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Abstrakt:

Einleitung:

Die Lyme-Borreliose ist eine durch Zecken (bertragene Krankheit, die bei Arzten und
Forschern Kontroversen auslost.

Eines der Schlisselthemen der Debatte ist das Bestehen einer persistierenden Infektion

mit Borrelia burgdorferi, der Lyme-Spirochate bei Patienten, die mit empfohlenen Antibiotika-
Dosen behandelt wurden und dennoch symptomatisch sind.

Eine persistierende spirochatale Infektion trotz Antibiotika-Therapie wurde kirzlich bei nicht-
menschlichen Primaten nachgewiesen.

Wir prasentieren die Evidenz fir persistierende Borrelien-Infektionen trotz Antibiotika-
Therapie bei Patienten mit anhaltenden Lyme-Borreliose-Symptomen.

Methoden:

In dieser Pilotstudie wurde die Kultivierung von KorperflUssigkeiten und Geweben in einer
zufallig ausgewahlten Gruppe von 12 Patienten mit persistierenden Lyme-Borreliose-
Symptomen durchgefihrt, die mit Antibiotika behandelt wurden oder mit Antibiotika
behandelt werden. Kulturen wurden auch an einer Gruppe von zehn Kontrollpersonen ohne
Lyme-Borreliose durchgefihrt.

Die Kulturen wurden verblindet in vier unabhangigen Laboren mikroskopisch,
histopathologisch und molekular auf Borrelia-Organismen getestet .

Ergebnisse:

Bewegliche Spirochaten, die histopathologisch als Borrelien identifiziert wurden, wurden in
Kulturproben nachgewiesen und diese Spirochaten wurden genetisch als Borrelia burgdorferi
identifiziert durch drei verschiedene Anséatze auf Basis der Polymerasekettenreaktion (PCR).
Als Borrelia burgdorferi identifizierte Spirochdaten wurden aus dem Blut von sieben
Probanden, aus den Genitalsekreten von zehn Probanden und aus einer Hautldsion eines
Probanden kultiviert. Kulturen von Kontrollpersonen ohne Lyme-Borreliose waren mit diesen
Methoden flr Borrelien negativ.

Schlussfolgerungen:

Mit mehreren bestatigenden Nachweismethoden konnten wir zeigen, dass Patienten mit
anhaltenden Lyme-Borreliose-Symptomen trotz Antibiotika-Behandlung eine anhaltende




spirochetale Infektion haben kdnnen, ahnlich wie bei nicht-humanen Primaten. Die optimale
Behandlung einer persistierenden Borrelieninfektion muss noch festgelegt werden.
Schliisselwérter:

Lyme-Borreliose; Borrelia burgdorferi ; durch Zecken Ubertragene Krankheit; Chronische
Infektion; spirochéatale Kultur

1. Einleitung

Lyme-Borreliose (LD) und dhnliche Lyme-ahnliche Borrelien- Infektionen werden durch
Vertreter des Borrelia burgdorferi (Bb) sensu lato-Komplexes oder durch Vertreter

des Borrelia- Ruckfallfieberkomplexes wie B. miyamotoi verursacht [1,2,3,41].

Nach der Erstinfektion konnen sich Borrelia-Spirochaten der Wirtsabwehr entziehen, sich an
immunseitig privilegierten Stellen wie Gelenken oder dem Zentralnervensystem sequestrieren
und in pleomorphen Formen persistieren [5,6,7,8].

Koinfektionen einschliel8lich Babesia, Anaplasma, Ehrlichia, Bartonella und Rickettsia kbnnen
das Krankheitsbild komplizieren [6,9, 10 ].

Wenn die LD nicht frihzeitig im Verlauf der Infektion behandelt wird, kann dies zu einer
chronischen Erkrankung und verschiedenen Symptomen fihren.

Zu diesen Symptomen zahlen Ermidung, Muskel-Skelett-Schmerz, Arthritis,
Herzerkrankungen und neurologische Beteiligung bei peripherer Neuropathie, Meningitis,
Enzephalitis, craniale Neuritis und kognitive Dysfunktion [6,8,11,12].

