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EINLEITUNG 1 

1 EINLEITUNG 

Coxiella burnetii gehört zu der Klasse der γ-Proteobacteria und vermehrt sich als 

obligat intrazellulärer Erreger in parasitophoren Vakuolen innerhalb eukaryotischer 

Zellen. Thompson et al. (1990) haben jedoch auch die Vermehrung des Bakteriums in 

einem sauren axenischen Medium beschrieben. 

Wegen der hohen Infektiosität und Tenazität des Erregers wird die Erkrankung als eine 

wichtige Zoonose weltweit betrachtet. Tiere, die sich mit dem Erreger infiziert haben 

zeigen meistens keine Symptome, scheiden den Erreger allerdings kontinuierlich in 

geringen Mengen aus. Bei den gelegentlich auftretenden Trächtigkeitsstörungen 

kommt es dagegen zur massiven Erregerausscheidung. Die wichtigste Infektionsquelle 

für den Menschen sind Aerosole oder die nach Austrocknung von Geburtssekreten, 

Zeckenkot oder Abortmaterial entstehenden Stäube. Die Erkrankung beim Menschen 

wird als Q-Fieber bezeichnet (Salmon et al., 1982). Beim Q-Fieber wird eine akute und 

chronische Verlaufsform unterschieden. Unspezifische grippeähnliche Symptome, zum 

Teil von starken Kopfschmerzen begleitet, erschweren die diagnostische 

Diskriminierung von anderen Krankheiten (Maurin et al., 1999). Die chronische Form 

manifestiert sich meist durch eine therapieresistente Endokarditis. 

Bisherige Untersuchungen zur Identifizierung der Virulenzfaktoren von C. burnetii 

verliefen wenig erfolgreich. Die Hypothese, dass plasmidkodierte 

Virulenzeigenschaften eine wichtige Rolle bei der Entstehung von akutem oder 

chronischem Q-Fieber beim Menschen spielen, wurde von verschiedenen 

Arbeitsgruppen widerlegt (Stein et al., 1993a; Thiele et al., 1994a). Eine viel 

versprechende Möglichkeit Coxiellen-Isolate anhand ihrer Virulenz zu differenzieren, 

war die Identifizierung eines immundominanten 28 kDa Polypeptids, welches nur in 

C. burnetii-Isolaten von Menschen mit akutem Q-Fieber nachgewiesen werden konnte 

(To et al., 1998b). Dieses Polypeptid wird durch das acute disease antigen A (adaA)- 

Gen kodiert (Zhang et al., 2005), das unabhängig von der geografischen Herkunft, 

immer bei Isolaten von „akuten“, jedoch nie bei Isolaten von „chronischen“ 

Verlaufsformen nachgewiesen wurde. Auf Grund dieser Feststellung wurde adaA als 

spezifischen Virulenzfaktor für Isolate akuter Verlaufsformen angesehen. 

Gesamtgenomische Untersuchungen zur Differenzierung von C. burnetii–Isolaten 

wurden hauptsächlich mittels Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus (RFLP)-

Analysen nach Restriktion genomischer DNA mit einem oder mehreren 

Restriktionsenzymen durchgeführt (Heinzen et al., 1990; Jäger et al., 1998; Thiele et 
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al., 1993). Die Ergebnisse zeigten eine hohe Heterogenität in den RFLP-Mustern und 

eine beträchtliche Variation in der Genomgröße der untersuchten C. burnetii-Isolate. 

Neuere Typisierungsmethoden, wie die Multiple Loci Variable Number of Tandem 

Repeats Analysis (MLVA) und die Multiple Loci Sequence Typing (MLST), nutzen zur 

Differenzierung von C. burnetii-Isolaten zum einen variable number of tandem repeats 

(VNTRs), die über das gesamte Genom verteilt vorkommen und hochvariabel sind und 

zum anderen Sequenzunterschiede in verschiedenen Genen (Arricau-Bouvery et al., 

2006; Glazunova et al., 2005). 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden am Institut für Hygiene und Infektionskrankheiten der 

Tiere 103 C. burnetii-Isolate angezüchtet, welche sich in ihrer Epidemiologie und 

geographischen Herkunft unterschieden. Ziel der Arbeit war es, eine ausführliche 

genomische Klassifizierung der Isolate durchzuführen, um so epidemiologisch und 

diagnostisch relevante Genomabschnitte zu identifizieren und deren Assoziation mit 

der durch sie hervorgerufenen Klinik bzw. ihrer geographischen Herkunft zu 

überprüfen. Um dieses Ziel zu erreichen wurden erstmals die Ergebnisse von vier 

unterschiedlichen genomischen Methoden (pulsed field gel electrophoresis (PFGE)-

RFLP, MLVA, adaA-Gen PCR und Plasmid-PCR) kombiniert. 
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2 LITERATURÜBERSICHT 

2.1 Coxiella burnetii 

2.1.1 Allgemeine Eigenschaften 

Coxiellen sind sehr kleine, kommaförmige Stäbchen mit einem Aufbau der Zellwand 

wie man sie bei gram-negativen Bakterien findet (Burton et al., 1975; Gimenez, 1965). 

Sie vermehren sich in Phagolysosomen innerhalb eukaryotischer Wirtszellen. Nach 

Aufnahme der Bakterien und ihrem Übergang ins Blut besiedeln sie Makrophagen und 

Monozyten (Cutler et al., 2007). Coxiella (C.) burnetii zeichnet sich durch eine sehr 

hohe Infektiosität aus. So wurde beschrieben, dass bei aerogenen Infektionen bereits 1 

bis 10 Partikel ausreichen um Krankheitssymptome auszulösen (Tigertt et al., 1961). 

Außerdem haben Coxiellen eine sehr hohe Tenazität; sie können wegen ihrer hohen 

Resistenz gegen UV-Strahlung, Hitze, Austrocknung, Druck und osmotischen sowie 

oxidativen Stress lange in der Umwelt überleben (Heinzen et al., 2001). 

2.1.2 Taxonomie 

C. burnetii wurde anhand der 16S-rRNA-Sequenz in die Klasse der γ-Proteobacteria 

eingeteilt (Stein et al., 1993b; Weisburg et al., 1989). Diese Einteilung wurde später 

mittels Sequenzierung des gesamten Genoms bestätigt (Seshadri et al., 2003; 

Seshadri et al., 2005). Lange Zeit galt C. burnetii als einziger Vertreter der Familie 

Coxiellaceae, erst im Jahre 2000 wurde von Tan und Owens mit C. cheraxi eine neue 

Spezies beschrieben (Tan et al., 2000). 

 

2.1.3 Genom von Coxiella burnetii  

2.1.3.1 Acute disease antigen A -Gen 

To et al. (1998b) untersuchten 18 C. burnetii-Isolate mit verschiedenen epidemiologi-

schen Eigenschaften mittels SDS-PAGE und CBB-Färbung. Sie fanden acht 
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Polypeptide, die bei fast allen Isolaten vorkamen. Ein 28 kDa großes Polypeptid war für 

die Mehrheit der Isolate, die von Menschen mit akutem Q-Fieber stammten, 

immundominant. Bei Isolaten, die chronisches Q-Fieber verursachten, wurde es nicht 

nachgewiesen. In Studien anderer Autoren konnte dieses Ergebnis nicht bestätigt 

werden (Kovacova et al., 1994; Lukacova et al., 1994; Novak et al., 1992). Da Williams 

et al. (1981; 1984) jedoch schon in den 80er Jahren von der Immogenität des 28 kDa 

Polypeptids berichteten, gehen To et al. (1998b) davon aus, dass die unterschiedlichen 

Ergebnisse durch die verschiedenen Methoden zur Herstellung der Antisera bzw. der 

Coxiella-Antigene zu erklären sind.  

Zhang et al. (2005) klonierten und sequenzierten das 28 kDa Protein-kodierende Gen. 

Sie bestätigten, dass dieses Polypeptid nur bei C. burnetii-Isolaten, welche akutes Q-

Fieber hervorriefen, exprimiert wird. Aus diesem Grund wurde das Gen als acute 

disease antigen A (adaA) bezeichnet. Die Klonierung und Charakterisierung von adaA 

zeigte, dass es unabhängig von der geografischen Herkunft, nie bei C. burnetii-

Isolaten, die chronisches Q-Fieber verursachten, vorkam. Aus diesem Grund wird die 

Präsenz des adaA als Pathogenitätsmerkmal bei C. burnetii betrachtet. 

Mit Hilfe eines adaptierten DNA microarray-Chip untersuchten Frangoulidis et al. 

(2009) Coxiellen auf das Vorhandensein von adaA- und IS1111-Sequenzen. Bei zwei 

von insgesamt 22 untersuchten Isolaten (15 von Tieren und 7 von Menschen) konnte 

das adaA-Gen nicht nachgewiesen werden. Eines dieser Isolate stammte von einem 

Menschen mit chronischem Krankheitsverlauf, während das zweite adaA-negative 

Isolat von einer Ziege isoliert wurde. Die restlichen humanen Isolate stammten aus 

Blutkulturen oder von Patienten mit Pneumonie. Frangoulidis et al. (2009) schlossen 

daraus, dass das adaA-Gen bei Isolaten, die akutes Q-Fieber bei Menschen 

verursachen, vorhanden sein muss. 

Des Weiteren konnte das 28 kDa Polypeptid mittels Immunoblot in Abortmaterial von 

Ziegen nachgewiesen werden (Fernandes et al., 2009). Versuche, dieses Polypeptid 

als Antigen für die serologische Diagnostik von C. burnetii bei Ziegenaborten zu 

verwenden, scheiterten. Jedoch gelang es den Autoren Polymorphismen innerhalb der 

adaA-Sequenz der verschiedenen untersuchten C. burnetii-Isolate nachzuweisen, 

welche sich für die Abwesenheit des AdaA-Proteins und die Duplizierung eines 227 Bp 

großen adaA-Segmentes verantwortlich zeigten (Fernandes et al., 2009). 
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2.1.3.2 RFLP 

In den letzten 20 Jahren wurden mehrere geno- und phänotypische Methoden 

angewandt um verschiedene C. burnetii-Isolate zu diskriminieren. Hierdurch sollten 

Informationen über eine Verbindung zwischen der Virulenz und der Antigenität bzw. 

den epidemiologischen Eigenschaften gewonnen werden. 

Die Untersuchungen der Isolate mittels SDS-PAGE, CBB-Färbung und Immunoblot 

erbrachten jedoch nicht den gewünschten Erfolg (Hackstadt, 1986; Novak et al., 1989; 

To et al., 1998b). 

Die Charakterisierung des LPS zeigte zwar Unterschiede zwischen den verschiedenen 

Isolaten, die Diskriminierung zwischen den Isolaten war jedoch unzureichend (Hotta et 

al., 2004; Kovacova et al., 1994). 

Die Studien auf genetischer Ebene waren am besten für die Differenzierung von C. 

burnetii-Isolaten geeignet. Die ersten Versuche mit Restriktionsenzymen bestätigten 

die Phasenvariation des Erregers und stellten eine gute Möglichkeit für die Einordnung 

der Isolate in Gruppen dar (O'Rourke et al., 1985). Nach Auftrennung der Fragmente 

mittels konventioneller Elektrophoreseverfahren von HaeIII-verdauter Coxiella-DNA, 

konnten vier verschiedene Gruppen etabliert werden (Vodkin et al., 1986b). Spätere 

Untersuchungen mit der Restriktionsenzyme NotI und SfiI ergaben bessere 

Ergebnisse, da das Coxiellengenom nur wenige Erkennungssequenzen für diese 

Enzyme enthält und daher der Verdau mit Hilfe dieser Enzyme ein gut zu interpre-

tierendes Fragmentmuster in der PFGE lieferte. Das Restriktionsenzym SfiI schneidet 

jedoch nicht die gesamte Plasmid-DNA von C. burnetii, wodurch diese folglich in der 

PFGE nicht dargestellt werden kann (Heinzen et al., 1990). Eine Einteilung von 

C. burnetii-Isolaten in vier Gruppen wurde mittels NotI- und SfiI-Verdau in der PFGE 

vorgenommen (Heinzen et al., 1990). Durch die Verwendung weiterer 

Restriktionsenzyme konnte diese Einteilung auf insgesamt sechs Gruppen erweitert 

werden (Hendrix et al., 1991). 

Bei der Untersuchung von 24 C. burnetii-Isolaten aus Europa und Afrika gelang es 

Thiele et al. (1993) zehn neue Restriktionsgruppen nachzuweisen. Durch die Analyse 

von weiteren 56 Isolaten ließen sich insgesamt 20 Restriktionsgruppen (Jäger et al., 

1998) unterscheiden. 

Obwohl sich die RFLP-Methode in Verbindung mit der PFGE als ein wertvolles Verfah-

ren zur Typisierung von C. burnetii-Isolaten erwies, ist bis dato keine Korrelation 
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zwischen den Restriktionsgruppen und der Virulenz der C. burnetii-Isolate oder den 

jeweiligen epidemiologischen Gegebenheiten nachgewiesen worden. 

Da die PFGE eine relativ zeitintensive Methode darstellt, haben andere Autoren gene-

tische Differenzierungen von C. burnetii-Isolaten mittels PCR in Verbindung mit der 

RFLP-Methode durchgeführt. So konnten Unterschiede beim icd (isocitrate dehydroge-

nase)-Gen genutzt werden, um die untersuchten Isolate in drei verschiedene Gruppen 

einzuteilen. Die erste Gruppe erfasste nur C. burnetii-Isolate die einen akuten 

Krankheitsverlauf verursacht hatten, die restlichen zwei Gruppen enthielten nur Isolate 

aus Patienten mit chronischem Q-Fieber (Nguyen et al., 1999). Eine spätere Studie 

stellte jedoch diese Einteilung anhand des icd-Genes in Frage (Andoh et al., 2004). 

Ein weiteres Beispiel für den Einsatz der RFLP-Methode beschreiben Zhang et al. 

(1997), die eine Differenzierung von C. burnetii-Isolaten anhand des com 1–Genes 

vornahmen. Das Coxiella outer membrane Protein 1 (com1)-Gen kodiert ein inmun-

reaktives 27 kDa OMP (Hendrix et al., 1993). Nach der Analyse dieses Gens bei 21 

Isolaten konnten vier Restriktionsgruppen nachgewiesen werden. Zwei Gruppen 

enthielten nur Isolate von Menschen, bei denen ein chronischer Krankheitsverlauf 

diagnostiziert wurde, wohingegen die anderen zwei nur Isolate enthielten, die akutes 

Q-Fieber verursacht hatten. Eine Erweiterung dieser Studie wurde von Sekeyova et al. 

(1999) vorgenommen, die zusätzlich zu dem com 1-Gen das mucZ–Gen bei insgesamt 

37 Isolaten auf Polymorphismen untersuchten. Es ergab sich eine Einteilung in fünf 

verschiedene Gruppen ohne dass ein Zusammenhang zu der geographischen Herkunft 

bzw. der Krankheitsform festgestellt werden konnte. 

2.1.3.3 Plasmide 

Bei C. burnetii sind vier Plasmidtypen, nämlich QpH1, QpRS, QpDG und QpDV 

(Mallavia, 1991; Valkova et al., 1995) und zusätzlich eine QpRS-ähnliche chromosomal 

integrierte Sequenz (Savinelli et al., 1990; Willems et al., 1997) beschrieben. 

Die erste Isolierung eines Plasmids gelang aus dem Referenzisolat „Nine Mile“, 

welches von einem Patienten mit akutem Q-Fieber stammte (Samuel et al., 1983). Die 

Größe des Plasmids wurde mit 36 kBp angegeben (Samuel et al., 1983). Nach 

Sequenzierung der Gesamt-DNA konnte die Plasmidgröße auf 37329 Bp festgelegt 

werden (Thiele et al., 1994b), mit einem G+C-Gehalt von 39,3% und 40 ORFs 

(Seshadri et al., 2003). Spätere Untersuchungen des Nine Mile RSA 331-Isolates 

ergaben für QpH1 eine Plasmidgröße vom 37317 Bp (NCBI Acc. no. NC_010115). Im 

Verhältnis zur Genomgröße von 1,9 MBp (Seshadri et al., 2003) enthält das QpH1-



LITERATURÜBERSICHT 7 

Plasmid 1,8% der genetischen Information des „Nine Mile“-Stammes. Aufgrund 

phylogenetischer Untersuchungen wird vermutet, dass das QpH1-Plasmid die 

Ursprungsform der C. burnetii-Plasmide ist (Glazunova et al., 2005). 

Das QpRS-Plasmid konnte aus C. burnetii-Isolaten von Patienten mit Endokarditis und 

von zwei Ziegen, die abortiert hatten, isoliert werden und besitzt eine Größe von 

39280 Bp (Acc. no. NCBI Y1598). Hybridisierungsexperimente mit Plasmid-Sonden 

und genomischer DNA weiterer Isolate aus Endokarditis-Patienten ergaben ein 

positives Signal, ohne dass jedoch Plasmide nachgewiesen werden konnten (Samuel 

et al., 1985). Savinelli et al. (1990) zeigten, dass bei diesen Stämmen Plasmid-

homologe Sequenzen ins Genom integriert waren. Die Komplettsequenzierung der 

Plasmid-homologen Sequenzen des Isolates Scurry Q217 zeigte eine Homologie von 

16624 Bp mit dem QpH1-Plasmid. Punktmutationen treten mit einer Häufigkeit von 

4,6%, Insertionen mit 1,6% und Deletionen mit 0,6% auf (Ritter, 1996). 

Das Plasmid QpDG wurde aus Isolaten von Nagern in Dugway (Utah, USA) isoliert und 

hat eine Größe von 54179 Bp (Beare et al., 2009). Ning et al. (1992) berichteten über 

ein weiteres 56 kBp großes Plasmid, das bei einem Isolat eines Menschen mit 

chronischem Q-Fieber nachgewiesen wurde. Über die Identität dieses Plasmids gibt es 

bisher jedoch keine weiteren Angaben. 

Aufgrund von Kreuzhybridisierungsversuchen zwischen QpH1, QpRS und QpDG 

konnten Regionen mit einer signifikanten Homologie nachgewiesen werden (Mallavia 

et al., 1989; Mallavia et al., 1990). Diese Bereiche wurden als core-Region bezeichnet 

und umfassen ca. 25 kBp. Sie sind zu einem großen Teil auch bei der 17 kBp großen 

Plasmid-homologen chromosomal integrierten Sequenz zu finden (Mallavia et al., 

1989; Valkova et al., 1995).  

Ein Vergleich der ORFs ergab, dass 6 ORFs des QpH1-Plasmids in der Plasmid-ho-

mologen, chromosomal integrierten Sequenz konserviert sind (Willems et al., 1997). 

Neuere Daten belegen, dass von den 40 ORFs (Seshadri et al., 2003) des QpH1-

Plasmids 10 ORFs bei den anderen Plasmiden und der Pasmid-homologen, 

chromosomal integrierten Sequenz vorkommen (Beare et al., 2006). 

Das Vorhandensein dieser core-Region bei allen Isolaten weist darauf hin, dass die 

Plasmide und die Plasmid-homologen Sequenzen möglicherweise eine wichtige Rolle 

in dem biologischen Zyklus des Erregers spielen. So gibt es monoklonale Antikörper 

(mAk) gegen Coxiellen-LPS, die nicht mit Isolaten, die QpRS- oder Plasmid-homologe 

Sequenzen Isolaten besitzen, reagieren, während Isolate mit dem QpH1- bzw. dem 

QpDV-Plasmid erkannt werden. Mit Hilfe dieser mAk können demnach zwei immunolo-

gische Gruppen unterschieden werden (Hotta et al., 2003). 
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Erste Untersuchungen an nur wenigen C. burnetii-Isolaten ließen einen Zusammen-

hang zwischen Plasmidtyp und dem von den Isolaten verursachten Krankheitsbild er-

kennen. Mit QpH1-Plasmid ausgestattete Isolate wurden für akutes Q-Fieber und 

Isolate, die das QpRS-Plasmid oder Plasmid-homologe Sequenzen besaβen, für 

chronisches Q-Fieber verantwortlich gemacht (Baca et al., 1994; Minnick et al., 1991a; 

Minnick et al., 1991b; Samuel et al., 1985). Stein et al. (1993a) konnten durch die 

Untersuchung weiterer 37 Isolate diese Hypothese widerlegen. Sie isolierten von an 

chronischem Q-Fieber erkrankten Patienten C. burnetii-Isolate, die das QpH1-Plasmid 

besaβen und umgekehrt, von an akutem Q-Fieber erkrankten Patienten C. burnetii-

Isolate mit dem QpRS-Plasmid. Stein et al. (1993a) stellten auch die Hypothese auf, 

dass die Entwicklung der chronischen Krankheitsform nicht nur durch das jeweilige 

Isolat beeinflusst wird, sondern zusätzlich durch die Abwehrlage des Wirtes. So konnte 

Hackstadt (1990) im Tierversuch demonstrieren, dass katheterinduzierte Herzläsionen 

eine Voraussetzung für die Entstehung von Endokarditis durch Isolate, die das QpH1-

Plasmid besitzen, waren. Bei gesunden Tieren waren hingegen keine Coxiellen im 

Herzmuskel nachweisbar. 

