellen, da sowohl die Haut als auch die Gelenke, das Nervensystem und das
Herz betroffen sein kénnen (Stanek et al. 2011, Herzer et al. 2014, Krause und Fingerle
2014). Therapiert wird mit einer antibiotischen Chemotherapie (Robert-Koch-Institut (RKI)
2013 a, Herzer et al. 2014, Krause und Fingerle 2014). Ein Impfstoff fir den Humangebrauch
steht derzeit nicht zur Verflgung.

Fir Deutschland wird basierend auf einer im Raum Wirzburg umfassenden prospektiven,
populationsbasierten Studie eine Inzidenz von 60.000 - 100.000 LB-Fallen geschéatzt (Hup-
pertz et al. 1999). Derartige Schatzungen werden durch eine nicht bundesweit geltende Mel-
depflicht erschwert (Nationales Referenzzentrum (NRZ) fir Borrelien 2013). Beruhend auf
Berechnungen und Schétzungen von Daten der Krankenkasse DAK aus den Jahren 2007
und 2008 wird von Miiller et al. (2012) die Inzidenz mit 213.912 LB-Fallen in Deutschland
angegeben. Die steigenden Fallzahlen der Lyme-Borreliose kénnen unter anderem in der
erhéhten Aufmerksamkeit und der besseren Diagnosestellung begriindet sein (Krause und
Fingerle 2014). Seit 2013 besteht auch in Bayern eine Meldepflicht (NRZ fur Borrelien 2013)
und bereichert die Kenntnis Uber Ausbreitung, Pravalenz und Inzidenz.

1.1 Historische Entdeckung der Lyme-Borreliose

Buchwald beschrieb in Europa am Ende des 19. Jahrhunderts erstmals eine chronische
Hauterscheinung ohne ndhere &tiologische Kenntnisse (Buchwald 1883). Diese wurde etwa
20 Jahre spater Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA) benannt (Herxheimer und Hart-
mann 1902). 1910 stellte Afzelius eine zweite Hauterscheinung namens Erythema migrans
(EM) vor, eine sich langsam ringférmig ausbreitende Hautlasion (Lipschitz 1913). Kurze Zeit
spater wurde das Lymphozytom (LZ) beschrieben (Afzelius 1910, Burckhardt 1911), das
spater detaillierter von Béafverstedt abgehandelt wurde (1943), der auch den Begriff Lympha-
denosis benigna cutis pragte (Bafverstedt 1943). Die franzésischen Neurologen Garin und
Bujadoux zogen 1922 einen Zeckenstich als Ursache einer Meningoradikulitis in Betracht
(Garin und Boujadoux 1922), welche 1941 von dem Minchner Neurologen Bannwarth naher



beschrieben wurde (Bannwarth 1941). Einige Jahre spater wurde auch das EM mit Zecken-
stichen assoziiert (Hellerstrom 1930).

Obwohl nach dem Ende des Zweiten Weltkriegs Uber die Identitat des Vektors nur gemut-
maft wurde und der Erreger selbst noch véllig unklar war, wurden Antibiotika gegen die kli-
nischen Manifestationen eingesetzt und erwiesen sich als erfolgreich (Stanek et al. 2002).

In den USA wurde 1975 erstmals die Borrelien-Arthritis im Ort Lyme, Connecticut beschrie-
ben (Steere et al. 1977). Es wird angenommen, dass die Lyme-Arthritis (LA) in Connecticut
mindestens seit dem Jahr 1972 kumuliert auftrat und es anfangs Schwierigkeiten bei der
Differenzierung von der idiopathischen juvenilen Arthritis gab (Steere et al. 1977). Schnell
wurde der Zusammenhang mit anderen Manifestationen der LB erkannt und wenig spéater
wurde die Zecke Ixodes (I.) scapularis als Vektor in den USA entdeckt (Burgdorfer et al.
1982).

Burgdorfer konnte in den USA 1982 erstmals Spirochaten als Erreger der LB ausmachen,
indem ihm die Isolation und die anschlieBende Kultivierung im modifizierten Kelly-Medium
gelangen (Burgdorfer et al. 1982). Diese wurden Borrelia (B.) burgdorferi nach dem franzdsi-
schen Mikrobiologen Amédée Borrel (1867 - 1936) und dem Amerikaner Willy Burgdorfer
(1925 - 2014) benannt (Brade und Hunfeld 2009). Kurze Zeit spater wurden Borrelien auch
aus Hautbiopsaten und Liquorpunktaten isoliert (Steere et al. 1983, Preac-Mursic et al.
1984). Mithilfe der Outer surface protein (Osp) A-Typing-Methode wurden schnell weitere
Spezies wie B. afzelii und B. garinii unterschieden und neben B. burgdorferi sensu stricto (s.
s. = im engen Sinne) unter dem Komplex B. burgdorferi sensu lato (s. I. = im weiten Sinne)
zusammengefasst (Johnson et al. 1984 b, Baranton et al. 1992, Canica et al. 1993, Wilske et
al. 1993).

1.2 Der Erreger der Lyme-Borreliose - Borrelia burgdorferi sensu lato

Borrelien gehdéren zu den Spirochéaten, welche spiralig gekrimmte, bewegliche Bakterien
sind. Sie sind mikroaerophil und werden als gram-negativ klassifiziert (Johnson et al. 1984
a). Borrelien sind mit der Fuchsin- (NRZ fir Borrelien 2013) oder Giemsa-Farbung darstell-
bar (Barbour und Hayes 1986).

1.2.1 Taxonomie der Borrelien

Die Ordnung der Spirochaetales wird durch zwei Familien repréasentiert, welche zur besseren
Ubersicht in Abbildung 1.1 dargestellt sind. Die Familie der Borreliaceae z&hlt zwei Gattun-
gen, die Borrelia und die Cristispira. Die Spirochaetaceae umfasst sieben Gattungen, welche



auch die Treponema, zu welcher der Erreger der Syphilis zahlt, beinhaltet (Gupta et al. 2013,
Oren und Garrity 2014, Euzéby 2016).

Abteilung Klasse Ordnung Familie Gattung

Borrelia
Cristispira

Borreliaceae Clevelandina
Spirochaetaceae —— Diplocalyx

Hollandina
Pillotina
Sphaerochaeta
Spirochaeta
Treponema

Spirochaetae Spirochaetes Spirochaetales

Abbildung 1.1: Taxonomie der Borrelien
Die Abbildung richtet sich nach den Kriterien von Gupta et al. 2013, Oren und Garrity 2014 und

Euzéby 2016. Sie ist mit Ausnahme der Gattungen fiir eine bessere Ubersicht stark vereinfacht.

Innerhalb der Gattung Borrelia kbnnen weitere Gruppen abgegrenzt werden. Es zéhlen der
B. burgdorferi s. |.-Komplex, welcher in Abschnitt 1.2.2 genauer betrachtet wird, und die
Rulckfallfieber-Borrelien dazu. Letztere umfassen die Erreger des Lauserickfallfiebers (B.
recurrentis) und des ZeckenrUckfallfiebers (unter anderem B. duttoni, B. persica und B. his-
panica) (Euzéby 2016).

Die verschiedenen Gattungen wurden anhand ihres Guanin-Cytosin-Gehalts der Desoxyri-
bonukleinsédure (desoxyribonucleic acid - DNA) verglichen. Fir B. burgdorferi s. 1. liegt dieser
zwischen 27,3 bis 30,5 Prozent (%), wohingegen Leptospiren und Treponemen respektive
einen Gehalt von 35,3 und 53,0 % aufweisen. Borrelia spp. zeigen eine genetische Homolo-
gie von nur 0 bis 2 % mit Leptospira und Treponema (Hyde und Johnson 1984, Johnson et
al. 1984 a).

1.2.2 Der Erregerkomplex Borrelia burgdorferi sensu lato

Zum B. burgdorferi s. |.-Komplex werden derzeit 20 gesicherte und eine vorgeschlagene
Spezies gezahlt (Tabelle 1.1). Die Spezies unterscheiden sich bezlglich Organotropismus,
Verbreitung, Wirtsspezifitat und humaner Infektionsfahigkeit (Margos et al. 2011).



Spezies Referenzen Spezies Referenzen

B. afzelii Canica et al. (1993) B. kurtenbachii Margos et al. (2010)
B. americana Rudenko et al. (2009 b)  B. lanei Margos et al. (2017 a)
B. andersonii (p)  Marconi et al. (1995) B. lusitaniae Le Fleche et al. (1997)
B. bavariensis Margos et al. (2009) B. mayonii Pritt et al. (2016)

B. bissettiae Margos et al. (2016) B. sinica Masuzawa et al. (2001)
B. burgdorferis. s. Johnson et al. (1984) B. spielmanii Richter et al. (2006)

B. californiensis Margos et al. (2016) B. tanukii Fukunaga et al. (1996)
B. carolinensis Rudenko et al. (2009 a)  B. texasensis (¢) Lin et al. (2005)

B. chilensis Ivanova et al. (2014) B. turdi Fukunaga et al. (1997)
B. garinii Baranton et al. (1992) B. valaisiana Wang et al. (2015 b)
B. japonica Kawabata et al. (1993) B. yangtzensis Margos et al. (2015 b)

Tabelle 1.1: B. burgdorferi sensu lato-Komplex
20 Spezies sind bestatigt, 2017 wurde Genospecies2 (Postic et al. 2007) als B. lanei validiert (Margos
et al. 2017 a). B. andersonii ist bisher nur fir den B. burgdorferi s. |.-Komplex vorgeschlagen und in
der Tabelle mit p (proposed) gekennzeichnet. B. texasensis ist candidatus (c) (in Anlehnung an
Stanek und Reiter 2011, Margos et al. 2011, Margos et al. 2015 a und b, Euzéby 2016, Margos et al.
2017 a).

Die Spezies B. afzelii, B. bavariensis, B. burgdorferi s. s., B. mayonii, B. garinii und B. spiel-
manii sind gesichert humanpathogen (Kurtenbach et al. 2006, Fingerle et al. 2008, Margos et
al. 2011, Stanek und Reiter 2011, Vollmer et al. 2011, Pritt et al. 2016). Es konnte bisher
kein Nachweis Uber Humanpathogenitéat fir die Spezies B. americana, B. andersonii, B. cali-
forniensis, B. carolinensis, B. chilensis, B. kurtenbachii, B. japonica, B. sinica, B. tanukii, B.
turdii und B. yangtzensis erbracht werden (Kawabata et al. 1993, Marconi et al. 1995, Fu-
kunaga et al. 1996 und 1997, Richter et al. 2006, Rudenko et al. 2009 a und b, Margos et al.
2010 und 2015 b und 2016, Masuzawa et al. 2001, Ivanova et al. 2014). Die Pathogenitat
von B. bissettiae und B. lusitaniae ist noch nicht abschlieBend geklart, sie kbnnen aber in
humanen Probematerialien nachgewiesen werden (Fingerle et al. 2008, Margos et al. 2010).
B. valaisiana-DNA konnte bereits aus humanen Proben isoliert werden, bisher aber kein le-
bender Erreger (Collares-Pereira et al. 2004, Diza et al. 2004, Margos et al. 2017 b). B.
spielmanii konnte in humanen Hautbiopsaten nachgewiesen werden (Féldvéri et al. 2005,
Maraspin et al. 2006, Richter et al. 2006, Fingerle et al. 2008, Stanek und Reiter 2011).

In Europa sind mindestens acht OspA-Serotypen definiert, welche im Zusammenhang mit
den genetisch differenten Spezies des B. burgdorferi s. |.-Komplexes stehen. OspA-Serotyp
1 kongruiert mit B. burgdorferi s. s., OspA-Serotyp 2 mit B. afzelii, OspA-Serotyp 3 und 5 bis



8 mit B. garinii und OspA-Serotyp 4 mit B. bavariensis (Wilske et al. 1993, NRZ firr Borrelien
2008, Margos et al. 2009). OspA-Typ 9 und 10 (jeweils B. garinii) beruhen auf einer internen
Klassifizierung am NRZ fur Borrelien. Die OspA-Serotypen von B. burgdorferi s. |. zeichnen
sich durch einen unterschiedlichen Organotropismus und differente Disseminationsfahigkei-
ten aus. Dies lasst auf unterschiedliche Virulenz zwischen den Stdmmen schlieBen (Wilske
et al. 1993). Der OspA 4-Serotyp stellt beispielsweise einen hyperinvasiven und aggressiven
Phanotyp dar (Kurtenbach et al. 2006), der obwohl selten in Zecken haufig bei Neuroborreli-
ose nachgewiesen wurde (Fingerle et al. 2008).

Wirtsspezifitat

Experimentelle Untersuchungen zeigen, dass Komplement-resistente Spirochaten Komple-
ment-regulatorische Proteine auf ihrer Oberflache binden und dadurch der Lyse entgehen.
Daraus ergibt sich die Hypothese, dass die Komplementresistenz ein Selektionsfaktor fir die
Wirtsspezifitat ist. Im kontinentalen Europa sind die verschiedenen vorherrschenden B.
burgdorferi s. |.-Spezies sehr spezialisiert und kénnen unterschiedliche Wirbeltiergruppen
infizieren (Kurtenbach et al. 2006). Wahrend B. burgdorferi s. s. bezlglich des Reservoirwirts
Generalist ist, bevorzugen B. afzelii und B. bavariensis Nagetiere (Margos et al. 2011). Bei
den Wirten von B. garinii und B. valaisiana handelt es sich um Végel (Kurtenbach et al. 2006,
Gern 2008, Taragelova et al. 2008, Dubska et al. 2009, Margos et al. 2011, Vollmer et al.
2011). B. lusitaniae wurde vor allem in V6geln, Eidechsen und Igeln nachgewiesen (Dsouli et
al. 2006, Gern 2008). B. spielmanii belegt - mit den Wirten Gartenschlafer (Eliomys querci-
nus) und Haselmaus (Muscardinus avellanarius) - eine kleine Nische des 6kologischen Sys-
tems (Richter et al. 2006, Richter et al. 2012).

Organotropismus

Die verschiedenen Spezies des B. burgdorferi s. |.-Komplexes sind mit verschiedenen Or-
gansystem-Manifestationen im Menschen assoziiert. B. burgdorferi s. s. wird vor allem bei
Lyme-Arthritis gefunden, kann jedoch auch andere Krankheitsmanifestationen auslésen.
Waéhrend B. afzelii am haufigsten aus Hautbiopsaten isoliert wurde, werden B. garinii und B.
bavariensis mit Neuroborreliose in Verbindung gebracht (Barbour und Hayes 1986, Ornstein
et al. 2001, Canica et al. 1993, Wilske et al. 1993, Pfister et al. 1994, Richter et al. 2006,
Fingerle et al. 2008, NRZ fiir Borrelien 2008, Stanek und Strle 2009, Margos et al. 2011). Im
einzelnen Patienten ist meist nur ein Organsystem im Rahmen einer Borrelien-Infektion be-

troffen (Krause und Fingerle 2014).

1.2.3 Geographische Verbreitung der Borrelien
Die Verbreitung der LB steht in direkter Korrelation mit dem regionalen Auftreten des Vek-
tors. In Zentral- und Osteuropa sind die Inzidenz der LB und die Pravalenz der Borrelien-



spezifischen Antikérper héher als in Westeuropa. In Skandinavien féllt die LB-Inzidenz von
Suden nach Norden und umgekehrt von Norden nach Siden in Italien, Spanien und Grie-
chenland (Lindgren und Jaenson 2006). Die Fallzahl ist stark regional abhangig und wird mit
0,6 - 155/100.000 Einwohnern angegeben (Lindgren und Jaenson 2006, Gray und Stanek
2009). Die hochste Inzidenz lasst sich innerhalb Europas in den baltischen Staaten, Schwe-
den, Osterreich, Tschechien, Deutschland und Slowenien erkennen (Lindgren und Jaenson
2006).

Europa weist mit insgesamt acht Spezies des B. burgdorferi s. |.-Komplexes eine hohe Spe-
ziesdichte auf (B. afzelii, B. bavariensis, B. bissettiae, B. burgdorferi s. s., B. garinii, B. lusita-
niae, B. spielmanii, B. valaisiana), wobei fur finf die Humanpathogenitat gesichert ist (Kur-
tenbach et al. 2006, Margos et al. 2011). Am haufigsten tritt B. afzelii (25,1 %) gefolgt von B.
garinii in Europa auf (Rauter und Hartung 2005, Fingerle et al. 2008, Krause und Fingerle
2014). Hierbei ist zu beachten, dass bis 2009 B. bavariensis und B. garinii nicht als getrennte
Spezies betrachtet wurden (Margos et al. 2009). B. garinii ist im ganzen terrestrischen Eura-
sien verbreitet (Kurtenbach et al. 2006, Gern 2008, Margos et al. 2009, Margos et al. 2011,
Vollmer et al. 2011). B. garinii und B. valaisiana finden sich zudem auf den britischen Inseln
aufgrund ihrer Wirtspraferenz far Végel (Kurtenbach et al. 2006, Vollmer et al. 2011). B. ga-
rinii kommt dartber hinaus auch in Seevogelkolonien in Island, an der Ostkiiste Kanadas
und an den Kuisten Neufundlands vor (Margos et al. 2011). B. lusitaniae wurde im Mittel-
meerraum und in Portugal nachgewiesen (Collares-Pereira et al. 2004, Amore et al. 2007,
Grego et al. 2007, Margos et al. 2011).

In Nordamerika treten die Spezies B. americana, B. andersonii, B. californiensis, B. caroli-
nensis, B. lanei, B. kurtenbachii, B. bissettiae, B. burgdorferi s. s. und B. mayonii auf (Margos
et al. 2011, Margos et al. 2017 a).

In Asien sind die drei humanpathogenen Spezies B. afzelii, B. bavariensis und B. garinii vor-
herrschend. Darlber hinaus werden regional die fir den Menschen ungefahrlichen Spezies
B. sinica, B. yangtzensis und in Japan B. tanukii, B. turdi und B. japonica nachgewiesen
(Margos et al. 2011).

1.2.4 Morphologie, Erbgut und Stoffwechsel von Borrelia burgdorferi sensu lato

Die Spezies des Erregerkomplexes B. burgdorferi s. |. gehéren zu den langsten Borrelien mit
20 bis 30 Mikrometer (um) und haben einen Durchmesser von 0,18 bis 0,25 pm (Burgdorfer
et al. 1982, Barbour und Hayes 1986). Bakterien gewinnen an Lange, je ndher sie an die
stationdare Wachstumsphase kommen (Aristowsky und Hoelzer 1926). DarUber hinaus wird
die Lange auch vom Kulturmedium beeinflusst (Barbour und Hayes 1986). Abbildung 1.2
zeigt Borrelien vergroBert mittels Dunkelfeld- und Elektronenmikroskopie.
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Abbildung 1.2: Morphologie von B. burgdorferi s. .

Abbildungen oben rechts und links: B. bavariensis fotografiert mit einem Elektronenmikroskop (4500-

fache VergrdBerung) (mit freundlicher Genehmigung von eye of science (www.eyeofscience.de)).

Abbildung unten: Mit weiBen Pfeilen markierte, zum Teil zusammengelagerte Bakterien des B. burg-

dorferis. |.-Komplexes vergroBert mit einem Dunkelfeld-Mikroskop (mit freundlicher Genehmigung von
Dr. rer. nat. G. Margos — Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit).

Der schematische Aufbau einer Spirochédte kann Abbildung 1.3 enthommen werden. Das
Bakterium besitzt eine duBBere und eine innere Zellmembran, wobei letztere das Zytoplasma
mit Zellorganellen und Kern umfasst. Zwischen den Membranen liegt der sogenannte peri-
plasmatische Raum, in diesem finden sich reichlich Peptidoglykane und Endoflagellen (Holt
1978, Johnson et al. 1984 a, Barbour und Hayes 1986). Letztere &hneln Flagellen von gram-
positiven Bakterien (Holt 1978, Hovind-Hogen 1984, Barbour und Hayes 1986). Die Anzahl
der Flagellen variiert innerhalb der Gattung Borrelia, die Isolate von B. burgdorferi s. |. wei-



sen zwischen sechs und elf Stick auf (Holt 1978, Burgdorfer et al. 1982, Hovind-Hougen
1984, Barbour und Hayes 1986). Die Flagellen erlauben eine schraubenartige Fortbewegung
und dienen als Stltze der Spiralform (Holt 1978, Johnson et al. 1984 a, Barbour und Hayes
1986, Hof und Dérries 2009).

AuBere Zellmembran

Innere Zellmembran

Zytoplasma

Periplasmatischer Raum

Endoflagellen

Abbildung 1.3: Schematischer Querschnitt einer Spirochate

Die Erbinformation der Borrelien ist in einer fir Prokaryoten seltenen Form eines linearen
Chromosoms und gleichzeitig vorliegenden zirkularen und linearen Plasmiden gespeichert
(Baril et al. 1989, Barbour 1989, Ferdows und Barbour 1989). Fiir das kleine lineare Chro-
mosom wurden — beispielshaft am B. burgdorferi s. s.-Stamm B31 - 853 Gene und insge-
samt 910.725 Basenpaare (Fraser et al. 1997) mit einem durchschnittlichen Guanin-Cytosin-
Gehalt von 28,6 % ermittelt (Hyde und Johnson 1984, Schmid et al. 1984, Casjens und
Huang 1993, Fraser et al. 1997). Der Guanin-Cytosin-Gehalt ist vor allem an den Restrikti-
onsstellen erhdht (Casjens und Huang 1993).

B. burgdorferi s. |. weist neben einigen zirkuldren Plasmiden auch lineare Plasmide mit kova-
lenten Enden auf (Barbour und Garon 1987, Hinnebusch et al. 1990), wobei letztere den
Hauptteil der extrachromosomalen DNA ausmachen (Barbour und Garon 1987, Fraser et al.
1997). Gemeinsam bilden sie das gréBte extrachromosomale DNA-Komplement in bisher
charakterisierten Bakterien, flir welches sich 535 Plasmid-Gene ermitteln lieBen (Stewart et



al. 2005, Casjens et al. 2000). Die zirkularen Plasmide weisen multiple homologe Abschnitte
auf und starken somit die Annahme, dass diese bedeutend fur den Lebenszyklus von Borre-
lien sind (Casjens et al. 1997). Die Plasmid-Elemente kénnen zwischen den verschiedenen
Borrelien-Stammen variieren (Terekhova et al. 2006), aber die phylogenetische Besténdig-
keit der Plasmide suggeriert keinen schnellen horizontalen Genaustausch ganzer linearer
Plasmide (Casjens et al. 2017). Dartber hinaus tragen die Plasmide zur Virulenz der Borre-
lien bei (Labandeira-Rey und Skare 2001). Die Gene outer surface protein (osp) A und B
sind auf dem linearen Plasmid Ip54 lokalisiert (Fraser et al. 1997, Pal et al. 2004, Yang et al.
2004, Munderloh und Kurtti 2005). Diese sind zu 53 % identisch und zu 63 % ahnlich. Das
fihrte zu der Annahme, dass diese Lipoproteine durch eine Genduplikation entstanden sind
(Yang et al. 2004). OspA ist fur gewdhnlich sehr homogen, zeigt bei B. garinii aber analog zu
serologischen Untersuchungen eine hohe Variation (Wilske et al. 1996 a und b, Margos et al.
2011). OspC umfasst 16 verschiedene, mit monoklonalen Antikérpern und Sequenzanalysen
bestimmte Typen und ist sehr heterogen (Wilske et al. 2006, Hanson und Edelman 2003,
Margos et al. 2011). Letzteres ist auf dem zirkularen Plasmid cp26 lokalisiert (Pal et al. 2004,
Yang et al. 2004, Munderloh und Kurtti 2005) und zeigt eine Ubereinstimmung von 70 - 80 %
innerhalb einer Spezies, welche vermutlich noch geringer zwischen verschiedenen Spezies
ist (Hanson und Edelman 2003). Diese Heterogenitat ist von groBer Bedeutung fir der Impf-
stoffentwicklung.

Die im Multilocus Sequence Typing (MLST) verwendeten Housekeeping-Gene cipA, clpX,
nifS, recG, pyrG, rplB und uvrA sind auf dem Chromosom lokalisiert (Margos et al. 2008,
Wang et al. 2014).

Als primére Energiequelle nutzen Borrelien Glucose, aber die Verstoffwechselung anderer
Nahrstoffe wie Fructose und Maltose ist auch méglich (Fraser et al. 1997). Dartber hinaus
kann auch N-Acetylglucosamin (NAG), welches ein Bestandteil des Chitins der Zeckenkuti-
kula ist, als Kohlenhydrat von B. burgdorferi s. |. verwertet werden (Barbour und Hayes
1986).

1.3 Infektion mit und Ubertragung von B. burgdorferis. |.

B. burgdorferi s. 1. nutzt hauptséachlich Vektoren der Gattung Ixodes. Im Folgenden wird ge-

nauer auf die Taxonomie und den Lebensraum der Zecken eingegangen.

1.3.1 Taxonomie der Zecken
Weltweit sind circa 900 Zeckenspezies bekannt (Belongia 2002, Barker und Murrel 2004).
Sie werden der Klasse der Spinnentiere (Arachnida) und der Unterklasse der Milben (Acari)



zugeordnet. Man unterscheidet zwei Hauptfamilien: Einerseits die Ixodidae, Schildzecken mit
einer sklerosierten Kutikula, welche fast 700 Spezies zahlt und anderseits die Argasidae,
Lederzecken ohne Ruckenschild mit einer ledernen Kutikula (Hillyard 1996, Nava et al.
2009). Ixodidae differenzieren sich von den Argasidae unter anderem durch morphologische
Aspekte, Reproduktion, Wirtsverhalten und saisonale Aktivitat (Pfister et al. 1994, Hillyard
1996, Parola und Raoult 2001).

1.3.2 Lebensraum, Entwicklung und Pravalenz von Ixodidae

Neben dem Gemeinen Holzbock Ixodes ricinus (Abbildung 1.4) als vorherrschender Vektor
in Europa existiert noch die Taigazecke I. persulcatus in Eurasien, wohingegen in Nordame-
rika die Vektoren /. scapularis (Reh- oder Hirschzecke) und /. pacificus als Ubertrager der
Spirochaten ausgemacht wurden (Sonenshine und Roe 1991, Loye und Lane 1998, Xu et al.
2003, Hubalek et al. 2004). Es handelt sich um temporére, generalisierte Ektoparasiten (An-
derson 1991, Pfister et al. 1994, Hillyard 1996, Kurtenbach et al. 2006, Margos et al. 2011).

Abbildung 1.4: Phanotyp eines adulten Ixodes ricinus-Weibchens

Aufsicht (links) und Ansicht von unten (rechts), die GréBenskala in der rechten Abbildung entspricht 1

mm. Es sind vier Beinpaar erkennbar, mit Pfeilen sind die Pedipalpen markiert (mit freundlicher Ge-
nehmigung von Dr. rer. nat. G. Margos — Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsi-
cherheit (LGL)).

I. ricinus ist von Portugal bis nach Russland und zwischen dem 39. und 65. Breitengrad hei-
misch (Gern 2009). Fir die USA ist eine deckungsgleiche Verbreitung von Vektor und der
LB-Erkrankung beschrieben (Steere und Malawista 1979). Vorzugsweise dienen Laub- und
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Mischwalder mit einer relativen Luftfeuchtigkeit von Uber 80 % als Habitat (Lindgren und Ja-
enson 2004, Gern 2009, RKI 2013). Mit Anstieg der Humiditat erhdhen Larven ihre Aktivitat
bezuglich der Wirtssuche und der Saugbereitschaft und schréanken diese bei trockeneren
Bedingungen ein, um méglicherweise der Austrocknung zu entgehen (Randolph und Storey
1999). Auch die Temperatur hat einen Einfluss auf die saisonale Aktivitat und das Stichver-
halten von Zecken (Lindgren und Jaenson 2004, Kurtenbach et al. 2006, Gern 2009). Nach
milden Wintern ist die wirtssuchende Nymphe aktiver (Lauterbach et al. 2013). Diese kénnen
im Rahmen der Klimaerwdrmung in immer hdéheren Lagen und in ndrdlicheren Regionen

angetroffen werden (Lindgren und Jaenson 2004, Gern 2009, Gray et al. 2009).

In Europa wird fur [. ricinus eine erhdhte Aktivitat von Frihjahr bis Herbst mit Spitzenwerten
im April und Oktober beschrieben (RKI 2013). Abbildung 1.5 zeigt, dass alle Entwicklungs-
stadien (Larve, Nymphe und adulte Zecke) Uber langere Zeit und synchron aktiv sind, sodass
die Ubertragung persistierender B. burgdorferi s. |.-Stdmmen beg(instigt wird. In den norddst-
lichen USA weisen die Entwicklungsstadien der Zecke 1. scapularis eine differente saisonale
Aktivitat auf. Die Asynchronitat von Larve und Nymphe scheint langlebende Spirochaten-

Stdmme zu selektieren (Kurtenbach et al. 2006).
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Abbildung 1.5: Saisonale Aktivitat der Zecken (Kurtenbach et al. 2006, modifiziert)

Die Zecke durchlauft die Entwicklungsstadien Ei, Larve, Nymphe und entwickelt sich an-
schlieBend zu einer adulten Zecke. Letztere wird in Mannchen und Weibchen unterschieden.
Die etwa 0,5 mm messenden Larven besitzen nur drei Beinpaare, wahrend Nymphen und
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Adulte jeweils vier Beinpaare aufweisen. I. ricinus-Nymphen sind 1,3 - 1,5 mm lang, wahrend
adulte Weibchen mit circa 3,3 mm gréBer als adulte Mdnnchen mit 2,6 mm sind. Ein Lebens-
zyklus umfasst zwei bis funf Jahre und die Dauer ist unter anderem abhéngig von Umwelt-
faktoren wie Temperatur und Humiditat (Hillyard 1996, Parola und Raoult 2001, Lindgren und
Jaenson 2006, Gern 2009). Nymphen sind weniger tolerant gegeniiber warmen Temperatu-
ren als adulte Zecken (Alekseev und Dubinina 2000), weshalb sie die unteren Grasschichten
zur Aufstockung ihres Wasserhaushaltes aufsuchen und dort auf ihre Wirtstiere wie bei-
spielsweise Nager treffen (Lauterbach et al. 2013). In Abbildung 1.6 ist eine schematische
Ubersicht des Lebenszyklus einer . ricinus-Zecke dargestellt.

Wirt 2:
Kleine Saugetiere, Vogel

Adultes

|

Weibchen === Nymphen-
stadium
Wirt 1:
Endwirt: Mensch als Kleine
GroRere méglicher Siugetiere
Saugetiere, Vogel Wirt , Vogel
Adultes
; Larven-
Weibchen I '.E stadium
legt Uber
tausend Eier Kein Wirt fur die Entwicklung zur Larve nétig

Abbildung 1.6: Lebenszyklus von [. ricinus
Abbildung in Anlehnung an Parola und Raoult 2001. Bei den kleinen Saugetieren handelt es sich bei-
spielsweise um Nager, bei den groBen Sugetieren um Schalenwild. Der unterbrochene Pfeil zwi-
schen Larve und Mensch deutet an, dass der Mensch nur selten Wirt in diesem Entwicklungsstadium

ist, wobei er in jedem Stadium als Fehlwirt klassifiziert wird (Gern 2008).

Circa 20 % der adulten Zecken und 10 % der Nymphen sind in Europa durchschnittlich mit B.
burgdorferi s. |. infiziert, wobei fir Adulte eine regionale Zunahme von West nach Ost be-
schrieben wird (Rauter und Hartung 2005). Die héchsten Infektionsraten treten in Osterreich,
Tschechien, Suddeutschland, Slowakei, Slowenien und der Schweiz auf (Fingerle et al.



1995, Maiwald et al. 1998, Rauter und Hartung 2005, Fingerle et al. 2008). Fingerle et al.
(2008) fand B. garinii haufiger in Nymphen als in Adulten, wéhrend B. valaisiana 6fter aus
adulten Zecken isoliert wurde. In der Metaanalyse von Rauter und Hartung (2005) zeigte sich
kein Pravalenz-Unterschied der Borrelien-Spezies in Nymphen im Vergleich mit adulten Ze-
cken. Am haufigsten lieBen sich in Europa B. afzelii und B. garinii nachweisen (Rauter und
Hartung 2005). Hierbei handelt es sich um Erhebungen, welche vor der Differenzierung zwi-
schen B. garinii und B. bavariensis durchgefihrt wurden (Margos et al. 2009), sodass der B.
garinii-Anteil moglicherweise tberschéatzt wird.

Darlber hinaus sind Mischinfektionen von zwei oder mehr Borrelien-Spezies in Nymphen
und adulten Zecken beschrieben, welche jedoch seltener als Einzelinfektionen sind. Am hau-
figsten tritt in Europa die DNA-Kombination von B. garinii und B. valaisiana gefolgt von B.
garinii und B. afzelii auf. Auch hier wird der B. garinii-Anteil gegebenenfalls Uberschatzt
(Rauter und Hartung 2005, Fingerle et al. 2008, Gern 2009, Margos et al. 2009).

1.3.3 Madgliche Wirte von Ixodes-Zecken

Uber 300 Wirbeltierspezies sind als Wirte fiir /. ricinus bekannt, unter anderem S&ugetiere,
Végel und Reptilien (Gern 2008). Fir die parasitischen Entwicklungsstadien nutzt die Zecke
jeweils einen neuen Wirt (Parola und Raoult 2001, Gern 2008), aber nicht unbedingt unter-
schiedliche Spezies (Margos et al. 2011). Der Mensch ist Fehlwirt (Gern 2009).

Als Wirt fir Larven und Nymphen bieten sich kleine S&ugetiere wie Mause, Eichhérnchen,
Igel und Hasen an. Adulte Weibchen bevorzugen gréBere Saugetiere wie beispielsweise
Schalenwild (Gern 2008, Margos et al. 2011), welche nicht fir eine Borrelieninfektion emp-
fanglich sind (Kurtenbach et al. 2002, Richter und Matuschka 2006). Wenn Végel als Wirt-
stiere dienen, handelt es sich vor allem um Drosseln (Turdidae), Rotkehichen (Erithacus ru-
becula), Fasane (Phasianus colchicus), Zaunkdnige (Troglodytes troglodytes), Kohlmeisen
(Parus major) und Nachtigallen (Luscinia megarhynchos), denn diese nisten entweder am
Boden oder suchen dort ihre Nahrung und exponieren sich somit gegentber Zecken (Gern
2008, Heylen et al. 2014, Heylen et al. 2016). Vigel helfen, infizierte Zecken Uber gréBere
Strecken zu verbreiten (Pfister et al. 1994, Margos et al. 2011). Andere Spezies kénnen dazu
differente Wirte bevorzugen: Die Igelzecke I. hexagonus saugt vor allem an Insektivoren und
I. uriae steht in Assoziation mit Seevdgeln (Gern 2008).

Nur wenige Wirte bleiben nach einem Zeckenstich dauerhaft mit Borrelien infiziert und gelten
als Reservoirwirte flr B. burgdorferi s. I. (Gern 2009).

1.3.4 Ixodidae und Ubertragung der Borrelien
Die Schildzecke findet ihren Wirt mittels chemischer Stimuli wie Kohlenstoffdioxid und Am-
moniak, Phenolen, Humiditat, Vibrationen in der Luft und der Kérpertemperatur der Wirte
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(Parola und Raoult 2001, Gern 2009). Zecken verfolgen zwei unterschiedliche Strategien zur
Wirtsfindung: /. ricinus-Zecken klettern die Vegetation hinauf und warten mit ausgestreckten
Vorderbeinen auf einen vorbeistreifenden Wirt. Im Gegensatz dazu laufen Zecken der Ja-
gerstrategie, welche aber fir gewdhnlich keine Borrelien des LB-Komplexes Ubertragen, ak-
tiv zu einem Wirt, wenn sie diesen in der Nahe wahrnehmen (Sonenshine und Roe 1991,
Sonenshine und Roe 1993, Hillyard 1996, Parola und Raoult 2001). Wenn die Zecke den
Wirt erreicht, wandert diese Uber den Wirt, um eine geeignete Stichstelle zu finden
(Sonenshine und Roe 1991, Hillyard 1996, Gern 2009). Im Speichel der Zecke befindet sich
eine Art Zement, welcher die Mundwerkzeuge der Zecke im Stichkanal verankert, sowie En-
zyme, Vasodilatatoren, antiinflammatorische, antihdmostatische und immunsuppressive
Substanzen (Sonenshine und Roe 1991, Sonenshine und Roe 1993, Hillyard 1996). Zudem
konnte ein Anasthetikum nachgewiesen werden, welches den Stich flr gewdhnlich schmerz-
los erscheinen lasst (Sonenshine und Roe 1991, Parola und Raoult 2001). Der Saugakt der
Larve dauert zwei bis vier Tage, der der Nymphe vier bis sechs Tage und weibliche Adulte
saugen mit sechs bis zehn Tagen am langsten (Hillyard 1996, Gern 2009). Die gesamte pa-
rasitische Saugdauer ist mit zwolf bis zwanzig Tagen im Vergleich zur Lebensdauer sehr
gering (Gern 2009). Mannliche Adulte nehmen keine oder nur eine sehr kleine Blutmahlzeit
zu sich, wahrend weibliche Adulte ihr Kérpergewicht bei der Blutmahlzeit um bis zu 120-fach
erhdéhen (Hillyard 1996, Gern 2009). Nach dem abgeschlossenen Saugprozess lassen sich
die Zecken vom Wirt fallen und treten fir die Verdauung in die sogenannte Diapause ein, der
Metabolismus verlangsamt sich. Die Zecke beginnt das gesaugte Blut bereits wahrend des
Saugens zu konzentrieren, indem sie Wasser und Elektrolyte Uber die Speicheldriisen ab-
gibt. Wahrend der Diapause tritt die Zecke in das nachste Entwicklungsstadium ein (Parola
und Raoult 2001). Die Weibchen der [. ricinus legen circa 2.000 — 3.000 Eier (Hillyard 1996,
Gern 2009), Uberziehen diese jeweils einzeln mit einer wachsernen Lipidschicht und einem
Antioxidans (Hillyard 1996), und sterben anschlieBend (Hillyard 1996, Gern 2009).

Im Darm der Zecke halten sich Borrelien mit dem OspA Uber den Rezeptor TROSPA (tick
receptor for OspA) an der Darmwand fest, um der Ausscheidung zu entgehen. pH- und
Temperaturveranderungen sowie Zecken-spezifische Faktoren und Blut wirken sich erleich-
ternd auf die Ubertragung von Spirochéten auf den Wirt aus (Schwan et al. 1995, Carroll et
al. 1999, Obonyo et al. 1999, Carroll et al. 2000, Schwan und Piesman 2000, Schwan und
Piesman 2002, Tokarz et al. 2004). Mit Beginn des Saugaktes wird die OspA-Expression
hinab reguliert, wahrend die Expression von OspC ansteigt. Diese Veranderungen flihren
dazu, dass sich die Borrelien von dem Rezeptor TROSPA I6sen und durch den Darm in die
Speicheldriisen wandern, um von dort mit dem Zeckenspeichel auf den Wirt Gbertragen zu
werden (Schwan et al. 1995, Ohnishi et al. 2001, Fingerle et al. 2002, Munderloh und Kurtti
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2005). Die Hochregulierung von OspC beginnt am ersten Tag der Blutmahlzeit und erreicht
48 Stunden nach Beginn des Saugaktes den Héhepunkt (Schwan und Piesman 2000). Die
vermehrte OspC-Expression bleibt bis in die frihe Phase der Infektion eines Wirbeltiers be-
stehen (Pal et al. 2004, Schwan und Piesman 2000, Schwan und Piesman 2002, Pal et al.
2004). Vermutlich gibt es auch andere Mdglichkeiten fur Borrelien in Zecken zu persistieren
und alternative Rezeptoren zu TROSPA zu verwenden (Fikrig et al. 2004, Munderloh und
Kurtti 2005). Im Wirt kann ein Uberwiegen der Tho-Immunreaktion gemessen werden, dies
erleichtert die Infektion (Mller-Doblies et al. 2007, Zeidner et al. 2008).

Die Effizienz der Spirochaten-Ubertragung auf den Wirt ist unter anderem von der Borrelien-
Spezies abhangig. Zum Beispiel wird B. afzelii friher und effektiver als B. burgdorferi s. s.
durch 1. ricinus Ubertragen (Crippa et al. 2002). Fir andere Spezies gibt es keine Daten. Der
Beginn der Erregerlibertragung ist unter anderem abhangig vom Vektor (Gern 2009). Bei
einem Versuch von Kahl et al. (1998) wurde gezeigt, dass 16,7 Stunden nach einem Stich
von [. ricinus 50 % der Labortiere mit B. burgdorferi s. |. infiziert waren. Dem gegendber ist in
den USA fiir Nymphen eine Ubertragung von I. scapularis auf den Wirt nach einer Mindest-
saugdauer von 24 Stunden ermittelt worden (Piesman et al. 1987, des Vignes et al. 2001,
Ohnishi et al. 2001, Gern 2009). Unabhangig von den oben genannten Einflussfaktoren ist
die Effizienz der Transmission am Ende des Saugaktes am hdchsten (des Vignes et al.
2001, Ohnishi et al. 2001, Gern 2009).

Neben der Ubertragung durch Wirtstiere ist eine transovarielle Ubertragung von Borrelien
maoglich, welche gegebenenfalls von der Zeckenspezies abhéngig ist (Burgdorfer et al. 1991,
Margos et al. 2011). So wird die Zecke selbst zum Borrelien-Reservoir (Bonnet et al. 2007)
und darUber hinaus steigt die Wahrscheinlichkeit fur Mischinfektionen (Gern 2009). Bislang
gibt es keine Hinweise auf eine Ubertragung von Borrelien zwischen Menschen aufBer einer
transplazentaren Transmission wahrend der Schwangerschaft. Bisher wurde keine gesicher-
te Schadigung des Fetus bei einer Infektion wahrend der Schwangerschaft nachgewiesen
(Pfister et al. 1994). Bei dem sogenannten Co-feeding kénnen Spirochaten zwischen zwei
Zecken ausgetauscht werden, wenn diese am gleichen Wirtstier saugen (Gern 2009, Margos
et al. 2011).

1.3.5 Weitere durch Zecken ubertragene Erkrankungen

Der Frihsommer-Meningoenzephalitis (FSME) -Virus wird in Eurasien durch Zecken Uber-
tragen (Dobler et al. 2012, RKI 2013 b). Die FSME-Viruspréavalenz unterliegt in Deutschland
einer starken regionalen Schwankung und ist vor allem auf Stiddeutschland beschrankt (RKI
2013 b). Im Gegensatz zu den Borrelien kann der Flavivirus bereits mit Beginn der Blutmahl-
zeit Ubertragen werden. Der in Deutschland vorherrschende Virussubtyp verursacht bei 30 %
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der Infizierten nach ein bis zwei Wochen eine erste Krankheitsphase mit erhéhter Korper-
temperatur und Allgemeinsymptomen, an welche sich nach einem fieberfreien Intervall neu-
rologische Symptome und erneutes Fieber anschlieBen. Die FSME-Infektion wird symptoma-
tisch therapiert und es sind keine IsolationsmaBnahmen zu treffen. Darlber hinaus ist eine
Ubertragung der FSME-Viren Giber Rohmilchprodukte beschrieben und auch eine transpla-
zentare und eine mittels Muttermilch erfolgende Transmission sind vorstellbar (Dobler et al.
2012, RKI 2013 b). Praventiv wird exponierten Personen in Risikogebieten eine Impfung von
der Standigen Impfkommission empfohlen (RKI 2015).

In Deutschland kénnen ebenso Humane Granulozytare Anaplasmen, Babesien, verschiede-
ne Rickettsien und Fungi von Zecken Ubertragen werden, ausgeldste Erkrankungen konnten
aber nicht oder nur in Einzelféllen in Deutschland beobachtet werden (Sonenshine und Roe
1991, Fingerle et al. 1999, Bonnet et al. 2007, RKI 2013 a). In den USA, wo die oben ge-
nannten Krankheiten haufiger als in Europa sind, werden in 39 % der LB-Erkrankungen Koin-
fektionen beschrieben. In 80 % der Falle handelt es sich um die Kombination LB und
Babesiose. Es wird Uber eine gréBere Symptomvielfalt und eine langer andauernde Symp-
tomatik als bei einer alleinigen LB-Erkrankung berichtet (Belongia 2002).

1.3.6 Korrekte Entfernung einer Zecke

Wenn eine Zecke friihzeitig entfernt wird, kann die Ubertragung von Borrelien vermieden
werden (Piesman 1993).

Geeignete Werkzeuge zur Entfernung einer Zecke sind eine spitze Pinzette oder eine Ze-
ckenkarte, falls keiner dieser Gegenstande zur Hand ist, kbnnen gegebenenfalls auch die
Fingernégel ausreichend sein. Die Zecke sollte mdglichst nah an der Haut gefasst und dann
langsam herausgezogen werden. Die Einstichstelle ist anschlieBend zu desinfizieren (NRZ
fir Borrelien 2013). Von der Verwendung von Ol, Nagellack oder Klebstoff wird abgeraten,
da diese Stoffe reizend auf die Zecke wirken und zur Abgabe von Speichel und Infektionser-
regern fihren kénnen (Rauer et al. 2012, RKI 2013 a). Nach der Zeckenentfernung ist die
Stichstelle fir etwa sechs Wochen auf das Auftreten eines Erythema migrans zu kontrollie-
ren (RKI 2013 a). Die betroffenen Personen sind Uber Zeichen und Symptomatik von Ze-
cken-ubertragenen Erkrankungen aufzuklaren und im Falle von Symptomen wird ein Arztbe-
such angeraten (Wormser et al. 2000).

Eine routinemé&Bige Einnahme von einem Antibiotikum nach einem Zeckenstich wird in
Deutschland nicht empfohlen (Rauer et al. 2012, Krause und Fingerle 2014). In den USA
wird eine Doxycyclin-Einnahme innerhalb der ersten 72 Stunden nach einem Zeckenstich in
einem Endemiegebiet angeraten (Wormser et al. 2006), welche zu 87 % effektiv ist (Nadel-
man et al. 2001). Die statistische Signifikanz dieser Ergebnisse wird kontrovers diskutiert
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(Rauer et al. 2012). Der Erregernachweis aus angesogenen Zecken wird wegen fehlender
Zuverlassigkeit nicht empfohlen (Wormser et al. 2006, Wilske et al. 2007 a).

Falls nach der Entfernung der Zecke noch Teile des Mundstlicks in der Haut verbleiben, be-
steht eine unspezifische Infektionsgefahr, gegebenenfalls muss eine chirurgische Entfernung
des Zeckenrestes angeschlossen werden (Wormser et al. 2003, NRZ fir Borrelien 2013).

1.4 Klinische Manifestationen der Lyme-Borreliose

Bis vor einigen Jahren wurden die klinischen Manifestationen der LB in drei Stadien klassifi-
ziert (Pfister et al. 1994). Dieses System wurde von einem neuen Konzept abgelést, welches
auf der Unterscheidung von Frih- und Spéatmanifestationen und der Differenzierung von
nicht disseminierten gegenliber disseminierten Krankheitsmanifestationen beruht (Herzer et
al. 2014, Krause und Fingerle 2014). Die LB kann sich erstmals mit sowohl einer Frih- als
auch Spatmanifestation zeigen und im Krankheitsverlauf missen nicht alle klinischen Er-
scheinungsformen auftreten (Pfister et al. 1994, Herzer et al. 2014). Spatmanifestationen der
LB weisen im Gegensatz zu den Frihmanifestationen keine saisonale Haufung auf (NRZ fur
Borrelien 2013). Bei Kindern wird das gleiche Manifestationsspektrum beschrieben, doch gibt
es altersspezifische Unterschiede in der Haufigkeit der jeweiligen Manifestationsformen
(Christen 1996).

Neben den typischen Manifestationen der LB werden im Frihstadium der Infektion als Be-
gleitsymptome auch ein allgemeines Krankheitsgeftihl mit eventuell subfebrilen Temperatu-
ren, Fatigue, muskuloskelettale Beschwerden, Kopfschmerzen und regionale Lymphadeno-
pathien beschrieben. Der schnelle Beschwerdewechsel ist gerade im Hinblick auf die unspe-
zifische Symptomatik charakteristisch fir die LB-Erkrankung (Herzer et al. 2014, Krause und
Fingerle 2014). Die genannte Begleitsymptomatik wird nur selten in der spaten Krankheits-
phase beobachtet (Krause und Fingerle 2014).

Manifestationen an der Haut

Das Erythema migrans (EM, Abbildung 1.7), im Volksmund auch Wanderréte genannt, ist mit
80 — 90 % aller Falle die haufigste Manifestation und Leitsymptom der frihen LB. Es tritt zwei
Tage bis vier Wochen nach einer Infektion mit B. burgdorferi s. |. auf und breitet sich im Ver-
lauf zentrifugal aus, wobei es an GréB3e zunimmt und im Allgemeinen das Zentrum abblasst.
Der Richtwert des Durchmessers liegt bei mindestens finf Zentimetern. Meist treten weder
Schmerz noch Juckreiz auf. Durch physikalische Reize — zum Beispiel Sonnenbestrahlung
oder heiBes Wasser — kann es zum ,Aufflammen® des Erythems kommen. Das EM kann far
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einige Monate sichtbar bleiben, heilt aber im Verlauf spontan ab (Stanek et al. 2011, Herzer
et al. 2014, Krause und Fingerle 2014, Hofmann et al. 2016). Die Borrelien, welche sich im
Randbereich des Erythems finden, kdnnen jahrelang ohne Entziindungsreaktion in der Haut
verweilen und auch durch diese wandern (Hofmann et al. 2016). Bei Kindern treten Zecken-
stiche und EM haufiger in der Nacken- und Kopfregion auf (Christen et al. 1993, Christen
1996). Multiple EM (Erythemata migrantia) kommen héaufiger in den USA als in Europa vor.
Ein typisches EM ist eine Blickdiagnose und erfordert keine weiteren diagnostischen Schritte
vor Therapiebeginn (Herzer et al. 2014, Krause und Fingerle 2014).

Abbildung 1.7: Erythema migrans

Mit freundlicher Genehmigung von Dr. med. V. Fingerle — Bayerisches Landesamt fur Gesundheit und
Lebensmittelsicherheit.

Eine weitere kutane Frihmanifestation ist die Lymphadenosis cutis benigna, welche meist
nur Lymphozytom (LZ) genannt wird (Abbildung 1.8). Es zeigt sich als meist singular auftre-
tende, knotige, benigne Schwellung von blauroter Farbung mit prall-elastischer Konsistenz.
Auch das LZ bereitet meist keine Schmerzen. Es tritt haufiger bei Kindern als bei Erwachse-
nen auf, Pradilektionsstellen sind Ohrlappchen, Brustwarze und Skrotalhaut (Herzer et al.
2014, Krause und Fingerle 2014, Hofmann et al. 2016). Histologisch handelt es sich um ge-
mischte B- und T-lymphozytare Infiltrate (Hofmann et al. 2016).
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Abbildung 1.8: Lymphozytom

Mit freundlicher Genehmigung von Dr. med. V. Fingerle — Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit und

Lebensmittelsicherheit.

Die Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA, Abbildung 1.9) ist eine progressive kutane
Spatmanifestationsform der LB. Erwachsene sind h&ufiger betroffen als Kinder und Frauen
Ofter als Manner. Die ACA tritt vorwiegend Uber den Streckseiten der Extremitaten auf und ist
Uber den Gelenken am starksten ausgepragt. Zu Beginn besteht die ACA meist unilateral,
doch lasst sich im Verlauf auch eine Ausbreitung auf die kontralaterale Seite finden. Selten
sind der Stamm und das Gesicht betroffen. Erst zeigt sich ein Hautbefall mit einer teigigen
Schwellung und haufig den sogenannten Ulnar- beziehungsweise Tibiastreifen, welche sich
als streifenférmige Verfarbungen darstellen. Im Krankheitsverlauf entwickelt sich eine diffuse
Hautatrophie, welche die Haut diinn und gefaltelt erscheinen lasst und zum deutlichen Her-
vortreten der BlutgeféBe fuhrt (Stanek et al. 2009, Herzer et al. 2014, Krause und Fingerle
2014, Hofmann et al. 2016).

Abbildung 1.9: Acrodermatitis chronica atrophicans

Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. med. H. Hofmann — Dermatologie Technische Universitat
Minchen — und Dr. med. V. Fingerle — Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsi-
cherheit.
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Manifestationen am Nervensystem

Es werden sowohl eine akute als auch eine spate Form der Neuroborreliose (NB) unter-
schieden. Erstere tritt circa drei bis sechs Wochen nach der Infektion auf und &ufert sich bei
Erwachsenen meist als Meningoradikulitis Garin-Boujadoux-Bannwarth. Diese zeichnet sich
durch radikuldre Schmerzen aus, welche haufig nachts betont multilokular und wandernd
sind. Es finden sich meist unilaterale Hirnnervenparesen, vorherrschend des Nervus (N.)
facialis gefolgt vom N. abducens. In den meisten Féllen heilt die Symptomatik unter adaqua-
ter Therapie vollstandig ab (Mygland et al. 2010, Stanek et al. 2011, Rauer et al. 2012, Herz-
er et al. 2014, Krause und Fingerle 2014). Bei Kindern auBert sich die NB am haufigsten als
akute periphere Facialisparese oder lymphozytéare Meningitis, wobei eine Korrelation zwi-
schen Zeckenstichstelle und Klinik beschrieben ist. Bei einem Stich im Nacken-Kopfbereich
zeigt sich meist eine ipsilaterale periphere Facialisparese, wahrend ein Stich am Stamm oder
der unteren Extremitaten eher zu einer Hirnnervenneuritis fihrt (Christen et al. 1993, Chris-
ten 1996).

In der Liquor-Diagnostik ist ein entziindliches Liquorsyndrom mit lymphozytarer Pleozytose,
intrathekaler Antikérper-Produktion, oligoklonalen Banden, erhéhtem Liquorprotein und einer
Blut-Liquor-Schrankenstérung typisch (Pfister et al. 1994, Mygland et al. 2010, Stanek et al.
2011, Rauer et al. 2012, Herzer et al. 2014, Krause und Fingerle 2014). Die akute NB gilt als
gesichert, wenn die folgenden drei Kriterien erfillt sind: 1, Neurologie unter Ausschluss an-
derer Ursachen fiir die vorliegende klinische Symptomatik; 2, ein entziindliches Liquorsyn-
drom und 3, die Produktion spezifischer intrathekaler Borrelien-Antikdrper oder ein kultureller
oder Nukleinsdurenachweis mittels Polymerase-Kettenreaktion (Mygland et al. 2010, Rauer
et al. 2012, Fingerle et al. 2017). Die akute Neuroborreliose ist haufig selbstlimitierend (Myg-
land et al. 2010).