Obwohl! LD erstmals 1975 beschrieben wurde, bleibt es eine umstrittene Krankheit und
persistierende Symptome der Lyme-Borreliose trotz Antibiotika-Therapie mit einer
anhaltenden spirochatalen Infektion zusammenhangen. Dieses Szenario wurde in
Tiermodellen einschliel’lich Nagetieren, Hunden und Pferden unter Verwendung
verschiedener Nachweismethoden gezeigt

und eine kirzlich durchgefihrte Studie an nichtmenschlichen Primaten, die "persistente,
intakte, metabolisch aktive B. burgdorferi nach einer Antibiotika-Behandlung einer
disseminierten Infektion" zeigt starkste Unterstltzung fir diese Pathogenese [ 37 ]. Dartber
hinaus haben vergleichbare Studien eine persistierende Infektion nach einer Antibiotika-
Therapie als Ursache chronischer Symptome beim Menschen nahegelegt

Der andere Standpunkt behauptet, dass die Symptome der persistierenden Lyme-Borreliose
auf spirochatale "Trimmer" ohne aktive Infektion zurtickzufihren sein kdnnten. Wahrend
eine Reihe von Studien aus Europa und den USA eine Persistenz von Bb-DNA oder -Antigenen
in menschlichen Kdrpergeweben oder Flissigkeiten gezeigt hat, haben nur sehr wenige
Studien die Anzucht lebender Borrelien- Spirochaten nachgewiesen, die hochste Form der
Evidenz flr eine persistierende Infektion bei Patienten mit chronischer Borreliose
[4,51,53,59].

In dieser Pilotstudie legen wir detaillierte Nachweise flr eine persistierende Borrelieninfektion
trotz Antibiotikatherapie bei 12 zufallig ausgewdahlten nordamerikanischen Patienten mit
anhaltenden LD-Symptomen vor. Eine Spirochetal-Infektion wurde durch bestatigende
mikroskopische, histopathologische und molekulare Detektion lebender Borrelia- Organismen
in Kulturen von Korperflissigkeiten und Geweben dieser Patienten nachgewiesen.



2. Methoden

()

4. Diskussion

In dieser Pilotstudie kultivierten wir lebende Borrelia- Organismen von 12 mit Antibiotika
behandelten Probanden mit persistierenden Lyme-Borreliose-Symptomen. Dies zeigt, dass
trotz der Antibiotikatherapie lebensfahige Spirochaten bei LD-Patienten gefunden werden
kénnen. Die Hélfte dieser Probanden nahm zum Zeitpunkt der Probenahme Antibiotika
ein. Patientenkulturen zeigten Borrelien-Spiralformen und kugelférmige Korper, wie in
anderen Publikationen beschrieben ( Abbildung 1A—-C)[7,59,66].

Wir haben die Anwesenheit von Borrelien in Kulturen von diesen Patienten gezeigt mit
bestatigender Mikroskopie, Histopathologie und PCR-Techniken, und wir erhielten Sequenzen
fir Amplikons von 10/12 Patienten.

Wiederholungskulturen von Blut, Samen und Vaginalsekret waren bei sechs von vier
verschiedenen Laboratorien getesteten Patienten durch Mikroskopie, Histopathologie und
PCR auf Bb positiv.

Kulturen von gesunden Borrelien- seronegativen Kontrollen waren unter Verwendung von
Mikroskopie, Histopathologie und PCR-Techniken durchweg negativ, was die Mdglichkeit
einer Borrelien- Kontamination in LD-Patientenproben dulRerst unwahrscheinlich machte.

Eine persistierende Borrelieninfektion kann zum Teil auf eine Vielzahl von Geweben und
FlUssigkeiten zuriickzuflhren sein, die das Wachstum von Spirochalen unterstiitzen

Die Gewebe, die anfallig flr Borrelien- Infektionen sind umfassen Fibroblasten, Haut,
Synovialgewebe, Bdnder, Herzgewebe, Gliazellen, Neuronen, Endothelzellen, Lymphgewebe
Natur der Borrelieninfektion kann es dem Spirochaten ermoglichen, sich dem Wirtsimmun-
system und der Antibiotikatherapie zu entziehen, wie nachstehend erldutert.

Die Rolle von Rundkorperzysten und Biofilmen bei einer persistierenden Borrelieninfektion
ist umstritten [ 10, 82, 83 ]. Anhaltende Lyme-Borreliose-Symptome kénnen durch
Spirochaten hervorgerufen werden, die in Biofilmen verborgen sind oder als Rundkorper-
zysten oder Zellwand-defiziente L-Formen Uberleben, durch intrazellulére Borrelia-
Sequestrierung oder durch Sequestrierung an privilegierten Stellen, an denen Antibiotika
Mechanismus, durch den Borrelia-Spirochaten in Geweben persistieren, mussen
persistierende Borrelien-Infektionen behandelt werden, und die Optionen sind derzeit
begrenzt und umstritten [ 10, 13, 83]. Die Kontroverse wird durch die Meinungs-
verschiedenheit Gber die Lebensfahigkeit der Spirochaten angeheizt, wie nachstehend
beschrieben.