Neueste Studien im Tiermodell (SCID Mäuse) sprechen sogar von verschiedenen 

Pathovaren (Andoh et al., 2003; Stein et al., 2005). Innerhalb dieser Studien gelang es 

zum ersten Mal chronische Läsionen bei immundefizienten Mäusen mit dem C. 

burnetii-Isolat „Nine Mile“, welches das Plasmid QpH1 besitzt, auszulösen. Die 

histopathologischen Untersuchungen zeigten stärkere histologische Läsionen im 

Vergleich zum Isolat Q212, das Plasmid-homologe Sequenzen besitzt (Stein et al., 

2005). 

2.1.3.4 MLVA 

Durch die routinemäßige Sequenzierung kompletter Bakteriengenome wurden Berei-

che entdeckt, die Sequenzwiederholungen, so genannte SSR (Short Sequence Re-

peats) enthalten. 

Eine Kategorie der SSR, nämlich die TR (Tandem Repeats), haben sich als nützliches 

Werkzeug für die Studie genetischer Polymorphismen innerhalb der Bakterien 

erwiesen (Lindstedt, 2005). Je nach Größe spricht man von Mikro- (Sequenzmotive bis 

ungefähr 9 Bp) bzw. Minisatelliten (Sequenzmotive ab 9 Bp) (Vergnaud et al., 2000). 

Diese Sequenzwiederholungen können mittels PCR mit Primern, die außerhalb der 

Sequenzmotive binden, amplifiziert werden. Anschließend werden die Amplifikate auf 

einem Gel aufgetrennt und analysiert. Unterschiede in der Amplifikatlänge spiegeln 
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eine unterschiedliche Anzahl an TRs wieder. Die erhaltene Datenmatrix wird mittels 

Clustering-Programmen analysiert. Eine auf diesen Sequenzwiederholungen basie-

rende Methode, die MLVA, hat sich als hoch effizient für die Feinkartierung verschie-

dener Krankheitserreger erwiesen (Lindstedt, 2005; Vergnaud et al., 2006). Mit dieser 

Methode wurden z. B. Isolate von Legionella pneumophila, Yersinia pestis, Brucella 

sp., Bacillus anthracis, Salmonella enterica und Shigella sp. typisiert (Chiou et al., 

2009; Le Fleche et al., 2001; Le Fleche et al., 2006; Pourcel et al., 2004; Pourcel et al., 

2007; Ross et al., 2009). 

Um Wiederholungen der Arbeit unabhängiger Arbeitsgruppen, sowie die mehrfache 

Benennung derselben Variable Number of Tandem Repeats (VNTR)-Loci zu vermei-

den, wurde eine TRs Datenbank entwickelt die im Internet unter http://minisatellites.u-

psud.fr zu finden ist (Denoeud et al., 2004; Le Fleche et al., 2002; Le Fleche et al., 

2001). 

Svraka et al. (2006) untersuchten zum ersten Mal C. burnetii-Isolate mit der MLVA-Me-

thode. Hierfür wurde in dem komplett sequenzierten Genom des C. burnetii-Isolates 

Nine Mile RSA493 (Seshadri et al., 2003) nach TRs gesucht. Von allen möglichen 

Kandidaten wurden acht Loci ausgewählt, die die folgenden Kriterien erfüllen sollten: 

die Anzahl der Wiederholungen war größer als vier, die Sequenzmotive waren nicht 

länger als 30 Bp und die Konservierung der Sequenzmotive betrug mehr als 90%. 

Insgesamt wurden 21 C. burnetii-Isolate untersucht. Fünf davon waren Nine Mile-

Isolate mit unterschiedlicher Passageanzahl aus verschiedenen Laboratorien sowie 

zwei Priscilla-und zwei S-Isolate. Die Größe der Sequenzmotive betrug zwischen 

sechs und 21 Bp. Die Anzahl der Wiederholungen lag zwischen zwei und 18 pro Locus 

und die Anzahl der verschiedenen Allele pro Locus zwischen drei und sechs. 

Anhand der Passageanzahl konnten die Autoren zeigen, dass die ausgewählten TRs 

konserviert sind. Die 21 untersuchten Coxiellen-Isolate wurden in fünf genomische 

Cluster und in neun verschiedene MLVA-Typen eingeteilt. Erstaunlicherweise gehörte 

ein in Österreich isolierter Stamm, nämlich RAK8, zum selben MLVA-Typ wie das Nine 

Mile-Isolat. Dies zeigte, dass derselbe Genotyp in verschiedenen Kontinenten auftreten 

kann (Svraka et al., 2006). 

Arricau-Bouvery et al. (2006) benutzten weitere TRs von C. burnetii, die sie in zwei 

Markergruppen einteilten. Die erste Gruppe enthielt 10 Minisatellitenmarker mit 

Sequenzmotiven größer als neun Bp, die mittels Agarosegelelektrophorese analysiert 

wurden. Die zweite Gruppe umfasste sieben Mikrosatelliten (zum größten Teil aus 

Svraka et al., 2006) mit höheren Diskriminierungseigenschaften. Die insgesamt 42 

untersuchten C. burnetii-Isolate konnten mit den Markern der ersten Gruppe in 22 
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Genotypen und mit den Markern aus beiden Gruppen in 36 Genotypen eingeteilt 

werden. Anhand der Ergebnisse wiesen die Autoren eine Korrelation der MLVA-

Genotypen mit der Plasmidausstattung nach. 

2.1.4 Virulenzfaktoren 

Über Virulenzfaktoren bei C. burnetii ist bisher wenig bekannt. Die Einstufung eines 

Kandidaten (Protein, Gen, Lipopolysaccharid, u. a.) als vermeintlichen Virulenzfaktor 

geschah bisher immer in Analogie zu anderen Bakterienspezies, bei denen dieses Gen 

als Virulenzgen bekannt war. Der Grund für dieses Defizit ist die Schwierigkeit 

Coxiellen genetisch zu manipulieren, um so anhand von Mutanten zu zeigen, dass 

bestimmte Gene essentiell für z. B. die Besiedlung der Zellen und das Überleben in 

den Phagolysosomen sind. (Samuel et al., 2003). Die Komplett-Sequenzierung des 

C. burnetii-Isolates Nine Mile RSA493 (Seshadri et al., 2003) erlaubte die Suche nach 

weiteren Gensequenzen, die Homologien zu Genen anderer Bakterien zeigen, die 

bekanntermaßen Virulenzfaktoren kodieren. Andere Autoren benutzten saure, 

axenische Medien um Proteine und Nukleisäuren, die vermutlich in den ersten Stadien 

der Infektion auftreten, zu isolieren (Thompson et al., 1990). 

 

Lipopolysaccharid (LPS)  

Wie bei allen gram-negativen Bakterien, enthält die Zellwand der Coxiellen LPS 

(Amano et al., 1984; McCaul et al., 1991), welche eine wichtige Rolle in der 

Pathogenität der Bakterien spielt. Coxiellen der virulenten Phase I, die aus 

immunkompetenten Wirten isoliert werden, besitzen ein komplexes langkettiges LPS 

(Amano et al., 1984; Schramek et al., 1982). Werden die Coxiellen in nicht 

immunkompetenten Systemen passagiert, kommt es zu spontanen Mutationen im 

Genom (Vodkin et al., 1986a), die eine progressive Verkürzung des LPS bewirken 

(Denison et al., 2006; Lukacova et al., 1993). Dies kann bis zu einer kompletten 

Eliminierung der O-spezifischen Seitenkette des LPS führen (Toman et al., 1996). 

Mittels monoklonaler Antikörper, die spezifisch an die unterschiedlich langen LPS-

Ketten binden, konnten aus den Isolaten der einzelnen Passagen zwei weitere interme-

diäre Phasen zwischen Phase I und Phase II nachgewiesen werden (Hotta et al., 

2002). 

Die genaue Rolle des LPS bei der Virulenz ist noch nicht geklärt. Anders als erwartet 

ist es jedoch 100 bis 1000 Mal weniger toxisch als das von Escherichia coli oder 
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Salmonella typhimurium (Amano et al., 1987). Dennoch sind Coxiellen der Phase I im 

Gegensatz zu Coxiellen der Phase II in der Lage, immunkompetente Wirte zu infizieren 

(Andoh et al., 2005; Hackstadt, 1990; Lukacova et al., 2007; Moos et al., 1987). 

Shannon et al. (2005) stellten die Hypothese auf, dass das langkettige LPS der Phase I 

die Toll-like Rezeptor-Liganden vor den Zellen der angeborenen Immunantwort 

maskiert. Dies verhindert die Aktivierung der dendritischen Zellen und ermöglicht die 

Replikation der Erreger ohne dass die dendritischen Zellen heranreifen und Zytokine, 

die üblicherweise als Antwort auf Coxiellen der Phase II auftreten, ausgeschieden 

werden können. Andere Autoren sprechen von einem Zusammenspiel zwischen der 

LPS-, Polypeptidausstattung sowie der Virulenz des Isolates (To et al., 1998a). 

 

Typ IV-Sekretions-System 

Typ IV-Sekretions-Systeme sind bei der horizontalen Genübertragung zwischen Bakte-

rien, wie z. B. der Übertragung von Genen für Antibiotikaresistenzen oder 

Virulenzeigenschaften (Juhas et al., 2008), beteiligt. Manche Bakterien haben diese 

Systeme adaptiert um Proteine und Nukleoproteine, welche eine wichtige Rolle für die 

Virulenz der Bakterien spielen, durch die Zellmembran zu transportieren (Sexton et al., 

2002). Auch Coxiellen exprimieren ein Typ IV-Sekretions-System, welches dem 

Dot/Icm-System von Legionella pneumophila (Zamboni et al., 2003) sehr ähnlich ist. 

Die entsprechenden Gene sind bei Coxiellen jedoch -im Gegensatz zu den 

Legionellen- in einem zusammenhängenden Genombereich gruppiert (Segal et al., 

2005) und stehen unter Kontrolle des pmrA-Genregulators (Zusman et al., 2007). 

Bisher ist die genaue Funktion dieses Typ IV-Sekretions-Systems bei C. burnetii noch 

unklar. Es konnten aber C. burnetii-Effektorproteine (Ankyrine, TPR, CCD) 

nachgewiesen werden, die mit Hilfe des Systems transportiert werden könnten (Pan et 

al., 2008; Voth et al., 2007). Die Autophagie der Coxiellen durch die Zelle und die 

Reifung der parasitophoren Vakuole könnten durch diese Effektoren begünstigt werden 

(Gutierrez et al., 2005; Voth et al., 2009). Außerdem ist es möglich, dass durch den 

Einfluss der Effektoren auf die Mitochondrien und die Cytochrom C-Freisetzung die 

Apoptose der Zelle verhindert wird (Luhrmann et al., 2007). 

 

Superoxid-Dismutase (SOD), Katalase und  Alkalische Phosphatase (ACP) 

In der Literatur finden sich bisher noch keine sicheren Angaben darüber, wie die 

Coxiellen in der sauren Umgebung der Vakuolen überleben können. Basierend auf 

dem Wissen, dass Coxiellen verschiedene Enzyme, wie z. B. SOD, Katalase und ACP, 

ausscheiden, wird vermutet, dass diese Enzyme für das Überleben in diesem Milieu 
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eine Rolle spielen (Baca et al., 1994; Samuel et al., 2003). Die SOD wandelt Super-

oxidanionen zu Wasserstoffperoxid um, welches wiederum von der Katalase zu 

Wasser und Sauerstoff gespalten wird. Die ACP hemmt vermutlich den respiratory 

burst der Neutrophilen (Baca et al., 1993; Li et al., 1996). Dazu besitzt C. burnetii ein 

effektives und funktionelles DNA-Reparatursystem (SOS system), welches von recA, 

ruvABC und addAB gesteuert wird (Mertens et al., 2008). Dieses System dient dazu, 

das Genom bei oxidativem Stress zu reparieren bzw. zu stabilisieren (Mertens et al., 

2005). 

 

Ferric uptake regulator (FUR)-System 

Gram-negative Bakterien wie C. burnetii verfügen über eine FUR-System regulierte 

Eisenaufnahme. Samuel at al. (2003) gaben an, dass das FUR-System ein wichtiges 

Virulenzmerkmal der Coxiellen für das Überleben innerhalb der Vakuole darstellt. In 

anderen Studien wurde jedoch über ein erhöhtes Risiko vermehrter Radikalbildung bei 

Eisenüberschuss berichtet (Briggs et al., 2005), woraus die Autoren schlossen, dass 

der Erreger auf Grund seines geringen Eisenbedarfs nur über wenige FUR-regulierte 

Gene verfügt (Briggs et al., 2008). 

 

Acute disease antigen A  (adaA ) Gen 

Über die Bedeutung des adaA Gens wurde schon in Kapitel 2.1.3.1 berichtet. 

 

Macrophage Infectivity Potentiator (Mip) 

Mip ist einer der Virulenzfaktoren von Legionella pneumophila (Cianciotto et al., 1989; 

Mo et al., 1995) und wurde ebenfalls bei C. burnetii nachgewiesen (Cbmip). Mo et al. 

(1995) gelang es Cbmip zu klonieren. Alles weist darauf hin, dass Mip und Mip-ähnli-

che Proteine eine Rolle beim Transport und bei der Faltung der Proteine spielen, so 

dass ihre enzymatische Aktivität mit der Fähigkeit des Erregers eine Infektion auszulö-

sen im Zusammenhang stehen könnte (Mo et al., 1995). Die cbmip-Sequenzen sind in 

japanischen, europäischen und amerikanischen C. burnetii-Isolaten hochkonserviert, 

weshalb keine Unterschiede in der Virulenz anhand dieser Sequenzen nachgewiesen 

werden konnten (Masuzawa et al., 1997). 

 

MucZ  

Zuber et al. (1995) konnten bei C. burnetii einen DNA-Abschnitt identifizieren, welcher 

eine hohe Homologie zum mucZ Open reading frame von Escherichia coli besitzt. 

Nach Klonierung und Überexpression dieses Fragments in Escherichia coli wird die 
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Synthese einer mukoiden Kapsel induziert. Da Coxiellen keine Kapsel besitzen, konnte 

bislang kein Hinweis auf den Beitrag von MucZ zur Pathogenität dieses Erregers 

nachgewiesen werden. 

 

SCV- und LCV-spezifische Proteine 

Coxiellen können in drei verschiedenen morphologischen Formen vorkommen, nämlich 

als Kleinzellvariante (small cell variant, SCV), als Großzellvariante (large cell variant, 

LCV) und als sporenähnliche Partikel (spore like forms) (McCaul et al., 1981). Die 

morphologischen intrazellulären Änderungen von SCV zu LCV werden als Kern der 

unterschiedlichen Virulenz bei C. burnetii-Isolaten betrachtet (Coleman et al., 2007). 

McCaul et al. (1991) ermittelten ein 29,5 kDa Protein, das P1 Protein, welches vor 

allem bei der LCV-Form synthetisiert wird. Das kodierende Gen für P1 sowie seine 

Porinaktivität wurden von Varghees et al. (2002) beschrieben. Andere Proteine, die vor 

allem in der LCV-Form exprimiert werden, sind EF-Tu, EF-TS und RpoS (Melnicakova 

et al., 2003; Seshadri et al., 1999; Seshadri et al., 2001). Zwei DNA-bindende Proteine, 

nämlich ScvA und Hq1 werden vorwiegend bei der SCV-Form sezerniert und spielen 

vermutlich eine Rolle für die Bildung des kondensierten Nukleoids (Heinzen et al., 

1996a; Heinzen et al., 1996b). Die Proteine befinden sich im Zytoplasma und werden 

beim Übergang der SCV- in die LCV-Form abgebaut (Norlander, 2000). 

2.1.5 Infektionen bei Mensch und Tier 

Q-Fieber bezeichnet die durch C. burnetii beim Menschen verursachte Krankheit. Der 

Verlauf der Krankheit kann akut oder chronisch sein. 

Die akute Form äußert sich zumeist in grippeähnlichen Symptomen mit hohem Fieber, 

gelegentlich auch als Pneumonie oder Hepatitis. Oft kommt es in der Praxis auf Grund 

dieser unspezifischen Symptome zu einer falschen klinischen Diagnose (Fournier et 

al., 1998a; Raoult, 1996). 

Der chronische Krankheitsverlauf kann nach einem Monat (Fenollar et al., 2001) bis zu 

mehreren Jahren nach dem akuten Q-Fieber bzw. auch ohne vorherige akute 

Symptomatik auftreten (Wilson et al., 1976) und manifestiert sich meistens durch eine 

Endocarditis. 

Von chronischem Q-Fieber sind besonders Patienten mit bereits bestehenden Herz-

Kreislauf-Beschwerden, oder einer bestehenden Immunschwäche betroffen (Fournier 

et al., 1998b; Marrie, 2003). 
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Verschiedene Autoren versuchten eine Verbindung zwischen den beiden klinischen 

Verlaufsformen und den phänotypischen sowie genetischen Eigenschaften der 

jeweiligen C. burnetii-Isolate zu finden. Unterschiede wurden im Lipopolysaccharid- 

und DNA-Restriktionsfragmentmuster, sowie dem Plasmidtyp beschrieben (Hackstadt 

et al., 1985; Hendrix et al., 1993; Samuel et al., 1985), allerdings konnte keine absolute 

Korrelation zur Klinik hergestellt werden. 

Bis vor kurzem gab es kein Tiermodell um akute bzw. chronische Krankheitsverläufe 

nach Infektion mit C. burnetii zu erzeugen. In den letzten Jahren wurden Knockout-

Mäuse mit defektem Immunsystem (SCID Mäuse) für diese Zwecke erfolgreich 

eingesetzt. Der Vorteil dieser Mäuse besteht darin, dass, im Gegensatz zu Mäusen die 

künstlich immunsuprimiert wurden, über den gesamten Untersuchungszeitraum keine 

Immunantwort erfolgt. Mit Hilfe dieses Tiermodells konnte gezeigt werden, dass große 

Unterschiede in der Virulenz der Phase I- und der Phase II-Stämme (Andoh et al., 

2005), sowie zwischen den verschiedenen C. burnetii-Isolaten (Stein et al., 2005) 

bestehen. Die Meinung, dass bestimmte C. burnetii-Isolate per se entweder eine akute 

oder chronische Krankheit verursachen können, rückt, basierend auf diesen 

Ergebnissen, immer weiter in den Hintergrund (Andoh et al., 2003). Vielmehr wird die 

These bestätigt, dass die Interaktionen zwischen dem einzelnen Wirt und den 

Coxiellen Ursache für den akuten oder chronischen Krankheitsverlauf sind. Diese 

Schlussfolgerung wird auch dadurch untermauert, dass die Mehrheit der chronischen 

Fälle bei Patienten zu finden ist, die an Kreislauferkrankungen leiden (Micoud et al., 

1991) oder eine geschwächte Immunabwehr besitzen (Raoult et al., 1990). Stein et al. 

(1993a) gehen aus diesem Grund davon aus, dass chronische Fälle von Q-Fieber nicht 

nur von der genetischen Ausstattung der Erreger beeinflusst werden, sondern auch 

von dem physischen Zustand des Wirtes. Diese These konnte von Meghari et al. 

(2006) bestätigt werden, die eine Abhängigkeit zwischen Ausprägung der Krankheit 

und Art der Immunantwort auf bestimmte Isolate fanden. 
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3 METHODEN 

3.1 Herstellung von Keim-Suspensionen 

3.1.1 Anzüchtung und Vermehrung 

Die verwendeten C. burnetii-Isolate (Tab. 1) wurden, nach dem von Arens (1983) be-

schriebenen Verfahren, kontinuierlich in Buffalo Green Monkey (BGM-) Zellkulturen 

vermehrt. Die Kultivierung von C. burnetii erfolgte auf Deckgläschen in 

Polystyrolröhrchen in T 25-, T 75- oder T 175-Flaschen mit MEM als Zellkulturmedium. 

