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I Einleitung

Das Bakterium Coxiella (C.) burnetii ist der Erreger des Q-Fiebers, ein mit Ausnahme von
Neuseeland weltweit verbreiteter Zoonoseerreger (Hellenbrand et al., 2001; Fournier et al.,
1998). Das zoonotische Potential des Erregers hat seit seiner Entdeckung im Jahr 1937 durch
Derrick immer wieder flir wissenschaftliches Interesse gesorgt (Derrick, 1937). Betrachtet
man lediglich die veterindrmedizinische Seite, so konnte man von einer marginalen
Bedeutung des Bakteriums sprechen. Da die Infektion bei Wiederkduern in aller Regel
inapparent verlduft (Rodolakis, 2009), werden C. burnetii-Infektionen eher nicht zu den
bedeutsamen Tierseuchen gezdhlt. Fiir Rinder, Schafe, Ziegen und andere Wiederkduerarten
ist Q-Fieber laut der Verordnung iiber meldepflichtige Tierkrankheiten, Ausfertigungsdatum:
09.08.1983, in der Fassung der Bekanntmachung vom 11. Februar 2011 (BGBI. I S. 252),
zuletzt gedndert durch Artikel 5 der Verordnung vom 17. April 2014 (BGBI. T S. 388),
meldepflichtig. Die in den Tierseuchennachrichten (TSN) erfassten Félle bzw. Ausbriiche
belaufen sich in dem Zeitraum vom 01.01.1995 bis zum 31.12.2014 auf 3.381 Meldungen
(TSN, Friedrich-Loeffler-Institut, Stand: 21.01.2015).

Bei der Landwirtschaftszahlung, Stichtag 03.11.2014, wurde in Deutschland ein Viehbestand
von 12.742.190 Rindern und 1.597.700 Schafen ermittelt (Statistisches Bundesamt,
Wiesbaden). Die Anzahl der Ziegen lag im Jahr 2010 bei ca. 150.000 (Statistisches
Bundesamt, Wiesbaden). Angesichts dieser Zahlen wird die eher geringe Bedeutung der
Infektion mit C. burnetii im veterindrmedizinischen Bereich versténdlich.

Dennoch ist eine Unterschitzung des Gefdhrdungspotentials dieses Bakteriums nicht
angebracht. Es handelt sich um einen aerogen durch Inhalation erregerhaltiger Aerosole und
kontaminierter Stiube iibertragbaren Erreger, fiir den Verbreitungswege bis zu 2 km
beschrieben werden (RKI, 2002). Seine Kontagiositit ist extrem hoch. Die minimale
Infektionsdosis wird mit ca.10 Erregern angegeben, wobei einige Autoren davon sprechen,
dass ein einziger Erreger ausreicht, um eine Infektion zu verursachen (Sawyer et al., 1987;
Christi A B, 1980). Auch die Tenazitdt von C. burnetii ist hoch, selbst unter ungiinstigen
Bedingungen bleibt die Infektiositit tiber 40 Monate erhalten (RKI, Mitteilungen des
Arbeitskreises ,,Blut® des Bundesministeriums fiir Gesundheit, 2013). In trockenen
Materialien wie Staub, Erdboden, Zeckenkot oder Tierhaaren und Wolle werden bei 4°C 1-2
Jahre angegeben (BfR Stellungnahme Nr. 018/2010). Eine Desinfektion oder
Dekontamination gestaltet sich schwierig. Bei einer Temperatur von mindestens 65°C mit
einer Einwirkzeit von 1 Stunde wird der Erreger inaktiviert. 70%iges Ethanol (Einwirkzeit 30
Minuten) und 5%iges Formaldehyd (5 Minuten) konnen zur Desinfektion eingesetzt werden
(RKI, Mitteilungen des Arbeitskreises Blut des Bundesministeriums fiir Gesundheit, 2013).
Gemdl der Verordnung tber Sicherheit und Gesundheitsschutz bei Tétigkeiten mit

biologischen Arbeitsstoffen (Biostoffverordnung) ist C. burnetii in die Risikogruppe 3 ,,Z%
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eingestuft. Verschiedenste Listen, wie zum Beispiel von der World Health Organisation
(WHO) und der USAMRIID’s Medical Management of Biological Casualties Handbook,
fiihren C. burnetii als biologischen Kampfstoff der Kategorie ,,B“, neben u.a. Brucellen,
Clostridium perfringens und Chlamydia psittaci. Verschiedene Lander wie die USA und die
frithere Sowjetunion beforschten den Erreger in ihren Biowaffenprogrammen (RKI,
Mitteilungen des Arbeitskreises Blut des Bundesministeriums fiir Gesundheit, 2013;
Bundesamt fiir Bevolkerungsschutz und Katastrophenhilfe, 2007). Durch die bestehende
Meldepflicht, die bundesweit durch das ,,Gesetz zur Verhiitung und Bekidmpfung von
Infektionskrankheiten beim Menschen® (Infektionsschutzgesetz - IfSG, BGBI. 1 S. 1045,
zuletzt gedndert durch Artikel 2 Absatz 36 u. Artikel 4, Absatz 21 des Gesetzes vom 7.
August 2013, BGBI. I S. 3154) geregelt wird, wurden dem Robert-Koch-Institut (RKI) in den
letzten 14 Jahren (2001-2014) 3.480 Erkrankungsfille iibermittelt. Auch diese Zahlen aus
dem humanen Bereich verdeutlichen eine iiber die Jahre niedrige Inzidenz von 0,1 bis 0,5
Félle pro 100.000 Einwohner pro Jahr (SurvStat@RKI 2.0).

Bei der Betrachtung dieser Daten stellt sich die Frage nach der Aussagekraft sowohl der
veterindrmedizinisch als auch der humanmedizinisch erfassten Meldezahlen. Q-Fieber fiihrt
bei Mensch und Tier zu einer teilweise sehr unspezifischen Symptomatik bzw. bei humanen
Erkrankungen zum klinischen Bild einer grippalen Infektion (Maurin und Raoult, 1999). Im
Veterindrbereich stehen Fertilititsstorungen an erster Stelle, die zundchst als solche erkannt
und anschlieend dem Erreger C. burnetii zugeordnet werden miissen (Angelakis und Raoult,
2010). Es ist daher von einer hohen Anzahl unerkannt bleibender Infektionen in den
Tierbestinden auszugehen und &dhnlich von einer hohen Dunkelziffer von nicht
diagnostizierten C. burnetii-Infektionen im humanen Bereich.

Dass C. burnetii auch in der Lage ist, Seuchenziige von in Deutschland nicht bekannten
AusmalBlen zu erzeugen, zeigt der weltweit bisher grofBite Q-Fieber-Ausbruch in den
Niederlanden von 2007 bis 2010. Ausgehend von Milchziegen kam es in den genannten vier
Jahren zu iiber 4.000 Erkrankungen von Menschen und 6 Todesfillen (Van der Hoek et al.,
2010; van der Hoek et al., 2012). Uber 50.000 trichtige Ziegen aus ca. 60 Betrieben wurden
getotet, fiir weitere ca. 10.000 Tiere wurde ein lebenslanges Zuchtverbot ausgesprochen
(Mbller, 2013). In der Offentlichkeit, vor allem aber auch unter den Betroffenen aus den
landwirtschaftlichen Betrieben, herrschte zum Teil grole Verstindnislosigkeit in Bezug auf
das Toten klinisch vollig gesund erscheinender Tiere.

Die Frage, ob dhnliche Szenarien in Deutschland mdéglich sind, wurde in der Folgezeit in der
Regel verneint. Das ungewoOhnliche Ausmal} dieses Q-Fieber-Geschehens wird zum grof3en
Teil auf die extrem hohe Ziegendichte von 44 Ziegen/km® in dem betroffenen Gebiet (Nord-
Brabant) zuriickgefiihrt (Conraths et al., 2010).

Wie verhilt es sich generell mit der Datenlage iiber Q-Fieber und C. burnetii-Infektionen bei

Mensch und Tier? Konnen wir das Gefahrenpotential dieser Zoonose hinreichend beurteilen?
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Im EFSA Journal 2012 ist dazu folgendes zu lesen:

,Die Daten iiber Q-Fieber beim Menschen wiren klarer, wenn ,,gemeldete” und ,,bestatigte
Félle klar definiert wiren. Sinnvoll wére eine durch einschldgige Rechtsvorschriften fixierte
Falldefinition, die in allen Mitgliedstaaten Anwendung findet. Das vorgestellte Material iiber
Q-Fieber bei Tieren ist weit weniger klar und spiegelt die Inkonsistenz der Daten wieder.
Unklarheiten bestehen im Zusammenhang mit Aussagen iiber Q-Fieber als Krankheit und
Coxiella burnetii als Infektion, Einzeltier- und Herdendaten, Auswahlverfahren der
Probennahmen und Diagnoseverfahren. ... Aufgrund der unterschiedlichen Reporting-
Systeme sind die Ergebnisse mit Vorsicht zu interpretieren. (EFSA, 2012).

Entsprechend duBerte sich die EFSA bereits im Jahr 2010:

, ... to assess the risks factors for q fever occurrence and persistence in animal husbandry and
the related risks for human, taking into account at least the presence and density of susceptible
livestock and the type of husbandry in which they are kept: prevalence and incidence studies
in domestic ruminants should focus on small ruminants rather than cattle, to provide a clearer
picture of the risk of exposure for humans. Further investigations and research are needed...”
(EFSA, 2010).

Von der EFSA veroffentlichte Ergebnisse zu C. burnetii-Infektionen bei Rindern, Ziegen und
Schafen zeigen auffillig hohe prozentuale Nachweise bei Herdenuntersuchungen von
Rindermilch, die zum Beispiel im Jahr 2011 in Danemark bei 76.6% (ELISA), in Schweden
bei 76.1% (PCR) und im Vereinigten Konigreich sogar bei 86.3% (PCR) lagen (EU Summary
Report on Zoonoses, Zoonotic Agents and Food-borne Outbreaks 2012).

Betrachtet man in diesem Zusammenhang die im TSN gemeldeten Q-Fieber-Félle bei Tieren,
so stellt man eine erhebliche Konzentration auf die Tierart Rind fest. Vom 01.01.2005 bis
zum 31.12.2014 wurden 1.671 Félle von Infektionen mit C. burnetii gemeldet, dabei handelt
es sich in 1.512 Féllen (90.5%) um Infektionen bei Rindern (TSN, Friedrich-Loeffler-Institut,
Stand: 21.01.2015).

Angesichts dieser Zahlen scheint die Frage berechtigt, ob eine Fixierung beim Thema Q-
Fieber bzw. Infektion mit C. burnetii auf lediglich kleine Wiederkduer die Gefahr einer
Unterschitzung mit sich bringt. Uber 50% aller beobachteten bzw. publizierten Ausbriiche in
Deutschland gehen auf die Tierart Schaf zuriick (EFSA, 2010). Schafe und Ziegen in den
Fokus der Untersuchungen zu stellen, scheint daher gerechtfertigt. Dennoch sollte man bei
einem Erreger, dessen Wirtsspektrum extrem breit ist und auch im Wildtierbereich iiber ein
unerschopfliches Reservoir verfiigt (Marrie, 1990), sowohl epidemiologische als auch
diagnostische Erhebungen in alle Richtungen fiihren.

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit zwei Tierarten, Rind und Schaf, und versucht die
im Folgenden beschriebenen Problemkreise beziiglich der Infektion mit C. burnetii zu
beleuchten. Eine der eingeflossenen Publikationen setzt sich mit den Schwierigkeiten

epidemiologischer Untersuchungen nach einem Q-Fieber-Ausbruch und der Fragestellung des
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FEintrages des Erregers in einen Tierbestand, in diesem Fall eine Wanderschatherde,
auseinander. Es werden auch Fragen zu den zu treffenden MaBnahmen diskutiert, die dem
jeweiligen Gefahrdungspotential entsprechend angemessen, umsetzbar und verhéltnismaBig
sein sollten.

Die zweite Publikation in Bezug auf die Tierart Schaf setzt sich insbesondere mit den
Problemen der Interpretation des verfligbaren Datenmaterials auseinander. Wie bereits die
Schlussfolgerungen der EFSA belegen, gibt es unterschiedlichste und nicht miteinander
vergleichbare Untersuchungsansitze, wie z.B. Erhebung auf Einzeltier- oder Herdenbasis,
Untersuchungen in auffilligen oder klinisch unauffalligen Herden, und legt umfangreiches
Datenmaterial einer liber mehrere Jahre begleiteten Schatherde vor.

Zwei weitere Publikationen untersuchen die Verbreitung von C. burnetii-Infektionen in
Rinderbestdnden. Hier wird die Problematik der Q-Fieber-Diagnostik, auch in
Zusammenhang mit der relativ neuen Option der Impfung der Bestdnde besprochen. Ein
weiteres zentrales Thema bewegt sich um das Thema Milch als Lebensmittel und einer
eventuell davon ausgehenden Gefiahrdung der menschlichen Gesundheit.