Die spate NB ist selten und &uBert sich in Form unterschiedlicher Krankheitsbilder. Im Rah-
men der chronisch progredienten Borrelien-Enzephalitis oder -Enzephalomyelitis zeigt sich
eine Para- oder Tetraspastik mit einem spastisch-ataktischen Gangbild und einer Blasenent-
leerungsstérung. Ein weiteres spéates Krankheitsbild ist die zerebrale Vaskulitis, welche sich
in Form einer Transienten Ischamischen Attacke (TIA) oder eines Apoplexes auf3ern kann.
Darliber hinaus wird im Rahmen der spaten NB die ACA-assoziierte Polyneuropathie be-
schrieben. Diese meist asymmetrische Polyneuropathie zeigt einen primar axonalen Befall
und tritt bei circa 40 % der Patienten mit ACA auf (Herzer et al. 2014).

Manifestationen am Bewegungsapparat

In der Frihphase kdnnen Myalgien und Arthralgien auftreten. Die typische Lyme-Arthritis
(LA, Abbildung 1.10) ist davon abzugrenzen und tritt erst als Spatmanifestation der LB Wo-
chen bis Monate nach Infektion auf. Eine Ubersicht der diagnostischen Kriterien sind in Ta-
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belle 1.2 aufgefthrt. Die LA auBert sich als Mon- oder Oligoarthritis, welche typischerweise
die Kniegelenke unilateral, abwechselnd oder beidseits befallt. Auch andere Gelenke wie das
Sprung- und Ellbogengelenk kénnen betroffen sein. Typischerweise zeigen sich eine
Schwellung und ein Gelenkerguss, wobei letzterer eine erhdhte Zellzahl mit vorherrschend
neutrophilen Granulozyten aufweist. Meist treten rezidivierende Episoden mit schmerzfreien
Intervallen auf. DarUber hinaus sind Baker-Zysten haufig (Herzer et al. 2014, Krause und
Fingerle 2014).

Abbildung 1.10: Lyme-Arthritis

Es lasst sich eine verstrichene Gelenkkontur am rechten Kniegelenk erkennen, welche auf einen Er-

guss hindeutet, in diesem Fall verursacht durch eine Infektion mit B. burgdorferi s. |.. Mit freundlicher
Genehmigung von Dr. med. V. Fingerle — Bayerisches Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsi-

cherheit.

Diagnosekriterien der Lyme-Arthritis

obligat

- Mon- oder Oligoarthritis groBer Gelenke

- Ausschluss anderer Ursachen

- Fehlende Beteiligung des Achsenskeletts

- Nachweis Borrelien-spezifischer Antikérper im Serum

- Gelenkpunktat: Granulozytéare Pleozytose

unterstitzend

- Andere Manifestationsformen der Lyme-Borreliose in der Anamnese
- Zeckenstich in der Anamnese

- Rezidivierende Arthritis

- Nachweis von B. burgdorferis. |. aus dem Punktat mittels Kultur oder PCR

Tabelle 1.2: Diagnosekriterien der Lyme-Arthritis

Zusammenfassung der Kriterien in Anlehnung an Krause und Fingerle 2014.
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Die typischen laborchemischen Entziindungsparameter wie das C-reaktive Protein (CRP)
und die Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) sind meist normwertig (Stanek et al. 2011).
Auch nach langerem Verlauf sind im Réntgenbild nur selten Zeichen der Gelenkerosion er-
kennbar (Steere et al. 1987, Herzer et al. 2014, Krause und Fingerle 2014). Durch eine Anti-
biotika-Therapie wird der Krankheitsverlauf meist verkurzt (Herzer et al. 2014, Krause und
Fingerle 2014).

Dartber hinaus kénnen am Bewegungsapparat Myositiden, Bursitiden, Tenosynovialitiden
und Enthesitiden auftreten (Stanek et al. 2011, Herzer et al. 2014, Krause und Fingerle
2014).

Manifestationen am Herzen

Eine kardiale Beteiligung als Manifestation einer Borreliose-Infektion (Lyme-Karditis (LK)) ist
in Europa mit weniger als 5 % der LB-Félle sehr selten. Circa 21 Tage nach einem EM kén-
nen in der frihen Phase eine Perimyokarditis, eine Stérung des Reizleitungssystems oder
eine atrioventrikulare Blockierung auftreten (Herzer et al. 2014). Der Patient kann unter
Symptomen wie Palpitationen, thorakalen Schmerzen, Dyspnoe, Schwindel und Adams-
Stokes-Anféllen leiden. In der spaten Phase sind seltene Félle von dilatativer Kardiomyopa-
thie beschrieben, ein kausaler Zusammenhang wird diskutiert (Scheffold et al. 2003, Herzer
et al. 2014, Krause und Fingerle 2014).

Weitere Manifestationsformen

Okular kann es im Rahmen einer LB zu Konjunktivitis, Iridozyklitis, Choroiditis, optischer
Neuropathie mit Papillenédem und Panophthalmitis kommen. Dartber hinaus sind He-
patomegalie, Hepatitis, Splenomegalie, trockener Husten, Vaskulitiden und testikulare
Schwellungen méglich (Pfister et al. 1994, Stanek et al. 2011, Krause und Fingerle 2014).
Auch bei diesen ungewéhnlichen Manifestationsformen sollte an eine LB gedacht und diese
mit geeigneter Diagnostik ausgeschlossen werden.

1.5 Diagnostik der Lyme-Borreliose

Der LB-Diagnostik geht eine vollstandige Anamnese einschlieBlich der Frage nach einem
vorausgegangenen Zeckenstich und eine grindliche koérperliche Untersuchung voraus. Das
EM ist meist eine Blickdiagnose. FUr die weitere Diagnostik gibt es verschiedene Untersu-
chungsmethoden. Diese umfassen die Serologie, den kulturellen Borrelien-Nachweis, Poly-
merase-Kettenreaktion (PCR) -Untersuchungen und Protein-Bestimmungen (Mygland et al.
2010, Stanek et al. 2011, Rauer et al. 2012, Herzer et al. 2014, Krause und Fingerle 2014,
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Fingerle et al. 2017). In Tabelle 1.3 wird eine Zusammenschau der Manifestationsformen mit

der geeigneten Diagnostik und deren Sensitivitat abgebildet.

Die Antikérper (AK) -Bestimmung ist, abgesehen vom typischen EM, obligat. Gegebenenfalls
kénnen entsprechende Punktate oder Biopsien zur weiteren Abklarung beitragen. Derzeit
werden Untersuchungsverfahren wie die PCR aus Blut oder Urin und der Lymphozytentrans-
formationstest nicht fir die Diagnose der LB empfohlen (Wilske et al. 2007 a, Mygland et al.
2010, Stanek et al. 2011, Rauer et al. 2012, Herzer et al. 2014, Krause und Fingerle 2014,
Fingerle et al. 2017). Dartber hinaus ist die Untersuchung der Zecke auf Spirochaten nur fir
wissenschaftliche Zwecke zu empfehlen (Wilske et al. 2007 a, Fingerle et al. 2017).

Martlii(f)?lsta- AK-Nachweis Sen?:/: i)Vitét Punktat oder Biopsie Sen?j/: i)Vitét
Frihmanifestationen

EM xlt(;/gfs%tﬂl%;\/l + IgG-AK 20 - 50 Atypisch: Hautbiopsie 50-70
LZ IgM- + IgG-AK 70-90 Atypisch: Hautbiopsie unbekannt
NB (akut) 'ig:\:'ét;;ﬁgj:; 70-90 | Liquorpunktat 10 - 30
LK IgM- + 1gG-AK unbekannt | Myokardbiopsie unbekannt

Spatmanifestationen

ACA lgG-AK 90 - 100 | Atypisch: Hautbiopsie 50-70

Liquorpunktat: Kultur und

PCR meist negativ unbekannt

NB (spat) | 1gG-AK + intrathekale AK 90 - 100
90-100 |° Gelenkpunktion und/oder

LA lgG-AK Synovialisbiopsie + PCR 50-70
+ Kultur meist negativ

Tabelle 1.3: Zusammenfassung der indizierten LB-Diagnostik
In Anlehnung an Herzer et al. 2014 und Krause und Fingerle 2014 und Fingerle et al. 2017. ACA
Acrodermatitis chronica atrophicans; AK Antikérper; EM Erythema migrans; Ig Immunglobulin; LA
Lyme-Arthritis; LK Lyme-Karditis; LZ Lymphozytom; NB Neuroborreliose.
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Das Risiko fur eine Borrelien-Infektion nach einem Zeckenstich betrédgt sowohl in Europa als
auch in den USA 2 — 6 %, klinische Manifestationen entwickeln sich aber nur in 1 — 2 % der
Féalle (Shapiro et al. 1992, Maiwald et al. 1998). Diese Differenz ergibt sich aus den haufig
asymptomatisch verlaufenden Infektionen, welche trotzdem zur Serokonversion fihren. Die
Seropravalenz selbst ist regional unterschiedlich. Gesunde Erwachsene zeigen in 5 — 25 %
Antikdrper gegen B. burgdorferi s. |. (Fahrer et al. 1991, Herzer et al. 2014). Borrelien-
spezifische Immunglobulin (Ig) G-Antikérper in gesunden Kindern nehmen vor allem ab dem
Alter von funf Jahren zu, davor handelt es sich haufig um maternal Ubertragene Antikdrper.
Insgesamt ist die Seropravalenzrate von Kindern niedriger als die von Erwachsenen, sodass
ein positives Testergebnis bei einem Kind einen hdheren diagnostischen Wert aufweist
(Christen et al. 1993, Christen 1996).

Die in Abschnitt 1.4 genannten seltenen Manifestationsformen der LB erfordern gegebenen-
falls eine weiterfUhrende Diagnostik, welche fur den Einzelfall individuell zusammengestellt
wird. Wenn beispielsweise eine okuldre Symptomatik mit Verdacht auf LB vorliegt und zu
diagnostischen Zwecken Kammerwasser extrahiert wird, ist eine PCR-Untersuchung auch
aus diesem Material méglich (Stanek et al. 2011).

1.5.1 Serologischer Antikrpernachweis

Fir die serologische Untersuchung wird Serum und gegebenenfalls Liquor verwendet und
die Antwort des humoralen Immunsystems auf eine Borrelien-Infektion bestimmt. Es handelt
sich um ein zweistufiges Verfahren mit einem méglichst sensitiven Suchtest und einem Be-
statigungstest hoher Spezifitdt. Fir ersteren wird ein IgM- und IgG-Enzyme-linked Immuno-
sorbent Assay (ELISA) verwendet, welcher bei einem positiven Ergebnis in einem zweiten
Schritt bestatigt werden muss. Hierflr bedient man sich eines Immunoblots und nur wenn
dieser ebenfalls ein positives Resultat zeigt, gilt der Borrelien-spezifische Antikérpernach-
weis als erfolgreich (Johnson et al. 1996, Wilske et al. 2007 a, Stanek et al. 2011, Herzer et
al. 2014, Krause und Fingerle 2014, Fingerle et al. 2017).

Bei der Serologie handelt es sich um die Standarddiagnostik der LB. Die humorale Immun-
antwort entwickelt detektierbare IgM-Antikérper circa drei bis sechs Wochen nach der Infek-
tion, 1gG-Antikérper bendtigen weitere zwei Wochen. Die friihe Immunantwort (IgM betont)
richtet sich insbesondere gegen Flagellin, OspC und VIsE (Krause und Fingerle 2014, Fin-
gerle et al. 2017). Die Sensitivitat des Immunoblots kann durch die Verwendung rekombinan-
ter Proteine, welche priméar in vivo exprimiert werden (zum Beispiel VISE), und durch Kombi-
nation homologer Proteine verschiedener Stdmme (DbpA) erhéht werden (Wilske et al. 2007
a, Fingerle et al. 2017).
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Ein positives Ergebnis beweist aber nicht die Diagnose einer LB (Stanek et al. 2011, Herzer
et al. 2014). Beispielsweise kdnnen IgM-Antikbrper sowohl bei einer akuten Infektion als
auch bei einer in der Vergangenheit unbemerkten oder erfolgreich behandelten Infektion
nachweisbar sein (Wilske et al. 2007 a, Herzer et al. 2014, Krause und Fingerle 2014). Dar-
Uber hinaus kbnnen Autoimmunerkrankungen und einige Bakterien wie Anaplasma phagocy-
tophilum, der Erreger der ebenso durch Zecken Ubertragenen Humanen Granulozytéaren
Anaplasmose, Treponema pallidum und Viren wie Ebstein-Barr- und Herpes-Viren zu falsch
positiven Ergebnissen flihren (Johnson et al. 1996, Steere et al. 1998, Wormser et al. 1997,
Wilske et al. 2007 a, Mygland et al. 2010, RKI 2013 b, Fingerle et al. 2017). Im Gegensatz
dazu kann eine nachweisbare Antikérperbildung bei Immunsuppression ausbleiben (Krause
und Fingerle 2014).

Werden beim Auftreten eines EM die Borrelien-spezifischen Antikérper bestimmt, so sind
diese in circa 50 % der Falle noch nicht nachweisbar. Dem gegenuber sind bei friih dissemi-
nierten Manifestationsformen die IgM- und IgG-Antikérper in 70 - 90 % positiv. Bei Friihmani-
festationen mit negativer Serologie oder einem kurzen Krankheitsverlauf ist gegebenenfalls
eine serologische Verlaufskontrolle angebracht. Im Falle von Spatmanifestationen ist das
lgG positiv, gelegentlich nachweisbare spezifische IgM-Antikérper haben keine diagnosti-
sche Relevanz. Borrelien-spezifische 1gG-Antikérper sind h&ufig auch nach erfolgreicher
Therapie weiterhin positiv und eignen sich deswegen nicht zur Therapiekontrolle (Wilske et
al. 2007 a, Mygland et al. 2010, Herzer et al. 2014). Bei Verdacht auf NB sind die Borrelien-
spezifischen Antikdrper in einer Serum- und Liquorprobe desselben Tages zu bestimmen
und anschlieBend der Liquor-Serum-Index (Al) zu ermitteln. Dies erlaubt den Rlckschluss
auf eine Borrelien-spezifische intrathekale Immunglobulin-Synthese, welche zu den Diagno-
sekriterien der NB zahlt (Mygland et al. 2010, Rauer et al. 2012).

Derzeit werden Versuche zu einem einstufigen serologischen Untersuchungsverfahren
durchgeftihrt, bei dem ein ELISA zum Nachweis von Antikérpern gegen das C6-Peptid-
Antigen verwendet wird. Die erfolgreiche Anwendung in Europa ist durch die Heterogenitat
der Spezies limitiert (Wilske et al. 2007 a, Stanek et al. 2009).

1.5.2 Kultureller Erregernachweis und Polymerase-Kettenreaktion

Als Materialien fir den kulturellen Erregernachweis und die Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) eignen sich Haut- und Myokardbiopsate sowie Gelenk- und Liquorpunktate (Wilske et
al. 2007 a, Herzer et al. 2014, Krause und Fingerle 2014; Fingerle et al. 2017). Der Borrelien-
Nachweis aus Blut hat nur eine geringe Sensitivitat und wird nicht empfohlen (Wilske et al.
2007 a, Rauer et al. 2012, Herzer et al. 2014, Krause und Fingerle 2014, Fingerle et al.
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2017). Gelegentlich kénnen zwei verschiedene Borrelien-Spezies aus einer Probe isoliert
werden (Wilske et al. 2007 a und b, Gern 2009).

Die in vitro-Kultivierung ist aufgrund der Anspriiche an das N&ahrmedium von B. burgdorferi s.
l. schwierig, zeit- und arbeitsintensiv und wird nur von wenigen Laboren durchgefiihrt (Wilske
et al. 2007 a, Fingerle et al. 2007). Es wird ein modifiziertes Kelly-Medium oder ein kauflich
erwerbbares Barbour-Stoenner-Kelly-Medium verwendet (Preac-Mursic et al. 1991). Obwohl
der kulturelle Erregernachweis Goldstandard ist, fiihren die lange Generationszeit, die
schwierige Kultivierung und die vom Untersuchungsmaterial und der Manifestation abhangi-
ge Sensitivitat dazu, dass es sich nicht um eine Erstliniendiagnostik handelt (Hof und Dérries
2009, Stanek et al. 2011).

Bei der Polymerase-Chain-Reaction (PCR, Polymerase-Kettenreaktion) handelt es sich um
eine in vitro-Amplifizierungsmethode bestimmter DNA-Abschnitte, welche an chromosomalen
(zum Beispiel Flagellin, p66, 16S-rBNA, 55/23S-rRNA Intergenic Spacer Regions) bezie-
hungsweise auf Plasmid-lokalisierten (zum Beispiel ospA, ospB und ospC) Genen durchge-
fuhrt werden kann (Mullis et al. 1986, Wilske et al. 2007 a).

Auf molekularer Ebene wird in vielfachen Zyklen der zu vervielfaltigende DNA-Doppelstrang
denaturiert, dann erfolgt die Primer-Anlagerung und in einem dritten Schritt vervollstandigt
eine DNA-Polymerase den Komplementarstrang. Die PCR wurde durch die Einfihrung einer
thermostabilen Polymerase (Tag-Polymerase) aus dem thermophilen Bakterium Thermus
aquaticus optimiert. Letzteres ist an sein Lebensumfeld in heiBen Quellen angepasst, sodass
eine Proteindenaturierung bis 95 °C unterbleibt. Die Verwendung der Tag-Polymerase mit
der Temperaturstabilitdt macht es mdglich, nicht fir jeden PCR-Zyklus erneut das Enzym
zugegeben zu missen und verringert somit das Kontaminationsrisiko.

Heutzutage gehort die PCR zum Standard mikrobiologischer Labore und wird in einer Viel-
zahl von Untersuchungen und Bereichen eingesetzt (Saiki et al. 1988, Holland et al. 1991).
Jedoch ist die PCR-Untersuchung nicht standardisiert und variiert stark zwischen verschie-
denen Laboren. Bei einem positiven Ergebnis kann eine anschlieBende Sequenzierung
Kreuzreaktionen aufdecken (Stanek et al. 2011, Herzer et al. 2014, Fingerle et al. 2017).

Die DNA-Amplifizierung und eine folgende Sequenzierung wurden im Rahmen dieser Arbeit
fur die Bestimmung von Heterogenitat und der phylogenetischen Abstammungsverhéltnisse

verschiedener Borrelien-Spezies verwendet.

Sowohl die Kultivierung als auch die PCR werden in unklaren Fallen, bei Immundefizit, wah-
rend der diagnostischen Liicke seronegativer friher Krankheitsstadien oder bei besonderer
Fragestellung angewandt. Die Sensitivitat ist abhangig vom Manifestationsstadium und der
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Art des Untersuchungsmaterials (Tabelle 1.3) und bei beiden Methoden meist gleichwertig.
Ein negativer Befund kann eine Borrelien-Infektion nicht ausschlieBen. Bei spater NB gelingt
der Nachweis meist nicht (Wilske et al. 2007 a, Krause und Fingerle 2014, Herzer et al.
2014). Die PCR besitzt bei der LA eine Sensitivitat von 50 — 70 %, die Kultur ist meist negativ
(Nocton et al. 1994, Wilske et al. 2007 a, Herzer et al. 2014, Krause und Fingerle et al. 2014,
Fingerle et al. 2017). Der Borrelien-Nachweis ist in Kultur als auch mittels PCR aus Gewe-
beproben schwieriger als aus Kérperflissigkeiten (Jaulhac et al. 1996, Wilske et al. 2007 a).

1.5.3 Historie und aktueller Stand des Multilocus Sequence Typings

Vor der Standardisierung des Multilocus Sequence Typing (MLST) wurden verschiedene
Methoden wie die DNA-DNA-Hybridisierung, die Sequenzierung der 16S-rRNA, die 55/23S-
rRNA Intergenic Spacer Region-Analyse, die OspA-Klassifizierung und die Untersuchung
von Flagellin-Genen zur Speziesbestimmung und -abgrenzung durchgefiihrt. Die traditionel-
len Typisierungsschemata waren zu grob und hatten eine zu geringe Sensitivitdt, um eine
genetische Verwandtschaft zwischen Stdmmen aufzulésen und die Ergebnisse waren
schlecht zwischen verschiedenen Laboren vergleichbar (Fukunaga et al. 1996, Wilske et al.
1996 a, Margos et al. 2011).

Nach der Einflhrung des MLST im Jahre 1998 ist dieses seit 2006 Bestandteil der LB-
Forschung (Maiden et al. 1998, Margos et al. 2009). Es handelt sich um eine Methode zur
Sequenzierung der Basensequenz multipler Loci, wobei konservierte Housekeeping-Gene
verwendet werden. Das MLST lasst sich bei den meisten Bakterien und haploiden Organis-
men anwenden (Maiden et al. 1998). Eine detailliierte Beschreibung der Methodik findet sich
in Abschnitt 2.1. In der Borrelien-Diagnostik erlaubt die Bestimmung von MLST-
Sequenztypen die Zuordnung zu bekannten Borrelien-Spezies. Mit Stand vom 19.08.2017
umfasste die Datensammlung der PubMLST-Homepage fir Borrelien 2023 verschiedene
Sequenzen, welche 730 differente MLST-Sequenztypen ergeben und Uber das Internet frei
verflgbar sind (www.pubmlst.org, Margos et al. 2015 a). Das MLST erlaubt die Erfassung
der genetischen Distanz verschiedener Stamme sowie den Einfluss von Rekombination
(Francisco et al. 2009). Die Ergebnisse sollen die klinische Diagnostik verbessern und kén-
nen flr epidemiologisches Monitoring, Pathogenitat, Evolution und Populationsstudien ver-
wendet werden (Maiden et al. 1998, Margos et al. 2009, Margos et al. 2011).

1.5.4 Chemokin CXCL13 bei Neuroborreliose

In vielzahligen Publikationen wurde veréffentlicht, dass das C-X-C motif chemokine 13
(CXCL13) im Liquor von NB-Patienten schon zu Beginn der Infektion erhéht ist (Rupprecht et
al. 2009, Senel et al. 2010, van Burgel et al. 2011, Schmidt et al. 2011, Kowarik et al. 2012,
Rupprecht et al. 2014).
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Bei CXCL13, welches auch als B-Lymphocyte Chemoattractant (BLC) und B-Cell-Attracting
chemokine-1 (BCA-1) bekannt ist (Kowarik et al. 2012), handelt es sich um ein Chemokin mit
anziehender Wirkung auf B-Zellen (Brandes et al. 2000). Produziert wird es von Stromazel-
len und bindet nach Freisetzung am CXCR5-Rezeptor, um an der Regulierung und
Chemotaxis von B-Zellen mitzuwirken (Legler et al. 1998, Zlotnik et al. 1999, Ansel et al.
2000, Moser et al. 2002, Aloisi et al. 2008). Die hohe Konzentration von CXCL13 im Liquor
bei NB fuhrt zur Immigration von B-Zellen Uber die Blut-Liquor-Schranke. Dort reifen diese zu
Plasmazellen und kdnnen so Borrelien-spezifische Antikdrper produzieren. Diese Abfolge
erklart die Beobachtung, dass die CXCL13-Konzentration friher als der Liquor-Serum-
Antikérper-Index (Al) steigt (Rupprecht et al. 2006). Darlber hinaus ist der CXCL13-
Nachweis sensitiver als der Al (Ljostad et al. 2008, van Burgel et al. 2011, Tjernberg et al.
2011, Rupprecht et al. 2014) und die CXCL13-Konzentration fallt kurz nach der Einleitung
der therapeutischen Borrelien-Elimination ab (Senel et al. 2010). CXCL13 wurde deshalb als
spezifischer Marker fir die Diagnostik der friiher NB vorgeschlagen (Rupprecht et al. 2009,
Senel et al. 2010, van Burgel et al. 2011, Schmidt et al. 2011, Rupprecht et al. 2014).

Die CXCL13-Konzentration ist ebenfalls bei zahlreichen anderen Erkrankungen des zentra-
len Nervensystems wie beispielsweise Multipler Sklerose, Neurosyphilis, Kryptokokkenme-
ningitis, zerebralen Lymphomen und zerebralen HIV-Infektionen erhdéht (Magliozzi et al.
2004, Rupprecht et al. 2007, Fischer et al. 2009, van Burgel et al. 2011, Kowarik et al. 2012,
Bremell et al. 2013, Cerar et al. 2013, Rupprecht et al. 2014). Hierbei handelt es sich um
seltene Erkrankungen, welche keine klassischen Differenzialdiagnosen der NB darstellen
und zudem meist in spezialisierten Zentren der Maximalversorgung betreut werden (Rupp-
recht et al. 2014).

1.5.5 Meldepflicht in Bayern

Wenn ein EM klinisch oder eine andere LB-Manifestation labordiagnostisch nachgewiesen
wird, unterliegen Arzte in Bayern seit Marz 2013 einer nicht-namentlichen Meldepflicht. In-
nerhalb des ersten untersuchten Jahres wurden 6.107 LB-Falle in Bayern gemeldet, was
einer Inzidenz von 48,8 Fallen pro 100.000 Einwohner entspricht. Damit liegt Bayern im bun-
desweiten Vergleich im oberen Bereich hinter Brandenburg und Mecklenburg-Vorpommern.
Die Region Bayerischer Wald weist das héchste Infektionsrisiko fur LB auf. Es lie3 sich eine
deutliche saisonale Meldeaktivitéat erkennen, welche einen Gipfel von circa 250 Meldungen
pro Woche im Juli verzeichnete (Binder et al. 2015). Die Meldepflicht in Bayern ist zun&chst
bis zum 28.02.2018 befristet (NRZ fir Borrelien 2013). In anderen Bundesléandern ist eine
Meldepflicht bereits seit einigen Jahren arztlich verpflichtend (Binder et al. 2015).
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1.6 Therapie der Lyme-Borreliose

Die Prognose der LB ist gut, denn sie heilt entweder spontan oder nach einer antibiotischen

Chemotherapie aus (Krause und Fingerle 2014). Jede Manifestation ist antibiotisch zu be-

handeln, ein alleiniger serologischer Nachweis Borrelien-spezifischer AK ohne Erkrankungs-

zeichen ist nicht zu therapieren. Ein friihzeitiger Behandlungsbeginn kann eventuelle Spét-

folgen vermeiden (RKI 2013 a, Herzer et al. 2014, Krause und Fingerle 2014). Zudem sind

die Frihstadien meist einfacher als die Spatmanifestationen zu therapieren (Fingerle und
Wilske 2006). Die Therapiemdglichkeiten finden sich in Tabelle 1.4.

Manifestation Wirkstoff Dosierung Therapiedauer (d)
EM, LZ Doxycyclin 1 x 200 mg/d oder 2 x 100 mg/d p.o. 10 - 21
Amoxicillin 3 -4 x500-750 mg/d p.o. 14 - 21
Cefuroxim 2 x 500 mg/d p.o. 14 - 21
Azithromycin 2 x 250 mg/d p.o. 10
ACA Doxycyclin 1 x 200 mg/d oder 2 x 100 mg/d p.o. 30
Amoxicillin 3 -4 x 500 - 750 mg/d p.o. 30
Cetftriaxon 1x2g/di.v. 21 -28
Cefotaxim 3x2qg/di.v. 21 -28
Akute NB Doxycyclin 2 -3 x 100 mg/d p.o. 14
Cetftriaxon 1x 2 g/di.v. 14
Cefotaxim 3x2g/di.v. 14
Penicillin G 18 - 24 Mio. IE/d i.v. 14
Spate NB Ceftriaxon 1 x2g/di.v. 14 - 21
Cefotaxim 3x2g/di.v. 14 - 21
Penicillin G 18 - 24 Mio. IE/d i.v. 14
Doxycyclin 2-3 x 100 mg/d p.o. 14 - 21
LA Doxycyclin 1 x 200 mg/d oder 2 x 100 mg/d p.o. 30
Amoxicillin 3 -4 x500-750 mg/d p.o. 30
Ceftriaxon 1x2g/di.v. 14 - 21
Cefotaxim 3x2g/di.v. 14 - 21
LK Ceftriaxon 1x2g/di.v. 14 - 21
Cefotaxim 3x2qg/di.v. 14 - 21
Penicillin G 4 x 5 Mio. IE/d i.v. 14 - 21
Doxycyclin 200 - 300 mg/d p.o. 14 - 21

Tabelle 1.4: Therapie der unterschiedlichen Manifestationsformen

Haufig wird bei der Therapie der ACA mit einer i.v.-Therapie begonnen, welche anschlieBend oralisiert
wird. Die Tabelle umfasst Empfehlungen fiir Erwachsene. In Anlehnung an Rauer et al. 2012, Herzer
et al. 2014 und Hofmann et al. 2016. ACA Acrodermatitis chronica atrophicans; EM Erythema mig-
rans; |I.E. internationale Einheiten; i.v. intravends; LA Lyme-Arthritis; LK Lyme-Karditis; LZ Lymphozy-

tom; NB Neuroborreliose; p.o. per os.
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Meist ist ein EM eine Blickdiagnose und erlaubt den zigigen Einsatz einer adédquaten antibi-
otischen Therapie ohne weiterfiihrende Diagnostik (RKI 2013 a, Herzer et al. 2014). Die The-
rapie schlagt sowohl beim EM als auch beim LZ schnell an, wohingegen eine langere Thera-
pie bei der ACA nétig ist und die Hautatrophie residual verbleibt (Herzer et al. 2014). Eine
Metaanalyse von Halperin et al. 2007 ergab keinen statistisch signifikanten Unterschied beim
Vergleich des Behandlungserfolges der akuten NB mit parenteralem Ceftriaxon oder Penicil-
lin G und oralem Doxycyclin. Wahrend Doxycyclin bisher meist bei Meningoradikulitis einge-
setzt wurde, wird bei schweren Verlaufen, bei Hirnparenchymbeteiligung und fehlendem oder
verzdgertem Ansprechen auf Doxycyclin eine primére beziehungsweise sekundare parenter-
ale Therapie durchgefihrt. Bei Doxycyclin ist die optimale Tagesdosis derzeit unklar. Bei der
chronischen NB wird mit allen eingesetzten Antibiotika unter Ausnahme von Penicillin G eine
langere Therapiedauer angestrebt, doch ist die ideale Zeitspanne noch nicht evaluiert. Dar-
Uber hinaus besteht flir Doxycyclin bei dieser Manifestation nur Evidenzgrad C (Mygland et
al. 2010, Rauer et al. 2012). Die LA wird im ersten Therapieversuch mit einem oralen Anti-
biotikum Uber 30 Tage behandelt, sollte es jedoch zu einem Rezidiv kommen, wird eine pa-
renterale Therapie angeschlossen (Herzer et al. 2014, Krause und Fingerle 2014). Intraarti-
kulare Glukokortikoid-Injektionen vor einer antibiotischen Therapie kdnnen zur Chronifizie-
rung fihren, bei einer ineffektiven Antibiotikatherapie sind die Injektionen aber eventuell hilf-
reich. Darlber hinaus kann bei rezidivierenden Beschwerden auch eine Synovialektomie in
Erwagung gezogen werden. Bei den kardialen Manifestationsformen wird fur die Therapie
eines AV-Blocks ein orales Antibiotikum bevorzugt, bei einer Karditis eine intravendse Appli-
kation. Doxycyclin darf nur bei einem AV-Block I° eingesetzt werden und ist bei einem AV-
Block Ill° kontraindiziert (Wormser et al. 2000, Herzer et al. 2014). Bei einem héhergradigen
AV-Block besteht zudem die Indikation fir Glukokortikoide (Krause und Fingerle 2014).
Sowohl in der Schwangerschaft wie auch bei Kindern sind Tetrazykline kontraindiziert, so-
dass auf Penicillin G, Amoxicillin und Cephalosporine zurlickgegriffen wird. Azithromycin
kann bei Unvertraglichkeiten und Allergien eingesetzt werden (Wormser et al. 2000, Krause
und Fingerle 2014). Bei Kindern werden dem Kérpergewicht angepasste Antibiotika-Dosen
verwendet. Doxycyclin wirkt zudem gegen den Erreger der Humanen Granulozytéaren Ana-
plasmose, welcher ebenfalls durch Zecken Ubertragen wird (Wormser et al. 2000).

Ohne Therapie kdnnen Borrelien Monate bis Jahre im Wirt trotz messbarer Immunreaktion
und in Anwesenheit von Borrelien-spezifischer Antikdrper persistieren (Norris et al. 1995,
Hofmann et al. 2016). Eine Borreliose-Infektion hinterlasst keine Immunitat und eine Reinfek-
tion ist jederzeit méglich (Herzer et al. 2014).
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1.7 Post-Lyme-Syndrom

Beim Post-Lyme-Syndrom handelt es sich um eine unspezifische, bisher nicht eindeutig de-
finierte Krankheitsentitat, bei welcher sechs Monate nach einer adaquaten LB-Therapie
Symptome persistieren oder neu auftreten. Sie geht mit einer Symptomatik wie einem redu-
zierten Allgemeinzustand, Fatigue, Myalgien, Arthralgien, Parasthesien, Irritabilitdt und emo-
tionaler Labilitdt einher. Haufig treten auch Stérungen von Konzentration, Schlaf und Ge-
dachtnis auf. Diese Erscheinungen sind jedoch rein symptomatisch zu therapieren und recht-
fertigen nicht den Einsatz einer zuséatzlichen oder verlangerten antibiotischen Therapie (Sei-
del et al. 2007, Stanek et al. 2011, Herzer et al. 2014). Die Betrachtung méglicher Differenzi-
aldiagnosen ist unabdingbar (Seidel et al. 2007, Herzer et al. 2014).

1.8 Prophylaxe der Lyme-Borreliose

Die individuelle Primarpravention von Zeckenstichen ist billig und schadet den Menschen
vermutlich nicht, jedoch ist die Effektivitat nicht abschlieBend geklart (Hayes und Piesman
2003). Letztere ist unter anderem von der Annahme der MaBBnahmen in der Bevdlkerung und
der Mitarbeit des Einzelnen sowie von gesellschaftlicher Zustimmung abhangig (Hayes et al.
1999). Bei der Verhaltenspravention handelt sich um verschiedene Methoden wie dem Ein-
satz von Repellentien und langer Kleidung (Hayes und Piesman 2003). Bei einem Aufenthalt
mit moglicher Zeckenexposition wird das Tragen langer, heller Kleidungssticke und das
Meiden von hohem Gras angeraten. Nach einem Aufenthalt im Freien soll der ganze Korper
einschlieBlich des behaarten Kopfes nach méglichen Zecken abgesucht werden. Die Zecke
wandert vor dem Stich auf der Suche nach einer geeigneten Einstichstelle Gber die Haut,
denn sie zieht geschitzte und feuchtwarme Stellen wie beispielsweise Achseln, Bauchnabel
und Kniekehlen vor. Erganzend zum Absuchen des Kérpers kann das Duschen Zecken ab-
spulen, wenn diese noch nicht gestochen haben. Das Erhitzen der Kleidung im Rahmen des
Waschvorgangs oder im Trockner auf 60 °C fihrt zum Abtdten daran noch eventuell haften-
der Zecken (RKI 2013 a). Die korrekte Entfernung der Zecke wird in Abschnitt 1.3.6 erlautert.

Der Vertrieb der sich von 1998 bis 2002 auf dem US-amerikanischen Markt befindlichen Imp-
fung gegen LB wurde wegen zu geringen Verkaufszahlen und der fraglichen Induktion von
Autoimmunitat eingestellt (Hayes und Piesman 2003). Die Impfung erwies sich bei Hamstern
(Lovrich et al. 1995), Hunden (Chang et al. 1995) und Affen (Philipp et al. 1996) als effektiv;
im Menschen waren fir eine ausreichende Schutzwirkung mindestens drei Impfdosen nétig
(Steere et al. 1998). Durch die Impfung wurde der Kérper zur Bildung von Antikérpern gegen
OspA der Borrelien angeregt, welche bei einem Zeckenstich zur Inaktivierung der Borrelien
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im Mitteldarm der Zecke fihrten und somit die Transmission auf den Wirt verhinderten (de
Silva et al. 1996, de Silva et al. 1999, Munderloh und Kurtti 2005). Der Einsatz dieses Impf-
stoffs ware flr Europa limitiert gewesen, da hier eine gréBere OspA-Heterogenitat herrscht.
Neben einem neuen, multivalenten OspA-Impfstoff, fir den nach erfolgreicher Phase II-
Studie noch die Phase llI-Studie aussteht (Wressnigg et al. 2013), fokussiert sich die derzei-
tige Forschung auch auf OspC (Hansen und Edelman 2003).

Der Verhaltenspravention einzelner Individuen steht die Verhaltnispravention gegentber,
welche primdr an der Reduktion des Vektors ansetzt. Hierzu zahlen Methoden wie eine bio-
logische oder chemische Zeckenkontrolle sowie eine kontrollierte Verbrennung (Stafford et
al. 1991 und 1998, Wilson und Deblinger 1993, Curran et al. 1993, Samish 2000).

1.9 Zielsetzung

B. garinii und B. bavariensis sind in Eurasien weit verbreitet und werden erst seit 2009 als
differente Spezies definiert (Margos et al. 2009). Sie unterscheiden sich unter anderem in
ihrer Wirtstierpraferenz beziehungsweise Komplementresistenz (Kurtenbach et al. 2006,
Gern 2008, Taragelova et al. 2008, Dubska et al. 2009, Margos et al. 2011, Vollmer et al.
2011). Es ist fir beide Spezies ein Organotropismus zum neurologischen System beschrie-
ben (Barbour und Hayes 1986, Canica et al. 1993, Wilske et al. 1993, Pfister et al. 1994,
Richter et al. 2006, Fingerle et al. 2008, Ornstein et al. 2001, Stanek und Strle 2009, Margos
et al. 2011). B. bavariensis lasst sich haufig in Liquorpunktaten von NB-Patienten und nur
selten in Zecken nachweisen, wahrend B. garinii in beiden Gruppen haufig gefunden wird
(Fingerle et al. 2008). Bisher existieren keine ausreichenden Studien, welche sich auf die
aus humanen Probematerialien isolierten B. garinii und B. bavariensis konzentrieren. Des-
halb soll diese Arbeit einen systematischen Uberblick der B. garinii- und B. bavariensis-
Infektionen unter Einbezug der MLST-Sequenztypen und der klinischen Symptomatik geben.
Die Zielsetzung dieser Arbeit ist im Folgenden formuliert:

|.  Die Heterogenitat von den aus humanen Probematerialien isolierten B. garinii und B.
bavariensis wird unter anderem mit phylo- und populationsgenetischer Analysepro-
gramme zwischen den genannten Spezies verglichen. AnschlieBend werden die Er-
gebnisse in den internationalen Kontext der MLST-Datenbank gesetzt. Diese umfasst
nicht nur humane lIsolate, sondern auch aus Zecken und tierischen Wirten isolierte
Stamme. Sie ermdglicht daher die Einordnung der Ergebnisse bezlglich eines geo-
graphischen Sequenztyp-Vorkommens, Wirtstieren, Vektoren und der verursachten
Klinik einschlieBlich einer mdglichen Vorhersagbarkeit des Krankheitsverlaufes.
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[I.  Hanincova et al. (2013) postulierte, dass klonale Komplexe unterschiedliche Fahig-
keiten aufweisen, disseminierte Infektionen im Menschen auszuldésen, und dass der
Grad der Pathogenitat von Stdmmen eines klonalen Komplexes stabil ist. Die Zuord-
nung der Sequenztypen zu klonalen Komplexen in dieser Arbeit soll eine Tendenz
bezuglich lokalisierter oder disseminierter LB-Manifestationen und eine moégliche Kor-
relation zwischen Sequenztyp und der klinisch verursachten Symptomatik aufdecken.

[ll.  Die OspA-Typen-Zuordnung im Rahmen einer Serologie, der Bestimmung des Rest-
riktionsfragment-Langenpolymorphismus (RFLP) oder einer OspA-Sequenzierung
half in Europa bisher, verschiedene Borrelien-Spezies zu differenzieren. Im Rahmen
dieser Arbeit werden die Ergebnisse der OspA- und der MLST-Typisierungen mitei-
nander verglichen, wobei eine gréBere Genauigkeit der MLST-Ergebnisse anzuneh-
men ist, da die Grundlage eine Analyse chromosomaler, konservierter Housekeep-
ing-Gene ist. DarGber hinaus werden mdgliche Haufungen der MLST-Sequenztypen
beziglich der verschiedenen OspA-Typen betrachtet, um gegebenenfalls eine Korre-

lation abzuleiten.

V. Studien haben erhéhte Konzentrationen des Chemokins CXCL13 im Liquor von NB-
Patienten nachgewiesen (Rupprecht et al. 2009, Senel et al. 2010, van Burgel et al.
2011, Schmidt et al. 2011, Kowarik et al. 2012, Rupprecht et al. 2014). In dieser Ar-
beit wird geprift, ob CXCL13 in Liquorpunktaten nachweisbar ist, welche fir mindes-
tens 15 Jahre bei -20 °Celsius aufbewahrt worden sind. Eine ELISA-Diagnostik erwei-
tert das Wissen Uber CXCL13 bei NB einschlieBlich der Relevanz fur Diagnostik und
Therapiekontrolle. Die Nachweisbarkeit und der Konzentrationsverlauf von CXCL13

wird thematisiert.

Die Betrachtung dieser vier Punkte soll das Wissen Gber humane LB-Infektionen und deren
Erreger erweitern und Fragestellungen aufzeigen, welche in der Zukunft einen intensiveren

Forschungsbedarf benétigen.
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2 Material und Methoden

Im Folgenden wird die Auswahl der Proben, deren experimentelle Bearbeitung und die
MLST-Untersuchung einschlieBlich der Sequenztypen-Analyse beschrieben. Diese Arbeit
konzentriert sich auf die Spezies B. garinii und B. bavariensis. Darlber hinaus werden die
Untersuchungen am Chemokin CXCL13 bezlglich dessen Nachweisbarkeit nach Langzeit-
aufbewahrung bei -20 °Celsius im Rahmen akuter und chronischer Neuroborreliose im Ab-
schnitt 2.11 genauer erlautert.

2.1 Multilocus Sequence Typing im Uberblick

Das Multilocus Sequence Typing (MLST) ist eine Methode zur Sequenzierung von Basense-
quenzen multipler Loci, welche sowohl die Datensammlung als auch -analyse umfasst. Die
Arbeit von Urwin und Maiden (2003) fasst die generelle Methodik zusammen und Abbildung
2.1 beinhaltet eine schematische Ubersicht des Ablaufes. MLST basiert auf der Analyse von
konservierten, chromosomal lokalisierten Housekeeping-Genen, in denen die meisten Poly-
morphismen (Mutationen) nahezu neutral sind. Es handelt sich somit um Mutationen, die
keine Aminos&ure-Anderung nach sich ziehen (Urwin und Maiden 2003, Margos et al. 2008).
Es wird angenommen, dass solche Variationen (d. h. synonyme Mutationen) nicht unter Se-
lektionsdruck stehen und deshalb konstant im Zeitverlauf auftreten, sodass die resultierende
genetische Distanz direkt proportional zu der verstrichenen Zeit seit der Divergenz der Allele
ist (Francisco et al. 2009).

Im Falle von Borrelien werden die Vorwarts- und Ruckwartssequenzen von acht Housekeep-
ing-Genen (clpA, clpX, nifS, pepX, pyrG, recG, rpIB, uvrA), welche auf dem Chromosom lo-
kalisiert sind, amplifiziert und anschlieBend wird die Basensequenz bestimmt (Margos et al.
2008, Margos et al. 2010, Wang et al. 2014). Aus den Ergebnissen der acht Genloci wird ein
definierendes allelisches Profil aus Alleltypen (AT) erstellt, welches einem Sequenztyp (ST)
zugeordnet wird (Margos et al. 2011, Margos et al. 2015 a).

Einen Uberblick Gber die Anwendungsgebiete, Ziele und Vorteile des MLST findet sich in
Abschnitt 1.5.3.
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des Ablaufes einer MLST-Analyse
Mit freundlicher Genehmigung von Dr. rer. nat. G. Margos — Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit

und Lebensmittelsicherheit.

2.2 Einschlusskriterien

Das Nationale Referenzzentrum (NRZ) fir Borrelien wurde im Max von Pettenkofer-Institut in
Minchen etabliert und anschlieBend dem Bayerischen Landesamt fir Gesundheit und Le-
bensmittelsicherheit in OberschleiBheim angegliedert. An dieses wurden viele Zecken- und
auch Patientenisolate bei Verdacht auf LB gesandt. Die im Rahmen dieser Arbeit untersuch-
ten Isolate stammten aus Deutschland, Osterreich, Frankreich und dem ehemaligen Jugo-
slawien. Bei den eingesandten Probenmaterialien handelte es sich um Zecken, Hautbiopsate

sowie Liquor- und Synoviapunktate, aus welchen die Borrelien isoliert wurden.

Um Vergleichbarkeit zu schaffen und standardisierte, fehlerfreie Arbeitsvorgédnge zu ermdgli-
chen, wurden Proben mit den folgenden Einschlusskriterien ausgewahilt:

(h Borrelien isoliert aus korrekt beschriftetem und zuordenbarem Probenmaterial, bi-
opsiert oder punktiert aus Haut, Liquor und / oder Synovia oder isoliert aus Ze-
cken

(11 Probenentnahme in den Jahren 1984 bis einschlieBlich 2001
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(1) Probenvolumen ausreichend fir eine OspA-Typisierung und die anschlieBende
Weiterbearbeitung einschlieBlich der MLST-Untersuchung

(IV)  Einschluss der OspA-Typen 3 - 10 oder unsichere OspA-Zuordnung

(V) Einschluss ohne erneute Sequenzierung von im NRZ-Labor gespeicherten, be-
reits sequenzierten Proben mit Nachweis von B. garinii oder B. bavariensis bei
gleichzeitiger Erfullung der Einschlusskriterien (1) bis (1V)

Das Einschlusskriterium (1V) ermdglichte die Auswahl der Spezies B. garinii und B. bavarien-
sis, da diese respektive durch die OspA-Typen 3 und 5 - 8 beziehungsweise OspA-Typ 4
vertreten werden (Wilske et al. 1993, NRZ fur Borrelien 2008, Margos et al. 2009; Abschnitt
1.2.2). Die OspA-Typen 9 und 10 beruhen auf OspA-Sequenz-Untersuchungen zur internen
Klassifizierung am NRZ, sie sind nicht publiziert. Bei unsicherer OspA-Typ-Zuordnung erfolg-
te der Probeneinschluss, um eine mdglichst groBe Stammzahl einzubeziehen und die Spe-
zies-Bestimmung mittels OspA-Typisierung beziehungsweise MLST vergleichen zu kdnnen.
Wiinschenswert war ein vollstdndig ausgefullter Patientenfragebogen, welcher jedoch kein
Einschlusskriterium darstellte.

Mithilfe der genannten Einschlusskriterien konnten insgesamt 81 Borrelien-Stamme einge-
schlossen werden. 17 Stamme des OspA-Typs 4 waren bereits von Frau Dr. rer. nat. G.
Margos (Bayerisches Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, Oberschleil3-
heim) in frheren Untersuchungen sequenziert worden, sodass die folgenden Schritte an
insgesamt 64 Proben durchgefihrt wurden.

2.3 OspA-Typ-Bestimmung

Der folgende Abschnitt Gber die OspA-Typisierung dient dem besseren Verstandnis der Ein-
schlusskriterien (Abschnitt 2.2). Wilske et al. (1993) differenzierte die Borrelien-Spezies des
B. burgdorferi s. |.-Komplexes bereits 1993 anhand des OspA-Typs, der eng mit der Spezies-
Einteilung korreliert. Diese Mdglichkeit wurde verwendet, um die an das NRZ gesandten Bor-
relien-Stdmme den jeweiligen Spezies zuzuordnen. So konnten Stdmme der Spezies B. ga-
rinii und B. bavariensis flr den Einschluss in diese Arbeit selektiert werden (Abschnitt 2.2,
Einschlusskriterium 1V).

Das OspA ist ein Lipoprotein auf der Borrelienoberflaiche, welches anhand des OspA-
Serotyps, der OspA-Sequenz und einer OspA-Typ-Bestimmung mittels Restriktionsfragment-
Langenpolymorphismus (RFLP) klassifiziert werden kann. Fiir die meisten Stdmme, die im
Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, lag der OspA-Typ bereits zu Beginn dieser Arbeit
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vor, da er entweder am Original oder an einer der folgenden Generations-Passagen be-
stimmt worden war. Eine gezielte Wiederholung der OspA-Typisierung wurde bei unklaren,
nicht bestimmbaren Ergebnissen oder fir den Vergleich von OspA- und MLST-
Sequenztypen durchgefliihrt (Abschnitt 3.1.4). Da auf der OspA-Typ-Bestimmung nicht der
Fokus dieser Arbeit lag, wird im Folgenden nur ein kurzer Uberblick iiber die oben genannten
Verfahren gegeben.

(h Bei der OspA-Serotypisierung wurde der OspA-Serotyp anhand der Reaktion mit
verschiedenen monoklonalen Antikérpern im Western Blot bestimmt. Die unter-
schiedlichen monoklonalen Antikdrper reagierten jeweils nur mit einem Epitop der
verschiedenen OspA-Typ-Antigene.

(1) Fir die OspA-Sequenz-Bestimmung wurde das ospA mittels PCR amplifiziert und
anschlieBend eine Sequenzierung des Amplifikats durchgefthrt.

() Bei der RFLP-Bestimmung des OspA-Typs wurde nach Amplifikation mithilfe von
Restriktionsendonukleasen die DNA an unterschiedlich lokalisierten Schnittstel-
len, welche teilweise auch innerhalb einer Spezies differenzieren, geschnitten und

anschlieBend mit einer Gelelektrophorese ausgewertet.

2.4 Kultivierung von Borrelia burgdorferi sensu lato

Fir den kulturellen Borrelien-Nachweis wurde das Modifizierte Kelly-Pettenkofer (MKP) -
Medium verwendet (Preac-Mursic et al. 1986, Preac-Mursic et al. 1991), welches im Labor
des NRZ fir Borrelien hergestellt wird. Ziel der Kultur war einerseits der mikroskopische
Nachweis der LB-Erreger und anderseits die Borrelien-Vermehrung, damit gentgend Aus-
gangsmaterial fir die Sequenzierung zur Verfligung stand. Es wurden mehrere Generations-
Passagen erstellt. Eine detaillierte Arbeitsanleitung fir die Herstellung des Mediums kann
Preac-Mursic et al. 1986 entnommen werden. Die benétigten Reagenzien und Arbeitsgerate
far die Kultivierung sind in den Tabellen 7.1 und 7.2 im Anhang aufgefthrt. Bei der Mehrheit
der eingeschlossenen Proben war zu Versuchsbeginn bereits ausreichend eingefrorene Bor-
relien-DNA vorhanden, sodass nur fur zehn Stamme (PFe, PHC, PMag, PMa, PMel, PMik,
PShl, PSma, PWat, PWudll) eine Kultivierung und DNA-Extraktion vorausging.

2.4.1 Anzucht der Borrelien aus dem Patientenmaterial
Die Aufbereitung des Probenmaterials und die Isolation der darin enthaltenen Borrelien war
abhangig vom eingesandten Material und wird im Folgenden zusammengefasst:

(h Liquorpunktat: Erreichten das NRZ fir Borrelien weniger als 1 Milliliter (ml) Li-
quorpunktat, wurde das komplette Probenmaterial in ein Sieben-Milliliter-MKP-
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Réhrchen pipettiert. Bei einem Eingangsvolumen von mindestens 1 ml Liquor
wurden 0,5 ml Liquor in ein Sieben-Milliliter-MKP-Réhrchen gegeben. Der restli-
che Liquor wurde bei 12.000 Umdrehungen pro Minute (UpM) fir 20 Minuten zur
Borrelien-Konzentrierung zentrifugiert und das Sediment anschlieBend in ein
zweites Sieben-Milliliter-MKP-Rohrchen pipettiert. Der Uberstand des Zentrifugats
wurde gekuhlt aufbewahrt, falls weitere Untersuchungen wie beispielsweise eine
Serologie durchgefliihrt werden sollten.

Hautbiopsat: Die Hautproben wurden mit physiologischer Natriumchlorid (NaCl
0,9 %) -L6sung bedeckt in das Labor des NRZ fir Borrelien gesandt. Die Haut
wurde mithilfe einer sterilen Schere in Ober- und Unterhaut getrennt und an-
schlieBend in kleine Stlicke zerschnitten. Die Oberhaut-Stlicke wurden separat
von denen der Unterhaut abhangig der Biopsat-GréBe in jeweils ein bis zwei Sie-
ben-Milliliter-MKP-Réhrchen gegeben. War mehr als 1 ml der Transport-NaCl-
Lésung verblieben, wurde diese in ein weiteres Sieben-Milliliter-MKP-Réhrchen
pipettiert. Wenn weniger als 1 ml NaCl-Lésung vorhanden war, wurde diese bei
12.000 UpM far 20 Minuten zentrifugiert und das Zentrifugat-Sediment in ein Sie-
ben-Milliliter-MKP-R&hrchen pipettiert. Da trotz der Hautdesinfektion vor der Biop-
sie aufgrund der Hautflora des Patienten nicht alle Bakterien entfernt werden
konnten, wurden den MKP-R&hrchen mit Hautproben Antibiotika hinzugefugt. In
das Roéhrchen mit der Oberhaut wurden sechs Plattchen Sulfamethoxazol (SXT,
25 Mikrogramm (ug) /Plattchen), vier Plattchen Fosfomycin (FF, 50 pg/Plattchen)
und zwei Plattchen Amikacin (AK, 30 pg/Plattchen) gegeben. In das Réhrchen mit
der Unterhaut wurden vier Plattchen SXT, zwei Plattchen FF und ein Plattchen
AK hinzugefligt. Diese Antibiotika zeigen weder bakteriostatische noch bakterizi-
de Wirkung auf die Borrelien.

Gelenkpunktat: 1 ml Synoviapunktat wurde ohne weitere Aufbereitung in ein Sie-

ben-Milliliter-MKP-R&hrchen pipettiert.
Eingefrorene Proben: Die in 15-prozentigem Glycerin bei - 70 °C in Eppendorf-

Réhrchen eingefrorenen Borrelien wurden aufgetaut und anschlieBend jeweils 1
ml in zwei Sieben-Milliliter-MKP-Réhrchen Gberimpft.

2.4.2 Wachstumskontrolle

Die Proben wurden in einem Brutschrank (Heraeus Elektronik, Hanau, Deutschland) bei 33
+/- 2 °C bebritet. Nach sieben bis zehn Tagen erfolgte eine erstmalige Wachstumskontrolle.
Vor einer mikroskopischen Betrachtung wurde das Réhrchen makroskopisch auf Farbe,
Konsistenz, Sediment und schwimmende Aggregate untersucht. Eine reine Kultur hatte eine
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orange-rétliche, klare Flissigkeit ohne Sediment und Fremdkérper. Eine Kultur mit starkem
Borrelien-Wachstum zeigte eine gelbe und klare FlUssigkeit, in der gegebenenfalls Flocken
schwammen. Wirkte das Medium gelb, aber trib, konnte dies ein Hinweis auf Verunreini-
gung sein, welche eine mikroskopische Uberpriifung erforderte.