Der konfluente BGM-Zellrasen in den Polystyrolröhrchen wurde mit 500 µl der jeweili-

gen C. burnetii-Suspension und mit 1,5 ml WMOA bedeckt. Anschließend erfolgte bei 

30 °C eine Zentrifugation im Ausschwingrotor für 1 Stu nde bei 3.000 x g. Nach 3 bis 10 

Tagen Inkubation bei 37 °C und täglicher Kontrolle m ittels Phasenkontrastmikroskopie 

wurden die infizierten Zellen mittels Ultraschall (20 kHz, Leistungsstuffe 3, 3-4 s) auf-

geschlossen. Das entstandene Lysat diente als Inokulum für Zellkulturen in T 75-Fla-

schen. Nach ca. 6 Tagen Inkubation bei 37 °C konnten di e infizierten Zellen abge-

schabt und für die Infektion von Zellen in größeren Zellkulturflaschen (T 175) verwen-

det werden. Jeweils nach 2 Tagen erfolgte ein Mediumwechsel, bei dem die Über-

stände der infizierten Zellen geerntet wurden. 

3.1.2 Isolate 

Die in dieser Arbeit verwendeten C. burnetii-Isolate sind in Tab. 1 zusammengefasst. 

 
Tab. 1:  Überblick über die Daten der verwendeten C. burnetii-Isolate. 

 
  Isolierung   

Nr. Isolat Name Jahr Wirtsspezies Region Klinik Her kunft 
IHIT.
Cb.-1 CS-P 31 unbek. unbek. unbek. unbek. A 
2 CS-F unbek. unbek. Slowakei unbek. A 
3 CS-L 35 unbek. Mensch unbek. unbek. A 
4 CS-Florian unbek. Mensch Slowakei unbek. A 
5 CS-Z 57 unbek. unbek. Slowakei unbek. A 
6 CS-R unbek. Mensch Italien unbek. A 
Fortsetzung der Tabelle auf der nächsten Seite 
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  Isolierung   
Nr. Isolat Name Jahr Wirtsspezies Region Klinik Her kunft 
7 Henzerling 1945 Mensch Italien Pneumonie  B 
     ak. Q-Fieber  
9 Andelfingen 1965 Rind Schweiz unbek. C 
10 CS-S1 1970er Rind Russland unbek. A 
11 Soyta 1965 Rind Schweiz unbek. C 
12 Boren unbek. Rind unbek. unbek. B 
13 CS-27 1968 Zecke Slowakei - A 
14 CS-48 unbek. Zecke Slowakei - A 
16 CS-1/IIA unbek. Zecke Slowakei - A 
17 CS-KL 1 unbek. Zecke Slowakei - A 
18 CS-KL 3 unbek. Zecke Slowakei - A 
19 CS-KL 4 unbek. Zecke Slowakei - A 
20 CS-KL 5 unbek. Zecke Slowakei - A 
21 CS-KL 6 unbek. Zecke Slowakei - A 
22 CS-KL 7 unbek. Zecke Slowakei - A 
23 CS-KL 8 1989 D. reticulatus Slowakei - A 
24 CS-KL 9 1989 I. ricinus Slowakei - A 
25 CS-KL 10 1989 I. ricinus Slowakei - A 
26 CS-KL 11 1989 D. marginatus Slowakei - A 
27 Nine Mile* 1935 Zecke USA - D 
28 Utvinis unbek. Mensch Rumänien Pneumonie B 
29 Staniça unbek. Mensch Rumänien Pneumonie B 
30 Geier unbek. Mensch Rumänien Pneumonie B 
31 Balaceanu unbek. Mensch Rumänien Pneumonie B 
32 Brasov unbek. Mensch Rumänien Pneumonie B 
33 CS-S unbek. Pfau USA unbek. A 
34 CS-Ixodes 1962 I. ricinus Russland - A 
35 RT 1140 1954 Mensch Russland Pneumonie E 
36 RT-Schperling 1955 Mensch Kirgistan Fieber E 
37 RT-1 1958 Maus Russland unbek. E 
38 RT-III 1962 I. ricinus Russland - E 
39 CS-KmenL 1978 unbek. unbek. unbek. A 
40 CS-BUD 1978 (Rind) unbek. unbek. A 
41 CS-DER 1985 Dermacentor Mongolei - A 
42 CS-Polsko 1989 I. ricinus Polen - A 
43 Z 2534/90 1990 Ziege Österreich unbek. C 
44 Hardthof/90 1990 Rind Deutschland unbek. C 
45 Z 2775/90 1990 Rind Deutschland unbek. C 
47 F-1 1978 Mensch Frankreich Endokarditis G 
48 F-2 1978 Mensch Frankreich ak. Q-Fieber G 
49 F-3 1978 Mensch Frankreich Endokarditis G 
50 F-4 1978 Mensch Frankreich Endokarditis G 
51 F-5 1978 Mensch Frankreich ak. Q-Fieber G 
53 F-7 1978 Mensch Frankreich Endokarditis G 
54 F-8 1978 Mensch Frankreich ak. Q-Fieber G 
55 F-9 1978 Mensch Frankreich ak. Q-Fieber G 
56 F-10 1978 Mensch Frankreich Endokarditis G 
57 S-1 1990 Schaf Schweden unbek. F 
58 S-4 1990 Schaf Schweden unbek. F 
59 Z 3027/91 1991 Rind Deutschland unbek. C 
Fortsetzung der Tabelle auf der nächsten Seite 
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  Isolierung   
Nr. Isolat Name Jahr Wirtsspezies Region Klinik Her kunft 
60 Z 3055/91 1991 Schaf Deutschland unbek. C 
61 Z 3205/91a 1991 Rind Deutschland Abort C 
62 Z 3205/91b 1991 Rind Deutschland Abort C 
63 Namibia 1991 Ziege Namibien unbek. H 
64 CS-Dayer 1991 Zecke Slowakei - A 
65 Z 3351/92 1992 Rind Deutschland Abort C 
66 Z 3567/92 1992 Rind Deutschland Abort C 
67 Z 3568/92 1992 Rind Deutschland Abort C 
68 Z 3749/92 1992 Rind unbek. unbek. I 
69 Z 3464/92 1992 Ziege Deutschland Abort C 
70 Z 3468-5/92 1992 Schaf Deutschland unbek. C 
71 Z 3478/92 1992 Schaf Deutschland Abort C 
72 Z 3574-1/92 1992 Schaf Deutschland  unbek. C 
73 Z 3574-2/92 1992 Schaf Deutschland unbek. C 
74 Z 3574-3/92 1992 Schaf Deutschland unbek. C 
76 Z 4313/93 1993 Schaf Deutschland Abort C 
77 Z 4485/93 1993 Schaf Deutschland Abort C 
78 Z 4488/93 1993 Schaf Deutschland Abort C 
79 Z 104/94 1994 Schaf Deutschland unbek. C 
80 Z 257/94 1994 Rind Deutschland unbek. C 
81 Z 349-36/94 1994 Schaf Deutschland unbek. C 
82 Z 410/94 1994 Rind unbek. Abort C 
83 Z 488/94 1994 Rind Deutschland Abort C 
84 J-1 unbek. Rind Japan unbek. J 
85 J-3 unbek. Rind Japan unbek. J 
86 J-27 unbek. Rind Japan unbek. J 
87 J-60 unbek. Rind Japan unbek. J 
88 J-82 unbek. Rind Japan unbek. J 
89 M-34 1994 Rind unbek. unbek. C 
90 C-1 unbek. unbek. China unbek. F 
91 C-2 unbek. unbek. China unbek. F 
92 C-3 unbek. unbek. China unbek. F 
93 Z 163/95 1995 Rind unbek. unbek. C 
94 Z 688/95 1995 Rind unbek. unbek. C 
95 Z 66/96 1996 Ziege Deutschland Abort C 
96 Z 416/96 1996 Mensch S.-Arabien Endokarditis C 

97 W-1 1996/9
7 Schaf unbek. unbek. L 

98 W-2 1996 Ziege unbek. Abort L 
99 W-3 1997 Damwild Deutschland Abort L 

100 W-4 1996/9
7 Schaf Deutschland Abort L 

101 W-5 1996/9
7 Schaf Deutschland Abort L 

102 W-6 1998 Rind unbek. unbek. L 
103 Z 346/99 1999 Schaf Deutschland Abort C 
104 Z 502/99 1999 Rind unbek. unbek. C 
105 Z 232-3/02 2002 Rind Deutschland unbek. C 
106 Frankfurt 1982 Rind Deutschland unbek. C 
107 München 1969 Schaf Deutschland unbek. M 
Fortsetzung der Tabelle auf der nächsten Seite 
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  Isolierung   
Nr. Isolat Name Jahr Wirtsspezies Region Klinik Her kunft 
108 Herzberg unbek. Mensch Griechenland unbek. F 
110 Dugway# 1958 Nager USA unbek. D 
111 Priscilla Q177 1980 Ziege USA Abort D 
112 Scurry Q217 1981 Mensch USA Hepatitis D 

 
Erläuterung:  

* Nine Mile RSA493 
# Dugway 5J108-111 
A = Bratislava/Slovakei 
B = Institut Cantacuzino, Bukarest/Rumänien 
C = Institut für Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere, Justus-Liebig 
Universität, Gießen/Deutschland 
D = Washington/USA 
E = Gamaleya-Institut, Moskau/Russland 
F = unbekannt 
G = Unite des Rickettsies, Marseille/Frankreich 
H = TA Kolb, Windohek/Namibien 
I = Bayer AG, Leverkusen/Deutschland 
J = Gifu Universität, Gifu city/Japan 
L = BFAV, Wusterhausen; Deutschland 
M = LMU, München; Deutschland 

3.1.3 Zelllinien 

Als Zelllinie zur Vermehrung der C. burnetii-Isolate wurden Buffalo Green Monkey-Zel-

len (BGM-Zellen, Friedrich-Loeffler-Institut, Insel Riems/Deutschland) verwendet. 

3.1.4 Aufreinigung 

Die geernteten Zellkulturüberstände wurden bei 14.300 x g im Festwinkelrotor JA-10 

für 1 Stunde bei 5 °C zentrifugiert. Das Sediment wu rde in 5-10 ml steriler 

physiologischer Kochsalzlösung resuspendiert. Es folgte eine weitere Zentrifugation im 

Festwinkelrotor (39.200 x g, 45 min, 5 °C). In der anschließenden Ultraschallbehan d-

lung der in 10 ml einer 0,9 % igen NaCl resuspendierten Pellets wurden die sedimen-

tierten Zellen aufgeschlossen. Darauf folgte eine niedertourige Zentrifugation (484 x g, 

10 min, 5 °C) zur Abtrennung des Zelldetritus von den  Erregern. Der C. burnetii-haltige 

Überstand wurde nun bei 39.200 x g für 45 min bei 5 °C zentrifugiert. Das erhaltene 

Pellet wurde in 500 -1000 µl steriler 0,9 % NaCl resuspendiert und bis zur Quantifizie-

rung bei 4 °C aufbewahrt. Die Lagerung der aufgerei nigten und quantifizierten 

C. burnetii-Prüfsuspension erfolgte bei -70 °C. 
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3.1.5 Mikroskopische Bestimmung der Partikelzahl 

Für die mikroskopische Quantifizierung der C. burnetii-Suspensionen wurden diese 

1:50, 1:100 bzw. 1:200 mit steriler physiologischer Kochsalzlösung verdünnt und je 

10 µl dieser Verdünnungen auf 1 cm2 eines Objektträgers aufgetragen. Die Giménez-

Färbung der Erreger erfolgte nach Antrocknung und anschließender Methanolfixierung. 

Mit dem Mikroskop Leica DMR wurde die Anzahl der Erreger je Flächeneinheit mit Hilfe 

eines Zählokulars bestimmt. Die Partikelzahl wurde mit folgender Formel berechnet: 

 

Partikelkonzentration [C. burnetii-Partikel/ml] = Σci x Mx x vi x 100 

 

Σci = Anzahl der gezählten Coxiellen in 100 Kleinstquadraten 

(entspricht 1 cm2 im Zählokular) 

Mx = Multiplikationsfaktor zur Flächenkorrektur des Blickfeldes bei x-facher 

Vergrößerung 

1 x 108 µm2 
M (10 x 100-fach)  = 

10.000 µm2 
 = 10.000 

1 x 108 µm2 
M (10 x 40-fach)  = 

62.500 µm2 
 = 1.600 

1 x 108 µm2 
M (10 x 20-fach ) = 

250.000 µm2 
 = 400 

 

vi = Verdünnungsfaktor der Coxiellensuspension 

3.1.6 Inaktivierung 

Um die aufgereinigten Isolate zu inaktivieren, wurden diese bei 96 °C im Wasserbad 

für 30 Minuten inkubiert. Die Überprüfung des Inaktivierungserfolges geschah indem 

vier PS-Röhrchen mit konfluentem BGM-Zellrasen auf den Deckgläschen mit den inak-

tivierten Coxiellen versetzt wurden. Die inokulierte Dosis betrug bei zwei der Polystyrol-

röhrchen jeweils 105 C. burnetii-Partikel und bei den anderen beiden 108 C. burnetii-

Partikel. Nach dem Aufzentrifugieren der Bakterien (3.000 x g, 30 °C, 1 h) erfolgte die 

Inkubation der Kulturen bei 37 °C. Jeweils fünf bis sie ben Tage post inoculationem 

wurden die eukaryotischen Zellen mittels Ultraschall aufgeschlossen und das Lysat auf 

frischen BGM-Zellkulturen passagiert. Die Inaktivierung wurde als „erfolgreich“ 
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bewertet, wenn nach der vierten Passage mittels Phasenkontrastmikroskopie keine 

erregerhaltigen Vakuolen nachweisbar waren. 

3.1.7 Gimenez-Färbung 

Die auf den Objektträgern aufgetragenen, luftgetrockneten C. burnetii-Suspensionen 

wurden 1 Stunde im Methanolbad fixiert. Es folgte eine 10-minütige Färbung mit der 

Karbolfuchsin-Gebrauchslösung und danach mit Malachitgrün (0,8 %; 2 x 1 min). Vor 

und nach dem Färben wurden die Objektträger jeweils mit A. dest. gewaschen. An-

schließend wurden die Präparate unter dem Mikroskop beurteilt. 

3.2 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 

3.2.1 Präparation bakterieller Gesamt-DNA 

100 µl einer in physiologischer Kochsalzlösung verdünnten inaktivierten Coxiellensus-

pension (f. c. 1 x 107 Partikel/µl) wurden mit Proteinase K (f. c. 1,5 µg/µl) für 2 h bei 

56 °C inkubiert und anschließend zur Inaktivierung d er Proteinase K für 10 min bei 

100 °C behandelt. 

Zur Präparation bakterieller Gesamt-DNA für die XL-PCR wurde eine aktive Coxiellen-

suspension in TE-Puffer verdünnt (f. c. 1 x 107 Partikel/µl) und mit Proteinase K (f. c. 

0,2 µg/µl) bei 56 °C über Nacht inkubiert. Die Prote inase K wurde dann durch Zugabe 

von PMSF (f. c. 1 mM; 56 °C, 1 h) inaktiviert. Der In aktivierungsschritt wurde einmal 

wiederholt.  

Die extrahierte Gesamt-DNA wurde bei -20 °C gelagert . 

 

 

3.2.2 Multiplex-PCR für die Plasmiddifferenzierung u nd adaA -PCR 

Für beide PCR-Methoden war der 10 µl PCR-Reaktionsansatz wie folgt: 

2 x Mastermix  5 µl 
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Auftragspuffer  1 µl 

A. bidest.   2 µl 

Primermix   1 µl 

Ziel-DNA   1 µl 

 

Der Primermix (16 µM) für die Plasmiddifferenzierung mittels Multiplex-PCR bestand 

aus den Primern QpH1F, QpH1R, QpRSF, QpRSR, QpDVF, QpDVR, ScurryF und 

ScurryR (2 µM je Primer, Tab. 7). 

 

Der Primermix (8 µM) für die adaA-PCR setzte sich aus den Primern adaAF, adaAR, 

Trans 1 und Trans 2 (2 µM je Primer) zusammen. Die Primer Trans 1 und Trans 2 

amplifizieren eine Transposon-Sequenz, die allen Coxiellen gemeinsam ist und dienten 

hier als interne Kontrollprimer.  

Für beide PCR-Methoden wurden folgende Zyklusparameter verwendet: 

Aktivierung der DNA-Polymerase 95 °C, 15 min 

 

Denaturierung    95 °C, 30 s 

Annealing     58 °C, 90 s 35 Zyklen 

Extension     72 °C, 30 s 

 

Extension     72 °C, 10 min 

3.2.3 XL-PCR 

Die XL-PCR ist zur Amplifikation großer DNA-Fragmente (bis 40 kb) geeignet. Der 

Reaktionsansatz für die XL-PCR war wie folgt: 

A. bidest.    25,4 µl 

3,3x XL-Puffer   15,0 µl 

25 mM Mg(OAc)2  2,2 µl 

dNTPs (je 4 mM)  4,0 µl 

Primer (je 20 µM)  0,8 µl 

rTth DNA XL-Polymerase 0,8 µl 

Ziel-DNA    1,0 µl 

 

Der Thermocycler (Gene AMP PCR System 9600) wurde wie folgt programmiert: 
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Aktivierung der DNA-Polymerase 94 °C, 15 min 

Denaturierung    94 °C, 14 s 

Annealing     58 °C, 15 s      16 Zyklen 

Extension     72 °C, 14 min 

 

Denaturierung    94 °C, 15 s 

Annealing     58 °C, 15 s       20 Zyklenzahl 

Extension            72 °C, 14 min ( ∆t +15 s/Zyklus) 

 

Amplifikation    72 °C, 7 min 

3.2.4 Multiple Loci Variable Number of Tandem Repeats Ana lysis  

Eine Feinkartierung der C. burnetii-Isolate erfolgte mittels der Multiple Loci Variable 

Number of Tandem Repeats Analysis (MLVA). Für die Genotypisierung der C. burnetii-

Isolate wurden 7 verschiedene Primerpaare eingesetzt: Cox1F/Cox1R, Cox2F/Cox2R, 

Cox3F/Cox3R, Cox4F/Cox4R, Cox5F/Cox5R, Cox6F/Cox6R und Cox7F/Cox7R  

Tab. 9). 

 

Der PCR-Reaktionsansatz war wie folgt: 

2 x Mastermix  5 µl 

Primermix   4 µl (f.c. 0,2 µM je Primer) 

Ziel-DNA   1 µl 

 

Die PCR-Reaktion fand unter folgenden Zyklusbedingungen statt:  

Aktivierung der DNA-Polymerase 95 °C, 15 min 

 

Denaturierung    95 °C, 30 s 

Annealing      variabel, s.u., 90 s 24 Zyklen 

Extension     72 °C, 30 s 

 

Extension     72 °C, 10 min 

Die Annealingtemperaturen für die Primerpaare Cox1F/Cox1R, Cox3F/Cox3R und 

Cox6F/Cox6R betrugen 54 °C; für die Primerpaare Cox 2f/Cox2R und Cox5F/Cox5R 

57 °C und für das Primerpaar Cox7F/Cox7R 53 °C. 
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Das Cox4F/Cox4R-Amplifikat konnte auf Grund seiner Größe nicht auf dem LI-COR-

System dargestellt werden, deshalb wurden die PCR-Produkte auf einem speziellen 

Polyacrylamidgel aufgetrennt (Kap. 3.2.6). Auch der PCR-Reaktionsansatz wurde 

folgendermaßen variiert: 

2 x Mastermix 10 µl 

Auftragspuffer 2 µl 

A. bidest.  4 µl 

Primermix 2 µl (f.c. 0,4 µM) 

Ziel DNA  2 µl 

 

Die Annealingtemperatur betrug 58 °C und die Zyklen zahl wurde auf 35 erhöht. 

3.2.5 Analytische Agarose-Gel-Elektrophorese 

Die Amplifikate der Multiplex-PCR zur Plasmiddifferenzierung und der adaA-PCR 

konnten auf einem 2%igen, die Amplifikate der XL-PCR auf einem 1%igen Agarosegel 

bei 1,25 V/cm für 45-60 min aufgetrennt werden. Dazu wurden 10 µl der PCR-Produkte 

mit 2 µl 6X Loading Dye auf einem Parafilm gemischt und davon 10 µl auf das Gel 

aufgetragen. Als Größenmarker diente bei der Multiplex- und adaA-PCR eine 100 Bp-

Leiter und bei der XL-PCR ein 1 kb-Standard. 

Nach erfolgter Elektrophorese wurden die DNA-Fragmente in den Ethidiumbromid-hal-

tigen Gelen (f.c. 0,5 µg/ml) auf einem UV-Transilluminator sichtbar gemacht und 

anschließend dokumentiert. 

3.2.6 Analytische Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese 

Alle Amplifikate der MLVA mussten aufgrund der geringen Längenunterschiede auf 

Polyacrylamidgelen (PAA-Gelen) aufgetrennt werden. Die Elektrophorese der Amplifi-

kate aus der Cox4-PCR wurde in einer Minigel-Twin-Elektrophoresekammer, die der 

restlichen Amplifikate in einem LI-COR 4200 DNA Sequencing System durchgeführt. 

