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Q-Fieber

Amtliche Methode

1. Charakterisierung der Infektion

1.1 Erreger

Coxiella burnetii, der Erreger des Q-Fiebers, ist ein Gram-negatives, pleomorphes und obligat intrazellulares
Bakterium. Es gehort innerhalb der Gamma-Proteobakterien zu den Legionellales in die Familie der Coxiel-
laceae als-einzige Spezies (Weisburg, 1989). Der Erreger durchlauft einen morphologischen Differenzierungs-
zyklus und kommt in zwei Formen vor: den sporenahnlichen small-cell-variants (SCVs) und den intrazellula-
ren, replikativen large-cell-variants (LCVs) (Coleman, 2004). C. burnetii weist eine hohe Tenazitat auf und
kann Gber mehrere Monate infektios in der Umwelt verbleiben (Eldin, 2017). Es gibt zwei Antigenphasen von
C. burnetii, die sich in der Lange des Lipopolysaccharids (LPS) unterscheiden. Virulente, in der Natur vor-
kommende Phase I-Erreger haben ein langkettiges, glattes LPS. Phase II-Erreger konnen unter Laborbedin-
gungen entstehen, weisen ein stark verkiirztes, raues LPS auf und sind avirulent (Narasaki, 2012; Andoh,
2005).

1.2 Klinische Symptomatik

Das Hauptreservoir fur C. burnetii stellen Wiederkauer dar. Eine Infektion verlauft meist klinisch inapparent
und kann aber auch zu Aborten und Unfruchtbarkeit fihren. Bei Rindern sind Infektionen mit Metritis und
Unfruchtbarkeit assoziiert (Roest, 2013; Agerholm, 2013). Aborte sind selten. Bei Schafen und Ziegen kann
eine Infektion zu Spataborten und zur Geburt lebensschwacher Nachkommen fiihren. Im Vergleich ist die
Abortrate bei Ziegen hoher. Die abortierten Feten weisen kaum Veranderungen auf und sind selten autoly-
tisch (Bauer, 2020). Bei Wiederkauern kann die Erregerausscheidung in Geburtsmaterialien (Nachgeburt,
Fruchtwasser, Lochien) mit bis zu 10° Erregern pro Gramm Gewebe sehr hoch sein (Arricau Bouvery, 2003).
Der Erreger wird ebenfalls iiber Milch, Urin und Faeces ausgeschieden. Die Ubertragung, auch auf den Men-
schen (Zoonose), findet hauptsachlich durch die Inhalation kontaminierter Aerosole und Staube statt. Ob
eine Ubertragung durch orale Aufnahme méglich ist, ist nicht vollstandig geklart. Dies kann jedoch zu einer
Serokonversion fiihren {Cerf, 2006}. Eine venerale Ubertragung wurde aufgrund der Detektion von C. bur-
netii in Samenfliissigkeit von Rindern angenommen (Kruszewska, 1997). Eine Mensch-zu-Mensch-Ubertragung
ist duBerst selten und moglich durch Exposition wiahrend der Geburt, durch sexuelle Ubertragung oder Blut-

transfusion (WOAH, 2018) {OIETerrestrial- Animal-Health-Code;2018). Zecken konnen den Erreger mit dem

Kot ausscheiden (Korner, 2020).

1.3 Differenzialdiagnose

Als Differenzialdiagnose kommen andere Abortursachen, z. B. Brucellose, Leptospirose, Neosporose etc. und
insbesondere durch Chlamydien bedingte Aborte, in Betracht.
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1.4 Diagnostische Indikation

Ungeklarte Aborte und Fruchtbarkeitsstorungen.