Far die Herstellung eines mikroskopischen Préaparates wurde mit einer Glaspipette ein Trop-
fen von circa 50 pl auf einen 76 x 26 mm groBen Objekttrager gegeben und mit einem Deck-
glas der GréBe 24 x 60 mm abgedeckt. Fir die mikroskopische Darstellung wurde das Dun-
kelfeldmikroskop Dialux 20EB (Leitz, Hexangon Metrology GmbH, Wetzlar, Deutschland) mit
einer 400-fachen VergréBerung verwendet. Bei der mikroskopischen Beurteilung wurde die
Anzahl der Spirochaten pro Blickfeld, deren Form und ihre Beweglichkeit beurteilt. Zudem
wurde auf mdgliche Verunreinigungen durch andere Mikroorganismen, beispielsweise Kok-
ken, Stédbchen oder Pilzhyphen, geachtet. Die mdglichen Situationen wahrend der mikrosko-
pischen Betrachtung und das anschlieBende Vorgehen werden in einem Algorithmus (Abbil-
dung 7.1) im Anhang erschlossen.

2.5 DNA-Extraktion

Da fir die folgenden Untersuchungen nur die Borrelien-DNA ohne die weiteren Bakteriums-
komponenten relevant war, wurde die DNA bei ihrer Extraktion von den restlichen Zellbe-
standteilen und dem Kulturmedium getrennt. Als Ausgangsmaterial wurden die Sieben-
Milliliter-MKP-Réhrchen mit den kultivierten Borrelien (Abschnitt 2.4) fir 20 Minuten bei
12.000 UpM/s zentrifugiert (Zentrifuge ZK 401, Berthold Hermle AG, Gosheim, Deutschland).
Die DNA-Extraktion selbst wurde mit dem High Pure PCR Template Preparation Kit® (Ro-
che, Grenzach, Deutschland) entsprechend des Protokolls durchgefuhrt. Der Vorgang bis
zum Erhalt einer weiterverarbeitungsfahigen DNA kann in die drei Schritte Bakterien-
Extraktion, DNA-Extraktion und DNA-Elution gegliedert werden. Bei der Bakterien-Extraktion
wurden die Borrelien von den restlichen Mediumsbestandteilen durch Zentrifugation (3000 x
g far finf Minuten, 4515-D-Tischzentrifuge, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) getrennt und
in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) resuspendiert (Tabelle 7.3). AnschlieBend wurde
die DNA von den weiteren bakteriellen Organellen nach Zellwand-Lyse separiert. Hierfir war
eine Inkubation mit Lysozym fir 15 Minuten bei 37 °C notwendig (Thermomixer compact,
Eppendorf, Hamburg, Deutschland), anschlieBend wurde mit Binding Puffer und Proteinase
K erneut inkubiert. Durch mehrfaches Waschen mithilfe von High Filter und Collection Tubes
wurde die DNA aufgereinigt (Tabelle 7.4, Abbildung 7.2). Um die DNA wieder in Lésung zu
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bringen, wurde auf 72 °C vorgewarmter Elution Buffer hinzugefiigt und anschlieBend erneut
zentrifugiert (Tabelle 7.5).

2.6 Messung der DNA-Konzentration mittels NanoDrop

Ein essentieller Arbeitsschritt zwischen DNA-Extraktion und der anschlieBenden Vervielfélti-
gung der DNA war die Messung der DNA-Konzentration, da diese einen Einfluss auf das
PCR-Ergebnis hat. Der DNA-Gehalts jeder einzelnen Probe wurde mit dem Gerat NanoDrop
1000 Spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific Inc., Schwerte, Deutschland) ermittelt,
um anschlieBend eine geeignete Verdinnungsstufe zu finden. Vor der DNA-Entnahme wur-
de der DNA-Probenbehalter mittels eines Vortexmischers durchmischt und dann 2 Mikroliter
(ul) der Probe verwendet. Die DNA-Zielkonzentration, welche im Labor des NRZ fir Borrelien
bereits bei friheren Versuchen ermittelt wurde, lag bei 5 ng/ul. In der Tabelle 7.6 ist der je-
weilige DNA-Gehalt der Probe und die dazu errechnete Verdinnungsstufe aufgefuhrt. Die
optimale DNA-Konzentration des NRZ fir Borrelien ist im Vergleich zu Richtwerten von min-
destens 10.000 DNA-Template-Molekllen (Milhardt 2009) hoch angesetzt. Die Konzentrati-
on erwies sich jedoch in friheren Untersuchungen im Verhaltnis zur hinzugefligten Primer-
Menge im Rahmen der PCR als ginstig, sodass aufgrund der guten Ergebnisse die Ziel-
Konzentration auch in dieser Untersuchung verwendet wurde. Eine zu hohe DNA-
Konzentration birgt die Gefahr, die PCR zu inhibieren (Mllhardt 2009).

2.7 Borrelien-Diagnostik mittels Polymerase-Kettenreaktion

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR, Polymerase-Chain-Reaction) handelt es sich um
ein in vitro-Vervielfaltigungsverfahren fir DNA (Mullis et al. 1986). Ein Uberblick (iber die
Entwicklung der PCR wird in Abschnitt 1.5.2 gegeben. Fir die PCR wurde der HotStarTag®
Master Mix (Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet, welcher eine Aktivierungsphase vor
den eigentlichen PCR-Zyklen benétigte. Durch eine chemische Reaktion ist das aktive Zent-
rum der DNA-Polymerase aufgrund einer Blockade essentieller Aminosauren nicht reaktiv
und lést sich erst durch eine Temperaturerhbhung auf 95 °C fiir 15 Minuten (telefonische
Auskunft des technischen Service der Firma Qiagen, Hilden, Deutschland). AnschlieBend
folgte eine Vielzahl an PCR-Zyklen, welche sich jeweils aus den Schritten Denaturierung,
Primer-Annealing und Elongation zusammensetzten (Abschnitt 1.5.2 und Abbildung 7.3).
Durch den Einsatz einer Tag-Polymerase (Abschnitt 1.5.2) kénnen hoher Temperaturen ver-
wendet werden, was die Sensitivitdt und Spezifitdt erhdht, eine quantitative PCR-Produkt-
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Steigerung und die Amplifikation Iangerer DNA-Segmente erméglicht (Saiki et al. 1988, Hol-
land et al. 1991). Im Rahmen der Borrelien-Untersuchung wurde flr sieben Housekeeping-
Gene eine Touch-Down-PCR verwendet, welche in Abschnitt 2.7.1 erldutert wird. Nach Ab-
schluss der PCR-Zyklen wird fur finf Minuten auf 72 °C erhitzt.

Im Folgenden wird neben der Methode der Touch-Down-PCR (Abschnitt 2.7.1) die Vorberei-
tung der PCR (Abschnitt 2.7.2) und die PCR der Housekeeping-Gene von B. garinii und B.
bavariensis (Abschnitt 2.7.3) erlautert.

2.7.1 Touchdown-PCR

Die Touchdown-PCR (TD-PCR) wurde urspringlich entwickelt, um Primer-Fehlbindungen
und unspezifische PCR-Produkte zu minimieren. Es handelt sich um eine PCR-Methode, bei
der die Annealing (,Anlagerungs-“) -Temperatur mit jedem Zyklus gesenkt und somit eine
Variable des Untersuchungsansatzes verandert wird (Korbie und Mattick 2008). Die Anzahl
der Zyklen, welche nétig sind, um unspezifische Produkte zu minimieren, ergibt sich aus der
Effizienz der Amplifikation in den ersten Zyklen mit einer héheren Annealing-Temperatur Ta
als der Melting (,Schmelz-“) -Temperatur Tm (Ta > Tm) (Hecker und Roux 1996).

Eine Bestimmung von Tw geht der PCR voraus. Sie beruht auf dem Verhaltnis der Basenan-
teile A/T gegenliber C/G und kann mit folgender Formel berechnet werden:

Tu=4x(G+C)+2x(A+T)

Formel 2.1: Berechnung der Melting-Temperatur

Neben der Abhangigkeit der Schmelztemperatur Tu spielen fur die Auswahl der Temperatur
auch Faktoren wie Puffer und Desoxyribonukleotidiriphosphate (dNTPs) eine wesentliche
Rolle (Hecker und Roux 1996, Panjkovich und Melo 2004).

Bei der TD-PCR wird im ersten Zyklus eine Annealing-Temperatur Ta verwendet, welche
Uber der berechneten Schmelztemperatur Tw liegt und durch die kontinuierliche Temperatur-
abnahme um 1 °C pro Zyklus eine Ta des letzten Zyklus unter der errechneten Ty ergibt
(Korbie und Mattick 2008). Dadurch werden die Limitierungen durch die Tu-Berechnung und
die stochastische Variation der PCR verringert, sodass quantitativ mehr PCR-Produkt mit
gesteigerter Spezifitdt gewonnen werden kann. In Versuchen wurde evaluiert, dass eine Ta
Uber der berechneten Ty besonders flr die Spezifitdt des PCR-Produkts und eine Ta unter-
halb Tw vor allem fir die quantitative Menge des PCR-Produkts wichtig ist. Die TD-PCR er-
mdoglicht somit eine groBteilig kompromisslose Erhéhung von Spezifitdt und Menge. Es wird
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davon ausgegangen, dass durch die Temperatur Ta > Twm in den ersten Zyklen den spezifi-
schen PCR-Amplifikaten ein Vorsprung fur die folgenden Zyklen zur Produktvervielfaltigung
gegeben wird (Hecker und Roux 1996).

2.7.2 Vorbereitung der PCR

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine einzeitige PCR (Abschnitt 2.7.3) mit den folgenden
Vorgehensweisen und Materialien basierend auf den Kriterien von Wang et al. 2014 und
laborinternen Vorversuchen des NRZ fir Borrelien durchgefiihrt. Diese Art von PCR wurde
unter anderem aufgrund des hohen DNA-Gehalts (5 ng/pl, Abschnitt 2.6) und einem Uber-
wiegen der Borrelien-Isolate aus humanen Proben gewahlt. Zuerst sind detaillierte Platten-
plane erstellt worden, die neben der Anzahl der DNA-Proben auch deren Well-Zuordnung
und Positiv- sowie Negativkontrollen enthielten. Zumeist wurden 96-Well-Platten oder bei
geringerer Probenanzahl Einzelrbhrchen verwendet. Der nachste Schritt war die Herstellung
des PCR-Ansatzes. In den Tabellen 7.7 und 7.8 im Anhang sind die verwendeten Arbeitsge-
rate und Reagenzien aufgefahrt.

Die verwendeten Primer (Metabion, Planegg, Deutschland) wurden mit einer Konzentration
von 100 pmol/ul geliefert und mussten im Rahmen der PCR-Vorbereitung mit PCR-grade
Wasser verdunnt werden, sodass sich eine Primer-Konzentration von 10 pmol/ul fur den
PCR-Ansatz ergab. PCR-grade Wasser bezeichnet ein Nuklease-freies Wasser, das gerei-
nigt, doppelt destilliert, deionisiert und autoklaviert ist. Die Primer wurden bei - 20 °C gela-
gert. Die Basensequenzen der Outer Forward- und Reverse-Primer aller acht Housekeeping-
Gene sind in Tabelle 7.9 aufgelistet. Die Inner Primer wurden erst nach der PCR im Rahmen
der MLST-Vorbereitung relevant. Bei dem Gen rplB steht nur ein Reverse-Primer und bei

nifS nur ein Forward-Primer zu Verfligung.

Nach Anpassung der Primer-Konzentration wurde in einem zweiten Schritt der Master Mix
fir die PCR hergestellt. Es wurde der HotStarTag® Master Mix (Firma Qiagen, Hilden,
Deutschland) verwendet. Dieser enthielt bereits Tag-Polymerase und PCR-Puffer mit 3 mM
Magnesiumchlorid (MgClz) und 400 uM jedes dNTPs. Tabelle 2.1 kénnen die nétigen Rea-
genzien einschlieBlich des Volumens fir einen Einzelansatz entnommen werden. Die Zu-

sammensetzung orientiert sich an laborinternen Standards und Wang et al. 2014.

Zur Berechnung des Gesamtvolumens des benétigten Master Mixes war der Einzelansatz
mit der Anzahl der zu amplifizierenden Proben einschlieBlich der Negativ- und Positivkontrol-

len zu multiplizieren.
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Reagenzien Menge

(uh)
PCR HotStarTaq® Master Mix 15
Outer-Forward-Primer 3
Outer-Reverse-Primer 3
Wasser, PCR-grade 6
Summe 27

Tabelle 2.1. Reagenzien des Master Mixes fiir den PCR-Einzelansatz

Die Reagenzien (Tabelle 2.1) wurden mit einem Vortex-Labormischer vermengt und in ein
steriles Eppendorf-Réhrchen pipettiert. Es war darauf zu achten, dass die bei -20 °C gelager-
ten Primer vollstandig aufgetaut waren und keine gefrorenen Rickstédnde in der Suspension
schwammen. In jedes Well der PCR-Platte (siehe oben) wurden 27 ul PCR-Ansatz pipettiert
und anschlieBend 3 pl der zu amplifizierenden, zuvor gemischten Borrelien-DNA hinzuge-
flgt. Da es sich um DNA-Produkte handelt, waren Pipettenspitzen mit einem sterilen Filter zu
verwenden. Fir die Negativkontrollen wurde zu dem PCR-Ansatz 3 pl destilliertes, RNAase-
freies Wasser anstelle der Borrelien-DNA hinzugefligt. Die Platte wurde mit einer selbstkle-
benden Aluminiumfolie bedeckt, da diese im Gegensatz zu einer Plastikfolie einen besseren
Verdunstungsschutz bei den angestrebten PCR-Temperaturen von 95 °C bot und somit ei-
nen quantitativen Vorteil in Bezug auf das gewonnene PCR-Produkt hatte. Die Platte wurde
fir eine Minute bis zu einer Maximalgeschwindigkeit von 4.000 UpM zentrifugiert (Zentrifuge
5810R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland).

2.7.3 PCR der Housekeeping-Gene von B. garinii und B. bavariensis

Die Auswahl der acht Housekeeping-Gene clpA, clpX, nifS, pepX, pyrG, recG, rplB und uvrA
flr ressourcensparende Untersuchungen und aussagekraftige Ergebnisse beruhte auf Vor-
untersuchungen von Frau Dr. rer. nat. Margos (Margos et al. 2008). Die PCR der House-
keeping-Gene von B. garinii und B. bavariensis wurde mit dem PCR-Zykler Mastercycler®
nexus gradient (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) beziehungsweise dem Applied Biosys-
tems 2720 Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific Inc., Schwerte, Deutschland) durchge-
fohrt. Die PCR-Protokolle fir das jeweilige Housekeeping-Gen kénnen Tabelle 2.2 und 2.3
entnommen werden. Mit Ausnahme des Gens recG wurde fir alle Housekeeping-Gene eine
TD-PCR durchgefihrt. Die Laufzeit betrug circa 80 bis 116 Minuten. Nach Abschluss der
PCR kuhlte der PCR-Zykler auf 12 °C ab und die PCR-Amplifikate standen zur Verfligung.
Die Annealing-Temperatur ist abhangig von dem jeweiligen Housekeeping-Gen und kann
Tabelle 2.4 entnommen werden.
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Temperatur

Reaktionsschritt Dauer (s) Anzahl der Zyklen

(°C)

Aktivierung Tag-Polymerase 95 900

Denaturierung 94 30

Annealing 60 - 52 30 9 (-1 °C/Zyklus)
Elongation 72 60

Denaturierung 94 30

Annealing 52 30 40
Elongation 72 60

Finale Elongation 72 300

Tabelle 2.2: Protokoll der TD-PCR
Das Protokoll gilt fiir die Housekeeping-Gene clpA, clpX; nifS, pepX, pyrG, rp/B und uvrA. Die ersten
15 Minuten bei einer Temperatur von 95 °C aktivierten die Tag-Polymerase (Abschnitt 2.7). Anschlie-
Bend erfolgte die DNA-Amplifikation in 49 Zyklen wie in Abschnitt 1.5.2 und 2.7.2 beschrieben und
Abbildung 7.3 (Anhang) veranschaulicht.

Reaktionsschritt Tem(Eg;atur Dauer (s) Anzahl der Zyklen
Aktivierung Tag-Polymerase 95 900

Denaturierung 94 30

Annealing 55 30 40
Elongation 72 60

Finale Elongation 72 300

Tabelle 2.3: PCR-Protokoll des Housekeeping-Gens recG
Far Anmerkungen siehe auch Abschnitt 1.5.2 und 2.7.2, Tabelle 2.2 (in Abschnitt 2.7.3) und Abbildung
7.3 (Anhang).

Housekeeping-Gen cipA cIpX nifS pepX pyrG recG rplB uvrA
Annealing-Temperatur (°C) 60-52 60-52 60-52 60-52 60-52 55 60-52 60-52

Tabelle 2.4: Annealing-Temperatur der Housekeeping-Gene

Rechnerisch lasst sich der DNA-Gehalt nach Abschluss der PCR mit Formel 2.2 ermitteln
(Saiki et al. 1988, Coen 2006).

Anzahl DNA-Amplifikate = 2 "; n = Anzahl der Zyklen

Formel 2.2: Berechnung der Anzahl der DNA-Amplifikate
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Bei den Genen clpA, clpX, nifS, pepX, pyrG, rplB und uvrA wurde eine TD-PCR mit 49 Zyk-
len verwendet, sodass sich etwa 2 *° = 5,6 x 10 '* Amplifikate ergaben. Fiir das Gen recG mit
30 Zyklen lieBen sich 2 3 = 10 ® Amplifikate berechnen.

Die Ergebnisse der PCR wurden mit der Agarose-Gelelektrophorese Uberpriift (Abschnitt
2.8).

2.8 Agarose-Gelelektrophorese

Fir eine erste Bewertung der PCR-Produkte wurden die DNA-Amplifikate in einem 1,5-%-
Agarose-Elektrophoresegel  aufgetrennt. Wahrend der Agarose-Gelelektrophorese-
Herstellung wurde einige Fotografien angefertigt, welche in Abbildung 2.2 zu sehen sind.

Abbildung 2.2: Herstellung eines Agarose-Elektrophoresegels

Oben links: Die Pfeile markieren die K&mme in der Kammer. Oben rechts: Guss des fliissigen Gels in
die Kammer. Unten links: Pipettieren des PCR-Produkts und des Langenstandards in die Geltaschen.
Unten rechts: Gel nach der Elektrophorese, der weiBe Pfeil markiert eine Geltasche, die schwarzen
Pfeile die Elektrophorese-Banden. Quelle: Eigene Fotografien.

45



Tabelle 2.5 enthélt einen Uberblick iber Herstellung und Auswertung der Gelelektrophorese.

Es lief ein Referenzmarker (OGeneRuler 50 bp DNA Ladder, ursp. Firma Invitrogen, Thermo

Fisher Scientific Inc., Schwerte, Deutschland) aus DNA-Molekilen verschiedener bekannter

Langen mit. Der Langenstandard fungierte fur einen Referenzbereich von 50 — 1000 Basen-

paaren (bp) bei einer Gellange von circa acht Zentimetern und einer Laufzeit von einer Stun-

de. Mit dem Referenzmarker lie3 sich der DNA-Gehalt der Banden in ng/0,5 ug und in Pro-

zent angeben. Die bendtigen Arbeitsgerate und Reagenzien sind in den Tabellen 7.7 und 7.8

im Anhang zu finden. Die Gelelektrophorese gibt einen ersten Hinweis auf die Ausbeute der

PCR (Voytas 2001). AnschlieBend erfolgten die Auswertung und Dokumentation der Gele

(Abbildung 2.3).

Arbeits- Reagenz-

schritt volumen Reagenz

Methodik

1 300 ml TBE-Puffer

459 Agarose
Gel Real
2 18 pl Nucleoid Stain
Acid
3 - -
4 - .
5 - -
OGeneRuler
6 21 50 bp DNA
2 ul Loading Dye
7 6 pl PCR-Produkt/
NK
8 - .
9 - -
10 - -

Vermischung und Erwarmung in Mikrowelle (600
Watt, 5 min); Uberprifung auf sichtbare Kristalle

Hinzufligen und Vermischung mit Magnetrihrer

Préparation der Gelkammer

Einflgen des flissigen Gels in die Gelkammer und
Entfernung mdglicher Luftblasen

Aushéartung des Gels (30 min), Einlegen in die
Elektrophoresekammer  (Peglab  Biotechnologie
GmbH, Erlangen, Deutschland) und Bedeckung mit
TBE-Puffer

Einflgen des Langenstandards in einzelne Gel-
taschen

Vermischung und Einfligen in die Geltaschen

Betrieb der Gelelektrophoresekammer (160 Ampere,
1 h)

Entnahme des Gels; Abspilen mit destilliertem
Wasser

Auswertung, Beschriftung und  fotografische
Dokumentation mit einer Polaroid-Land-Kamera im
Integration-Modus (BioCapt, Darmstadt, Deutschland)

Tabelle 2.5: Herstellung eines Agarose-Elektrophorese-Gels

Gelkonzentration 1,5 %, Kapazitéat fir 100 Proben. Fir weitere Ausflihrungen siehe Text. TBE TRIS-

Borat-EDTA, NK Negativkontrolle.

46



PRa PSae NK M PSeS PSth PShm PSoR PBaell PEi PFca leer PHerl PLad PLeh NK Plep PMel PMie M

bp_ng

1000
900

Abbildung 2.3: Fotografie eines Elektrophoresegels am Beispiel von pyrG

Im rechten Teil der Abbildung ist eine Lesehilfe fiir den 50-bp-Langenstandard eingefligt. Die schwar-
zen Banden in den Lauflinien der Proben lassen die Lange der PCR-Produkte zwischen 500 und 900
Basenpaaren einordnen. Die NK missen sich zum Ausschluss einer Kontamination oder Verwechs-
lung als richtig negativ erweisen. In der Spalte der zweiten NK von links ist eine hellgraue Bande mit
einer Lange von circa 50 bp zu sehen, welche die Oligonukleotid-Zugabe in Form von PCR-Primern
darstellt. Es handelt sich um eine Positiv-Fotografie und somit um ein originaltreues Bild. NK Negativ-
kontrolle, M Marker (Lauflinie des Langenstandards). Quelle: Eigene Fotografie, Langenstandard-
Referenz ursp. Firma Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc., Schwerte, Deutschland.

Konnte eine Bande mit der erwarteten L&dnge der PCR-Produkte im Elektrophoresegel nach-
gewiesen werden, wurden weitere Arbeitsschritte wie beispielsweise die im folgenden Ab-
schnitt beschriebene Sanger-Sequenzierung angeschlossen.

2.9 Sanger-Sequenzierung

Die Sequenzierungen der PCR-Produkte wurden mittels Sanger-Sequenzierung von den
Firmen Source BioScience GmbH (Berlin, Deutschland) und GATC Biotech AG (KéIn,
Deutschland) durchgefuhrt.

1977 wurde die sogenannte Sanger-Sequenzierung von Sanger et al. publiziert. Flr die Se-
quenzierung wurde der DNA-Doppelstrang durch Erwdrmung in zwei Einzelstrange denatu-
riert. In vier Reaktionsansatzen wurden der DNA-Einzelstrang mit der zu sequenzierenden

DNA-Sequenz, Primer, DNA-Polymerase, ausreichend Desoxyribonukleosidtriphosphate
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(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) und jeweils ein radioaktiv markiertes Didesoxynukleosidtriphos-
phat (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) zugegeben. Die Besonderheit an den ddNTP ist, dass
der Zuckerring am 3'-C-Atom ein Wasserstoffatom anstelle einer Hydroxygruppe tragt und es
somit an dieser Stelle bei der DNA-Elongation zum Kettenabbruch kommt (Abbildung 7.4).
Aufgrund der radioaktiven Markierung konnte nach Auftrennung der Produkte mittels Gel-
elektrophorese einer Basensequenz erkannt werden. In der Weiterentwicklung wurde anstel-
le einer radioaktiven Markierung ein Fluoreszenz-markierter Farbstoff verwendet, sodass ein
einzelner Reaktionsansatz moglich wurde. Eine anschlieBende Kapillarelektrophorese konn-
te in Kombination mit einer Laser-Analyse zur Sequenzdetektion verwendet werden (Sanger
et al. 1977, Hof und Dérries 2009, Nationales Genomforschungsnetz (NGFN) 2014).

Die PCR-Produkte waren nach der Gelelektrophorese fiir die Sequenzierung vorzubereiten.
Fir alle acht Housekeeping-Gene wurde nach dem gleichen Prozess verfahren, indem 5 pl
PCR-Amplifikat mit 15 pl destilliertem Wasser und 20 pl Inner Forward- beziehungsweise
Inner Reverse-Primer auf eine 96-Well-Platte aufgebracht wurden. Funf Proben (PHaf, PHei,
PKi, PLa, 20047) des Gens nifS bildeten eine Ausnahme, da sie eine duBBerst schmale Ban-
de im Agarose-Elektrophoresegel zeigten. Zu diesen Proben wurden lediglich 7,5 ul destil-
liertes Wasser hinzugeflgt, um eine zu starke Verdiinnung zu verhindern. Es wurde die Ana-

lyse der Vorwarts- und Rickwarts-Sequenz durchgefihrt.

2.10 Auswertung der DNA-Sequenzen

Nach der externen Sequenzierung wurden die Daten in Form von ab1-, fas- und seg-Dateien
zur Verfigung gestellt. Die Bearbeitung der Daten wurde mit verschiedenen Programmen
durchgefiihrt. Fir die Sequenzanalyse wurde Smartgene IDNS® verwendet (Abschnitt
2.10.1) und die Allel- und Sequenztypen wurden mithilfe der MLST-Datenbank bestimmt
(Abschnitt 2.10.2). Aus den 81 eingeschlossenen Proben (Abschnitt 2.2) mit Vorwarts- und
RlUckwartssequenz von acht Genloci ergaben sich 1.296 Sequenzen zur Analyse. Die Statis-

tik wurde mit einem Online-Rechner kalkuliert (www.socscistatistics.com).

2.10.1 Smartgene IDNS®

Mithilfe des Software-Programms Smartgene IDNS®, Version v3_6_13r3 (r29973)
(https://apps.idns-smartgene.com/apps, Smartgene, Lausanne, Schweiz), wurde ein Align-
ment der Sequenzen durchgefihrt. Es erlaubte unter anderem die Bestimmung der Se-
quenzlédnge. Es wurden die Vorwarts- und Ruckwartselektropherogramme der Proben hoch-
geladen und in der Maske ,Proofreader” angezeigt (Abbildung 2.4, 2.5 und 2.6).
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File Edit Preferences Help

3 Pep:49 Nuc:145 189
13080999 - rplB PBol R<- TGGGCATAAGAGAAAATATAGGTTGATTGATTTTAATCGAAGAGATAAATTTAGTATTCCTGCTCGAGTTGCTTCTATTGAATATGATCCTAATAGA
414069207_PBol_rpiB_IF-> TGGGCATAAGAGAAAATATAGGT TGATTGATTTTAATCGOAAGAGATAAATTTAGTATTCCTGCTCGOAGTTGCTTCTATTGOAATATGATCCTAATAGA
Consensus TGGGCATAAGAGAAAATATAGOTTGATTOATTTTAATCGAAGAGATAAATTTAGTATTCCTOCTCGAGTTGCTTCTATTGAATATGATCCTAATAGA
[Consensus AA G H K R K o R L | D F N R R D K F 8 | P A R v A 8 | E Y D P N R
[E000783 togocataagagaaagtatagogttogattogattttaatcgaagagataaatttagecattcctgctcogagttgettctattogaatatgatcectaataga
Ref AA G H K R K Y R L | D F N R R D K F s | P A R v A 8 | E Y D P N R
Prev | search Mode |l Mext |[«] [ i I D

T 6/6/GCA[TAAGAGAAAATATAGGTTGATTGATTTTAATCGAAGAGATAAATTTAGTATTICCTGCTCGAGTTGCITTCTATTGAATATGATCCTARATARGA

L I

13080999 - rpIB PBol R<-
TGGGCATAAGAGAAAATATAGGTTGATTGATTTTAATCGAAGAGATAAATTTAGTATTCCTGCTCBGAGTTGCTTCTATTGAATATGATCCTAATARGA

Reset 414069207_PBol_rpIB_IF->

Reset

4

Abbildung 2.4: Beispiel | fiir ein Sequenzalignment des Gens rp/B
Dargestellt ist ein Auszug der Sequenz von Stamm PBol, ST 86, AT 27, B. garinii. Die Nukleotidba-
senpeaks werden flr Adenin grin, fir Cytosin blau, fiir Guanin schwarz und fir Thymin rot dargestellt.
Die Héhe des Basenpeaks gibt die Konzentration der jeweiligen Base wider, kann aber manuell ver-
andert werden, um beispielsweise die Basenpeaks in ein definiertes Verhaltnis zu setzen. Im oberen
Drittel der Maske wird die Sequenz im Buchstabenformat angezeigt. Die Zahlen links und rechts in der
obersten Zeile markieren den Ausschnitt der Sequenz, hier von Base 93 - 189. Des Weiteren kann
eine Base blau markiert und deren genaue Peptid- und Nukleotid-Position angezeigt werden, hier
Adenin an der Nukleotidbasen-Position 145, Peptid 49. Dariiber hinaus wird in der Consensus-Zeile
(dritte Zeile von oben) des Proofreaders das Ergebnis der Vorwarts- und Rickwérts-Sequenz mar-
kiert. Stimmen diese Uberein, wird die jeweilige Base angezeigt. Wenn diese rot hinterlegt ist, weicht

die Base von der Nukleotidbase der Referenz an dieser Position ab.

File Edit Preferences Help

1 Pep:1 Nuc:1 72
414069206 PBol_recG IR |[GCTCGOGTCAACATTATGATAATTTATCCAACATATTGTCTTCTTTTAACATTTCAGTGACTCTTTTGACAGGT
414069205_PBol_recG_IF-> GCTCGTCAETTATGATAATTEATCCACATATTGTCTTCTTTTAACATTTCAGTGACTCTTTTGACAGGT
Consensus GCTCGTCAACATTATGATAATTTATCCAACATATTGTCTTCTTTTAACATTTCAGTGACTCTTTTGACAGGT
Consensus AA A R Q H ¥ D N 1 S N | L S S F N | S A4 T L L T G
[AE000783 g citicigiticiaialciaktitialitiglaktTaralititdtdaitacitialaiciaitiantitiaigictalc ic i tutititiaia ichaltitfisiciatalitigiatc i iichtst it S tigralec gl gt
RefAA A R Q H ¥. D N 5 S N | L A P F N | S M T L E T G
Prev | Search Mode | next |[d 1] I 0|

leiciTlcle|Tic|ala/cia|T|T|a|T|6]a|T|AlA|T|TIT|A|TIC|C|AlAlc|A|TIAITIT|G|TIC|T|T|c|TIT|T|T|AlAlc|A|T|T|TIc|Al6|TI6|A|C|T|c|T|T|T|TI6]A|C|AlG|G|T

o‘,. uh.u.a.m:.umluu.t.a‘a‘mJ.

W

) A /
| '414069206_PBol_recG_IR<-

CTCGTCA TTIATGA|TAATT |ATICICl |AICIATIAT|TIGTCTTC|TTTTAACATTTCAGTGACTCTTTTGA|ICAGGHT

Il

ACGT !
Reset | 1414069205_PBol_recG_IF->

Abbildung 2.5: Beispiel Il fir ein Sequenzalignment des Gens recG
Die olivgriine Unterlegung der Basen im Buchstabenformat zeigt Bereiche manueller Ergdnzungen
beziehungsweise Verbesserungen an. Es lasst sich eine schlechte Differenzierung des zwei-gipfligen,
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deformierten Basenpeaks von Adenin an der achten und neunten Nukleotid-Position in der Vor-
wartssequenz erkennen. Zur Korrektur wurde manuell eine Insertion vorgenommen, um einen Lese-

rasterfehler zu vermeiden.

Bei drei Stdmmen (PFCa, PHaf, PWudll) ergaben sich bei der Auswertung mit Smartgene
IDNS® Mischsequenzen. Mischsequenzen (MS) sind durch zwei oder mehr Basenpeaks an
derselben Position in sowohl der Vorwarts- als auch Ruckwartssequenz an der gleichen Nuk-
leotid-Position gekennzeichnet. Es war bei den genannten Stdmmen davon auszugehen,
dass DNA von mindestens zwei verschiedenen AT und somit zweier oder mehr Borrelien mit
differenten ST vorlag. PWudll zeigte nur im Gen clpA eine MS und PHaf nur im Gen nifS.
Dem gegenlberstehend konnte fir PFCa in allen acht untersuchten Genen MS nachgewie-
sen werden (Abbildung 2.6).

File Edit Preferences Help

187 Pep:63 Nuc:187 258
clpA_E1_Rev_PFcas- CTTAATATGGGCGAGTATAGTGATTTTACTTCTCTTGATAGATTGATTGGCCCTGTTTTAAGTAATGATGGG
413286101 _clpA_E1_ PFca> |CTTAATATGGGCGAGTATNGNGATTTTACTTCTCTTGATAGNTTGNTTGGCCCTGTTTTAAGTAATGANGGG
Consensus CTTAATATGGGCGAGTATNGNGATTTTACTTCTCTTGATAGNTTGNTTGGCCCTGTTTTAAGTAATGANGGG
Consensus AA L N M G E iV X D F: T S L D X L X G P Vv L S N X G
AE000783 cttaacatggogtgagtataatgattttaattectcttgatagattgattgggectogttttaagtaatgaagga
RefAA L N M G E Y N D F N S L D R L | G P Vv 5 S N = G
|_Prev_| Search Mode Jl Next ‘11[ | I | >

TTAATATGGGCGAGTATAGTGATTTTAICTTCTCTTOGATAGA|TTGATTGGCCCTGTTTTAAGTAATGATGGC
ACGT !Lun“—AL“mL‘; = \/W\/\/W\/\W
| Reset | clpA_E1_Rev_PFcas<-
1 TITAATATGGGCGAGTAT 6 GATITTTAICTTCTCTTGATAQG TTG |[TTGGCCCTGTTTTAAGTAATGA G G G
ACGT lluxu“ _.‘m“ J

413286101 _clpA_E1_PFca->

Abbildung 2.6: Sequenzalignment der Mischsequenz PFCa
Gen clpA, keine Spezies-Zuordnung mdglich. Die Mischsequenz-typischen Basenpeaks sind grafisch
mit schwarzen Pfeilen markiert.

Durch die alleinige Betrachtung der MS konnte keine Aussage darlber getroffen werden,
welcher Basenpeak im Verlauf einer MS einem AT zugeordnet werden kann. Somit konnten
die zwei oder mehr vertretenen AT nicht bestimmt werden. Bei der Betrachtung des alleli-
schen Profils eines Stammes ist dieser auch dann als MS zu klassifizieren, wenn eine MS
nur in einem Housekeeping-Gen nachgewiesen werden konnte. Anhand der Sequenz-
Analyse kann nur festgestellt werden, dass sich mehr als ein Borrelien-ST in der Probe be-
findet, jedoch nicht, ob die stechende Zecke zwei oder mehr Borrelien-Stamme mit verschie-
denen AT trug oder der Patient von zwei mit Borrelien infizierten Zecken gestochen wurde.
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Nachdem die Sequenz-Uberpriifung und Korrektur in der Maske ,Proofreader” abgeschlos-
sen waren, war fir jede hochgeladene Sequenz unter der Registrierkarte des jeweiligen
Gens die Buchstabensequenz zu finden. Diese bestand im Idealfall aus GroBbuchstaben.
Fanden sich auch Kleinbuchstaben, war die betroffene Base entweder nur durch die Vor-
warts- oder die Rickwartssequenz bestétigt, da die Sequenz im Bereich des Komplemen-
tarstranges nicht auswertbar oder nicht vorhanden war. Zudem wurde fur jeden eingespielten
Stamm ein Stammblatt ausgefillt, welches Fragen zu Fundort, Isolationsjahr und weitere
Daten auffuhrte.

2.10.2 Allel- und Sequenztyp-Bestimmung mithilfe der MLST-Datenbank

Mithilfe des Smartgene IDNS®-Softwareprogramms (Abschnitt 2.10.1) lieBen sich die Ba-
sensequenzen der amplifizierten Gene anzeigen. Um anschlieBend den Allel- und Sequenz-
typ zu bestimmen, wurde auf die MLST-Datenbank zugegriffen (www.pubmist.org, The De-
partment of Zoology, University of Oxford, Vereinigtes Kénigreich GroBbritannien und Nordir-
land, Kuratorin flr Borrelien: Dr. rer. nat. G. Margos). So wird ein elektronischer Austausch
von vergleichbaren Informationen zwischen Laboren ebenso wie die internationale Samm-
lung groBer Datenmengen mit einheitlicher Nomenklatur und freiem Zugriff fir Interessierte
maoglich (Maiden et al. 1998, Urwin und Maiden 2003, Aanensen und Spratt 2005).

Nach Auswahl von ,Borrelia spp.“ und ,Profile and sequence definitions* sowie ,,Sequence
query“ konnten der AT und dessen Sequenzlange bestimmt werden (Abbildung 2.7). War
kein Ubereinstimmender AT zu finden, konnte die Basensequenz in einem vorherigen Schritt
falsch bestimmt worden sein, ein Ubertragungsfehler der Basensequenz stattgefunden ha-
ben oder es konnte sich um eine neue Basensequenz handeln, welche in der vorliegenden
Form noch nicht in der Datenbank hinterlegt war.

Die acht AT ergeben in Zusammenstellung einen ST, welcher ebenso mit der MLST-
Datenbank bestimmt wurde. Abbildung 2.8 stellt das Einfligen von den AT in die Maske dar.
Wenn ein unvollstédndiges allelisches Profil vorlag, war keine Bestimmung des ST mdéglich.
Durch die Auswahl des ST lieBen sich die bereits in der MLST-Datenbank gespeicherten
Isolate mit dem gleichen ST inklusive zusatzlicher Informationen wie beispielsweise Fund-
land, Spezies sowie Isolationsjahr und -quelle anzeigen.
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Sequence query - Borrelia locus/sequence definitions

Please paste in your sequence to query against the database. Query sequences will be checked first for an e
either DNA or peptide sequences. &

Please select locus/scheme Order results by

clpA v locus v

Enter query sequence (single or multiple contigs up to whole genome in size)

GTTTTAAGTAATGAAGGGTATTATGAATCTACTAGATTTTTTAATTTTTTAAACAAATCT
TCTAATTCTATTATTTTTCTATCAGATTTTGATAAATGTAACAAAAGGGTTTTAGATTTT
TTTTTGGAAGGATTTAAAACAGGCAAGCTTTTTGATGGTCTTGGGAAAAAGGTAAGTTTA {

TCAGAAAGTTTAATAGTAATAAGTATTAATGCTGAGGGCAATGAGCTTAATAGTATTGGC L
TTTAAAAATAAAATGACAGGGGAAAATGATTTTAATCTTATATTAGAGAAGAGATTTCCT
AATGAATTTTTAGAGTTAATAGATTATGTTCTTTTATTT

1 exact match found.

Translate que

[ Allcle |Length  Start position | End position
clpA: 42 579 1 579

Abbildung 2.7: AT-Bestimmung mit der MLST-Datenbank am Beispiel des Gens c/pA
Stamm PHe, Alleltyp 42, Sequenzytp 86, Spezies B. garinii. Zuerst ist der Locus zu wéhlen und die
Basensequenz zu Ubertragen. Der Hinweis ,1 exact match found” nach ,Submit* bedeutet, dass eine

genaue Ubereinstimmung der eingegebenen Basensequenz mit Referenzsequenzen vorhanden ist.

Search Borrelia locus/sequence definitions database by combinations of loci

Please enter your allelic profile below. Blank loci will be ignored.

Autofill profile
[ clpA [ clpX | nifS | pepX | pyiG | recG | rplB | sT: Autofil
42 | 27 29 | 38 29 % | 27 |
33 |
Options Display/sort options Action
Search: Order by: Reset Submit
Exact or nearest match v ST v

ascending v
Display: | 25 v | records per page @
Exact matches found (8 loci).

1 record retuned. Click the hyperlink for detailed information.
[ST|clpA [clpX|nifS|pepX|pyrG recG rplB |uvrA|clonal complex|
86 42 27 29| 38 29 36 27 33

Analysis tools:

Export:

Abbildung 2.8: ST-Bestimmung mit der MLST-Datenbank am Beispiel von PHe (ST 86)
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2.10.3 PHYLOVizZ

Das Programm PHYLOViZ (www.philoviz.net, Feil et al. 2004, Francisco et al. 2009) setzt
verschiedene Stdmme aufgrund ihres allelischen Profils miteinander in Verbindung und kann
Uber farbige Kodierungen weitere Merkmale einbeziehen. Traditionelle Clustertechniken wie
beispielsweise Dendrogramme repréasentieren klonale Komplexe nur schlecht, da sie kurzlich
eingetretene evolutionare Veranderungen nicht korrekt abbilden (Feil et al. 2004). Das Pro-
gramm PHYLOViZ verwendet den goeBURST (global optimal eBURST) -Algorithmus, der
grafisch auf die Verwandtschaft zwischen zwei und mehr Stdmmen unter Berufung auf das
allelische Profil schlieBen und zudem den Griinder-Genotyp des klonalen Komplexes ermit-
teln lasst. Dies basiert auf der Vorstellung, dass ein Genotyp in einer Population h&ufiger
aufgrund eines Selektionsvorteils oder eines zufélligen genetischen Drifts wird und die Diver-
sitat einer Population durch die Ansammlung von Mutationen und Rekombinationen steigt.
Unter dieser Annahme widerfahren einem Gruppenfounder im Laufe der Zeit Mutationen und
Rekombinationen, sodass ein zunachst enger Komplex von phylogenetisch nah verwandten
Stdmmen entsteht. Stdmme, welche sich nur in einem Housekeeping-Gen unterscheiden,
werden als Single Locus Variants (SLV) bezeichnet und analog werden Double Locus Vari-
ants (DLV) und Triple Locus Variants (TLV) definiert. Ziel von PHYLOViZ ist die verstandli-
che und anschauliche Identifizierung und Vernetzung von verschiedenen Stammen zu klona-
len Komplexen, wobei diese Komplexe nicht als statisch zu betrachten und stark von den
vorhandenen Daten abhéngig sind. Klonale Strukturen einer Population kénnen mit PHYLO-
ViZ quantitativ beschrieben werden (Feil et al. 2004, Francisco et al. 2009). PHYLOViZ ist
kostenlos zugangig und erfordert eine Java-Applikation. Unter anderem kann die Analyse
von Datenmaterial auch online durchgefuhrt werden.

Bei der Verwendung des Programms bedeutet ein Tree cut-off-Wert x, dass alle Verbindun-
gen zwischen Nodes von allelischen Profilen mit x oder mehr allelischen Differenzen ge-
l6scht werden. Die GréBe des Kreissymbols ist proportional zu der Anzahl der Stdmme des
jeweiligen ST, aber logarithmisch skaliert (Log Scale-Option). Die Léange der Verbindungen
zwischen den Kreissymbolen ist direkt proportional zu der Anzahl der Unterschiede, wobei
die Skalierung nicht linear ist. In Abschnitt 3.1.3 werden die Ergebnisse im Rahmen dieser
Arbeit mit PHYLOViZ genauer betrachtet.

2.10.4 MEGA - Molecular Evolutionary Genetics Analysis

Mit dem Programm MEGA 7.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 7.0,
www.megasoftware.net) wurden im Rahmen dieser Dissertation unter anderem phylogeneti-
sche Stammbaume erstellt (Tamura et al. 2011, Tamura et al. 2013, Kamura et al. 2016)
(Abschnitt 3.1.2, 3.1.3 und 3.3). Die Anwendung von MEGA 7.0 beruht auf der effizienten
Kalkulation des Programms und der Genauigkeit der Vorhersage der berechneten Stamm-
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bdume (Tamura et al. 2011, Tamura et al. 2013). Die derzeit frei verfligbare Option bietet die
Mdoglichkeit, die Daten zeitlich zu skalieren, was bei der Betrachtung der molekularen Evolu-
tion entscheidend ist (Tamura et al. 2013). MEGA 7.0 erlaubt im Vergleich zu der vorherigen
Version die Bearbeitung gréBerer Datensets (Kumar et al. 2016). Wie Tamura et al. (2011)
zusammenfasst, verwendet MEGA bei der Generierung von Stammb&aumen den Neighbor-
Joining-Algorithmus, welcher auf der Matrix der paarweisen Distanz-Berechnung bestimmt
mit dem Jones-Thornton-Taylor-Modell fir Aminosduresequenzen oder dem Tamura-Nei-
Modell far Nukleotidsequenzen beruht. AnschlieBend wird von dem Programm die Astldnge
des Stammbaumes an die vorliegenden Daten angepasst. Der Durchschnitt und die Stan-
dardabweichungen der erstellten Stammb&ume waren in Tamura et al. (2011) sehr ahnlich
zu den tatsachlichen Werten und zwischen dem automatisch generierten und wahren

Stammbaum nahezu identisch.

2.10.5 Spatialepidemiology

Das Programm Spatialepidemiology (www.spatialepidemiology.net) erlaubt unter der Vo-
raussetzung, dass die geographischen Koordinaten bekannt sind, die Beschreibung von
geografischen Variationen von Erkrankungen (Elliott und Wartenberg 2004). In dieser Arbeit
wurde das Programm beispielsweise zur Anordnung von LB-auslésenden Zeckenstichen auf
einer geografischen Karte verwendet.

2.11 CXCL13

Liquor von Patienten mit NB oder Neurosyphilis wurde nach Abschluss laboratorischer Rou-
tineuntersuchungen im NRZ fiir Borrelien bei -20 °C aufbewahrt. Laborwerte und klinische
Daten wurden gesammelt, mit der Probe vernetzt und anschlieBend anonymisiert. Folgende
Einschlusskriterien wurden zur Untersuchung der Nachweisbarkeit von CXCL13 in Liquor
nach Langzeitlagerung definiert:

(h Einzelne Liquorprobe oder eine Folge von Liquorpunktaten von Patienten mit ge-
sicherter NB oder Neurosyphilis

(11 Dokumentation des exakten Enthnahmedatums

() Entnahme der Probe vor oder innerhalb der ersten drei Tage nach Therapiebe-
ginn; im Falle einer Probenserie ist diese Anforderung nur fir die erst entnomme-
ne Probe obligat

(IV)  Probevolumen von mindestens 200 pl

(V) Aufbewahrung der Liquorprobe fir mindestens 15 Jahre; im Falle einer Probense-
rie ist diese Anforderung nur fur die erst entnommene Probe obligat
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Die Liquorproben von insgesamt zwolf Patienten erflllten die oben genannten Einschlusskri-
terien. EIf Patienten wurden mit gesicherter NB gemaf den Leitlinien der Deutschen Gesell-
schaft fur Neurologie (Rauer et al. 2012) und den European Federation of Neurological
Societies (EFNS) -Richtlinien (Mygland et al. 2010) diagnostiziert, bei einem Patienten lag
eine gesicherte Neurosyphilis vor.

Far die quantitative CXCL13-Bestimmung wurde der Human CXCL13/BLC/BCA-1 Immuno-
assay Quantikine (R&D Systems Minneapolis, MN, USA) verwendet. Interne Analyse-
Validierungen von Liquorproben mit dem genannten Immunoassay wurden am NRZ fir Bor-
relien durchgefiihrt, das Kit wird dort auch fir die Routinediagnostik von CXCL13 eingesetzt.
Das Kit wurde entsprechend den Empfehlungen des Herstellers angewandt. Bei dem Kit
handelt sich um einen Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) mit solider Phase. Ein
ELISA ist ein Testverfahren, welches Antiképer und einen Farbumschlag zum Nachweis ei-
ner Substanz nutzt. Die Wells der 96-Well-Platte waren mit einem rekombinanten, monoklo-
nalen Antikdrper, welche spezifisch fir BLC/BCA-1 ist, Uberzogen. Zuerst war eine Stan-
dardverdinnungsreihe zu erstellt werden (Tabelle 2.6). Es wurde ein Standard von
500 pg/ml als Héchststandard definiert. Mit einem Calibrator Diluent RD6-41 wurde Uber
sechs Schritte bis zu einem Nullstandard mit reinem Calibrator Diluent RD6-41 (0 pg/ml) ver-
dinnt. Assay Diluent RD1S und Standard, Probe oder Kontrolle wurden in die Wells einge-
fugt. Die weitere Abfolge von Waschzyklen und Inkubationen kann Tabelle 2.6 entnommen
werden. Color Reagenzien A und B wurden miteinander vermischt und in die Wells pipettiert.
Eine anschlieBende Inkubation unter Lichtausschluss wurde durch Zugabe einer Stop Soluti-
on beendet. Die optische Dichte wurde mit einem BEP Il (Behring ELISA Prozessor lll, Sie-
mens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) bei 450 Nanometer (nm) analysiert und die
CXCL13-Konzentrationen wurden geman einer Referenzkurve berechnet. Die gemeinsame
Verwendung von BEP Il und dem Quantikine-lmmunoassay erlaubten die Bestimmung von
CXCL13-Konzentrationen tber 7,8 pg/ml, aber eine Differenzierung von Werten tber 500,0
pg/ml war ohne eine Verdinnung mit Calibrator Diluent RD6-41 (1 : 10 beziehungsweise 1 :
100) nicht méglich. Ein cut-off-Wert von 250 pg/ml erlaubte eine hohe Spezifitét bei gleich-
zeitig guter Sensitivitét, welcher auf Validierungen des NRZ fur Borrelien und verschiedener
Publikationen basierte (Senel et al. 2010, van Burgel et al. 2011, Tjernberg et al. 2011,
Rupprecht et al. 2014).
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Arbeits- Reagenz-

schritt volumen Reagenz Methodik
(pl/Well)
nach Standard, Erstellung einer Standardverdiinnungsreihe
1 Verdlnnungs- Calibrator Diluent (250 pg/ml; 125 pg/ml; 62,5 pg/ml; 31,2 pg/ml;
reihe RD6-41 15,6 pg/ml; 7,8 pg/ml; 0 pg/ml)
100 Assay Diluent
5 RD1S Einflgen auf ELISA-96-Well-Platte, Inkubation
50 Standard/Probe/ (Raumtemperatur RT, 2 h)
Kontrolle
3 400 Wash Buffer ~ Waschvorgang: 4 x
4 200 BLC/BCA-1 Hinzuflgen und anschlieBende Inkubation
Konjugat (RT, 2 h)
5 400 Wash Buffer ~ Wiederholung von Arbeitsschritt 3
6 200 Color Reagenz A Vermischung von Color Reagenzien A und B,
200 Color Reagenz B Inkubation unter Lichtausschluss (RT, 30 min)
7 50 Stop Solution  Beendigung der Inkubation
8 - - Messung der optischen Dichte

Tabelle 2.6: Arbeitsschritte in der CXCL13-Diagnostik

2.12 Qualitatskontrolle der experimentellen Untersuchungen

Bei PCR, MLST und CXCL13-ELISA waren fehlerfreie Durchflihrungen der Untersuchungen
unter optimierten Arbeitsbedingungen ausschlaggebend fir eine hohe Ergebnisqualitat und
die anschlieBende Datenanalyse

Eine Degradierung der Borrelien-DNA durch Probegewinnung, Probentransport und Aufbe-
wahrung ist méglich (Aguero-Rosenfeld et al. 2005). Wiederholtes Auftauen und Einfrieren
von DNA, Liquorpunktaten und Reagenzien wie beispielsweise Primern wurde vermieden.
Eine einheitliche Prozessierung der Proben wurde angestrebt.

Allgemein wurde bei allen Arbeitsschritten das Tragen von Handschuhen und Laborkittel und
teils Schutzbrillen eingehalten. Darlber hinaus wurden nur Pipettenspitzen mit integrierten,
sterilen Filtern verwendet. Vor den Versuchen wurden exakte Plattenpléane erstellt, um Ver-

wechselungen zu vermeiden.

Da es sich bei PCR um eine hochsensitive Methode handelt, wurden mdglichst viele Vorkeh-
rungen getroffen, um Kontaminationen und Verwechselungen zu meiden. Der Master Mix fr
die PCR wurde auf einer sterilen Werkbank angefertigt. Die Zusammenfihrung der DNA mit
dem Master Mix erfolgte auf einer raumlich getrennten Werkbank. Die Werkbanke waren mit
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Abzlgen ausgestattet. Negativkontrollen in Form von Master Mix und destilliertem Wasser
erfolgten sowohl bei der PCR als auch in der anschlieBenden Agarose-Gelelektrophorese
mit. Eine Positivkontrolle in Form des Agarose-Elektrophoresegels wies Banden als Ergebnis
fur eine erfolgreiche PCR-Reaktion auf.

Die Sanger-Sequenzierung erfolgte in daflir spezialisierten Zentren. Bei nicht auswertbaren
Sequenzen wurden diese unter teils optimierten Bedingungen wiederholt und gegebenenfalls
erneut PCR-Amplifikate an die Firmen gesandt.

Der CXCL13-ELISA erfolgte entsprechend des Protokolls des Herstellers. Die Inkubations-
zeiten wurden streng eingehalten, um gleichwertige Ergebnisse in verschiedenen Untersu-
chungen zu erlangen. Nach Zugabe der Stop-Lésung (Schritt 7, Tabelle 2.6) schloss sich
eine zligige Weiterbearbeitung und Bestimmung der optischen Dichte an (Schritt 8).
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3 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Multilocus Sequence Typing (MLST) -Ergebnisse den entspre-
chenden Allel- und Sequenztypen von B. garinii und B. bavariensis zugeordnet und an-
schlieBend auf phylo- und populationsgenetischer Ebene analysiert (Abschnitt 3.1.1 bis
3.1.3). AnschlieBend werden die MLST- und die OspA-Typing-Methode gegenlibergestellt
(Abschnitt 3.1.4). Der folgende Abschnitt (3.2.1 bis 3.2.5) fokussiert sich auf die Analyse der
verschiedenen LB-Manifestationen sowie den direkten Vergleich der genannten Spezies
unter klinischen Gesichtspunkten. In Abschnitt 3.3 werden die Daten der MLST-Datenbank
fir B. garinii und B. bavariensis einbezogen und eine Gegenuberstellung der identifizierten
Sequenztypen durchgefuhrt. AbschlieBend wird die Nachweisbarkeit von CXCL13 in akuter
und chronischer Neuroborreliose behandelt (Abschnitt 3.4).