Die Auftrennung der Amplifikate der Cox4-PCR erfolgte mit einem 5,56%igen PAA-Gel.  

Zusammensetzung eines PAA-Gels: 

1 x TAE       5,72 ml 

30% Acrylamid     0,84 ml 
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10% Ammoniumperoxodisulfat1) 30,00 µl 

TEMED       5,00 µl 

 

Die Gellösung wurde zwischen zwei vorbereitete, vertikal angeordnete Glasplatten 

gegossen und zum Erzeugen von Probentaschen ein Kamm zwischen die Glassplatten 

eingesetzt. Nach 30 bis 60 min Polymerisation bei 40 °C  konnte das Gel in eine 

Minigel-Twin-Kammer eingehängt und die Kammer mit 1 x TAE als 

Elektrophoresepuffer gefüllt werden. Die Proben wurden 1:1 mit Loading Dye versetzt 

und jeweils 10 µl in die entsprechenden Geltaschen pipettiert. Die Gene RulerTM 

100 Bp DNA Ladder diente als Größenstardard. Die Elektrophorese fand für 2 h bei 

80 V statt. Die Färbung der Gele erfolgte für 10 min in einem Ethidiumbromidbad (f. c. 

0,5 µg/ml), mit anschließender Wässerung für 10 min und Sichtbarmachung sowie 

Dokumentation auf einem UV-Transilluminator. 

 

Vor der Elektrophorese am LI-COR 4200 mussten die zwei Glasplatten vor dem 

Gießen des Geles gründlich mit Micro-90 und A. dest. gereinigt und zum Schluß mit 

70%igem Isopropanol abgegespült werden.  

 

Zusammensetzung zu eines 6%igen Polyacrylamidgeles: 

Harnstoff    8,4 g 

Long Ranger Gel Solution 2,4 ml 

10 x TBE-Puffer  2,4 ml 

ad 22,5 g mit A. bidest. 

 

Unmittelbar vor dem Gießen des Geles wurden 135 µl 10%iges Ammoniumperoxodi-

sulfat und 13,5 µl TEMED zugesetzt. Anschließend wurde die Gellösung zwischen die 

Glasplatten gegossen. Sobald die Gellösung den unteren Rand der Glasplatten 

erreicht hatte, konnte der Kamm eingesetzt werden. Nach der Polymerisation des 

Geles (ca. 1,5 h) konnte es in den LI-COR 4200 DNA Sequencer eingehängt und das 

obere und untere Pufferreservoir mit 1 x TBE gefüllt werden. Vor dem Auftrag wurden 

die Proben 1:1 in LI-COR-Auftragspuffer (Gebrauchslösung) verdünnt, für 3 min bei 

92 °C inkubiert (Hitzedenaturierung der DNA) und di rekt auf Eis abgekühlt. Als 

Größenstandard dienten PCR-Amplifikate mit folgenden Amplifikatlängen: 71 Bp, 

141 Bp, 180 Bp, 225 Bp und 281 Bp. 

Zur Konditionierung des Geles erfolgte ein Vorlauf für 15 min unter den gleichen Bedin-

gungen wie für die eigentliche Elektrophorese. Anschließend wurden die Proben und 
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Größenstandards auf das Gel aufgetragen und die Elektrophorese mit folgendem 

Parameter durchgeführt: Spannung 1500 V; Stromstärke 40 mA; Leistung 40 W; 

Temperatur 50 °C; Dauer 120 min. Die Übertragung de r Elektrophoresedaten fand in 

Echtzeit mit Hilfe des Programms e-seq® statt. Die Auswertung des Gebildes erfolgte 

mit dem Programm 1DscanEX. 

3.3 Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus (RFLP)  

3.3.1 Herstellung der Agaroseblöckchen für die contour-clamped homoge-
neous electric field – pulse field gel electrophore sis (CHEF-PFGE) 

Zur Herstellung der Agaroseblöckchen musste eine Coxiellen-Suspension in 1 x TE-

Puffer mit 2 x 109 Partikel/ml bei 56 °C in einem Wasserbad vorgewärmt werden. 

Anschließend wurde diese Suspension zu gleichen Teilen mit einer 56 °C warmen 

Agarose-Lösung (1% Incert-Agarose in 1 x TE-Puffer) vermischt und in eine spezielle 

Form (Volumen 100 µl) gegossen. Nach 15 min auf Eis konnten die Blöckchen 

vorsichtig mit einem Plastikspatel der Form entnommen und bis zum Gebrauch in 

1 x TE-Puffer bei 4 °C gelagert werden. 

3.3.2 Freisetzung und Verdau der in den Agaroseblöck chen enthaltenen 
DNA 

Die Agaroseblöckchen (Kap. 3.3.1) wurden in 2 Vol. ES-Puffer für 30 min äquilibriert 

und nach Zugabe von Proteinase K (f. c. 0,5 mg/ml) bei 56 °C über Nacht inkubiert. 

Nach zweimaligem Waschen in 1 x TE-Puffer (30 min, RT) erfolgte die Inaktivierung 

der Proteinase K mit PMSF (f.c. 1 mM in 1 x TE-Puffer). Um PMSF-Reste zu entfernen 

wurden die Blöckchen zweimal in 1 x TE-Puffer bei RT gewaschen. 

Nach Teilung der Blöckchen erfolgte der Verdau einer Hälfte mit Not I-Enzym. Dazu 

wurden die Blöckchen zunächst 30 min bei RT in Not I-Restriktionspuffer äquilibriert 

und anschließend durch frischen Not I-Restriktionspuffer ersetzt. Nach Zugabe des 

Restriktionsenzyms Not I (f. c. 10 U/ml) erfolgte der Verdau bei 37 °C für 24 h.  

Das Restriktionsenzym wurde nach dem Verdau durch Waschen der Blöckchen für 30 

min in 1 x TE-Puffer entfernt. 
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3.3.3 Contour-clamped homogeneous electric field – pulse field gel electro-
phoresis  (CHEF-PFGE) 

Für die Durchführung der CHEF-PFGE wurde ein 1%iges MBC-Agarosegel genutzt. In 

die Taschen des Gels wurden halbierte Blöckchen (Kap. 3.3.2) eingesetzt und 

anschließend mit Agarose versiegelt. Im Anschluß daran fand eine Elektrophorese mit 

auf 12 °C vorgekühltem Elektrophoresepuffer (1 x TBE)  statt. Als DNA-

Größenstandards dienten eine 1 kb-Leiter und ein Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker 

 

Für die Elektrophorese wurden die folgenden Parameter verwendet:  

2  – 20 kBp Bereich: 

„FIGE 180°“-Modus und Pulszeiten von 0,05-0,125 s für 9 h 26 min bei 9 V/cm Forward 

Spannung und 6 V/cm Reverse Spannung. Anschließend wurde das Gel für 30 min in 

einem Ethidiumbromidbad (f. c. 0,5 µg/ml) gefärbt und 5 min gewässert. Die DNA-

Fragmente wurden auf einem UV-Tisch sichtbar gemacht und bildanalytisch dokumen-

tiert. 

 

20  – 500 kBp Bereich: 

„Multistate“-Modus und Pulszeiten von 0,1-11 s mit linearem Gradienten für 8 h bei 

5 V/cm konstanter Spannung und einem Winkel von 60° bis -60°, gefolgt von Puls-

zeiten von 9-34 s mit linearem Gradienten für 12 h bei 5 V/cm konstanter Spannung 

und einem Winkel von 60 bis -60°. Anschließend wurde d as Gel für 30 min in einem 

Ethidiumbromidbad (f. c. 0,5 µg/ml) gefärbt und 5 min gewässert. Die Darstellung der 

DNA-Fragmente fand mittels UV-Licht statt. 
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4 ERGEBNISSE 

4.1 Genetische Charakterisierung von C. burnetii -Isolaten 

4.1.1 Darstellung der Plasmide mittels Multiplex-PC R 

Um die Plasmide der C. burnetii-Isolate zu untersuchen wurden für das QpH1-, QpRS- 

und QpDV-Plasmid sowie für die Plasmid-homologen, ins Genom integrierten 

Sequenzen spezifische Primer entwickelt. 

Für diese Primer wurde eine Multiplex-PCR etabliert, mit der es möglich war, die Plas-

midausstattung eines C. burnetii-Isolates in nur einer einzigen PCR nachzuweisen.  

In Abb. 1  sind die Amplifikate für die entsprechenden Referenzisolate dargestellt (Spur 

2 bis 6). Jedes Produkt hat eine unterschiedliche Größe, wodurch eine Differenzierung 

der Plasmide ermöglicht wird. Ein unerwartetes Ergebnis wurde bei Isolaten 

beobachtet, die das QpDV-Plasmid besitzen (Abb.1, Spur 6). Hier entstanden grund-

sätzlich zwei Amplifikate: ein QpDV-spezifisches Amplifikat (198 Bp) und ein Amplifikat 

(364 Bp), welches ursprünglich nur bei Isolaten mit dem QpRS-Plasmid gefunden 

wurde. Weitere Untersuchungen, die zur Klärung dieses unerwarteten Ergebnisses 

durchgeführt wurden, sind in Kapitel 4.1.2 beschrieben. 

 

     1        2        3        4         5         6        7 

 
 

Abb. 1:  Darstellung der plasmidspezifischen Sequenzen von C. burnetii-Isolaten 
mittels Multiplex-PCR mit plasmidspezifischen Primern und anschließender 
Agarosegelelektrophorese. 

   Spur 1: Marker (100 Bp Ladder) 

   Spur 2: C. b. „Nine Mile“ (QpH1-Plasmid) 

   Spur 3: C. b. „Dugway 5J108-111“ (QpH1-Plasmid) 

513 bp 
 
364 bp 
 244 bp 
 198 bp 
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   Spur 4: C. b. „Priscilla Q117“ (QpRS-Plasmid) 

  Spur 5: C. b. „Scurry Q217“ (Plasmid-homologe, chromosomal 

  integrierte Sequenz) 

  Spur 6: C. b. „RT 1140“ (QpDV-Plasmid) 

  Spur 7: Marker (100 Bp Ladder) 

 

Von den untersuchten Isolaten besaßen 89 das QpH1-Plasmid, acht das QpRS-

Plasmid und fünf das QpDV-Plasmid. Zwei Isolate enthielten die chromosomal 

integrierten, Plasmid-homologen Sequenzen. (Abb. 4 ). 

4.1.2 Vergleichende PCRs für die Plasmide QpRS und QpDV 

Auf Grund der unerwarteten Ergebnisse der QpDV-spezifischen PCR (Kap. 4.1.1) war 

die Etablierung verschiedener PCRs nötig, um das Auftreten eines zusätzlichen 

Amplifikates bei QpDV-positiven C. burnetii-Isolaten abzuklären. Die Primer wurden 

anhand der für die beiden Plasmide veröffentlichten Sequenzen (ab 14.000 Bp) 

entwickelt. Entsprechend diesen Sequenzen besitzt QpRS drei exklusive Bereiche 

(Abb. 2 ), welche beim QpDV-Plasmid nicht vorhanden sind. Bei der Verwendung von 

QpDV-Primern (QpDVF, QpDVR) aus der Multiplex-PCR (Kap. 4.1.1) mit QpDV-

Plasmidsequenzen entstand ein 198 Bp Amplifikat (Abb. 2 ). Bei Vorhandensein der 

QpRS-Plasmidsequenzen hätte ein über 2000 Bp großes Produkt amplifiziert werden 

müssen (Abb. 2 ). Unter den Bedingungen der Multiplex-PCR ist es jedoch nicht 

möglich ein über 2000 Bp großes Produkt zu amplifizieren. 

Die QpRS-Primer (QpRSF, QpRSR) aus der Multiplex-PCR (Kap. 4.1.1) binden beim 

QpRS-Plasmid in dem exklusiven Bereich 3 (Abb. 2 ). Ein Vergleich der Primerse-

quenzen mit den in der Datenbank veröffentlichten Plasmidsequenzen (NCBI Acc.no. 

NC_010258 und NC_002131) ließ erwarten, dass nur bei dem QpRS-Plasmid und 

nicht bei dem QpDV-Plasmid ein Amplifikat entsteht. Da tatsächlich jedoch auch ein 

QpRS-spezifisches Amplifikat bei Isolaten mit dem QpDV-Plasmid (Abb. 1 ) gebildet 

wurde, wurden zwei weitere PCRs für diesen Bereich entwickelt, deren Primer sowohl 

innerhalb (QpRSFR) als auch außerhalb (QpF, QpFN, QpR) der exklusiven Segmente 

binden (Abb. 2 ). Auf Grund der in der Datenbank veröffentlichten Sequenzen wurde 

erwartet, dass unter Verwendung der Primer QpFN und QpR in der XL-PCR bei den 

Isolaten mit dem QpDV-Plasmid, im Gegensatz zu dem 4921 Bp großen Produkt der 
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QpRS-Isolate, ein nur 916 Bp großes Amplifikat entstehen würde (Abb. 2 ). Das PCR-

Amplifikat für beide Plasmidtypen hatte jedoch die gleiche Größe. 

Auch Primer, die für den exklusiven Bereich 2 im QpRS-Plasmid entwickelt wurden, 

(QpRSF3/QpRSR3) ergaben bei den Isolaten mit dem QpDV-Plasmid ein Amplifikat 

gleicher Größe. Ebenso wurden die gleichen Amplifikate für beide Plasmidtypen mit 

Primern gebildet, die den exklusiven Bereich 2 umfassten (Qp2F/Qp2R) bzw. mit 

Kombinationen von Primern, die einmal innerhalb (QpRSF3, QpRSR3) und einmal 

außerhalb (Qp2F, Qp2R) des exklusiven Bereiches 2 lagen (Abb. 2 ). 

Schließlich wurden zwei neue Primer (QpRS2-1, QpRS2-2) für den exklusiven Bereich 

1 des QpRS-Plasmids entwickelt (Abb. 2 ), die sich in der PCR als spezifisch für QpRS 

erwiesen. 

Die Ergebnisse zeigen, dass der erste exklusive Bereich spezifisch für Isolate mit dem 

QpRS-Plasmid ist, während die zweiten und dritten exklusiven Bereiche von QpRS-

Isolaten auch in Isolaten mit dem QpDV-Plasmid vorkommen. 

 

 

 
 Abb. 2*:  Graphische Gegenüberstellung von QpRS- und QpDV-Plasmidsequenzen (ab 
14000 Bp) sowie die erwarteten (erwartet QpDV) und die tatsächlich erhaltenen PCR-
Produkte (Amplifikate QpDV). 

* 1, 2, 3: laut Datenbankeintrag (NCBI Acc. no. NC_010258 und NC_002131) 
exklusive Bereiche für das QpRS-Plasmid 
∆: laut Datenbankeintrag (NCBI Acc. no. NC_010258 und NC_002131) im QpDV-
Plasmid deletierte Bereiche 
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4.1.3 Nachweis des acute disease antigen A  (adaA )-Gens 

Eine PCR mit dem Primerpaar adaAF und adaAR ergab mit der Gesamt-DNA der 

C. burnetii-Isolate, die das adaA-Gen besitzen, ein 269 Bp großes Amplifikat (Abb. 3 ). 

Bei allen PCR-Reaktionen wurde eine interne Kontrolle mitgeführt (Primer Trans-1 und 

Trans-2), die an ein Transposase kodierendes Gen von C. burnetii bindet und ein 

687 Bp großes Produkt ergab (Abb. 3 ). Diese Sequenz wiederholte sich mehrmals im 

Genom von C. burnetii und wurde bis jetzt bei allen untersuchten Isolaten gefunden. 

Daher sollte die interne Kontrolle bei allen C. burnetii–Isolaten positiv sein. Ein negati-

ves Ergebnis für die interne Kontrolle deutet auf einen Fehler in der Durchführung der 

PCR hin oder auf Inhibitoren für die DNA-Polymerase. 

 

  1     2      3      4      5     6      7      8      9    10    11    12  13 

  
 

Abb. 3:  Darstellung des adaA-Gens verschiedener C. burnetii–Isolate mittels 
Duplex-PCR (687 Bp-Bande = Kontrollfragment, 269 Bp-Bande = adaA-
Fragment) und anschließender Agarosegelelektrophorese. 

   Spur 1: Marker (100 Bp Ladder); Spur 2: C. b. „Z 3478/92“;  

   Spur 3: C. b. „Z 3574-1/92“; Spur 4: C. b. „Z 3574-2/92“;   

   Spur 5: C. b. „Z 3574-3/92“; Spur 6: C. b. „Z 4485/93“;  

   Spur 7: C. b. „C-2 Xia Quiao“, Spur 8: C. b. „C-3 Qi Yi“,   

   Spur 9: C. b. „W-2“, Spur 10: C. b. „Frankfurt“;    

   Spur 11: C. b. „Priscilla Q177“; Spur 12: C. b. „Scurry Q217“;  

   Spur 13: Marker (100 Bp Ladder) 

 

Von 104 untersuchten C. burnetii-Isolaten wurde das adaA-Gen bei 88 Isolaten nach-

gewiesen (Abb. 4 ). Bei vier Isolaten (F-8, RT 1140, RT-Schperling und F2), die von 

Menschen mit akuten Erkrankungen stammten, konnten keine adaA-Sequenzen 

nachgewiesen werden. 

269 bp 
 

687 bp 
 500 bp 
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4.1.4 Multiple Loci Variable Number of Tandem Repeats Ana lysis  (MLVA) 

Eine genomische Charakterisierung der C. burnetii-Isolate wurde mittels MLVA 

vorgenommen. Tandem Repeats entsprechen Mikrosatelliten bei Eukaryonten und 

stellen Wiederholungen von Sequenzmotiven dar. Eine genomweite Suche nach 

solchen Motiven wurde erst durch die Komplettsequenzierung des Chromosoms des 

C. burnetii-Isolates „Nine Mile“ möglich. 

Für die Genotypisierung der C. burnetii-Isolate wurden 7 verschiedene Sequenzmotive 

herangezogen. Die Sequenzmotive wurden mit Primern, die außerhalb der Sequenz-

motive binden, amplifiziert. Anschließend wurden die Amplifikate auf einem Gel aufge-

trennt und analysiert. Unterschiede in den Amplifikatlängen spiegeln eine unter-

schiedliche Anzahl an Tandem Repeats wieder und machen so eine Diskriminierung 

verschiedener Isolate möglich. 

Da die Sequenzmotive der Tandem Repeats oft nur wenige Basenpaare groß sind und 

sich die Isolate eventuell nur durch einen Repeat oder wenige Repeats unterscheiden, 

war eine Analyse der PCR-Produkte meist nur auf hochauflösenden 

Polyacrylamidgelen möglich, wie sie bei der Sequenzierung verwendet werden. 

Bei den untersuchten C. burnetii-Isolaten konnten pro Primerpaar zwischen 4 und 14 

verschiedene PCR-Produktgrößen unterschieden werden (Tab. 2). 

 

Tab. 2:  Anzahl der pro Locus amplifizierten PCR-Produkte für die mittels MLVA 
untersuchten C. burnetii-Isolate. 

 

Locus/Primer 
Repeat -Größe* 

(Bp) Repeat -Sequenz (5’-3’)* 
Anzahl der 

PCR-Produkte  
#1 Cox1F 6 GAAAAG 9 
#1 Cox1R    
#2 Cox2F 6 TGAAGA 4 
#2 Cox2R    
#3 Cox3F 9 AGAAAATAA 14 
#3 Cox3R    
#4 Cox4F 21 GACAGAAGACGGAAGACGGAA 7 
#4 Cox4R    
#5 Cox5F 6 TAAGAA 6 
#5 Cox5R    
#6 Cox6F 7 GAGGACA 5 
#6 Cox6R    
#7 Cox7F 7 CAGAGGA 4 
#7 Cox7R    

 

Erläuterung: 

  * = Quelle Svraka et al. 2005 
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Die MLVA-Ergebnisse für die untersuchten Isolate sind in Tab. 3 zusammengefasst. 

Aus praktischen Gründen wurde keine Sequenzierung der PCR-Produkte durchgeführt, 

sondern eine Klassifizierung anhand ihrer Größe vorgenommen. Für jedes Isolat ergab 

sich ein MLVA-Typ, der sich aus der Produktlänge an den entsprechenden Loci 

zusammensetzt. Das Isolat CS-P 31 (IHIT.Cb.-1) hat z. B. den MLVA-Typ 4-3-1-6-4-3-

4.  

 

Tab. 3:  Klassifizierung der untersuchten C. burnetii-Isolate anhand der für die entspre-
chenden Loci (#1 bis #7) mittels MLVA ermittelten Produktlänge. 