1.5 Zustandige Untersuchungseinrichtung

Staatliche Veterinaruntersuchungsamter, Tiergesundheitsdienste
Friedrich-Loeffler-Institut (FLI), Nationales Referenzlabor fiir Q-Fieber, Naumburger Str. 96a, 07743 Jena;

Tel:

+49 3641 804 2499; Fax: +49 3641-804 2228 (Ansprechpartner: Dr. K. Mertens-Scholz)

1.6 Rechtsgrundlagen (in der jeweils geltenden Fassung)

2.1

Verordnung (EU) 2016/429 des Europaischen Parlaments und des Rates vom 9. Marz 2016 zu Tierseuchen
und zur Anderung und Aufhebung einiger Rechtsakte im Bereich der Tiergesundheit (,, Tiergesundheits-
recht

Durchfiihrungsverordnung (EU) 2018/1882 der Kommission vom 3. Dezember 2018 uber die Anwendung
bestimmter Bestimmungen zur Seuchenpravention und -bekampfung auf Kategorien gelisteter Seuchen
und zur Erstellung einer Liste von Arten und Artengruppen, die ein erhebliches Risiko fiir die Ausbreitung
dieser gelisteten Seuchen darstellen

Delegierte Verordnung (EU) 2018/1629 der Kommission vom 25. Juli 2018 zur Anderung der Liste der
Seuchen in Anhang Il der Verordnung (EU) 2016/429 des Europaischen Parlaments und des Rates zu
Tierseuchen und zur Anderung und Aufhebung einiger Rechtsakte im Bereich der Tiergesundheit (,,Tier-
gesundheitsrecht)

Delegierte Verordnung (EU) 2020/689 der Kommission vom 17. Dezember 2019 zur Erganzung der Ver-
ordnung (EU) 2016/429 des Europaischen Parlaments und des Rates hinsichtlich Vorschriften betreffend
Uberwachung, Tilgungsprogramme und den Status ,seuchenfrei“ fiir bestimmte gelistete und neu auf-
tretende Seuchen in der jeweils geltenden Fassung.

Gesetz zur Vorbeugung vor und Bekampfung von Tierseuchen (Tiergesundheitsgesetz - TierGesG) in der
jeweils gultigen Fassung.

Verordnung Uber meldepflichtige Tierkrankheiten in der jeweils giiltigen Fassung.

Untersuchungsmaterial

Erregernachweis

— Vaginaltupfer frihestmoglich aber nur bis maximal 8 Tage nach der Geburt oder dem Abort
(Transporttupfer mit physiologischer Kochsalzlosung, Raumtemperatur)

— Plazenta (mindestens drei Kotyledonen beproben, mit Lasionen, nekrotisches Gewebe), Eihaut,
Organe (+4 °C bis -20 °C, Trockeneis)

— Organe (Milz, Lunge, Leber) und Mageninhalt von Feten (+4 °C bis -20 °C, Trockeneis)
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—  Milch, Kolostrum, Tankmilch (+4 °C, 24-bis-48-h-nach-Probenahme)

C. burnetii ist ein Erreger der Risikogruppe 3. Fir die Probenahme sollen entsprechende Schutzmafnah-
men getroffen werden.

2.2 Antikorpernachweis

— Serum, Plasma (+4 °C bis +8 °C)
— Milch (+4 °C, 24 h bis 48 h nach Probenahme)

Einsendungen an das Labor:

Es gelten die entsprechenden Vorschriften fiir den Probenversand von diagnostischen Proben (siehe Kapitel
Probenversand - Diagnhostische Proben der amtlichen Methodensammlung). Das auszufiillende Einsendefor-
mular ist auf der Internetseite des NRL Q-Fieber zu finden (https://www.fli.de/de/institute/institut-fuer-

bakterielle-infektionen-und-zoonosen-ibiz/referenzlabore/nrl-fuer-g-fieber/).

3. Untersuchungsgang

3.1 Erregernachweis

Alle Laborarbeiten missen entweder in Laboren der biologischen Schutzstufe 2 (BSL2) oder 3 (BSL3) bei
gezielten Tatigkeiten und Umgang mit dem Erreger durchgefiihrt werden.

3.1.1 Kultureller Nachweis

Alle Arbeiten zur Isolierung und Vermehrung von C. burnetii aus Probenmaterialien missen in einem Labor
der Schutzstufe 3 durchgefiihrt werden. Methode nach Henning und Sting 2000 {Henning, 2000}.