Im gesamten Kapitel ist zu beachten, dass es sich bei der Analyse der an das NRZ fur Borre-
lien gesandten Stdmme um eine retrospektive Betrachtung mit einer kleinen Fallzahl handel-
te. Das Patientengut war praselektioniert, da im Allgemeinen nur Probematerialien von Fal-
len mit schwieriger oder unklarer Diagnostik sowie hoher Krankheitsaktivitat an das NRZ fir
Borrelien gesandt werden. Da jedoch bisher kaum Informationen Gber den Zusammenhang
von Klinik und Genetik vorliegen, soll die folgende Betrachtung unter anderem als Ansatz-

punkt zur Hypothesengenerierung fir weitere Studien verstanden werden.

3.1 Diversitat und Populationsstruktur von B. garinii und B. bavariensis

Das MLST hat sich als eine reproduzierbare und skalierbare Technik fir eine genaue Cha-
rakterisierung von Uberwiegend Prokaryoten einschlieBlich der Identifizierung pathogener
Varianten erwiesen (Maiden et al. 1988, Aanensen und Spratt 2005). Es basiert auf der Se-
quenz-Analyse von Housekeeping-Genen (Abschnitt 1.5.3 und 2.1). Die Housekeeping-Gene
fur B. burgdorferi s. |. wurden so gewahlt, dass sie sich fir epidemiologische, evolutionare
und populationsgenetische Analysen eignen (Margos et al. 2008).

Im Rahmen der folgenden molekulargenetischen Betrachtung wird auf die MLST-Ergebnisse
eingegangen und die Alleltypen (AT) und Sequenztypen (ST) im Kontext der absoluten und
relativen Haufigkeiten, der Spezies und phylogenetischen Beziehungen betrachtet.

3.1.1 Allel- und Sequenztypen
Insgesamt wurden 81 Proben anhand der Einschlusskriterien ausgewahlt (Abschnitt 2.2) und
mittels MLST analysiert. Fir jede Probe wurden acht Housekeeping-Gene untersucht, die
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sich jeweils einem AT und in Zusammenschau des allelischen Profils einem ST zuordnen
lieBen (Abschnitt 2.10.2; Margos et al. 2011, Margos et al. 2015 a).

Bei den Proben handelte es sich um zwei aus Zecken isolierte Bakterien-Stamme (IP90 —
I. persulcatus, 20047 — I. ricinus), wahrend alle weiteren Proben aus Human-Materialien
stammten. Diese teilten sich in 39 Liquorproben, 38 Hautbiopsate und zwei Synovia-Isolate
auf (Tabelle 3.1). Den gréBten Anteil machte die Spezies B. garinii mit 43 Isolaten inklusive
der aus den Zecken isolierten Borrelien-Stdmme aus. Des Weiteren wurden 32 B. bavarien-
sis-Stamme untersucht. Zwei Isolate (PBael und PBaell) stammten aus einem Hautbiopsat
und einem Liquorpunktat eines Patienten mit dem gleichen Entnahmedatum. Drei B. afzelii-
Stdmme wurden aufgrund einer falschen OspA-Zuordnung analysiert und werden bei der
weiteren Ergebnis-Betrachtung nicht aufgegriffen. Zudem ergaben sich drei Mischsequenzen
(MS; PFCa, PHaf, PWudll), welche sich keiner Spezies zuordnen lieBen (Abschnitt 2.10.1).

Probematerial B. garinii  B. bavariensis B. afzelii MS
Liquor 23 14 1 1
Haut 17 17 2 2
Synovia 1 1 0 0
Zecke 2 0 0 0
gesamt 43 32 3 3

Tabelle 3.1: Probematerialien der 81 isolierten Borrelien-Stamme
Die B. afzelii-Isolate wurden aufgrund des Einschlusskriterium IV analysiert und sind fir die weiteren
Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit nicht relevant. MS Mischsequenz.

64 Isolate sind im Rahmen dieser Doktorarbeit erstmals sequenziert worden. Eine Ubersicht
Uber die sequenzierten Stdmme und die ermittelten AT und ST findet sich in Tabelle 7.12 im
Anhang.

Bei differenzierter Betrachtung der AT zeigte B. garinii eine gr6Bere Heterogenitat als B.
bavariensis. Je nach Housekeeping-Gen fanden sich bei der erstgenannten Spezies zwi-
schen acht (nifS, recG) und zwolf (uvrA) verschiedene AT, wahrend sich die B. bavariensis-
Stdmme nur im Gen nifS mit dem AT 27 far den ST 84 oder dem AT 28 fur den ST 85 unter-
schieden. Im Anhang sind die absoluten Haufigkeiten der AT aller acht Housekeeping-Gene
der 43 B. garinii-Isolate in Form von Balkendiagrammen dargestellt (Abbildung 7.5 bis 7.12).
Insgesamt ergaben sich unter den 648 untersuchten Allelen zwdlf neue AT (clpA: 185, 186,
187; clpX: 147; nifS: 134; pepX: 159, 160; recG: 170; rplB: 144, 145; uvrA: 160, 161), welche
erstmals in dieser Arbeit beschrieben wurden (Tabelle 7.12). Im Anhang sind die Basense-
quenzen der neuen AT zu finden, auf welche auch online Uber die MLST-Datenbank zuge-
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griffen werden kann (www.pubmist.org). In Tabelle 7.13 ist zur Vollstandigkeit die Genba-

senverteilung der eingeschlossenen Stamme dargestellt.

Die allelische Heterogenitat von B. garinii im Vergleich zu B. bavariensis spiegelte sich auch
auf Ebene des ST wider. Insgesamt zeigten die einbezogenen B. garinii- und B. bavariensis-
Stdmme 21 verschiedene ST. Die absoluten Haufigkeiten sind in Abbildung 3.1 dargestellt.
Der ST 84 war mit 28 Stammen der haufigste ST und lie sich der Spezies B. bavariensis
zuordnen, welche nur einen weiteren ST (ST 85) umfasste. Die 28 Isolate mit ST 84 stamm-
ten von nur 27 Patienten, da PBael und PBaell aus unterschiedlichen Probematerialien (res-
pektive Haut und Liquor) eines Patienten isoliert wurden. B. garinii wies mit 18 verschiede-
nen ST eine wesentlich héhere Diversitat als B. bavariensis auf und der ST 86 war mit neun
Stdmmen innerhalb dieser Spezies am haufigsten. B. garinii umfasste sechs neue ST (573,
574, 575, 576, 577, 578; Tabelle 7.12) aufgrund neuer AT. Zudem lag bei Stamm PRef
(B. garinii) ein weiterer neuer ST (482) vor, welcher auf einer bisher nicht in der Datenbank
hinterlegten Kombination bereits bekannter AT beruhte. Insgesamt war B. garinii folglich
auch bei der ST-Betrachtung heterogener als B. bavariensis.

578

577

576

575 L
— . B. bavariensis
573
482
373

B. garinii

251
246
245
244

180
179
177
173

Abbildung 3.1: Absolute Haufigkeiten von B. garinii- und B. bavariensis-ST
Einschluss von 75 Stdmmen (n (B. garinii) = 43, n (B. bavariensis) = 32). Die Ziffer rechts des Balkens

gibt den Sequenztyp (ST) wider. Die im Rahmen dieser Arbeit neu zur MLST-Datenbank hinzugefig-
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ten ST sind grau hinterlegt (482, 573, 574, 575, 576, 577, 578). Die Grafik verdeutlicht anschaulich die
Heterogenitdt von B. garinii im Vergleich zu B. bavariensis, wenn die Verteilung der grauen und

schwarzen Balken betrachtet wird.

Es gab keinen erkennbaren Zusammenhang zwischen dem Jahrgang des Materialeingangs
und dem ST. Hierbei wurden die Stimme mit spaten LB-Manifestationsformen ausgeschlos-
sen, da in diesen Fallen das Probeneingangsdatum und der Jahrgang der Borrelien-
Akquisition nicht miteinander gleichgesetzt werden sollten.

3.1.2 Genetische Variabilitat von B. garinii und B. bavariensis

Das Programm MEGA 7.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 7.0) eignete
sich fUr die statistische Analyse der genetischen Daten. Die Grundlagen von MEGA 7.0 wer-
den in Abschnitt 2.10.4 erortert. Es wurde angewandt, um eine genetische Variabilitat zwi-
schen den Spezies zu erkennen.

Eine Ubersicht des Basengehalts der Stimme findet sich in Tabelle 7.13 im Anhang. Isolate
des gleichen ST zeigten die gleiche Basenkomposition.

Die Pairwise Distance gibt die Anzahl der substituierten Basen zwischen zwei Sequenzen
wider (Tabelle 7.15, Rahmenparameter: Substitutionsmodell: Nukleotide; Kimura-2-
Parameter-Modell). Je grdBer die Pairwise Distance, desto weiter entfernt ist die Verwandt-
schaft der betrachteten Stdmme. Die Pairwise Distance der B. garinii-Stdamme (n = 43) ran-
gierte zwischen 0 und 0,013. Der Minimalwert der Distanzbetrachtung kam zustande, wenn
es sich um Stdmme des gleichen ST handelte. Die gréBte Distanz von 0,013 fand sich zwi-
schen PMag und PNov sowie PMag und IP90. Dies legt eine Sonderstellung des Stammes
PMag im Rahmen der européischen Lyme-Borreliose nahe (fir weitere Erlduterungen siehe
auch Abbildung 3.3, Abschnitt 3.3 und 4.3). Bei der Betrachtung der aus Zecken isolierten
Stamme zeigte IP90 zu den weiteren B. garinii-Stammen eine mittlere Pairwise Distance von
0,012 und der Stamm 20047 von 0,010. Die Pairwise Distance von B. bavariensis unter-
schied sich nur zwischen den Stdmmen mit ST 84 und ST 85.

Die Overall Mean Distance (d) ist das arithmetische Mittel aller individuellen Pairwise Dis-
tances der eingeschlossenen Taxa, sie betrug fur B. gariniid = 0,007. Flr die B. bavariensis-
Stdmme (n = 31) ergab sich d = 0,0000485. Diese zeigten eine engere Verwandtschaft als
die B. garinii-Stamme. Die Overall Mean Distance beider Spezies betrug d = 0,012.

In Tabelle 7.16 sind die Overall Mean Distances der einzelnen Housekeeping-Gene flr B.
garinii und B. bavariensis aufgefiihrt. Bei B. garinii war diese am gréBten fir das Gen uvrA
und am geringsten fir clpX. Fir die Spezies B. bavariensis gab es nur im Gen nifS eine zu
berechenbare Distanz, da sich die ST 84 und 85 nur in diesem einzelnen AT unterschieden.
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In Tabelle 3.2 ist das Ergebnis des Tajima Neutrality Test (Rahmenparameter: Substituti-
onsmodell: Nukleotide, Tajima's Test of Neutrality) dargestellt. Die Variable 1 gibt die Nukle-
otid-Diversitat an. Je geringer die Nukleotid-Diversitat ist, desto nadher verwandt ist die be-
trachtete Taxa. Wie zu erwarten, zeigte B. garinii eine gréBere Nukleotid-Diversitat als B.

bavariensis.
Spezies n S Ps 1
B. garinii (n = 43) 43 2979 0,623613 0,034965
B. bavariensis (n = 31) 31 1 0,000209 0,000049

Tabelle 3.2: Tajima Neutrality Test
S: Anzahl der Segregating Sites; Ps = S/m, wenn m: totale Anzahl an Sites; m: Nukleotid-Diversitat pro
Site.

3.1.3 Populationsstruktur von B. garinii und B. bavariensis

Im Folgenden sollen die ST auf Basis des allelischen Profils bezuglich ihres Verwandt-
schaftsgrades miteinander in Verbindung gesetzt werden. Die Verwendung des goeBURST-
Algorithmus erlaubt eine Darstellung der Verwandtschaft bakterieller Isolate anhand des alle-
lischen Profils. Diese Methode wurde speziell zur Analyse von MLST-Daten entwickelt (Feil
et al. 2004) und spéter von Francisco et al. (2009) ausgearbeitet. Die zugrundeliegenden
Theorien und eine Erlauterung des Programms finden sich in Abschnitt 2.10.3. Abbildung 3.2
zeigt das Ergebnis der PHYLOViZ-Bearbeitung der eingeschlossenen B. garinii- und B.
bavariensis-Stamme. Die zugrundeliegenden Daten fir die Erstellung von Abbildung 3.2 sind
in Tabelle 7.14 hinterlegt.
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Abbildung 3.2: Phylogenetische Ubersicht von B. garinii und B. bavariensis
Eingeschlossen waren 43 B. garinii (blaue Markierung) - und 31 B. bavariensis (graue Markierung) -
Isolate. In der Abbildung wurde ein nLV von 6 verwendet. Das heif3t, dass die verbundenen ST in
mindestens sechs AT Ubereinstimmen. Die GroBe des Kreissymbols ist proportional zu der Anzahl der
Stdmme des jeweiligen ST, jedoch nicht linear. ST 86 ist Gruppenfounder eines klonalen Komplexes
(CC 86, markiert mit einem Pfeil). Weitere Nodes sind vom Gruppenfounder abgespalten und formie-
ren sich meist zu Parchen, die sich in einem einzelnen AT differenzieren: ST 573 und 82 unterschei-
den sich in pyrG (respektive AT 159, 36). Ebenso im Gen pyrG variiert der ST 179 mit AT 82 vom ST
180 mit AT 87. ST 576 und 244 weichen im Gen clpA (AT 186 und 48) voneinander ab. Darlber hin-
aus unterscheiden sich ST 482 und 251 im Gen uvrA (AT 154 und 85). ST 246 und 578 unterscheiden
sich in zwei AT. Die ST 245, 373 und 575 stellen sich als singuldre Nodes dar, da sie sich von den

anderen Sequenzen in mehr als zwei AT unterscheiden.

Abbildung 3.3 zeigt die B. garinii-Stdmme in einem Maximum Likelihood Tree, der mit dem
Programm MEGA 7.0 berechnet wurde (Rahmenparameter: Substitutions-Modell: Nukleoti-
de; Tamura-Nei-Modell; ML Heuristic Method: Nearest-Neighbor-Interchange (NNI)). Ahnlich
wie in Abbildung 3.2 sind einige Stdmme einzeln oder in Parchen abgetrennt.

Es lasst sich zusammenfassen, dass bei dem Vergleich von Abbildung 3.2 und 3.3 keine
Aussage Uber Rekombination méglich war, da die Stdmme mit Ausnahme eines klonalen
Komplexes nur Minor-Komplexe bildeten.
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In Analogie zu Abbildung 3.2 sind die dort in Parchen abgetrennten Stdmme hier ebenso nebeneinan-
der in einer Gabelung gruppiert (markiert mit einem Stern; 576 und 244; 573 und 82; 482 und 251;
578 und 246). Diese unterscheiden sich in einem Housekeeping Gen (ST 576 und 244 respektive AT
clpA 186 und 48; ST 573 und 82 respektive AT pepX 159 und 36; ST 482 und 251 respektive AT uvrA
154 und 85). Das Péarchen 578 und 246 differenziert sich in pepX (AT 96 und 99), rp/B (AT 145 und
79) und uvrA (AT 33 und 87). Die Pfeile markieren ST 373 und 575, welche in Abb. 3.2 einzelne Sin-
gletons darstellen. Die im rechten oberen Quadranten abgebildeten ST (ST 577, 574, 177, 173 und
87) unterscheiden sich vom ST 86 in einem einzelnen Housekeeping-Gen. Sie bilden den klonalen
Komplex CC 86 (s. a. Abbildung 3.2). Die Stellung von ST 373 ist zu beachten, welcher aus einer /.

persulcatus-Zecke in Russland isoliert wurde, wahrend alle weiteren Isolate aus Europastammten, wo
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Abbildung 3.3: Maximum Likelihood Tree von B. garinii (n = 43)

der Vektor gewdhnlicherweise [. ricinus ist (Abschnitt 1.3.2).
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3.1.4 Zusammenhang zwischen dem OspA- und MLST-Sequenztyp
Der Outer surface protein A (OspA)-Typ ist fir die meisten Stdmme bereits im Vorfeld dieser
Arbeit ermittelt worden (Abschnitt 2.3) und wird in diesem Kapitel mit dem MLST-ST vergli-

chen.

Borrelia garinii und Borrelia bavariensis

Insgesamt flossen die 41 B. garinii-lsolate aus humanen Probematerialien und die 32 B.
bavariensis in diese Auswertung mit ein. B. garinii umfasst die OspA-Typen 3, 5, 6, 7 und 8,
wahrend B. bavariensis durch den OspA-Typ 4 reprasentiert wird (Wilske et al. 1993, NRZ
far Borrelien 2008, Margos et al. 2009; siehe auch Abschnitt 1.2.2 und 2.3). Die OspA-Typen
9 und 10, welche auf einer im NRZ flir Borrelien internen, nicht validierten Klassifizierung
beruhen, wurden nur bei Zeckenisolaten (IP90 und 20047) festgestellt und nicht in den Pati-

entenisolaten gefunden.

Die Bestimmung des OspA-Typs erfolgte mittels OspA-Sequenz und/ oder Restriktionsfrag-
ment-Langenpolymorphismus (RFLP). Die OspA-Sequenz (n = 72) und der RFLP-Typ
(n =73) stimmten in 72 Féllen Uberein (Tabelle 7.17), die OspA-Sequenz von PMag konnte
wiederholt nicht bestimmt werden. Bei dem Stamm PSma konnte nicht zwischen OspA 3 und
7 sowie bei PBe nicht zwischen OspA 5 und 6 auch nach der Wiederholung des RFLP diffe-
renziert werden. Eine Aufteilung der OspA-Typen bezliglich der Probematerialien gibt Tabel-
le 3.3 wider. Auffallig war eine Dominanz des OspA-Typs 6 isoliert aus Liquorpunktaten. Der
OspA-Typ 4 wurde durch 14 Liquor-, 17 Haut- und einer Synovia-Probe représentiert und
zeigte somit keine Praferenzen zwischen den Probematerialien Liquor und Haut.

osPAﬁif_%uenZ/ Liquor Haut Synovia gesamt
3 4 3 0 7
5 2 6 0 8
6 12 5 1 18
7 2 1 0 3
8 2 1 0 3
4 14 17 1 32
gesamt 36 33 2 71

Tabelle 3.3: Verteilung der OspA-Typen in den unterschiedlichen Probematerialien
OspA-Typen 3 — 5: B. garinii; OspA-Typ 4: B. bavariensis; Zuordnung siehe Text. Eingeschlossen sind
B. garinii- (n = 39; ohne PBe und PSma) und B. bavariensis (n = 32) —Isolate. 56,4 % der B. garinii-

Stdmme wurden aus Liquorpunktaten isoliert. RFLP Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus.
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In Tabelle 3.4 ist der Zusammenhang zwischen den OspA-Typen und den MLST-ST darge-
stellt (siehe auch Abbildung 3.4). Der OspA-Typ 6 zeigte eine Haufung des ST 86 mit neun
Isolaten, daneben fanden sich der ST 87 mit drei Proben und weiteren sechs ST, die jeweils
nur einmal in dieser Arbeit vorlagen. Keiner dieser ST war in einer anderen OspA-Typ-
Gruppe vertreten. Von sieben Stdmmen, welche in der MLST-Untersuchung den ST 244
ergaben, wurden sechs als OspA-Typ 3 bestimmt. Zudem zahlte das Isolat PSma hinzu, flr
welches nicht zwischen OspA-Typ 3 und 7 differenziert werden konnte und der Stamm folg-
lich nicht in Tabelle 3.4 eingeschlossen wurde. Der ST 245 fand sich zweimal bei OspA-Typ
8 und einmal bei Typ 5 beziehungsweise 6, da das OspA-Ergebnis fiir den Stamm PBe nicht
eindeutig zu interpretieren war. Letzterer ist deshalb nicht in Tabelle 3.4 inkludiert. In der
Gruppe des OspA-Typs 8 fand sich neben dem ST 245 noch ein Vertreter des ST 251
(Stamm PRas). Eine Wiederholung des OspA-RFLP der Probe PRas ergab konsistent den
OspA-Typ 8. Zwei weitere Stamme wiesen ST 251 auf, wurden aber OspA-Typ 7 zugeord-
net. Mit Ausnahme der genannten Stamme lieBen sich alle ST nur einem OspA-Typ zuord-
nen, wobei viele ST mit einer nur geringen absoluten Haufigkeit auftraten und somit eine

reprasentative Beurteilung nicht zulieBen.

OspA- )
Sequenz/ A MLST-ST-Haufigkeiten (Anzahl)
anzahl
RFLP
3 7 244 (6) 576 (1)
5 8 246 (5) 173 (1) 573 (1) 575(1)
6 18 86 (9) 87 (3) 177 (1) 179 (1) 180 (1) 574 (1) 577 (1) 578 (1)
7 3 251 (2) 482 (1)
8 3 245 (2) 251 (1)

Tabelle 3.4: Vergleich zwischen dem OspA- und MLST-Sequenztyp
Eingeschlossen sind B. garinii- (n = 39, ohne PBe und PSma) -Isolate. Mit Ausnahme von ST 251
lieBen sich alle ST nur einem OspA-Typen zuordnen. Jedoch sind die geringen absoluten Haufigkei-
ten der meisten ST zu beachten. Die B. bavariensis (n = 32; ST 84 und 85) -Isolate wurden ausge-
klammert, da diese konform den OspA-Typ 4 zeigten. Diese ST lieBen sich bei keinem anderen OspA-
Typen finden. RFLP Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus.

In Abbildung 3.4 sind die Ergebnisse des OspA-/MLST-ST-Vergleichs in einem PHYLOViZ-
Diagramm dargestellt. Die ,Profile Data“ sind Tabelle 7.24 und die ,Isolate Data“ Tabelle
7.17 zu entnehmen. Diese Grafik verdeutlicht, dass die einbezogenen B. garinii- und
B. bavariensis-Stamme gut mittels OspA-Typisierung unterscheidbar waren.
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Abbildung 3.4: OspA- und MLST-ST von B. garinii
Eingeschlossen sind B. garinii- (n = 39; gelb, lila, grau, orange, grin; ohne PSma und PBe) -Isolate.
Insgesamt zeigte sich eine gute Ubereinstimmung von OspA-und MLST-Typ mit Ausnahme des
Stammes PRas (ST 251, OspA-Typ 8), welcher zu einem zweifarbigen Kreissymbol 251 (2/3 der Fl&-
che OspA-Typ 7, 1/3 der Flache OspA-Typ 8) fihrte.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass OspA-Typen und MLST-ST bis auf einige Aus-
nahmen (ST 251; PBe und PSma) Ubereinstimmten. MLST wies eine héhere Diskriminierung
auf (siehe auch Abbildung 3.4).

Borrelia burgdotrferi sensu lato

Um die Ergebnisse in einem weiteren Kontext zu betrachten, wurden zusatzliche Stdmme
akquiriert, von welchen sowohl der OspA-Typ im Rahmen von Untersuchungen am NRZ far
Borrelien als auch der MLST-ST bekannt waren. Auf letzteren wurde Uber die MLST-
Datenbank zugegriffen. In diese Auswertung konnten 39 B. garinii, 32 B. bavariensis, 75
B. afzelii und 31 B. burgdorferi s. s. eingeschlossen werden, was eine Gesamtzahl von 177
Isolaten ergab (Tabelle 7.18). In 176 von 177 Fallen stimmte der OspA-Sequenztyp mit dem
OspA-RFLP Gberein. Fir den Stamm PMag (B. garinii) war der OspA-Sequenztyp insuffizient
hinterlegt, sodass in diesem Fall allein der OspA-RFLP entscheidend war (siehe oben). Fir
die in Tabelle 7.18 aufgeflihrten Stdmme war in 79 Fallen eine OspA-Serologie durchgefiihrt
worden, welche fur sechs Stdmme nicht auswertbar und fir weitere neun Stdmme vom Os-
pA-Sequenztyp divergent war. Alle Isolate sind aus Europa eingesandt und aus humanen
Probematerialien isoliert worden. Die Ergebnisse dieser erweiterten Auswertung sind in Ab-
bildung 3.5 dargestellt.
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Abbildung 3.5: OspA- und MLST-ST von B. burgdorferi s. |.
Eingeschlossen sind 177 Isolate (39 B. garinii, 32 B. bavariensis, 75 B. afzelii, 31 B. burgdorferi s. s.).
~Profile Data“ sind in Tabelle 7.14 und ,Isolate Data“ in Tabelle 7.18 hinterlegt. Der Anteil im linken
unteren Drittel der Grafik zeigt die OspA-Typ 1-Kreissymbole in dunklem Grin (ST 1, 3, 20, 21, 24,
284), es handelt sich um B. burgdorferi s. s.. Aufféllig ist die Homogenitat der B. afzelii, welche in der
OspA-Typisierung korrekterweise Typ 2 (rote Kreissymbole) zugeordnet sind. OspA-Typ 4 (blau) ent-
spricht B. bavariensis. OspA-Typen 3, 5 — 8 entsprechen der Abbildung 3.4. Dunkelgriin = B. burg-

dorferis. s.; Rot = B. afzelii; Hellblau = B. bavariensis; Gelb, Lila, Orange und Hellgriin = B. garinii.

3.2 Zusammenhang zwischen Sequenztyp und klinischer Manifestation

Im Folgenden werden die 73 Borrelien-Stdmme (41 B. garinii, 32 B. bavariensis) bezlglich
der festgestellten klinischen Manifestationen genauer betrachtet. Die Isolationsmaterialien
der B. garinii-Stamme gliederten sich in 23 Liquorpunktate, 17 Hautbiopsate und ein Synovi-
a-Punktat auf. 14 B. bavariensis stammten aus Liquor, 17 aus Hautbiopsaten und ein Stamm
wurde aus einer Synovia-Probe isoliert. In den folgenden Abschnitten werden die Stamme
IP90 und 20047 ausgeklammert, da die Borrelien direkt aus der Zecke isoliert wurden und
klinische Angaben somit entfallen.

Die folgende, retrospektive Betrachtung war auf Informationen limitiert, welche der behan-
delnde Arzt im Rahmen eines Fragebogens bei der Einsendung des Probematerials zur Ver-
figung stellte. Dieser Fragebogen beinhaltete unter anderem Alter und Geschlecht des Pati-
enten, Angaben zu dem Zeckenstich und der Epidemiologie, der klinischen Symptomatik und
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der durchgefuhrten Therapie. Ein beispielhafter Fragebogen findet sich im Anhang. Bei der
Auswertung wurde davon ausgegangen, dass der behandelnde Arzt nach bestem Wissen
die Anamnese, die kérperliche Untersuchung und den Fragebogen unter Einverstandnis des
Patienten beziehungsweise dessen Vormund komplettiert hatte.

3.2.1 Wahrnehmung und geografische Lokalisation des Zeckenstich-Ortes

Mithilfe des Fragebogens wurde die Wahrnehmung der Patienten beziglich eines Zecken-
stichs (ZS) erfasst. Hierbei ist anzumerken, dass eine Person von mehreren Zecken gesto-
chen werden kann und Stiche unbemerkt bleiben kénnen. Zwischen dem eigentlichen Stich
und dem Symptombeginn der LB liegen haufig Tage bis Wochen und sogar Jahre, sodass es
mdoglich ist, dass der Patient sich nicht an einen Stich erinnern kann beziehungsweise vor
allem bei multiplen Stichen die Symptome nicht der verursachenden Zecke zugeordnet wer-
den kénnen. Wenn die Zecke sich bereits wieder abgeldst hat, kann die Stichstelle auch mit

einem Insektenstich verwechselt werden.

Wahrnehmung eines Zeckenstichs

Abbildung 3.6 gibt die relativen Haufigkeiten der Wahrnehmungsformen eines ZS wider, wo-
bei die linke Spalte auch das Kollektiv ohne Angaben Uber einen ZS einbezieht (,unbekannt®)
und die Zeilen sich zwischen den Spezies beziehungsweise deren Kombination unterschei-
den. Betrachtet man die Daten fur B. garinii und B. bavariensis (n = 72; Abbildung 3.6a), la-
gen fir 30,6 % der Patienten keine Angaben Uber einen ZS vor. 48,6 % erinnerten sich an
einen Stich, wobei mindestens vier Patienten multiple Stiche angaben. 6,9 % der Patienten
waren sich unsicher, ob sie von einer Zecke gestochen worden waren und 13,9 % verneinten
einen ZS. Werden nur die Daten der Patienten (n = 50) einbezogen, welche eine Angabe
Uber die Wahrnehmung eines ZS machten, konnten sich respektive 70,0 % an einen Stich

erinnern, 10,0 % waren sich unsicher und 20,0 % verneinten einen ZS.
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# Unbekannt

i ZS erinnerlich

# ZS nicht erinnerlich
1 ZS unsicher

a) B. garinii und B. bavariensis (n = 72)

b) B. garinii (n = 41)

c) B. bavariensis (n = 31)

Abbildung 3.6: Wahrnehmung des Zeckenstichs
Linke Spalte: Einschluss der Patienten ohne Angaben Uber einen ZS; rechte Spalte: Ausschluss der
Patienten ohne Angaben Uber einen Zeckenstich. Genaue Prozentangaben zu den relativen Haufig-
keiten finden sich im Text. ZS Zeckenstich.

Im Rahmen dieser Studie wurden die Stiche von den mit B. garinii infizierten Zecken (n = 41)
in 79,3 % der Falle wahrgenommen, wahrend sich bei den B. bavariensis-Fallen (n = 31) nur
57,1 % an das Ereignis erinnern konnten. Patienten mit einer B. garinii-Infektion meldeten
den ZS haufiger als Patienten mit B. burgdorferi s. s. (Strle et al. 2011 b). Es sind weitere
Studien mit gréBeren Fallzahlen nétig, um diesen Trend zu bestatigen und gegebenenfalls
Differenzen in Saugdauer oder Schmerzhaftigkeit des Stiches aufzudecken. Vermutlich fehl-
interpretierten vier Patienten (Infektion mit dem Stdmmen PBr, PCoo, PHoe, PSth) die Stich-
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stelle nach Abfall der Zecke als Insektenstich, da ein lokales Erythema migrans dokumentiert
wurde. Fur die drei Patienten, in deren Probematerialien sich MS nachweisen lieBen, liegen
Angaben von zwei Patienten vor: Beide haben eine positive ZS-Anamnese mit mindestens
einem erinnerten Stich. Da es sich um eine Beantwortung des Fragebogens zum Zeitpunkt
der LB-Manifestation handelte, ist eine Erinnerungsverzerrung maglich.

Weder bei den B. garinii- noch den B. bavariensis-Stammen gab es bezliglich der Wahr-
nehmung des ZS Unterschiede zwischen den verschiedenen MLST-ST.

Zeitspanne zwischen Zeckenstich und Lyme-Borreliose-Manifestation

Um die Zeitspanne zwischen einem bekannten ZS und dem ersten Symptom der LB zu be-
stimmen, wurden alle Patienten mit vollstdndiger Dokumentation eines einzelnen ZS und
dem Auftreten einer friihen LB-Manifestation eingeschlossen.

Im Durchschnitt betrug die Zeitspanne zwischen dem ZS und dem ersten Symptom fir alle in
Tabelle 3.5 (Seite 72) genannten Patienten (n = 23) 36,6 Tage. In dieser Untersuchung war
die Zeitspanne fur die mit B. garinii infizierten Patienten mit 52,1 Tagen langer als bei Infekti-
on mit B. bavariensis und betrug auch unter Ausschluss des statistischen AusreiBers (Patient
infiziert mit PFu) 26,1 Tage, wahrend sich die durchschnittliche Zeitspanne der B. bavarien-
sis-Falle mit 16,5 Tagen bestimmen lie3. Eine mdgliche Begriindung ist das haufigere Auftre-
ten einer NB der Patienten infiziert mit B. garinii, da die Latenz gréBer ist (siehe auch Ab-
schnitt 1.4).

Die Zeitdauer zwischen der Entnahme des Probematerials und einem positiven Borrelien-
Nachweis in Kultur betrug durchschnittlich 26,7 [6 - 82] Tage (B. garinii (n = 41): 26,4 [6 - 82]
Tage; B. bavariensis (n = 31): 27,0 [11 - 56] Tage). Die Kalkulation beruhte auf dem Ent-
nahmedatum und nicht auf dem Eingangsdatum im Labor, da dies ein besserer Pradikator
fur die praktische Anwendung ist. Entnahmedatum und Eingangsdatum unterschieden sich
um 1,9 [0 - 6] Tage (Daten vorhanden fur 37 Patienten). Fir 18 Patienten war nur das Ein-

gangsdatum vermerkt und wurde ersatzweise in der oben genannten Rechnung verwendet.
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B. garinii  Zeitspanne Manifestation B. bavariensis Zeitspanne Manifestation

(n=13) (d) (n = 10) (d)
PBe 10 EM + NB PBar 77,5 EM + NB
PBes 3 EM + NB PBi 14 NB
PBr 455 EM + NB PHoe 2,5 EM + NB
PBu 10 EM + NB PLep 21 EM
PFu 364 NB PMch 1 EM
PHC 42 NB PMiie 14 EM + NB + LA
PHei 28 NB PMun 10 EM
PLa 84 NB PSh 14 NB
PLi 28 LZ + NB PSig| 10 EM + ACA
POhm 21 NB PWin 1 EM
PSeS 7 EM + NB
PShm 21 EM + NB
PSoR 14 EM + NB

Tabelle 3.5: Zeitspanne zwischen dem ZS und der ersten LB-Manifestation
Die Zeitspanne zwischen dem ZS und der ersten LB-Manifestation ist flir mit B. garinii-infzierte Patien-
ten langer als fir mit B. bavariensis-infizierte Patienten. Fir B. garinii waren mehr Daten fir NB-
Patienten vorhanden, sodass dies ggf. zu einer Verzerrung der Zeitspannen fihrt, da NB im Allgemei-
nen eine langere Latenzzeit als ein EM hat. Die klinische Manifestation von dem Patienten infiziert mit
PSigl ist zum Zeitpunkt des Auftretens des EM angegeben, die ACA wird nur zur Vollstandigkeit auf-
gefiihrt. ACA Acrodermatitis chronica atrophicans; d Tage; EM Erythema migrans; LB Lyme-

Borreliose; LZ Lymphozytom; NB Neuroborreliose; ZS Zeckenstich.

Geografische Ort des Zeckenstichs

In Abbildung 3.7 ist der geografische Ort des Zeckenstichs auf einem Kartenausschnitt dar-
gestellt, der entweder auf einer genauen Angabe im Fragebogen oder dem Standort des
behandelnden Krankenhauses beziehungsweise der Arztpraxis beruht. Letztere Annahme
griindete auf der Vorstellung, dass der Patient sich wohnortsnah behandeln lie3. Aufgrund
dessen sind haufig die geografischen Koordinaten von Stadten genannt, doch meist erfolgte
der Stich wahrscheinlich in landlicher Umgebung. Dariiber hinaus bieten urbane Regionen
mit Krankenhdusern der Maximalversorgung auch die Méglichkeit zur Behandlung von kom-
plexen oder unklaren Fallen. Bei Betrachtung der Abbildung sind die Aspekte der fehlenden
Wahrnehmung des ZS und die Méglichkeit multipler ZS zu beachten. Darlber hinaus ist es
maoglich, dass der Stich nicht wohnortsnah stattgefunden hat. Die Spezies B. garinii (n = 40)
und B. bavariensis (n = 31) zeigen in der Abbildung eine Konzentration auf Sliddeutschland,
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was am ehesten Einsender-bedingt mit einem bayerischen Standort des NRZ fir Borrelien
zu erklaren ist. In Tabelle 7.19 sind die zugehdrigen geografischen Daten hinterlegt.

Niederlande

Tschechische
Republik

“ :Slowakei .

2t g

Osterreich
Frankreich
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} 0 2
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Abbildung 3.7: Verteilung der B. garinii- und B. bavariensis-lsolate in Europa
Eingeschlossen sind 40 B. garinii- und 31 B. bavariensis-Isolate. B. garinii: weiBe Markierung; B.
bavariensis: orange Markierung, erstellt mit Spatialepidemiology, zugrundeliegende Daten finden sich
in Tabelle 7.19. Es zeigt sich eine homogene Verteilung fir beide Spezies mit einer Konzentration in
Siddeutschland, was am ehesten Einsender-bedingt zu erklaren ist. Siehe hierzu auch Abschnitt 4.2.

Zum Zeitpunkt der Borrelien-Akquise im Rahmen dieser Arbeit gab es keine einheitliche
Meldepflicht. Gegebenenfalls werden die oben beschriebenen Inzidenzen fir Bayern auf-
grund der erst 2013 eingefihrten Meldepflicht unterschatzt, wéhrend diese Melde-Richtlinie
in anderen Bundeslandern bereits seit einigen Jahren etabliert ist und somit die regionale
Arzteschaft besser informiert sein kénnte. In einigen Bundeslandern besteht weiterhin keine
Meldepflicht.

Fir den Stamm PMue ist die franzésische Atlantikkiste als Stichort vermerkt. Dies stellt aus
den oben genannten Grinden nicht zwangsweise den definitiven Ort der Borrelien-
Akquisition dar. Aufgrund des Fehlens genauerer Angaben wurde in Abbildung 3.7 der Mit-
telpunkt der franzésischen Westkliste verwendet.
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3.2.2 Friih- und Spatmanifestationen von B. garinii und B. bavariensis

Anhand der klinischen Information kénnen friihe und spéte Krankheitsmanifestationen unter-
schieden werden. Wie die einzelnen klinischen Krankheitsbilder einzuordnen sind, l&sst sich
in Abschnitt 1.4 nachlesen. Eine Ubersicht (iber die Manifestationsstadien und der einge-
schlossenen Patienten ist in Tabelle 7.20 im Anhang dargestellt.

Wie in Tabelle 3.6 und in Abbildung 3.8 zu erkennen ist, waren sowohl bei B. garinii als auch
bei B. bavariensis Frihmanifestationen haufiger als spate Verlaufsformen. Zwischen den
betrachteten Spezies zeigte sich bezlglich der Manifestationsformen mit einem Ergebnis des
Exakt Fisher-Tests von 0,418 (a < 0,05) kein signifikanter Unterschied. Drei mit B. bavarien-
sis-infizierte Patienten zeigten eine Kombination aus Frih- und Spé&tmanifestation (siehe
auch Abschnitt 3.2.3). In die Kategorie ,unbekannt” fielen alle Isolate (n (B. garinii) = 6; n (B.
bavariensis) = 5) ohne, mit unklaren klinischen Angaben oder nicht abschlieBend geklarten
Manifestationen, fir welche die genaue klinische Einordnung nicht méglich war.

Ein Zusammenhang zwischen den Manifestationsstadien und den MLST-ST konnte nicht
festgestellt werden.

Manifestationsstadium B. gariniin (%) B. bavariensis n (%)

Frihmanifestation 32 (78,0) 19 (61,3)
Spatmanifestation 3(7,3) 4 (12,9)
Frih- und Spatmanifestation 0 (0) 3(9,7)
unbekannt 6 (14,6) 5 (16,1)

Tabelle 3.6: Absolute und relative Haufigkeiten der Manifestationsstadien
Eingeschlossen sind B. garinii- (n = 41) und B. bavariensis (n = 31) -Isolate. Frihmanifestationen wa-
ren bei den betrachteten Spezies jeweils haufiger als Sp&tmanifestationen. Eine Kombination aus
Frih- und Spatmanifestation trat nur bei den mit B. bavariensis-infizierten Patienten auf, jedoch sind
die geringen absoluten Fallzahlen zu betrachten.
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Abbildung 3.8: Relative Haufigkeiten der Manifestationsstadien
Eingeschlossen sind B. garinii- (n = 41) und B. bavariensis (n = 31) -Isolate. Fir weitere Erlauterungen
siehe auch Tabelle 3.6 und Abschnitt 4.2.

In drei Féllen (4,2 %; nur B. bavariensis) traten sowohl eine Friih- als auch Spatmanifestation
auf. Die Erkrankungsformen stellten sich zeitlich versetzt ein. Eine mdgliche Ursache der
zweifachen LB-Manifestation war keine oder eine nur inadaquate Therapie der frihen Mani-
festationsform. Nicht auszuschlieBen waren die Mdglichkeiten, dass zwei oder mehr ver-
schiedene Borrelien-Stdmme die unterschiedlichen klinischen Symptome verursachten oder
ein erneuter ZS auftraten war. Dies lie3 sich retrospektiv ohne Materialgewinn aus beiden
Manifestationen nicht abschlieBend klaren.

Die Patienten, welche mit einer reinen LB-Frihmanifestation (n = 51) diagnostiziert worden
waren, waren durchschnittlich 41,6 [2 - 87] Jahre und die Patienten mit einer Spatmanifesta-
tion (n = 7) durchschnittlich 38,3 [18 - 76] Jahre alt. Fir die kombinierte Friih- und Spatmani-
festation betrug das Alter der Patienten durchschnittlich 50,3 [26 - 71] Jahre zum Zeitpunkt
der Spatmanifestation. Die Altersstruktur beziglich der infizierenden Borrelien-Spezies, einer
MLST-ST-Abhéngigkeit und der Symptomatik werden in Abschnitt 3.2.4 thematisiert.

3.2.3 Lokalisierte und disseminierte Manifestationen

Die Differenzierung zwischen lokalisierten und disseminierten Manifestationsformen der LB
wird im Folgenden betrachtet. Das singuldare EM ebenso wie das LZ sind lokalisierte Mani-
festationen (Hofmann et al. 2016), wahrend die anderen beschriebenen Krankheitsentitaten
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wie ACA, NB und LA (Abschnitt 1.4) ebenso wie multiple EM als disseminierte Formen klas-

sifiziert werden.

Unter den B. garinii-Stdmmen (n = 41) verursachten elf (26,8 %) eine solitar lokalisierte und
24 (58,5 %) eine disseminierte Infektion. Uber die klinischen Manifestationen von sechs Pa-
tienten (14,6 %) waren keine Informationen vorhanden, sodass diese nicht einbezogen wur-
den. B. bavariensis (n = 31) verursachte sieben (22,6 %) rein lokalisierte und 19 (61,2 %)
disseminierte Erkrankungsformen, auch hier konnten die Datensatze von funf (16,1 %) Pati-
enten aufgrund von fehlenden Informationen nicht verwertet werden. Mit einem Chi-Quadrat-
Test konnte kein signifikanter Unterschied zwischen dem Auftreten von lokalisierten und dis-
seminierten Manifestationsformen detektiert werden (x2 = 0,1456; p-Wert 0,702791 bei
a < 0,05). In elf Fallen ging bei den mit B. garinii-infizierten und in acht bei den B. bavarien-
sis-infizierten Patienten der disseminierten Verlaufsformen eine lokalisierte Beschwerde-

symptomatik voraus oder trat zeitgleich mit dieser auf.

3.2.4 Klinische Symptomatik verursacht durch B. garinii und B. bavariensis

Bei der LB-Erkrankung kénnen verschiedene Symptome und Manifestationskomplexe unter-
schieden werden. Neben einer Vielfalt von Allgemeinsymptomen sind die Krankheitsmanifes-
tationen, welche in Abschnitt 1.4 n&her beleuchtet wurden, richtungsweisend und in einigen
Féallen spezifisch fur eine LB und werden im Folgenden am eingeschlossenen Datenkollektiv
ausgewertet. Die Analyse soll unter anderem Aufschluss der ST in Bezug auf die klinischen
Manifestationen geben.

Einige der mit Borrelien-infizierten Patienten wiesen eine Beteiligung von zwei oder mehr
Organsystemen auf, aber mit Ausnahme des Patienten, welcher mit PBael-/ PBaell infiziert
war, lagen isolierte Borrelien jeweils nur aus einem der betroffenen Organsysteme vor. In
diesen Fallen wurde in der retrospektiven Auswertung die klinische Dokumentation bertick-
sichtigt, die den Befall der weiteren Organsysteme erlauterte. Darlber hinaus war im Falle
von anamnestisch erinnerten Frih- in Kombination mit einer kulturell nachgewiesenen Spat-
manifestation die Mdglichkeit gegeben, dass diese Manifestationen aufgrund von Borrelien-

Infektionen im Rahmen unterschiedlicher ZS entstanden waren.

Symptomatik der mit B. garinii-infizierten Patienten

Die Patienten mit einer B. garinii-Infektion zeigten verschiedene Manifestationsformen (Ab-
bildung 3.9). Fir sechs Patienten (Infektion mit den Stammen PBol, PHez, PMit, PNov,
PSma, PUI) lagen keine oder nicht ausreichende klinische Daten vor, sodass die Stamme
aus der folgenden Ausfihrung ausgeschlossen wurden. Vier dieser Isolate stammten aus
Liquorpunktat und zwei aus Hautbiopsaten, sodass entsprechend NB und kutane Manifesta-

tionsformen vermutet werden konnten.
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Fir 35 Patienten wurde die klinische LB-Manifestation betrachtet (Abbildung 3.9; Tabelle
7.20). 21 Patienten (60,0 %) litten unter NB, wobei zehn nur neurologische Symptome zeig-
ten (Infektion mit den Stammen PBet, PFe, PFr, PFu, PHC, PHei, PLa, PMek, POhm, PRef)
und elf zusatzliche kutane Manifestationen aufwiesen. In letzterer Gruppe handelte es sich in
zehn Fallen um ein EM (PBe, PBes, PBr, PBu, PHe, PKi, PSae, PSeS, PShm, PSoR) und
bei einem Patienten um ein LZ (PLi). Hierbei wird nochmals deutlich, dass zwei frihe Mani-
festationsformen in unterschiedlichen Organsystemen (hier: Haut und Nervensystem) bei
einem Patienten auftreten kénnen. Insgesamt kdnnen bei den NB-Fallen verschiedene
Krankheitsentitadten unterschieden werden: 1) Meningoradikulitis Garin-Bujadoux-Bannwarth
(n = 8 — PBe, PBet, PBu, PFe, PLi, PRef, PSae, PShm), Il) Facialisparese (n = 10 — PBu,
PFr, PFu, PHC, PLa, PLi, PMek, PRef, PSeS, PSoR), Ill) lymphozytare Meningitis (n = 5 —
PBes, PHei, PKi, PMek, POhm) und IV) unbestimmte neurologische Symptomatik (n = 2 —
PBr, PHe). Die Klassifikation fir letztere wurde im Rahmen dieser Arbeit bei einer neurologi-
schen Symptomatik mit zeitlich akutem Auftreten und definitiven Borrelien-Nachweis im Li-
quor vergeben, welche den oben genannten Kategorien | bis Ill aufgrund ungentgender In-
formation nicht zugeordnet werden konnte. Drei Patienten (PBu, PLi, PRef) zeigten ein
Bannwarth-Syndrom mit Facialisparese und ein Fall (PMek) eine Kombination aus Meningo-
radikulitis und Meningitis.

PBu und PShm wurden aus Hautproben isoliert und zeitgleich wurde Liquor entnommen,
welcher zwar weiteren Untersuchungen zugefuhrt, aber der kulturelle Borrelien-Nachweis
nicht berlcksichtigt wurde. Diese Ergebnisse lieBen trotzdem die Diagnosestellung ,wahr-
scheinliche Neuroborreliose® zu (Mygland et al. 2010, Rauer et al. 2012).

Die am haufigsten bei B. garinii-infizierten Patienten auftretende Manifestation war mit insge-
samt 24 Féllen (68,6 %) von kutaner Natur, wobei das EM (n = 18) vorherrschend war. Die-
ses trat bei acht Patienten (Infektion mit den Stammen PCoo, PFiM, PMa, PMe, PNel, PRa,
PRas, PSth) als einzige LB-Manifestation auf und in zehn Fallen gemeinsam mit neurologi-
schen Symptomen (PBe, PBes, PBr, PBu, PHe, PKi, PSae, PSeS, PShm, PSoR). Somit kam
das EM in dieser Untersuchung haufiger in Kombination mit anderen Manifestationsformen
als ein singulares Symptom vor. Eine interessante Kombination verschiedener Frihmanifes-
tationen (EM, NB, Karditis) zeigte der Patient infiziert mit PHe und wies in diesem Patienten-
kollektiv die einzige Herzbeteiligung auf.

Als weitere kutane Manifestationen trat ein LZ bei vier Patienten auf (PLi, PMag, PMoel,
PUh), wobei der mit PLi-infizierte Patient zudem eine NB zeigte. Eine ACA als kutane Spat-
manifestation wiesen zwei Patienten (PScp, PWest) auf, in keinem Fall war eine vorausge-
gangene Frihmanifestation dokumentiert. Die ACA trat im Rahmen dieser Untersuchung bei
weiblichen Patientinnen im Alter von 60 beziehungsweise 51 Jahren zum Diagnosezeitpunkt

auf.
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Der mit PStg-infizierte Patient erkrankte an der klassischen Spatmanifestation Lyme-Arthritis
und eine zuvor stattgefundene Frihmanifestation war nicht dokumentiert. Dieser Fall zeigte
ebenso wie die oben beschriebenen ACA-Manifestationen, dass eine Spatmanifestation
auch ohne vorausgegangene Frihmanifestation auftreten kann. Diese Aussage ist in jedem
Fall immer kritisch zu Uberprifen, da Frihmanifestationen wie beispielsweise ein EM nicht
wahrgenommen oder fehlinterpretiert werden kénnen oder aufgrund der Zeitspanne zwi-

schen den Manifestationsformen mdglicherweise in Vergessenheit geraten sind.

Zusammenfassend hat B. garinii in diesem Patientenkollektiv am haufigsten eine NB oder
ein EM ausgelést. Ein Organotropismus zum Nervensystem ist fir B. garinii beschrieben
(Wilske et al. 1993, Pfister et al. 1994, Ornstein et al. 2001, Fingerle et al. 2008, Stanek und
Strle 2009, Margos et al. 2011; s. a. Abschnitt 1.2.2 und 4.2).

Neuroborreliose (NB) Kutane Symptomatik Lyme-Arthritis
(n=21) (n=24) (LA, n=1)

EM (n = 18)

NB und EM
(n=9)

EM und NB und Karditis Karditis
(n=1) (n=0)

NBundLZ (n=1) LZ (n=3)

\/ Karditis
(n=1)
Lymphozytom (LZ, n = 4)

ACA (n = 2)

Abbildung 3.9: Symptomatik der mit B. garinii-infizierten Patienten
B. garinii (n = 35) verursachte Symptome in vier Organsystemen (neurologische, Haut-, Gelenk- und
Herzbeteiligung, fett markiert). Die kutanen Manifestationen (EM, LZ, ACA) sind einzeln aufgefihrt, far
die verschiedenen Unterformen der NB s. Text. Bei mehr als einer Manifestationsform (innerhalb ei-
nes Organsystems bzw. = 2 Organsystemen) wurden diese miteinander verbunden. Beispielsweise
wiesen neun Patienten ein EM und ein neurologisches Beschwerdebild auf. ACA Acrodermatitis
chronica atrophicans; EM Erythema migrans; LA Lyme-Arthritis; LZ Lymphozytom; NB Neuroborreli-

ose.
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Symptomatik der mit B. bavariensis-infizierten Patienten

Unter den insgesamt 31 Patienten, welche mit B. bavariensis infiziert waren, war die genaue
Diagnose fur funf Personen (Patienten infiziert mit PBN, PEi, PFo, PNi, PTrob) nicht doku-
mentiert. In Analogie zum vorherigen Abschnitt wurde aufgrund des Ursprungs des Probe-
materials (zwei Mal Liquorpunktat, drei Mal Hautbiopsat) in zwei Féllen eine neurologische
Symptomatik und fir drei Patienten eine kutane Manifestation vermutet.

Von den mit B. bavariensis-infizierten und an LB erkrankten Patienten zeigten 14 eine NB
(45,2 %), wobei sechs zudem ein EM (PBael/PBaell, PBar, PFin, PFlk, PHoe, PScf) und in
einem Fall eine ACA (PNeb) aufwiesen. Ein Patient (Infektion mit dem Stamm PMdie) zeigte
eine Kombination aus NB, EM und LA. Die NB konnte fUr B. bavariensis ebenso in die oben
genannten Krankheitsentitdten klassifiziert werden, wobei die Meningoradikulitis Garin-
Bujadoux-Bannwarth (n = 13 — PBael/PBaell, PBar, PBi, PFei, PFin, PFlk, PHoe, PMue,
PNeb, PScf, PVo, PWa, PWat) deutlich haufiger dokumentiert wurde als eine Facialisparese
(n =4 — PFin, PNeb, PVo, Wa), Meningitis (n = 1 — PBi) oder die unbestimmte neurologische
Symptomatik (n = 1 — PSh). Weder die Facialisparese noch die Meningitis kamen eigenstan-
dig ohne das Auftreten der Meningoradikulitis vor. Fir die Patienten, welche mit PBar und
PNeb infiziert waren, lag jeweils ein kultureller Borrelien-Nachweis aus einer Hautprobe vor,
doch war in beiden Fallen eine NB aufgrund der Befunde von Klinik und Liquorpunktat an-
hand der Leitlinien zur Diagnostik von NB ,wahrscheinlich® (Mygland et al. 2010, Rauer et al.
2012).

Das EM trat am haufigsten auf (n = 15, 48,4 %), wobei es sich in sieben Fallen (PHerl, PLeh,
PLep, PMch, PMun, POb, PWin) singulér zeigte, in sechs Féllen in Kombination mit NB (sie-
he oben), einmal in Kombination mit NB und LA (PMdie) und bei einem Patienten (PSigl)
folgte eine ACA.

Insgesamt litten finf mit B. bavariensis-infizierten Patienten (PLad, PNeb, PRof, PSigl, PZwi)
an der Spatmanifestation ACA. Die LA trat in zwei Féllen auf (PMue, PRab).

Im Rahmen dieser Untersuchung konnte fir B. bavariensis weder das Krankheitsbild des LZ
noch der Lyme-Karditis dokumentiert werden. Im Kollektiv der B. bavariensis-infizierten Pati-
enten war das EM (48,4 %) die haufigste Diagnose. Es zeigte sich kein signifikanter Unter-
schied zwischen kutaner und neurologischer Symptomatik (x2= 0,1385; p = 0,709757 bei a <
0,05) bei B. garinii und B. bavariensis.
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Neuroborreliose Kutane Symptomatik Lyme-Arthritis
(NB, n =14) (n=19) (LA,n=2)

EM und LA LA
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NB (n NB und EM
(n=6) |
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Abbildung 3.10: Symptomatik der mit B. bavariensis-infizierten Patienten
B. bavariensis (n = 26) manifestierte sich im Rahmen dieser Untersuchung in drei Organsystemen
(neurologische, kutane und Gelenkbeteiligung). Fir weitere Erklarungen siehe auch Abbildung 3.9.
Unterformen der NB sind im Text aufgefihrt. ACA Acrodermatitis chronica atrophicans; EM Erythema

migrans; LA Lyme-Arthritis; NB Neuroborreliose.