 
  Produktlänge am jeweiligen Locus  

Isolat Nr.  Isolat-Name #1* 1 #2*2 #3*3 #4*4 #5*5 #6*6 #7*7 
IHIT.Cb.-         

1 CS-P 31 4 3 1 6 4 3 4 
2 CS-F 2 2 10 1 1 1 1 
3 CS-L 35 4 3 1 5 4 3 4 
4 CS-Florian 2 2 12 1 1 1 1 
5 CS-Z 57 2 2 11 1 1 1 1 
7 Henzerling 4 3 1 6 4 3 4 
9 Andelfingen 3 2 7 1 1 1 1 

10 CS-S1 2 2 10 1 1 1 1 
11 Soyta 1 3 6 1 1 1 1 
12 Boren 4 3 5 5 4 3 4 
13 CS-27 2 2 10 2 1 1 1 
14 CS-48 2 2 11 1 1 1 1 
16 CS-1/IIA 2 2 10 2 1 1 1 
17 CS-KL 1 4 3 1 5 4 3 4 
18 CS-KL 3 4 3 5 5 4 3 4 
19 CS-KL 4 4 3 5 6 4 3 4 
20 CS-KL 5 4 3 5 5 4 3 4 
21 CS-KL 6 4 3 5 5 4 3 4 
22 CS-KL 7 4 3 5 6 4 3 4 
23 CS-KL 8 4 3 5 6 4 3 4 
24 CS-KL 9 4 3 5 5 4 3 4 
25 CS-KL 10 4 3 1 5 4 3 4 
26 CS-KL 11 4 3 1 5 4 3 4 
27 Nine Mile 4 3 5 5 4 3 4 
28 Utvinis 3 2 14 n. n. 1 1 1 
29 Stanica 2 2 9 1 1 1 1 
30 Geier 2 2 12 1 1 1 1 
31 Balaceanu 2 2 12 1 1 1 1 
32 Brasov 4 3 5 5 1 3 4 
33 CS-S 1 2 3 3 2 3 3 
34 CS-Ixodes 2 2 13 2 1 1 1 

Fortsetzung der Tabelle auf der nächsten Seite 
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  Produktlänge am jeweiligen Locus  
Isolat Nr.  Isolat-Name #1* 1 #2*2 #3*3 #4*4 #5*5 #6*6 #7*7 

35 RT 1140 1 2 2 2 5 n. n. 2 
36 RT-Schperling 1 2 4 n. n. 6 1 2 
37 RT-I 2 2 13 1 1 1 1 
38 RT-III 2 2 13 1 1 1 1 
39 CS-Kmen L 2 2 10 1 1 1 1 
40 CS-BUD 2 2 11 1 1 1 1 
41 CS-DER 4 2 13 2 1 1 1 
42 CS-Polsko 4 3 5 6 4 3 4 
43 Z 2534/90 2 1 4 5 1 n. n. 2 
44 Hardthof/90 4 3 1 5 4 3 4 
45 Z 2775/90 4 3 1 5 4 3 4 
47 F-1 1 2 4 n. n. 4 n. n. 2 
48 F-2 1 2 n.a. n.a. 5 2 2 
49 F-3 1 3 3 2 3 4 2 
50 F-4 1 2 1 1 5 n. n. 2 
51 F-5 4 3 5 5 4 3 4 
53 F-7 1 3 3 n. n. 3 4 2 
54 F-8 1 2 4 1 5 n. n. 2 
55 F-9 4 3 5 5 4 3 4 
56 F-10 1 2 n.a. n.a. 5 2 2 
57 S-1 1 2 6 1 1 1 1 
58 S-4 1 2 6 1 1 1 1 
59 Z 3027/91 6 1 5 4 5 2 2 
60 Z 3055/91 5 2 5 3 1 n. n. 2 
61 Z 3205/91a 7 1 5 4 5 2 2 
62 Z 3205/91b 7 1 1 4 5 2 2 
63 Namibia 1 2 4 n. n. 4 n. n. 2 
64 CS-Dayer 4 3 5 6 4 3 4 
65 Z 3351/92 8 1 5 4 5 2 2 
66 Z 3567/92 9 1 5 4 3 2 2 
67 Z 3568/92 7 1 5 4 5 2 2 
68 Z 3749/92 6 1 5 4 5 2 2 
69 Z 3464/92 3 2 8 1 1 1 1 
70 Z 3468-5/92 3 2 8 1 1 1 1 
71 Z 3478/92 3 2 8 1 1 1 1 
72 Z 3574-1/92 1 2 8 1 4 n. n. 2 
73 Z 3574-2/92 3 2 8 1 1 1 1 
74 Z 3574-3/92 3 2 8 1 1 1 1 
76 Z 4313/93 3 2 8 1 1 1 1 
77 Z 4485/93 3 2 8 1 1 1 1 
78 Z 4488/93 3 2 8 1 1 1 1 
79 Z 104/94 3 2 8 1 1 1 1 
80 Z 257/94 3 2 5 4 5 2 2 
81 Z 349-36/94 3 2 8 1 1 1 1 

Fortsetzung der Tabelle auf der nächsten Seite 
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  Produktlänge am jeweiligen Locus  
Isolat Nr.  Isolat-Name #1* 1 #2*2 #3*3 #4*4 #5*5 #6*6 #7*7 

82 Z 410/94 7 1 5 4 5 2 2 
83 Z 488/94 6 1 5 4 5 2 2 
84 J-1 4 3 5 6 4 3 4 
85 J-3 4 3 5 6 4 3 4 
86 J-27 4 3 5 6 4 3 4 
87 J-60 4 3 5 6 4 3 4 
88 J-82 4 3 5 6 4 3 4 
89 M-34 4 3 5 6 4 3 4 
90 C-1 1 5 4 n. n. 3 4 2 
91 C-2 2 2 12 1 1 1 1 
93 C-3 7 2 d. P d. P d. P d. P 2 
93 Z 163/95 7 1 5 4 5 2 2 
94 Z 688/95 4 3 5 6 4 3 4 
95 Z 66/96 5 2 4 3 1 n. n. 2 
96 Z 416/96 1 3 4 n. n. 3 4 2 
97 W-1 3 2 7 1 1 1 1 
98 W-2 3 2 7 1 1 1 1 
99 W-3 3 2 7 1 1 1 1 
100 W-4 3 2 7 1 1 1 1 
101 W-5 3 2 7 1 1 1 1 
102 W-6 3 2 7 1 1 1 1 
103 Z 346/99 Cox 3 2 7 1 1 1 1 
104 Z 502/99 7 1 5 4 5 2 2 
105 Z232-3/02 7 1 5 4 5 2 2 
106 Frankfurt  4 2 9 1 1 1 1 
107 München 2 2 12 1 1 1 1 
108 Herzberg 1 2 6 1 1 1 1 
110 Dugway 5J108-111 1 1 5 4 5 n. n. 2 
111 Priscilla Q177 1 3 3 n. n. 3 4 2 
112 Scurry Q217 1 2 3 1 2 3 3 

 

Erläuterung:  

d.P.  = zwei verschiedene Produktlängen nachgewiesen 
n.n. = nicht nachgewiesen 
n.a.  = nicht analysiert 
*1 Produktlänge 1: 103-104 Bp, Produktlänge 2: 109-110 Bp, Produktlänge 3: 
115-117 Bp, Produktlänge 4: 122-124 Bp, Produktlänge 5: 139-141 Bp, 
Produktlänge 6: 145 Bp, Produktlänge 7: 150-151 Bp, Produktlänge 8: 155 Bp, 
Produktlänge 9: 168 Bp 
*2 Produktlänge 1: 144-147 Bp, Produktlänge 2: 153 Bp, Produktlänge 3: 154-
159 Bp, Produktlänge 4: 164 Bp 
*3 Produktlänge 1: 83-85 Bp, Produktlänge 2: 105 Bp, Produktlänge 3: 124-126 
Bp, Produktlänge 4: 137-138 Bp, Produktlänge 5: 146-148 Bp, Produktlänge 6: 
182-184 Bp, Produktlänge 7: 190-191 Bp, Produktlänge 8: 198-200 Bp, 
Produktlänge 9: 217-218 Bp, Produktlänge 10: 225-226 Bp, Produktlänge 11: 
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232-235 Bp, Produktlänge 12: 251-252 Bp, Produktlänge 13: 267-270 Bp, 
Produktlänge 14: 289 Bp 
*4 Produktlänge 1: 205-215 Bp, Produktlänge 2: 218-222 Bp, Produktlänge 3: 
234-237 Bp, Produktlänge 4: 244-261 Bp, Produktlänge 5: 325-339 Bp, 
Produktlänge 6: 340-355 Bp 
*5 Produktlänge 1: 125-128 Bp, Produktlänge 2: 134-136 Bp, Produktlänge 3: 
142-143 Bp, Produktlänge 4: 146-149 Bp, Produktlänge 5: 153-154 Bp, 
Produktlänge 6: 160 Bp 
*6 Produktlänge 1: 100-106 Bp, Produktlänge 2: 114-122 Bp, Produktlänge 3: 
143-147 Bp, Produktlänge 4: 200-201 Bp 
*7 Produktlänge 1: 118-121 Bp, Produktlänge 2: 127-131 Bp, Produktlänge 3: 
136-139 Bp, Produktlänge 4: 144-146 Bp 

 

Das Isolat IHIT 93 (C-3) zeigte für die Loci #3, #4, #5 und #6 je zwei verschiedene 

Produktlängen, sodass davon ausgegangen werden muss, dass es sich nicht um einen 

Isolat, sondern um eine Mischung von Isolaten handelt. Die Isolate IHIT 48 (F-2) und 

IHIT 56 (F-10) ergaben für die Loci #3 und #4 keine auswertbaren Ergebnisse. Daher 

wurden die Isolate IHIT 48, 56 und 93 bei der Auswertung nicht berücksichtigt.  

Nach der Übertragung der Daten aus Tab. 3 in eine 0-1-Matrix, wurde ein 

Dendrogramm mit Hilfe eines Computerprogramms (Hierarchical Clustering Explorer 

3.5) erstellt. Das Dendrogramm zeigte eine Einteilung der C. burnetii-Isolate in drei 

große Gruppen mit insgesamt 41 MLVA-Genotypen (Abb. 4 ). Die erste und dritte 

Gruppe erfasste nur Isolate mit dem QpH1-Plasmid. Die erste Gruppe umfasste 42 

Isolate und 14 MLVA-Genotypen, wobei sechs Genotypen bei nur einem einzigen 

Isolat vorkamen. Die zweite Gruppe (Abb. 4 ) mit 32 Isolaten spaltete sich in zwei 

Untergruppen auf. Eine dieser Untergruppen enthielt alle Plasmidtypen, wohingegen in 

die andere Untergruppe nur Isolate mit dem QpH1-Plasmid entfielen. Die zweite 

Gruppe stellte sich mit 22 MLVA-Genotypen als genetisch sehr heterogen dar, zumal 

18 Genotypen nur bei einem einzigen Isolat vorkamen. Im Gegensatz dazu verteilten 

sich die 29 Isolate der dritten Gruppe auf nur fünf MLVA-Genotypen (Abb. 4 ). Bis auf 

einen MLVA-Genotyp, der nur bei einem einzigen Isolat gefunden wurde, kamen alle 

anderen Genotypen bei mehreren Isolaten vor. 
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Fortsetzung der Abbildung auf der nächsten Seite 

 

Abb. 4: MLVA-Dendrogramm der untersuchten C. burnetii-Isolate mit ihren 
zugehörigen genetischen Eigenschaften, ihrem geographischen Ursprung und dem 
Wirt, aus dem sie isoliert wurden. 

I

II

adaAIsolatDendrogramGruppe

MLVA

Plasmid
RFLP-
PFGE Wirt Ursprung

Z 104/94 QpH1 + 2 Schaf Deutschland
Z 349-36/94 QpH1 + unbek. Schaf Deutschland
Z 4488/93 QpH1 + 2 Schaf Deutschland
Z 4485/93 QpH1 + 2 Schaf Deutschland
Z 4313/93 QpH1 + 2 Schaf Deutschland
Z 3574-3/92 QpH1 + 2 Schaf Deutschland
Z 3574-2/92 QpH1 + 2 Schaf Deutschland
Z 3478/92 QpH1 + 2 Schaf Deutschland
Z 3468-5/92 QpH1 + 2 Schaf Deutschland
Z 3464/92 QpH1 + 4 Ziege Deutschland
W-6 QpH1 + 2 Rind unbek.
Z 346/99 Cox QpH1 + 2 Schaf Deutschland
W-5 QpH1 + 2 Schaf Deutschland
W-4 QpH1 + 2 Schaf Deutschland
W-3 QpH1 + 2 Damwild Deutschland
W-2 QpH1 + 2 Ziege unbek.
W-1 QpH1 + 2 Schaf unbek.
Andelfingen QpH1 + 2 Rind Schweiz
C-2 QpH1 + 1 unbek. China
München QpH1 + 1 Schaf Deutschland
Balaceanu QpH1 + I Mensch Rumänien
Geier QpH1 + 1 Mensch Rumänien
CS-Florian QpH1 + 1 unbek. unbek.
CS-48 QpH1 + 1 Zecke unbek.
CS-BUD QpH1 + 1 Rind unbek.
CS-Z 57 QpH1 + 2 unbek. unbek.
CS-S1 QpH1 + 1 Rind unbek.
CS-Kmen L QpH1 + 1 unbek. unbek.
CS-F QpH1 + 1 unbek. unbek.
RT-I QpH1 + 1 Maus Russland
RT-III QpH1 + 1 Zecke Russland
Stanica QpH1 + 2 Mensch Rumänien
Frankfurt QpH1 + 1 Rind Deutschland
S-4 QpH1 + 2 Schaf Schweden
Herzberg QpH1 + 2 Mensch Griechenland
S-1 QpH1 + 2 Schaf Schweden
Soyta QpH1 + 2 Rind Schweiz
Utvinis QpH1 + 2 Mensch Rumänien
CS-27 QpH1 + 2 Zecke unbek.
CS-1/IIA QpH1 + 1 Zecke unbek.
CS-Ixodes QpH1 + 1 Zecke Russland
CS-DER QpH1 + 1 Zecke Mongolei
F-4 QpDV - 16 Mensch Frankreich
F-8 QpDV - 14 Mensch Frankreich
RT 1140 QpDV - 10 Mensch Russland
F-1 QpRS - 12 Mensch Frankreich
Namibia QpRS - 9 Ziege Namibien
Z 3574-1/92 QpRS - 17 Schaf Deutschland
RT-Schperling QpDV - 11 Mensch Kirgistan
Z 3055/91 QpH1 + 6 Schaf Deutschland
Z 66/96 QpH1 + 6 Ziege Deutschland
Z 2534/90 QpH1 + 6 Ziege Österreich
F-7 QpRS - 13 Mensch Frankreich
Priscilla Q177 QpRS - IV Ziege USA
Z 416/96 QpRS - 19 Mensch Arabien 
F-3 QpRS - 13 Mensch Frankreich
C-1 QpRS - unbek. unbek. China
CS-S plasmidlos - V unbek. unbek.
Scurry  Q217 plasmidlos - V Mensch USA

I

II

adaAIsolatDendrogramGruppe
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Plasmid
RFLP-
PFGE Wirt Ursprung

Z 104/94 QpH1 + 2 Schaf Deutschland
Z 349-36/94 QpH1 + unbek. Schaf Deutschland
Z 4488/93 QpH1 + 2 Schaf Deutschland
Z 4485/93 QpH1 + 2 Schaf Deutschland
Z 4313/93 QpH1 + 2 Schaf Deutschland
Z 3574-3/92 QpH1 + 2 Schaf Deutschland
Z 3574-2/92 QpH1 + 2 Schaf Deutschland
Z 3478/92 QpH1 + 2 Schaf Deutschland
Z 3468-5/92 QpH1 + 2 Schaf Deutschland
Z 3464/92 QpH1 + 4 Ziege Deutschland
W-6 QpH1 + 2 Rind unbek.
Z 346/99 Cox QpH1 + 2 Schaf Deutschland
W-5 QpH1 + 2 Schaf Deutschland
W-4 QpH1 + 2 Schaf Deutschland
W-3 QpH1 + 2 Damwild Deutschland
W-2 QpH1 + 2 Ziege unbek.
W-1 QpH1 + 2 Schaf unbek.
Andelfingen QpH1 + 2 Rind Schweiz
C-2 QpH1 + 1 unbek. China
München QpH1 + 1 Schaf Deutschland
Balaceanu QpH1 + I Mensch Rumänien
Geier QpH1 + 1 Mensch Rumänien
CS-Florian QpH1 + 1 unbek. unbek.
CS-48 QpH1 + 1 Zecke unbek.
CS-BUD QpH1 + 1 Rind unbek.
CS-Z 57 QpH1 + 2 unbek. unbek.
CS-S1 QpH1 + 1 Rind unbek.
CS-Kmen L QpH1 + 1 unbek. unbek.
CS-F QpH1 + 1 unbek. unbek.
RT-I QpH1 + 1 Maus Russland
RT-III QpH1 + 1 Zecke Russland
Stanica QpH1 + 2 Mensch Rumänien
Frankfurt QpH1 + 1 Rind Deutschland
S-4 QpH1 + 2 Schaf Schweden
Herzberg QpH1 + 2 Mensch Griechenland
S-1 QpH1 + 2 Schaf Schweden
Soyta QpH1 + 2 Rind Schweiz
Utvinis QpH1 + 2 Mensch Rumänien
CS-27 QpH1 + 2 Zecke unbek.
CS-1/IIA QpH1 + 1 Zecke unbek.
CS-Ixodes QpH1 + 1 Zecke Russland
CS-DER QpH1 + 1 Zecke Mongolei
F-4 QpDV - 16 Mensch Frankreich
F-8 QpDV - 14 Mensch Frankreich
RT 1140 QpDV - 10 Mensch Russland
F-1 QpRS - 12 Mensch Frankreich
Namibia QpRS - 9 Ziege Namibien
Z 3574-1/92 QpRS - 17 Schaf Deutschland
RT-Schperling QpDV - 11 Mensch Kirgistan
Z 3055/91 QpH1 + 6 Schaf Deutschland
Z 66/96 QpH1 + 6 Ziege Deutschland
Z 2534/90 QpH1 + 6 Ziege Österreich
F-7 QpRS - 13 Mensch Frankreich
Priscilla Q177 QpRS - IV Ziege USA
Z 416/96 QpRS - 19 Mensch Arabien 
F-3 QpRS - 13 Mensch Frankreich
C-1 QpRS - unbek. unbek. China
CS-S plasmidlos - V unbek. unbek.
Scurry  Q217 plasmidlos - V Mensch USA

Namibia
Z 3574-1/92
Namibia
Z 3574-1/92

DendrogramDendrogram



ERGEBNISSE 37 

Abb. 4 (Fortsetzung) 
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Z 3568/92 QpH1 + 20 Rind Deutschland
Z 3205/91a QpH1 + 20 Rind Deutschland
Z 3749/92 QpH1 + 20 Rind unbek.
Z 488/94 QpH1 + unbek. Rind Deutschland
Z 3027/91 QpH1 + 20 Rind unbek.
Z 3351/92 QpH1 + 20 Rind unbek.
Z 3205/91b QpH1 + 20 Rind Deutschland
Dugway QpH1 + 20 Nager USA
Z 257/94 QpH1 + 20 Rind Deutschland
Z 3567/92 QpH1 + 5 Rind Deutschland
M-34 QpH1 + 18 Rind unbek.
Z 688/95 QpH1 + 18 Rind unbek.
J-82 QpH1 + 18 Rind Japan
J-60 QpH1 + I Rind Japan
J-27 QpH1 + I Rind Japan
J-3 QpH1 + I Rind Japan
J-1 QpH1 + I Rind Japan
CS-Dayer QpH1 + I unbek. unbek.
CS-Polsko QpH1 + I Zecke Polen
CS-KL 8 QpH1 + I Zecke unbek.
CS-KL 7 QpH1 + I Zecke unbek.
CS-KL 4 QpH1 + I Zecke unbek.
F-5 QpH1 + I Mensch Frankreich
F-9 QpH1 + 15 Mensch Frankreich
CS-KL 9 QpH1 + I Zecke unbek.
CS-KL 6 QpH1 + I Zecke unbek.
CS-KL 5 QpH1 + I Zecke unbek.
CS-KL 3 QpH1 + I Zecke unbek.
Boren QpH1 + 1 Rind unbek.
Nine Mile QpH1 + I Zecke USA
Hardthof/90 QpH1 + I Rind Deutschland
Z 2775/90 QpH1 + 7 Rind Deutschland
CS-KL 11 QpH1 + I Zecke unbek.
CS-KL 10 QpH1 + I Zecke unbek.
CS-KL 1 QpH1 + I Zecke unbek.
CS-L 35 QpH1 + I unbek. unbek.
CS-P 31 QpH1 + I unbek. unbek.
Henzerling QpH1 + I Mensch Italien
Brasov QpH1 + 8 Mensch Rumänien

unbek. F-2 QpDV - 16 Mensch Frankreich
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4.1.5 Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus (RFL P) 

In früheren Arbeiten wird berichtet, dass das Genom von verschiedenen C. burnetii-

Isolaten unterschiedliche Bandenmuster nach dem Verdau mit selten schneidenden 

Restriktionsenzymen, wie z. B. NotI, zeigt. So gelang es Heinzen et al. (1990) anhand 

der DNA-Fragmentmuster zwischen vier verschiedenen genomischen Gruppen (I, IV, V 

und VI) zu unterscheiden. Bei späteren Untersuchungen (Jäger et al., 1998; Thiele et 

al., 1993) an einer größeren Anzahl von Isolaten konnten weitere 16 

Restriktionsgruppen (1 – 16) nachgewiesen werden. 