Die vorliegende Arbeit beleuchtet die aktuelle Q-Fieber-Situation unter besonderer
Berticksichtigung praktischer Aspekte, von der Prophylaxe iiber die Diagnostik bis zu
Bekdmpfungsstrategien im Ausbruchsfall. Die Schlussfolgerungen verdeutlichen die
Schwierigkeit der Schitzung der wahren Priavalenz von C. burnetii-Infektionen in Rinder- und
Schafbestinden und die damit verbundene Problematik einer sicheren Beurteilung des

Gefihrdungspotentials dieser Zoonose.



I1 Literaturiibersicht

1. Coxiella burnetii
1.1 Taxonomie

Q-Fieber wurde erstmals von Edward Holbrook Derrick 1937 als Erkrankung des Menschen
in Brisbane, Queensland, Australien beschrieben (Derrick 1937). Die damals ungeklarte
Athiologie fiihrte zur Bezeichnung ,,query fever*, abgekiirzt Q fever (Fragezeichen, fraglich).
Im selben Jahr isolierten Burnett und Freemann den Erreger aus der Milz infizierter Méuse.
(Burnet und Freemann, 1937; Burnet et al., 1939). 1938 isolierte Cox in den USA einen
Hfltrierbaren Infektionsstoff aus ,,Dermacentor*-Zecken (Cox, 1938; Cox und Bell, 1939).
Im Folgejahr konnte bewiesen werden, dass es sich bei dem aus Mausen isolierten Erreger um
dasselbe Agens handelte, das aus den Zecken gewonnen worden war (Maurin und Raoult,
1999). Aufgrund der Tatsache, dass der Erreger nur intrazelluldr vermehrt werden konnte,
wurde er zunichst den Rickettsien zugeordnet und als Rickettsia burnetii bezeichnet (Davis
und Cox, 1938; Cox, 1938; Cox und Bell, 1939). Zu Ehren von Cox und Burnett wurde er
spater in Coxiella burnetii umbenannt (Philip, 1948). Neuere Studien, die auf 16S rRNA
Sequenzanalysen basieren, zeigten, dass C. burnetii den Gammaproteobacterien und der
Ordnung der Legionellales zuzuordnen ist (Weisburg et al., 1989; Wilson et al., 1989;
Drancourt und Raoult, 2005).
Laut National Center for Biotechnology Information, USA (NCBI) liegt aktuell folgende
Klassifizierung vor:
% Eubacteria
» Proteobacteria
= Gammaproteobacteria
e Legionellales
¢ Coxiellaceae
» Coxiella

= Coxiella burnetii

1.2 Morphologie und Pathogenit:it

Morphologisch stellt C. burnetii mit einer Lange von 0.4-1.0pum und einem Durchmesser von
0.2-0.4um ein sehr kurzes pleomorphes, meist kokkoides, teilweise auch lanzett- oder
keulenformiges Kurzstibchen dar (Schliesser und Krauss, 1982; Maurin und Raoult, 1999).
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C. burnetii ist ein obligat intrazelluldrer Erreger, der sich nicht durch Zweiteilung vermehrt,
sondern einen Entwicklungszyklus im Phagolysosom der Wirtszelle mit morphologisch
unterschiedlichen Formen durchlduft. Durch Dichtegradientenzentrifugation lassen sich drei
Formen voneinander trennen:

e Small Cell Variant (SCV) mit einer GréBe von 0,5 bis 1,2 um, die durch
elektronendichtes Chromatin kompakt erscheint und sich metabolisch inaktiv verhélt
(McCaul und Willams, 1981). Hierbei handelt es sich um die infektiose,
widerstandsfahige Zellvariante (Coleman et al., 2004).

e Large Cell Variant (LCV), die eine GroBe von 1 pum {iberschreiten kann, sich
elektronenmikroskopisch aufgelockert darstellt und deren Chromatin eher einen
filamentdsen Charakter annimmt (McCaul und Willams, 1981; Heinzen et al., 1999).
Diese Zellvariante ist metabolisch aktiv und vermehrungsfahig (Coleman et al., 2004).

e Small-Dense-Cell (SDC), sporendhnliches Partikel (spore like), das extrem tolerant
gegeniiber Umwelteinfliissen ist und auch als Small-Dense-Cell (SDC) bezeichnet
wird (Wiebke et al., 1972; McCaul, 1991; McCaul und Willams, 1981).

Die bisher einzig bekannten Virulenzfaktoren bei C. burnetii sind Lipopolysaccharide (LPS),
die durch Strukturverdnderungen der Zellwand das Auftreten von zwei Phasen bedingen
(Moos und Hackstadt, 1987). Phase I, die virulente Form, tritt in der Natur und im infizierten
Wirt auf. Sie besitzt ein stark verzweigtes LPS. Die avirulente Form, Phase II, entsteht nach
etwa 5-15 Passagen in der Zellkultur oder in Hithnerembryonen in vitro (Hackstadt 1986). Sie
ist weniger infektios. Thr LPS weist eine nur gering verzweigte Struktur auf und es fehlen
einige Oberflachenproteine (Krauss et al., 1977; Amano und Williams, 1984; Hackstadt et al.,
1985). Der Vorgang der Phasenvariation ist reversibel. Durch Tierpassagen ldsst sich die
Phase II wieder in die virulente Phase I iiberfiihren (Kazar et al., 1974).

C. burnetii wird in der Regel aerogen aufgenommen und von den Makrophagen der Lunge
phagozytiert. Die Pathogenitit der Coxiellen beruht u.a. darauf, dass sie nicht durch die
Phagozytose eliminiert werden, sondern sich, zumindest in der virulenten Phase I Form, in
den Makrophagen sogar noch vermehren (Lithrmann, 2012). Nach Aufnahme in Phagosomen
(intrazelluldre Vesikel) der Wirtszelle kommt es bei Phase Il C. burnetii zu einer kompletten
Phagosom/Lysosom-Fusion (Ghigo et al., 2002). Durch Hemmung von Cathepsin D, einer
Asparginsdureaspartase kommt es bei Phase I C. burnetii zu einer unvollstdndigen Fusion, die
fiir das weitere Uberleben der Bakterien verantwortlich gemacht wird (Honstettre et al.,
2004). Nach der Fusion etabliert sich eine Coxiellen enthaltende Vakuole, die mit einer Grof3e
von 10 pm fast das gesamte Zytoplasma einnehmen kann (Voth und Heinzen, 2007 und
2009).

C. burnetii verfiigt iiber ein kleines Genom, das von 1,5 bis 2,4 Mbp variiert (Willems et al.,

1998; Tissot-Dupont und Raoult, 2008). Die grole Spannbreite der Genomgrofle wird durch
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die zirkuldre Form, die verschiedenen genomischen Gruppen, die Plasmidtypen, IS-Elemente
und die evolutiondr bedingte Genomreduktion erkldrt (Seshadri et al., 2003; Reis, 2014).
Einige Autoren sprechen auch von einer hohen Plastizitit des Genoms (Raoult et al., 2005;
Tissot-Dupont und Raoult, 2008). Seshadri et al. (2003) veroffentlichten die komplette
Genomsequenz des Nine-Mile Phase-I-Stammes von C. burnetii mit einer GréBe von
1.995.275 Basenpaaren.

Dadurch konnten u.a. Informationen zur Adhédsion, Invasion und zur Beeinflussung der
Wirtszellfunktion durch den Erreger gewonnen werden (Seshadri et al., 2003).

Mittels Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) identifizierten Heinzen et al. 1990 sechs
verschiedenen genomische Gruppen. Auf der Basis von
Restriktionsfragmentléngenpolymorphismen (RFLP) beschrieben Hendrix et al. 1991
ebenfalls sechs unterschiedliche genomische Gruppen (I-VI) von Coxiella burnetii, deren
Einteilung  auf verschiedenen Plasmiden beruht. Weitere Autoren bestitigten diese
Gruppeneinteilung (Thiele et al., 1992a; 1990; Glazunova et al., 2005). In neueren
Untersuchungen wird allerdings auch von acht genomischen Gruppen gesprochen (Jado et al.,
2012).

Hinsichtlich der Virulenz, der Antigenitdt und des klinischen Verlaufes der Erkrankung
unterscheiden sich die Staimme der einzelnen Gruppen. Sie korrelieren aber nicht in Bezug auf
Wirtsspezies, geographische Lokalisation des Erregers oder Zeitpunkt der Erregerisolation
(Seshadri et al., 2003).

C. burnetii kann stammspezifisch vier unterschiedliche Plasmidtypen besitzen (Beare et al.,
2006):

QpH1,

QpRS,

QpDG,

QpDYV oder ein QpRS éhnliches Plasmid

Die meisten Isolate beinhalten mindestens eine der vier bisher bekannten Plasmide (Mallavia,
1991). Diese sind von unterschiedlicher Grofle, haben jedoch alle eine gemeinsame 25kb
Core-Region (Mallavia, 1991; Willems et al., 1997).

Durch die Genanalyse konnten Gene fiir Endonukleasen und Insertionssequenzen (IS)
nachgewiesen werden (Seshadri et al., 2003). Im Gegensatz zu dem Genom anderer obligat
intrazellularer Bakterien, die keine oder nur wenige Insertionssequenzen besitzen (Ogata et
al., 2001), verfiigt C. burnetii liber insgesamt 29 IS-Elemente, davon sind jedoch 21 Kopien
eines IS110-verwandten Isotypen IS1111 (Hoover et al. 1992). Die IS-Elemente befinden sich
auf der chromosomalen DNA und konnten nicht auf den bisher bekannten Plasmiden

nachgewiesen werden (Seshadri et al., 2003).
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1.3 Tenazitit

Die auBerordentliche Widerstandsfahigkeit von C. burnetii im Vergleich zu anderen
Bakterien gegeniiber Umwelteinfliissen chemischer und physikalischer Art wurde schon frith
beschrieben (Krauss und Weber, 1975). Diese Fihigkeit fithren Wilson und Miles 1975 auf
das ,,spore-like* Stadium zuriick. Der Erreger behélt seine Vermehrungsfahigkeit in Wolle bei
15-20°C fir 7-10 Monate, mehr als einen Monat in frischem Fleisch im Kiihlhaus und mehr
als 40 Monate in Magermilch bei Raumtemperatur (Philip, 1963). In trockenen Materialien
wie Staub, Kot oder Tierhaar, kann die Infektiositit des Erregers bei 20°C iiber mehrere Jahre
erhalten bleiben (Sprockhoff, 1980). Die hohe Tenazitdt ldsst sich auch gegeniiber extremen
pH-Werten und UV-Strahlung beobachten (Babudieri, 1959; Maurin und Raoult, 1999). 1991
publizierte Schliesser die in Tabelle 1 zusammengefassten Daten zur Tenazitit von C.
burnetii.

Das Bundesinstitut flir Risikobewertung verdffentlichte im Marz 2010 dieselben Angaben zur
Tenazitidt von C. burnetii (BfR, Stellungnahme Nr. 018/2010). In einer Stellungnahme aus
dem Jahr 2003 spricht das BfR von 5 Monaten Uberlebenszeit des Erregers in trockener Erde,
bei 4-6°C sogar bis zu 9 Monaten (BfR, 2003).

Tabelle 1: Tenazitit von Coxiella burnetii nach Schliesser (1991)

Milieu Umgebungstemperatur Tenazitit
Blut/Organe nativ 3°C 3-12 Wochen
Blut und Harn (getrocknet) 20°C 2 Wochen
Organe 32°C 49-182 Tage
Wasser 20°C 160 Tage
Milch 4-6°C 90-273 Tage
Butter, Weichkése 20°C 42 Tage
Staub/Wolle, trocken 4°C 1-2 Jahre
20°C 7-9 Monate
Zeckenkot, trocken 4°C 1-2 Jahre

Laut dem Bundesamt fiir Bevolkerungsschutz und Katastrophenhilfe wird eine Abtétung von
C. burnetii durch 5% Chloroform, 70% Ethanol fir 30 Minuten, geséttigten
Formaldehyddampf und Erhitzen auf mindestens 72°C fiir 40 Sekunden erreicht (Bundesamt
fiir Bevolkerungsschutz und Katastrophenhilfe (2007b). Tabelle 2 zeigt die Wirkung von

Desinfektionsmitteln auf C. burnetii, die ebenfalls 1991 von Schliesser beschrieben wurde:
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Tabelle 2: Abtétung von Coxiella burnetii durch Desinfektionsmittel nach Schliesser (1991)

Desinfektionsmittel | Konzentration Uberlebensdauer
Formalin 1% 24-48 Stunden
NaOH 0,50% 6 Stunden
3,00% 5 Minuten
Chloramin 3% 1-5 Minuten
Chlorkalk 2% 1-5 Minuten
Phenol 2% 24 Stunden
Tenside 2% 24-48 Stunden

Eine sichere Abtotung des Erregers wird nach einigen Autoren mit hohen
Formalinkonzentrationen erreicht. Scott und Williams sprechen von Konzentrationen ab 5%,
Maurin und Raoult von Konzentrationen ab 10% (Scott und Williams, 1990; Maurin und
Raoult, 1999). Eine effektive Inaktivierung wird mit 1% Phenol, 5% Wasserstoffperoxid, 5%
Chloroform, 0,5% Natriumhypochlorit und Hitzeeinwirkung ab 65°C fiir eine Stunde erreicht
(Hall et al., 1982; Tissot-Dupont et al., 1992). Bestrahlung mit 10 kGy Gammastrahlen
bewirkt eine vollstdndige Inaktivierung bei Erhalt der Antigenitdt (Scott et al., 1989).