Zwar gibt es Hinweise auf eine Borrelieninfektion nach der Behandlung bei Tieren und
Menschen, einige Forscher spekulieren jedoch, dass Borrelien- Antigene und -DNA, die in
Studien nachgewiesen wurden, lediglich spirochetale , Trimmer” sind [36, 87, 88, 89 ].
Wormser et al. boten eine ,Bernstein” Hypothese als mogliche Erklarung flr persistierende
Symptome, namlich dass persistierende Lyme-Arthritis durch nicht lebensfahige Spirochaten
verursacht wird, die in Gelenken in von Wirtszellen abgeleiteten fibrindsen oder kollagenen
Matrizes verstrickt sind [ 88 ]. Bockenstedt et al. schlugen vor, dass die bei Mdusen nach einer
Antibiotikabehandlung beschriebene Entziindung durch Borrelien verursacht wurde durch in



Geweben abgelagerte DNA und Proteine, die nicht infektiose, spirochetale "Trimmer"
darstellen [ 36 ].

Im Gegensatz dazu schlagen die Beflirworter der Idee, dass eine aktive Infektion fir
anhaltende Lyme-Borreliose-Symptome verantwortlich ist, verschiedene Schutzmechanismen
vor, die fir Spirochetal-Resistenz oder Toleranz gegenlber Antibiotika sorgen, einschlieRlich
intrazelluldrer Invasion und Bildung von zellwanddefizienten L-Formen, runden Korperzysten,
Biofilme und Persisterzellen [ 78 , 84 , 85, 86 ]. DarUber hinaus sind die Hypothesen
,Bernstein” und ,,Debris” der Symptompersistenz schwer zu unterstltzen, da Borrelien- DNA
nach rascher Antibiotikabehandlung schnell aus Madusen entfernt wird [ 21 ] und innerhalb
weniger Stunden die DNA nicht lebensfahiger Spirochaten aus Mausegewebe entfernt wird

[ 90]. Die vorliegende Studie bestétigt das Vorhandensein von lebenden Borrelia-Spirochaten
bei Patienten, die wegen anhaltender Borreliose-Symptome mit Antibiotika behandelt
wurden.

Kurzlich durchgeftihrte Studien konzentrierten sich auf "persister Zellen" und "schlafende
Zellen" als persistierende Spirochetal-Agenten bei der Lyme-Borreliose [ 91, 92,93 ]. Das
Konzept umfasst Organismen, die Antibiotika tolerieren und ihre metabolischen Bedlrfnisse
Uber eine ,stringente Reaktion” herunterregulieren kdnnen, um in einer feindlichen
Umgebung zu lGberleben, nur um wieder aufzutauchen, wenn die Umwelt glinstiger wird. Ein
dhnlicher Mechanismus einer persistierenden Infektion wurde in E. coli, Mycobacteria und
Salmonella beschrieben[ 93 ]. Das Uberleben von metabolisch toleranten Spirochaten an
privilegierten Stellen wiirde unsere Ergebnisse von lebensfahigen Borrelien erkléren. Bei mit
Antibiotika behandelten Patienten werden die Antibiotika einmal entfernt und die
Kulturbedingungen optimiert. Die Faktoren, die die Lebensfidhigkeit von ,Persisterzellen” und
,Schlaferzellen” bei Patienten mit persistierenden Lyme-Borreliose-Symptomen beeinflussen,
verdienen weitere Studien.

Drei unserer Studienteilnehmer hatten einen kontroversen Hautzustand, der allgemein als
Unterscheidungsmerkmal dieses Hautzustandes ist das Vorhandensein von weilSen,
schwarzen oder hell gefarbten Filamenten, die unter Hautverletzungen liegen, darin
eingebettet sind oder von diesen abstehen (siehe Abbildung 1 D). Wahrend einige Arzte
falschlicherweise MD als rein wahnhafte Stérung betrachten, scheint MD eine
mit Borrelien assoziierte filamentose Dermatitis zu sein [ 94 , 95]. MD-Patienten zeigen
Symptome, die denen der Lyme-Borreliose dhneln, wie Midigkeit, Gelenkschmerzen und
Neuropathie, und es wurde gezeigt, dass der Hautzustand mit einer Borrelieninfektion in
verschiedenen Borrelienartennachgewiesen [ 61, 94,99, 100 ]. Wir haben
positive Borrelienkulturen von allen drei MD-Probanden erhalten.