Im Rahmen dieser Arbeit gingen 32 weitere C. burnetii-Isolate in die Untersuchung mit 

ein (Tab. 4). Bei drei Isolaten wurde nach Restriktion mit NotI und PFGE ein bisher 

noch nicht identifiziertes Bandenmuster gefunden. Diese Isolate wurden daher in die 

Restriktionsgruppen 17, 18 und 19 eingeteilt (Tab. 4). 21 Isolate konnten bereits 

bekannten Restriktionsgruppen zugeordnet werden. 

 

Tab. 4:  Einteilung verschiedener C. burnetii-Isolate in RFLP-Restriktionsgruppen 
anhand ihres mittels PFGE nach NotI-Verdau der genomischen DNA 
erhaltenen Profils. 

 
Isolat Nr. Isolat Name Restriktionsgruppe* 

1 CS-P 31 I 
7 Henzerling I 

13 CS-27 2 
39 CS-Kmen L 1 
41 CS-DER 1 
70 Z 3468-5/92 2 
72 Z 3574-1/92 17 
73 Z 3574-2/92 2 
74 Z 3574-3/92 2 
78 Z 4488/93 2 
81 Z 349-36/94 Unbekannt 
82 Z 410/94 20 (VI) 
83 Z 488/94 Unbekannt 
87 J-60 I 
88 J-82 18 
89 M-34 18 
90 C-1 Unbekannt 
91 C-2 1 
92 C-3 20 (VI) 
93 Z 163/95 Unbekannt 
94 Z 688/95 18 
95 Z 66/96 6 
Fortsetzung der Tabelle auf der nächsten Seite 
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Isolat Nr. Isolat Name Restriktionsgruppe* 
96 Z 416/96 19 
97 W-1 2 
98 W-2 2 
99 W-3 2 
100 W-4 2 
101 W-5 2 
102 W-6 2 
103 Z 346/99  2 
104 Z 502/99 20 (VI) 
105 Z232-3/02 20 (VI) 

 
 Erläuterung: 

* I, VI = Restriktionsgruppen nach Heinzen et al. (1990) 
1, 2, 6 = Restriktionsgruppen nach Jäger et al. (1998) und Thiele 
et al. 1993) 
17, 18, 19, 20 = Im Rahmen dieser Arbeit neu ermittelte 
Restriktionsgruppen 
Unbekannt = keine Analyse möglich 
 

Vier der untersuchten Isolate (in Tab. 4 als “Restriktionsgruppe unbekannt“ bezeichnet) 

konnten nicht analysiert werden. Bei einem Isolat (Z 163/95) wurde die genomische 

DNA von dem Restriktionsenzym Not I nicht geschnitten und bei drei Isolaten (C1, 

Z488/94, Z 349-36/94) war das vorhandene Coxiellen-Material für eine PFGE-Analyse 

nicht ausreichend.  

Jäger et al. (1998) stuften alle Isolate mit demselben Restriktionsmuster wie das Dug-

way 5J108-111-Isolat in die Gruppe VI (wie ursprünglich von Heinzen et al. (1990) 

beschrieben) ein. Das Dugway-Isolat kommt aus den USA und besitzt das QpDG-

Plasmid. Untersuchungen von Lautenschläger et al. (2000) konnten jedoch keinen 

Unterschied zwischen dem QpH1-Plasmid und dem QpDG-Plasmid feststellen. Die 

spätere Sequenzierung des QpDG-Plasmids (Beare et al., 2009) zeigte jedoch, dass 

dieses Plasmid sich sehr wohl von dem QpH1-Plasmid unterscheidet. Nach Anfrage in 

den USA wurde bestätigt, dass es sich bei dem hier untersuchten Dugway-Isolat sehr 

wahrscheinlich nicht um Dugway 5J108-111 handelt, sondern um ein anderes Isolat, 

das vom Menschen isoliert wurde. Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden 

Arbeit alle Isolate, die bei den Untersuchungen von Thiele et al. (1993) und 

Lautenschläger et al. (2000) in die Gruppe VI klassifiziert wurden, in die neue 

Restriktionsgruppe 20 eingeteilt (Tab. 4). Zusammen mit den drei neu gefundenen 

Restriktionsgruppen 17, 18 und 19 steigt damit die Anzahl der C. burnetii-

Restriktionsgruppen von 20 auf 24. 

Der Diskriminierungsindex (Hunter et al., 1988) für die PFGE-RFLP-Methode betrug 

0,85. 
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4.1.6 Genotypisierung von humanen Isolaten 

18 C. burnetii-Isolate menschlicher Herkunft wurden mittels PFGE-RFLP und MLVA 

charakterisiert sowie mittels PCR auf das Vorhandensein des adaA-Genes und des 

Plasmidprofils hin untersucht. Anhand des MLVA-Dendrogrammes (Abb. 5 ) wurden die 

Isolate in zwei Gruppen eingeteilt. Die 9 C. burnetii-Isolate der ersten Gruppe 

enthielten keine adaA-Gen-spezifischen Sequenzen und verursachten bei 3 Patienten 

akutes Q-Fieber sowie bei 6 Patienten einen chronischen Krankheitsverlauf. Isolate 

dieser Gruppe besitzen das QpDV- oder QpRS-Plasmid oder eine ins Genom 

integrierte Plasmid-homologe Sequenz. Im Gegensatz dazu wurden bei allen C. 

burnetii-Isolaten der zweiten Gruppe adaA-Gen spezifische Sequenzen nachgewiesen. 

Diese Isolate besitzen nur das QpH1-Plasmid und stammten von Patienten mit akutem 

Q-Fieber. Bei den RFLP-Untersuchungen wurde nur das Restriktionsmuster 14 bei 

beiden Gruppen nachgewiesen. 

 

 

 

 
 

 
Abb. 5:  Dendrogramm nach MLVA-Analyse von C. burnetii-Isolaten menschlicher Her-

kunft; Korrelation von klinischer Symptomatik und genetischen Eigenschaften. 

 * Daten extrahiert von Jäger et al. (1998) 

 # Krankheitsverlauf bei humanen Patienten 

genetisches Profil u. Herkunft der C. burnetii  Isolate 
adaA -Gen Klinik # Plasmid RFLP 

n. n. Chronisch QpDV 16* 
n. n. Akut QpDV 14* 
n. n. Akut QpDV 10 
n. n. Akut QpDV 11* 
n. n. Chronisch QpRS 12* 
n. n. Chronisch QpRS 13* 
n. n. Chronisch QpRS 19 
n. n. Chronisch QpRS 13* 
n. n. Chronisch Plasmidlos V* 

Vorhanden Akut QpH1 1* 
Vorhanden Akut QpH1 I 
Vorhanden Akut QpH1 2* 
Vorhanden Akut QpH1 2* 
Vorhanden Akut QpH1 2* 
Vorhanden Akut QpH1 I* 
Vorhanden Akut QpH1 14* 
Vorhanden Akut QpH1 8* 
Vorhanden Akut QpH1 I 
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5 DISKUSSION 

5.1 Bedeutung des adaA -Gens für die Pathogenität 

Das adaA-Gen wurde in den letzten Jahren als Kandidat für die Vorhersage des 

Krankheitsverlaufs bei Q-Fieber angesehen (Fernandes et al., 2009; Frangoulidis et al., 

2009; Zhang et al., 2005). 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene C. burnetii-Isolate mittels PCR auf die 

Ausstattung mit einem 269 Bp großen adaA-Sequenzsegment untersucht. Der 

amplifizierte Bereich befand sich innerhalb des 684 Bp großen ORF (CBU_0952) des 

adaA (Zhang et al., 2005). Die Ergebnisse ergaben, dass nur bei Isolaten mit einem 

QpH1-Plasmid die adaA-spezifische Sequenz amplifiziert werden konnte. Isolate, die 

an Stelle des QpH1-Plasmids entweder eine Plasmid-homologe Sequenz, ein QpRS- 

oder QpDV-Plasmid besaßen, waren negativ. Da bei allen Amplifikationen eine interne 

Kontrolle mitgeführt wurde, kann ausgeschlossen werden, dass die Ergebnisse durch 

PCR-Inhibitoren beeinflusst wurden. 

To et al. (1998a) konnten mithilfe der SDS-PAGE und Antigen-Antikörper Reaktionen 

unter Verwendung homo- und heterologer Sera nachweisen, dass das 28 kDa AdaA-

Polypeptid bei der Mehrheit der C. burnetii-Stämme, die akutes Q-Fieber verursachten, 

immundominant war. Mit den Sera von Patienten mit chronischen Verläufen kam es 

jedoch zu keiner immunologischen Antwort. Die spätere Identifizierung und 

Charakterisierung des adaA erlaubte das Design spezifischer Primer für den Nachweis 

des Gens mittels PCR. Bis dato wurden nur wenige C. burnetii-Isolate, die vom 

Menschen stammen, analysiert. Die Ergebnisse wiesen jedoch darauf hin, dass das 

adaA-Gen nur bei Isolaten, die einen akuten Krankheitsverlauf verursacht hatten, 

vorkam. Aus diesem Grund wurde dem adaA-Gen eine große Bedeutung für die 

Bewertung von Coxiellen-Infektionen beim Menschen zugesprochen (Zhang et al., 

2005). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden 19 C. burnetii-Stämme 

menschlichen Ursprungs untersucht. Neun davon besaβen die adaA-Sequenz und 

hatten – wie zu erwarten – ein akutes Q-Fieber ausgelöst. Unter den restlichen 10 

Isolaten, ohne adaA-Sequenzen, gab es drei Isolate mit dem QpDV-Plasmid, die von 

Patienten mit akuten Symptomen, und sechs Isolate die von Patienten mit chronischen 

Q-Fieber stammten. Diese Ergebnisse widerlegen die von Zhang et al. (2005) 

aufgestellte Theorie, dass das adaA-Gen ein Virulenzfaktor von C. burnetii sei und 

immer bei Isolaten vorhanden sein muß, die von einem akuten Krankheitsgeschehen 
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stammen. Diese Diskrepanz könnte sich damit erklären lassen, dass die Anzahl der 

von Zhang et al. (2005) untersuchten humanen C. burnetii-Isolate (10 Isolate) zu gering 

und das Ergebnis daher nicht repräsentativ war. 

Während in der vorliegenden Arbeit das adaA-Gen bei Isolaten mit dem QpDV-Plasmid 

nicht nachgewiesen werden konnte, wurde es von Beare et al. (2006) bei zwei von vier 

Isolaten die das QpDV-Plasmid besaβen und bei einem das das QpDG-Plasmid besaβ 

nachgewiesen. 

Zhang et al. (2005) geben an, dass adaA-positive C. burnetii-Isolate auch aus Zecken, 

Rindern und Nagern isoliert werden können, nicht aber aus Ziegen. In der Studie von  

Fernandes et al. (2009) und auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte jedoch 

gezeigt werden, dass auch von Ziegen stammende C. burnetii-Isolate das adaA-Gen 

besitzen können.  

Auf Grund der in der Literatur und der in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse kann 

davon ausgegangen werden, dass das adaA-Gen kein zuverlässiger Virulenzfaktor zur 

Differenzierung von Isolaten, die einen akuten bzw. chronischen Krankheitsverlauf aus-

lösen, ist. Selbst die aus dieser Arbeit abzuleitende Assoziation von adaA und dem 

QpH1-Plasmid wurde durch Ergebnisse von Beare et al. (2006) und Fernandes et al. 

(2009) widerlegt. Inwieweit eine differentielle Expression des adaA oder sogar eine 

unterschiedliche Translationseffizienz der mRNA eine Rolle bei der Verlaufsform des 

Q-Fiebers (akut oder chronisch) spielten, bleibt demnach offen.  

5.2 Typisierung mittels RFLP-PFGE 

Coxiellen weisen – mit einer Ähnlichkeit von mehr als 99% – eine sehr homogene 

16S rRNA auf (Stein et al., 1993b). Aus diesem Grund werden alle Isolate unter 

derselben Spezies geführt. Die Analyse des C. burnetii-Genoms mittels 

Sequenzierung, RFLP oder MLVA stellte jedoch eindeutige genetische Unterschiede 

heraus (Beare et al., 2006; Jager et al., 1998; Seshadri et al., 2003; Svraka et al., 

2006). 

Die RFLP-PFGE ist eine leistungsfähige Methode zur Typisierung von Bakterien und 

gilt immer noch als eine Referenzmethode für die genetische Charakterisierung von 

C. burnetii. Mehrere Arbeitsgruppen (Heinzen et al., 1990; Hendrix et al., 1990; Thiele 

et al., 1993; Jäger et al., 1998) nutzten diese Methode um C. burnetii-Isolate in 

Restriktionsgruppen einzuteilen. Voraussetzung für die Aussagekraft der Ergebnisse 

einer RFLP-PFGE ist das Vorhandensein von mehr als 10 unterschiedlichen DNA-
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Fragmenten (Tenover et al., 1995). Diese Zahl wurde im Falle des NotI-RFLP bei 

C. burnetii eindeutig überschritten. Ein Parameter für die Diskriminierungsfähigkeit 

einer Methode ist der von Hunter et al. (1988) eingeführte Diskriminierungsindex. Er 

gibt bei der Typisierung von Isolaten die Wahrscheinlichkeit an mit der zwei 

unterschiedliche Isolate in zwei verschiedene Gruppen eingeordnet werden. Die Werte 

reichen von 0 (keine Diskriminierungsfähigkeit) bis 1 (alle Isolate ergeben ein 

unterschiedliches Typisierungsmuster). Laut Hunter und Gaston sollten 

Typisierungsmethoden einen Diskriminierungsindex von über 0,9 aufweisen. Jäger et 

al. (1998) errechneten bei ihren Untersuchungen mit 80 C. burnetii-Isolaten einen 

Diskriminierungsindex von 0,86, der annähernd diese Forderung erfüllt. Durch 

Einbeziehung der im Rahmen dieser Arbeit analysierten C. burnetii-Isolate zu den 

Isolaten von Jäger et al. (1998) nahm der Diskriminierungsindex nur geringfügig auf 

0,85 ab. Daher ist die Aussagekraft dieses Verfahrens für C. burnetii als ausreichend 

zu beurteilen. Neuere Methoden, wie z. B. die MLVA, die durch die 

Komplettsequenzierung des C. burnetii-Genoms ermöglicht wurden, zeichnen sich 

durch eine höhere Diskriminierungsfähigkeit aus (Kap. 5.3). 

 

Anhand der Untersuchungen von Heinzen et al. (1990) und Jäger et al. (1998) wurden 

die C. burnetii-Isolate in 20 NotI-Restriktionsgruppen (I, IV, V, VI und 1 – 16) eingeteilt. 

Diese Einteilung konnte im Rahmen dieser Arbeit durch Untersuchungen von weiteren 

30 Isolaten um 3 neue RFLP-Muster (17, 18 und 19) erweitert werden. Weiterhin 

wurden alle C. burnetii-Isolate, die von Jäger et al. (1998) fälschlicherweise in die 

Gruppe VI eingeteilt wurden, der neuen Restriktionsgruppe 20 zugeordnet, wodurch 

sich die Gesamtzahl der Restriktionsgruppen auf 24 erhöhte. Die Neueinteilung der 

Isolate aus Gruppe VI in die Gruppe 20 liegt darin begründet, dass das Referenzisolat 

Dugway 5J108-111 für die Gruppe VI, welches von einer amerikanischen 

Arbeitsgruppe zur Verfügung gestellt wurde, nicht diesem Referenzisolat entsprach. 

Erste Hinweise hierauf wurden bereits von Lautenschläger et al. (2000) gefunden, die 

in dem Referenzisolat Dugway 5J108-111 nicht wie erwartet das QpDG- sondern das 

QpH1-Plasmid nachwiesen.  

 

Der NotI–Verdau genomischer DNA verschiedener C. burnetii-Isolate mit 

unterschiedlichen Plasmidtypen erzeugte immer unterschiedliche Bandenmuster. 

Daher fielen Coxiellen-Isolate mit unterschiedlichen Plasmidtypen immer in getrennte 

Restriktionsgruppen. Tab. 5 erläutert, welche Restriktionsgruppen welchem Plasmidtyp 

zugeordnet werden konnten. 
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Tab. 5:  Zuordnung der verschiedenen C. burnetii-Plasmidtypen zu den beim Verdau 
der genomischen DNA mit NotI entstehenden RFLP-Restriktionsgruppen. 

 
Plasmidtyp RFLP-Restriktionsgruppen 
QpH1 I, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 15, 18, 20 
QpDV 10, 11, 14, 16 
QpRS IV, 9, 12, 13, 17, 19 
Plasmid-homologe 
Sequenzen V 
QpDG VI 

 
Erläuterung: 

* I, IV, V, VI = Restriktionsgruppen nach Heinzen et al. (1990) 
2-16 = Restriktionsgruppen nach Jäger et al. (1998) und Thiele et al. 
(1993) 
17, 18, 19, 20 = Im Rahmen dieser Arbeit neu ermittelte 
Restriktionsgruppen 

 

Durch diese Ergebnisse wurde die Theorie von Heinzen et al. (1990) bestätigt, dass 

eine bestimmte chromosomale DNA-Sequenz immer in Kombination mit einem 

bestimmten C. burnetii-Plasmid anzutreffen ist. 

Bereits 1991 fiel Hendrix et al. auf, dass die Restriktionsgruppen humaner Coxiellen-

Isolate mit dem Krankheitsverlauf (akut oder chronisch) korrelieren. Nach den 

Untersuchungen von Jäger et al. (1998) und den hier durchgeführten Untersuchungen 

lassen sich die Isolate, die beim Menschen eine akute Erkrankung hervorriefen, den 

Restriktionsgruppen I, 1, 2, 8, 10, 11, 14, 15 und 16 zuordnen und Isolate, die beim 

Menschen eine chronische Erkrankung hervorriefen, den Restriktionsgruppen V, 12, 

13, 16 und 19. In die Restriktionsgruppe 16 wurden zwei Isolate (F4 und F-2) mit dem 

QpDV-Plasmid eingestuft, die trotz identischer RFLP-Profile aus unterschiedlichen 

Krankheitsverläufen isoliert wurden. Dieses Ergebnis weist auf die fehlende 

Übereinstimmung zwischen dem Krankheitsverlauf und dem Genom- bzw. Plasmidtyp 

der Coxiellen hin, was auch schon von anderen Arbeitsgruppen bestätigt wurde (Stein 

et al., 1993a). Dass die unterschiedliche Virulenz der Coxiellen-Isolate das Ergebnis 

kleiner genetischer Unterschiede sein muss, ergibt sich aus den Ergebnissen der 

RFLP-Analyse von virulenten Phase I- und avirulenten Phase II- Nine Mile–Isolaten, 

die dasselbe Bandenmuster zeigten (Beare et al., 2006). 

Jäger et al. (1998) konnten zeigen, dass die Restriktionsmuster mit der 

geographischen Herkunft der C. burnetii–Isolate korrelieren und daher als 

diagnostisches Mittel dienen könnten Isolate unbekannten Ursprungs geographisch 

einzuordnen. Dies wäre vor allem vorteilhaft um die Epidemiologie während eines Q-
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Fieber-Ausbruchs aufzuklären. Von allen bisher am Institut untersuchten C. burnetii–

Isolaten können diejenigen, die in die Restriktionsgruppen 2, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 13, 

14, 15, 16 und 17 fallen als „europäische“, diejenigen die in die Restriktionsgruppen 11, 

18 und 19 fallen als „asiatische“ und diejenigen die in die Restriktionsgruppen IV und V 

fallen als „amerikanische“ Isolate bezeichnet werden (Tab. 6). Coxiellen-Isolate der 

Restriktionsgruppen I, VI und 1 wurden dagegen in mehreren Kontinenten beschrieben 

(Tab. 6). Das genetische Profil der Isolate der Gruppe I inklusive des Referenzisolates 

Nine Mile ist gleich und weist auf die weltweite Verbreitung eines gemeinsamen 

Vorfahrens hin, der sich in den jeweiligen Gebieten genetisch nur geringfügig verändert 

hat (Beare et al., 2006). 