Zellkultur:

— Buffalo Green Monkey, Vero u. a. Zelllinien, nahezu konfluent in 75 cm? Zellkulturflaschen.

—  Zellkulturmedien z. B. antibiotikumfreies Minimal Essential Medium (MEM) Eagle mit Earle‘s Sal-
zen und Zusatz von 5 % neonatalem Kalberserum, 1 % nicht-essentiellen Aminosauren (100x), 1 %
Vitaminen (100x) sowie 2 mmol L-Glutamin.

— Mediumwechsel bei Bedarf oder wochentlich.

Organmaterial:
— Ca. 10 g Probenmaterial in 40 bis 50 ml Zellkulturmedium homogenisieren und feste Bestandteile
sedimentieren (500 x g).
- Uberstand abnehmen, filtrieren (5 pm bis 0,45 pm, ggf. 0,2 pm) und das Filtrat auf eine nahezu
konfluente Zellkultur geben. Nach 24 h einen Mediumwechsel durchfiihren.
— Fir ca. 6 Wochen mit regelmafBigem Mediumwechsel inkubieren, nicht passagieren.
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— RegelmaBige visuelle Kontrolle (Mikroskop, 400-fache VergroBerung) auf das Vorhandensein von
fur C. burnetii typischen Vakuolen.

— AbschlieBende Bestatigung einer positiven Kultur durch den Nachweis C. burnetii-spezifischer
DNA mittels Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (qPCR).

Milch:

— Ca. 5 ml Milch durch Zentrifugation entrahmen (500 - 1.000 x g, 10 min).

— Rahm entfernen und 2 ml entrahmte Milch erneut zentrifugieren (16.000 x g, 10 min), Uber-
stand verwerfen.

— Pellet in 10 ml Zellkulturmedium resuspendieren, filtieren (5 pm bis 0,45 pm, ggf. 0,2 ym) und
das Filtrat auf eine konfluente Zellkultur geben. Nach 24 h einen Mediumwechsel durchfiihren.

— Fur ca. 6 Wochen mit regelmaBigem Mediumwechsel inkubieren, nicht passagieren.

— RegelmaRige visuelle Kontrolle (Mikroskop, 400-fache VergroBerung) auf das Vorhandensein von
fur C. burnetii typischen Vakuolen.

— AbschlieBende Bestatigung einer positiven Kultur durch den Nachweis C. burnetii-spezifischer
DNA mittels gPCR.

Kontamination:

— Beim Auftreten von Kontaminationen wird das Zellkulturmedium abgenommen und der Zellrasen
zweimal mit Zellkulturmedium gewaschen.

—  Zugabe von 5 ml frischem Zellkulturmedium und bei mindestens -30 °C fiir 12 h einfrieren.

—  Zellkulturmaterial auftauen lassen, filtrieren (5 pm bis 0,45 pm, ggf. 0,2 ym) und das Filtrat auf
eine nahezu konfluente Zellkultur geben. Nach 24 h einen Mediumwechsel durchfiihren.

— Prozess ggf. wiederholen.

3.1.2 Nachweis von C. burnetii-spezifischer DNA mittels Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (qPCR)
Flr den Nachweis von C. burnetii-spezifischer DNA aus Probenmaterialien wird das Insertionselement
IS1111 mittels gPCR nachgewiesen. Dieses Element ist im Genom von C. burnetii, je nach Isolat, 7- bis
110-mal vorhanden {Klee, 2006}. Die DNA-Extraktion erfolgt mittels kommerzieller DNA-Isolierungskits
nach Angaben des Herstellers. Fur den Nachweis C. burnetii-spezifischer DNA stehen zugelassene kommer-
zielle Testkits zur Verfiigung:
https://www.fli.de/fileadmin/FLI/Service/Zulassungsstelle/deutsch/02_d_Zul_Mittel.pdf