Altersstruktur der mit B. garinii- und B. bavariensis-infizierten Patienten

Im Folgenden soll die Altersstruktur der Patienten bezlglich verschiedener Gesichtspunkte
beleuchtet werden (Abbildung 3.11). Das Durchschnittsalter aller Patienten (n = 71, keine
Daten zu PTrob) betrug 39,9 [2 - 87] Jahre zum Zeitpunkt der Probeentnahme. Die Patien-
ten, aus deren Proben B. garinii (n = 41) isoliert werden konnte, wiesen ein durchschnittli-
ches Alter von 32,0 [2 - 73] Jahren auf. Die Patienten mit einer B. bavariensis-Infektion
(n =30, keine Daten zu PTrob) waren mit durchschnittlich 50,7 [4 - 87] Jahren alter als die
mit B. garinii-infizierten Patienten. In der ersten Gruppe waren 14 Patienten zum Zeitpunkt
der Probeentnahme minderjahrig (Patienten infiziert mit PBes, PBol, PFu, PHC, PHe, PHei,
PKi, PLa, PLi, PMit, POhm, PSeS, PStg, PUh), in der zweiten Gruppierung nur drei Patien-
ten (Patienten infiziert mit PBi, PBN, PNi). Es ist zu beachten, dass zum Zeitpunkt der Pro-
beentnahme im Rahmen von Spatmanifestationen ein ZS und eine mdégliche Friihmanifesta-
tion bereits Jahre vorausgegangen sein kénnen und einige Patienten einen langen Krank-
heitsverlauf in der Anamnese angaben. Die Altersstruktur bezlglich der Manifestationsstadi-
en ist unter Abschnitt 3.2.2 beschrieben.

80



14 -

10
@ B. garinii

# B. bavariensis

0-10 11-20 21-30 3140 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90

Abbildung 3.11: Altersstruktur der Patienten zum Zeitpunkt der Probeentnahme
Eingeschlossen sind B. garinii- (n = 41) und B. bavariensis (n = 30) -Isolate. Zur Referenz wird auf
Abbildung 3.12 verwiesen. B. garinii fand sich haufiger bei den jlingeren Patienten, wahrend B. bava-

riensis geh&auft im héheren Erwachsenenalter auftrat.

Relevant ist die Betrachtung der Altersstruktur in Bezug zum Bevdlkerungsalter zum Zeit-
punkt der Probenakquise, weshalb in Abbildung 3.13 die Alterspyramide von 1992 (durch-
schnittliches Jahr der Probeneinsendung, siehe auch Abschnitt 2.2) dargestellt ist (Statisti-
sches Bundesamt). Auffallig waren Haufungen der B. garinii-Infektionen im Kindesalter und
der B. bavariensis-Infektionen im héheren Erwachsenenalter (> 50 Jahre) im Vergleich zur
Altersstruktur der Bevolkerung.
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Abbildung 3.12: Alterspyramide 1992
Medianalter 37,3 Jahre; = 65 Jahre 12,2 Millionen, 15 %; 20 — 64 Jahre 51,4 Millionen, 63 %; < 20
Jahre 17,4 Millionen, 21 %. Quelle: Statistisches Bundesamt.

In Abbildung 3.13 ist ein Vergleich der Krankheitssymptomatik zwischen Erwachsenen
(n =55) und Kindern (n = 17) dargestellt. Eine singulare kutane Symptomatik war in dieser
Untersuchung nur in der Gruppe der Erwachsenen zu finden. Jedoch ist zu beachten, dass
das EM als haufigste LB-Manifestation als Blickdiagnose klassifiziert wird. Gegebenenfalls
wurden bei Kindern restriktiver Hautbiopsien durchgefihrt als bei Erwachsenen oder sie
zeigten haufiger ein eindeutiges EM; was eine Biopsie nicht notwendig machte. In dieser
Arbeit zeigten Kinder am haufigsten eine alleinige neurologische Symptomatik (n = 6), wah-
rend die Erwachsenen haufiger eine NB in Kombination mit einer kutanen Symptomatik auf-
wiesen. Die einzige Manifestation einer Lyme-Karditis zeigte ein Kind (Infektion mit dem
Stamm PHe). Die Lyme-Arthritis trat in beiden Gruppen selten auf (= 18 Jahre: n = 2; < 18
Jahre:n=1).
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Abbildung 3.13: Vergleich der LB zwischen Erwachsenen und Kindern
Eingeschlossen waren 55 Erwachsene (= 18 Jahre) und 17 Kinder (< 18 Jahre), die eine LB-Infektion
mit B. garinii und B. bavariensis zeigten. Die kutane Symptomatik umfasste das EM, das LZ und die
ACA. Eine alleinige kutane Symptomatik fand sich nur in der Gruppe der Erwachsenen. Ein Kind zeig-
te eine Karditis, diese war wie die LA selten. KS Kutane Symptomatik; LA Lyme-Arthritis; NB Neuro-

borreliose.

Im Folgenden wird auf die Altersstruktur der einzelnen klinischen Diagnosen eingegangen:
Die mit einem EM diagnostizierten Patienten (n = 33) zeigten zum Diagnosezeitpunkt ein
Durchschnittsalter von 45,3 [2 - 77] Jahren (B. garinii: durchschnittlich (@) 36,8 Jahre
(n =18); B. bavariensis: o 55,5 Jahre (n = 15)). Die EM-Patienten sind somit circa flinf Jahre
alter als der Patienten-Durchschnitt (29,9 Jahre, s.0.). Im Rahmen dieser Arbeit zeigten die
LZ-Patienten, welche mit den B. garini-Stammen PLi, PMag, PMoel und PUh infiziert waren,
ein durchschnittliches Alter von 26,8 [2 - 43] Jahren und sind somit nur geringfligig jinger als
die allgemein mit B. garini-infizierten Patienten (Durchschnittsalter 32,0 Jahre). B. bavarien-
sis verursachte im Rahmen dieser Untersuchung kein LZ. Eine ACA als kutane Spatmanifes-
tation zeigten sieben Patienten (B. garinii: PScp, PWest; B. bavariensis: PLad, PNeb, PRof,
PSigl, PZwi). PSigl wird aus der folgenden Berechnung ausgeschlossen, da das Alter des
Patienten zum Zeitpunkt eines EM dokumentiert war, aber nicht fir die zeitlich versetzt fol-
gende ACA. Die Patienten waren im Durchschnitt 50,8 [18 - 76] Jahre alt, mit zehn Jahren
lag dies Uber dem oben genannten Durchschnittsalter. Die Patienten mit der Diagnose NB
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waren durchschnittlich 38,1 [2 - 87] Jahre alt (B. garinii: o 24,8 Jahre (n = 21); B. bavariensis:
@ 57,9 Jahre (n = 14)). Drei Patienten zeigten eine LA, wobei nur von zwei Patienten (infiziert
mit PStg, PRab) das Alter zum Diagnosezeitpunkt der genannten Spatmanifestation bekannt
war und dieses durchschnittlich 17 [6, 28] Jahre betrug.

Ein Vergleich zwischen dem Alter der Patienten (n = 71, keine Daten PTrob) und den Borre-
lien-MLST-ST zeigte, dass der ST 84 (B. bavariensis) gehauft in der Altersspanne 51 - 80
Jahre auftrat. Der ST 84 findet sich seltener bei den Patienten jinger als 50 beziehungswei-
se lter als 81 Jahre. Da B. garinii viele ST mit geringen absoluten Haufigkeiten umfasste,
waren Haufungen schwer zu erfassen. Allgemein liel3 sich ein Haufigkeitsgipfel in der Alters-
stufe 0 - 10 (n = 13) und 51 - 60 Jahre (n = 10) finden. Der ST 86 fand sich vier Mal in der
Altersstufe 0 - 10 und zwei Mal in der Altersspanne 51 - 60 Jahre. Jeweils zwei Mal fanden
sich der ST 245 und ST 246 in der Altersspanne 0 - 10 Jahre. Der ST 244 trat jeweils zwei
Mal in die Altersstufe 31 - 40 und 51 - 60 Jahre auf. Eine Ubersicht ist in Tabelle 3.7 darge-
stellt, in welcher die im Text angesprochenen Haufungen von B. garinii farblich markiert sind.
Zur Einschatzung des B. garinii- und B. bavariensis-Infektionsalters ist die Gegenuberstel-
lung mit dem Bevélkerungsalter zum Zeitpunkt der Probenakquise notwendig, weshalb in
Abbildung 3.12 die Alterspyramide von 1992 dargestellt ist. Aufféllig waren Haufungen der B.
garinii-Infektionen im Kindesalter und der B. bavariensis-Infektionen im héheren Erwachse-

nenalter (> 50 Jahre) im Vergleich zur Altersstruktur der Bevélkerung.

Alter
(in 0-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90
Jahren)

84, 84,
B. bava- 84,84, 84,84,
Hensls 84 84é24, 84;3;34, 84 84;3;34, 84 84, 84 84, %AZ %42 84
(n =30) 84,85, 84 !
85
o 86, 86,
86, 86, o.8
87,177, 178
. 86, 244 !
B. garinii J 87,244, 86, 87, ) © 244
(n=41) 299 86,240 ) 575044 0as 251 44 246,251 244 -
245, 482, 575
245,
246,
246 246,
251, 578 573, 577

Tabelle 3.7: Altersstruktur zum Zeitpunkt der Probeentnahme
Die farblichen Markierungen entsprechen den ST, welche im Text hervorgehoben wurden. Aufféllig
war die Haufung von B. bavariensis im hdheren Erwachsenenalter. ST 86 (B. garinii, gelbe Markie-

rung) fand sich bei Kindern und im mittleren Erwachsenenalter. Zur Referenz siehe Abbildung 3.12.
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Geschlechtsstruktur der mit B. garinii- und B. bavariensis-infizierten Patienten

Das Geschlechterverhaltnis der eingeschlossenen Patienten (n = 72), ist mit einem mannli-
chen Anteil von 51,2 % (n = 21) bei den B. garinii-infizierten Patienten und 54,8 % (n = 17)
bei den B. bavariensis-infizierten Patienten ausgeglichen. Es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Spezies (x? = 0,0928; p = 0,760676 bei a < 0,05). In Tabelle 3.8
ist die Symptomatik dem Geschlecht gegentibergestellt. Das Geschlechterverhéltnis war bei
den kutanen Manifestationsformen (KS) und NB ahnlich. Die Kombination von KS und NB
trat haufiger bei Mannern (n = 10) als bei Frauen (n = 7) auf. Die LA fand sich in dieser Un-
tersuchung nur bei Frauen (n = 2). Die Fallzahlen waren zu gering fir eine allgemeine Aus-

sage.
Symptomatik mannlich weiblich
KS 11 13
NB 8 8
KS und NB 10 7
KS und NB und LA 1 0
KS und NB und Karditis 1 0
LA 0 2
unbekannt 7 4

n =238 n=234

Tabelle 3.8: Gegenuiberstellung von Geschlecht und Symptomatik
Das Geschlechterverhalinis war bei den verschiedenen Manifestationen jeweils ausgeglichen. Die
geringen absoluten Fallzahlen sind zu beachten. KS Kutane Symptomatik; LA Lyme-Arthritis; NB Neu-

roborreliose.

Vergleich der klinischen Symptomatik beider Spezies

Ein Vergleich der Manifestationen von B. garinii (n = 41) und B. bavariensis (n = 31) wurde
durchgefihrt (s. a. Abbildung 3.14). Bezuglich der klinischen Heterogenitat ergab sich kein
Unterschied zwischen B. garinii und B. bavariensis. Im Einzelnen lie3 sich B. garinii &hnlich
haufig aus Liquorproben (n = 23 (56,1 %)) und Hautbiopsaten (n = 17 (41,5 %), siehe auch
Tabelle 3.1)) wie B. bavariensis isolieren (respektive aus Liquorproben n = 13 (54,8 %) und
Hautbiopsaten n = 16 (45,2 %)). Eine alleinige NB ohne weitere Symptomatik in anderen
Organsystemen mit einem positiven B. garini-Nachweis zeigten zehn Patienten, weitere elf
Patienten litten unter neurologischen und kutanen Symptomen und insgesamt dreizehn Pati-
enten unter einer rein kutanen Manifestation (EM: sieben Félle, LZ: drei Falle, ACA: zwei
Félle) der LB. Bei den mit B. bavariensis-infizierten Patienten war die Anzahl der alleinigen
NB-Falle mit sechs geringer als bei den mit B. garinii-infizierten Patienten, acht Patienten
zeigten neurologische und kutane Symptome und elf Patienten eine isoliert kutane Manifes-
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tation (zur besseren Vergleichbarkeit siehe Abbildung 3.14 mit relativen Zahlenangaben).
Beide Spezies zeigten ein gehduftes Auftreten von NB, fihrten aber haufiger zu einer kuta-
nen Symptomatik, welche sich meist als lokalisierte Frihmanifestation in Form eines EM
auBerte. Hier ist die Frage zu stellen, ob sich der Organotropismus primar auf disseminierte
Manifestationsformen bezieht oder die lokalisierten Erkrankungen einschlief3t. Die These ist,
dass alle humanpathogenen Borrelien-Spezies eine lokalisierte Manifestation im Zecken-
stich-Bereich auslésen kdnnen, bezuglich der disseminierten Erkrankungen jedoch einen
Organotropismus zeigen. Es ist ein Organotropismus von B. garinii und B. bavariensis zum
neurologischen System beschrieben (Barbour und Hayes 1986, Canica et al. 1993, Wilske et
al. 1993, Pfister et al. 1994, Ornstein et al. 2001, Richter et al. 2006, Fingerle et al. 2008,
NRZ flr Borrelien 2008, Stanek und Strle 2009, Margos et al. 2011). Wurden nur die disse-
minierten Manifestationsformen betrachtet, zeigte B. garinii in 21 Féllen eine NB und in drei
Fallen eine andere disseminierte Manifestationsform. Fir die mit B. bavariensis-infizierten
Patienten ergaben sich respektive 14 NB-Falle und drei Patienten mit anderen disseminier-
ten Manifestationen. Sind zwei oder mehr disseminierte Manifestationen bei einer Person
aufgetreten und eine war als NB diagnostiziert, wurde diese der NB-Kohorte zugerechnet. Im
Exact Fisher Test ergab sich jedoch kein signifikanter Unterschied (p = 0,6786 bei p < 0,05)
zwischen NB und weiteren disseminierten Manifestationsformen. Haufig ging der NB ein EM
oder ein LZ voraus oder die Manifestationen traten zeitgleich auf. Es muss somit die Mog-
lichkeit berlcksichtigt werden, dass in einigen Fallen die NB der kutanen Frihmanifestation
gefolgt wére, aber durch eine adaquate Therapie verhindert worden ist. DarUber hinaus er-
krankten insgesamt sieben Patienten (B. garinii: PScp, PWest; B. bavariensis: PLad, PNeb,
Prof, PSigl, PZwi) aus dem betrachteten Kollektiv (n = 72) an einer ACA. Letztere Diagnose
wird bezlglich des Organotropismus mit B. afzelii in Verbindung gebracht. B. afzelii als titu-
lierter Hauptverursacher dieser Manifestation kann im Rahmen dieser Arbeit nicht beurteilt
werden, doch durfen auch B. garinii und B. bavariensis mit insgesamt 9,9 % ACA-
Manifestationen nicht als Ausléser nicht unterschéatzt werden.
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Abbildung 3.14: Symptomatik von B. garinii und B. bavariensis im Vergleich
Eingeschlossen wurden 41 B. garinii- und 31 B. bavariensis-Isolate. Es handelt sich um eine prozen-

tuale Darstellung. LA Lyme-Arthritis; LK Lyme-Karditis; KS Kutane Symptomatik; NB Neuroborreliose.

Im Menschen ist meist nur ein Organsystem im Rahmen einer Borrelien-Infektion betroffen
(Krause und Fingerle 2014). In dieser Arbeit trat eine Beteiligung mehrerer Organsysteme
unter Ausschluss der Diagnose EM bei B. garinii in 4,9 % und respektive bei 6,5 % der B.

bavariensis-Patienten auf.

Geografische Verteilung der klinischen Manifestationen beider Spezies

Im Folgenden werden die klinischen Manifestationen bezlglich ihrer geografischen Vertei-
lung betrachtet. Zur Veranschaulichung wurden in dem Ausschnitt der Europakarte (Abbil-
dung 3.15 sowie Tabellen 7.19 und 7.20) die verschiedenen Diagnosen farblich kodiert. Es
lieB sich eine Konzentration der eingesandten Stamme auf den stddeutschen Raum ent-
nehmen (siehe Abschnitt 3.2.1). Es ist eine homogene Farbverteilung der Markierungen auf
der Karte zu erkennen und somit eine gleichmaBige geografische Verbreitung der Manifesta-
tionen anzunehmen. Die abweichende Markierung in beige an der franzésischen Atlantikkls-
te wird in Abschnitt 3.2.1 erldutert. Insgesamt wurden vier Stamme (PLep, PMa, PNov,
PTrob) aus Bosnien-Herzegowina an das NRZ fir Borrelien gesandt, welche die Einschluss-
kriterien (Abschnitt 2.2) erfillten. Alle vier Isolate stammen aus Hautbiopsaten. Interessan-
terweise wiesen zwei Stamme (PLep und PTrob) den ST 85 auf, welcher insgesamt in dieser
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Arbeit vier Mal ermittelt wurde. Die anderen zwei Proben mit ST 85 (POb, PWest) wurden
aus Munchen zur Isolation in das NRZ fir Borrelien gesandt. Jedoch war die Fallzahl zu ge-
ring fUr eine allgemeine Aussage, sodass regionale Haufungen von ST 85 in weiteren Analy-
sen zu Uberprifen sind. Es war kein Zusammenhang zwischen den MLST-ST und der geo-
grafischen Lokalisation des ZS in Anbetracht dessen, dass die meisten Isolate aus Sud-
deutschland stammen, zu erkennen Dies spricht fir eine ausgeglichene Verteilung der ST
unter Berlicksichtigung einer groBen ST-Vielfalt mit zum Teil geringen absoluten Haufigkei-
ten und einer somit relativ homogenen Verbreitung von B. garinii und B. bavariensis in

Deutschland.
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Abbildung 3.15: Geografische Verteilung der Symptomatik

Eingeschlossen sind 60 B. garinii- und B. bavariensis-Stdmme. Farbliche Kodierung: Wei3e Markie-
rung: kutane Manifestation, Frih- und Sp&tmanifestationen; Gelbe Markierung: Kombination aus kuta-
ner und neurologischer Symptomatik; Orange Markierung: alleinige neurologische Manifestation; Bei-
ge Markierung: seltene Diagnosen wie Lyme-Karditis oder Lyme-Arthritis (PHe, PMie, PRab, PStg),
auch wenn weitere Manifestationsformen bei den Patienten auftraten. Ausgeschlossen wurden Patien-
ten mit ,unbekannten” Manifestationen und der Patient infiziert mit PSth aufgrund nicht ausreichender
Daten (Tabelle 7.19 und 7.20). Wenn die ZS von =2 Stdmmen in der gleichen Region bzw. Stadt
wahrgenommen oder erfasst wurden, wurden diesen folglich die gleichen geografischen Koordinaten
zugeordnet und somit waren anteilige und véllige Uberlappung der Markierungen méglich. Dies ist
beispielsweise bei der weiBen Markierung in Bosnien-Herzegowina der Fall (PLep und PMa). Zu be-
tonen ist, dass diese Abbildung eine Mdglichkeit der Verteilung darstellt. Unsicherheiten bestehen
bzgl. der geografischen Lokalisation des Zeckenstichs sowie die Mdglichkeit multipler Zeckenstiche.
Eine Ableitung einer allgemeinen Aussage ist bei kleiner Fallzahl schwierig.
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Zusammenhang zwischen MLST-ST und klinischer Symptomatik von B. garinii und B.

bavariensis

Ein mdéglicher Zusammenhang zwischen den MLST-ST und der LB-Symptomatik wird im
Folgenden betrachtet. In Abbildung 3.16 und 3.17 ist sowohl die Symptomatik der mit B. ga-
rinii (n = 41) als auch der mit B. bavariensis (n = 31) -infizierten Patienten aufgefihrt. Alle
Isolate mit ST 85 wurden aus Hautbiopsaten isoliert, klinisch wurden ausschlieBlich kutane
Manifestationsformen festgestellt (keine Information Uber PTrob). Zwei der vier Proben
stammten aus dem ehemaligen Jugoslawien (s. o0.). Dartber hinaus wurden alle neun
Stdmme des ST 86 (B. garinii) aus Liquorpunktaten isoliert. In allen bekannten Fallen (keine
Informationen flir PBol und PHez) trat eine NB auf, jedoch waren begleitende lokalisierte
Manifestationsformen méglich. Ebenso verursachten alle Isolate mit ST 245 (n = 3) NB, auch
hier war ein vorausgehendes oder synchron auftretendes EM mdglich. Borrelien mit den
neuen ST 573 bis 575 und 577, komplexiert um den Gruppenfounder ST 86, I6sten eine ku-
tane Manifestation aus. ST 179 lag nur einmal vor, die Borrelien wurden aus Synovia kulti-
viert.

Es lasst sich zusammenfassen, dass ein Zusammenhang zwischen MLST-ST und Kilinik
maoglich ist, jedoch sind flr alle angesprochenen Haufungen weitere Isolate zur Bestatigung
der Trends notwendig.

85 B. bavariensis
& KS
- NB
KS und NB
179 B garinii KS und NB und LA
-9 KS und NB und Karditis
245 7 LA
177 unbekannt
\ ' / 246
574 | -
- |
A . .
575 482
577 251 | 4
573 576

Abbildung 3.16: Zusammenschau von Manifestation und MLST-Sequenztyp
Ausflihrungen siehe Text und Abbildung 3.17. LA Lyme-Arthritis; KS Kutane Symptomatik; NB Neuro-
borreliose.
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Unbekannte Manifestationsform

NB
NB mit vorausgegangener oder synchron auftretender lokalisierter Manifestationsform

ANB und weitere disseminierte Manifestationsform (ACA, LA)
Lokalisierte Manifestationsform
@ Disseminierte Manifestationsform auBer NB

Abbildung 3.17: Maximum Likelihood Tree mit assoziierter klinischer Manifestation
Maximum Likelihood Tree erstellt mit MEGA 7.0. Der Tree lasst sich in zwei Halften gliedern: linke
Halfte: B. bavariensis-Stamme (n = 31; ST 84 und 85), rechte Hélfte: B. garini-lsolate (n = 41; alle
weiteren ST). Farblich markiert ist die klinische Manifestation. Die Markierungen einiger Stdmme sind
zur besseren Orientierung eingerlckt, da sie einen differenten MLST-ST bezeichnen (B. garinii: PFiM,
PMek, PMit, PNel, PRa, PRef; B. bavariensis: PLep, POb, PTrob, PZwi). Zu beachten ist der lange
Ast von PMag (ST 575), siehe hierzu auch Abschnitt 4.2 und 4.3. ACA Acrodermatitis chronica atro-

phicans; LA Lyme-Arthritis; NB Neuroborreliose.
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Betrachtung klinischer Lyme-Borreliose-Sonderfélle

Folgende Falle fordern eine separate Erwahnung:

(h Bei dem Patienten infiziert mit PBar lieBen sich Borrelien im Aortengewebe
nachweisen. Neben verschiedenen Erregern wird B. burgdorferi s. I. in Zu-
sammenhang mit Aortenaneurysmata gebracht, entweder primar Uber die
Schwéchung der Aortenwand oder sekundéar Uber die Besiedlung von Aorten-
aneurysmata und Thromben, sodass die These eines molekularen Mimikrys
formuliert wurde (Hinterseher et al. 2012; s. a. Abschnitt 4.2).

(1 PFo zeigte Borrelien im Hautbiopsat im Rahmen einer Eosinophilen Fasziitis.
Einige Falle stehen in Bezug mit Borrelien, jedoch ist die Atiologie noch nicht
vollsténdig geklart (Houtman et al. 2009; s. a. Abschnitt 4.2).

(1) Bei PNi fanden sich Borrelien im Biopsat eines T-Zell-Lymphoms. Die Assozi-
ation von B. burgdorferi s. |. und kutanen Marginalzonen-Lymphomen ist Be-
standteil der aktuellen Forschung (s. a. Abschnitt 4.2). Ein Zusammenhang
zwischen B. burgdorferis. |. und T-Zell-Lymphomen ist unsicher.

(IV)  Ein Patient, welcher mit dem kulturell nachgewiesenen B. bavariensis-Stamm
PWa infiziert war, zeigte zeitgleich einen serologischen IgM-Antikérper-
Nachweis fur FSME. Eine FSME-Impfung hatte im Vorfeld nicht stattgefunden.
Anamnestisch war kein Zeckenstich erinnerlich und keine Zecke zur Untersu-
chung auf eine Doppel-Tragerschaft von Borrelien und FSME-Viren einge-

sandt worden.

Die oben genannten Falle (I - Ill) geben Hinweise auf eine Borrelien-Persistenz an immuno-

logisch privilegierten Stellen im Korper.

3.2.5 Therapie im Rahmen der betrachteten Kohorte

Im Folgenden werden die durchgeflihrten Therapien retrospektiv bei der Diagnose LB zu-
sammengefasst. Bei 31 Patienten war die Therapie nicht bekannt, 41 Patienten wurden pri-
mar antibiotisch behandelt. 18 Félle wurden mit Ceftriaxon i. v. beziehungsweise i. m., drei
Féalle mit Cefotaxim i. v., acht Personen mit Penicillin i. v. und zwei Patienten mit Doxycyclin
p. 0. behandelt. Jeweils ein Patient wurde p. 0. mit Erythromycin beziehungsweise Amoxicil-
lin in Kombination mit Clavulansaure behandelt. In acht Fallen wurden verschiedene Antibio-
tika in Folge eingesetzt, meist um die Applikation zu oralisieren. Die antibiotischen Therapien
erfolgten mit teils unterschiedlicher Dosierung und Therapiedauer. Insgesamt waren Informa-
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tionen fir zwei Patienten (infiziert mit PBu, PRof) Uber unerwiinschte Nebenwirkungen des
primér eingesetzten Cephalosporin-Antibiotikums in Form eines Arzneimittelexanthems und
Diarrhé vorhanden, welche zum Wechsel der Antibiotika-Klasse flhrten. Es wurde nach The-
rapieabschluss keine erneute Probeentnahme durchgefihrt, sodass nicht beurteilt werden
konnte, ob nach der antibiotischen Chemotherapie noch Borrelien vorlagen. Darlber hinaus
lagen keine Daten Gber Compliance bezlglich der Medikamenteneinnahme beziehungswei-
se eines klinischen Follow-ups der Patienten vor.

3.3 Populationsstruktur und klinische Manifestationen von B. garinii und B.
bavariensis unter Einbezug der MLST-Datenbank

Um die weltweite Populationsstruktur von B. garinii und B. bavariensis néher zu erfassen,
wurde auf die MLST-Datenbank zugegriffen. Es wurden von den genannten Spezies alle
Stamme, deren allelisches Profil einschlieBlich des ST vollstandig hinterlegt waren und zu-
dem die im Rahmen dieser Arbeit sequenzierten, aber noch nicht vollstandig in der MLST-
Datenbank hinterlegten Isolate, eingeschlossen (Stand MLST-Datenbank 19.08.2017). Dies
fihrte zur Analyse von 300 B. garinii- und 181 B. bavariensis-Isolaten. B. garinii umfasste
135 differente ST, demgegenlber zahlte B. bavariensis 56 unterschiedliche ST. Insgesamt
wurden 363 Stamme aus Zecken isoliert (B. garinii n = 253 und B. bavariensis n = 110),
93 Isolate stammten aus humanen Proben B gariniin = 47 und B. bavariensis n = 46) und 25
Stdmme wurden in tierischen Wirten (B. bavariensis n = 25) gefunden. Bei den Vektoren
waren in der Datenbank fir die eingeschlossenen Stamme Ixodes sp., I. paviowskyi, I. per-
sulcatus, I. ricinus und I. uriae hinterlegt. Die Stamme wurden auf den Kontinenten Asien,

Europa und Nordamerika isoliert.

Tabelle 3.9 gibt eine Zusammenfassung der Informationen aus der MLST-Datenbank wider,
welche das Verstandnis der folgenden Abhandlung Gber B. garinii- und B. bavariensis-Isolate
auf den Kontinenten Asien, Europa und Nordamerika erleichtern soll.
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Kontinent Isolat B. garinii  B. bavariensis

n (gesamt) 197 35
Anzahl ST 79 2
Europa humane Isolate 44 31
Zecken-Isolate 153 4
tierische Isolate 0 0
n (gesamt) 84 145
Anzahl ST 44 53
Asien humane Isolate 3 15
Zecken-Isolate 81 105
tierische Isolate 0 25
n (gesamt) 19 1
Anzahl ST 12 1
Nordamerika humane Isolate 0 0
Zecken-Isolate 19 1
tierische Isolate 0 0

Tabelle 3.9: Ubersicht iiber die Isolationsquellen und die Fundkontinente
Die Isolate aus Nordamerika wurden nur aus kanadischen Seevégeln isoliert. Auffallig ist das Verhalt-
nis von B. bavariensis von humanen zu Zecken-Isolaten in Europa. Die europaischen B. bavariensis
lieBen sich in Analogie zu Fingerle et al. 2008 vor allem aus humanen Proben isolieren und konnten

nur selten in Zecken nachgewiesen werden.

Fir Europa waren der Spezies B. garinii 197 Isolate mit 79 verschiedenen ST zuzuordnen.
B. bavariensis war in Europa im Gegensatz zu den asiatischen Stdmmen (siehe unten) deut-
lich homogener und wies nur zwei ST (ST 84 und ST 85) mit insgesamt 35 Stdmmen auf. Bei
den humanen Isolaten handelte es sich ausschlieBlich um am NRZ fir Borrelien akquirierte
und sequenzierte Stamme. Herauszuheben ist das Verhaltnis, mit welchem B. bavariensis-
Isolate aus Zecken und aus humanen Proben isoliert worden sind. In Analogie zu Fingerle et
al. 2008 tberwogen die humanen Isolate deutlich. Dies l&sst unterschiedliche MutmaBungen
zu, welche in Abschnitt 4.3 thematisiert werden. 41 B. garinii und 31 B. bavariensis wurden
bereits in den Abschnitten 3.1 bis 3.2 ausfihrlich erarbeitet. Bei den europédischen Stammen
manifestierte sich die LB in 51 Féllen mit einer disseminierten und nur in 19 Fallen mit einer
alleinig lokalisierten Symptomatik. Finf weitere Isolate stammten aus Hautbiopsaten, es fehl-
ten jedoch Angaben zur klinischen Symptomatik. Aus tierischen Wirten isolierte Borrelien
waren in Europa fUr B. gariniiund B. bavariensis nicht in der MLST-Datenbank hinterlegt.

Die europaischen B. garini- und B. bavariensis-Stamme stammten aus Deutschland
(n = 88), GroBbritannien (n = 70), Lettland (n = 30), Frankreich (n = 18), Norwegen (n = 16),
Serbien (n = 5), ltalien (n = 4), dem ehemaligen Jugoslawien (n = 3) und jeweils ein Isolat
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aus Osterreich, den Niederlanden und Slowenien. Die Zuordnung von B. garinii und B. bava-
riensis zu den Fundl&ndern findet sich in Tabelle 7.19 im Anhang.

Der folgende Einschub zeigt mégliche Fehlerquellen bei der Arbeit mit der MLST-Datenbank
auf. FUr die in den Abschnitten 3.1 und 3.2 behandelten Stdmme wurde die Anamnese und
klinische Prasentation der LB ausflhrlich recherchiert, sodass sich folgende Punkte und Dis-
krepanzen bei der Auswertung der MLST-Datenbank ergaben:

(h Da nur die Borrelien-Isolationsquelle (ACA, CSF, EM, skin, etc.) in der Daten-
bank angegeben wurde, entfielen essenzielle Informationen wie die Beteili-
gung zweier Organsysteme im Rahmen der LB-Infektion. Eine separate Er-
wahnung unter ,comments® war méglich. Die Informationen sind stark von den
Angaben des Einsenders abhangig. Beispielsweise lag fir die Stamme PBar
(B. bavariensis, ST 84) und PBu (B. garinii, ST 246) ein EM als Isolationsort
der Borrelien vor, jedoch hatte sich eine eindeutige neurologische Beteiligung
im Sinne einer NB in der oben genannten Recherche ergeben. Somit sollten
die Infektionen mit den genannten Stdmmen zu der Kategorie ,disseminierte
Manifestationen® z&hlen (s. a. Abschnitt 1.4), was sich aber weder mit der An-
gabe ,EM* noch ,skin“ in der Datenbank verdeutlichen lie3. Im Umkehrschluss
wurden einige Stdmme aus Liquor isoliert, eine vorher jedoch lokalisierte Ma-
nifestation im Rahmen eines EM wurde nicht in der Datenbank erfasst (fir
Beispiele siehe Abschnitt 3.2.3). Somit ergab sich ein Informationsverlust bei
der klinischen Prasentation.

(1) Darliber hinaus beruft sich die Datenbank auf die vom Einsender bereit ge-
stellten Informationen, welche durch den Kurator teils nicht Gberprifbar sind.
Beispielsweise fehlte in der MLST-Datenbank die Quelle des Stammes PRab
(B. bavariensis, ST 84), welche sich aber nach einer ausfuhrlichen Recherche
der Einsendedaten als Synovia erwies.

Dies lasst erkennen, dass die MLST-Datenbank zwar eine wertvolle Informationsquelle mit
einem groBen Datenumfang darstellt, der Nutzer aber die Informationen zu hinterfragen und
zu bewerten hat, um sie in einem sinnvollen Interpretationskontext zu verwenden. Darlber

hinaus sind korrekte Angaben von Seiten des Einsenders unabdingbar.
In Asien wurden 84 Stamme der Spezies B. garinii zugerechnet und machten 44 verschiede-

ne ST aus, respektive fanden sich 145 B. bavariensis-Isolate mit 53 differenten ST (s. a. Ta-
belle 3.9). Die asiatischen B. bavariensis zeigten somit eine gréBere Diversitat als die euro-
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paischen B. bavariensis. 186 Borrelien-Stamme wurden aus Zecken isoliert, 25 B. bavarien-
sis aus tierischen Wirten und 18 B. garinii bzw. B. bavariensis aus menschlichen Hautbiopsa-
ten. Letztere verursachten alle ein EM als lokalisierte Manifestation und wurden ausschlie3-
lich in Japan isoliert. Eingeschlossen waren Stdmme aus China (n = 37), Russland (n = 110),
Japan (n = 73) und der Mongolei (n = 9). Es lasst sich zusammenfassen, dass die Divergenz
bezlglich der Heterogenitat der B. bavariensis in Europa und Asien auffallend war (siehe
Abschnitt 4.3).

Fur Nordamerika waren fir die Spezies B. garinii und B. bavariensis insgesamt 20 Stimme
in der MLST-Datenbank hinterlegt, welche alle aus kanadischen Seevogel-assoziierten Ze-
cken isoliert wurden. Es zeigten sich 13 verschiedene ST, wobei nur der ST 685 B. bava-
riensis zugeordnet wurde. Bisher konnte B. garinii und B. bavariensis in Nordamerika nicht in

humanen Isolaten nachgewiesen werden.

Veranschaulicht werden die Daten in einem Maximum Likelihood Tree in Abbildung 3.18. Nur
wenige ST von B. garinii oder B. bavariensis wurden auf mehr als einem Kontinent nachge-
wiesen (markiert mit einem Pfeil; siehe unten). Graue Markierungen zeigen den Nachweis
eines ST aus mindestens zwei verschiedenen Isolationsquellen an. Die europaischen B.
bavariensis-Stamme ST 84 und ST 85 finden sich entfernt von den europaischen B. garinii-
Isolaten im rechten Teil der Grafik eingebettet zwischen asiatischen Stdmmen. Die nordame-
rikanischen Isolate zeigen sich mit Ausnahme einer Haufung im unteren Teil der Grafik (ST
687, 688, 689, 693) in enger Verbindung mit européischen und asiatischen Stammen.
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Abbildung 3.18: Maximum Likelihood Tree basierend auf der MLST-Datenbank

Kodierung: Isolationsquelle: Schwarz: Zecke; Rot: Mensch; Gelb: tierischer Wirt; Grau: Mehr als eine

Isolationsquelle. Fundkontinent: Kreis: Europa; Dreieck: Asien; Quadrat: Nordamerika; Raute: mehr
als ein Fundkontinent, zur besseren Ubersicht zudem mit einem Pfeil markiert. n = 481. Tabelle 7.21

enthlt die zugrundeliegenden Daten.
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Abbildung 7.13 im Anhang stellt die ST von B. garinii und B. bavariensis in Verbindung mit
dem farblich markierten Fundkontinent dar. Asiatische Stamme finden sich rechts betont in
der Abbildung und links dominieren die europaischen Stamme. Zwei Gruppenfounder sind
hervorzuheben: ST 86 und ST 244. Dies ist interessant, da ST 244 bei ausschlieBlicher Be-
trachtung der europdischen Isolate keinen Gruppenfounder darstellte. Diese bilden jeweils
eine Schnittstelle zwischen asiatischen und europaischen Stdmmen. Mit (°) ist der ST 575
gekennzeichnet, auf welchen unter (lll, siehe unten) und in Abschnitt 4.3 genauer eingegan-
gen wird. Interessanterweise findet sich der ST 355 (B. garinii), welcher aus einer Zecke in
Italien isoliert wurde, als gelbes Kreissymbol (Fundort Europa) zwischen grauen Nodes
(Fundort Asien) (siehe rechte VergréBerung in Abbildung 7.13). Da keine weiteren Informati-
onen fir diesen Stamm hinterlegt waren, war eine Interpretation nicht méglich. Bei der Be-
trachtung von B. garinii ist beim Wirtstier Vogel zwischen terrestrischen und Seevégeln zu
unterscheiden (siehe Abschnitt 4.3).

Drei ST lieBen sich bei den betrachteten Spezies auf mehr als einem Kontinent nachweisen.
Eine differenzierte Diskussion hierzu findet sich in Abschnitt 4.3:

(h Der ST 86 (B. garinii) fand sich in Europa (n = 26). Er konnte weitverbreitet in
verschiedenen Landern nachgewiesen werden. Als Fundort der Zecke, wel-
che mit dem Stamm IP90 infiziert war, war Moskau, Russland angegeben.

(1) In Kanada (n = 1), Russland (n = 1) und Europa (n = 11) konnte der ST 244
(B. garinii) nachgewiesen werden. Wé&hrend in Europa die Stdmme sowohl
aus humanen Proben als auch aus Zecken isoliert wurden, stammen die Iso-
late aus Kanada und Russland nur aus Zecken (respektive I. uriae und I. per-
sulcatus). Das kanadische Isolat stammte aus der Region Neufundland und
Labrador. Dieser Stamm wurde bisher nicht in Nordamerika beschrieben.

() ST 575 lieB sich in Kanada (n = 4) und Europa (n = 1) isolieren. Bei der euro-
paischen Probe handelte es sich um den aus einem Hautbiopsat isolierten
Stamm PMag. Dessen allelisches Profil war bis auf den AT von pyrG bisher in
Europa nicht bekannt. Seitdem sind zusatzlich die kanadischen Stamme mit
dem ST 575 in die MLST-Datenbank hinzugefligt worden. Da der Stamm
PMag stark divergent von den européischen allelischen Profilen ist, fUhrt dies
zu Spekulationen Uber den Infektionsort des Patienten (s. a. Abschnitt 4.3).

26 ST lieBen sich in mehr als einer Isolationsquelle nachweisen, das heif3t, dass sie aus Ze-
cken, humanen Isolaten und/ oder tierischen Wirten isoliert werden konnten. Diese sind ein-
schlieBlich der Fundlander in Tabelle 7.22 im Anhang hinterlegt. Européische B. bavariensis
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werden in humanen Probematerialien haufiger als in Zecken gefunden (Fingerle et al. 2008).
Derzeit liegen keine ausreichenden Daten vor, ob alle ST von B. garinii und B. bavariensis
mit der gleichen Wahrscheinlichkeit Menschen infizieren. Darlber hinaus bleibt abzuwarten,
welche ST gehauft in welchen menschlichen Probematerialien gefunden werden und ob sich
hier regionale Unterschiede zeigen werden, da derzeit die Mehrheit der sequenzierten
Stdmme aus humaner Quelle fiir die Spezies B. garinii und B. bavariensis aus Deutschland

stammt.

3.4 Ergebnisse des CXCL13-Nachweises nach Langzeitaufbewahrung in aku-

ter und spater Neuroborreliose

Die Liquorpunktate fir die CXCL13-Analyse wurden von 1992 bis 2000 am NRZ fir Borrelien
gesammelt (Abschnitt 2.11). Obwohl die das Material einsendenden Institutionen um einen
unverzuglichen Transport und einen reibungslosen Einfrierprozess der Proben gebeten wur-
den, sind diese zwei Variablen retrospektiv nicht beeinflussbar und schwer zu bewerten.

Es konnten 20 Liquorproben von insgesamt zwdlf Patienten — elf Patienten mit gesicherter
NB und ein Patient mit Neurosyphilis (Patient 2) — unter Berlcksichtigung der Einschlusskri-
terien (Abschnitt 2.11) fir die Untersuchung akquiriert werden (Tabelle 3.10). Zehn Patienten
(Patienten 3 - 12) wurden mit friher und ein Patient (Patient 1) mit spater NB gemaf den
Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie und der European Federation of Neuro-
logical Societies (Mygland et al. 2010, Rauer et al. 2012) diagnostiziert. Bei drei der NB-
Patienten (Patienten 1, 4, 6) und fur den Fall der Neurosyphilis (Patient 2) wurden im Klini-
schen Verlauf und nach der Therapie weiter Lumbalpunktionen durchgefiihrt und die Proben
konnten zur Beobachtung des Verlaufs der CXCL13-Konzentrationen und der Entzin-

dungsmarker verwendet werden.
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Zeitspanne IgG-

zwischen Protein  Anti- Blut-Liquor-
. CXCL13 NB- Zellzahl - i Schranken-
Patient Wert . . Liquor korper- "
(pg/ml)  Manifesta- Liquor (pl) | index storung
tion und LP gl lhes (x 109
(d) (korr.)

1 1 1.334 249 69 3.240 17,9 38,4
2 30,1 285 normwertig normwertig 3,1 11,8
3 <78 445 10,6 9,9
2* 1 5.880 - - - 8,1 13,5
2 34,6 - - - 3,4 11,8
3 <78 - - - 3,7 7.4
4 <78 - - - 8,8 6,0
3 1 318,5 7 X - 2,1 13,9
4 1 3.508 16 670 1.500 29,2 15,3
2 367,1 27 - - > 36,5 6,7

3 177,5 236 - - 30,7 -
5 1 13.220 14 140 1.620 15,9 21,4
6 1 20.420 16 233 870 11,4 14,0
2 164,3 36 - - 5,8 3,2
7 1 8.770 21 63 750 26,2 20,2
8 1 5.270 24 219 420 2,4 7,3
9 1 438,7 2 267 4.400 >4,2 6,6
10 1 4.380 17 158 1.060 3,4 20,6
11 1 1.977 28 149 1.150 17,3 16,8
12 1 9.370 - X 3,9 21,4

Tabelle 3.10: Ubersicht der Patienten fiir den CXCL13-Nachweis
Patient 1: Spate NB, Patient 2 (*): Neurosyphilis, Patient 3 - 12: Akute NB. X: Pleozytose ohne ge-
naue Wertangabe.

Alle NB-Patienten zeigten erhéhte CXCL13-Konzentrationen zwischen 318,5 und 20.420
[0 6.273,3] pg/ml im Liquor nach einer Langzeitlagerung bei -20 °C, welcher vor oder inner-
halb der ersten drei Tage nach Therapiebeginn entnommen wurde. Das mittlere Alter der
NB-Patienten zum Zeitpunkt der ersten Liquor-Entnahme betrug 43,6 [8 - 74] Jahre. Fur
zehn Patienten konnte der exakte Zeitpunkt der neurologischen Manifestation eruiert wer-
den. Dies ermdglichte die Ermittlung der Zeitspanne zwischen dem ersten neurologischen
Symptom und der Lumbalpunktion, welche zwischen zwei und 249 Tagen z&hlte. Die mittlere
Dauer zwischen der NB-Manifestation und der Liquorpunktion betrug fir die akute NB 16,1 [2
- 28] Tage (Abbildung 3.17), wahrend fur den Patienten mit der spaten NB eine Zeitspanne
von 249 Tagen errechnet wurde. Es zeichnete sich eine Korrelation zwischen der Dauer der
frihen NB und der CXCL13-Konzentration ab. Durchschnittlich geringer waren die CXCL13-
Konzentrationen (318,5 und 438,7 pg/ml) der Patienten 3 und 9 (in Abbildung 3.19 markiert
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mit *), deren NB respektive sieben und zwei Tagen andauerte. In dieser Untersuchung waren
die CXCL13-Werte nach drei Wochen anhaltender neurologischer Symptomatik stark erhéht.
Es sind weitere Untersuchungen zur Bestétigung dieses Trends notwendig. Der Patient mit
spater NB (Patient 1) zeigte in seiner Lumbalpunktion 249 Tage nach der NB-Manifestation
eine CXCL13-Konzentration von 1,334 pg/ml.
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Abbildung 3.19: CXCL13 und die Zeitspanne zwischen Beginn der NB und der LP
Eine CXCL13-Konzentration von 250 pg/ml (waagrechte Orientierungslinie) gilt als Cut-off-Wert, so-
dass alle dargestellten Patienten 3 - 11 als CXCL13-positiv klassifiziert wurden. (*) Patient 3 und 9 —
diese zeigten eine geringere CXCL13-Konzentration bei kirzerer Dauer der Neuroborreliose. LP Li-

quorpunktion.

Die folgenden Parameter wurden vor der Langzeitlagerung der Liquorproben bestimmt: Die
Mehrzahl der NB-Patienten (keine Daten fir die Patienten 3, 6, 12) zeigten eine erhdhte mitt-
lere Zellzahl von 218,7 [63 - 670] /ul (Pleozytose > 5/ul bei Erwachsenen (Lothar 2005)) in
der Lumbalpunktion vor oder innerhalb der ersten drei Tage nach Therapiebeginn. Obwohl
die Zellen nicht differenziert wurden, ist eine lymphozytare Pleozytose anzunehmen (Lothar
2005). Der durchschnittliche Proteingehalt im Liquor war mit 1.667,7 [420 - 4.400] mg/I (Re-
ferenzbereich 200 - 500 mg/l (Lothar 2005)) fir die meisten Patienten (keine Daten fur die
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Patienten 3, 6, 12) erh6ht. Der IgG Antikdrper-Index (Al) war fur alle NB-Patienten zwischen
2,1 und 29,2 positiv (o 13,2; keine exakten Daten fir Patient 9; positiv bei einem Wert > 2,0
(Mygland et al. 2010, Rauer et al. 2012)). Die durchschnittliche Blut-Liquor-
Schrankenstoérung (Qai) betrug 17,8 [6,6 - 38,4] x 10 (Referenzwert altersabhangig (Lothar
2005)). Die massivste Stérung der Blut-Liquor-Schranke zeigte der Patient mit spater NB
(Patient 1), welche sich im Laufe der Therapie besserte, aber nach 445 Tagen nicht in den
Referenzbereich zurlickkehrte war.

Der Verlauf der CXCL13-Konzentrationen und der Blut-Liquor-Schrankenstérungen fiir die
oben genannten Fallserien findet sich in Abbildung 7.14 im Anhang.

In der Liquorprobe des Patienten mit Neurosyphilis (Patient 2) zeigte sich eine CXCL13-
Konzentration von 5.880 pg/ml und es konnte eine gestdrte Blut-Liquor-Schranke
(Qab 13,5 x 10%) nachgewiesen werden. Der Patient wurde mit Penicillin behandelt. 223 Ta-
ge spater wurde erneut Liquor punktiert und die CXCL13-Konzentration war unter den Cut-
off-Wert gesunken (34,6 pg/ml). Dartber hinaus zeigte sich eine Verbesserung der Blut-
Liquor-Schranke auf Qan 11,8 x 103. Moglicherweise eignen sich CXCL13-Verlaufe zur The-
rapiekontrolle von Neurosyphilis. Dieser Fall ist eine interessante Differenzialdiagnose zur
NB, da Syphilis in einem solch fortgeschrittenen Stadium selten ist in Zeiten von friher Diag-
nose und Therapie.

In dieser Untersuchung zeigten sich verschiedene NB-Manifestationen (siehe auch Abschnitt
1.4), es gab jedoch keine Verbindung zwischen einem spezifischen neurologischen Symp-
tom und der CXCL13-Konzentration. Es reflektierten sich dartuber hinaus keine Veranderun-
gen in der CXCL13-Konzentration in Abhangigkeit der Schwere der klinischen Symptomatik
oder des Geschlechts. Des Weiteren waren in dieser Untersuchung zwei Kinder (Patient 6:
neun Jahre, Patient 9: acht Jahre) eingeschlossen, deren CXCL13-Konzentrationen unter-
schieden sich nicht von der Erwachsenen-Kohorte. Eine Verallgemeinerung der Aussagen ist
jedoch nur durch die Untersuchung und den Einschluss weiterer Daten méglich.
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4 Diskussion

Lyme-Borreliose ist die haufigste Vektor-tibertragene humane Erkrankung in Europa und den
USA (Lindgren und Jaenson 2006, Fingerle et al. 2008). Bei einer manifesten Infektion kdn-
nen sich die Symptome unter anderem an der Haut, den Gelenken und dem Nervensystem
auBern (Stanek et al. 2011, Herzer et al. 2014, Krause und Fingerle 2014). Es handelt sich
zum Teil um schwere und diagnostisch vieldeutige Manifestationen. Erreger sind Bakterien
des Borrelia burgdorferi sensu lato-Komplexes (Burgdorfer et al. 1982). Diese Arbeit kon-
zentriert sich auf die Spezies B. garinii und B. bavariensis. Diese werden erst seit 2009 als
differente Spezies betrachtet, da sie sich nicht nur genetisch, sondern auch unter ékologi-
schen Gesichtspunkten deutlich unterscheiden (Margos et al. 2009). Urspringlich war B.
bavariensis - klassifiziert als OspA-Typ 4 - ein Teil der Spezies B. garinii (Wilske et al. 1993).
Dieser war bereits als hyperinvasiver Phanotyp beschrieben (Kurtenbach et al. 2006). Das
Vorkommen von B. garinii und B. bavariensis konzentriert sich auf Eurasien (Kurtenbach et
al. 2006, Margos et al. 2011) und ein Organotropismus zum neurologischen System wurde
beschrieben (Barbour und Heyes 1986, Canica et al. 1993, Wilske et al. 1993, Pfister et al.
1994, Ornstein et al. 2001, Richter et al. 2006, Fingerle et al. 2008, Stanek und Strle 2009,
Margos et al. 2011). B. garinii bevorzugt als Reservoirwirtstier Végel, wahrend B. bavariensis
Nagetiere vorzieht (Kurtenbach et al. 2006, Gern 2008, Taragelova et al. 2008, Dubska et al.
2009, Margos et al. 2011, Vollmer et al. 2011). B. garinii ist sowohl in Asien als auch in Eu-
ropa sehr heterogen. B. bavariensis 1asst sich in eine européaische und eine asiatische Popu-
lation unterteilen. Die européische Population nutzt ausschlieBlich /. ricinus als Vektor, ist im
Kerngenom homogen und zeigt eine hohe Virulenz, wahrend die asiatische Population in /.
persulcatus zu finden ist und sich genetisch heterogen mit einer geringen Virulenz préasen-
tiert (Marconi et al. 1999, Takano et al. 2011, Margos et al. 2013, Mukhacheva und Kovalev
2013, Scholz et al. 2013, Gatzmann et al. 2015). Interessanterweise lieBen sich die europai-
schen B. bavariensis deutlich haufiger aus humanen Probematerialien als aus Zecken isolie-
ren, wahrend die asiatische Stdmme haufiger aus Zecken stammten. Es ist davon auszuge-
hen, dass die Wirtsspezialisierung ebenso wie die Vektorkompatibilitdt der Spezies die geo-
grafische Verteilung beeinflussen (Margos et al. 2011). Daraus wurde im Folgenden die Hy-
pothese abgeleitet, dass ein Stamm aus der asiatischen B. bavariensis-Population sich im
Uberschneidungsgebiet der beiden Vektoren an den neuen Vektor /. ricinus angepasst, in
Folge eine hohe Virulenz entwickelt und sich in Europa ausgebreitet hat. Dieser Kontext
machte die ndhere Betrachtung der Spezies B. garinii und B. bavariensis unter Einbeziehung
der europdischen sowie asiatischen Populationen und einen differenzierten Vergleich der
Genetik und Kklinischen Présentation besonders interessant.
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Die genannten Spezies wurden im Rahmen dieser Arbeit auf ihre Populationsstruktur und
der klinisch verursachten Symptomatik im Menschen analysiert. Es wurde detailliert auf ihre
genetische Heterogenitat und die geografische Verteilung der mittels MLST-bestimmten ST
eingegangen. Das MLST wurde verwendet, da sich die ékonomische, einfach durchzuflh-
rende Methode zur Analyse von Proben verschiedener Quellen wie zum Beispiel von Isola-
ten aus humanen Proben, Zecken oder tierischen Wirten eignet und sich neben einer akku-
raten Diskrimination durch eine gute Skalierbarkeit auszeichnet (Maiden et al. 1998, Urwin
und Maiden 2003, Margos et al. 2009, Margos et al. 2011).

Die im Rahmen dieser Arbeit erstmalig durchgefiihrte systematische Analyse humaner
B. garinii- und B. bavariensis-lsolate im medizinischen Kontext soll unter anderem das regio-
nale Vorkommen der Spezies ebenso wie die Symptomatik und die damit verbundene Risi-
koabschéatzung beleuchten. AnschlieBend wurden die Ergebnisse im internationalen Kontext
gemeinsam mit Daten aus der MLST-Datenbank betrachtet. Im Folgenden werden die Er-
gebnisse in den derzeitigen wissenschaftlichen Kontext eingeordnet und bewertet. Diese
Arbeit soll einen ersten Uberblick (iber humane B. garinii- und B. bavariensis-solate geben.
In Zukunft ist die Erarbeitung der weiteren genetischen Ausstattung einschlieBlich der Identi-
fizierung von Pathogenitatsfaktoren notwendig, um in weiteren Untersuchungen ein Zusam-
menhang zwischen Genetik und klinischer Manifestation herzustellen. Dies soll zu einer ge-
zielteren und optimierten Diagnostik sowie einem verfeinerten und effektiveren Therapiesys-

tem fUhren.