 

Tab. 6:  Überblick über den Plasmidtyp und die Restriktionsgruppe von C. burnetii-
Isolaten im Bezug auf ihre geographische Herkunft*. 

 

Herkunft 

Zahl der untersuchten 

C. burnetii Isolate Plasmidtyp(en) 

Zugehörigkeit zur 

RFLP-Gruppe 

Deutschland 29 QpH1,QpRS I, VI, 1, 2, 4, 5, 6, 

7, 17 

Österreich 1 QpH1 6 

Frankreich 7 QpH1, QpRS, QpDV I,12,13,14, 15,16 

Rumänien 5 QpH1 I, 1, 2, 8 

Russland 4 QpH1, QpDV 1, 10 

Schweden 2 QpH1 2 

Schweiz 2 QpH1 2 

Griechenland 1 QpH1 2 

Polen 1 QpH1 I 

Italien 1 QpH1 I 

Europa 53 QpH1, QpRS, QpDV I, VI, 1, 2, 4, 5, 6, 

7, 8, 10, 12, 13, 

14, 15, 16, 17 

Namibien 1 QpRS 9 

Afrika 1 QpRS 9 

Saudi Arabien 1 QpRS 19 

Mongolei 1 QpH1 1 

Kirgistan 1 QpDV 11 

China 2 QpH1,  1, VI 
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Herkunft 

Zahl der untersuchten 

C. burnetii Isolate Plasmidtyp(en) 

Zugehörigkeit zur 

RFLP-Gruppe 

Fortsetzung der Tabelle auf der nächsten Seite 
Japan 5 QpH1 I, 18 

Asien 10 QpH1, QpRS, QpDV I, VI, 1, 11, 18, 19 

Amerika 4 QpH1,QpRS, 

Plasmidlos 

I, IV, V, VI 

 
Erläuterung: 

*Die Daten in dieser Tabelle stammen zum Teil aus dieser Arbeit und zum Teil aus 

Jäger et al. (1998) 

5.3 Typisierung mittels MLVA 

Durch die Komplettsequenzierung vieler bakterieller Genome wurde es möglich VNTR-

Regionen zu identifizieren, die sich aufgrund ihrer hohen Variabilität hervorragend für 

die Genotypisierung eignen (Lindstedt, 2005). Im Gegensatz zur PFGE, die große 

Mengen an DNA-Material benötigt und deshalb in den meisten Fällen nur über eine 

Kultivierung der Erreger möglich ist, kommt die MLVA mit geringsten DNA-Mengen aus 

und ermöglich auch die Untersuchung von klinischen Proben. Dadurch kann in dem 

konkreten Fall von C. burnetii die Kultivierung, die nur in L3-Laboratorien durchgeführt 

werden darf und sehr arbeits- und zeitintensiv ist, umgangen werden. Da die PFGE auf 

der Restriktion gesamt-genomischer DNA beruht, ist es nicht ausgeschlossen, dass 

neben einem unvollständigen Verdau auch Banden mit unterschiedlicher Größe 

entstehen. Dadurch besteht die Gefahr, dass zwei Isolate in zwei unterschiedliche 

Gruppen eingeteilt werden, obwohl sie eigentlich in die gleiche Restriktionsgruppe 

gehören. Im Gegensatz dazu sind die VNTR-Sequenzen bekannt und werden mit 

spezifischen Primern amplifiziert. Dadurch ist ein direkter Vergleich der PCR-Produkte 

unterschiedlicher Isolate möglich und aufgrund der hohen Variabilität der VNTRs eine 

präzise Diskriminierung anhand der Amplifikatgrößen gegeben. 

Die einfache Durchführung der MLVA erlaubt es, Daten zwischen verschiedenen 

Laboratorien unabhängig von der verwendeten Apparatur auszutauschen. Dies ist vor 

allem bei Erregern, mit welchen unter Hochsicherheitsbedingungen gearbeitet werden 

muss und deren Verbringung von Labor zu Labor extrem aufwendig ist, sehr wichtig. 

(Pourcel et al., 2004). 
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Die Auflösung der VNTRs ist kumulativ, so dass die Anwendung weiterer Marker die 

Diskriminierungsfähigkeit der MLVA erhöht (Le Fleche et al., 2002). Bei der Auswahl 

der TRs ist jedoch darauf zu achten, dass nicht alle TRs polymorph sind (Le Fleche et 

al., 2001) und manche so instabil sind, dass sie keine epidemiologische Relevanz 

besitzen (Bayliss et al., 2001). Die Stabilität der hier verwendeten TRs wurde dadurch 

bestätigt, dass identische C. burnetii-Isolate mit unterschiedlicher Passage und Phase 

den gleichen MLVA-Genotyp erzeugten. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 7 VNTRs (Svraka et al., 2006) bei 103 C. burnetii-

Isolaten untersucht. Drei dieser Isolate (IHIT 92 C-3, IHIT 48 F-2 und IHIT 56 F-10) 

lieferten keine auswertbaren Ergebnisse. Für die Loci #3, #4, #5 und #6 des Isolats 

IHIT 92 C-3 wurden je zwei verschiedene Produkttypen nachgewiesen. Dies ist durch 

die Kontamination mit einem anderen Isolat zu erklären. Die Isolate IHIT 48 F-2 und 

IHIT 56 F-10 zeigten für die Loci #3 und #4 keine auswertbaren Ergebnisse, was 

wahrscheinlich auf den suboptimalen PCR-Bedingungen beruhrt. Für diese beiden Loci 

konnte wegen PCR-Templatematerialmangels eine Optimierung der MLVA PCR nicht 

durchgeführt werden. 

Insgesamt wurden bei den 103 Isolaten 41 Genotypen nachgewiesen. Durch Erstellung 

eines Dendrogramms konnten die Isolate in vier genomische Gruppen (I bis IV) 

eingeordnet werden. Alle Isolate der Gruppen I, III und IV enthielten sowohl das 

Plasmid QpH1 als auch das adaA-Gen. Die Plasmidausstattung und das 

Vorhandensein des adaA-Gens konnten durch die MLVA-Analyse abgeleitet werden. 

Die genomische Gruppe II war im Gegensatz zu den anderen genomischen Gruppen 

sehr heterogen und enthielt neben C. burnetii-Isolaten mit genomisch integrierten 

Plasmidsequenzen auch Isolate mit allen anderen Plasmidtypen. Auffallend waren 

lediglich die drei Isolate mit dem QpH1-Plasmid, die zur RFLP-Restriktionsgruppe 6 

gehörten. Im Gegensatz zu allen anderen Isolaten dieser Gruppe waren diese Isolate 

adaA-positiv. Die Einteilung der drei Isolate in die genomische Gruppe II bedeutet auf 

der anderen Seite, dass die genomischen Sequenzen dieser drei Isolate eher Isolaten 

ähneln, die einen anderen Plasmidtyp als QpH1 besitzen. Es könnte sich deshalb um 

Übergangsisolate aus den genomischen Gruppen I, II oder IV handeln. Eine ähnliche 

Vermutung, wurde von Beare et al. (2006) geäußert, der das QpH1-Plasmid als 

Vorgänger für alle anderen Plasmide sieht.  

Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Analysen bestätigen, dass die Plasmid 

Ausstattung direkt mit den genomischen Eigenschaften der Coxiellen korreliert, so 

dass das Vorhandensein eines bestimmten Plasmids auf spezifische chromosomale 

Sequenzen hinweist. 
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Die RFLP-Restriktionsgruppen innerhalb der genomischen Gruppen I, II, III und IV sind 

spezifisch für jede MLVA-Gruppe, wodurch es wie bei den Plasmiden möglich ist, eine 

direkte Korrelation zwischen den genomischen Gruppen und den Restriktionsgruppen 

aufzustellen. Nur zwei Isolate (Boren: genomische Gruppe IV, Restriktionsgruppe 1 

und Balaceanu: genomische Gruppe I, Restriktionsgruppe I) folgen nicht diesem 

Schema. Für eine endgültige Bewertung müsste sowohl die MLVA-Analyse als auch 

die PFGE-RFLP für diese zwei Isolate wiederholt werden, was in der vorliegenden 

Arbeit auf Grund der schlechten Vermehrung der Coxiellen in vitro und dem daraus 

entstehenden Materialmangel nicht möglich war. 

Ein unerwartetes Ergebnis ist die Tatsache, dass Isolate derselben genomischen 

Gruppe (mittels MLVA eingeteilt) verschiedene Restriktionsgruppen im RFLP 

aufweisen. Dadurch ergänzen sich beide Methoden und gewinnen zusammen an 

Aussagekraft. Andererseits kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass die 

genomische DNA dieser Isolate nur partiell verdaut wurde, was fälschlicherweise zu 

einer Einstufung in unterschiedliche Restriktionsgruppen führen würde. 

In 29 der 41 gefundenen MLVA-Genotypen sind C. burnetii-Isolate, die eine 

gemeinsame geographische Herkunft aufweisen. Vierundzwanzig dieser 29 Gruppen 

enthielten nur einen einzigen C. burnetii Stamm, was die hohe Diskriminierungsfähig-

keit der MLVA bestätigt. Die MLVA ist die Methode der Wahl für epidemiologische 

Studien, bei denen es darum geht die Ausbreitungswege von C. burnetii-Isolaten zu 

verfolgen.  

Aus den restlichen 12 Genotypen, die sich aus Isolaten unterschiedlicher oder 

unbekannter geographischer Herkunft zusammensetzen, kann man schließen, dass es 

in der Vergangenheit mittels Vektoren (Nutz- und Wildtieren) z. B. durch Wanderungen 

oder Viehtransport zu einer weiten Verbreitung von Coxiellen-Isolaten des gleichen 

Genotyps in verschiedene Kontinente gekommen ist. 

Die sieben untersuchten VNTRs zeigten eine hohe Diskriminierungsfähigkeit aus der 

sich eine Aussage über die evolutionäre Distanz der Stämme ableiten lässt. Es gilt 

allerdings zu beachten, dass diese u.a. auch von dem Grad der Polymorphie der 

VNTRs abhängt. So sind z. B. zwei Coxiellen-Stämme, die sich in einem 

hochpolymorphen VNTR-Locus unterscheiden, genetisch näher verwandt, als zwei 

Coxiellen-Stämme, deren Unterschied in einem moderat polymorphen VNTR-Locus 

besteht. Dieser wichtige Aspekt wird von den am häufigsten angewendeten 

statistischen Parametern (Hunter und Gaston Index, UPGMA) nicht berücksichtigt, 

weshalb es nicht korrekt ist bei der MLVA von genetischen Distanzen zu sprechen. 
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Der Diskriminierungsindex (Hunter et al., 1988) betrug bei der MLVA-Analyse 0,96. Er 

ist damit eindeutig höher als bei der Analyse mittels der PFGE-RFLP-Methode (0,85). 

Die Diskriminierungsfähigkeit kann durch die Verwendung weiterer VNTRs gesteigert 

werden. So benutzten Arricau-Bouvery et al. (2006) zwei VNTR-Gruppen mit 

insgesamt 17 VNTR-Loci für die Untersuchung von insgesamt 42 C. burnetii-Isolaten. 

Davon wurden 22 auch im Rahmen dieser Arbeit analysiert. Die zusätzlichen VNTRs 

von Arricau-Bouvery et al. (2006) ermöglichten eine stärkere Diskriminierung. So 

wurden Isolate, die im Rahmen dieser Arbeit dem gleichen Genotyp zugeordnet waren 

(Z 349-36/94, Z 4313/93, Z 3478/92, Z 3468-4/92, Z 3464/92, J-3 und CS-Dayer) in 

weitere Genotypen unterteilt. Nur zwei der Isolate (Z 3749/92 und Z 257/94) zeigten 

eine unerwartete Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der beiden Arbeiten. Arricau-

Bouvery et al. (2006) klassifizierten beide Isolate als einen einzigen Genotyp, während 

in der vorliegende Arbeit beide Isolate zwei unterschiedlichen Genotypen zugeordnet 

werden konnten. 

Svraka et al. (2006) benutzten die gleichen VNTRs und untersuchten damit 21 

C. burnetii-Isolate, von denen 12 auch im Rahmen dieser Arbeit analysiert wurden. Im 

Vergleich zu der Arbeit von Svraka et al. (2006) ergaben sich jedoch bei 6 der Isolate 

Diskrepanzen im Bezug auf die Größe der analysierten TRs. Aus diesem Grund 

wurden die Isolate - im Vergleich zur Gruppierung von Svraka et al. (2006) - in andere 

genotypische Gruppen eingeteilt. Auch Arricau-Bovery et al. (2006) berichten von 

Abweichungen für den VNTR Cox4n der als eine 21 Bp große Wiederholung von 

Svraka et al. (2006) beschrieben wird, während die von Arricau-Bovery et al. (2006) 

ermittelte Größe bei 7 Bp liegt. 

Glazunova et al. (2005) entwickelten ein MLVA-ähnliches Verfahren, die MST 

(Multispacer sequence typing) für die Differenzierung von C. burnetii-Isolaten. Diese 

Methode vergleicht die intergenischen Bereiche (spacers) zwischen der 16S und 23S 

rRNA der Bakterien. Auf diese Weise konnten 173 C. burnetii-Isolate in 30 

unterschiedliche Sequenzierungstypen klassifiziert werden. 37 der Stämme wurden 

auch in dieser Arbeit analysiert. Ein Vergleich der Ergebnisse zeigt - bis auf wenige 

Ausnahmen - dass beide Methoden übereinstimmende Ergebnisse produzieren, 

allerdings ist die Diskriminierung bei der MST eindeutig niedriger als bei der MLVA. So 

ließen sich die 37 mit beiden Methoden parallel untersuchten C. burnetii-Isolate mittels 

MST in 14 Genotypen und mittels MLVA in 20 Genotypen einteilen. Die beiden C. 

burnetii-Isolate F-1 und Namibia lieferten in der MLVA identische Ergebnisse, während 

sie in der MST zwei verschiedene Sequenztypen zeigten. 
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Inzwischen ist die MLVA-Methode ein wichtiges Verfahren für die genetische 

Charakterisierung der Coxiellen, da sie einfach durchzuführen ist und wenig Material 

benötigt, so dass die zeitintensive und L3-Laboratorien vorbehaltene Anzucht der 

Coxiellen entfällt. Durch die Auswahl hochpolymorpher, aber dennoch genetisch 

stabiler VNTR-Loci kann die Anzahl der zu untersuchenden VNTR-Loci reduziert 

werden, ohne dass die Diskriminierungsfähigkeit abnimmt. Die Wahrscheinlichkeit, 

solche hochpolymorphen VNTR-Loci zu finden, steigt mit der Anzahl der komplett 

sequenzierten Coxiellen-Genome. Nach der Komplettsequenzierung vieler 

Bakteriengenome hat sich die MLVA-Methode weit verbreitet. Für einige Bakterien-

spezies wurden inzwischen bereits MLVA-Datenbanken eingerichtet 

(http://www.mlva.eu/). Eine solche Datenbank könnte bei der Beantwortung epidemio-

logischer Fragestellungen im Rahmen von Q-Fieber Ausbrüchen eine wichtige Hilfe 

darstellen.  

5.4 Vergleich der Plasmidsequenzen 

Ein Vergleich der C. burnetii-Plasmidsequenzen mit Sequenzen in der Datenbank 

zeigt, dass nur wenige Gemeinsamkeiten mit anderen Bakterienspezies vorhanden 

sind. Dies ist vermutlich auf die intrazelluläre Vermehrung der Coxiellen 

zurückzuführen. Bis heute ist unklar welche Rolle die Plasmide im Lebenszyklus der 

Coxiellen oder für die Pathogenität des Erregers spielen. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Plasmidtyp für 104 C. burnetii-Isolate 

nachgewiesen. QpH1 war das häufigste vorkommende Plasmid, was vermuten lässt, 

dass QpH1 das “Urplasmid“ darstellt, aus dem alle anderen Plasmide hervorgingen.  

Bei der etablierten Plasmid-spezifischen PCR entstanden für das QpDV-Plasmid 

überraschenderweise zwei verschiedene Amplifikate. Ein QpDV-spezifisches Amplifikat 

(198 Bp) und ein Amplifikat (364 Bp), welches nur bei Isolaten mit dem QpRS-Plasmid 

erwartet wurde. Der direkte Vergleich der in der GenBank veröffentlichten Sequenzen 

beider Plasmide mittels BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) führte zu einem 

QpRS-Plasmid, das aufgrund drei exklusiver DNA-Segmente um 6,5 kBp größer war 

als das QpDV-Plasmid. Durch die Kombination mehrerer PCR-Systeme konnte jedoch 

nachgewiesen werden, dass das zweite und dritte exklusive QpRS DNA-Segment auch 

beim QpDV vorkommt, sodass von einem Fehler bei der Sequenzierung des QpDV-

Plasmides ausgegangen werden muss.  
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Die QpDV-Sequenzierung wurde von Radomski (1999) mit der primer walking 

Strategie durchgeführt. Bei dieser Methode wird ein kloniertes QpDV-Fragment 

sequenziert und anschließend anhand der Sequenz des 3’-Endes ein neuer 

Sequenzierungsprimer entwickelt und mit diesem eine erneute Sequenzierung 

durchgeführt. Dieser Vorgang wird so oft wiederholt, bis das klonierte Fragment 

komplett durchsequenziert ist. Durch diese schrittweise Sequenzierung erhält man sich 

an ihren Enden überschneidende Fragmente, die aneinandergehängt die Gesamtse-

quenz ergeben. Problematisch wird es bei der Sequenzierung mittels primer walking 

wenn sich größere, sich wiederholende Bereiche auf dem Plasmid befinden. Genau 

dies ist der Fall vor und nach dem dritten exklusiven QpRS DNA-Segment (3369 Bp). 

An dieser Stelle befindet sich ein 655 Bp großer direct repeat (Sequenzwiederholung), 

welcher Ähnlichkeiten zu einem Integrase-ähnlichen Gen von Pseudomonas spp. 

aufweist (Kholodii et al., 1997). Wenn nun ein Sequenzierungsprimer gegen 

Sequenzen dieses direct repeats entwickelt wurde, kann dieser statt im ersten direct 

repeat (vor dem exklusiven DNA-Segment) im zweiten direct repeat (nach dem 

exklusiven DNA-Segment) binden. Somit würde die Sequenz des 3369 Bp großen, 

zwischen den beiden direct repeats liegenden Segmenten verloren gehen. 

Ein anderer Grund für eine fehlerhafte Sequenzierung könnte die Bildung von so 

genannten Haarnadelstrukturen (stem loop) sein. Diese Strukturen bilden sich aus 

einzelsträngiger DNA wenn zwei palindromische, komplementäre Nuleotidsequenzen 

(inverse repeats) eine Doppelhelix bilden, die am Ende durch eine ungepaarte Schleife 

abgeschlossen wird (Abb. 6 ). Die Entstehung und Stabilität dieser Struktur hängt von 

den Nukleotiden und der Endschleife ab.  

 

 

 

Abb. 6:  Schematische Darstellung einer DNA-Haarnadelstruktur. 

 

Die Suche nach solchen inverse repeats im Bereich des zweiten exklusiven QpRS-

Segments ergab diverse Kandidaten. Allerdings konnte die Distanz bzw. die Position 
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der gefundenen palindromischen Sequenzen die Unterschiede zwischen QpRS und 

QpDV nicht ausreichend erklären. Als Ursache für das Fehlen des zweiten exklusiven 

Segmentes bleibt demzufolge nur ein Sequenzierfehler, welcher durch das doppelte 

Vorhandensein der Primersequenz auf dem Plasmid zu erklären wäre. 
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6 ZUSAMMENFASSUNG 

In der vorliegenden Arbeit wurden auf chromosomaler und extrachromosomaler Ebene 

verschiedene C. burnetii-Isolate genetisch charakterisiert. Das Ziel war es, eine 

Verbindung zwischen dem jeweiligen Coxiella-Genotyp und der Verlaufsform des Q-

Fiebers herzustellen. 

Die Entwicklung einer plasmidspezifischen Multiplex-PCR erlaubte die Diskriminierung 

zwischen Isolaten mit dem QpH1-, QpRS- und QpDV-Plasmid und Isolaten mit 

chromosomal integrierten Plasmidsequenzen. Das Vorhandensein des QpH1-Plasmids 

konnte bei der Mehrheit der analysierten Isolate bestätigt werden. Ein unerwarteter 

Befund, nämlich das Vorkommen von vermeintlich QpRS-Plasmid-spezifischen 

Sequenzen bei Isolaten mit dem QpDV-Plasmid wurde durch die Etablierung einer XL-

PCR, sowie anderer konventioneller PCRs überprüft. Als Ergebnis zeigte sich, dass 

zwei von drei QpRS-Plasmid-spezifischen Segmenten auch bei Isolaten mit dem 

QpDV-Plasmid vorkamen. Diese beiden Sequenzabschnitte fehlten in der 

veröffentlichen Sequenz des QpDV-Plamids und wurden vermutlich durch einen 

Sequenzierfehler nicht erkannt. Die neuen Informationen zum QpDV-Plasmid konnten 

genutzt werden um eine QpDV-spezifische PCR zu etablieren. 