3.2 Antikorpernachweis

Flr den Nachweis von Antikorpern gegen C. burnetii in Serum, Plasma und Milch stehen zugelassene kom-
merzielle ELISA Testkits zur Verfligung:
https://www.fli.de/fileadmin/FLI/Service/Zulassungsstelle/deutsch/02_d_Zul Mittel.pdf
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3.3 Gesamtgenomsequenzierung und Bioinformatik

Gesamtgenomsequenzierung (whole genome sequencing, WGS) von Coxiella burnetii-Isolaten mit anschlie-
Render bioinformatorischer Datenanalyse ist bei der Isolat-basierten Feintypisierung, bei Ausbruchsanalysen
und zur Detektion genetischer Marker (Typ IV Sekretionssystem, Repertoire von Effektorproteinen, Lipopo-
lysaccharidsynthese) hilfreich. Aktuell befindet sich die Sequenzierung mittels Verfahren der zweiten Ge-
neration (Next Generation Sequencing) in der Validierungsphase, wahrend auch schon Verfahren der dritten
Generation getestet werden. DNS-Isolierung und Erstellung von Sequenzierbibliotheken (engl. Libraries) soll-
ten nach Herstellerangaben durchgefiihrt werden. Fiir Sequenzierung und Datenanalyse sollte der Leitfaden
ISO: 23418 in der jeweiligen aktuellen Fassung beachtet werden. Dieser bezieht sich zwar auf Lebensmittel,
gibt aber hilfreiche allgemeine Hinweise (Logging, Versionskontrolle, QC, Libraries etc.). Die wichtigsten
Schritte der WGS-Datenanalyse sind die Qualitatskontrolle der Sequenzier-Rohdaten (QC), die Genomas-
semblierung, die In-silico-Typisierung, SNP-Analysen, phylogenetische Analysen und die Vorhersage von Pha-
notypen. Die Qualitatskontrolle umfasst die Lesequalitét, die Berechnung des coverage und die Uberpriifung
der Datenkontamination. Fur die Qualitatskontrolle wird empfohlen, dass 70 % der Basen einer Probe einen
Qualitatsscore (Phred Score) von mindestens 30 aufweisen (Q30-Parameter). In quantitativer Hinsicht sollte
eine Genomabdeckung von mindestens 30 angestrebt werden. Um Kontaminationen auszuschlieBen, sollten
70 % der Sequenz-Reads taxonomisch der Gattung Coxiella zugeordnet werden. Es folgt die de-novo-Ge-
nomassemblierung und deren Qualitatsbewertung.

Die assemblierten Genome sollten eine GroBe von 1,9 bis 2,1 Mb und einen N50-Wert von 15 kB aufweisen
{Abou Abdallah, 2022}. Basierend auf den assemblierten Genomen konnen genetische Faktoren fiir Virulenz
und mobile genetische Elemente durch Vergleich mit entsprechenden Datenbanken detektiert werden (z.B.
VFDB fur die Vorhersage von Virulenzfaktoren). Die Annotation der Genome ermoglicht die Identifizierung
offener Leserahmen (Open Reading Frames,ORFs) und deren funktionelle Analyse. Hochauflosende Typisie-
rung kann durch die Bestimmung von Einzelnukleotidanderungen (Single Nucleotide Polymorphism, SNPs)
durchgefiihrt werden. Anhand der SNPs-Analyse konnen phylogenetische Baume erstellt und epidemiologi-
sche Zusammenhange von Ausbruchsisolaten untersucht werden. Eine Moglichkeit zur automatischen Ana-
lyse von Gesamtgenomdaten fiir Coxiella burnetii ist die kostenfrei verfligbare Linux-basierte Pipeline:
https://gitlab.com/FLI_Bioinfo/WGSBAC

In der Vergangenheit wurde wiederholt von C. burnetii Isolaten berichtet, die im Shell-vial Test gegeniiber
Antibiotika unterschiedliche Empfindlichkeiten aufweisen (Rolain, 2005; Musso, 1996; Raoult, 1991; Eldin,
2015). Entsprechende Einordnung nach EUCAST oder CSLI ist jedoch nicht verfiigbar und somit fehlen stan-

dardisierte Kriterien fir eine Resistenzpriifung.
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Falldefinition - Q-Fieber; Coxiella burnetii-Infektion

Klinisches Bild

Unter der Bezeichnung Q-Fieber (Coxiellose) werden Infektionen mit dem Bakterium Coxiella burnetii ver-
standen. Die Krankheitserscheinungen beim Tier sind meistens gering. Seine Hauptbedeutung hat der Erre-
ger als Ausloser von Unfruchtbarkeit und Aborten beim Wiederkauer sowie als Zoonoseerreger.