4.1 Genetische Heterogenitat von B. gariniiim Vergleich zu B. bavariensis

Der Fokus dieser Arbeit lag, wie oben ausfihrlich begriindet, auf B. garinii und B. bavarien-
sis. Die Auswahl von 81 Proben (n (humane Isolate) = 79; n (Zecken-Isolate) = 2) anhand
des OspA-Typs erfolgte dabei unter Beriicksichtigung der zuvor definierten Einschlusskrite-
rien (Abschnitt 2.2). Die MLST-Untersuchung von Borrelien verwendet Housekeeping-Gene,
welche so gewahlt wurden, dass sie sich flir epidemiologische, evolutionare und populati-
onsgenetische Analysen eignen (Maiden et al. 1998, Margos et al. 2009, Margos et al.
2011). Eine Analyse der geografischen Verteilung, der evolutiondren Entwicklung und der
Invasivitat von Lyme-Spirochaten war méglich (Margos et al. 2008, Hanincova et al. 2013).
Ebenso wurde die Ausbreitung neuer Varianten untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass das MLST eine hdhere Diskriminationsrate als die OspA-Typisierung
erlaubt. Darilber hinaus konnte eine Uberlegenheit des MLST gegeniiber der OspA-
Typisierung bei der Detektion von Mischsequenzen erhoben werden. Die klinischen und pa-
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tientenbezogenen Daten beruhten auf gemeinsam mit der Probe eingesandten, anonymisier-

ten Fragebdgen.

43 Stamme mit 19 verschiedenen ST lieBen sich der Spezies B. garinii und 32 Isolate mit
zwei ST (ST 84 und 85) B. bavariensis zuordnen, wobei letztere aus 31 Patienten isoliert
worden waren. Damit erwies sich B. garinii als deutlich heterogener als die europaischen
B. bavariensis. Ein weiterer Hinweis auf die gré3ere Heterogenitat von B. garinii im Vergleich
zu B. bavariensis zeigte die Definition neuer AT und ST: Fir B. garinii wurden sieben neue
ST definiert. Der neue ST 482 entstand aus einer neuen Kombination bereits bekannter AT.
Fur B. bavariensis lieBen sich weder neue AT noch ST ermitteln. Die Pairwise Distance be-
trug fir die B. bavariensis-ST 84 und 85 der betrachteten Isolate 0, was eine nahe Ver-
wandtschaft bestatigte. Die Tajima Nukleotiddiversitat zeigte eine deutlich geringere Diversi-
tat fir die europaischen B. bavariensis (n = 31) als fur die heterogenen B. garinii-Stamme
(n = 43). Mit Daten aus der Arbeit von Vollmer (2010) reihten sich B. afzelii (n (ST) = 40) und
B. burgdorferi s. s. (n (ST) = 8) bezuglich des Diversitatsgrades zwischen B. garinii und B.
bavariensis ein. Jedoch ergab sich in der Untersuchung von Vollmer far B. garinii
(n (ST) = 46) eine Diversitat von ™ = 0,0079, welches geringer als die Nukleotiddiversitat
= 0,034965 dieser Arbeit war. Ein mdglicher Grund ist die Konzentration der Untersuchung
von Vollmer auf aus Zecken-isolierte Borrelien, wohingegen diese Dissertation sowohl hu-
mane als auch aus Vektoren isolierte LB-Spirochaten einschloss.

In der Studie von Hanincova et al. (2013) wurde postuliert, dass klonale Komplexe von B.
burgdorferi s. s. eine differente Fahigkeit aufweisen, disseminierte Infektionen im Menschen
auszulésen. B. garinii (n = 41) verursachte 58,5 % disseminierte und 26,8 % lokalisierte In-
fektionen. B. bavariensis (n = 31) -lsolate wiesen ein &hnliches Verhéltnis von 61,2 % zu
22,6 % auf. Dies zeigt bereits eine hohe Invasivitat der Spezies. Im Folgenden wird die The-
se von Hanincova et al. 2013 fir die Spezies B. garinii und B. bavariensis evaluiert: B. ga-
rinii-Stamme mit dem ST 86 (n = 9) und dem ST 244 (n = 4) wurden nur aus Liquorpunktaten
isoliert, jedoch war in einigen Fallen eine synchrone oder zeitlich versetzte lokalisierte kutane
Manifestation der LB beschrieben. Es sind weitere Stdmme dieser ST aus humanen Proben
nétig, um die Hypothese zu bestatigen, dass Borrelien-Isolate dieser ST signifikant hdufiger
disseminierte Infektionen ausldsen. Ein ahnlicher Trend konnte fir die weiteren B. garinii-ST
nicht gekléart werden, da haufig nur geringe absolute Haufigkeiten an Isolaten mit gleichen ST
vorlagen. Nach einer weiteren Datensammlung im Rahmen von ST und verursachender Kli-
nik kdnnte zukinftig unter Einbezug des MLST in die Routinediagnostik die Mdglichkeit einer
gezielteren Therapie bestehen, um Nebenwirkungen zu reduzieren und Antibiotika-

Resistenzen zu vermeiden. Ebenso wissenschaftlich interessant ist die Ursache, warum be-
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stimmte ST einen ausgepragten Organotropismus zeigen, bei welchem es sich um eine bis-
her nicht ausreichend geklarte Pravalenz von Borrelien-Spezies bei der Infektion unter-
schiedlicher Organsysteme handelt. Dartber hinaus ist die damit verbundenen Invasivitat der
Borrelien in weiteren Studien zu beleuchten.

Bei der Betrachtung des OspA-Typs der einbezogenen Stdmme stimmte in allen Féllen die
OspA-Sequenz mit dem RFLP Uberein. Ein Vergleich zwischen OspA-Typ und MLST-ST
zeigte, dass sich in den meisten Féllen die MLST-ST jeweils nur einem OspA-Typ zuordnen
lieBen, jedoch ist diese Aussagekraft durch die zum Teil geringen absoluten ST-Haufigkeiten
limitiert. OspA 4 umfasste nur ST 84 und ST 85, welche B. bavariensis zugeordnet werden,
wahrend ST 86 und ST 87 (beide B. garinii) nur bei OspA-Typ 6 zu finden waren. Mehrere
ST zeigten den gleichen OspA-Typ, woraus gefolgert werden konnte, dass MLST eine héhe-
re Diskrimination ermdglichte als die OspA-Typisierung. Drei Isolate wurden ST 251 (PBes,
PRas, PShm) zugeordnet, jedoch zeigten sie zwei verschiedene OspA-Typen.

4.2 Betrachtung der Spezies im medizinischen Kontext

Die folgende Ausflihrung ist unter dem Gesichtspunkt zu betrachten, dass es sich um eine
retrospektive Analyse mit einer kleinen Fallzahl handelt. Aufgrund dessen kann ein Bias zum
Beispiel bei der Erinnerungswahrnehmung des Zeckenstichs nicht ausgeschlossen werden.
Es handelte sich unter anderem um ein préselektioniertes und nicht reprasentatives Patien-
tengut, da Probematerialien fur gewdhnlich nur zur Analyse bei diagnostisch oder klinisch
schweren Fallen an das NRZ fur Borrelien gesandt werden. Da bisher jedoch kaum Informa-
tionen zur klinischen Einordnung der Spezies vorhanden sind, sollte die Betrachtung der
Spezies und vor allem der ST im epidemiologischen und medizinischen Kontext als Ansatz-
punkt zur Hypothesengenerierung fir weitere Studien dienen.

Far 50 Patienten lagen Angaben (ber einen Zeckenstich vor: 70 % davon erinnerten sich an
einen Stich, 10 % waren sich unsicher und 20 % verneinten die Frage. Der Anteil der sich
erinnernden Personen lag somit héher als in der Literatur, laut der sich 50 % der an Lyme-
Borreliose erkrankten Patienten nicht an einen ZS erinnerten (Pfister et al. 1994, Brade und
Hunfeld 2009). Patienten mit einer B. garinii-Infektion erinnerten sich haufiger (79,3 %) an
einen ZS als B. bavariensis-Patienten (57,1 %). Ahnliche Ergebnisse wurden fiir andere Bor-
relien-Spezies in der Literatur beschrieben: Patienten mit einer B. garinii-Infektion meldeten
den ZS haufiger als Patienten mit B. burgdorferi s. s. (Strle et al. 2011 b). Weitere Isolate
sind zur Bestétigung dieses Trends nétig. Eine mdgliche — allerdings spekulative — Erklarung
wdre, dass verschiedene Borrelien-Spezies die Zusammensetzung des Zeckenspeichels
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oder die Saugdauer verandern. Zum Teil wiesen die Patienten auch multiple ZS auf oder
missinterpretierten einen Stich zum Beispiel als Schnakenstich, um dessen Stichstelle sich
lokal ein EM bildete. Da es sich um eine retrospektive Befragung bei symptomatischer Mani-
festation der LB handelte, muss aufBerdem eine Erinnerungsverzerrung bertcksichtigt wer-
den. FUr 24 Isolate konnte aufgrund der genauen Begleitangaben im Fragebogen die Zeit-
spanne zwischen dem ZS und der ersten Manifestation bestimmt werden, welche durch-
schnittlich 28,3 Tage betrug, wenn beide Borrelien-Spezies einbezogen wurden. Die Zeit-
spanne war fir die mit B. garinii-infizierten Patienten unter Ausschluss eines statistischen
AusreiB3ers 9,6 Tage nicht signifikant langer als fir die mit B. bavariensis-infizierten Patien-
ten. Die unterschiedlichen Manifestationsformen missen jedoch einbezogen werden, da
diese unterschiedliche Latenzzeiten aufweisen (siehe auch Abschnitt 1.4).

Bei der geografischen Auswertung des ZS-Ortes lieBen sich weder flr B. garinii noch fir B.
bavariensis Haufungen finden. Die Beurteilung ist jedoch schwierig, da die Zecken haufig
erst nach einem Intervall von einigen Tagen vom Patienten bemerkt oder multiple ZS berich-
tet wurden. Es wird angenommen, dass sich die Patienten wohnortsnah behandeln lieBen
und sich den Zeckenstich in der Nahe des Wohn- und Arbeitsortes zuzogen. Dabei ist jedoch
zu berlcksichtigen, dass Menschen hochmobil sind. Es ist anzunehmen, dass die ZS mit
Ausnahme von Parks nicht primar im urbanen Raum stattgefunden haben. Beziiglich der LB-
Meldezahlen lag Bayern zwischen 2013 und 2014 im Vergleich der Bundeslander im mittle-
ren Oberfeld, wahrend fir Brandenburg, Mecklenburg-Vorpommern und Rheinland-Pfalz
héhere Inzidenzen vermerkt waren. Eine Vielzahl von Faktoren wie beispielsweise das Vor-
handensein von ausreichenden Wirtstieren flr Zecken, aber auch die Exposition der Bevdl-
kerung in Zecken-besiedelten Habitaten wie Waldarbeiter oder durch bestimmte Freizeitakti-
vitdten beeinflussen die regionale Pravalenz der LB (Binder et al. 2015). Wochentlich werden
die aktuellen und kumulativen Falle von LB in den bayerischen Regierungsbezirken vom
NRZ fur Borrelien veréffentlicht (https://www.lgl.bayern.de/gesundheit/infektionsschutz/-
infektionsepidemiologie/aktuelle_meldezahlen/index.htm).

B. garinii und B. bavariensis verursachten signifikant haufiger Friih- als Spatmanifestationen.
Diese Verteilung ist unter dem Vorbehalt zu betrachten, dass eine Borrelien-Anzucht vor
allem bei Spatmanifestationen zur Klarung unklarer Erkrankungen erfolgt und dass das NRZ
far Borrelien, welches die oben genannten Stdmme bereits stellte, vor allem bei der Diagnos-
tik schwieriger Félle hinzugezogen wird. Die LB kann sich erstmals sowohl mit einer Frih-
als auch einer Spatmanifestation duBern und entgegen einer langjéhrigen Annahme mussen
im Krankheitsverlauf nicht alle klinischen Erscheinungsformen auftreten (Pfister et al. 1994,
Herzer et al. 2014). Die Haufung der Frihmanifestationen kdnnte unter anderem durch ein
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hohes Bewusstsein der Bevélkerung und einer gezielten Ausbildung des medizinischen Per-
sonals begriindet sein, sodass frih und effektiv therapiert wurde. Zu beachten ist jedoch,
dass die Daten in einem Zeitraum akquiriert wurden, in welchem keine Meldepflicht bestand
und weniger Uber die Erkrankung LB bekannt war. Drei mit B. bavariensis-infizierte Patienten
zeigten sowohl eine Friih- als auch eine Spatmanifestation, welche zeitlich versetzt auftraten.
Eine nicht durchgefiihrte oder nicht ausreichende antibiotische Therapie der Frihmanifesta-
tion aber auch eine zweite Borrelien-Infektion nach einem erneuten, nicht erinnerten ZS
kommen als mégliche Ursachen in Frage. Es lie3 sich kein Zusammenhang zwischen dem
Manifestationsstadium und den MLST-ST ermitteln.

In friheren Studien wurde eine Tendenz von B. burgdorferi s. s. gegenlber B. garinii zu dis-
seminierten Infektionen beschrieben (Strle et al. 2011 a, Strle et al. 2011 b). Im Rahmen die-
ser Arbeit zeigten B. garinii und B. bavariensis in gleichem MafBe lokalisierte und dissemi-
nierte Manifestationsformen. In dieser Untersuchung fand sich kein signifikanter Unterschied
zwischen dem Auftreten einer alleinigen kutanen Frihmanifestation oder neurologischen
Symptomatik. Das EM zeigt sich mit einer Latenzzeit von zwei Tagen bis vier Wochen nach
einer Infektion mit B. burgdorferi s. |. (Stanek et al. 2009, Herzer et al. 2014, Krause und Fin-
gerle 2014, Hofmann et al. 2016), bei NB betragt diese drei bis sechs Wochen (Mygland et
al. 2010, Stanek et al. 2011, Rauer et al. 2012, Herzer et al. 2014, Krause und Fingerle
2014). Die klinische Diagnose kann trotz Organotropismus von B. garinii und B. bavariensis
zum Nervengewebe dadurch beeinflusst werden, dass ein EM als lokale Friihmanifestation
eine klrzere Latenzzeit und somit eine frihere Diagnose und Therapie zur Folge hat als die
NB mit langerer Latenzzeit. Letztere kann sich gegebenenfalls aufgrund einer bereits einge-
leiteten Therapie nicht entwickeln. Ein potenzieller Einfluss besteht durch den Aspekt, dass
durch die klinischen Beschwerden starker beeintrachtigte Personen, also vor allem mit dis-
seminierten Borrelien-Infektionen, eher medizinische Versorgung in Anspruch nehmen. Hier-

bei ist aber kein Unterschied zwischen den betrachteten Spezies anzunehmen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 23 B. garinii aus Liquorpunktat (56,1 %), 17 aus Hautbiop-
saten (41,5 %) und ein Isolat aus Synovia (2,4 %) isoliert, wahrend respektive 14 B. bava-
riensis aus Liquorpunktat (43,8 %), 17 aus Haut (53,1 %) und ebenso ein Isolat aus Synovia
(3,1 %) stammten (Abschnitt 2.4 und 3.1.1). Bezlglich der Probematerialien Liquor vs. weite-
re Isolationsmaterialien ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen B. ga-
rinii und B. bavariensis (x2 = 1,096; p < 0,05). B. garinii wurde haufiger aus Liquor als aus
anderen humanen Probematerialien isoliert, jedoch war der Unterschied nicht signifikant.
Dem Isolationsmaterial ist die Symptomatik gegentberzustellen: Die Kombination einer ku-
tanen Frihmanifestation und NB war haufig (B. garinii 31,4 %, B. bavariensis 26,9 %). Als
mogliche Ursachen kommen das primare Nichtwahrnehmen des EM beziehungsweise LZ
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oder eine verzdgerte oder nicht ausreichende Therapie in Frage. Das EM ist mit Gber 90 % in
Deutschland die haufigste Manifestationsform (Fingerle et al. 2008, Krause und Fingerle
2014), im Rahmen dieser Arbeit bei der Spezies B. garinii aber mit 18 Fallen seltener als NB
bei 21 Patienten. Jedoch ist das EM als Blickdiagnose klassifiziert, was gegebenenfalls der
Grund fur die geringe Anzahl vorliegender Hautbiopsate darstellt. Um den Organotropismus
genauer zu betrachten, ist eine exakte Definition unabdingbar. Bei den bisherigen Beschrei-
bungen in der Literatur (unter anderem Barbour und Hayes 1986, Canica et al. 1993, Wilske
et al. 1993, Pfister et al. 1994, Ornstein et al. 2001, Richter et al. 2006, Fingerle et al. 2008,
Stanek und Strle 2009, Margos et al. 2011) wurde ein Bezug zu den Organsystemen herge-
stellt, jedoch meist nicht zwischen lokalisierter und disseminierter Infektion unterschieden.
Erstere findet sich haufig im Bereich der Zeckenstichlokalisation, sodass im Folgenden der
Organotropismus bezlglich disseminierter Manifestationen betrachtet wird. Ausgangspunkt
der Betrachtung war die Spezies-Verteilung in der Zecke. Hierfir liefert Fingerle et al. (2017)
eine Ubersicht. Unter der Annahme, dass alle Spezies eine gleich gute Ubertragbarkeit auf-
weisen und es keine Unterschiede in der Kultivierung gibt, ist der mafBgebliche Unterschied
zwischen Zecken- und Humanisolaten zu sehen. B. bavariensis lie3 sich im Vergleich zu den
anderen Spezies deutlich haufiger in Liquorpunktaten (22 %) als in Zecken (8 %) nachwei-
sen (Fingerle et al. 2008, Fingerle et al. 2017). Dies spricht fir einen ausgepragten Organot-
ropismus zum neurologischen System. Im Rahmen dieser Arbeit verursachte B. garinii 24
disseminierte Infektionen, wobei mit 87,5 % NB-Manifestationen haufiger waren als weitere
disseminierte Manifestationen (12,5 %). Analog hierzu fand sich NB durch B. bavariensis
(n=17) in 82,4 % und weitere disseminierte Manifestationen in 17,6 %. Jedoch war NB nicht
signifikant haufiger als die weiteren disseminierten Manifestationen (Exact Fisher Test =
0,6786; a < 0,05). Es ist in Erwagung zu ziehen, dass eine Borrelieninfektion mehr als ein
Organsystem betreffen kann und die Angabe des Probematerials mehrere Organmanifesta-
tionen nicht ausschlieBt. Die Beobachtungen dieser Arbeit unterstiitzen die These des Orga-
notropismus, jedoch ist die Infektion anderer Organsysteme durch B. garinii und B. bavarien-
sis ebenso maoglich.

Wahrend in der Literatur fir das Lymphozytom meist das Kindesalter als Manifestationszeit-
punkt genannt wird (Herzer et al. 2014), trat hier das Lymphozytom (n = 4) in 75 % der Félle
bei Erwachsenen auf. Die ACA betrifft hdufiger Erwachsene als Kinder und Frauen haufiger
als Méanner (Stanek et al. 2011, Herzer et al. 2014, Krause und Fingerle 2014). Das Durch-
schnittsalter der ACA (n = 7) betrug in dieser Arbeit 51,3 [18 - 76] Jahre und in 42,9 % waren
Frauen betroffen. Dabei sind jedoch die geringen absoluten Haufigkeiten zu beachten.
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Einige Sonderfélle der Borrelien-Infektion werden im Folgenden betrachtet:

V)

(IN)

(Il

Bei dem Patienten infiziert mit PBar (B. bavariensis) lie3en sich Borrelien im
Aortengewebe nach operativer Versorgung eines Aortenaneurysmas nach-
weisen. Neben verschiedenen Erregern werden B. burgdorferi s. |. im Zu-
sammenhang mit Aortenaneurysmata diskutiert, entweder primar Uber die
Schwéchung der Aortenwand oder sekundéar Uber die Besiedlung von Aorten-
aneurysmata oder Thromben. Hinterseher et al. (2012) formulierte die These
eines molekularen Mimikrys durch &hnliche Epitope auf der Borrelien-
Oberflache und der Aortenwand. Er wies zudem eine positive Lyme-Serologie
bei 34 % der Patienten mit Aortenaneurysma nach, wéahrend in der allgemei-
nen deutschen Bevdlkerung 3 - 17 % seropositiv sind. Analog sind bei den
verwandten Spirochdten Treponema pallidum Aneurysmata im Krankheitsver-
lauf bekannt.

PFo zeigte Borrelien im Hautbiopsat im Rahmen einer Eosinophilen Fasziitis.
Die Eosinophile Fasziitis wurde erstmals von Shulman 1974 beschrieben
(Hintner et al. 1981). In Europa, den USA und Japan stehen einige Félle in
Bezug mit Borrelien, die Atiologie ist jedoch noch nicht vollstandig geklart
(Houtman et al. 2009). Stanek et al. (1987) schlug die Eosinophile Fasziitis als
Manifestationsform der LB vor.

Bei dem mit PNi infizierten Patienten fanden sich Borrelien in einem Hautbi-
opsat zur Diagnose eines T-Zell-Lymphoms. Die Assoziation von B. burg-
dorferi s. |. und kutanen Marginalzonen-Lymphomen ist Bestandteil der aktuel-
len Forschung und es existieren dazu unterschiedliche Studien, welche von
der regionalen Borrelien-Pravalenz abhangig zu sein scheinen (Ponzoni et al.
2011, Perrone et al. 2016). Es wurde eine kontinuierliche und eine mehrstufi-
ge Progression eines Lymphozytoms zu einem kutanen B-Zell-Lymphom vor-
geschlagen (Suarez et al. 2006), sodass eine antibiotische Therapie in fortge-
schrittenen Krankheitsstadien in B. burgdorferi s. |.-Endemiegebieten in Erwa-
gung gezogen werden kann (Ponzoni et al. 2011, Perrone et al. 2016). Aberer
et al. (2011) wies darauf hin, dass sich der Hautbefund unter antibiotischer
Therapie nur langsam regredient zeigt und nicht als fehlende Effektivitat inter-
pretiert werden darf. Darliber hinaus wurde bisher nur B. afzelii mit kutanen
Lymphomen in Verbindung gebracht (Aberer et a. 2011). Hier zeigte sich ein
erster Hinweis, dass sich auch andere Spezies finden lassen. Ein Zusam-
menhang zwischen B. burgdorferi s. |. und T-Zell-Lymphomen ist unsicher.
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Es lasst sich zusammenfassen, dass Borrelien an immunologisch privilegierten Stellen im
Koérper persistieren kénnen, in welchen entweder die kérperliche Abwehr beispielweise auf-
grund von molekularem Mimikry gemindert ist oder das Antibiotikum nicht im vollen Maf3 wir-

ken kann.

Derzeit wird eine Analyse einer vom Menschen entfernten Zecke auBBer zu wissenschaftli-
chen Zwecken nicht empfohlen. Nur ein geringer Prozentsatz von Stichen durch Zecken,
welche mit Borrelien infiziert sind, flhrt zur LB-Manifestation (Wilske et al. 2007 a). Mit zu-
nehmendem Wissen Uber die Spezies und vor allem der ausgeldsten Klinik kdnnte zukinftig
eine Risikoabschatzung fir einen mdglichen Krankheitsverlauf angegeben werden. Mehr
Informationen Uber die regionale Speziesverteilung sollen zur Impfstoffentwicklung fir Euro-
pa beitragen (Wilske et al. 1996 b, Wressnigg et al. 2013). B. garinii und B. bavariensis zeig-
ten im Rahmen dieser Arbeit keine signifikanten regionalen Haufungen, jedoch ist die Aus-
sage bei primar aus humanen Probematerialien isolierten Borrelien nur eingeschrankt mog-
lich.

Es zeigte sich bei den B. garinii- und B. bavariensis-Infektionen kein signifikanter Unter-
schied zwischen den Geschlechtern. B. garinii infizierte haufiger Kinder als B. bavariensis,
letztere lieBen sich haufiger im spaten Erwachsenenalter nachweisen.

4.3 Vergleich der Heterogenitat und Ermittlung regionaler Haufungen der
MLST-Sequenztypen unter Einschluss der MLST-Datenbank

Die ST-Analyse von B. garinii und B. bavariensis und die akquirierten Informationen wurden
mit Daten der MLST-Datenbank erweitert und interpretiert. Es konnten 300 B. garinii und 181
B. bavariensis aus Europa, Asien und Nordamerika miteinbezogen werden
(https://pubmlst.org; Abrufdatum 30.07.2017, erganzt durch die in dieser Arbeit analysierten
Stdmme). Diese Datenbank bietet viele Vorteile, da basierend auf den MLST-ST ein ver-
gleichbares System zugrunde liegt und die Einsendungen von einem Kurator Uberpruft wer-
den. Es ist jedoch zu beachten, dass, da die LB eine komplexe Erkrankung ist, verschiedene
Manifestationen im Krankheitsverlauf auftreten kénnen und Informationen Uber die Sympto-
matik, Therapie und das Outcome nicht in der Datenbank hinterlegt sind. B. garinii wies 130
verschiedene ST auf, wahrend B. bavariensis 56 differente ST zeigte, sodass sich auch im
internationalen Vergleich B. garinii als heterogener als B. bavariensis erwies. Die Isolate

stammten aus Zecken, humanen Probematerialien und tierischen Wirten.
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Far Europa waren Daten von 179 B. garinii-lsolaten (79 ST) und 35 B. bavariensis-lsolaten
(nur ST 84 und 85) hinterlegt. 75 Stamme stammten aus humanen Proben, wobei es sich in
72 Féllen um die im Rahmen dieser Arbeit eingeschlossenen Isolate handelte. B. garinii war
heterogener als die europdischen B. bavariensis, siehe hierfir auch Abschnitt 4.2.

Aus Asien stammten 229 Isolate, welche sich aus 84 B. garinii-Stammen mit 44 differenten
ST und 145 B. bavariensis-Stammen mit 53 verschiedenen ST zusammensetzten. B. bava-
riensis war im Gegensatz zu den europdischen Stammen in Asien deutlich heterogener und
im Verhéltnis zu den B. garinii-Isolaten haufiger als in Europa. Nur 18 Stdmme wurden aus
einem humanen EM isoliert, welche alle in Japan akquiriert wurden. Uber die verschiedenen
Manifestationsformen der LB in Asien lagen nur eingeschrankt Daten vor. Nach der Betrach-
tung von Isolaten aus humanen Proben, Zecken und Wirtstieren postulierte Takano et al.
(2011), dass japanische B. garinii-Stamme Nagetiere als Reservoirwirte nutzen und sich am
ehesten aufgrund der differenten Vektoren von européischen B. garinii unterscheiden. Die
japanischen B. bavariensis clustern eng mit den européischen B. bavariensis (ST 84 und 85)
und werden ebenso haufiger in humanen lIsolaten als in Zecken gefunden (Fingerle et al.
2008, Takano et al. 2011). Gegenlber den typischen europaischen Manifestationen mit Me-
ningoradikulitis Garin-Boujadoux-Bannwarth und Hirnnervenparesen (Mygland et al. 2010,
Stanek et al. 2011, Rauer et al. 2012, Herzer et al. 2014, Krause und Fingerle 2014) &duBBerte
sich die NB in Taiwan mit motorischen Paresen und Meningitis (Chang et al. 2010). NB als
Manifestation war nicht in der MLST-Datenbank fir asiatische B. garinii- oder B. bavariensis-
Stamme hinterlegt. Weitere Informationen zur asiatischen NB waren vor allem in Veréffentli-
chungen alteren Publikationsdatums zu finden, welche zum Teil nur Fallberichte umfassten
und nicht in Englisch verfasst waren (Carlsberg und Naito 1991, Il'ina et al. 1991, Yukitake et
al. 1996, Baranova et al. 1997, Lesnyak et al. 1998, Nafeevv et al. 2010). Die Kontinent-
divergente Heterogenitat von B. bavariensis stutzte die These von Margos et al. (2013), dass
die Spezies B. bavariensis in zwei Populationen zu unterteilen ist: eine homogene europai-
sche und eine genetisch heterogene asiatische Population (Marconi et al. 1999, Takano et
al. 2011, Margos et al. 2013, Mukhacheva und Kovalev 2013, Scholz et al. 2013, Gatzmann
et al. 2015). B. bavariensis ist in Eurasien weit verbreitet und nutzt die Vektoren I. per-
Sulcatus und |. ricinus (Kurtenbach et al. 2006, Margos et al. 2011). Europaische B. bava-
riensis (OspA-Typ 4) waren nur in [ ricinus zu finden (Skuballa et al. 2007, Fingerle et al.
2008, Geller et al. 2013), wahrend NT29-like Stdmme (B. bavariensis im 6stlichen Europa
und Asien) nur aus /. persulcatus isoliert wurden (Geller et al. 2013). Es ist von einer klona-
len Expansion der europaischen B. bavariensis auszugehen (Margos et al. 2013, Gatzmann
et al. 2015). Zu eruieren bleibt, ob die genetischen Differenzen zwischen Asien und Europa
ausschlaggebend fur die unterschiedliche klinische Prasentation sind, welche sich in Fallbe-

111



richten und Chang et al. 2010 andeutet. Dariliber hinaus sind auf Seite des Erregers noch
Faktoren wie beispielsweise der Plasmidgehalt zu berlicksichtigen, der sehr variabel sein
kann (Labandeira-Rey und Skare 2001, Terekhova et al. 2006). Es ist unbekannt, inwiefern
die differente Symptomatik durch die humane Bevdlkerung unter anderem durch das Einwir-
ken des Immunsystems beeinflusst wird (siehe ebenso Jungnick et al. 2015, Zhou und Bris-
son 2017). Es bedarf weiterer Studien zur Klarung dieses Sachverhalts. Dies kdénnte die
Entwicklung eines regional optimierten Diagnostik- und Therapiesystems zur Folge haben.

Aus Nordamerika stammende B. garinii und B. bavariensis sind in der Datenbank nur fr
Kanada mit 20 Stdmmen (13 ST; n (ST B. garini)) = 12; n (ST B. bavariensis) = 1) hinterlegt,
welche alle aus Seevogel-assoziierten Zecken isoliert worden sind. In Kanada wurde eine
steigende Zahl an endemischen LB-Fallen (144 Falle im Jahr 2009 bis 338 Falle im Jahr
2012) verdffentlicht, die alle B. burgdorferi s. s. als Ursache hatten (Odgen et al. 2015). Die
ST der MLST-Datenbank differenzierten sich von den asiatischen und européischen ST. Ein-
zig der ST 575 lieB3 sich in einem humanen europaischen Isolat (PMag) finden, das am NRZ
fir Borrelien erfasst wurde. Alle weiteren Isolate mit ST 575 (n = 4) stammten aus Kanada,
bisher wurde der ST 575 nicht aus europaischen . ricinus-Zecken isoliert. Es ist jedoch ana-
log zu Hanincova et al. 2013 und Jungnick et al. 2015 mdglich, dass nicht alle ST, welche
sich in humanen Proben nachweisen lassen, ebenso in Zecken zu finden sind. Da es auf-
grund von Verjahrung nicht méglich war, weitere Informationen Gber den Patienten infiziert
mit PMag zu erhalten, kann eine Reise nach Nordamerika und die dortige Infektion mit B.
garinii nicht ausgeschlossen werden. ST 575 differenzierte sich stark genetisch von den eu-
ropdischen B. garinii, welche mit terrestrischen Végeln als Wirtstier assoziiert sind. Seevo-
gel-Isolate sind bisher nicht mit dem oben beschriebenen MLST analysiert worden, jedoch
berichtete Gomez-Diaz et al. (2011) unter Verwendung eines anderen MLST von eigenen
Clustern der Seevogel-assoziierten Borrelien und beschrieb eine gewisse Uberlappung der
terrestrischen und Seevogel-assoziierten B. garinii in Europa. PMag zeichnete sich durch die
groBte Pairwise Distance von 0,008 zu den anderen B. garinii- und B. bavariensis -Stammen
am NRZ fur Borrelien (n = 72, bestimmt mit MEGA 7.0) aus, was eine genetische Sonderstel-
lung dieses Stammes im Vergleich zu den weiteren europdischen Isolaten bestatigte. Um
eine populationsgenetische und geografische Zuordnung des ST 575 durchflihren zu kén-
nen, sind weitere Stdmme notwendig. Dieser Fall zeigt, dass die MLST-Datenbank eine nicht
zu unterschatzende Informationsquelle und Austauschbasis far internationale Daten ist, um
Populationsstrukturen und die Verbreitung infektidser Erkrankungen zu dokumentieren, zu
erkennen und die gewonnenen Informationen zukunftig klinisch vermehrt einsetzen zu kén-

nen.
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Eine geografische Uberlappung der ST konnte nur in wenigen Fallen bei B. garinii beobach-
tet werden. Alle bekannten Isolate mit dem ST 86 wurden in Europa isoliert. Der ST 244
stammte aus Patienten in Deutschland und aus Zecken in GroBbritannien, ebenso wie je-
weils aus einer russischen und einer kanadischen Zecke. Die russischen Stdmme von ST 86
und 244 wurden aus /. persulcatus-Zecken isoliert. Als Fundort fiir die mit dem ST 86 infizier-
te Zecke war in der Datenbank Moskau, Russland hinterlegt, welches asiennah liegt, sodass
eine Ausbreitung des ST 86 von Europa nach Asien zukinftig mdglich erscheint. Die Be-
trachtung des kanadischen Isolats aus einer /. uriae aus der Region Neufundland und Labra-
dor ist interessant, da dieser Stamm bisher nicht in Nordamerika beschrieben wurde. Eine
maogliche Erklarung ist die Nutzung von Seevdgeln als Wirtstiere. Fir B. garinii wurde eine im
Gegensatz zu B. valaisiana freiere Bewegung der Spezies beschrieben (Vollmer et al. 2011),
denn far terrestrische VAgel ist der Austausch auf der Ost-West-Achse limitiert, da die Zug-
aktivitat vor allem auf der Nord-Siid-Achse stattfindet (Margos et al. 2011).

In der Datenbank sind nur wenige Isolate aus humanen Probematerialien auBBerhalb von
Deutschland hinterlegt, sodass nicht final eruiert werden kann, ob die gleichen ST in Zecken
und in humanen Proben zu ahnlichen Prozentsatzen zu finden sind. Hierflr sind weitere
Analysen mittels MLST im wissenschaftlichen Kontext notwendig. Ebenso ist es mdglich,
dass einige ST eine gréBere Wahrscheinlichkeit haben, eine Infektion im Menschen auszulé-
sen und somit virulenter sind. Dies wurde bereits in den USA fir den RST1-Typ-Stamm be-
schrieben (Strle et al. 2011 a). Hanincova et al. (2013) postulierte, dass klonale Komplexe
eine unterschiedliche Fahigkeit aufweisen, disseminierte Infektionen im Menschen auszulé-
sen und der Grad der Pathogenitat von Stdmmen eines klonalen Komplexes stabil zu sein
scheint. ST 86 und ST 244 aus humanen Isolaten |6sten im Rahmen dieser Arbeit in allen
Fallen NB aus (siehe auch Abschnitt 4.2).

Das MLST wurde im Rahmen dieser Arbeit als reproduzierbare und skalierbare Technik fir
eine akkurate Charakterisierung von Borrelien bestatigt (Maiden et al. 1988, Aanensen und
Spratt 2005). Hiermit lie3 sich eine gréBere genetische Diversitat innerhalb der Spezies fir
B. garinii im Vergleich zu den europaischen B. bavariensis feststellen. Dartber hinaus lie3en
sich fur die untersuchten europdischen B. bavariensis-Stamme zwei ST (ST84 und 85) fin-
den, welche sich in den untersuchten Housekeeping-Genen in einer Mutation unterscheiden.
Das starkt die Hypothese einer aktuell stattfindenden klonalen Expansion von B. bavariensis
Uber Europa. Wahrend die europaischen B. bavariensis-Population homogen erschien, fand
sich jedoch in der asiatischen B. bavariensis-Population eine deutlich gréBere Heterogenitat
(Margos et al. 2011, Mukhacheva und Kovalev 2013, Gatzmann et al. 2015, Becker et al.
2016). Die letzte Beobachtung ist ein erneuter Hinweis auf eine klonale Expansion der euro-
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paischen B. bavariensis (Margos et al. 2011, Gatzmann et al. 2015), welche zuletzt von
Gatzmann et al. (2015) mit einer Next-Generation Sequenzierung bestétigt wurde. B. bava-
riensis stammt vermutlich aus Asien. Die Die europaischen Stdmme nutzen nur /. ricinus als
Vektor, wahrend die asiatischen ST bisher nur in . persulcatus-Zecken nachgewiesen wur-
den. Die Mdglichkeit, den Borrelien-ST zu erfassen, erlaubte Rickschlisse auf einen geneti-
schen und klinischen Zusammenhang. In Zukunft kdnnte die ST-Sequenzierung in Kombina-
tion mit einer Plasmid-Analyse Auskunft Ober Infektiositat, Virulenz und evidenz-basierte
Therapieempfehlungen fir den jeweiligen ST geben.

4.4 Nachweisbarkeit von CXCL13 nach Langzeitaufbewahrung und Einord-
nung der Relevanz beziglich Krankheitsaktivitat und Therapie-

ansprechen

Im Rahmen dieser Dissertation wurde das Chemokin CXCL13 beziiglich der Nachweisbar-
keit nach einer Langzeitaufbewahrung untersucht. 20 Proben von insgesamt zwélf Patienten,
welche in der retrospektiven Untersuchung eingeschlossen waren, wurden mindestens 15
Jahre bei - 20 °C aufbewahrt. Wiederholte Einfrier- und Auftauvorgange zum Zeitpunkt der
laboratorischen Diagnostik im Anschluss an die Liquorgewinnung konnten nicht ausge-
schlossen werden, wurden aber im Rahmen der CXCL13-Untersuchung minimiert. Es konnte
fur alle Liquorproben von Patienten mit gesicherter NB, welche vor oder innerhalb der ersten
drei Tage nach Therapiebeginn entnommen worden waren, ein positiver CXCL13-Nachweis
nach der Langzeit-Einlagerung erbracht werden. CXCL13-Konzentrationen aus den Proben
vor Beginn der Aufbewahrung lagen nicht vor, da zu diesem Zeitpunkt die Relevanz des
Chemokins im Rahmen der NB noch nicht bekannt war. Die durchschnittliche CXCL13-
Konzentration in dieser Untersuchung betrug 6.273,3 [319 - 20.420] pg/ml. Die Rahmenwerte
waren ahnlich zu den Werten einer vorausgegangenen Studie von Rupprecht et al. (2014),
doch erwies sich die durchschnittliche CXCL13-Konzentration im Rahmen dieser Arbeit als
héher. Diese Ergebnisse zeigten, dass die Langzeit-Aufbewahrung von Liquorproben, wel-
che CXCL13 enthalten, unter den oben definierten Kriterien méglich ist. Eine potentielle Ver-
besserung der langjahrigen Aufbewahrung kénnte die Lagerung bei - 80 °C darstellen.

In dieser Untersuchung zeichnete sich eine Korrelation zwischen der Dauer der NB und der
CXCL13-Konzentration ab: CXCL13-Konzentrationen in den ersten zwei Wochen nach Be-
ginn der Erkrankung waren niedriger als die durchschnittliche Konzentration, wohingegen ab
der dritten Erkrankungswoche die CXCL13-Konzentration héher als der oben berechnete
Durchschnitt war. Unter antibiotischer Therapie sank die CXCL13-Konzentration. Weitere
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Untersuchungen sind zur Bestéatigung dieses Musters notwendig, da nur eine geringe Fall-
zahl eingeschlossen war. Es konnte kein Zusammenhang zwischen der H6he der CXCL13-
Konzentration und dem Schweregrad der neurologischen Symptome, dem Geschlecht oder
dem Alter gefunden werden.

Die CXCL13-Konzentration des einzigen Patienten mit spater NB (Patient 1) rangierte im
unteren Bereich der ermittelten CXCL13-Werte. Da Félle spater NB aufgrund von friher Di-
agnose und Therapie selten sind und die Fallzahl in dieser Arbeit gering war, war es nicht
sinnvoll, eine allgemein gultige Aussage abzuleiten.

Ein Patient mit gesicherter Neurosyphilis zeigte eine erhdhte CXCL13-Konzentration
(5.880 pg/ml) im Liquor. Die Neurosyphilis als Differenzialdiagnose zur NB kann deswegen
nicht anhand der CXCL13-Konzentration unterschieden werden, sodass weitere diagnosti-
sche Untersuchungen nétig sind.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung sprechen fir die Stabilitdt von CXCL13 im Rahmen
einer langjahrigen Aufbewahrung bei -20 °C und bestatigen die Relevanz von CXCL13 als
diagnostischen Marker der NB. Die Ergebnisse dieser Arbeit geben Anlass zur Annahme,
dass die CXCL13-Konzentration bei NB in Zusammenhang mit der Krankheitsdauer steht
und einen Anhaltspunkt fur Krankheitsaktivitdt sowie Ansprechen auf eine antibiotische The-

rapie bietet.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Lyme-Borreliose ist die haufigste Vektor-tbertragene Erkrankung in Europa und in den USA,
welche durch Bakterien des Borrelia burgdorferi sensu lato-Komplexes verursacht wird. Bei
einer manifesten Infektion kénnen sich die Symptome unter anderem an der Haut, den Ge-
lenken und dem Nervensystem auBern. Neben einem beschriebenen Organotropismus der
verschiedenen Spezies unterscheiden sich diese auch in ihrer regionalen Verteilung und den
verwendeten Wirtstieren. B. garinii und B. bavariensis werden erst seit 2009 als differente
Spezies betrachtet (Margos et al. 2009), sie unterscheiden sich in genetischen und 6kologi-
schen Gesichtspunkten. Fir die Analyse im Rahmen dieser Arbeit wurden Borrelien aus hu-
manen Probematerialien, klassifiziert mit den OspA-Typen 3 — 10, ausgewahlt und kultiviert.
Es wurde eine PCR an acht Housekeeping-Genen (clpA, clpX, nifS, pepX, pyrG, recG, rplB,
uvrA) durchgefiihrt und eine Sanger-Sequenzierung angeschlossen. Das Multilocus Se-
quence Typing (MLST) wurde verwendet, da sich die 6konomische, einfach durchzuflihrende
Methode zur Analyse von Proben verschiedener Quellen wie zum Beispiel von Isolaten aus
humanen Proben, Zecken oder tierischen Wirten eignet. Darliber hinaus zeichnet es sich
durch eine akkurate Diskrimination aus und ist skalierbar. So konnten die Ergebnisse an-
schlieBend mit Daten der MLST-Datenbank unter anderem bezliglich der geografischen Ver-
teilung und der Sequenztypen (ST) -Diversitat verglichen werden. B. garinii zeigte sich in
dieser Arbeit als deutlich heterogener als europaische B. bavariensis, zudem konnten zwdlf
neue B. garini-AT und sieben B. garinii-ST ermittelt werden, welche bisher nicht in der
MLST-Datenbank hinterlegt waren. Isolate mit dem ST 86 und dem ST 244 (beide B. garinii)
stammten alle aus Liquorpunktaten und unterstiitzten die These des Organtropismus von B.
garinii zum neurologischen System. B. bavariensis wurde bereits vor der Klassifikation als
eigene Spezies als hyperinvasiver OspA-Typ deklariert. Im Rahmen dieser Arbeit zeigten
sich die B. bavariensis-Stamme als homogener klonaler Komplex, welcher die ST 84 und 85
umfasste. Diese unterscheiden sich in einer einzigen Mutation, sodass eine klonale Expansi-
on in Europa wahrscheinlich erscheint. Interessanterweise wurde B. bavariensis deutlich
haufiger aus humanen Probematerialien als aus Zecken isoliert. Sowohl B. garinii als auch
die europdischen B. bavariensis verursachten haufiger Frih- als Spatmanifestationen und
haufiger eine disseminierte Symptomatik als eine alleinig lokalisierte Manifestation. All diese
Ergebnisse weisen auf eine Invasivitat von B. garinii und B. bavariensis und die Notwendig-

keit einer frihen Diagnostik und Therapie hin.

Ein Vergleich mit den Isolaten der genannten Spezies aus der MLST-Datenbank wurde
durchgefuhrt: B. garinii und B. bavariensis lieBen sich in Eurasien sowie vereinzelt in Kanada
finden, wobei die genetische Diversitat zwischen den verschiedenen Kontinenten hoch war.
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Waéhrend sich B. garinii sowohl in Asien als auch in Europa heterogen zeigte, galt dies nur
fir B. bavariensis in Asien, sodass zwei B. bavariensis-Populationen mit einer klonalen Ex-
pansion der europaischen B. bavariensis-Population anzunehmen sind. Wahrend die euro-
paische B. bavariensis-Population ausschlieBlich /. ricinus als Vektor nutzt und eine hohe
Virulenz aufweist, prasentieren sich die asiatischen B. bavariensis, welche als Vektor /. per-
Sulcatus verwenden, heterogen mit nur geringer Virulenz. Eine daraus ableitbare Hypothese
ist, dass sich im Uberschneidungsgebiet der Vektoren ein asiatischer Stamm an /. ricinus
angepasst hat und sich mit einer hohen Virulenz in Europa ausbreitet. Veroffentlicht sind nur
wenige Daten zur LB-Manifestation in Asien, doch scheinen Unterschiede im Vergleich zu
Europa zu bestehen. Mit diesen Ansatzpunkten lassen sich in zukinftigen Untersuchungen
die genetische Ausstattung weiter analysieren und Pathogenitatsfaktoren identifizieren. Hier-
zu sind folgende, unter anderem auBBereuropaische Studien nétig, um die oben genannten

Hypothesen und Trends zu bestatigen.

Basierend auf den Ergebnissen stellen wir die Hypothese, dass die LB-Erkrankung unter
anderem vom Borrelien-ST, dem Vektor und Faktoren des Menschen, wie beispielsweise die
Immunantwort, beeinflusst wird. Weitere Studien sind zur Risikostratifizierung und der Opti-
mierung des Diagnostik- und Therapiesystems nétig. Ebenso sollte das Wissen Uber die ge-
netische Heterogenitat zum Beispiel im Bereich der Impfstoffentwicklung beachtet werden.
Dartber hinaus konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Bestimmung des
MLST-ST dem OspA-Typ bei der Spezies-Zuordnung als auch bei der Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse Uberlegen war. Vor allem im Hinblick auf den fur B. garinii und B. bavariensis
beschriebenen Organotropismus zum neurologischen System ist das Chemokin CXCL13
interessant. Dieses ist unter anderem bei Neuroborreliose im Liquor erhéht und lieB3 sich
nach einer Langzeitaufbewahrung bei — 20 °Celsius weiterhin in Liquorproben nachweisen.
Es fanden sich Hinweise, dass CXCL13 in der Diagnostik Auskunft tber die Krankheitsaktivi-
tat und das Ansprechen auf eine antibiotische Therapie liefern kdnnte.
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7 Anhang

Patienten-Fragebogen:

(Erythema migrans, Acrodermatitis chronica atrophicans, Lymphozytare
Meningoradikulitis Bannwarth, Lyme-Arthritis)

Name, Vorname des Patienten:
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Epidemiologie:
Hatte der Patient/ die Patientin innerhalb der letzten 4, 8, =2 12 * Wochen
vor Auftreten der Erkrankung einen Zeckenstich?

Ja /

nein / unsicher*

Wenn ja, in welchem Wald ist der Zeckenbefall erfolgt (Ort so genau wie

moglich  mit  n&chstgelegener  gréBerer  Ortschaft  angeben):

Wenn nein, ist der Zeckenstich evil. nicht bemerkt worden. War in den
letzten 4 Wochen Uberhaupt ein Wald besucht worden?

Ja /
Wenn ja, bitte Ortsangabe:

nein*

Klinik:

1 O Erythema migrans

2 O Acrodermatitis chronica atrophicans

3 O Lymphozytom

4 O Arthritis

5a O Lymphozytare Meningoradiculitis Bannwarth

5b O Meningoencephalitis

6 O SONSHGES. ..t



10 Erythema migrans:

O Therapie (AntiDIOtIKUM): ....oee e
DOSIEIUNG: e
Dauer (VON ... DiS): ..

) nicht zutreffendes streichen

2 O Acrodermatitis chronica atrophicans:

O Zeckenstich
tomatik.

................. Monate/ Jahre* vor Auftreten der Hautsymp-

O Hautsymptomatik: Beginn
LoKaliSatioN: ....viiei e e

O Erythema migrans: wann

O Andere SYMPLOME: .. ..o e
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O Therapie (AntiDIOtIKUM): ..o.oeie e
DOSIEIUNG: ..
Dauer (VON ... DIS): .uiii e

30 Lymphozytom (Lymphadenitis cutis benigna Bafverstaedt):

O Zeckenstich
tomatik.

................. Tage/ Wochen* vor Auftreten der Hautsymp-

O Hautsymptomatik: Beginn
LoKaliSatioN: ... . e
O Andere SYMPIOME: .. ..t

O Therapie (AntiDIotIKUM): ..o e
DOSIBIUNG: .t
Dauer (VON ... DIS): .uiii



4 O  Arthritis (Lyme-Arthritis): O Facialisparese: links rechts

. O Weitere Symptome: .......ouii e
O Zeckenstich ................. Tage/Wochen* vor Auftreten der Gelenk- . —
. O Liquorbefund: Zellen ................ Eiwei3 ................
symptomatik. : :
Autochtone Immunglobuline: IgG  IgM  oligoklonale Banden
O Erythema migrans: Wann ........cooeieiiiiiii e e . —
O Therapie (AntiDIotIKUM): ... e
1o T PR
DOSIEIUNG: ..t
O Betroffene(s) Gelenk(€): ......ceu i .
_ . Dauer (VON ... DIS): ...
Gelenksymptomatik: Beginn ................. ,Dauer ..o
O Andere SYMPLOME: .. ..o e
O Therapie (AntiDIOtIKUM): ...
DOSIEIUNG: e
T
Unterschrift/ Telefonnummer
5a O Lymphozytare Meningoradiculitis Bannwarth oder

5b O Meningoencephalitis:

O Zeckenstich ................. Tage/ Wochen* vor Auftreten der neurologi-
schen Symptomatik. Lokalisation: ............coooiiiiiiiiiiiiee
O Erythema migrans ................ Tage/ Wochen* vor Auftreten der neu-

rologischen Symptomatik.
O Schmerzsyndrom, Lokalisation: ...........cccoiiiiiiiiiiiiiceeeee
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Reagenzien fur die Kultivierung

Reagenz Bezugsquelle
Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)  Firma Roth, Artikelnummer 1058.1
0,9% NaCl Firma Fresenius Kabi GmbH
Aqua dest. PZN 6178414, Firma Fresenius Kabi GmbH
Abs. Ethanol Firma Roth, Artikelnummer 5054.3
Antibiotika-Plattchen Firma Thermo Fisher, Oxoid™ Artikelnummer:
Sulfamethoxazol (RL 25) CT0051B
Fosfomycin (FF 200) CT0107B

Amikacin (Ak 30)

CT0183B

Tabelle 7.1: Reagenzien fiir die Kultivierung

Arbeitsgerate zur Kultivierung

Sterilwerkbank

Zentrifuge mindestens 12.000 UpM (4 g)
Dunkelfeldmikroskop
Kulturréhrchen mit Schraubkappen
Objekttrager 76 x 26 mm
Deckglaser 24 x 60 mm

Glaserne Pasteurpipetten
Transferpipette 3,5 ml

Scheren

Pinzetten

Petrischalen

Steril-Filter 0,22 pm
Steril-Filterspitzen 0,45 um
10-Milliliter-Spritze

Brutschrank 33 °C +/- 2 °C
Einmalhandschuhe, puderfrei
Kihlschrank 4 °C +/- 2 °C

Tabelle 7.2: Arbeitsgerate fir die Kultivierung
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Dunkelfeldmikroskopie

— T

* < 15 Borrelien/Blickfeld Verunreinigung > 15 bewegliche Borrelien/
« Starre Blickfeld
*  Unbeweglichkeit l
Weitere Pilze Bakterien Einfrigren eines Anlteils"der
Bebriitung fir l Borrelien-Suspension fiir
spatere Untersuchungen
zehn Tage e .
Filtration oder erneute Kultivierung
» DNA-Extraktion (Abschnitt
2.4)
Kokken-Bakterien: Stabchen-Bakterien:

* Anlegen einer Blutagarplatte und Uber- .  Filtration mittels Spritzenfilter
impfung ~ zur  Antibiotika-Resistenz- . Hinzufiigen von Antibiotika-Plattchen

prafung (SXT, AK, FF) (s. Kokken-Bakterien)

* Hinzufigen von Antibiotka je nach . Weiterhin mikroskopische Nachweis-
Wirksamkeit in  Abhangigkeit ~ der barkeit von Stibchen: Verwerfen des
minimalen Hemmkonzentration in das Kultur-réhrchens

Kulturréhrchen

» Weiterhin mikroskopische Nachweisbar-
keit von Kokken: Verwerfen des Kultur-
réhrchens

Abbildung 7.1: Algorithmus nach Ergebnis der Dunkelfeld-Mikroskopie
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Reagenz-

Arbeits- ;
schritt volumen Reagenz Methodik
() .
1a 200 gorrellen.- Zentrifugation (3.000 x g, 5 min)
uspension
1b 200 PBS Vermischung
Tabelle 7.3: DNA-Extraktion Schritt 1 — Bakterien-Extraktion
. Reagenz-
Arbeits- ;
schritt volumen Reagenz Methodik
()
Lysozym (10 mg/ml : : o :
2a 5 in 10 mM TrisHCI) Vermischung, Inkubation (37 °C, 15 min)
200 Binding Puffer . . o .
2b 40 Proteinase K Vermischung, Inkubation (70 °C, 10 min)
2c 100 Isopropanol Vermischung
Umpipettierung in eine kombinierte High Filter
2d - - Tube und Collection Tube, Zentrifugation (8.000
X g, 1 min)

Inhibitor Removal . . . :
2e 500 Buffer Vermischung, Zentrifugation (8.000 x g, 1 min)
2f 500 Wash Buffer Vermischung, Zentrifugation (8.000 x g, 1 min)
2g  Wiederholung von Schritt 2f
2h - Zentrifugation (14.000 UpM, 10 sec)

Tabelle 7.4: DNA-Extraktion Schritt 2 — DNA-Extraktion
Die Einheit des Zentrifugationsvorgangs lie3 sich mit Hilfe des G-force Rotations Per Minute (GRPM)-

Rechners von EndMemo.com®© auch in Umdrehungen pro Minute angeben (endmemo 2016). Die

Radiusangabe bezog sich auf den 1,5-Milliliter-Tubes-Rotor und wurde bei der Firma Eppendorf er-

fragt.
. Reagenz-
Arbeits- ;
schritt voI(t:lrll;en Reagenz Methodik
3a 200 Elution Buffer (72  Mikrozentrifugen-Réhrchen: Befestigung der
°C) Filter Tube aus 2h und Vermischung
3b i i Vermischung und Zentrifugation (8.000 x g, 1

min)

Tabelle 7.5: DNA-Extraktion Schritt 3 — DNA-Elution
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Abbildung 7.2: High Filter und Collection Tube

Links ist eine High Filter- und recht eine Collection Tube zu sehen. Quelle: Eigene Fotografie.