Das acute disease antigen A- (adaA-) Gen von C. burnetii galt bisher als 

Virulenzmerkmal und wurde nur bei Isolaten nachgewiesen, die akutes Q-Fieber beim 

Menschen verursachten, während C. burnetii-Isolate von Patienten mit chronischem Q-

Fieber dagegen adaA-negativ waren. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch gezeigt 

werden, dass drei Coxiella-Stämme, welche von Menschen mit akuten Verlaufsformen 

stammten, keine adaA-Sequenz enthielten. Dieses Ergebnis lässt vermuten, dass die 

Präsenz des adaA-Gens und die Verlaufsform des Q-Fiebers beim Menschen (akut 

oder chronisch) nicht miteinander korrelieren. Da in der Literatur auch adaA-positive 

C. burnetii-Isolate beschrieben wurden, die das QpDV-Plasmid enthalten, scheint die 

gefundene Korrelation zwischen dem adaA-Gen und dem QpH1-Plasmid, welche 

immer gleichzeitig im Genom vorhanden waren, nicht generell zu gelten. 

Mittels PFGE wurden nach Not I-Verdau der genomischen DNA von 30 C. burnetii-

Isolaten, zusätzlich zu den 20 schon vorher in der Literatur beschriebenen 

Restriktionsgruppen, drei neue genomische Gruppen identifiziert. Die Anzahl der zuvor 

beschriebenen Gruppen konnte außerdem durch den Nachweis, dass ein von Jäger et 

al. (1998) verwendeter Referenzstamm falsch der Gruppe VI zugeordnet wurde, auf 21 

erhöht werden. Somit gibt es nun bei C. burnetii insgesamt 24 Restriktionsgruppen. Die 

meisten Restriktionsgruppen enthielten Isolate aus einer bestimmten geographischen 
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Herkunft, während nur ein geringerer Teil der Isolate eine weltweite Verbreitung 

aufwies. 

Die MLVA-Technik mit nur sieben untersuchten polymorphen VNTRs erwies sich als 

die beste Methode für eine schnelle und präzise Charakterisierung des C. burnetii-

Genoms. 101 der 103 untersuchten C. burnetii-Isolate wurden in vier große 

genomische Gruppen mit insgesamt 41 Genotypen eingeteilt. Wie bei der PFGE, 

waren manche der Genotypen nur in einem Gebiet vorhanden, während andere in 

mehreren Kontinenten nachgewiesen werden konnten. Bisher gibt es für die 

Untersuchung von C. burnetii-Isolaten mittels MLVA noch keine standardisierte 

Methode, wie sie bereits für andere Bakterienspezies beschrieben und auch in einer 

MLVA-Datenbank (http://www.mlva.eu/) veröffentlicht ist. Deshalb wäre es dringend 

erforderlich eine solche Standardisierung der MLVA-Methode für C. burnetii 

vorzunehmen und alle identifizierten Genotypen in einer Datenbank niederzulegen. 

Dies würde einen schnellen und weltweiten Zugriff auf diese Daten ermöglichen und 

auch zur effektiven Beantwortung epidemiologischer Fragestellungen beitragen. 

Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten genetischen Analysen bestätigen die 

Annahme, dass die Plasmid-Ausstattung eine direkte Korrelation zu den genomischen 

Eigenschaften der Coxiellen aufweist, was bedeutet, dass die Präsenz eines 

bestimmten Plasmidtyps mit dem Vorhandensein definierter Chromosomen einhergeht. 

Es konnten jedoch keine direkten Beziehungen zwischen Genom und 

Krankheitsverlauf festgestellt werden, was die Annahme einer Interaktion zwischen 

Wirt und Erreger als Hauptursache für den Krankheitsverlauf beim Menschen verstärkt. 
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7 SUMMARY 

In the present study basic research on the genetic characterization of C. burnetii 

isolates with respect to their chromosomes and plasmids was conducted with the aim 

to establish a connection between genetic endowment and epidemiological properties 

of coxiellae.  

A plasmid specific multiplex PCR was developed to differentiate between isolates 

carrying QpH1, QpRS, and QpDV plasmids and plasmid sequences integrated into the 

chromosome. As was expected most of the C. burnetii isolates carried the QpH1 

plasmid. To clarify a rather unexpected result, namely the presence of QpRS specific 

sequences in QpDV bearing coxiellae, a XL PCR as well as several conventional PCRs 

were established. As a result two out of three QpRS specific sequences were shown to 

be also present in QpDV plamids. These two segments are missing in the published 

sequence of the QpDV plasmid and were most obviously the result of a sequencing 

error. This new information was used to establish a QpDV specific PCR. 

So far the acute disease antigen A (adaA) gene was considered as a virulence factor 

and was only detected in isolates inducing acute Q fever manifestation in humans. 

“Chronic” C. burnetii isolates were shown to be adaA negative. However, in this study 

three of the investigated strains causing acute disease in humans did not contain the 

adaA sequence. These results suggest that the presence of the adaA gene and the 

kind of disease in humans (acute or chronic) do not correlate. Even the correlation 

between adaA gene and the QpH1 plasmid which always grouped together in this 

study, has to be revised. In literature adaA positive C. burnetii isolates are described 

harboring the QpDV plasmid. 

PFGE of NotI restricted genomic DNA of 30 C. burnetii strains revealed three new 

restriction groups in addition to the 20 groups already described in literature. 

Furthermore, the number of the previously described restriction groups could be 

increased to 21 due to the finding that a reference strain of restriction group VI used by 

Jäger et al. (1998) did not correspond with that. Therefore the number of restriction 

groups for C. burnetii could be extended to 24. Most of the restriction groups contained 

strains from a delimited geographic area, only a few demonstrated a worldwide 

distribution. 

The MLVA technique with only seven polymorphic VNTRs was found to be the best 

method for a fast and accurate characterization of the genome of C. burnetii. One 

hundred and one of 104 analyzed strains were classified in 4 genomic groups with a 

total of 41 genotypes. As with PFGE, some genotypes were locally delimited whereas 
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others could be detected in several continents. Currently there is no standardized 

MLVA protocol for C. burnetii as is the case for other bacteria whose MLVA patterns 

are published in a database (http://www.mlva.eu/). Therefore it is essential to 

standardize the MLVA method for C. burnetii to deposit all identified genotypes in that 

database. This would allow a fast and worldwide access of data and contribute to the 

effective answering of epidemiological questions.  

Taken together, genetic characterization of C. burnetii isolates performed in this study 

confirms a direct correlation between plasmid type and chromosomal properties. This 

means, that a certain plasmid type is accompanied by the presence of a defined 

chromosome. However, no direct relations between genome and clinic form were 

observed. These findings further strengthen the suggestion that interaction between 

host and pathogen is the main factor for course of disease in humans. 
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9 ANHANG 

Chemikalien 

Agarose     Fa. Serva, Heidelberg/Deutschland 

30% Acrylamid   Fa. Applichem, Darmstadt/Deutschland 

Ammoniumperoxodisulfat  Fa. Roth, Karlsruhe/Deutschland 

Borsäure     Fa. Roth, Karlsruhe/Deutschland 

Dextrose     Fa. Merck, Darmstadt/Deutschland 

EDTA     Fa. Roth, Karlsruhe/Deutschland 

EDTA Disodium   Fa. Serva, Heidelberg/Deutschland 

Eisessig     Fa. Roth, Karlsruhe/Deutschland 

Ethidiumbromid   Fa. Serva, Heidelberg/Deutschland 

Formamid     Fa. Roth, Karlsruhe/Deutschland 

Fuchsin     Fa. Applichem, Darmstadt/Deutschland 

KCl     Fa. Merck, Darmstadt/Deutschland 

KH2PO4     Fa. Merck, Darmstadt/Deutschland 

Harnstoff     Fa. Roth, Karlsruhe/Deutschland 

Incert-Agarose   Fa. Biozym Scientific, Oldendorf/Deutschland 

Long Ranger Gel Solution  Fa. Cambrex, U.S.A. 

Malachitgrün    Fa. Fluka, Schweiz 

MBC Agarose    Fa. Bio-Rad, München/Deutschland 

Micro-90     Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim/Deutschland 

NaCl     Fa. Merck, Darmstadt/Deutschland 

NaH2PO4     Fa. Merck, Darmstadt/Deutschland 

Na2HPO4     Fa. Merck, Darmstadt/Deutschland 

NaOH     Fa. Roth, Karlsruhe/Deutschland 

Natrium-N-Laurylsarcosin  Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim/Deutschland 

Neufuchsin    Fa. Merck, Darmstadt/Deutschland 

Orange G     Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim/Deutschland 

Phenolrot     Fa. EGA Chemie, Steinheim/Deutschland 

PMSF     Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim/Deutschland 

Proteinase K    Fa. Roche, Mannheim/Deutschland 

Saccharose    Fa. Roth, Karlsruhe/Deutschland 

SDS     Fa. Roth, Karlsruhe/Deutschland 
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TEMED     Fa. Roth, Karlsruhe/Deutschland 

Tris     Fa. Roth, Karlsruhe/Deutschland 

Trypsin     Fa. Difco, Augsburg/Deutschland 

Puffer, Medien und Lösungen 

Minimal Essential Medium (MEM A): 

MEM A mit Earle’s Salzen und 0,85 g/l NaHCO3 ergänzt mit 2 mmol/l L-Glutamin, 

Vitaminkonzentrat und 5 % fötalem Kälberserum. 

 

Karbolfuchsin Stammlösung: 

 100 ml 10% (w/v) Neufuchsin 

 250 ml 4% wässriges Phenol 

 650 ml A. dest. 

  48 h bei 37 °C stehen lassen, Lagerung bei 4 °C 

 

Karbolfuchsin Gebrauchslösung: 

 3 ml Karbolfuchsin-Stammlösung 

 5 ml Na-Phosphat-Puffer 

  vor gebrauch frisch filtrieren, nicht länger als 40 h aufbewahren 

 

Malachitgrün-Gebrauchslösung: 

 0,8% wässriger Malachitgrünlösung 

 
0,1 M Na-Phosphat-Puffer: 

 3,5 ml 0,2 M NaH2PO4 

 15,5 ml 0,2 M Na2HPO4 

 19,0 ml A. dest. 

  auf pH 7,45 einstellen 

 
Versen-Puffer Gebrauchslösung: 

 8,0 g NaCl 

 0,2 g KCl 

 1,45 g Na2HPO4 

 0,2 g EDTA 

 0,2 g KH2PO4 
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 0,015 g Phenolrot 

  auf 1 l mit A. bidest. Auffüllen, à 80 ml portionieren, autoklavieren 

  und bei 4 °C lagern 

 

Trypsin-Puffer Stammlösung: 

 8,0 g NaCl 

 0,38 g KCl 

 0,125 g Na2HPO4 

 1,0 g Dextrose 

 3,0 g Tris-(Hydroxymethyl)aminomethan 

  mit A. bidest. auf ca. 700 ml auffüllen, mit 1 N HCl auf pH 7,2 

  einstellen und 

 2,5 g Trypsin zugeben, mit A. dest. auf 1 l auffüllen, steril filtrieren, 

  20 ml Portionen abfüllen und bei -20 °C lagern. V or Gebrauch wird 

  diese Stammlösung 1:5 mit Versen-Puffer verdünnt. 0,5 M EDTA pH 8,0 

bzw. pH 8,3 

 186,1 g EDTA 

  auf 900 ml mit A. bidest. auffüllen, pH auf 8,0 bzw. 8,3 mit NaOH  

  einstellen, 

  auf 1 l auffüllen 

 

PMSF (100 mM) 

 0,1742 g PMSF 

 10 ml Isopropanol 

Lösung unter Laborabzug ansetzen  

 

Auftragspuffer 

 25,0 g Saccharose 

 0,3 g Orange G 

  auf 100 ml mit A. bidest. auffüllen. In 2 ml Eppendorfgefäße 

  aliquotieren und bei - 20 °C lagern. 

 

LI-COR Auftragspuffer (Stammlösung) 

 12,5 ml Formamid 

 0,5 ml 0,5 M EDTA pH 8.3 

 78,0 mg Fuchsin 
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LI-COR Auftragspuffer (Gebrauchslösung) 

 14,4 ml Formamid 

 600,0 µl 0,5 M EDTA pH 8.3 

 1 ml Licor Auftragspuffer (Stammlösung) 

 

1 x ES-Puffer 

 50,00 ml 0,5 M EDTA pH 8.0 

 0,50 g Natrium-N-Lauroylsarcosin 

 

50 x TAE-Puffer 

 242,0 g Tris 

 57,1 ml Eisessig 

 100,0 ml 0,5 M EDTA pH 8.0 

  auf 1 l mit A. bidest. auffüllen. Vor Gebrauch 1:50 mit A. bidest.  

  verdünnen 

 

10 x TBE-Puffer für LI-COR 

 107,82 g Tris 

 55,00 g Borsäure 

 7,40 g EDTA 

  auf 950 ml mit A. bidest. auffüllen. Den pH-Wert auf 8.3 mit 5 N NaOH 

  einstellen und anschließend ad 1000 ml mit A. bidest. auffüllen. 

 

10 x TBE-Puffer für RFLP 

 108 g Tris 

 55,00 g Borsäure 

 40 ml EDTA Disodium pH 8.0 

  auf 1000 ml mit A. bidest. auffüllen 

 

1 x TE-Puffer 

 1 ml 1 M Tris/HCl pH 8.0 

 0,20 ml 0,5 M EDTA pH 8.0 

  auf 100 ml mit A. bidest. auffüllen, pH kontrollieren und autoklavieren 
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Gefäße 

Anzucht: 
Polystyrolröhrchen (16,5/40 mm) Fa. Greiner Bio-One, Frickenhausen/Deutschland 
Deckgläschen (12 mm Ø) Glasswarenfabrik Karl Hecht KG, Sondheim/Deutschland 
 
Vermehrung: 
Cellstar® Tissue Culture Flasks (25 cm2/50 ml; 75 cm2/250 ml und 175 cm2/550 ml) von 
Fa. Greiner Bio-One, Frickenhausen/Deutschland 

Geräte 

Brutschränke 

Modell KB 240 (Fa. Binder, Tuttlingen/Deutschland) für die Anzucht von Coxiellen. 

Modell INC 246 (Fa. Memmert, Schwabach/Deutschland) für die Anzucht von BGM-

Zellen. 

 

Ultraschallstab 

Modell Sonifier B12 mit 3 mm Spitze (Fa. Branson Sonic Power Company, U.S.A.) 

 

Zentrifuge 

Modell L2-21 Centrifuge (Fa. Beckman, München/Deutschland) 

Zentrifugenrotoren JA 7,5, JA-10, JA-14, JA-20 (Fa. Beckman, München/Deutschland) 

Elektrophoresekammern 

Hybaid Elektro-4   Fa. Thermo Fisher Scientific, U.S.A. 

Minigel-Twin    Fa. Biometra, Göttingen/Deutschland 

Chef Mapper®    Fa. Bio-Rad, München/Deutschland 

 

Sequenzienrungsgerät 

Modell 4200 DNA Sequencer Fa. LI-COR, U.S.A. 

 

Thermocycler 

Gene AMP PCR System 9600 Fa. Applied Biosystems, Weiterstadt/ 

     Deutschland 

TGradient     Fa. Biometra, Göttingen/Deutschland 

T1 Thermocycler   Fa. Biometra, Göttingen/Deutschland 
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Primer 

Für die genotypische Charakterisierung der C. burnetii-Isolate wurden plasmidspezifi-
sche (Tab. 7 und Tab. 10), adaA-spezifische Primer (Tab. 8), sowie Primer flankierend 
zu Mikrosatellitensequenzen  

Tab. 9) eingesetzt. 

 

Tab. 7: Liste der plasmidspezifischen Primer. 

 
Name Sequenz 5  י3-י
QpDVF TTCTTAGTAACCGGTAGTGGATGTCC 
QpDVR GGCTGTTGTGCATATTAGTGTGATG 
QpH1F GCGAGTTGAGGCAGAAGAGG 
QpH1R GCACGGTAGAATGGAAGGAAG 
QpRSF CTTTCTAATGGGATTCCGTCAGC 
QpRSR AGTATTCAATTAAGGACACCCGTCA 
ScurryF GCATGCTCCATAGCCAACGTAATCT 
ScurryR TGCAATTCTGTTGTTATCAGTGCCTT 

 
Tab. 8:  Liste der für die adaA-PCR verwendeten Primer. 

 
Name Sequenz 5  י3-י
adaAF (P28F) TCACCGCTGTTTTTTCAGACG 
adaAR (P28R) AATAGATTCGCTCTCTCAAGCCG 
TRANS 1 TATGTATCCACCGTAGCCAGTC 
TRANS 2 CCCAACAACACCTCCTTATTC 

 

Tab. 9: Primer flankierend zu Mikrosatellitensequenzen für die MLVA-PCR. 

 
Name Sequenz 5  י3-י
Cox1F* AGAAAAAAGCACAGACCTTGA 
Cox1R TTCCTGATTTAAAAGGGTGACT 
Cox2F* TTCTTTATTTCAGGCCGGAGT 
Cox2R CCGGTAACGCCGATTAGTAA 
Cox3F* GCAATCCAGTTGGAAAGAA 
Cox3R ATTGAAGTAATCCATCGATGATT 
Cox4F* ATGAAGAAAGGATGGAGGG 
Cox4R TGCAAGGATAGCCT 
Cox5F* AATGGAGTTTGTTAGCAAAGAAA 
Cox5R AAAGACAAGCAAAACGATAAAAA 
Cox6F* GACAAAAATCAATAGCCCGT 
Cox6R GAGTTGTGTGGCTTCGC 
Cox7F* ACAGGCCGGTATTCTAACC 
Cox7R CCTCAGCACCCATTCAG 

 
Erläuterung:  

* Primer am 5י-Ende mit DY-781 markiert 
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Tab. 10: Primer für die Differenzierung von QpRS- und QpDV-Plasmid. 

 
Name Sequenz 5  י3-י
QpDVF TTCTTAGTAACCGGTAGTGGATGTCC 
QpDVR GGCTGTTGTGCATATTAGTGTGATG 
QpF CGCTTTTCAACTTATGCCACTG 
QpFN ACTACGTTTTGCGCCAATGTC 
QpR TGTTTATTGGGCACGGAGC 
QpRSF CTTTCTAATGGGATTCCGTCAGC 
QpRSFR CTGACGGAATCCCATTAGAAAGA 
QpRSF3 TGTATCCTTGCGCCCCACCTAC 
QpRSR AGTATTCAATTAAGGACACCCGTCA 
QpRSR3 TAAGTCGGGAGAAACATCGGAAAGC 
QpRS2-1 CTCAGCGGCATGATGGACTC 
QpRS2-2 ACATGACCCCTTTTGACGTAGC 
Qp2F ATTCCAACAGAACACCCAATGC 
Qp2R CGAGGATTACAGGGAAAAGTGG 

 
Alle Primer wurden bei biomers.net bestellt und mit 1 x TE-Puffer auf 20 µM verdünnt. 

PCR Kits 

GeneAmp® XL PCR Kit  Fa. Applied Biosystems, U.S.A. 

enthält rTth DNA Polymerase, XL, 2 U/µl 

  3,3x XL BufferII 

  Mg(OAC)2, 25 mM 

QIAGEN Multiplex PCR Kit  Fa. Qiagen, Hilden/Deutschland 

 beinhaltet 2x Qiagen Multiplex PCR Master Mix (kurz 2x Mastermix) 

  enthält HotStarTaq DNA Polymerase, Multiplex PCR-Puffer, dNTP-Mix 

DNA-Größenstandards 

Gene RulerTM 100 bp DNA Ladder Fa. Fermentas, St. Leon-Rot/Deutschland 

1 kb DNA Ladder   Fa. Gibco-BRL, Eggenstein/Deutschland 

Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker Fa. Fermentas, St. Leon-Rot/ Deutschland 

Ladepuffer 

6X DNA Loading Dye   Fa. Fermentas, St. Leon-Rot/Deutschland 
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Enzyme 

Not I    Fa. (Amersham) GE Healthcare, Freiburg/Deutschland 

 

Not I-Restriktionspuffer 

 40,00 µl 10 x H Buffer 

 40,00 µl 0,1% BSA 

 40,00 µl 0,1% Triton X-100 

 278,00 µl A. bidest. 

Software 

1DscanEX     Fa. BD Biosciences-scanalytics, U.S.A. 

e-seq® V 2.0    Fa. LI-COR, U.S.A 
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