Der Mechanismus der MD-Filament-Evolution ist nicht aufgeklart, aber da Kollagen- und
Keratin-Filamente aus proliferativen Keratinozyten und Fibroblasten im menschlichen
Epithelgewebe entstehen, spekulieren wir, dass die Borrelieninfektion die Regulierung des
Keratins und des Kollagengens verandert [99, 100 ]. Borrelienbakterien kdnnen in
Fibroblasten und Keratinozyten eindringen, wo sie Uberleben und sich intrazellular
vermehren [ 74,76, 101 ]. Wie In-vitro-Studien zeigen, kénnen Borrelia- Spirochaten trotz
Behandlung mit Antibiotika aus Keratinozyten- und Fibroblastenmonolayern isoliert werden
[ 74, 76]. Eine persistierende refraktare Infektion bei MD-Patienten kann daher zum Teil aus
der Sequestrierung lebender Borrelia- Spirochaten in Keratinozyten und
Fibroblasten resultieren .



Borrelien- Spirochaten wurden in Vaginal- und Samensekreten nachgewiesen
[ 13, 100 ]. Borrelia Spirochetes kultivierten wir in genitaler Sekretion von zehn unserer
Studienteilnehmer, die eine Antibiotika-Therapie eingenommen hatten oder derzeit
eingenommen hatten. Bb ist ein komplexer Organismus, der mit dem spirochetalen
Wirkstoff der Syphilis verwandt ist und daher dhnliche infektidse Fahigkeiten aufweisen kann
[13,100, 102 ]. Wie oben beschrieben, dringen Borrelia-Spirochdten in Gewebe ein,
kénnen zystische Strukturen und L-Formen bilden, sich in Biofilmen verstecken, intrazellular
werden und an privilegierten Stellen (Gehirn, Auge und Synovium) maskieren
[9,10,13,83,103,104, 105 ]. Diese speziellen Fahigkeiten der Borrelia Spirochete legen
nahe, dass der Genitaltrakt Infektionen beherbergen koénnte. Die Vagina und die
Samenblaschen sind privilegierte Stellen. Dies erklart moglicherweise, warum der
Organismus trotz antimikrobieller Therapie auf ahnliche Weise wie Syphilis, Chlamydien, das
humane Immundefizienzvirus (HIV), das Ebola- und Zika-Virus im Genitaltrakt verbleiben
kann [ 102,106, 107, 108, 109, 110 ].

5. Schlussfolgerungen

Zusammenfassend haben wir in dieser Pilotstudie trotz der Antibiotikatherapie bei 12
nordamerikanischen Patienten mit anhaltenden LD-Symptomen eine anhaltende Infektion
nachgewiesen. Die Kulturen waren bei allen 12 Patienten in unserer Studie positiv, was
darauf hindeutet, dass die Borrelia- Spirochadten sich replizierten und daher am Leben
waren. Die Spirochdten wurden durch PCR und Gensequenzierung in drei separaten Laboren
auf verblindete Weise genetisch als Bb identifiziert. Im Gegensatz dazu waren Kulturen von
Kontrollpersonen ohne Lyme-Borreliose negativ flr Borrelien Spirochaten. Unsere
Ergebnisse belegen, dass eine persistierende Infektion anstelle von spiralférmigen
,Trimmern” zumindest teilweise fur die anhaltenden Symptome in diesen Féllen der Lyme-
Borreliose verantwortlich war, und die Ergebnisse spiegeln die jingsten Beobachtungen in
einem nicht-menschlichen Primatenmodell der behandelten Lyme-Borreliose wider
[ 37 ]. Zur Bestdtigung der Ergebnisse dieser Pilotstudie sind groRere klinische Studien mit
bestatigenden Techniken erforderlich.

Zusatzmaterialien

Die folgenden Informationen sind online unter https://www.mdpi.com/2227-
9032/6/2/33/s1, Erganzungsdatei: PCR-Sequenzen und BLAST-Analysen aus individuellen
Patientenkulturen verflgbar .
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