1.4 Epidemiologie

Nach Deutschland wurde C. burnetii vermutlich kurz nach Ende des 2. Weltkrieges
eingeschleppt (EFSA, 2010). Die erste hier beschriebene Endemie ereignete sich 1948 bis
1950 in Siiddeutschland (Bayern, Baden-Wiirttemberg). Sie umfasste ca. 3.000 humane
Erkrankungen und 20 Todesfille. Fiir die Zeit von 1948 bis 1999 wurde von 40 Ausbriichen
im stiddeutschen Raum (Bayern, Baden-Wiirttemberg, Hessen und Rheinland-Pfalz) berichtet
(ESFA 2010; Hellenbrand et al., 2001). Schon 1977 vermutete Liebisch (1977) eine
Etablierung bzw. eine endemische Ausbreitung von Q-Fieber in Stiddeutschland. Im Zeitraum
von 1979 bis 1999 kalkuliert Hellenbrand eine Q-Fieber-Inzidenz in Deutschland von 1,1
Féllen pro 1 Million Einwohner, wobei Baden-Wiirttemberg mit 4,1, Hessen mit 2,8,
Rheinland-Pfalz mit 0,9 und Bayern mit 0,8 pro 1 Million Einwohner am stirksten betroffen
waren (ESFA, 2010; Hellenbrand et al., 2001).

Ein detaillierter, vollstindiger Uberblick iiber alle Q-Fieber-Ausbriiche ist kaum méglich. Die
Dunkelziffer der Erkrankung diirfte aufgrund der unspezifischen Symptomatik bei Mensch

und Tier groB sein (Runge und Ganter, 2008). Jeder Ausbruch mit mehr als zwei Fillen wird
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von den oOrtlichen Behorden untersucht, jedoch oft nicht publiziert (ESFA, 2010). Eine

exemplarische Darstellung von publizierten Q-Fieber-Ausbriichen gibt Tabelle 3 wieder:

Tabelle 3: Exemplarische Darstellung von publizierten Q-Fieber-Ausbriichen beim Menschen in

Deutschland; Quelle: EFSA 2010

Jahr Bundesland | Fallzahl | Infektionsquelle Risikofaktoren Literatur
1982/1983 | Thiiringen 156 Wiederkauer Tierkontakt Kramer, 1990

1992 Berlin 80 Schafe Tierkontakt Schneider et al., 1993

1994 NRW >18 Schafe aerogene Exposition Schulze et al., 1996

1996 Hessen 56 Schafe Tierkontakt Lyytikéinen et al., 1997

1997 BW 12 Damwild Tierkontakt RKI, 1999

1999 NRW 82 Schafmist Staubexposition Reintjes et al., 2000
2000-2001 | NRW/Hessen 75 Schafe Staubexposition RKI, 2001

2001 Bayern 20 Schafe Staubexposition RKI, 2002

2003 NRW 299 Schafe Tierkontakt Porten et al., 2006

2003 BW 8 Rinder Tierkontakt RKI, 2004

2005 Thiiringen >331 Schafe aerogene Exposition Gilsdorf et al., 2008

2008 Hessen >46 Schafe aerogene Exposition Haman et al. 2009

2008 Bayern >56 Schafe aerogene Exposition RKI, 2008

2009 NRW 5 Schafe Tierkontakt Henning et al., 2009
2008/2009 BW 70 Schafe aerogene Exposition Hilbert et al., 2011

2010 BW 235 ? Tierkontakt: Ziege, Rind Brockmann et al., 2010

Zu den groBeren Q-Fieber-Ausbriichen mit jeweils ca. 300 erkrankten Personen zéhlten ein
Infektionsgeschehen in Bad Sassendorf (Nordrhein-Westfalen) im Jahre 2003 und in Jena
(Thiiringen) im Jahre 2005 (Raoult et al., 2005; Zemke, 2005; Porten et al., 2006; Gilsdorf et
al., 2008). Die Infektionsquellen beider Ausbriiche wurden auf Schatherden mit klinisch
gesunden Tieren zuriickgefiihrt, die den Erreger offensichtlich beim Ablammen
ausgeschieden hatten.

In der Bundesrepublik Deutschland wurden C. burnetii-Infektionen 1962 durch das Bundes-
Seuchengesetz meldepflichtig, in der DDR wurde die Meldepflicht erst 1972 eingefiihrt
(ESFA 2010; Hellenbrand et al., 2001). Seit dem 20.07.2000 wird die Meldepflicht
bundesweit durch das ,,Gesetz zur Verhiitung und Bekdmpfung von Infektionskrankheiten
beim Menschen* (Infektionsschutzgesetz - IfSG, BGBIL. 1 S. 1045, zuletzt geédndert durch
Artikel 2 Absatz 36 u. Artikel 4, Absatz 21 des Gesetzes vom 7. August 2013, BGBI. I S.
3154) geregelt. Die dem Robert-Koch-Institut (RKI) iibermittelten Meldezahlen beliefen sich
in den Jahren 2001-2014 auf 3.480 Erkrankungsfille. Die jdhrlichen Inzidenzen lagen
zwischen 0,1 und 0,5 Fille pro 100.000 Einwohner (SurvStat@RKI 2.0).
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Fiir Rinder, Schafe, Ziegen und andere Wiederkduerarten ist Q-Fieber laut "Verordnung iiber
meldepflichtige Tierkrankheiten®, Ausfertigungsdatum: 09.08.1983, in der Fassung der
Bekanntmachung vom 11. Februar 2011 (BGBI. I S. 252), zuletzt gedndert durch Artikel 5 der
Verordnung vom 17. April 2014 (BGBL I S. 388), meldepflichtig. Die in den
Tierseuchennachrichten (TSN) erfassten Félle bzw. Ausbriiche beliefen sich im Zeitraum vom
01.01.1995 bis zum 31.12.2014 auf 3.381 Meldungen (TSN, Friedrich-Loeffler-Institut,
Stand: 21.01.2015). Tabelle 4, mit den Meldezahlen der letzten 10 Jahre, zeigt eine erhebliche
Konzentration auf die Tierart Rind. Vom 01.01.2005 bis zum 31.12.2014 wurden 1.671 Fille
gemeldet, dabei handelte es sich in 1.512 Fillen um Rinder, d.h. in 90.5% aller Meldungen
(TSN, Friedrich-Loeffler-Institut, Stand: 21.01.2015). Bei diesen Meldezahlen ist von einer
hohen Dunkelziffer auszugehen, da viele Tiere ohne erkennbare klinische Anzeichen infiziert
sind (Aitken, 1989; Berri, et al., 2001). Diagnostik wird oft erst betrieben, wenn es zu
Erkrankungen des Menschen kommt und die Infektionsquelle gesucht wird (Cutler et al.,
2007). Daher ist die derzeitige Priavalenz bei Haustieren weitgehend unklar (Drancourt und
Raoult 2005).

Tabelle 4: Im TSN gemeldete Q-Fieber-Meldezahlen in den letzten 10 Jahren, Zeitraum: 01.01.2005
bis 31.12.2014; Angaben fiir alle 16 Bundesldnder; Unterteilt in die meldepflichtigen Tierarten (BW =
Baden-Wiirttemberg, BY = Bayern, BE = Berlin, BB = Brandenburg, HB = Bremen, HH = Hamburg,
HE = Hessen, MV = Mecklenburg-Vorpommern, NI = Niedersachsen, NRW = Nordrhein-Westfalen,
RP = Rheinland-Pfalz, SL = Saarland, SN = Sachsen, ST = Sachen-Anhalt, SH = Schleswig-Holstein,
TH = Thiiringen) Quelle: TSN, Friedrich-Loeffler-Institut, Stand: 21.01.2015
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Bundesland Rinder Schafe Ziegen Sonstige GESAMT
BW 174 45 7 3 229
BY 516 35 3 2 556
BE 0 0 0 9 9
BB 106 1 0 0 107
HB 2 0 0 2
HH 0 0 0 0
HE 32 21 2 0 55
MV 44 0 0 0 44
NI 108 6 1 0 115
NRW 242 11 1 0 254
RP 39 4 0 1 44
SL 1 0 0 0 1
SN 92 1 0 0 93
ST 15 2 1 0 18
SH 81 0 2 0 83
TH 60 1 0 0 61
GESAMT 1.512 127 17 15 1.671

In einer Literaturstudie iiber die Infektionsquellen und Ubertragungswege von C. burnetii
wurden 73 Publikationen aus den Jahren 1949 bis 2008 unter anderem auf den Aspekt der
Infektionsketten in Bezug auf die verschiedenen Tierarten untersucht. Dabei wurde
festgestellt, dass in 35% das Schaf und in 19% das Rind als Infektionsquelle genannt worden
war. Ziegen wurden in 11%, Katzen in 7% und Hunde in 3% der Fille erwdhnt. Weiterhin
wurden  Mensch-zu-Mensch-Ubertragung ~ (11%) und  Laborarbeiten  (7%)  als
Infektionsquellen aufgefiihrt. Auch andere Tierarten wie Damwild, Pferde, Vogel, Nager und
Affen wurden in den untersuchten Publikationen genannt, allerdings traten sie nur in jeweils
etwa 1% in Erscheinung (Moller, 2013).

Betrachtet man exemplarisch fiir Deutschland und acht weitere Mitgliedstaaten von der EFSA
verdffentliche Ergebnisse zu C. burnetii-Infektionen bei Rindern, Ziegen und Schafen
(Tabellen 5-7), so ist auffillig, dass die hochsten prozentualen Nachweise bei
Herdenuntersuchungen von Rindermilch erhoben wurden (EFSA, 2012). Im Jahr 2011 lagen
diese in Dénemark bei 76,6% (ELISA), in Schweden bei 76,1% (PCR) und im Vereinigten
Konigreich sogar bei 86,3% (PCR). Bei Ziegen lieferten Blutuntersuchungen von Einzeltieren
in Belgien mit 47,5% (ELISA) den hochsten Nachweiswert, bei Schafen
Herdenuntersuchungen aus nicht definiertem Material in Italien mit 45,5%
(Immunofluoreszenz) (EU Summary Report on Zoonoses, Zoonotic Agents and Food-borne
Outbreaks, 2012).

12
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Tabelle 5: C. burnetii-Nachweis bei Rindern, beispielhafte Auswahl aus vier Mitgliedstaaten,

2011 und 2012 (EU Summary Report on Zoonoses, Zoonotic Agents and Food-borne Outbreaks 2012)

Mitgliedstaat Untersuchungsmaterial Methode 2012 2011
Anzahl | % pos Anzahl % pos

Deutschland Nicht definiert/Herde ELISA 878 14 10.251 16,6
PCR 579 5,5 1.497 6,0

Milch --- --- --- - ---

Dinemark Blut/Tier ELISA 139 23,7 178 7,3
Milch/Tier ELISA 111 9,9 - -
Milch/Herde ELISA 74 64,9 47 76,6

Schweden Milch/Herde ELISA - - 119 72,3
PCR --- - 117 76,1

United Kingdom | Plazenta, Tupfer/Tier PCR 124 73
Milch/Herde PCR --- - 95 86,3

Tabelle 6: C. burnetii-Nachweis bei Ziegen, beispielhafte Auswahl aus fiinf Mitgliedstaaten,
2011 und 2012 (EU Summary Report on Zoonoses, Zoonotic Agents and Food-borne Outbreaks 2012)

Mitgliedstaat Untersuchungsmaterial Methode 2012 2011
Anzahl | % pos Anzahl % pos
Deutschland Nicht definiert/Tier ELISA - - 1.462 7,4
Nicht definiert/Herde PCR 41 49 57 0
Belgien Blut/Tier ELISA R 7 —
Fotus, Plazenta/Tier PCR 1.069 10,3 39 5,1
Milch/Herde PCR 108 11,1 0 0
Spanien Blut/Tier ELISA 284 (468 o 0
Schweiz Blut/Tier ELISA - --- 226
United Kingdom Blut/Tier ELISA - - 226
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Tabelle 7: C. burnetii-Nachweis bei Schafen, beispielhafte Auswahl aus vier Mitgliedstaaten, 2011

und 2012 (EU Summary Report on Zoonoses, Zoonotic Agents and Food-borne Outbreaks 2012)

Mitgliedstaat | Untersuchungsmaterial Methode 2012 2011
Anzahl % pos Anzahl % pos
Deutschland Nicht definiert/Herde ELISA 66 5.560 4.2
Nicht definiert/Herde PCR 182 4,9 5.523 5,8
Belgien Blut/Tier ELISA 77 6,5 - ---
Fotus, Plazenta/Tier PCR 503 0,2 143 0,7
Italien Nicht definiert/Herde | Immunofluorescence 88 - 54 -
antibody
Niederlande Organ, Gewebe/Tier Immuno Histo 467 0 564
Milch/Herde Chemistry 32 3,1 0

C. burnetii besitzt ein aullergewohnlich grofes Wirtsspektrum, zu dem auch Arthropoden,
Vogel und Wildtiere zdhlen (Schliesser, 1991). Grundsétzlich kann jede infizierte Tierart eine
potentielle Infektionsquelle fiir den Menschen darstellen. Wenngleich die oben genannten
Untersuchungen die hochsten Pravalenzen bei Rindern aufweisen, geht die iiberwiegende
Anzahl publizierter Q-Fieber-Erkrankungen beim Menschen auf die Tierart Schaf zuriick. Der
bisher weltweit grofite Q-Fieber-Ausbruch in den Niederlanden von 2007 bis 2010 hat
verdeutlicht, dass der Tierart Ziege ebenfalls Beachtung bei der Betrachtung von
Infektionsketten im Q-Fieber-Geschehen geschenkt werden muss. Dem Ausbruch mit mehr
als 4.000 gemeldeten menschlichen Erkrankungsféllen, mit einer Hospitalisierungsrate von
20% und einer Infektionsrate von bis zu 15% der Bevdlkerung in den lokal am stirksten
betroffenen Gebieten (van der Hoek et al., 2012), begegneten die Behorden mit der Totung
aller trachtigen Ziegen in nachweislich C. burnetii-infizierten Bestdnden (Roest et al., 2011).