Stamm Verdinn- DNA Anmer- - Verdiinn- DNA Anmer-
ung [ng/pl] kung ung [ng/pl] kung

PBael - - sequenziert  PMel *

PBaell 1:9 57,73 - PMit 1:2 13,26 -

PBar - - sequenziert ~ PMoel - 2,24 -

PBe 1:10 64,43 - PMie 1:7 36,04 -

PBes - 2,96 - PMun - 4,49 -

PBet 1:2 11,73 - PNeb - - sequenziert

PBi - - sequenziert  PNel - 22:04 -

PBN - - sequenziert  PNi - - sequenziert

PBol 1:12 74,06 - PNov - 2,02 -

PBr 1:2 11,45 - POb - - sequenziert

PBu 1:2 11,14 - POhm 1:19 98,81 -

PCoo 1:3 17,67 - PRa 1:3 15,46 -

PEi 1:11 69,51 - PRab sequenziert

PFCa 1:5 24,62 - PRas 1:17 78,33 -

PFe 1:9 48,21 - PRef 1:8 40,15 -

PFei - - sequenziert  PRof - - sequenziert

PFiM - 5,26 - PSae - 5,61 -

PFin - - sequenziert ~ PScf - - sequenziert

PFlk - - sequenziert  PScp - 8,87 -
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PFo
PFr
PFu
PHaf
PHC
PHe
PHei
PHerl
PHez
PHoe
PKi
PKru
PLa
PLad
PLeh
PlLep
PLi
PMa
PMag
PMch
PMe
PMek

1:4
1:8
1:10
1:8
1:8

1:7
1:3

1:2

1:2

1:6
1:12

20,35
41,72
61,84
39,45
40,82
2,54
8,22
3,92
34,78
14,47
5,41
10,27
6,89
2,05
12,70
34,52
63,38
6,59
4,15

sequenziert

sequenziert

sequenziert

PSeS
PSh
PShb
PShm
PSigl
PSma
PSoR
PStg
PSth
PTrob
PUh
PUI
PVo
PWa
PWat
PWest
PWin
PWudll
PZwi
IP90
20047

1:6
3:4

17,84
22,44
5,62
6,16
21,27
44,34
6,11
10,76
9,2
23,71
49,55
12,39
9,77
14,33

12,27

30,18

*

sequenziert
sequenziert

sequenziert

sequenziert

(*) bereits in Voruntersuchungen verdinnt

Tabelle 7.6: NanoDrop-Verdiinnung

Anmerkung ,sequenziert” bedeutet, dass die Stdmme bereits in einer friheren Untersuchung von Dr.

rer. nat G. Margos sequenziert worden sind, sodass diese im Rahmen dieser Arbeit nicht erneut se-

quenziert und dem entsprechend auch nicht die DNA-Konzentration gemessen wurde. Eine DNA-

Zielkonzentration von 5 ng/ul wurden mit der Verdiinnung angestrebt (Abschnitt 2.6).
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Zyklus 1 Zyklus 2 Zyklus n

, DNA Ziel-DNA
5' m—— 3 . —
3¢ e 5 (dOppElstrangig — ver-n-facht
mit der > (2™ und
Zielsequenz) renaturiert
Schritt | —
Denaturier-
ung
\
Schritt Il - 5 s—— 3 —
Primer- 537 >
Annealing3'—5' I
l |
I
Schrittlll - G F— B
Elongation 2 - 2 - ﬂe
Ziel-DNA Ziel-DNA
verdoppelt und vervierfacht
renaturiert und renaturiert

Primer
mmp DNA-Polymerase (Laufrichtung 3‘- zu 5-Ende)

Abbildung 7.3: Polymerase-Kettenreaktion

In Anlehnung an Hof und Dérries 2009. Ein PCR-Zyklus besteht aus drei sich wiederholenden Schrit-
ten: (I) Denaturierung: Die Wasserstoffbriickenbindungen der doppelstrdngigen DNA werden durch
Erhitzen gespalten. Die DNA liegt folglich in Form von zwei gegenlédufigen Einzelstrdéngen vor. Durch
eine rasche Abklhlung wird eine erneute Doppelhelix-Bildung vermieden. (Il) Primer-Annealing (,,Pri-
mer-Anlagerung®): Durch die Temperatursenkung wird das Primer-Annealing initiiert. Die Annealing-
Temperatur bezeichnet die Temperatur, bei welcher die Primer sich an die komplementéren Stellen
der DNA anlagern. Bei den Primern handelt es sich um DNA-Oligonukleotide, welche komplementér
zu dem flankierenden Bereich der gewilinschten Sequenz sind. (Ill) Elongation: Mithilfe einer Poly-
merase und der im vorherigen Schritt angelagerten Primer wird jeweils ein komplementérer Basen-
strang ergénzt. Die Laufrichtung der DNA-Polymerase ist vom 3‘- zum 5-Ende. Anmerkung: Die Lan-
ge der amplifizierten PCR-Produkte stimmt nicht genau mit der Lange der Ziel-DNA-Sequenz Uberein:
Durch die Primer und die Laufrichtung des Enzyms ist eine Seite des neuen DNA-Strangs begrenzt,
doch befindet sich auf der Template-DNA meist kein Stopp-Codon, sodass die DNA-Polymerase den
komplementéren Strang solange verldngert, bis die Temperatur sich fir den néchsten Zyklus &ndert
oder keine Nukleobasen mehr im Reaktionsansatz vorhanden sind.
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Reagenzien der PCR

PCR HotStarTaq Master Mix (Firma Qiagen,
Artnr. 203445)

Forward-Outer-Primer (Firma Metabion)
Reverse-Outer-Primer (Firma Metabion)
Wasser, DNAse-frei und destilliert

Tabelle 7.7: Reagenzien der PCR

Arbeitsgerate der PCR

Sterilwerkbank

Vortex-Labormischer

Variable Kolbenhubpipetten und passende
sterile Filterspitzen

Multipipette

Einmalhandschuhe, puderfrei
Eppendorf-Réhrchen, Volumen je nach
Ansatz z.B. 1,5 ml

Alufolie

PCR-Cycler

Zentrifuge

96-Well-Platte oder Einzeltubes

Tabelle 7.8: Arbeitsgerate der PCR

164



Primer-

Primer- Amplifikat- Fragmentlange

Gen Genprodukt Primer . Primer (5° -> 3%) . .
Bezeichnung lange lange (bp) MLST (bp)

Outer Forward clpAF1237 AAAGATAGATTTCTTCCAGAC 21

clpA  Clp Protease SU A 981 579
Outer Reverse clpAR2218 GAATTTCATCTATTAAAAGCTTTC 24
Outer Forward clpXF391 GCTGCAGAGATGAATGTGCC 20

clpX Clp Protease SU C 859 624
Outer Reverse clpXR1273 GATTGATTTCATATAACTCTTTTG 24
. . Forward nifF1 ATGGATTTCAAACAAATAAAAAG 23

nifS  Aminotransferase _ 1027 564
Outer Reverse nifSR1049 GATATTATTGAATTTCTTTTAAG 23
. _ . _ Outer Forward pepXF362 ACAGAGACTTAAGCTTAGCAG 21

pepX Dipeptidylaminopeptidase 791 570
Outer Reverse pepXR1172 GTTCCAATGTCAATAGTTTC 20
Outer Forward pyrF391 GATTGCAAGTTCTGAGAATA 20

pyrG CTP-Synthase 799 603
Outer Reverse pyrR1190 CAAACATTACGAGCAAATTC 20
_ Outer Forward recF917 CCCTTGTTGCCTTGCTTTC 19

recG DNA-Rekombinase 804 651
Outer Reverse recR1694 GAAAGTCCAAAACGCTCAG 19
_ _ Outer Forward rplF2 TGGGTATTAAGACTTATAAGC 21

rpIB  50S ribosomales Protein L2 741 624
Reverse rpIR760 GCTGTCCCCAAGGAGACA 18
Outer Forward uvrF1408 GAAATTTTAAAGGAAATTAAAAGTAG 26

uvrA Exonuklease ABC, SU A 891 570
Outer Reverse uvrR2318 CAAGGAACAAAAACATCTGG 20
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Arbeitsgerate der PCR
Sterilwerkbank
Vortex-Labormischer

Variable Kolbenhubpipetten und passende
sterile Filterspitzen

Multipipette
Einmalhandschuhe, puderfrei

Eppendorf-Réhrchen, Volumen je nach
Ansatz z.B. 1,5 ml

Alufolie

PCR-Cycler

Zentrifuge

96-Well-Platte oder Einzeltubes

Tabelle 7.10: Arbeitsgerate fir die Herstellung des Agarose-Elektrophoresegels

Reagenzien fur die Herstellung des Agarose-Elektrophoresegels

TBE (TRIS-Borat-EDTA)-Puffer, verdiinnt mit destilliertem und autoklaviertem Wasser im
Verhaltnis 1:9 (Firma Carl Roth GmbH und Co. KG, Artikelnummer 3061-1)

Agarose Gel LE Agarose (Firma Biozym Scientific GmbH, Artikelnummer 840004)

Gel Red Nucleic Acid Stain (Firma Biotium, Artikelnummer 41003)

DNA Orange Loading Dye (Firma Thermo Fischer, Artikelnummer R0631)

OGeneRuler 50 bp DNA Ladder (Firma Thermo Fischer, Artikelnummer SM0372)

Tabelle 7.11: Reagenzien fiur die Herstellung des Agarose-Elektrophoresegels
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3‘-Ende des nachsten
Deoxyribonukleotid

O=—p—0O

o)

CHZ{

3l

7

Base

Abbildung 7.4: Didesoxyribonukleosidtriphosphat

Stammname cIpA clpX nifS pepX pyrG recG rplB uvrA ST
PBe 9 77 81 91 88 84 82 33 245
PBes 9% 74 34 96 8 78 77 85 251
PBet 42 27 29 38 29 36 27 33 86
PBol 42 27 29 38 29 36 27 33 86
PBr 48 34 34 44 37 42 33 39 244
PBu 112 80 78 99 81 39 79 87 246
PCoo 40 25 26 | 159 | 27 34 25 31 573
PFe 48 34 34 44 37 42 33 39 244
PFiM 42 27 29 38 29 36 27 | 160 574
PFr 48 34 34 44 37 42 33 39 244
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PFu 42 27 29 38 29 39 27 33 87
PHC 42 27 29 38 29 36 27 33 86
PHe 42 27 29 38 29 36 27 33 86
PHei 112 80 78 99 81 39 79 87 246
PHez 42 27 29 38 29 36 27 33 86
PKi 9 77 81 91 88 84 82 33 245
PLa 9 77 81 91 88 84 82 33 245
PLi 112 80 78 99 81 39 79 87 246
PMa 42 27 29 38 29 39 27 33 87
PMag 185 | 147 | 134 | 160 | 34 | 170 | 144 | 161 575
PMe 112 80 78 99 81 39 79 87 246
PMek 186 | 34 34 44 37 42 33 39 576
PMit 42 27 29 92 29 36 27 33 177
PMoel 48 34 34 44 37 42 33 39 244
PNel 42 27 29 38 29 36 27 82 173
PNov 43 28 30 90 87 36 28 34 180
POhm 42 27 29 38 29 36 27 33 86
PRa 187|127 29 38 29 36 27 33 577
PRas 9%5 74 34 9% 89 78 77 85 251
PRef 95 74 34 9% 89 78 77 154 482
PSae 42 27 29 38 29 36 27 33 86
PScp 112 80 78 99 81 39 79 87 246
PSeS 42 27 29 38 29 36 27 33 86
PShm 9% 74 34 9% 89 78 77 85 251
PSma 48 34 34 44 37 42 33 39 244
PSoR 42 27 29 38 29 36 27 33 86
PStg 43 28 30 90 82 36 28 34 179
PSth 48 34 34 44 37 42 33 39 244
PUh 42 27 29 38 29 39 27 33 87
PUI 112 80 78 96 81 39 (145 | 33 578
PWest 48 34 34 44 37 42 33 39 244
20047 40 265 26 36 27 34 25 31 82
IP90 143 49 104 129 27 126 45 110 373

a) B. garinii (n = 43)
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Stammname cIpA clpX nifS pepX pyrG recG rplB uvrA ST

PBael
PBaell
PBar
PBi
PBN
PEi
PFei
PFin
PFIk
PFo
PHerl
PHoe
PLad
PLeh
PLep
PMch
PMie
PMun
PNeb
PNi
POb
PRab
PRof
PScf
PSh
PSigl
PTrob
PVo
PWa
PWat
PWin
PZwi

41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41

26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26

27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
28
27
27
27
27
27
28
27
27
27
27
27
28
27
27
27
27
28

37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37

28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28

35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35

26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26

32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32

84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
85
84
84
84
84
84
85
84
84
84
84
84
85
84
84
84
84
85

b) B. bavariensis (n = 32)
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Stammname cIpA clpX nifS pepX pyrG recG rplB uvrA ST

PKru 36 24 23 89 9% 27 23 28 561
PMel 36 24 23 29 20 28 23 29 71
PShb 109 24 24 8 117 96 23 29 579

c) B. afzellii (n = 3)

Stammname cIpA clpX nifS pepX pyrG recG rplB uvrA ST

PFCa MS MS MS MS MS MS MS MS -
PHaf 40 26 MS 36 27 34 25 31 -
PWudll MS 27 29 38 29 39 27 33 -

d) Mischsequenzen (n = 3)

Tabelle 7.12: Ubersicht der sequenzierten Stimme
Die Tabellen 7.12 a - c zeigen die AT und ST der sequenzierten Proben der Spezies B. garinii, B.
bavariensis und B. afzelii. Die Stdmme 20047 und IP90 sind in Tabelle 7.10 a abgetrennt, da es sich
bei diesen um die aus Zecken isolierten Proben handelt. Eingerahmt sind die neuen AT (n = 12) und

ST (n=7).In7.12 d sind drei Mischsequenzen abgebildet (Abschnitt 2.10.2).

187
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143
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99
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48
43
42
40
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Abbildung 7.5: Absolute Haufigkeiten der Alleltypen von Gen ciIpA
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Abbildung 7.6: Absolute Haufigkeiten der Alleltypen von Gen clpX
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Abbildung 7.7: Absolute Haufigkeiten der Alleltypen von Gen nifS
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Abbildung 7.8: Absolute Haufigkeiten der Alleltypen von Gen pepX
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Abbildung 7.9: Absolute Haufigkeiten der Alleltypen von Gen pyrG
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Abbildung 7.10: Absolute Haufigkeiten der Alleltypen von Gen recG
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Abbildung 7.11: Absolute Haufigkeiten der Alleltypen von Gen rp/B
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Abbildung 7.12: Absolute Haufigkeiten der Alleltypen von Gen uvrA

Neue Alleltypen:

clpA, Allel 185 (PMag): AAAAAAGAACTTATTATACATGATAGTTTAATATTTGATTT-
GATACTAAATATAAAACTATTAAAATTTAATTTACTTGCCAATAGAAGTACTATTGGCATA-
TTTGCCTTTATTGGTCCTTCTGGAGCGGGAAAATGCAAATTGACGGATATTTTATCA-
GAAGAGCTTGGAATTCAAAAATTTAGTCTTAATATGGGCGAGTATAGCGATTTTAATT-
CTCTTGATAGATTGATTGGGCCTGTTTTAAGTAATGAAGGGTATTATGAATCTACTAG-
ATTTTTTAATTTTTTAAACAAATCTTCTAATTCTATTATTTTTCTATCAGATTTTGATAAAT-
GTAACAAAAGGGTTTTAGATTTTTTTTGGGAAGGATTTAAAACAGGTAAGCTTTTTGAT-
GGTCTTGGGAAAAAGGTAAGTTTATCAGAAAGTTTAATAGTAATAAGTATTAATGCT-
GAGGGCAATGAACTTAATAGTATTGGCTTTAAAAACAAAATGACAGGGGAAAATGATTT-
TGATCTTatattagagaagagatttcctaatgaatttttagagttaatagattatgttcttttattt
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clpA, Allel 186 (PMek):
AAAAAAGAACTTATTATACATGATAGTTTAATATTTGATTTGATACTAAATA-
TAAAGCTATTAAAATTTAATTTACTTGCCAACAGAAGTACTATTGGCATATTTGCCTT-
TATTGGTCCTTCTAGAGCGGGAAAATGCAAATTGACGGATATTTTATCAGAAGAGCTTG-
GAATTCAAAAATTTAGTCTTAATATGGGCGAGTATAGTGATTTTAATTCTCTTGATAG-

ATTGATTGGACCTGTTTTAAGTAATGAAGGGTATTATGAATCTACTAGATTTTTTAATTT-
CTTAAACAAATCTTCTAATTCTATTATTTTTCTATCAGATTTTGATAAATG-
TAACAAAAGGGTTTTAGATTTTTTTTTGGAAGGATTTAAAACAGGCAAACTTTTTGAT-

GGTCTTGGGAAAAAGGCAAGTTTATCAGAAAGTTTAATAGTAATAAGTGTTAATGCT-
GAGAGCAACGAGCTTAATAGTATTGGCTTTAAAAACAAAATGACAGGGGAAAATGATTT-
TAATCTTATATTAGAGAAGAGATTTCCTAATGAATTTTTAGAGTTAATAGATTATGTTCTT-
TTATTT

clpA, Allel 187 (PRa):
AAAAAAGAACTTATTATACATGATAGTTTAATATTTGATTTGATACTAAATA-
TAAAGCTATTAAAATTTAATTTACTTGCCAACAGAAGTACTATTGGCATATTTGCCTT-
TATTGGTCCTTCTGGAGCGGGAAAATGCAAATTGACGGATATCTTATCAGAAGAGCTT-
GGAATTCAAAAATTTAGTCTTAATATGGGCGAGTATAGTGATTTTAATTCTCTTGATAG-

ATTGATTGGACCTGTTTTAAGTAATGAAGGGTATTATGAATCTACTAGATTTTTTAATTTT-
TTAAACAAATCTTCTAATTCTATTATTTTTCTATCAGATTTTGATAAATG-
TAACAAAAGGGTTTTAGATTTTTTTTTGGAAGGATTTAAAACAGGCAAGCTTTTTGAT-

GGTCTTGGGAAAAAGGTAAGTTTATCAGAAAGTTTAATAGTAATAAGTATTAATGCT-
GAGGGCAATGAGCTTAATAGTATTGGCTTTAAAAATAAAATGACAGGGGAAAATGATTT-
TAATCTTATATTAGAGAAGAGATTTCCTAATGAATTTTTAGAGTTAATAGATTAGGTTCTT-
TTATTT

cipX, Allel 147 (PMag):
GCTGGATATGTTGGTGAAGATGTAGAAAATATTTTGCTTAAATTAATACATGCTGCTCA-
TGGGGATGTTAGTCTAGCTGAGAAAGGGATTATTTATATAGACGAAATAGATAAAATT-
GCTAAAAAAAATGAAAACGTTTCAATAACAAGAGATGTTTCTGGAGAAGGGGTTCA-
GCAGGCTTTGTTAAAGATCATTGAGGGTACTATTGCTAATGTTCCTCCAAGAGGTGG-
TAGAAAGCATCCTTATGAGGATACTATTGAAATTAATACTCAAAATATACTCTTTATAT-
GTGGTGGTGCTTTTGTTGGGCTTGAAAATATTGTTAAGAATCGAATAAACAAAAGTT-
CTATTGGGTTTTCAGCAATTGAAAAAAAGAATATAAGAGAGGACACTTCATTAAAGTATT-
TAGAAATGGAAGATTTGATTAAATTTGGCTTGATACCAGAGTTTGTTGGTAGATT-
GCCTGTACATTCGTATCTTGAAAAGTTAAATAAAGAAGATTTGATGAAAATATTAGTT-
GATCCTCAAAATTCCATTATTAAGCAGTATTATCATATGTTTAAAATGGATAATGTT-
GAATTGGTATTTGAAAAAGATGCTTTGGAATCAATTGTAGATGAAGCT
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nifS, Allel 134 (PMag):
TTTGATAATAAGCATATAATTTATTTTGACAATGCAGCAACCTCTCA-
AAAGCCTAAAAAAGTAATTTATTCTAGCATTGAATATTATGAAAATTACAACGCAAATG-
TACATAGAAGCGGCCACAAATTTGCAATTCAATCTAGCATAAAAATT-
GAAAAAACAAGAGAACTTGTAAAAAATTTCATTAATGCAGAATCTTTAAAAAATATAATA-
TTTACCTCTGGAACTACAGATGGAATTAACACCATCGCAAGCTCATTTTTTTACTCA-
AAATACTTTAAAAAAAAAGATGAAATTATTCTTACAACTCTTGAACATAATAGTAATTT-
GCTGCCATGGGCAAAGCTTGCAAAATTAGCTAATCTAACAATTAAGTTTGCTAAATTCA-
ATGAAATGGGAATTATTACCCCCGAAGAAATTGAAAGACTTATTA-
CAGAAAAAACAAAGCTTATAAGCATTTCAGGAATAAATAATACCTTGGGAACAATGAAT-
GATTTAGAATCTATTGGGAAAATCGCAAAAAAATATAATATAAGTCTTTTTGTAGAT-
GCTGCACAAATGGCG

pepX, Allel 160 (PMag):
TACAATACTCACGACAATTTAACAGTAATAAATAGCACTAAAAAAACAATAAAAGATAA-
TATCTTAGAACAACTTGGAATAGAATATGAAAATTTTCTATCTTGTGATCTAATATTCA-
CAGAATCACAACCTTCTAAAATAATAGGAACTGAAGGAGAATTTT-
TAGCCTCTAAAAATCTTGATAACAAATCGGGATGCCATGCAATCATGAACTCTTATA-
TCCACACAAACAATAATAAAAATAAAATAGCTGTATTTTTTGATAACGAAGAAGTAG-
GATCTTTAACCTCAAGAGGAGCTGATTCCAATTTTTTATCAGAAGTTTTAG-
AAAGAATCGATCTTGCTCTTAACTTAACCAGAGAAGAGCATT-
TAATAAAAACAAACAAATCATTTAATATATCTATTGATAGCGTTCACGGCATTCATCCAG-
GATATGCATCTAAACATGATCCAAACTATCAAGCGACTCTAAGTAAAGGTGTAGTTG-
TAAAAAATAGCGCaaatttcagatacgcAACAACTTCAACAGGATTT-
GCAAAATTAAAAAATTTGGCTATTAAAaataatatt

recG, Allel 170 (PMag):
GCTCGTCAACATTATGATAATCTATCCAACATATTGTCTTCTTTTAACATTTCAGT-
GACTCTTTTGACAGGTAGTTTGAAAAAGAAGGATAAAGAACAAGCATTAGAAAG-
TATTAAAAATGGAGTTTCTGGTTTAATAGTTGGAACACATTCTATTTTTTACGAAAG-
TACAGAATTTAAAAGATTAGCATATGTTATTATTGACGAACAGCATAAATTTG-
GAGTGGTTCAAAGAGAAAAGTTTAAAAACAAAGGAGAAGGGGTAGACATACTTTTAAT-
GTCTGCAACACCTATTCCTAGAAGCTTTGCGCTAACACTTTTTGGTGATCTTGAAGTCT-
CACTTATTAAAACCTTACCCAAGGGCCGTTTACCTATTACTACTTATTTAGCAAAACAT-
GGCAATGAAGATAAAGTTTATGATTTTTTAAGAAAAGAGCTCTTAAAGGGTCATCA-
GGTTTATTTTGTTTATCCATTAATTTCATCTTCAGAAAAATT-
CGAATTAAAAGACGTTAATAATATGTATTTAAAATTGAAGGAAGTGTTTAGCGAATAT-
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GTTGTAGACATGCTTCATTCTAAGTTGCCATCTGATTTAAAAGAAGAAATTAT-
GAAGAATTTTTATTCTAAAAAGGTAGATATTTTGGTGGCTACtagt

rplB, Allel 144 (PMag):
ggtaatgatcctttgaAATCTTTAACAAAAGGTAAAAAGTTGAAATCGGGCAGAGATTCTT-
CTGGTAGGATTAGTATTAGAAGAAGAGGTGGTGGGCATAAGAGAAAATATAGGTT-
GATTGATTTTAATCGAAGAGATAAATTTAGCATTCCTGCTCGAGTTGCTTCTATTGAATA-
TGATCCTAATAGAAGTGCTAATATAGCTTTGCTTGTTTATAAAGATGGAGAAAAAAGG-
TATATTATTTCTCCTAAAGGGATTAAGGTTGGAGATGTTTTGGAAAGTGGTCCGAAT-
GCCCCAATTAAAATTGGCAATGCCTTACCCCTTGAAAACATTCCTATTGGAAG-
GACTATTCATAATATTGAGCTTAATGTAGGAAGGGGTGGACAGCTTG-
TAAGAAGTGCTGGGGGATATGCCATGATACTTGCTTCTGATGGGAATTATGTCACTG-
TAAAATTGTCATCTGGTGAGATGAGGTTAATTTTCAAAAAATGTATTGCAACAATTGGT-
GAAATTGGGAATGAAGATTATGCCAATGTTTCTATAGGGAAGGCCGGTAAAAGTAGAT-
GGCTTGGTAGAAGACCTAAAGTTAGAGGTGTTGCTATGAATCCTGTTGACCATCCGCAT

rpIB, Allel 145 (PUI):
ggtaatgatcctttaaaatctttaACAAAAGGTAAAAAGTTGAAATCGGGCAGAGATTCTT-
CTGGTAGGATTAGTATTAGAAGAAGAGGTGGTGGGCATAAGAGAAAATATAGGTT-
GATTGATTTTAATCGAAGAGATAAATTTAGCATTCCTGCTCGAGTTGCTTCTATTGAATA-
TGATCCTAATAGAAGTGCTAATATAGCTTTGCTTGTTTATAAAGATGGAGAAAAAAGG-
TATATTATTTCTCCTAAAGGGATTAAGGTTGGAGATGTTTTGGAAAGTGGTCCGAAT-
GCCCCAATTAAAATTGGCAATGCCTTACCCCTTGAAAACATTCCTATTGGAAG-
GACTATTCACAATATCGAGCTTAATGTAGGAAGGGGCGGACAGCTTG-
TAAGAAGTGCTGGGGGATATGCCATGATACTTGCTTCTGATGGGAATTATGTCACTG-
TAAAATTGTCATCTGGTGAAATGAGGTTAATTTTCAAAAAATGTATTGCAACAATTGGT-
GAAATTGGGAATGAAGATTATGCCAATGTTTCTATAGGGAAGGCCGGTAAAAG-
TAGGTGGCTTGGTAGAAGACCTAAGGTTAGAGGTGTTGCTATGAATCCTGTTGACCA-
TCCGCAT

uvrA, Allel 160 (PFiM): TCGGGCAGTCTATCTGGAGGCGAGGCTCAGCGTATTAGGCTT-
GCTACTCAAATAGGATCAGCACTTTCAGGCGTTATTTATGTTCTTGATGAGCCAAG-
TATTGGTCTTCATCAAAGAGATAACGAAAAATTAATCTCTACTCTT-
GTTAATCTTAAAAATCTTGGCAATACTGTAATTGTTGTTGAGCACGATGAGCAAACTTT-
GCGTACTGCAGACTATATTATTGATATGGGTCCTGGTGCTGGAATTCTTGGGG-
GAGAAATAGTCGCAAAGGGAGCCTTAATTGATATTTTAAATAGCAAAAATAGTT-
TAACTGGTCAATATTTGAGCGGCAAGTTTAAAATAGATGTTCCAAGCTCTAG-
AAGAAAAACAGATAAGGGAGAAATTTTGCTTT-
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TAGGCTCCAATAAAAACAATCTTAAAAATATAGATGTAAGTATCCCTTTGGGAGTTTTTA-
CTGTAATAACAGGTGTTTCTGGTAGTGGAAAAAGTACTTTGCTTAACGAAGTGTTATA-
TCCAGCTCTTGATAGCAGATTAAAGCTTAATGAAAAGTATTGTGATGGGTTTAAAGAC

uvrA, Allel 160 (PMag):

TCGGGCAGTCTGTCTGGGGGCGAGGCTCAGCGTATTAGGCTTGCTACTCAAATAG-
GATCAGCACTTTCAGGCGTTATTTATGTTCTTGATGAGCCAAGTATTGGTCTTCATCA-
AAGAGATAACGAAAAATTAATCTCTACTCTTGTTAATCTTAAAAATCTTGGCAATACTG-
TAATTGTTGTTGAGCACGATGAGCAAACTTTGCGTACTGCAGACTATATTATTGATAT-
GGGTCCTGGTGCTGGAATTCTTGGGGGAGAAATAGTCGCAAAGGGAGCCTTAATTGA-
TATTTTAAATAGCAAAAATAGTTTAACTGGTCAATATTTGAGCGGCAAGTTTAAAATAG-
ATGTTCCAAGCTCTAGAAGAAAAACAGATAAGGGAGAAATTTTGCTTT-
TAGGCTCCAATAAAAACAATCTTAAAAATATAGATGTAAGTATCCCTTTAGGAGTTTTTA-
CTGTAATAACAGGTGTTTCTGGCAGTGGAAAAAGTACTTTGCTTAACGAAGTGTTATA-
TCCAGCTCTTGATAGCAGATTAAAGCTTAATGAAAAGTATTGTGATGGGT Ttaaagac

Basenanteil (%)

Stamm ST
T C A G
PBaell 84 32,9 12,5 35,9 18,6
PBar 84 32,9 12,5 35,9 18,6
PBe 245 32,8 12,6 36,1 18,5
PBes 251 32,7 12,7 36 18,6
PBet 86 32,7 12,7 36 18,6
PBi 84 32,9 12,5 35,9 18,6
PBN 84 32,9 12,5 35,9 18,6
PBol 86 32,7 12,7 36 18,6
PBr 244 32,7 12,7 35,9 18,6
PBu 246 32,7 12,7 35,9 18,7
PCoo 573 32,7 12,7 36,1 18,5
PEi 84 32,9 12,5 35,9 18,6
PFe 244 32,7 12,7 35,9 18,6
PFei 84 32,9 12,5 35,9 18,6

PFiM 574 32,7 12,7 36 18,6
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PFin
PFlk
PFo
PFr
PFu
PHC
PHe
PHei
PHerl
PHez
PHoe
PK
PLa
PLad
PLeh
PlLep
PLi
PMa
PMag
PMch
PMe
PMek
PMit
PMoel
PMie
PMun
PNeb
PNel
PNi
PNov
POhm
POb
PRa
PRab
PRas
PRef
PRof

84
84
84
244
87
86
86
246
84
86
84
245
245
84
84
85
246
87
575
84
246
576
177
244
84
84
84
173
84
180
86
85
577
84
251
482
84

32,9
32,9
32,9
32,7
32,7
32,7
32,7
32,7
32,9
32,7
32,9
32,8
32,8
32,9
32,9
32,9
32,7
32,7
32,7
32,9
32,7
32,7
32,7
32,7
32,9
32,9
32,9
32,7
32,9
32,7
32,7
32,9
32,7
32,9
32,7
32,6
32,9
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12,5
12,5
12,5
12,7
12,7
12,7
12,7
12,7
12,5
12,7
12,5
12,6
12,6
12,5
12,5
12,5
12,7
12,7
12,6
12,5
12,7
12,7
12,7
12,7
12,5
12,5
12,5
12,7
12,5
12,7
12,7
12,5
12,7
12,5
12,7
12,7
12,5

35,9
35,9
35,9
35,9
35,9
36
36
35,9
35,9
36
35,9
36,1
36,1
35,9
35,9
35,9
35,9
35,9
36,1
35,9
35,9
36
36
35,9
35,9
35,9
35,9
36
35,9
35,9
36
35,9
36
35,9
36
36
35,9

18,6
18,6
18,6
18,6
18,7
18,6
18,6
18,7
18,6
18,6
18,6
18,5
18,5
18,6
18,6
18,6
18,7
18,7
18,6
18,6
18,7
18,6
18,6
18,6
18,6
18,6
18,6
18,6
18,6
18,7
18,6
18,6
18,6
18,6
18,6
18,6
18,6



PSae 86 32,7 12,7 36 18,6
PScf 84 32,9 12,5 35,9 18,6
PScp 246 32,7 12,7 35,9 18,7
PSeS 86 32,7 12,7 36 18,6
PSh 84 32,9 12,5 35,9 18,6
PShm 251 32,7 12,7 36 18,6
PSigl 84 32,9 12,5 35,9 18,6
PSma 244 32,7 12,7 35,9 18,6
PSoR 86 32,7 12,7 36 18,6
PStg 179 32,7 12,7 36 18,7
PSth 244 32,7 12,7 35,9 18,6
PTrob 85 32,9 12,5 35,9 18,6
PUh 87 32,7 12,7 35,9 18,7
PUI 578 32,7 12,7 35,9 18,7
PVo 84 32,9 12,5 35,9 18,6
PWa 84 32,9 12,5 35,9 18,6
PWat 84 32,9 12,5 35,9 18,6
PWest 244 32,7 12,7 35,9 18,6
PWin 84 32,9 12,5 35,9 18,6
PZwi 85 32,9 12,5 35,9 18,6
Durchschnitt - 32,8 12,6 35,9 18,6
Tabelle 7.13: Nukleotidgehalt
Profile Data Isolate Data
ST clpA clpX nifS pepX pyrG recG rplB uvrA Spezies
82 40 25 26 36 27 34 25 31 B. garinii
84 41 26 27 37 28 35 26 32 B. bavariensis
84 41 26 27 37 28 35 26 32 B. bavariensis
84 41 26 27 37 28 35 26 32 B. bavariensis
84 41 26 27 37 28 35 26 32 B. bavariensis
84 41 26 27 37 28 35 26 32 B. bavariensis
84 41 26 27 37 28 35 26 32 B. bavariensis
84 41 26 27 37 28 35 26 32 B. bavariensis
84 41 26 27 37 28 35 26 32 B. bavariensis
84 41 26 27 37 28 35 26 32 B. bavariensis
84 41 26 27 37 28 35 26 32 B. bavariensis
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84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
85
85
85
85
86
86
86
86
86
86
86
86
86
87
87
87
173
177
179
180

41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
42
42
42
42
42
42
42
42
42
42
42
42
42
42
43
43

26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
28
28

27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
28
28
28
28
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
30
30

37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
38
38
38
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38
38
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38
38
38
38
38
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90
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28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
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29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
82
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35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
36
36
36
36
36
36
36
36
36
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39
39
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36
36
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26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
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26
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27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
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32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
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B. bavariensis
B. bavariensis
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244
244
244
244
244
244
244
245
245
245
246
246
246
246
246
251
251
251
373
482
573
574
575
576
577
578

48
48
48
48
48
48
48
)
99
)
112
112
112
112
112
95
95
95
143
95
40
42
185
186
187
112

34
34
34
34
34
34
34
77
77
77
80
80
80
80
80
74
74
74
49
74
25
27
147
34
27
80

34
34
34
34
34
34
34
81
81
81
78
78
78
78
78
34
34
34
104
34
26
29
134
34
29
78

44
44
44
44
44
44
44
91
91
91
99
99
99
99
99
96
96
96
129
96
159
38
160
44
38
96

42
42
42
42
42
42
42
84
84
84
39
39
39
39
39
78
78
78
126
78
34
36
170
42
36
39

33
33
33
33
33
33
33
82
82
82
79
79
79
79
79
77
77
77
45
77
25
27
144
33
27
145

39
39
39
39
39
39
39
33
33
33
87
87
87
87
87
85
85
85
110
154
31
160
161
39
33
33

B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii

Tabelle 7.14: Profile und Isolate Data
Zugrundeliegende Profile- and Isolate-Daten fiir Abbildung 3.2 unter Verwendung von PHYLOViZ.

Tabelle 7.6: Pairwise Distance

Tabelle 7.15.1 B. garinii, Tabelle 7.15.2 B. bavariensis, Tabelle 7.15.3 B. garinii und B. bavariensis;

diese Tabellen finden sich aufgrund der DateigréBe nur im elektronischen Anhang.
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Spezies clpA clpX nifS pepX pyrG rplB recG uvrA

B. garinii (n = 43) 0,0062056332 0,0042283559 0,0064543614 0,0063811467 0,0060450556 0,0060450556 0,0060450556 0,0065945372
B. bavariensis (n = 31) 0,0000000000 0,0000000000 0,0004010776 0,0000000000 0,0000000000 0,0000000000 0,0000000000 0,0000000000

Tabelle 7.16: Overall Mean Distance der Housekeeping-Gene
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OspA- OspA- OspA- MLST-
Stamm Spezies
Sequenz  RFLP Serotyp Sequenztyp

PBael B. bavariensis 4 4 - 84
PBaell B. bavariensis 4 4 4 84
PBar B. bavariensis 4 4 - 84
PBe B. garinii 5/6 5/6 6 245
PBes B. garinii 7 7 7 251
PBet B. garinii 6 6 6 86
PBi B. bavariensis 4 4 4 84
PBN B. bavariensis 4 4 - 84
PBol B. garinii 6 6 6 86
PBr B. garinii 3 3 3 244
PBu B. garinii 5 5 - 246
PCoo B. garinii 5 5 - 573
PEi B. bavariensis 4 4 4 84
PFe B. garinii 3 3 - 244
PFei B. bavariensis 4 4 - 84
PFiM B. garinii 6 6 6 574
PFin B. bavariensis 4 4 4 84
PFIk B. bavariensis 4 4 4 84
PFo B. bavariensis 4 4 - 84
PFr B. garinii 3 3 4 244
PFu B. garinii 6 6 6 87
PHC B. garinii 6 6 6 86
PHe B. garinii 6 6 6 86
PHei B. garinii 5 5 5 246
PHerl B. bavariensis 4 4 - 84
PHez B. garinii 6 6 6 86
PHoe B. bavariensis 4 4 4 84
PKi B. garinii 8 8 8 245
PLa B. garinii 8 8 8 245
PLad B. bavariensis 4 4 - 84
PLeh B. bavariensis 4 4 - 84
PLep B. bavariensis 4 4 - 85
PLi B. garinii 5 5 5 246
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PMa
PMag
PMch
PMe
PMek
PMit
PMoel
PMie
PMun
PNeb
PNel
PNi
PNov
POb
POhm
PRa
PRab
PRas
PRef
PRof
PSae
PScf
PScp
PSeS
PSh
PShm
PSigl
PSma
PSoR
PStg
PSth
PTrob
PUh
PUI
PVo
PWa

oy ]
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B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii

. bavariensis
. bavariensis

. bavariensis

B. garinii

. bavariensis
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. bavariensis

B. garinii
B. garinii
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B. garinii
B. garinii

. bavariensis

B. garinii
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B. garinii
B. garinii

. bavariensis

B. garinii

. bavariensis
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B. garinii
B. garinii
B. garinii

. bavariensis
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. bavariensis

. bavariensis
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PWat B. bavariensis 4 4 4 84
PWest B. garinii 3 3 - 244
PWin B. bavariensis 4 4 - 84
PZwi B. bavariensis 4 4 - 85
n=73

Tabelle 7.77: OspA-Sequenz und -RFLP
Aufgefuhrt sind 41 B. garinii- und 32 B. bavariensis-lsolate, die Isolate aus Zecken (IP90 und 20047)
wurden ausgenommen). Der OspA-Serotyp wurde nur in wenigen Fallen bestimmt. Der OspA-Typ liel3

sich fir PBe und PSma nicht eindeutig bestimmen, die OspA-Sequenz von PMag war wiederholt nicht

auswertbar.
_ OspA- OspA- OspA- MLST-
Stamm Spezies
Sequenz  RFLP Serotyp Sequenztyp

PAbe B. burgdorferis. s. 1 1 1 1
PAl B. burgdorferis. s. 1 1 1 1
PAIt B. afzelii 2 2 2 71
PArl B. afzelii 2 2 - 554
PBabu B. afzelii 2 2 - 71
PBael* B. bavariensis 4 4 - 84
PBaell* B. bavariensis 4 4 4 84
PBar* B. bavariensis 4 4 - 84
PBas B. afzelii 2 2 - 80
PBe B. garinii 5/6 5/6 6 245
PBec B. afzelii 2 2 - 540
PBes* B. garinii 7 7 7 251
PBet* B. garinii 6 6 6 86
PBi* B. bavariensis 4 4 4 84
PBiIl B. afzelii 2 2 - 71
PBN* B. bavariensis 4 4 - 84
PBo B. afzelii 2 2 X 458
PBoe B. burgdorferis. s. 1 1 - 1
PBoj B. afzelii 2 2 459
PBol* B. garinii 6 6 6 86
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PBr* B. garinii 3 3 3 244
PBra B. afzelii 2 2 - 460
PBre B. burgdorferis. s. 1 1 1 20
PBu* B. garinii 5 5 - 246
PBuh B. afzelii 2 2 - 71

PCoo* B. garinii 5 5 - 573
PDe B. burgdorferis. s. 1 1 - 1

PDeg B. afzelii 2 2 - 461
PDoe B. afzelii 2 2 2 471
PDri B. burgdorferis. s. 1 1 - 24
PDrp B. afzelii 2 2 - 463
PEi* B. bavariensis 4 4 4 84
PFe* B. garinii 3 3 - 244
PFei* B. bavariensis 4 4 - 84
PFes B. afzelii 2 2 - 462
PFi | B. burgdorferis. s. 1 1 2 284
PFic B. afzelii 2 2 - 477
PFiM* B. garinii 6 6 6 574
PFin* B. bavariensis 4 4 4 84
PFIk* B. bavariensis 4 4 4 84
PFo* B. bavariensis 4 4 - 84
PFoe B. afzelii 2 2 - 75
PFr* B. garinii 3 3 4 244
PFra B. burgdorferis. s. 1 1 1 20
PFri B. afzelii 2 2 - 335
PFu* B. garinii 6 6 6 87
PGa B. afzelii 2 2 - 462
PGeb B. bissettiae - 6 1 667
PGl B. burgdorferis. s. 1 1 1 21

PHa B. afzelii 2 2 2 71

PHac B. afzelii 2 2 - 347
PHak B. afzelii 2 2 - 347
PHam B. afzelii 2 2 - 71

PHas B. burgdorferis. s. 1 1 1

PHC* B. garinii 6 6 86
PHe* B. garinii 6 6 86
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PHei* B. garinii 5 5 5 246
PHer I* B. bavariensis 4 4 - 84
PHez* B. garinii 6 6 6 86
PHo B. burgdorferis. s. 1 1 - 1

PHoe* B. bavariensis 4 4 4 84
PHub B. afzelii 2 2 - 463
PJa B. afzelii 2 2 - 353
PJe B. afzelii 2 2 - 458
PKa | B. burgdorferis. s. 1 1 1 1

PKa ll B. burgdorferis. s. 1 1 1 1

PKau B. afzelii 2 2 - 464
PKe B. afzelii 2 2 2 80
PKer B. afzelii 2 2 - 458
PKi* B. garinii 8 8 8 245
PKie B. garinii 2 2 - 86
PKk B. afzelii 2 2 - 171
PKI B. afzelii 2 2 2 71

PKla B. afzelii 2 2 - 465
PKIF | B. burgdorferis. s. 1 1 - 24
PKIF 11 B. burgdorferis. s. 1 1 - 24
PKIi B. afzelii 2 2 - 72
PKno B. afzelii 2 2 - 466
PKo B. afzelii 2 2 2 71

PKr B. afzelii 2 2 2 437
PKra B. afzelii 2 2 - 335
PKru B. afzelii 5 5 - 561
PKu B. burgdorferis. s. 1 1 1 20
PKuf B. garinii 1 1 7 251
PKuk B. afzelii 2 2 - 71

PLa* B. garinii 8 8 8 245
PLad* B. bavariensis 4 4 - 84
PLam B. afzelii 2 2 - 465
PLan B. afzelii 2 2 - 348
PLap B. afzelii 2 2 X 71

PLeh* B. bavariensis 4 4 - 84
PLen B. afzelii 2 2 - 467
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PLep* B. bavariensis 4 4 - 85
PLi* B. garinii 5 5 5 246
PLud B. afzelii 2 2 2 463
PLue B. burgdorferis. s. 1 1 - 3

PMa* B. garinii 6 6 - 87
PMag* B. garinii X 5 - 575
PMar B. afzelii 2 2 2 468
PMay B. afzelii 2 2 2 472
PMch* B. bavariensis 4 4 - 84
PMe* B. garinii 5 5 - 246
PMeh B. burgdorferis. s. 1 1 1 20
PMek* B. garinii 3 3 3 576
PMel B. afzelii 4 4 X 71

PMer B. afzelii 2 2 2 462
PMes B. afzelii 2 2 - 462
PMey B. burgdorferis. s. 1 1 1 20
PMi B. burgdorferis. s. 1 1 X 20
PMik B. afzelii 2 2 - 469
PMit* B. garinii 6 6 - 177
PMo B. afzelii 2 2 3 71

PMoe I B. garinii 3 3 3 244
PMom B. afzelii 2 2 - 479
PMu B. burgdorferis. s. 1 1 1 1

PMuc | B. afzelii 2 2 - 75
PMae* B. bavariensis 4 4 4 84
PMul B. afzelii 2 2 - 347
PMun* B. bavariensis 4 4 - 84
PMup B. afzelii 2 2 - 71

PNad B. afzelii 2 2 - 470
PNeb* B. bavariensis 4 4 - 84
PNel* B. garinii 5 5 - 173
PNi* B. bavariensis 4 4 - 84
PNov* B. garinii 6 6 - 180
POb* B. bavariensis 4 4 6 85
PObf B. afzelii 2 2 - 71

POhm* B. garinii 6 6 - 86
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PRa*
PRab*
PRas*
PRe
PRec
PRef*
PRof*
PSae*
PScf*
PSch
PScp*
PSE
PSeS*
PSh*
PSha
PShb
PShl
PShm*
PSig I*
PSma
PSoR*
PSp
PSpe
PSpm
PSst
PStb
PSte
PStg*
PSth*
PStm
PSto
PStw
PTa
PTha
PTie
PTrob*

B. garinii
B. bavariensis
B. garinii
B. afzelii
B. afzelii
B. garinii
B. bavariensis
B. garinii
B. bavariensis
B. afzelii
B. garinii
B. burgdorferis. s.
B. garinii
B. bavariensis
B. burgdorferis. s.
B. afzelii
B. burgdorferis. s.
B. garinii
B. bavariensis
B. garinii
B. garinii
B. afzelii
B. afzelii
B. burgdorferis. s.
B. burgdorferis. s.
B. afzelii
B. afzelii
B. garinii
B. garinii
B. burgdorferis. s.
B. afzelii
B. afzelii
B. burgdorferis. s.
B. afzelii
B. afzelii

B. bavariensis
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PUh* B. garinii 6 6 - 87
PUI* B. garinii 6 6 - 578
PVo* B. bavariensis 4 4 4 84
PWa* B. bavariensis 4 4 4 84
PWag B. burgdorferis. s. 1 1 1 1

PWat* B. bavariensis 4 4 4 84
PWB B. burgdorferis. s. 1 1 - 1

PWbe B. burgdorferis. s. 1 1 = 20
PWee B. afzelii 2 2 - 458
PWest* B. garinii 3 3 - 244
PWi B. afzelii 2 2 - 475
PWil B. afzelii 2 2 - 349
PWima B. afzelii 2 2 - 476
PWin* B. bavariensis 4 4 - 84
PWmi B. afzelii 2 2 - 72
PWo B. afzelii 2 2 - 71

PWoh B. afzelii 2 2 - 463
PWud | B. afzelii 2 2 2 459
PZel* B. garinii 1 1 - 82
PZi B. afzelii 2 2 - 480
PZwi* B. bavariensis 4 4 - 85
PWes B. afzelii 2 2 2 71

n=186

Tabelle 7.18: Isolate Data einschlieBlich Informationen der MLST-Datenbank
Die Tabelle umfasst 186 Stamme (44 B. garinii, 32 B. bavariensis, 78 B. afzelii, 31 B. burgdorferi s. s.,
1 B. bissettiae) und dient als ,Isolate Data“ fir Abbildung 3.5. Ausgeschlossen wurden PBe und PSma
(beide B. garinii, mit ** markiert) aufgrund der nicht eindeutigen OspA-Zuordnung und die Stamme
PKie, PKuf und PZel (jeweils B. garinii, mit *** markiert) sowie PKru, PMel und PShb (jeweils B. afzeli,
mit *** markiert) aufgrund von fehlender oder falscher OspA-Zuordnungen, die Verwechselungen nicht
ausschlieBen lieBen. In allen Fallen stimmte die OspA-Sequenz und OspA-RFLP (berein, fir PGeb
und PMag lag keine OspA-Sequenz vor. PGeb wurde in Abbildung 3.5 aufgrund seiner MLST-
Zuordnung als B. bissettiae nicht eingeschlossen. Fir 80 Isolate war der OspA-Serotyp bekannt, die-

ser wich in neun Féllen vom OspA-Sequenz- beziehungsweise dem —RFLP-Typ ab (eingerahmter

OspA-Serotyp) und war sechs Falle (Markierung X) nicht bestimmbar oder auswertbar.
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Stamm

Herkunftsort

Latitude

Longitude Spezies

PBaell
PBaell
PBar
PBe
PBes
PBet
PBi
PBN
PBol
PBr
PBu
PCoo
PEi
PFe
PFei
PFiM
PFin
PFIk
PFo
PFr
PFu
PHC
PHe
PHei
PHerl
PHez
PHoe
PKi
PLa
PLad
PLeh
PLep
PLi
PMa
PMag

Munchen, Deutschland
Munchen, Deutschland
Munchen, Deutschland
Munchen, Deutschland
Emmering, Deutschland

Regensburg, Deutschland

Ingolstadt, Deutschland
Osnabriick, Deutschland
Nirnberg, Deutschland
Gunzburg, Deutschland
Munchen, Deutschland
Munchen, Deutschland
Munchen, Deutschland
Munchen, Deutschland
Munchen, Deutschland
Munchen, Deutschland
Munchen, Deutschland
Munchen, Deutschland
Munchen, Deutschland
Munchen, Deutschland
Nurnberg, Deutschland
Augsburg, Deutschland
Munchen, Deutschland

Duderstadt, Deutschland
Bad Homburg, Deutschland

Munchen, Deutschland
Pasing, Deutschland
Tibingen, Deutschland
Koblenz, Deutschland
Munster, Deutschland
Gilching, Deutschland
Ehemaliges Jugoslawien
Konstein, Deutschland
Ehemaliges Jugoslawien
Tubingen, Deutschland
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48,13513
48,13513
48,13513
48,13513
48,18410
49,01343
48,76654
52,27991
49,45203
48,45284
48,13513
48,13513
48,13513
48,13513
48,13513
48,13513
48,13513
48,13513
48,13513
48,13513
49,45203
48,37054
48,13513
51,50966
50,22683
48,13513
48,14049
48,52164
50,35694
51,96066
48,10923
4453746
48,82559
44,53746
48,52164

11,58198
11,58198
11,58198
11,58198
11,27586
12,10162
11,42575
8,04718

11,07675
10,27751
11,58198
11,58198
11,58198
11,58198
11,58198
11,58198
11,58198
11,58198
11,58198
11,58198
11,07675
10,89779
11,58198
10,25351
8,61816

11,58198
11,46159
9,05764

7,58810

7,62613

11,28997
18,67347
11,07172
18,67347
9,05764

B. bavariensis
B. bavariensis
B. bavariensis
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. bavariensis
B. bavariensis
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. bavariensis
B. garinii
B. bavariensis
B. garinii
B. bavariensis
B. bavariensis
B. bavariensis
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. bavariensis
B. garinii
B. bavariensis
B. garinii
B. garinii
B. bavariensis
B. bavariensis
B. bavariensis
B. garinii
B. garinii
B. garinii



PMch
PMe
PMek
PMit
PMoel
PMue
PMun
PNeb
PNel
PNi
PNov
POb
POhm
PRa
PRab
PRas
PRef
PRof
PSae
PScf
PScp
PSeS
PSh
PShm
PSigl
PSma
PSoR
PStg
PTrob
PUh
PUI
PVo
PWa
PWat
PWest
PWin

Garmisch-Partenkirchen, Deutschland

Dusseldorf, Deutschland
Glnzberg, Deutschland
NUrnberg, Deutschland

Untere Findelstatt, Deutschland

AtlantikkUste, Frankreich
Munchen, Deutschland
Munchen, Deutschland
Munchen, Deutschland
Halle, Deutschland
Ehemaliges Jugoslawien
Munchen, Deutschland
Sulzau, Deutschland
Munster, Deutschland
Villach, Osterreich
Munchen, Deutschland
Gunzburg, Deutschland
Munchen, Deutschland
Gauting, Deutschland
Munchen, Deutschland
Munchen, Deutschland
Deggendorf, Deutschland
Regensburg, Deutschland
Moosach, Deutschland
Trudering, Deutschland
Regensburg, Deutschland
Ebersdorf, Deutschland
Nirnberg, Deutschland
Ehemaliges Jugoslawien
Munster, Deutschland
Osnabriick, Deutschland
Munchen, Deutschland
Allach, Deutschland
Munchen, Deutschland
Rosenheim, Deutschland
Waldtrudering, Deutschland
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47,49169
51,22774
48,45284
49,45203
52,19839
46,19504
48,13513
48,13513
48,13513
51,49698
4453746
48,13513
48,44396
51,96066
46,60856
48,13513
48,45284
48,13513
48,06968
48,13513
48,13513
48,84085
49,01343
48,03276
48,12577
49,01343
50,22084
49,45203
4453746
51,96066
52,27991
48,13513
48,18942
48,13513
47,85713
48,12577

11,09550
6,77346
10,27751
11,07675
8,02507
-1,14258
11,58198
11,58198
11,58198
11,96880
18,67347
11,58198
8,83775
7,62613
13,85062
11,58198
10,27751
11,58198
11,37841
11,58198
11,58198
12,95748
12,10162
11,87614
11,66232
12,10162
11,07139
11,07675
18,673469
7,62613
8,04718
11,58198
11,46687
11,58198
12,11810
11,66232

B. bavariensis
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. bavariensis
B. bavariensis
B. bavariensis
B. garinii
B. bavariensis
B. garinii
B. bavariensis
B. garinii
B. garinii
B. bavariensis
B. garinii
B. garinii
B. bavariensis
B. garinii
B. bavariensis
B. garinii
B. garinii
B. bavariensis
B. garinii
B. bavariensis
B. garinii
B. garinii
B. garinii
B. bavariensis
B. garinii
B. garinii
B. bavariensis
B. bavariensis
B. bavariensis
B. garinii