Labordiagnostischer Nachweis

Positiver Befund mit mindestens einer der beiden folgenden Methoden:

Erregernachweis:

= Erregerisolierung (z. B. uber Zellkultur)
= PCR

Indirekter Nachweis:
= ELISA
Zusatzinformation
Der serologische Nachweis ergibt fur sich allein nicht den geforderten labordiagnostischen Nachweis einer
bestehenden Q-Fieber-Infektion.
Epidemiologischer Zusammenhang

Ein Verdacht auf eine Q-Fieber-Infektion im Bestand besteht, wenn serologische oder milchserologische
Untersuchungsergebnisse insbesondere im Zusammenhang mit einem klinischen Verdacht auf das Vorhan-
densein des Erregers hinweisen.

Voraussetzung fur den Verdacht

Auftreten von Aborten und Unfruchtbarkeit, auch in Verbindung mit Antikorpernachweis (ELISA)

Durch TSN zu ubermittelnder Fall

Voraussetzung fur die Feststellung eines Falles:

Labordiagnostische Bestatigung durch direkten Erregernachweis bei Proben von Wiederkauern wie Bison,
Rindern, Biiffel, Schafen und Ziegen (Bison spp.; Bos spp.; Babulus spp.; Ovis spp.; Capra spp.). Der serolo-
gische Nachweis reicht allein nicht zur Feststellung von Q-Fieber aus.
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Rechtsgrundlagen (in der jeweils geltenden Fassung)

Verordnung (EU) 2016/429 des Europaischen Parlaments und des Rates vom 9. Marz 2016 zu Tierseu-
chen und zur Anderung und Aufhebung einiger Rechtsakte im Bereich der Tiergesundheit (,, Tiergesund-
heitsrecht”)

Durchfiihrungsverordnung (EU) 2018/1882 der Kommission vom 3. Dezember 2018 uiber die Anwendung
bestimmter Bestimmungen zur Seuchenpravention und -bekampfung auf Kategorien gelisteter Seuchen
und zur Erstellung einer Liste von Arten und Artengruppen, die ein erhebliches Risiko flir die Ausbrei-
tung dieser gelisteten Seuchen darstellen

Delegierte Verordnung (EU) 2018/1629 der Kommission vom 25. Juli 2018 zur Anderung der Liste der
Seuchen in Anhang Il der Verordnung (EU) 2016/429 des Europaischen Parlaments und des Rates zu
Tierseuchen und zur Anderung und Aufhebung einiger Rechtsakte im Bereich der Tiergesundheit

(,, Tiergesundheitsrecht®)

Delegierte Verordnung (EU) 2020/689 der Kommission vom 17. Dezember 2019 zur Erganzung der Ver-
ordnung (EU) 2016/429 des Europaischen Parlaments und des Rates hinsichtlich Vorschriften betref-
fend Uberwachung, Tilgungsprogramme und den Status ,,seuchenfrei“ fiir bestimmte gelistete und neu
auftretende Seuchen in der jeweils geltenden Fassung.

Gesetz zur Vorbeugung vor und Bekampfung von Tierseuchen (Tiergesundheitsgesetz - TierGesG) in der
jeweils gultigen Fassung

Verordnung Uber meldepflichtige Tierkrankheiten in der jeweils giiltigen Fassung

Friedrich-Loeffler-Institut, Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit
Stidufer 10, D-17493 Greifswald - Insel Riems, www.fli.de
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