Zecken spielen bei der Ubertragung von C. burnetii eine wichtige Rolle, sie sind jedoch kein
essentieller Vektor (Enright et al., 1971¢c; Woldehiwet, 2004). In Naturherden zirkuliert C.
burnetii zwischen Wildsdugetieren, die das Hauptreservoir bilden, und Zecken, die sowohl als
Reservoir als auch als Vektor dienen (Liebisch et al., 1978). Uber 50 Zeckenarten werden
beschrieben, die unter natiirlichen oder experimentellen Bedingungen infiziert werden kdnnen
(Babudieri, 1959; Waag et al., 1991). Zecken bleiben offenbar lebenslang infiziert. C. burnetii
kann durch transovarielle und transstadiale Ubertragung iiber Jahre in einer Zeckenpopulation

zirkulieren (Brezina und Rehacek, 1961). In Mitteleuropa kommt der Zeckengattung
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Dermacentor marginatus als Reservoir und Vektor eine gro3e Bedeutung zu (Liebisch, 1978),
jedoch wurden auch Zecken anderer Gattungen, wie Rhipicephalus, Ixodes und Hyalomma als
Vektoren fiir C. burnetii beschrieben (Schaal, 1985).

In Deutschland stellen sich die Gebiete im siidlichen Rheintal seit Jahrzehnten als
Endemiegebiete fiir C. burnetii-infizierte Zecken dar (Sting et al., 2004), was Liebisch und
Mitarbeiter bereits in den 1970er Jahren nachwiesen (Liebisch et al., 1978).

Der 1940 von Cox beschriebene klassische Infektionsweg verlduft tiber die Inhalation
erregerhaltigen Zeckenkots, der bis zu 10'> Coxiellen pro Gramm Kot aufweisen kann
(Schliesser und Krauss 1982).

Von einer ausschlieBlich an Zecken gebundenen Verbreitung von C. burnetii kann jedoch
nicht gesprochen werden (Schaal und Schifer, 1984). Bei landwirtschaftlichen Nutztieren und
Haustieren, wie Hund und Katze, bestehen zeckenunabhingige Infektionszyklen, bei denen
die Ubertragung von Tier zu Tier stattfindet (Gouverneur et al., 1984). Die Bedeutung der
Zecke scheint hier eher gering zu sein (Maurin und Raoult, 1999).

Gerade in den Anfangsstadien einer Infektion mit C. burnetii kommt es zur Besiedlung fast
aller Korperparenchyme, die eine Erregerausscheidung in Speichel, Milch, Kot, Harn und in
besonders grolen Mengen in Fruchtwasser, Lochialfliissigkeit und Eihduten nach sich zieht
(Schaal, 1985). Die Erregerausscheidung bei Wiederkduern gestaltet sich unterschiedlich. Bei
Kiihen und Ziegen erfolgt die Ausscheidung fast ausschlielich iiber die Milch, bei Schafen
dagegen iliber Kot und Vaginalfliissigkeit (Rodolakis et al., 2006).

Als Hauptiibertragungsweg von C. burnetii wird die aerogene Ubertragung angesehen
(Carrieri et al., 2002; Hawker et al., 1998; Tissot-Dupont et al., 2004). Die Aerosolierung
kann dazu fithren, dass erregerhaltige Stidube {iber Entfernungen von bis zu 18 km verbreitet
werden (Tissot-Dupont et al., 2004). Nur wenige Studien konnten allerdings bisher Coxiellen
in Staub und Luft nachweisen (DeLay et al. 1950; Rustscheff et al., 2000). Karagiannis und
Mitarbeiter untersuchten Umgebungsproben und erbrachten den Nachweis von Coxiellen in
Heu, Insekten und Oberflachenproben (Karagiannis et al. 2009).

Die alimentire Ubertragung besitzt nach heutigem Kenntnisstand keine groBere Bedeutung
(Robert Koch Institut, 2009; Cerf und Condron, 2006; Bundesinstitut fiir Risikobewertung,
2010). Der Verzehr roher Milch wird im Allgemeinen seit 1949 nicht als Risikofaktor einer C.
burnetii-Infektion eingestuft (Beck und Bell, 1949; Fishbein und Raoult, 1992; Reintjes et al.,
2000; Porten et al., 2006). Dennoch gibt es immer wieder Studien, welche der alimentiren
Erregeriibertragung ein nicht zu vernachldssigendes Risiko beimessen (Abelin und
Bruppacher, 1983; Suérez-Estrada et al., 1996; Karagiannis et al., 2009). In einer
Stellungnahme des BfR aus dem Jahr 2010 wird dem alimentéiren Ubertragungsweg zwar nur
eine untergeordnete Rolle zugeordnet. Gleichwohl wird das Erhitzen von Rohmilch aus
infizierten Rinder-, Schaf- und Ziegenbestinden empfohlen (Bundesinstitut fiir
Risikobewertung, 2010).
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1.5 Diagnostik

1.5.1 Immunantwort gegen C. burnetii

Die nach einer C. burnetii-Infektion auftretende Immunantwort ist ein komplexes Geschehen,
bei dem der Erreger zunichst von zelluliren Rezeptoren erkannt werden muss (Lithrmann,
2012). Auf dendritischen Zellen, Monozyten und Makrophagen erfiillen Toll-like-Rezeptoren
(TLR) eine solche Funktion und dienen der Aktivierung des angeborenen, unspezifischen
Immunsytems (Takeuchi et al., 2002; Medzhitov, 2001).

Die Immunantwort gegen C. burnetii ist iiberwiegend T-Zell-vermittelt (Andoh et al., 2007).
Entsprechende Zytokine, denen eine besondere Rolle in der Steuerung der zellvermittelten
Immunitét zukommt, spielen eine wesentliche Rolle, u.a. Interferon Gamma (Dellacasagrande
et al., 1999; Ghigo er al., 2004) und Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) (Flebbe et al., 1990; Howe
et al., 2002).

Weitere immunologisch wichtige Faktoren sind das ,,acute disease antigen®, ein 28kDa
dufleres Membranprotein, das als Biomarker fiir akute Q-Fieber-Infektionen gilt (Zhang et al.,
2005) und natiirliche Killerzellen (NK-Zellen), die die Phagozytoserate steigern (Delves und
Roitt, 2008; Kaufmann, 1993).

Das Zusammenwirken der angeborenen und erworbenen Immunitét wird durch Makrophagen
gesteuert. Diese phagozytieren C. burnetii und priasentieren Antigen-Bestandteile im Kontext
der auf ihrer Zelloberfliche lokalisierten Major Histocompatibility Complex (MHC)-
Molekiile (Norlander, 2000).

Neben der zelluldren Abwehr bildet sich, wie bei vielen Infektionskrankheiten, eine humorale
Antwort gegen C. burnetii aus. Die ersten gebildeten Antikorper sind bereits nach etwa 2
Wochen als Phase-I1-IgM-Antikorper nachweisbar (Hunt et al., 1983).

Diese persistieren etwa drei Monate. Ab dem zweiten Monat nach der Infektion werden IgG-
Antikorper sowohl der Phase I als auch der Phase II gebildet, wobei der Titer der Phase-II-
IgG-Antikorper hoher ansteigt (Wagner-Wiening et al., 2006). Bei chronisch verlaufenden Q-
Fieber-Infektionen treten ab etwa 6 Wochen bis 4 Monaten nach der Infektion Phase-I-
Antikorper der IgG- und IgA-Klasse auf (Fournier et al., 1998). Typisch fiir den chronischen
Verlauf sind Phase-I-Antikorper in hohen Titern (Wagner-Wiening et al., 2006).

Im Immunfluoreszenztest werden fiir akutes Q-Fieber Titer fiir Phase-I1-IgG-Antikorper von
>1:200 und Titer fiir Phase-II-IgM-Antikérper von >1:50 als ,,cutoff“-Werte angegeben
(Tissot-Dupont et al., 1994). Fiir die Diagnose von chronischem Q-Fieber geben dieselben
Autoren Titer von Phase I IgG >1:800 an (Tissot-Dupont et al., 1994).
Phase-I-IgA-Antikorper eignen sich nicht zur Diagnostik von chronischem Q-Fieber, da sie in
einigen Fillen auch bei akutem Q-Fieber nachgewiesen wurden (Fournier et al., 1998;
Fournier und Raoult, 1999).
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1.5.2 Antikorpernachweis

Indirekte Nachweisverfahren mittels serologischer Antikorpernachweise werden insbesondere
auch aufgrund der hohen Infektiositit von C. burnetii eingesetzt. Der Immunfluoreszenztest
(IFT) (Tissot-Dupont et al., 1994) gilt als Referenzmethode, da er sowohl die Anwesenheit
von Anti-Phase-1- und -II-IgG, -IgM und —IgA-Antikorpern testet (Fournier et al., 1998).
Daneben werden eine Reihe weiterer serologischer Tests beschrieben:
e Komplementbindungsreaktion (KBR) (Murphy und Field, 1970; Peter et al., 1985),
bei der allerdings keine Klassen- und Subklassendifferenzierung erfolgen kann (Thiele
etal., 1992).
e Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (Uhaa et al., 1994; Waag et al., 1995)
e Enzym-Immunfluoreszenztest (Field et al., 1983)
e Western Blot (Westernblot) (Willems et al., 1992)
e Mikroagglutinationstest (Kazar et al., 1981; Nguyen et al., 1996)
e Radioimmunassay (Doller et al., 1984), durchfiihrbar nur in radiologisch
ausgestatteten Laboratorien
Die KBR als eine der dltesten serologischen Testverfahren bietet den Vorteil, die
phasenspezifischen Antikorper unterscheiden zu konnen, wodurch eine Einschitzung des
Erkrankungsstadiums ermdglicht wird. Diskussionen wirft allerdings die Beurteilung des als
positiv zu bewertenden Grenztiters auf, der von 1:5 bis 1:40 reicht (Schéfer, 1983; Rojahn,
1979).
Der ELISA weist sowohl Anti-Phase-I- als auch Anti-Phase-II-Antikorper nach und bietet
somit keine Moglichkeit, zwischen akuten und chronischen Infektionen zu unterscheiden.
Einen fiir die Veterindrmedizin einsetzbaren phasenspezifischen ELISA beschreiben Béttcher
et al. (2010). Die Autoren erkannten bei ihren Untersuchungen Phasenmuster, die Aufschluss
iber den Infektionsstatus und die Entwicklung der Infektion innerhalb einer Herde

ermoglichten.

1.5.3 Erregernachweis

Der direkte Erregernachweis von C. burnetii gestaltet sich insofern schwierig, als es sich bei
diesem Bakterium um einen Erreger der Risikogruppe 3 der biologischen Schutzstufen
handelt und alle Untersuchungen in einem Sicherheitslabor der Stufe 3 (biosafety level 3)
durchzufiihren sind (Drancourt und Raoult, 2005).

Erste Versuche zur Kultivierung des Erregers mittels Gewebekulturen wurden schon kurz
nach seiner Entdeckung unternommen (Burnet, 1938; Cox und Bell, 1939). Seitdem konnten
Coxiellen auf einer Vielzahl von Zelllinien, darunter auch Zelllinien von Reptilien und
Arthropoden, angeziichtet werden (Cheng et al., 1989; Fournier et al., 1998; Yunker et al,

1970; Raoult et al., 1990). Fiir Isolierungsversuche eignen sich u. a. die Zellinien Buffalo

17



Literaturiibersicht

Green Monkey (BGM) und Vero (Arens, 1983; Fournier et al., 1998; Kruszewska und
Tylewska-Wierzbanowska, 1997). Wihrend Probenmaterial im humanmedizinischen Bereich
in der Regel aseptisch entnommen werden kann (Miihlemann et al., 1995), sind die in der
Veterindrmedizin anfallenden Proben haufig mikrobiell kontaminiert. Daher werden
verschiedene Methoden zur Unterdriickung der Begleitflora beschrieben, u.a. der Einsatz von
Antibiotika (Edingloh et al., 1999), Filtration des Probenansatzes (Thiele et al., 1992) und
Aufzentrifugieren des Erregers auf die Zellkultur als zusétzlichen Schritt der Anzucht
(Schneider, 1989; Raoult et al., 1990).