B. bavariensis



PZwi Minchen, Deutschland 48,13513 11,58198 B. bavariensis

Tabelle 7.9: Geografischer Ort des Zeckenstiches
Wenn sich der Patient nicht an den Zeckenstich beziehungsweise den Ort erinnern konnte, wurde der
Ort des behandelnden Krankenhauses oder Arztes verwendet. Der Langen- und Breitengrad wurde
zur besseren Ubersichtlichkeit auf fiinf Dezimalstellen gerundet. In Tabelle 7.19 sind die Daten zur

Erstellung von Abbildung 3.7 enthalten.
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Manifestationszeit

Kutane Symptomatik

Neurologische Symptomatik

Stamm Spezies LA Karditis unbekannt
frah spat EM LZ ACA FP unb.N. MBW  Meningitis
PBaell B. bavariensis X - X - - - - X - - - -
PBar B. bavariensis X - X - - - - X - - - ;
PBe B. garinii X - X - - - - X - - - -
PBes B. garinii X - X - - - - - X - - B}
PBet B. garinii X - - - - - - X - - , -
PBi B. bavariensis X - - - - - - X X - - -
PBN B. bavariensis - - - - - - - . . i i X
PBol B. garinii - - - - . - - § - ) i »
PBr B. garinii X - X - - - X - - - - -
PBu B. garinii X - X - - X - X - - , ;
PCoo B. garinii X X X - - - - - X - -
PEi B. bavariensis - - - - - - - § - ) i »
PFe B. garinii X - - - - - - X - - , -
PFei B. bavariensis X - - - - - - X - - - ;
PFiM B. garinii X - X - - - - - - - . )
PFin B. bavariensis X - X - - X - X - - - -
PFlk B. bavariensis X - X - - - - X - - - -
PFo B. bavariensis - - - - - - - - § B, 3 X
PFr B. garinii X - - - - X - - - - - -
PFu B. garinii X - - - - X - - - - - -
PHC B. garinii X - - - - X - - - - - -
PHe B. garinii X - X - - - - - - ; X ;
PHei B. garinii X - - - - - - - X - - .
PHerl B. bavariensis X - X - - = = = - - - _
PHez B. garinii - - - - - - - - } . X
PHoe B. bavariensis X - X - - - - X - - - ;
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PKi
PLa
PLad
PLeh
PLep
PLi
PMa
PMag
PMch
PMe
PMek
PMit
PMoel
PMiie/PMuee
PMun
PNeb
PNel
PNi
PNov
POb
POhm
PRa
PRab
PRas
PRef
PRof
PSae
PScf
PScp

B.
B.
. bavariensis
. bavariensis
. bavariensis

PO I IR R

garinii
garinii

garinii
garinii
garinii
bavariensis
garinii
garinii
garinii
garinii
bavariensis
bavariensis
bavariensis
garinii
bavariensis
garinii
bavariensis
garinii
garinii
bavariensis
garinii
garinii

. bavariensis

garinii

. bavariensis
B.

garinii

xX X X X X X X X X X 1 X X X X X X X X

xX X

x
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PSeS B. garinii X - X - = X - - - . i
PSh B. bavariensis X - - - - - X - - - )
PShm B. garinii X - X - - - - X - - ;
PSigl B. bavariensis X X X - X - - - - - -
PSma B. garinii - - - = - - - - - ; X
PSoR B. garinii X - X - - X - - - - -
PStg B. garinii - X - - - - - - - X -
PSth B. garinii X - X - - - - - - - )
PTrob B. bavariensis - - - - - - - - - ; X
PUh B. garinii X - - X - - - - - - .
PUI B. garinii - - - - - - - - - ; X
PVo B. bavariensis X - - - - X - X - - .
PWa B. bavariensis X - - - - X = X - - i
PWat B. bavariensis X - - - - - - X - - -
PWest B. garinii - X - - X - - - - - ;
PWin B. bavariensis X - X - - - - - - - -
PZwi B. bavariensis - X - - X = = - - - _
gesamt 71 71 70 72 72 |72 72 72 72 72 72

Tabelle 7.20: Klinische Manifestationen
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ST

(MLST) Stamm Fundland Fundkontinent Spezies Isolationsquelle
86 Np189 Russia Asia Borrelia garinii tick
115 MDH1 China Asia Borrelia garinii tick
117 VH1 China Asia Borrelia bavariensis tick
118 VH2 China Asia Borrelia bavariensis tick
119 VH3 China Asia Borrelia bavariensis tick
120 VH4 China Asia Borrelia garinii tick
122 FiIEE11 Japan Asia Borrelia bavariensis animal host
122 enkichi 9 China Asia Borrelia bavariensis tick
122 VH11 China Asia Borrelia bavariensis tick
123 VH18 China Asia Borrelia bavariensis tick
124 VH19 China Asia Borrelia bavariensis tick
125 enkichi 32 China Asia Borrelia bavariensis tick
125 VH20 China Asia Borrelia bavariensis tick
125 BgVir Russia Asia Borrelia bavariensis tick
126 VL2 China Asia Borrelia garinii tick
127 J-21 Japan Asia Borrelia garinii human
127 J-38 Japan Asia Borrelia garinii human
127 JL2 China Asia Borrelia garinii tick
127 NP76 Japan Asia Borrelia garinii tick
128 FsAE2 Japan Asia Borrelia bavariensis animal host
128 sai6B Japan Asia Borrelia bavariensis animal host
128 Hiratsuka Japan Asia Borrelia bavariensis human
128 J-17 Japan Asia Borrelia bavariensis human
128 ALH1 China Asia Borrelia bavariensis tick
128 enkichi 22 China Asia Borrelia bavariensis tick
128 J1i China Asia Borrelia bavariensis tick
128 NMK3 China Asia Borrelia bavariensis tick
128 TP China Asia Borrelia bavariensis tick
128 MNG28 Mongolia Asia Borrelia bavariensis tick
128 Arh923-2012 Russia Asia Borrelia bavariensis tick
128 Krg1090-09 Russia Asia Borrelia bavariensis tick
128 Nsk1403-2013 Russia Asia Borrelia bavariensis tick
128 Sykt1010-2014 Russia Asia Borrelia bavariensis tick
128 Sykt1011-2014 Russia Asia Borrelia bavariensis tick
128 Tmn3057-2009 Russia Asia Borrelia bavariensis tick
128 Tmn3101-2009 Russia Asia Borrelia bavariensis tick
128 Tmsk1207-2013 Russia Asia Borrelia bavariensis tick
128 Tmsk1692-2014 Russia Asia Borrelia bavariensis tick
128 Tom3506 Russia Asia Borrelia bavariensis tick
128 Tom9305 Russia Asia Borrelia bavariensis tick
128 Tom9805 Russia Asia Borrelia bavariensis tick
129 JLHCH China Asia Borrelia bavariensis tick
130 HQ China Asia Borrelia bavariensis tick
131 HkCR1 Japan Asia Borrelia bavariensis animal host
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131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
134
134
135
137
137
138
139
140
154
154
154
154
157
244
328
328
328
328
328
328
328

328
328
328
328
328
328

HkCR11
HkCR12
HkCR5
HkCR6
meman As 11
Mr 17
J-32
J-33
J-34
J-35
enkichi 33
JW1
horobetsu 8
konnai 17 clonef
NT29
rebun 8
rebun 9
MNG15
MDH2
NT31
MDH3
NMK2
Mng4702
NMK6
NMS2
NMS3
N161
N672
Ekb1232-2014
Ekb712-11
JW3
Ekb950-2014
CTA4a
MNG14
Mng1602
MNG76
Ekb19-2012
Ekb26-2012

Ekb706-2012
Ekb9220423-
2013

Krv743-2012
Krv970-2013
Nsk1418-2013
Sykt1144-2014
Tom1406

Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
China
China
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Mongolia
China
Japan
China
China
Mongolia
China
China
China
China
China
Russia
Russia
China
Russia
China
Mongolia
Mongolia
Mongolia
Russia
Russia
Russia

Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
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Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia

Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia

Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia bavariensis
Borrelia garinii
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis

Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis

animal host
animal host
animal host
animal host
animal host
animal host
human
human
human
human
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
animal host
tick
tick
tick
tick
tick
tick

tick
tick
tick
tick
tick
tick



328
328
328
328
328
328
328
328
328
328
329
330
331
362
362
362
363
364
364
364
364
364
364
365
366
366
367
368
369
370
371
371
371
371
371
371
372
372
372
372
372
372
372
373
374
374

Tom1506
Tom2806
Tom3803
Tom3806
Tom4906
Tom5102
Tom6506
Tom6606
Tom6706
Tom7005
MNG24
MNG50
MNG61
J-40
J-42
HKIP1
HkIP2
HP1
Ekb1239-2014
Ekb42-2012
Ekb704-11
Ekb762-2013
Ekb767-2013
HP3
HT18
Nsk1399-2013
HT59
NP4
NP8
NP81
sai7B
sai8E
J-14
J-18
FujiP2
NT24
NT25
Ekb155-2012
Ekb774-2013
Ekb777-2013
Ekb791-2013
Ekb795-2013
Ekb815-2013
Ip-90
Mp7
Prm7569-11

Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia

Mongolia
Mongolia
Mongolia

Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Japan
Japan
Russia
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
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Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia

Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia garinii
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis

tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
human
human
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
animal host
animal host
human
human
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick



374
374
375
375
375
375
375
375
375
376
376
376
376
376
377
378
379
379
380
381
382
383
384
384
385
386
387
387
417
417
420
420
420
423
425
427
428
429
431
431
431
431
431
431
431
431

Prm965-2013
Tom5306
HkCR3
HkCR4
HkCR9
HokkaidoCRB35B
konnai 25
sarufutsu 2
sarufutsu 3
ASF
HkCR7
HokkaidoAS7B
J-41
horobetsu 5
FsAE1
ChYAE2
CTA1b
Tom3101
CTA5b
J-15
J-16
J-20T
J-37
konnai 20
HH1
N346
J-39
kaminae Ip 1
enkichi 30
enkichi 31
konnai 1
konnai 10
konnai 2
konnai 14
takamine As 5
rebun 20
konnai 15 clone5
konnai 26
Ekb140-2012
Ekb1458-2014
Ekb701-11
Ekb706-11
Ekb709-11
Ekb721-2013
Tmsk981-2013
Tom1206

Russia
Russia
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
China
China
Russia
China
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
China
China
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
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Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia

Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii

tick
tick
animal host
animal host
animal host
animal host
tick
tick
tick
animal host
animal host
animal host
human
tick
animal host
animal host
animal host
tick
animal host
human
human
tick
human
tick
human
tick
human
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
animal host
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick



431
431
431
433
436
436
436
436
440
441
594
596
597
598
600
601
602
605
610
611
611
612
612
613
613
613
613
614
615
616
617
618
618
618
619
620
621
622
623
660
660
661
662
663
664
665

Tom203
Tom303
Tom9405
Prm7564-11
Alt756-11
Krv750-11
Tmn3131-2009
Tmn3144-2009
Alt763-11
Ekb166-10
Arh913-2012
Ekb1421-2014
Ekb151-2012
Ekb169-2012
Ekb776-2013
Ekb779-2013
Ekb783-2013
Nsk1400-2013
Tmsk1109-2013
Tmsk1125-2013
Tmsk1974-2014
Tmsk1128-2013
Tmsk1192-2013
Tmsk1130-2013
Tmsk1190-2013
Tom3005
Tom9105
Tmsk1187-2013
Tmsk1188-2013
Tmsk1189-2013
Tmsk1193-2013
Tmsk1218-2013
Tmsk1810-2014
Tmsk979-2013
Tmsk1233-2013
Tmsk1253-2013
Tmsk1576-2014
Tmsk1613-2014
Tmsk2148-2014
Tom1003
Tom5906
Tom4606
Tom5007
Tom5202
Tom2903
Tom1805

Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
Russia
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Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia

Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia garinii
Borrelia bavariensis
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia bavariensis
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia garinii
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii

tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick



665
666
82
82
82
82
82
82
83
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
85
85
85
85
85
85
85
86
86

Tom7105
Tom8705
PZel
20047
226/10a
71180B
80235B
84214B
IPT157
PBaell
PBar
PBi
PBN
PEi
PFei
PFin
PFlk
PFo
PHerl
PHoe
PLad
PLeh
PMch
PMUe/PMuee
PMun
PNeb
PNi
PRab
PRof
PScf
PSh
PSigl
PVo
PWa
PWat
PWin
80505G
POb
PZwi
PLep
PTrob
160/13e
163/11h
220/10e
PBet
PBol

Russia
Russia
Germany
France
Serbia
UK
UK
UK
France
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Jugoslavia
Jugoslavia
Serbia
Serbia
Serbia
Germany
Germany
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Asia
Asia
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe

Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia bavariensis
Borrelia garinii
Borrelia garinii

tick
tick
human
tick
tick
tick
tick
tick
tick
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
tick
human
human
human
human
tick
tick
tick
human
human



86
86
86
86
86
86
86
86
86
86
86
86
86
86
86
86
86
86
86
86
86
86
86
87
87
87
87
87
87
87
87
88
88
88
88
88
88
88
89
89
89
90
90
91
92
93

PHC
PHe
PHez
PKie
POhm
PSae
PSeS
PSoR
1001141A
IPT156
IPT167
IPT168
IPT178
IPT189
IPT28
0400649l
61006L
65006L
70903L
74215L
679BT
70879B
81640B
PFu
PUh
PMa
IPT140
70207B
70276B
71057B
73294B
IPT114
IPT158
IPT195
11B491
81329B
82514B
GM15
IPT130
73606L
75309L
IPT139
71609L
IPT165
IPT169
IPT171

Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Austria
France
France
France
France
France
France
Italy
Latvia
Latvia
Latvia
Latvia
UK
UK
UK
Germany
Germany
Jugoslavia
France
UK
UK
UK
UK
France
France
France
Germany
UK
UK
UK
France
Latvia
Latvia
France
Latvia
France
France
France
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Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe

Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii

human
human
human
human
human
human
human
human
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
human
human
human
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick



93

93

93

94

94

132
163
163
163
163
163
163
172
172
173
173
173
174
175
176
177
177
178
179
179
179
180
180
180
180
180
181
182
183
184
185
186
187
187
187
187
187
187
187
187
187

02203541
70242B
80602B
IPT172
91102G
164/11g
61406L
70809L
64418BT
71063B
71077B
71287B
70268B
73580B
PNel
70260B
81222B
70576B
78180B
6128BT
PMit
61009L
76418L
PStg
91001G
61710BT
PNov
81201G
62118L
62306L
62506L
74503L
74109L
61030BT
70406L
63809L
610112L
90104G
91806G
0510605
73912L
61210BT
70250B
70489B
82310B
83215B

Italy
UK
UK
France
Germany
Serbia
Latvia
Latvia
UK
UK
UK
UK
UK
UK
Germany
UK
UK
UK
UK
UK
Germany
Latvia
Latvia
Germany
Germany
UK
Slovenia
Germany
Latvia
Latvia
Latvia
Latvia
Latvia
UK
Latvia
Latvia
Latvia
Germany
Germany
ltaly
Latvia
UK
UK
UK
UK
UK
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Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe

Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii

tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
human
tick
tick
tick
tick
tick
human
tick
tick
human
tick
tick
human
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick



187
188
188
189
190
190
190
190
190
190
191
193
207
207
207
207
207
207
208
214
243
243
243
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
245
245
245
245
246
246
246
246
246

246
246

85013B
62303L
62309L
61209L
62909L
72409L
60809BT
6725BT
72680B
73163B
6910BT
69212L
74415L
70531B
70643B
73802B
74694B
84715B
75803L
66612L
80914B
81315B
83013B
PBr
PFe
PFr
PMoel
PSma
PSth
PWest
EU7-6
822398
83016B
83439B
PBe
PKi
PLa
83113B
PBu
PHei
PLi
PMe
PScp

EU9-22
80215B

UK
Latvia
Latvia
Latvia
Latvia
Latvia

UK

UK

UK

UK

UK
Latvia
Latvia

UK

UK

UK

UK

UK
Latvia
Latvia

UK

UK

UK

Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany

UK

UK

UK

Germany
Germany
Germany
UK
Germany
Germany
Germany
Germany

Germany
The Nether-
lands

UK
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Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe

Europe
Europe

Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii

Borrelia garinii
Borrelia garinii

tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
human
human
human
human
human
human
human
tick
tick
tick
tick
human
human
human
tick
human
human
human
human
human

tick
tick



246
246
246
246
251
251
251
251
251
251
252
253
262
296
297
298
299
303
304
310
312
319
320
321
323
324
325
355
482
485
486
486
487
488
494
494
494
498
499
510
510
511
515
516
516
573

80330B
80813B
82814B
85513B
PBes
PKuf
PRas
PShm
81001G
74403L
82805G
80201G
91701G
TSH
DR46
b26
b90
LV5M
DV12
b34
DV46
DV23
DV13
DVv28
DR49
LA9
LA34
0510578l
PRef
akt4
akt7
akt8
akt10
akt11
akt19
akt45
akt47
aki24
aki25
akt43
akt44
akt46
akt52
akt53
akt54
PCoo

UK
UK
UK
UK
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Latvia
Germany
Germany
Germany
UK
UK
UK
UK
UK
UK
UK
UK
UK
UK
UK
UK
UK
UK
Italy
Germany
Norway
Norway
Norway
Norway
Norway
Norway
Norway
Norway
Norway
Norway
Norway
Norway
Norway
Norway
Norway
Norway
Germany

207

Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe

Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii

tick
tick
tick
tick
human
human
human
human
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
human
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
human



574
575
576
577
578
244
575
575
575
575
684
684
685
686
686
686
687
688
688
689
690
691
692
693
694

PFiM
PMag
PMek
PRa
PUI
NL12-300N
NL12-312D
NL12-314
NL13-127
NL14-370
NL11-021
NL13-533
NL11-061
NL12-114
NL12-330
NL12-341A
NL12-334C
NL13-029
NL13-053
NL13-080
NL13-245
NL13-534
NL14-1000
NL12-340F
NL13-440

Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada

Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America

Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii

Borrelia bavariensis

Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii
Borrelia garinii

human
human
human
human
human
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick
tick

Tabelle 7.21: B. garinii- und B. bavariensis-lsolate der MLST-Datenbank
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Abbildung 7.13: B. garinii und B. bavariensis in Asien, Europa und Nordamerika
Zugrundeliegende Daten finden sich in Tabelle 7.21, thematisiert wird die Abbildung in Ab-
schnitt 3.3. Gruppenfounder sind ST 86 und 244 (markiert mit Pfeilen), sie bilden eine
Schnittstelle zwischen asiatischen und europaischen Stdmmen. (°) kennzeichnet ST 575,

siehe auch Abschnitt 3.3 und 4.3.
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Quelle

ST Zecke Mensch tierischer Wirt Spezies Fundort

82 5 1 0 B. garinii FRA, GBR, GER, SRB
84 1 2 0 B. bavariensis GER

85 3 4 0 B. bavariensis GER, RUS, SRB, YU
86 16 10 0 B. garini  AYS FRA GBR GER.TTA,
87 5 3 0 B. garinii Frau, GER, UK, YU
122 P 0 1 B. bavariensis CHN, JPN

127 2 2 0 B. garinii CHN, JPN

128 18 2 2 B. bavariensis CHN, JPN, MGL, RUS
131 8 4 7 B. bavariensis CHN, JPN, MGL
173 2 1 0 B. garinii GBR, GER

177 1 1 0 B. garinii GER, LVA

179 2 1 0 B. garinii GBR, GER

180 4 1 0 B. garinii GER, LVA, SLO
244 6 7 0 B. garinii CAN, GBR, GER, RUS
245 1 3 0 B. garinii GBR, GER

246 6 5 0 B. garinii GBR, GER, NLD
251 2 4 0 B. garinii GER, LVA

328 22 0 1 B. bavariensis CHN, MGL, RUS
362 1 2 0 B. bavariensis JPN

371 P 2 2 B. bavariensis JPN

375 3 0 4 B. bavariensis JPN

376 1 1 3 B. bavariensis JPN

379 1 0 1 B. bavariensis CHN, RUS

384 1 1 0 B. garinii JPN

387 1 1 0 B. bavariensis JPN

575 4 1 0 B. garinii CAN, GER

Tabelle 7.22: Sequenztypen mit mehr als einer Isolationsquelle

Die Landerklrzel der Fundorte finden sich im Abklrzungsverzeichnis.
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Abbildung 7.14: CXCL13-Konzentration und Blut-Liquor-Schrankenstérung in Fallse-
rien
Fur die Patienten 1, 4 und 6 waren Fallserien vorhanden. Mit Beginn der antibiotischen Therapie san-
ken die CXCL13-Konzentrationen und die Blut-Liquor-Schranke verbesserte sich. Die horizontale Linie
markiert den Cut-off-Wert (250 pg/ml) der CXCL13-Konzentration und die waagrechte Linie zeigt ein
Zeitintervall von sechs Monaten an (Differenzierung zwischen akuter und spater NB; Mygland et al.
2010, Rauer et al. 2012). Ein cut-off-Wert fiir die Schrankenstérung lie sich nicht einzeichnen, da er
Wer altersabhéngig ist, die Blut-Liquor-Schranke war jedoch fiir alle abgebildeten Patienten im ersten

Liquorpunktat gestort.
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8 Tabelle 7.15 Pairwise Distance (Print-Version s. CD)

Species 1 Species 2 Dist
Icl|PBe|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PBes|251|95-74-34-96-89-78-77-85|B. garinii|lgl mlist ps| 0,009275
Icl|PBe|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PBet|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,00525
Icl|PBes|251|95-74-34-96-89-78-77-85|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PBet|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,009488
Icl|PBe|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PBol|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,00525
Icl|PBes|251|95-74-34-96-89-78-77-85|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PBol|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,009488
Icl|PBet|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PBol|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0
Icl|PBe|245]99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PBr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008001
Icl|PBes|251|95-74-34-96-89-78-77-85|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PBr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,00885
Icl|PBet|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PBr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008426
Icl|PBol|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PBr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008426
Icl|PBe|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PBu|246]112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| 0,006731
Icl|PBes|251|95-74-34-96-89-78-77-85|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PBu|246]112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| 0,008851
Icl|PBet|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PBu|246]112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps| 0,006096
Icl|PBol|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PBu|246]112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps| 0,006096
Icl|PBr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PBu|246]112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| 0,006945
Icl|PBe|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PCo0|573|40-25-26-159-27-34-25-31|B. garinii|lgl mlist ps| 0,010978
Icl|PBes|251|95-74-34-96-89-78-77-85|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PC00|573|40-25-26-159-27-34-25-31|B. garinii|lgl mist ps| 0,009704
Icl|PBet|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PCo0|573|40-25-26-159-27-34-25-31|B. garinii|lgl mlist ps| 0,010341
Icl|PBol|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PC00|573|40-25-26-159-27-34-25-31|B. garinii|lgl mist ps| 0,010341
Icl|PBr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PCo0|573|40-25-26-159-27-34-25-31|B. garinii|lgl mlist ps| 0,010764
Icl|PBu|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PC00|573|40-25-26-159-27-34-25-31|B. garinii|lgl mist ps| 0,010979
Icl|PBe|245]99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PFe|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| 0,008001
Icl|PBes|251|95-74-34-96-89-78-77-85|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PFe|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,00885
Icl|PBet|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PFe|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008426
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Icl|PBol|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PFe|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008426
Icl|PBr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PFe|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| 0
Icl|PBu|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PFe|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,006945
Icl|PCo0|573|40-25-26-159-27-34-25-31|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PFe|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| 0,010764
Icl|PBe|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PFiM|574|42-27-29-38-29-36-27-160|B. garinii|lgl mlist ps| 0,005461
Icl|PBes|251|95-74-34-96-89-78-77-85|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PFiM|574|42-27-29-38-29-36-27-160|B. garinii|lgl mist ps| 0,0097
Icl|PBet|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PFiM|574|42-27-29-38-29-36-27-160|B. garinii|lgl mlist ps| 0,000209
Icl|PBol|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PFiM|574|42-27-29-38-29-36-27-160|B. garinii|lgl mist ps| 0,000209
Icl|PBr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PFiM|574|42-27-29-38-29-36-27-160|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008638
Icl|PBu|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PFiM|574|42-27-29-38-29-36-27-160|B. garinii|lgl mist ps| 0,006307
Icl|PCo0|573|40-25-26-159-27-34-25-31|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PFiM|574|42-27-29-38-29-36-27-160|B. garinii|lgl mlist ps| 0,010555
Icl|PFe|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PFiM|574|42-27-29-38-29-36-27-160|B. garinii|llgl mlist ps| 0,008638
Icl|PBe|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PFr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| 0,008001
Icl|PBes|251|95-74-34-96-89-78-77-85|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PFr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| 0,00885
Icl|PBet|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PFr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| 0,008426
Icl|PBol|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PFr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| 0,008426
Icl|PBr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PFr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| 0
Icl|PBu|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PFr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| 0,006945
Icl|PCo0|573|40-25-26-159-27-34-25-31|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PFr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| 0,010764
Icl|PFe|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PFr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| 0
Icl|PFiM|574|42-27-29-38-29-36-27-160|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PFr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| 0,008638
Icl|PBe|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PFu|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,006306
Icl|PBes|251|95-74-34-96-89-78-77-85|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PFu|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,0097
Icl|PBet|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PFu|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,001047
Icl|PBol|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PFu|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,001047
Icl|PBr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PFu|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008638
Icl|PBu|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PFu|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,00504
Icl|PCo0|573|40-25-26-159-27-34-25-31|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PFu|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,010981
Icl|PFe|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PFu|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008638
Icl|PFiM|574|42-27-29-38-29-36-27-160|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PFu|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,001256
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Icl|PFr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps|

Icl|PFu|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mlist ps|

0,008638

Icl|PBe|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mlst ps|

Icl|PHC|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|llgl mist ps|

0,00525

Icl|PBes|251|95-74-34-96-89-78-77-85|B. garinii|llgl mist ps|

Icl|PHC|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|llgl mist ps|

0,009488

Icl|PBet|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps|

Icl|PHC|86[42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii[lgl mist ps|

0

Icl|PBol|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps|

Icl|PHC|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|llgl mist ps|

0

Icl|PBr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps|

Icl|PHC|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps|

0,008426

Icl|PBu|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps|

Icl|PHC|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|llgl mist ps|

0,006096

Icl|PCoo0|57340-25-26-159-27-34-25-31B. garinii[lgl mist ps|

Icl|PHC|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps|

0,010341

Icl|PFe|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps|

Icl|PHC|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|llgl mist ps|

0,008426

Icl|PFiM|574|42-27-29-38-29-36-27-160|B. garinii|lgl mist ps|

Icl|PHC|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps|

0,000209

Icl|PFr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps|

Icl|PHC|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|llgl mist ps|

0,008426

Icl|PFu|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mlist ps|

Icl|PHC|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps|

0,001047

Icl|PBe|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mlst ps|

Icl|PHe|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps|

0,00525

Icl|PBes|251]|95-74-34-96-89-78-77-85|B. garinii|llgl mist ps|

Icl|PHe|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps|

0,009488

Icl|PBet|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps|

Icl|PHe|8642-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps|

0

Icl|PBol|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps|

Icl|PHe|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps|

0

Icl|PBr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps|

Icl|PHe|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps|

0,008426

Icl|PBu|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps|

Icl|PHe|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps|

0,006096

Icl|PCoo0|573|40-25-26-159-27-34-25-31|B. garinii[lgl mist ps|

Icl|PHe|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps|

0,010341

Icl|PFe|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps|

Icl|PHe|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps|

0,008426

Icl| PFiM[574|42-27-29-38-29-36-27-160|B. garinii|lgl mlst ps]|

Icl|PHe|86/42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps|

0,000209

Icl|PFr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlst ps|

Icl|PHe|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps|

0,008426

Icl|PFu|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mlist ps|

Icl|PHe|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps|

0,001047

Icl|PHC|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps|

Icl|PHe|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps|

0

Icl|PBe|245]99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mlist ps|

Icl|PHei|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps|

0,006731

Icl|PBes|251|95-74-34-96-89-78-77-85|B. garinii|llgl mist ps|

Icl|PHei|246]112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps|

0,008851

Icl|PBet|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps|

Icl|PHei|246]112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps|

0,006096

Icl|PBol|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|llgl mist ps|

Icl|PHei|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps|

0,006096

Icl|PBr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlst ps|

Icl|PHei|246]112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps|

0,006945

Icl|PBu|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps|

Icl|PHei|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps|

0
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Icl|PCo0|573|40-25-26-159-27-34-25-31|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PHei|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps| 0,010979
Icl|PFe|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PHei|246]112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| 0,006945
Icl|PFiM|574|42-27-29-38-29-36-27-160|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PHei|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps]| 0,006307
Icl|PFr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PHei|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|llgl mlist ps| 0,006945
Icl|PFu|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PHei|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| 0,00504
Icl|PHC|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. gariniillgl mist ps]| Icl|PHei|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| 0,006096
Icl|PHe|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PHei|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps]| 0,006096
Icl|PBe|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PHez|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,00525
Icl|PBes|251|95-74-34-96-89-78-77-85|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PHez|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,009488
Icl|PBet|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PHez|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0
Icl|PBol|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PHez|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0
Icl|PBr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PHez|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,008426
Icl|PBu|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PHez|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,006096
Icl|PCo0|573|40-25-26-159-27-34-25-31|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PHez|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,010341
Icl|PFe|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PHez|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,008426
Icl|PFiM|574|42-27-29-38-29-36-27-160|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PHez|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,000209
Icl|PFr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PHez|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,008426
Icl|PFu|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PHez|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,001047
Icl|PHC|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. gariniillgl mist ps]| Icl|PHez|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0
Icl|PHe|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PHez|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0
Icl|PHei|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PHez|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,006096
Icl|PBe|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PKi|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0
Icl|PBes|251|95-74-34-96-89-78-77-85|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PKi|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,009275
Icl|PBet|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PKi|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,00525
Icl|PBol|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PKi|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,00525
Icl|PBr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PKi|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008001
Icl|PBu|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PKi|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,006731
Icl|PCo0|573|40-25-26-159-27-34-25-31|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PKi|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,010978
Icl|PFe|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PKi|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008001
Icl|PFiM|574|42-27-29-38-29-36-27-160|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PKi|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,005461
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Icl|PFr|244]48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlst ps]|

Icl|PKi|245]99-77-81-91-88-84-82-33|B.

gariniillgl mlist ps|

0,008001

Icl|PFu|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps|

Icl|PKi|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B.

gariniillgl mlist ps|

0,006306

Icl|PHC|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps|

Icl|PKi[245|99-77-81-91-88-84-82-33|B.

gariniillgl mlist ps|

0,00525

Icl|PHe|86]42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps|

Icl|PKi|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B.

gariniillgl mlist ps|

0,00525

Icl|PHei|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps|

Icl|PKi|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B.

gariniillgl mlist ps|

0,006731

Icl|PHez|86]42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps|

Icl|PKi|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B.

gariniillgl mlist ps|

0,00525

Icl|PBe|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mlst ps|

Icl|PLa|245[99-77-81-91-88-84-82-33|B.

gariniillgl mlist ps|

0

Icl|PBes|251]|95-74-34-96-89-78-77-85|B. garinii|llgl mist ps|

Icl|PLa|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B.

gariniillgl mlist ps|

0,009275

Icl|PBet|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps|

Icl|PLa|245(99-77-81-91-88-84-82-33|B.

gariniillgl mlist ps|

0,00525

Icl|PBol|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. gariniillgl mist ps|

Icl|PLa|245(99-77-81-91-88-84-82-33|B.

gariniillgl mlist ps|

0,00525

Icl|PBr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlst ps|

Icl|PLa|245(99-77-81-91-88-84-82-33B.

gariniillgl mlist ps|

0,008001

Icl|PBu|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps|

Icl|PLa|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B.

gariniillgl mlist ps|

0,006731

Icl|PCo0|573|40-25-26-159-27-34-25-31|B. garinii|lgl mist ps|

Icl|PLa|245(99-77-81-91-88-84-82-33|B.

gariniillgl mlist ps|

0,010978

Icl|PFe|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. gariniillgl mist ps|

Icl|PLa|245(99-77-81-91-88-84-82-33B.

gariniillgl mlist ps|

0,008001

Icl| PFiM[574]42-27-29-38-29-36-27-160|B. garinii|lgl mlst ps]|

Icl|PLa|245(99-77-81-91-88-84-82-33B.

gariniillgl mlist ps|

0,005461

Icl|PFr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlst ps|

Icl|PLa|245(99-77-81-91-88-84-82-33B.

gariniillgl mlist ps|

0,008001

Icl|PFu[87[42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps]|

Icl|PLa|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B.

gariniillgl mlist ps|

0,006306

Icl|PHC|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps|

Icl|PLa|245(99-77-81-91-88-84-82-33|B.

gariniillgl mlist ps|

0,00525

Icl|PHe|86]42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps|

Icl|PLa|245(99-77-81-91-88-84-82-33B.

gariniillgl mlist ps|

0,00525

Icl|PHei|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps|

Icl|PLa|245(99-77-81-91-88-84-82-33|B.

gariniillgl mlist ps|

0,006731

Icl|PHez|86]42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps|

Icl|PLa|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B.

gariniillgl mlist ps|

0,00525

Icl|PKi|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps|

Icl|PLa|245(99-77-81-91-88-84-82-33|B.

gariniillgl mlist ps|

0

Icl|PBe|245]99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps|

Icl|PLi|246]|112-80-78-99-81-39-79-87|B

. garinii|lgl mist ps|

0,006731

Icl|PBes|251|95-74-34-96-89-78-77-85|B. garinii|llgl mist ps|

Icl|PLi[246|112-80-78-99-81-39-79-87|B

. garinii|lgl mist ps|

0,008851

Icl|PBet|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps|

Icl|PLi[246|112-80-78-99-81-39-79-87|B

. garinii|lgl mist ps|

0,006096

Icl|PBol|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps|

Icl|PLi[246|112-80-78-99-81-39-79-87|B

. garinii|lgl mist ps|

0,006096

Icl|PBr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlst ps|

Icl|PLi[246|112-80-78-99-81-39-79-87|B

. garinii|lgl mist ps|

0,006945

Icl|PBu|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps|

Icl|PLi|246]|112-80-78-99-81-39-79-87|B

. garinii|lgl mist ps|

0

Icl|PCo0|573|40-25-26-159-27-34-25-31|B. garinii|lgl mist ps|

Icl|PLi[246|112-80-78-99-81-39-79-87|B

. garinii|lgl mist ps|

0,010979

Icl|PFe|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. gariniillgl mist ps|

Icl|PLi|246]|112-80-78-99-81-39-79-87|B

. garinii|lgl mist ps|

0,006945
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Icl|PFiM|574|42-27-29-38-29-36-27-160|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PLi|246]112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps| 0,006307
Icl|PFr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PLi|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps| 0,006945
Icl|PFu|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PLi|246]|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps| 0,00504
Icl|PHC|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. gariniillgl mist ps]| Icl|PLi|246]112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps| 0,006096
Icl|PHe|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PLi|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps| 0,006096
Icl|PHei|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PLi|246]|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps| 0
Icl|PHez|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PLi|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps| 0,006096
Icl|PKi|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PLi|246]|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps| 0,006731
Icl|PLa|245]99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PLi|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps| 0,006731
Icl|PBe|245]99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMa|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,006306
Icl|PBes|251|95-74-34-96-89-78-77-85|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMa|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,0097
Icl|PBet|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PMa|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,001047
Icl|PBol|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMa|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,001047
Icl|PBr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PMa|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,008638
Icl|PBu|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMa|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,00504
Icl|PCo0|573|40-25-26-159-27-34-25-31|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMa|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,010981
Icl|PFe|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PMa|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,008638
Icl|PFiM|574|42-27-29-38-29-36-27-160|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PMa|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,001256
Icl|PFr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PMa|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,008638
Icl|PFu|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMa|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0
Icl|PHC|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. gariniillgl mist ps]| Icl|PMa|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,001047
Icl|PHe|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMa|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,001047
Icl|PHei|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMa|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,00504
Icl|PHez|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMa|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,001047
Icl|PKi|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PMa|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,006306
Icl|PLa|245]99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMa|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,006306
Icl|PLi|246]|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PMa|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,00504
Icl|PBe|245]99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMag|575|185-147-134-160-34-170-144-161|B. gariniillgl mist | 0,012044
S
Icl|PBes|251|95-74-34-96-89-78-77-85|B. garinii|lgl mlst ps| IFéI||PMag|575|185—147—134—160—34—170—144—161 |B. gariniillgl mist | 0,010768
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ps|

Icl|PBet|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMag|575|185-147-134-160-34-170-144-161|B. garinii|lgl mist | 0,011403
Icl|PBol|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|llgl mist ps]| IFéSI||PMag|575|185—147—134—160—34—170—144—161 |B. gariniillgl mist | 0,011403
Icl|PBr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| E:T||PMag|575|185-147-134-160-34-170-144-161 |B. gariniillgl mist | 0,012258
Icl|PBu|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps| IFéSI||PMag|575|185—147—134—160—34—170—144—161 |B. gariniillgl mist | 0,011191
Icl|PCo0|573|40-25-26-159-27-34-25-31|B. garinii|lgl mist ps| E:T||PMag|575|185-147-134-160-34-170-144-161 |B. gariniillgl mist | 0,012476
Icl|PFe|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|llgl mist ps| IFéSI||PMag|575|185—147—134—160—34—170—144—161 |B. gariniillgl mist | 0,012258
Icl|PFiM|574|42-27-29-38-29-36-27-160|B. garinii|lgl mist ps| E:T||PMag|575|185-147-134-160-34-170-144-161 |B. gariniillgl mist | 0,011616
Icl|PFr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| IFéSI||PMag|575|185—147—134—160—34—170—144—161 |B. gariniillgl mist | 0,012258
Icl|PFu|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| E:T||PMag|575|185-147-134-160-34-170-144-161 |B. gariniillgl mist | 0,011616
Icl|PHC|86(|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|llgl mist ps]| IFéSI||PMag|575|185—147—134—160—34—170—144—161 |B. gariniillgl mist | 0,011403
Icl|PHe|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| E:T||PMag|575|185-147-134-160-34-170-144-161 |B. gariniillgl mist | 0,011403
Icl|PHei|246]112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| IFéSI||PMag|575|185—147—134—160—34—170—144—161 |B. gariniillgl mist | 0,011191
Icl|PHez|86]42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| E:T||PMag|575|185-147-134-160-34-170-144-161 |B. gariniillgl mist | 0,011403
Icl|PKi|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|llgl mist ps]| IFéSI||PMag|575|185—147—134—160—34—170—144—161 |B. gariniillgl mist | 0,012044
Icl|PLa|245]99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mlist ps| E:T||PMag|575|185-147-134-160-34-170-144-161 |B. gariniillgl mist | 0,012044
Icl|PLi|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| IFéSI||PMag|575|185—147—134—160—34—170—144—161 |B. gariniillgl mist | 0,011191
Icl|PMa|87]42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| E:T||PMag|575|185-147-134-160-34-170-144-161 |B. gariniillgl mist | 0,011616
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ps|

Icl|PBe|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMe|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| 0,006731
Icl|PBes|251|95-74-34-96-89-78-77-85|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMe|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| 0,008851
Icl|PBet|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PMe|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| 0,006096
Icl|PBol|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMe|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| 0,006096
Icl|PBr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PMe|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|llgl mlist ps]| 0,006945
Icl|PBu|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMe|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| 0
Icl|PCo0|573|40-25-26-159-27-34-25-31|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMe|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|llgl mlist ps| 0,010979
Icl|PFe|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PMe|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| 0,006945
Icl|PFiM|574|42-27-29-38-29-36-27-160|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PMe|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps| 0,006307
Icl|PFr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PMe|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| 0,006945
Icl|PFu|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PMe|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|llgl mlist ps]| 0,00504
Icl|PHC|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMe|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| 0,006096
Icl|PHe|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMe|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| 0,006096
Icl|PHei|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMe|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|llgl mist ps| 0
Icl|PHez|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMe|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| 0,006096
Icl|PKi|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PMe|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps]| 0,006731
Icl|PLa|245]99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMe|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| 0,006731
Icl|PLi|246]|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PMe|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|llgl mlist ps| 0
Icl|PMa|87]42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMe|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| 0,00504
Icl|PMag|575|185-147-134-160-34-170-144-161|B. garinii|lgl mist | Icl|PMe|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps| 0,011191
s

IE:I||PBe|245|99—77—81 -91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PMek|576|186-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008214
Icl|PBes|251|95-74-34-96-89-78-77-85|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PMek|576|186-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,009062
Icl|PBet|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PMek|576|186-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008638
Icl|PBol|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMek|576|186-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008638
Icl|PBr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMek|576|186-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,000209
Icl|PBu|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMek|576|186-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,007157
Icl|PCo0|573|40-25-26-159-27-34-25-31|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMek|576|186-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,010978
Icl|PFe|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PMek|576|186-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,000209
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Icl|PFiM|574|42-27-29-38-29-36-27-160|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMek|576|186-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008851
Icl|PFr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PMek|576|186-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,000209
Icl|PFu|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMek|576|186-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008851
Icl|PHC|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. gariniillgl mist ps]| Icl|PMek|576|186-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008638
Icl|PHe|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMek|576|186-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008638
Icl|PHei|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMek|576|186-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,007157
Icl|PHez|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMek|576|186-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008638
Icl|PKi|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PMek|576|186-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008214
Icl|PLa|245]99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMek|576|186-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008214
Icl|PLi|246]|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PMek|576|186-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,007157
Icl|PMa|87]42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMek|576|186-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008851
Icl|PMag|575|185-147-134-160-34-170-144-161|B. garinii|lgl mist | Icl|PMek|576|186-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| 0,012472
ps|

Icl|PMe|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PMek|576|186-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,007157
Icl|PBe|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMit|177|42-27-29-92-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,005461
Icl|PBes|251|95-74-34-96-89-78-77-85|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PMit|177|42-27-29-92-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,0097
Icl|PBet|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PMit|177|42-27-29-92-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,000209
Icl|PBol|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMit|177|42-27-29-92-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,000209
Icl|PBr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMit|177|42-27-29-92-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,008638
Icl|PBu|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMit|177|42-27-29-92-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,006307
Icl|PCo0|573|40-25-26-159-27-34-25-31|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMit|177|42-27-29-92-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,010555
Icl|PFe|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PMit|177|42-27-29-92-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008638
Icl|PFiM|574|42-27-29-38-29-36-27-160|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PMit|177|42-27-29-92-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,000418
Icl|PFr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PMit|177|42-27-29-92-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,008638
Icl|PFu|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMit|177|42-27-29-92-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,001256
Icl|PHC|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. gariniillgl mist ps]| Icl|PMit|177|42-27-29-92-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,000209
Icl|PHe|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMit|177|42-27-29-92-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,000209
Icl|PHei|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMit|177|42-27-29-92-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,006307
Icl|PHez|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMit|177|42-27-29-92-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,000209
Icl|PKi|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMit|177|42-27-29-92-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,005461
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Icl|PLal245]99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMit|177|42-27-29-92-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,005461
Icl|PLi|246]|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PMit|177|42-27-29-92-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,006307
Icl|PMa|87]42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMit|177|42-27-29-92-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,001256
Icl|PMag|575|185-147-134-160-34-170-144-161|B. garinii|lgl mist | Icl|PMit|177|42-27-29-92-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,011616
S
IE:I||PMe|246|112—80—78—99—81—39—79—87|B. gariniillgl mlist ps| Icl|PMit|177|42-27-29-92-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,006307
Icl|PMek|576|186-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMit|177|42-27-29-92-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008851
Icl|PBe|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMoel|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| 0,008001
Icl|PBes|251|95-74-34-96-89-78-77-85|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PMoel|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,00885
Icl|PBet|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PMoel|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008426
Icl|PBol|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMoel|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008426
Icl|PBr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMoel|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0
Icl|PBu|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMoel|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,006945
Icl|PCo0|573|40-25-26-159-27-34-25-31|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMoel|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,010764
Icl|PFe|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PMoel|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0
Icl|PFiM|574|42-27-29-38-29-36-27-160|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PMoel|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008638
Icl|PFr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PMoel|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0
Icl|PFu|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PMoel|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008638
Icl|PHC|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMoel|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008426
Icl|PHe|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMoel|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| 0,008426
Icl|PHei|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMoel|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,006945
Icl|PHez|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMoel|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008426
Icl|PKi|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMoel|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008001
Icl|PLal245]99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMoel|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| 0,008001
Icl|PLi|246]|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PMoel|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| 0,006945
Icl|PMa|87]42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMoel|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008638
Icl|PMag|575|185-147-134-160-34-170-144-161|B. garinii|lgl mist | Icl|PMoel|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,012258
ps|
Icl|PMe|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PMoel|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,006945
Icl|PMek|576|186-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PMoel|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| 0,000209
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Icl|PMit|177|42-27-29-92-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PMoel|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008638
Icl|PBe|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PNel|173|42-27-29-38-29-36-27-82|B. garinii|lgl mist ps| 0,00546

Icl|PBes|251|95-74-34-96-89-78-77-85|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PNel|173|42-27-29-38-29-36-27-82|B. garinii|lgl mist ps| 0,009699
Icl|PBet|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PNel|173|42-27-29-38-29-36-27-82|B. garinii|lgl mist ps| 0,000209
Icl|PBol|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PNel|173|42-27-29-38-29-36-27-82|B. garinii|lgl mist ps| 0,000209
Icl|PBr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PNel|173|42-27-29-38-29-36-27-82|B. garinii|lgl mist ps| 0,008215
Icl|PBu|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PNel|173|42-27-29-38-29-36-27-82|B. garinii|lgl mist ps| 0,005885
Icl|PCo0|573|40-25-26-159-27-34-25-31|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PNel|173|42-27-29-38-29-36-27-82|B. garinii|lgl mist ps| 0,010553
Icl|PFe|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PNel|173|42-27-29-38-29-36-27-82|B. garinii|lgl mist ps| 0,008215
Icl|PFiM|574|42-27-29-38-29-36-27-160|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PNel|173|42-27-29-38-29-36-27-82|B. garinii|lgl mist ps| 0,000418
Icl|PFr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PNel|173|42-27-29-38-29-36-27-82|B. garinii|lgl mist ps| 0,008215
Icl|PFu|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PNel|173|42-27-29-38-29-36-27-82|B. garinii|lgl mist ps| 0,001256
Icl|PHC|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PNel|173|42-27-29-38-29-36-27-82|B. garinii|lgl mist ps| 0,000209
Icl|PHe|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PNel|173|42-27-29-38-29-36-27-82|B. garinii|lgl mist ps| 0,000209
Icl|PHei|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PNel|173|42-27-29-38-29-36-27-82|B. garinii|lgl mist ps| 0,005885
Icl|PHez|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PNel|173|42-27-29-38-29-36-27-82|B. garinii|lgl mist ps| 0,000209
Icl|PKi|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PNel|173|42-27-29-38-29-36-27-82|B. garinii|lgl mist ps| 0,00546

Icl|PLa|245]99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PNel|173|42-27-29-38-29-36-27-82|B. garinii|lgl mist ps| 0,00546

Icl|PLi|246]|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PNel|173|42-27-29-38-29-36-27-82|B. garinii|lgl mist ps| 0,005885
Icl|PMa|87]42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PNel|173|42-27-29-38-29-36-27-82|B. garinii|lgl mist ps| 0,001256
Icl|PMag|575|185-147-134-160-34-170-144-161|B. garinii|lgl mist | Icl|PNel|173|42-27-29-38-29-36-27-82|B. garinii|lgl mist ps| 0,011615

s

IE:I||PMe|246|112—80—78—99—81—39—79—87|B. gariniillgl mlist ps| Icl|PNel|173|42-27-29-38-29-36-27-82|B. garinii|lgl mist ps| 0,005885
Icl|PMek|576|186-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PNel|173|42-27-29-38-29-36-27-82|B. garinii|lgl mist ps| 0,008427
Icl|PMit|177|42-27-29-92-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PNel|173|42-27-29-38-29-36-27-82|B. garinii|lgl mist ps| 0,000418
Icl|PMoel|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PNel|173|42-27-29-38-29-36-27-82|B. garinii|lgl mist ps| 0,008215
Icl|PBe|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PNov|180|43-28-30-90-87-36-28-34|B. garinii|lgl mist ps| 0,007999
Icl|PBes|251|95-74-34-96-89-78-77-85|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PNov|180|43-28-30-90-87-36-28-34|B. garinii|lgl mist ps| 0,01034

Icl|PBet|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PNov|180|43-28-30-90-87-36-28-34|B. garinii|lgl mist ps| 0,006941
Icl|PBol|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PNov|180|43-28-30-90-87-36-28-34|B. garinii|lgl mist ps| 0,006941
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Icl|PBr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps|

Icl|PNov|180|43-28-30-90-87-36-28-34|B.

gariniillgl mlist ps|

0,010764

Icl|PBu|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PNov|180|43-28-30-90-87-36-28-34|B. garinii|lgl mist ps| 0,008
Icl|PCo0|573|40-25-26-159-27-34-25-31|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PNov|180|43-28-30-90-87-36-28-34|B. garinii|lgl mlist ps| 0,012478
Icl|PFe|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PNov|180|43-28-30-90-87-36-28-34|B. garinii|lgl mist ps| 0,010764
Icl|PFiM|574|42-27-29-38-29-36-27-160|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PNov|180|43-28-30-90-87-36-28-34|B. garinii|lgl mist ps| 0,007153
Icl|PFr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PNov|180|43-28-30-90-87-36-28-34|B. garinii|lgl mist ps| 0,010764
Icl|PFu|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PNov|180|43-28-30-90-87-36-28-34|B. garinii|lgl mist ps| 0,008001
Icl|PHC|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. gariniillgl mist ps]| Icl|PNov|180|43-28-30-90-87-36-28-34|B. garinii|lgl mist ps| 0,006941
Icl|PHe|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PNov|180|43-28-30-90-87-36-28-34|B. garinii|lgl mist ps| 0,006941
Icl|PHei|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PNov|180|43-28-30-90-87-36-28-34|B. garinii|lgl mist ps| 0,008
Icl|PHez|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PNov|180|43-28-30-90-87-36-28-34|B. garinii|lgl mist ps| 0,006941
Icl|PKi|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PNov|180|43-28-30-90-87-36-28-34|B. garinii|lgl mist ps| 0,007999
Icl|PLa|245]99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PNov|180|43-28-30-90-87-36-28-34|B. garinii|lgl mist ps| 0,007999
Icl|PLi|246]|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PNov|180|43-28-30-90-87-36-28-34|B. garinii|lgl mist ps| 0,008
Icl|PMa|87]42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PNov|180|43-28-30-90-87-36-28-34|B. garinii|lgl mist ps| 0,008001
Icl|PMag|575|185-147-134-160-34-170-144-161|B. garinii|lgl mist | Icl|PNov|180|43-28-30-90-87-36-28-34|B. garinii|lgl mist ps| 0,013114
ps|

Icl|PMe|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PNov|180|43-28-30-90-87-36-28-34|B. garinii|lgl mist ps| 0,008
Icl|PMek|576|186-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PNov|180|43-28-30-90-87-36-28-34|B. garinii|lgl mist ps| 0,010978
Icl|PMit|177|42-27-29-92-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PNov|180|43-28-30-90-87-36-28-34|B. garinii|lgl mist ps| 0,007153
Icl|PMoel|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PNov|180|43-28-30-90-87-36-28-34|B. garinii|lgl mist ps| 0,010764
Icl|PNel|173]42-27-29-38-29-36-27-82|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PNov|180|43-28-30-90-87-36-28-34|B. garinii|lgl mist ps| 0,007152
Icl|PBe|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|POhm|86]42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,00525
Icl|PBes|251|95-74-34-96-89-78-77-85|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|POhm|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,009488
Icl|PBet|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|POhm|86]42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0
Icl|PBol|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|POhm|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0
Icl|PBr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| Icl|POhm|86]42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,008426
Icl|PBu|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| Icl|POhm|86]42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,006096
Icl|PCo0|573|40-25-26-159-27-34-25-31|B. garinii|lgl mist ps| Icl|POhm|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,010341
Icl|PFe|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|POhm|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,008426
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Icl|PFiM|574|42-27-29-38-29-36-27-160|B. garinii|lgl mist ps| Icl|POhm|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,000209
Icl|PFr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|POhm|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,008426
Icl|PFu|87|42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|POhm|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,001047
Icl|PHC|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. gariniillgl mist ps]| Icl|POhm|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0
Icl|PHe|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|POhm|86]42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0
Icl|PHei|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| Icl|POhm|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,006096
Icl|PHez|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|POhm|86]42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0
Icl|PKi|245|99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|POhm|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,00525
Icl|PLa|245]99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|POhm|86]42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,00525
Icl|PLi|246]|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|POhm|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,006096
Icl|PMa|87]42-27-29-38-29-39-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|POhm|86]42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,001047
Icl|PMag|575|185-147-134-160-34-170-144-161|B. garinii|lgl mist | Icl|POhm|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,011403
ps|

Icl|PMe|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|POhm|86]42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,006096
Icl|PMek|576|186-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mist ps| Icl|POhm|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008638
Icl|PMit|177|42-27-29-92-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|POhm|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,000209
Icl|PMoel|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|POhm|86]42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,008426
Icl|PNel|173]42-27-29-38-29-36-27-82|B. garinii|lgl mist ps| Icl|POhm|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,000209
Icl|PNov|180|43-28-30-90-87-36-28-34|B. garinii|lgl mist ps| Icl|POhm|86]42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| 0,006941
Icl|PBe|245]99-77-81-91-88-84-82-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PRa|577|187-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,00546
Icl|PBes|251|95-74-34-96-89-78-77-85|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PRa|577|187-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,009699
Icl|PBet|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlst ps| Icl|PRa|577|187-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,000209
Icl|PBol|86|42-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PRa|577|187-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,000209
Icl|PBr|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PRa|577|187-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008637
Icl|PBu|246|112-80-78-99-81-39-79-87|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PRa|577|187-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,006306
Icl|PCo0|573|40-25-26-159-27-34-25-31|B. garinii|lgl mist ps| Icl|PRa|577|187-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,010553
Icl|PFe|244|48-34-34-44-37-42-33-39|B. garinii|lgl mlist ps| Icl|PRa|577|187-27-29-38-29-36-27-33|B. garinii|lgl mlist ps| 0,008637
Icl|PFiM|574|42-27-29-38-29-36