Jahrzehntelang ging man davon aus, dass C. burnetii als obligat intrazelluldrer Erreger nur in
eukaryonten Zellen angeziichtet werden kann. Neuere Untersuchungen zeigen jedoch, dass
eine Vermehrung dieses Erregers in zellfreien Spezialmedien moglich ist (Omsland et al.,
2009; Omsland und Heinzen, 2011). Diese Beobachtung eréffnet neue Wege zur gezielten
Untersuchung des Metabolismus dieses Erregers, eine weitere Aufklarung von
Pathogenititsmechanismen und Entwicklung von therapeutischen Interventionsstrategien
(Bundesinstitut fiir Risikobewertung, 2010).

Permanent infizierte Zellkulturen werden fiir die Produktion groerer Mengen von Coxiellen-
Antigen, wie sie z. B. fiir die serologische Diagnostik oder fiir das Studium der Phasen-
Antigene bendtigt werden, eingesetzt (Arens, 1983). Auch die Testung von Coxiellen-Isolaten
hinsichtlich ihrer Antibiotikaresistenz kann mit Hilfe von Zellkultursystemen durchgefiihrt
werden (Yeaman et al., 1989).

Mikroskopisch kann der Erregernachweis sowohl aus der Zellkultur als auch aus
Direktausstrichen oder Abklatschpriparaten des Originalmaterials erfolgen. Farbungen
konnen hierbei nach Stamp, Giemsa oder Giménez durchgefiihrt werden (Stamp et al., 1950;
Giemsa, 1904; Giménez, 1964). Abklatschpriparate sollten allerdings nur als
Ubersichtsuntersuchung und nur im Zusammenhang mit anderen Untersuchungsergebnissen
bewertet werden (Henning und Sting, 2001). Andere Darstellungsmethoden nutzen die
indirekte Immunfluoreszenz oder die Immunperoxidase-Reaktion (Molle et al., 1995;
Schmeer et al., 1987).

Die Immunhistologie ist eine direkte Nachweismethode, die als vergleichsweise wenig
zeitaufwendig und aufgrund der vorangegangenen Formalinfixierung der Gewebe als
risikoarm beschrieben wird. Durch die Darstellung des Erregers direkt im Zellverband ist eine
gleichzeitige histologische Beurteilung moglich (Baumgirtner et al., 1988; Van Moll et al.,
1993; Dilbeck und McElwain, 1994; Sanchez et al., 2006).

Durch die Entwicklung moderner molokularbiologischer Methoden wie der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) zum Nachweis von C. burnetii DNA konnte die Diagnostik aufgrund
einer deutlich niedrigeren Nachweisgrenze erheblich verbessert werden (Thiele und Willems,
1994). In der Literatur finden sich Angaben zu PCR-Systemen, die angeblich bereits eine

Coxielle pro ml Untersuchungsmaterial nachweisen konnen (Thiele et al., 1992b; Willems et
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al. 1994). Es wurden Multiplex-PCR-Systeme (Edingloh et al. 1999), nested-PCR-Systeme
(Zhang et al., 1998; Fretz et al., 2007) und eine Vielzahl von Real-Time-PCR-Systeme
(Panning et al., 2008; Klee et al., 2006, Frangoulidis et al, 2009) etabliert und beschrieben. Im
Vergleich zur Real-Time-PCR ist die Aussagekraft herkommlicher PCR-Systeme dadurch
eingeschrinkt, dass die vorhandenen Erreger nicht ausreichend quantifiziert werden kdnnen
(Porter et al., 2011).

Das zugrundeliegende Prinzip aller PCR-Systeme ist gleich und beruht auf der Amplifikation
von DNA-Fragmenten mit Hilfe von Oligonukleotiden (Primer) und einer geeigneten DNA-
Polymerase. Bei der nested-PCR erhoht der Einsatz zweier verschiedener Primer-Paare die
Sensitivitit und Spezifitdit der Methode, macht sie allerdings auch anfillig fir
Kontaminationsprobleme. Die Wahl der Primer bestimmt die Zielsequenz des Genoms.
Haufig werden Primer eingesetzt, die die IS 1111-Region des C. burnetii-Genoms
nachweisen, da sich die entsprechenden Methoden als sehr sensitiv erwiesen haben
(Frangoulidis et al, 2009; Schneeberger et al., 2010).

Die hohe Sensitivitdt macht die PCR jedoch storanfillig fiir Kontaminationsprobleme. Sie
erfordert somit auBBerordentlich prizises und sauberes Arbeiten (Malosse 2008; Thiele et al.,
1992a) und Vorkehrungen zur Vermeidung falsch-positiver Reaktionen. Um das Risiko
falsch-negativer PCR-Ergebnisse zu minimieren, sollte die Untersuchung am gleichen Tag
der Probennahme erfolgen (Porter et al., 2011). In einer Studie von Guatteo et al. konnte
gezeigt werden, dass nur zwei Drittel der untersuchten Milchproben und 50% der
untersuchten Vaginalschleimproben, die am Tag der Probenahme positiv getestet wurden,
auch nach drei Tagen bei einer Lagerung von -20°C weiterhin ein positives Ergebnis lieferten
(Guatteo et al., 2007).

In den letzten 20 Jahren wurden viele Studien auf genetischer Ebene zur Differenzierung von
C. burnetii-Isolaten durchgefiihrt. Ziel war es, Informationen iiber Verbindungen zwischen
der Virulenz und der Antigenitit bzw. den epidemiologischen Eigenschaften zu gewinnen
(Jiménez, 2012). Die ersten Versuche unter Nutzung von Restriktionsenzym-
langenpolymorphismen bestdtigten die Phasenvariation des Erregers und stellten eine gute
Basis fiir die Einordnung von Isolaten in Gruppen dar (O'Rourke et al., 1985).

Auf der Grundlage des Vergleiches der Restriktionsendonuklease-Muster der chromosomalen
DNA von C. burnetii lassen sich sechs genomische Gruppen unterscheiden (Hendrix et al.,
1991). Diese Differenzierungen erlauben eine Zuordnung der C. burnetii-Isolate zu
chronischen und akuten Erkrankungen, die nach Ansicht der Autoren eine Klassifizierung
dieser Gruppen als getrennte Stimme unterstiitzen.

Spétere Untersuchungen wiesen bereits zehn (Thiele et al., 1993) beziehungsweise 20
Restriktionsgruppen (Jéger et al., 1998) nach. Obwohl sich die Methode zum Nachweis des
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP) als ein wertvolles Verfahren zur

Typisierung von C. burnetii-Isolaten erwies, ist bis dato keine Assoziation zwischen den
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Restriktionsgruppen und der Virulenz der C. burnetii-Isolate oder den jeweiligen
epidemiologischen Gegebenheiten nachgewiesen worden (Jiménez, 2012).

Aus dem Referenzstamm ,,Nine Mile” konnte die erste Isolierung eines Plasmides von C.
burnetii erfolgen (Samuel et al., 1983). Im Laufe der Zeit wurden vier Plasmidtypen, QpH1,
QpRS, QpDG und QpDV (Mallavia, 1991; Valkova und Kazar, 1995) und eine QpRS-
dhnliche chromosomal integrierte Sequenz beschrieben (Savinelli et al., 1990; Willems et al.,
1997).

Eine Methode zur molekularen Typisierung der DNA Sequenz des C. burnetii- Genoms stellt
die ,,Multiple-Locus Variable number tandem repeat Analysis” (MLVA) dar, die sich als hoch
effizient fiir die Feinkardierung verschiedener Krankheitserreger erwiesen hat (Vergnaud et
al., 2006). Im Jahr 2006 wurde zum ersten Mal das komplette sequenzierte Genom eines C.
burnetii-Isolates des “Nine Mile Stammes” untersucht. Dies fiihrte zur Differenzierung von
fiinf genomischen Clustern und neun verschiedenen MLVA-Typen (Svraka et al., 2006).
Weitere Untersuchungen von Arricau-Bouvery et al. konnten eine Korrelation der MLV A-

Genotypen mit der Plasmidausstattung nachweisen (Arricau-Bouvery et al., 2006).

2. Q-Fieber beim Menschen

Humane Q-Fieber-Infektionen verlaufen in bis zu 60 % der Fille asymptomatisch und bleiben
unerkannt oder werden nur durch eine Serokonversion der Betroffenen nachgewiesen (Maurin
und Raoult, 1999; Cutler et al., 2007; Raoult, 1993). Klinische Manifestationen konnen sich
sowohl in akuter als auch chronischer Form duflern. Die Inkubationszeit bei akutem Q-Fieber
liegt zwischen zwei bis sechs Wochen und manifestiert sich als selbstlimitierende,
grippedhnliche Erkrankung, die gekennzeichnet ist durch hohes Fieber, Kopfschmerzen,
Myalgien und ggf. atypischen Pneumonien (Maurin und Raoult, 1999; Reimer, 1993). Die
Erkrankung heilt nach den Ergebnissen von Reimer (1993) in der Regel innerhalb von 7 bis
14 Tagen vollstindig aus. Die leichte Verlaufsform der akuten Erkrankung trat in einer
Untersuchung von Cutler et al. (2007) bei ca. 38% der Infizierten auf. Allerdings kénnen
Komplikationen auftreten, die eine Hospitalisierung erforderlich machen (Kagawa et al.,
2003; Madariaga et al., 2003; Maurin, 1999; Fournier et al., 1998). Diese treten in weniger als
2% der Fille in Form von Pneumonien, Hepatitiden und Meningoencephalitiden auf (Concha-
Bermejillo, 2001; Raoult et al., 2000; Reimer, 1993; Tissot Dupont et al., 1992). Die haufigste
Form der Komplikation ist eine Lobarpneumonie mit hohem Fieber, gefolgt von atypischer
und schnell progressiver Pneumonie (RKI, Arbeitskreis Blut, 2005). Eine akute Pneumonie

kann in die chronische Form iibergehen (Millar, 1978).
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Bei ca. 1% (RKI, 2009) bis 5% (Arricau-Bouvery, 2005) der akut Erkrankten entwickelt sich
chronisches Q-Fieber. Beim chronischen Verlauf wird eine Letalitit von bis zu 10%
angenommen (Kilb, 2007). In 60-70% der chronischen Q-Fieber-Erkrankungen tritt eine
Endokarditis auf, wobei 90% dieser Patienten vorher bereits einen Herzklappendefekt hatten
(Maurin und Raoult, 1999). Ein erhohtes Risiko liegt auch bei Patienten mit
Immunsuppression vor (Raoult et al., 1992). Manifestationen des chronischen Q-Fiebers sind
Endokarditis, Vaskulitis, Osteomyelitis, Hepatitis, interstitielle Lungenfibrose und lang
andauerndes oder rekurrentes Fieber (RKI, 2013). In den Niederlanden wurden im Verlauf der
Q-Fieber-Epidemie mehr als 4.000 Patienten untersucht und aufgrund der Analysen
Risikofaktoren fiir den chronischen Verlauf beschrieben. Diese sind in erster Linie
vorangegangene Herzklappenchirurgie, Gefalprothesen, Aneurysmen, renale Insuffizienz und
hoheres Lebensalter (Kampschreur et al., 2012).

Wihrend in den USA und England eine durch C. burnetii-Infektion ausgeldste chronische
Hepatitis sehr selten ist, tritt sie in Spanien und Frankreich in Regionen mit intensiver
Schafhaltung als hiaufigste Chronifizierung auf. Es scheint, dass die Ausbildung einer
Hepatitis mit dem Verzehr von Rohmilch und Rohmilchkidse assoziiert ist (Tissot-Dupont,
1992). Eine Hepatitis kann ein Zusatzbefund bei Patienten mit Q-Fieber-Pneumonie sein, sie
kann jedoch auch singulir auftreten (Boattini, 2012).

Beschriebene neurologische Manifestationen des chronischen Q-Fiebers sind aseptische
Meningitis, Enzephalitis, Meningismus, eingeschrianktes Sehvermogen, Pardsthesien und
eingeschrankte Sensorik. Am Auge konnen Uveitis und Netzhautablosung verkommen
(Marrie, 2000; Udaondo P, 2011; RKI, 2013).

Im ersten Drittel der Schwangerschaft konnen C. burnetii-Infektionen Fehlgeburten
hervorrufen, im zweiten und dritten Trimenon kommt es dagegen hédufiger zu Frithgeburten
oder geringen Geburtsgewichten der Neugeborenen (Carcopino et al., 2009; Denman und
Woods, 2009).

Als weitere chronische Folgeerscheinung humaner C. burnetii-Infektionen wird seit einigen
Jahren das sogenannte ,,Post-Q Fever Fatigue Syndrome* (QFS) diskutiert (Concha-
Bermejillo, 2001; Harris et al., 2000; Fournier et al., 1998; Kato et al., 1998). QFS &dufBert sich
als ein Erschopfungssyndrom, das durch verminderte physische und psychische
Leistungsfahigkeit der Erkrankten gekennzeichnet ist.

Q-Fieber-Infektionen des Menschen hinterlassen eine lang anhaltende zelluldre und humorale
Immunitét. Noch Jahre nach der Primérinfektion kann es zu einer ,,Reaktivierung® kommen,
die durch Schwangerschaft oder Immunsuppression  ausgelost werden kann. Die
Reaktivierungen werden durch das Uberleben von Coxiellen in Granulomen erklirt, die sich
nicht nur im Herzen und auf den Herzklappen bilden kdnnen (Karakousis et al., 2006).

Die Faktoren, die die Auspridgung klinischer Symptome und den Verlauf einer Q-Fieber-

Infektion beeinflussen sowie mogliche Zusammenhinge zu wirtsspezifischen Eigenschaften

21



Literaturiibersicht

sind noch kaum bekannt. Cutler et al. (2007) vermuten, dass regional vorkommende Stdmme
mit unterschiedlicher Pathogenitidt und der jeweilige Infektionsweg den Krankheitsverlauf
beeinflussen. Weiterhin scheint das Alter der Patienten nicht ohne Bedeutung zu sein. Kinder
unter 15 Jahren erkranken in der Regel nicht an Q-Fieber (Cutler et al., 2007).

Humane Infektionen mit C. burnetii sind vor allem auf Inhalation infektidser Aerosole
zuriickzufithren (Fournier et al., 1998). Mensch-zu-Mensch-Infektionen konnen auftreten,
sind aber eher selten (Stoker und Marmion, 1955; Marrie, 1990). Die Infektion iiber Milch
oder Zecken spielt beim Mensch eine untergeordnete Rolle (Cerf und Condron, 2006). Auch
wenn sich in der aktuellen Literatur keine Berichte iiber nur durch alimentire Exposition
verursachte Erkrankungen finden, wird in mehreren wissenschaftlichen Publikationen
dargelegt, dass regelmifBiger Rohmilchgenuss deutlich haufiger zur Bildung von Antikdrpern
gegen C. burnetii fihrt als bei Kontrollgruppen (BfR, 2010).

3. Infektionen mit C. burnetii bei Tieren

Das Wirtspektrum von C. burnetii umfasst neben zahlreichen Siugetierarten Arthropoden,
Fische, Reptilien und Vogel (Derrick et al., 1939; Aitken, 1989; La Scola und Raoult, 2001;
Cutler et al., 2007). Wildtiere, vor allem Wildwiederkduer, aber auch Fiichse und Kleinnager
stellen ein bedeutendes Reservoir des Erregers dar (Enright et al., 1971). Bei einigen
Hauswiederkduer und diversen Wildtierpopulationen kommt C. burnetii endemisch vor
(Arricau-Bouvery und Rodolakis, 2005). Diese Wirte stellen natiirliche Reservoire fiir C.
burnetii dar, die untereinander liber Zecken als Vektoren in Verbindung stehen (Liebisch et
al., 1978).

Im Gegensatz zum Menschen kommt es bei Tieren selten zu systemischen Erkrankungen
(Babudieri, 1959); meist liegen symptomlose Infektionen vor (Aitken, 1989). Aber auch
klinisch unauffillige Tiere konnen den Erreger ausscheiden und dadurch zu seiner
Verbreitung beitragen (Guatteo et al., 2000).

Allen Tierarten gemeinsam ist eine extrem starke Ausscheidung von C. burnetii um den
Zeitpunkt der Geburt herum (WHO, 1986). Im Fruchtwasser, in den Lochialfliissigkeiten und
der Nachgeburt infizierter Tiere wurden Erregermengen von bis zu 10’ infektidsen Einheiten
pro ml Untersuchungsmaterial nachgewiesen (Schaal, 1980). Diese hohe Erregerlast
kontaminiert die Umwelt und fiihrt immer wieder zu humanen Q-Fieber-Ausbriichen

(Hellenbrand et al., 2005) sowie zur Durchseuchung von Tierpopulationen.
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3.1 Coxiellose der Rinder

In den meisten Fillen verlduft die Infektion mit C. burnetii beim Rind asymptomatisch
(Maurin und Raoult, 1999). Als hiufigste klinische Manifestation werden Metritiden, die bis
zur Infertilitdt der Tiere fiihren konnen, diagnostiziert (To et al., 1998; Arricau-Bouvery und
Rodolakis, 2005). Zahlreiche Autoren haben Coxiellose beim Rind als mit zum Teil
endemisch auftretenden Fruchtbarkeitsstorungen wie Metritiden, Nachgeburtsverhaltung und
Umrindern in Verbindung gebracht. Sie weisen jedoch darauf hin, dass héufig auch
Polyinfektionen mit anderen Erregern auftreten (Coche, 1980; Gouverneur et al., 1984; Roth
und Bauer, 1986; Lotthammer et al., 1987).

In der Regel kommt es auf aerogenem Weg zur Aufnahme von C. burnetii. Nach Vermehrung
im lymphatischen Rachenring kann sich der Erreger iiber das Blut im gesamten Korper
verteilen und alle Organe besiedeln. In dieser Phase kann eine Erregerausscheidung tiber alle
Sekrete und Exkrete stattfinden. Zur Organmanifestation kommt es dann schlieBlich
vorzugsweise im Uterus und in der Milchdriise (Kopp, 2000).

Coxiellose wird speziell beim Rind selten als reine Abortursache gesehen (Rodolakis et al.,
2007). In verschiedenen Studien wurden nur bei maximal 2% der untersuchten Aborte C.
burnetii nachgewiesen (Kopp, 2000), bzw. nur von vereinzeltem Auftreten von Aborten im
letzten Trachtigkeitsdrittel gesprochen (Drdlicek, 2009). Die Aborte treten ohne vorherige
klinische Anzeichen auf. Wihrend die abortierten Feten duBerlich unauffillig erscheinen,
weisen infizierte Plazenten fibrindse Auflagerungen zwischen den Kotelydonen, das Ablosen
des Stromas im Bereich der Plazentome und farblich verdnderte Exsudate auf (Arricau-
Bouvery und Rodolakis, 2005).

Selbst bei der Geburt gesunder Kilber werden hohe Erregerkonzentrationen von bis 10° pro
Gramm mit der Plazenta ausgeschieden (Little, 1983). Schon 1977 beschreibt Schaal eine
bemerkenswert starke Manifestation von C. burnetii im Eutergewebe des Rindes, die zu einer
iiber einem Jahr andauernden, latenten Erregerausscheidung fithren kann (Schaal, 1977).
Maurin und Raoult (1999) bestitigten, dass es sowohl beim akuten als auch beim chronischen
Verlauf der Coxiellose zu Erregerausscheidungen kommt (Maurin und Raoult, 1999). Selbst
asymptomatische Rinder scheiden den Erreger {iiber Kot, Urin, Vaginalausfluss,
Geburtsprodukte und iiber die Milch aus, wodurch eine potentielle Gefahr fiir Neuinfektionen
von Mensch und Tier gegeben ist (Rodolakis et al., 2007). Der Ubergang von C. burnetii aus
dem infizierten Eutergewebe in die Milch und die sich anschlieBende Ausscheidung iiber die
Milch sind bei Rind und Ziege ein lidngerfristiger Prozess als beim Schaf (Schopf et al., 1991;
Arricau-Bouvery und Rodolakis, 2005). Sting et al. (2009) sprechen von einer
Ausscheidungsdauer von 13 Monaten beim Rind. Bei 33,6% der Ausscheider konnten
Guatteo et al. (2006) nur die Ausscheidung iiber die Milch, nicht aber iiber Kot und

Vaginalschleim nachweisen. In der Gesamtheit aller Ausscheider fanden sich 53,6% der
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Rinder, bei denen Coxiellen in der Milch nachweisbar waren (Guatteo et al., 2006). Auch
Rodolakis et al. (2007) messen der Ausscheidung iiber die Milch beim Rind wesentlich
groBere Bedeutung bei und sehen die Ausscheidung iiber Kot und Vaginalschleim als
untergeordnet an. Sie weisen weiter daraufthin, dass die Erregerausscheidung tiber die Milch
sowohl kontinuierlich als auch intermittierend verlaufen kann.

Im Eutergewebe und der Milch von experimentell infizierten Rindern konnten trotz hoher
Erregerausscheidungen zunichst keine Verdnderungen des Driisengewebes oder der
Zusammensetzung der Milch festgestellt werden (Schaal, 1980). Eine spitere Studie zeigte
jedoch einen Zusammenhang zwischen PCR-positiven Milchproben und subklinischer
Mastitis einhergehend mit erhohter Zellzahl auf (Barlow et al., 2008).

Coxiellen-Infektionen fithren zur Bildung von spezifischen Antikorpern, die serologisch beim
Rind tber lange Zeit nachzuweisen sind (Drdlicek, 2009). Verfolgt man die
epidemiologischen Daten seit 1980, so liegen die publizierten Seropridvalenzen in
verschiedenen Regionen Deutschlands zwischen 5% und 30% (Hellenbrand et al., 2001).

Bei vergleichenden Untersuchungen von Serumproben aus hessischen Rinderbetrieben mit
und ohne Fertilitatsstorungen fanden Gouverneur et al. (1984), dass bei 68,6% der Proben im
Zusammenhang mit klinischen Symptomen Antikorper gegen C. burnetii nachweisbar waren.
Der Antikorpernachweis aus unauffélligen Betrieben ergab nur eine Seropriavalenz von 13,4%
(Gouverneur et al., 1984). Signifikante Unterschiede konnten auch bei Untersuchungen im
nordlichen Baden-Wiirttemberg festgestellt werden. In Betrieben mit
Fortpflanzungsproblemen lag der Anteil der Tiere mit C. burnetii-Antikdrpern bei 46,2%, in
den {ibrigen Betrieben bei 25,4% (Simmert, 1999).

Wie bei fast allen Infektionskrankheiten leisten schlechte Haltungs- und
Fiitterungsbedingungen im Bestand einer C. burnetii-Infektion Vorschub. Zudem sind grofere
Rinderherden (iiber 60 Tiere) haufiger infiziert als kleinere Herden (Gouverneur et al., 1984;
Wittenbrink et al., 1993).

3.2 Coxiellose der Kleinen Wiederkauer

C. burnetii-Infektionen bei Schafen und Ziegen sind auBerhalb der Ablammzeit in der Regel
asymptomatisch (Palmer et al., 1983; Tissot-Dupont und Raoult, 1993). Bei auftretender
Symptomatik stehen Aborte im letzten Trachtigkeitsmonat, Frithgeburten und die Geburt
lebensschwacher Ldmmer im Vordergrund (John, 2009, Aaitken, 2007). Bei Schafen konnen
Erstinfektionen mit C. burnetii in einer Herde zu seuchenhaftem Verlammen fiihren
(Waldham et al., 1978; Crowther und Spicer, 1976; Polydorou, 1981). Diese Zahlen wurden
auch durch die Q-Fieber-Epidemie in den Niederlanden von 2007 bis 2010 belegt.
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Untersuchungen in 28 Milchziegen- und zwei Milchschafbetrieben ergaben Abortraten von
bis zu 80% (Roest et al., 2011). Bei trachtigen Ziegen soll sich der Anteil abortierender Tiere
auf bis zu 80% belaufen (Rodolakis, 2005).

Selten treten andere Symptome wie Pneumonie, Hepatitis oder Bindehautentziindung auf
(Berri et al., 2001). Auch Polyarthritiden bei Ldimmern wurden beschrieben (Waldham et al.,
1978; Polydorou, 1981).

Die infolge einer natiirlichen C. burnetii-Infektion abortierten Schaffeten weisen keine
spezifischen Veridnderungen auf (Palmer et al., 1983; Woldehiwet, 2004). Lediglich in
Einzelfillen wird eine geringgradige, gemischtzellige, nekrotisierende oder granulomatdse
Hepatitis beobachtet (Van Moll et al., 1993; Oporto et al., 2006). Die Plazenta hingegen weist
starke entziindliche Veridnderungen auf, die sich auf die Bereiche zwischen den Kotyledonen
beschranken konnen (Palmer et al., 1983) oder auch die Kotyledonen mit einschlie3en
(Zemann et al., 1989; Van Moll et al., 1993; Oporto et al., 2006). Martinov et al. (1989)
beobachteten nach experimentellen Infektionen bei Schafen Fieber, Lethargie und akute
respiratorische Symptome. Es kam nicht zum Abort, sondern zur Geburt lebensunfihiger
Lammer (Martinov et al., 1989).

Aborte infizierter Tiere filhren zu Ausscheidungen von bis zu 10° Coxiellen pro Gramm
Plazenta (Arricau- Bouvery et al., 2003). Die Erregerausscheidung findet aber nicht nur iiber
Geburtsprodukte statt, sondern auch iiber Kot und Urin (Berri et al., 2001; Arricau- Bouvery,
2003).

Schon 1977 beschrieb Schaal einen deutlichen Unterschied in der Organbesiedlung von Rind
und Schaf. Wihrend C. burnetii beim Rind vor allem im Eutergewebe und in den
Lymphknoten lange persistiert, sind beim Schaf schon nach relativ kurzer Zeit keine Erreger
mehr nachweisbar (Schaal, 1977). Beim Schaf beschrinkt sich somit auch die
Ausscheidungsdauer auf wenige Wochen nach einer Infektion oder einem infizierten Abort
(Schaal und Goetz, 1974). Rodolakis geht davon aus, dass Schafe Coxiellen hiufiger und
langer iiber Kot und Vaginalsekret ausscheiden als Rinder (Rodolakis, 2006). Ziegen konnen,
wie schon fiir Rinder beschrieben, Coxiellen iiber einen ldngeren Zeitraum mit der Milch
ausscheiden (Schopf et al., 1991). Dagegen scheiden Mutterschafe C. burnetii tiber die Milch
nur 8 Tage lang aus, Rinder bis zu 13 Monate. In Schafkot war der Erreger bis acht Tage nach
der Ablammung und in Ziegenkot bis 20 Tage post partum nachweisbar (Arricau- Bouvery
und Rodolakis, 2005).

Arricau-Bouvery et al. fiihrten experimentelle Infektionen bei Ziegen am 90. Tréichtigkeitstag
durch, um die Erregerausscheidung zu untersuchen. Unabhéngig von den unterschiedlich
eingesetzten Infektionsdosen kam es bei allen Ziegen zum Abort. C. burnetii konnte in
Plazenten nachgewiesen werden. Alle Ziegen schieden das Bakterium bis zu 14 Tagen nach

dem Abort mit dem Vaginalausfluss aus. In den untersuchten Milchproben wurde der Erreger
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bis zu 52 Tagen nach dem Abort nachgewiesen. Bei einigen wenigen Ziegen kam es schon
vor der Geburt zur Erregerausscheidung (Arricau-Bouvery et al., 2003).

Viele Autoren weisen darauthin, dass nach gehduftem Auftreten von Aborten in Ziegen- oder
Schatherden ursidchlich immer auch an eine Chlamydien- und Coxiellen-Mischinfektion zu
denken ist (Schopf et al., 1991; Weber, 1991; Sting et al., 1997).

3.3 Coxiellose der Haus- und Wildschweine

Seit Jahrzehnten werden auch Wildschweine als Reservoir fiir C. burnetii beschrieben und als
mogliche Infektionsquellen fiir Menschen betrachtet (Enright et al., 1971; Stein und Roult,
1999; Muramatsu et al., 2006).

Bereits 1963 wurden fiir eine australische Studie 182 Serumproben von Wildschweinen auf C.
burnetii untersucht und mit zwei verschiedenen Testsystemen insgesamt 27 positive Proben
(14,8%) detektiert. Die Autoren folgerten damals, dass Wildschweine unter Umsténden ein
wichtiges Bindeglied in der Kette der Ubertragung von Infektionskrankheiten zwischen
einheimischen Tieren, domestizierten Tieren und den Menschen darstellen konnten (Keast et
al., 1963).

1983 wurden in Kalifornien Wildschweine aus vier verschiedenen Regionen auf das
Vorhandensein von Antikorpern gegen C. burnetii untersucht. Die Seroprivalenzen lagen je
nach Region zwischen 24% und 68%, im Durchschnitt 50%. Auch in dieser Studie wurde die
Schlussfolgerung gezogen, dass Wildschweine fiir die Aufrechterhaltung der Infektion in der
Natur verantwortlich sein und sogar eine Gefahr fiir den Menschen darstellen konnten (Clark
et al., 1983).

Weitere Studien in Frankreich, Italien, der Slowakei und Deutschland schlossen sich
zwischen 1984 und 1993 an, wobei nur in wenigen Fillen Antikorper gegen C. burnetii
nachgewiesen wurden. Auch umfassten die Untersuchungen nur sehr geringe Tierzahlen, so
dass fundierte Aussagen kaum moglich sind (Barrat et al., 1985; Giovannini et al., 1988;
Dedek et al., 1989; Hubalek et al., 1993).

Der Nachweis von C. burnetii-DNA gelang 2011 in Wildschweinproben bei einer in Spanien
durchgefiihrten Studie. Hier wurden positive Ergebnisse in 4,3% der untersuchten Proben
festgestellt (Astobiza et al., 2011).

Serologische Untersuchungen zur Verbreitung von Coxiellose bei Wildschweinen im Land
Berlin iiber einen Zeitraum von vier Jahren fanden Seropridvalenzen von bis zu 8,1%
(Henning et al., 2015).

Wildschweine, die einerseits iiber ein extrem breites Nahrungsspektrum (z.B. auch

Nachgeburten von Nutz- und Wildtieren) verfiigen und andererseits die Distanz zum
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Menschen zunehmend verlieren, konnten fiir die Persistenz des Erregers in bestimmten
Regionen Deutschlands mitverantwortlich sein. Ein Uberleben von C. burnetii in der Umwelt
wird durch die duBerst hohe Tenazitit zusitzlich begiinstigt. Durch den Kreislauf von
Aufnahme und Ausscheidung des Erregers in unmittelbarer Umgebung von Nutz- und
Haustieren und dem Menschen sind Wildschweine ein geeignetes Reservoir des Erregers
Henning et al., 2015).

Studien und Untersuchungen zur weltweiten Verbreitung von C. burnetii bei Hausschweinen
liegen kaum vor. Im Jahr 1996 wurden in Trinidad in verschiedenen Schlachtbetrieben
serologische Untersuchungen auf Zoonoseerreger durchgefiihrt. Von insgesamt 751 getesteten
Seren wurden Antikorper gegen C. burnetii bei 11,3% der Schlachtschweine nachgewiesen
(Adesiyum und Cazabon, 1996).

Sowohl bei Haus- als auch Wildschweinen sind C. burnetii-Infektionen durch verschiedene
Studien belegt. Auch der Umstand, dass gerade Wildschweine ein Reservoir des Erregers
darstellen, scheint unstrittig. Inwieweit es jedoch zu klinischen Symptomen wie
Fertilitatsstorungen bei dieser Tierart kommen kann, oder ob andere Krankheitserscheinungen

in Betracht kommen, ist bisher nicht geklart.

3.4 Coxiellose bei Hunden und Katzen

Berichte tiber natiirlich vorkommende C. burnetii-Infektionen beim Fleischfresser sind selten.
Bei Hund und Katze treten klinische Symptome nur vereinzelt auf, meist verlduft die
Infektion inapparent. Im Falle einer auftretenden Klinik werden Fieber, Bronchopneumonie
und MilzvergroBerung beschrieben, Symptome, die durch einen Infektionsversuch von Werth
bestdtigt werden konnten (Schoop, 1953; Reusse, 1960; Werth, 1989).

Bei triachtigen Katzen kommt es wie bei den meisten Tierarten nach C. burnetii-Infektionen
zum Abort (Kraft und Diirr, 2003). In einer ebenfalls von Werth durchgefiihrten Studie in
Deutschland aus den 1980ziger Jahren wird von Antikorpernachweisen gegen C. burnetii bei
22% der untersuchten Katzen gesprochen (Kraft und Diirr, 2003). Ahnliche Ergebnisse
publizierten auch Marrie et al., die bei 216 untersuchten Katzen in Kanada eine Seroprévalenz
von 24,1% nachweisen konnten (Marrie et al., 1985). Viele Autoren bezeichnen Katzen als
potentielles Reservoir fiir C. burnetii und publizierten auch humane Q-Fieber-Félle ausgehend
von peripartalen Katzen (Kosatsky, 1984; Marrie et al., 1988a; Marrie et al., 1988b; Marrie et
al., 1989; Daoust und Perry, 1989; Pinsky et al., 1991; Cairns et al., 2007).

C. burnetii konnte sowohl bei gesunden als auch bei kranken Katzen aus der Vagina isoliert
werden (Nagaoka et al., 1998).
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Hunde konnen durch Zeckenbisse (Mantovani und Benazzi, 1953), durch Aufnahme
infizierter Plazenten oder Milch infizierter Wiederkduer und iiber Inhalation infizierter Stdube
infiziert werden. Diese Infektionen konnen auch bei trichtigen Hunden zum frithen Tod der
Jungtiere fiihren (Buhariwalla et al., 1996). Humane Q-Fieber-Infektionen, ausgeldst durch
den Kontakt zu trichtigen Hiindinnen, wurden beschrieben (Laughlin et al., 1991; Marrie et
al., 1985; Buhariwalla et al., 1996). Liebisch und Liebisch (1999) konnten eine Seroprivalenz
von bis zu 30% bei Hunden in Endemiegebieten feststellen. Besonders betroffen waren
Hiitehunde infizierter Schafherden. Aus Australien wurden bei Hunden, bei denen kein
Verdacht auf eine Q-Fieber-Infektion vorlag, Antikorpernachweise von 21,8% beschrieben.
(Cooper et al., 2011).

3.5 Coxiellose bei Zoo- und Wildtieren

Wie schon einleitend beschrieben, umfasst das Wirtsspektrum von C. burnetii eine Vielzahl
von Wildtieren, darunter nicht nur Sdugetiere sondern auch Vogel, Fische, Reptilien und
Arthropoden (Derrick et al., 1939; Freeman et al., 1940; Cutler et al., 2007). Rehe, Fiichse
und Kleinnager werden unter den Wildtieren besonders als Reservoir benannt (Enright et al.,
1971). Auch von Ubertragungen des Erregers von Wildtieren auf den Menschen wurde
berichtet (Syrucek und Raska 1956, Hirai und To, 1998).

Zusammenhénge zwischen einem Anstieg der Nagerpopulation, milden Wintern und erhdhten
Q-Fieber-Fillen wurden beobachtet und beschrieben (RKI et al. 2008). Auch Webster et al.
schreiben Nagetieren eine wichtige Bedeutung im Infektionszyklus von C. burnetii zu. Als
Beutetieren von Katzen tragen sie auf diesem Weg den Erreger aus dem Wildtierbereich in
den Haustierbereich und dadurch in die unmittelbare Nihe des Menschen. Bei ihren
Untersuchungen in GroBbritannien an wilden Ratten konnten sie Antikdrper in Bereichen von
7% bis 53% ermitteln (Webster et al., 1995).

Insgesamt findet sich eine lange Liste von Publikationen {iber Antikoérpernachweise von C.
burnetii bei Wildtieren in der Literatur. Bereits 1965 fiihrten Vest et al. iiber einen Zeitraum
von finf Jahren eine Studie an Wildtieren in Utah, USA durch, bei der sie iiber 16.000 Proben
unterschiedlichster Tierarten untersuchten. 1.367 dieser Proben von 19 Tierarten zeigten
Antikorper gegen C. burnetii (Vest et al., 1965).

To et al. (1998b) fiihrten in Japan sowohl an domestizierten Vogeln als auch an
einheimischen Wildvogeln ein Screening zur Untersuchung auf Antikdrper und der Priavalenz
des Erregers selbst durch. Anndhernd 2.000 domestizierte Vogel und 900 Wildvogel wurden

untersucht. 2% der domestizierten und 19% der Wildvogel reagierten serologisch positiv.
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Erregernachweise mittels PCR fanden die genannten Autoren bei 41% der untersuchten
Hausvogel und bei 22% der Wildvogel.

Ebenfalls 1998 wurden in Deutschland Zoologische Girten und Wildparks untersucht, um
Aussagen iiber die Verbreitung der Coxiellose treffen zu konnen. Bei rund 13% von 469
serologisch untersuchten Huftieren konnten Antikdrper gegen Coxiella burnetii nachgewiesen
werden (Schroder, 1998).

Uber eine klinische Symptomatik bei Wildtieren liegen nur wenige Berichte vor. Eine
publizierte Untersuchung zu diesem Thema fand 1997 in einer Damwildfarm mit 71 Tieren in
der Nihe von Stuttgart statt. Hier wurden vermehrt Aborte, Missbildungen der Feten und eine
erhohte Jungtiersterblichkeit beobachtet, Symptome, die denen der Haustiere entsprechen.
50% der zu erwartenden Jungtiere starben in dieser Zeit. Serologische
Verlaufsuntersuchungen zeigten hohe Antikorperspiegel gegen C. burnetii. In weiteren
Untersuchungen wurde die Infektion auch durch Antigennachweise gesichert. Bei 12 von 13
Kontaktpersonen war es offenbar zu einer Coxiellen-Infektion gekommen (Kimmig et al.,
1997).

Ein Q-Fieber-Geschehen ausgehend von Tauben wird von Stein und Raoult aus Frankreich
berichtet. Hier erkrankten alle finf Mitglieder einer Familie an akutem Q-Fieber. Die
epidemiologischen Untersuchungen zeigten deutliche Hinweise auf Tauben als
Infektionsquelle. Diese lebten unter dem Dach im Haus der Familie und iibertrugen den
Erreger iiber die Inhalation kontaminierten Taubenkots auf die Menschen (Stein und Raoult,
1999).

4. Prophylaxe und Bekimpfungsstrategien

Grundsitzlich gehort die Impfung zu den wichtigsten prophylaktischen MafBnahmen bei
Infektionskrankheiten.  Auch  zur  Bekdmpfung der Coxiellose wurden im
veterindrmedizinischen Bereich Impfstoffe entwickelt. Die Impfung kann sowohl als
Schutzimpfung zur Reduktion des Risikos kiinftiger Ausbriiche als auch als Mallnahme
wihrend eines Ausbruches zur Reduktion des Ansteckungsrisikos der Bevolkerung genutzt
werden (EFSA Journal, 2010). Verschiedene Coxiella burnetii-Impfstoffe wurden bereits
getestet und angewendet (Hellenbrand et al., 2005). Jedoch sind nicht alle gleichermal3en
wirkungsvoll. Grundsitzlich werden Phase I- und Phase II-Impfstoffe unterschieden. Phase I-
Impfstoffe, die mit der hoch virulente Form des Bakteriums arbeiten, sind schwieriger
herzustellen, werden aber als effizienter in ihrer Wirkung angesehen (Hellenbrand et al.,
2005; Fishbein und Raoult, 1992; Arricau-Bouvery et al., 2005). Wéhrend der groflen Q-

Fieber-Epidemie in den Niederlanden kam der inaktivierte Phase-1-Impfstoff ,,Coxevac*™ der
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Firma Ceva zum Einsatz (Bruschke, 2009). Nach einer zundchst unter ,,aulergewohnlichen
Umstdnden® erfolgten Zulassung dieses Impfstoffes, erfolgte im Jahr 2014 die regulére
Genehmigung zur Anwendung bei Rind und Ziege in Deutschland (European Medicines
Agency, Europiischer Offentlicher Beurteilungsbericht, EPAR, 2015). Die zur Zulassung
vorgelegten Studien zeigten, dass ,,Coxevac™ die Ausscheidung von C. burnetii iiber Milch
und Vaginalschleim und bei Ziegen zusdtzlich die Ausscheidung iiber die Fizes und die
Plazenta verringert. Bei Ziegen konnte auch ein Riickgang der Abortrate festgestellt werden
(European Medicines Agency, Europiischer Offentlicher Beurteilungsbericht, EPAR, 2015).
Weiterhin werden diesem Impfstoff nur geringe Nebenwirkungen bescheinigt (Hellenbrand et
al., 2005).

Guatteo et al. (2008) untersuchten die Wirkung des Impfstoffes bei Milchrindern hinsichtlich
der Ausscheidungsrate von C. burnetii iiber Milch, Kot und Vaginalschleim. Die Ergebnisse
zeigten, dass die Impfung nicht infizierter Rinder zu einer deutlichen Verringerung der
Erregerausscheidung fiihrte, aber wiahrend der Trachtigkeit oder bei bereits infizierten Tieren
keinen Erfolg hatte (Guatteo et al., 2008).

Ergebnisse von Impfstudien bei Ziegen, die von Arricau-Bouvery et al. (2005) durchgefiihrt
wurden, entsprechen weitgehend diesen Berichten. Diese Autoren stellten weiterhin fest, dass
eine Impfung mit dem Phase-1-Impfstoff die Abortrate bei Ziegen verringern konnte. Obwohl
die Impfung mit ,,Coxevac* nicht zu einer Eliminierung des Erregers fiihrt, sprechen auch
diese Autoren von der Impfung als einer sinnvollen MaBBnahme. Durch die Verringerung der
Erregerausscheidung wird parallel die Kontamination der Umgebung der infizierten
Tierbestinde verringert und damit das Infektionsrisiko fiir den Menschen minimiert (Arricau-
Bouvery et al., 2005; Arricau-Bouvery und Rodolakis, 2005).

Hogerwerf et al. (2011) untersuchten die Erregerausscheidungen nach Impfungen in 13
Herden von Milchziegen und Milchschafen. Es wurde die C. burnetii-Ausscheidung iiber
Milch und Vaginalschleim beurteilt. Sie stellten fest, dass in den Uterusproben der geimpften
Tiere 0,43% positive Nachweise, in den Vaginalabstrichen 30% und in den Milchproben 4%
erbracht wurden. Bei nicht geimpften Tieren waren 26% der Uterusproben, 76% der
Vaginalabstriche und 33% der Milchproben positiv. Die Autoren sprachen, bei der
festgestellten Verringerung der Erregerausscheidung zwischen 72% und 98%, von einer
klaren Wirksamkeit der Vakzine auf die Bakterienbelastung der Umwelt und damit einer
Verringerung des humanen Risikos einer Infektion durch die Impfung von Herden
(Hogerwerf et al., 2011). Fischer et al. (2010) empfehlen die Vakzinierung zur Prophylaxe
von Q-Fieber-Ausbriichen und Guatteo et al. (2008) sehen in der Impfung einen Beitrag die
Infektionsinzidenz von C. burnetii zu senken.

Das Bundesministerium fiir Erndhrung und Landwirtschaft gab 2014 folgende Empfehlungen
fiir hygienische Anforderungen an das Halten von Wiederkduern in Zusammenhang mit C.

burnetii-Infektionen bekannt:

30



Literaturiibersicht

,Die Impfung ist als langfristige Bekampfungsoption fiir infizierte Bestdnde und Bestidnde,
von denen ein hohes Risiko fiir die 6ffentliche Gesundheit ausgeht, in Betracht zu ziehen.
Eine Impfung kann sowohl zur Verringerung des Risikos zukiinftiger Ausbriiche
(vorbeugende Impfung) als auch im Falle eines Ausbruchs eingesetzt werden. Dabei ist die
regelméBige prophylaktische Impfung von nicht infizierten Tieren oder Herden eine der
wirkungsvollsten BekdmpfungsmaBinahmen® (Bundesanzeiger, Bundesministerium fiir
Erndhrung und Landwirtschaft, 2014).

Im humanen Bereich ist nur ein Impfstoff verfiigbar, der in Australien entwickelt wurde und
in Europa keine Zulassung besitzt. In Australien wird die Vakzine bei Risikoberufsgruppen,
wie Schlachthofpersonal, Schafscherern und Schafhaltern erfolgreich eingesetzt (Marmion et
al. 1990; Gidding et al. 2009). Die Wirksamkeit der Impfung wurde bisher nur bei jungen
gesunden Erwachsenen gezeigt, fiir Risikopatienten mit kardiovaskuldren oder anderen
schweren Grunderkrankungen liegen keine Daten vor (Gefenaite et al. 2011). Wegen der
Gefahr schwerer Nebenwirkungen kann der Impfstoff nur an Personen verabreicht werden,
bei denen nachweislich keine Immunantwort gegen C. burnetii vorliegt, die also noch nicht in
Kontakt mit dem Erreger gekommen sind. Dies muss mittels Hauttest und Serologie abgeklart
werden. Eine Anwendung in breiten Bevolkerungsschichten ist daher keine Option (van der
Hoek, 2012).

Bei humanen akuten Q-Fieber-Infektionen wird bei der Behandlung als Mittel der Wahl
Doxycyclin eingesetzt. Weiterhin wirksam sind Ampicillin, Chloramphenicol, Chinolone und
Rifampicin (Yeaman et al., 1987). Akutes Q-Fieber sollte mindestens 14 Tage behandelt
werden, bei chronischen Formen, bei denen der Erreger in vielen Organen persistieren kann,
empfehlen einige Autoren sogar eine lebenslange antibiotische Behandlung (Worswick und
Marmion, 1985).

Antibiotische Behandlungen in der Veterindirmedizin, besonders im Nutztiersektor, kommen
seltener zur Anwendung. Sie konnten jedoch durchaus zur Senkung der Abortrate und der
Ausscheidung eingesetzt werden, wobei ein komplettes Abklingen beider Aspekte nicht
erreicht wird. Auch hier werden Tetracycline eingesetzt (Rodolakis, 2009; Sting et al., 2009).
Astobiza et al. (2010) beobachtete nach der Behandlung einer Milchschatherde mit
Oxytetracyclin, dass weder die Ausscheidung der Bakterien noch die Dauer der Ausscheidung
durch das Antibiotikum signifikant beeinflusst wurden. Die zweimalige Behandlung wurde
am Tag 100 und 120 der Trichtigkeit durchgefiihrt. Bei 82% der behandelten Tiere wurde
Ausscheidung festgestellt, wihrend 72% der unbehandelten Tiere Coxiellen ausschieden. Die
Untersuchungen zwei und sechs Wochen nach der Behandlung zeigten keine signifikanten
Unterschiede mehr (Astobiza et al., 2010).

Zu den allgemeinen Bekdmpfungsstrategien zur Vermeidung von Q-Fieber-Ausbriichen hat
das Bundesministerium fiir Erndhrung und Landwirtschaft 2014 die im Folgenden

aufgefiihrten Maflnahmen zur kurzfristigen und langfristigen Bekdmpfung von Q-Fieber im
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Bundesanzeiger herausgegeben. Die Empfehlungen wurden aufgrund von Gutachten der

Europdischen Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (EFSA) sowie Stellungnahmen des
Bundesinstituts fiir Risikobewertung (BfR-Stellungnahme, 2003; BfR Stellungnahme, 2010)
und des Robert-Koch-Instituts ausgesprochen (RKI-Ratgeber Infektionskrankheiten, 2009)

ausgesprochen:

,Geeignet sind jene MaBnahmen, die zur Unterbrechung der Infektionskette einer C. burnetii-

Infektion in Betrieben fiihren. Das Ziel muss u.a. sein, das Ubergreifen der Infektion von

Wiederkduern auf Menschen zu verringern.

1.

32

Verdéchtiger Bestand

Ein Verdacht einer C. burnetii-Infektion im Bestand besteht bei gehduftem Auftreten
von Aborten, das bedeutet mehr als drei Aborte in Schaftherden bis zu 100 Tieren und
mehr als 5 Aborte in Herden mit mehr als 100 Tieren

oder

Serologische Untersuchungsergebnisse mit Antikorpernachweisen vorliegen

oder

beide Punkte vorliegen.

In diesen Féllen sollten bakteriologische Untersuchungen zum direkten
Erregernachweis erfolgen.

Infizierter Bestand

Ein Tierbestand gilt als infiziert, wenn der Erreger mittels bakteriologischer
Untersuchung nachgewiesen wurde. Sofern die weiblichen Tiere eines infizierten
Bestandes mindestens in zwei aufeinander folgenden Ablammperioden - in
Rinderbestinden im Abstand von sechs bis zwolf Monaten - mittels Genitaltupfer mit
negativem Ergebnis auf C. burnetii untersucht wurden, sind sie wieder wie nicht

infizierte Bestinde zu behandeln.

. MaBnahmen zum Schutz vor Weiterverbreitung und Ubertragung

3.1.Kurzfristige Bekampfungsoptionen

e Sperrung des Betriebes fiir betriebsfremde Personen.

e Kein Verbringen von Tieren aus dem Bestand, keine Teilnahme an
offentlichen Veranstaltungen.

e Die Ablammung/Abkalbung sollte in geschlossenen Stallungen erfolgen.

e Verbringen der Muttertiere aus den Stallungen nach Abort oder Geburt
frithestens nach 14 Tagen.

e Nachgeburten und Totgeburten sind in geschlossenen fliissigkeitsdichten
Behiéltnissen zu sammeln und unschédlich zu beseitigen.

e Das Scheren der Schafe ist in geschlossenen Rdumen und auB3erhalb von

Wohngebieten durchzufiihren.
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Bei der Schur sollten Schutzmasken getragen werden, nach den Arbeiten
Reinigung und Desinfektion simtlicher Kleidungsstiicke.

Die Lagerung des Dunges sollte in Festmistpackungen unter Folienabdeckung
fiir mindestens drei Monate (ohne Abdeckung fiir neun Monate) geméal
Desinfektionsmittelrichtlinel1 erfolgen.

Auf eine ausreichende Erhitzung der Milch (Pasteurisierung) ist zu achten; die
Abgabe von Rohmilch und Rohmilchprodukten wie Weich- und Frischkdse
sowie Butter an den Endverbraucher ist nicht zuléssig.

Ausscheidende Tiere sind mittels Untersuchungen zu identifizieren und isoliert

zu halten; soweit erforderlich miissen Dauerausscheider getotet werden.

3.2. Langfristige Bekdmpfungsoptionen

Schutzimpfung insbesondere der nicht infizierten Tiere.

Tiere im letzten Drittel der Trachtigkeit sollen aus Griinden der
Zoonoseprivalenz nicht ausgestellt werden.

Tiere, die Kontakt zur Bevolkerung haben, sollten mindestens einmal jéhrlich
auf Antikorper untersucht werden.

Bei geburtshilflichen Maflnahmen ist in besonderem Maf3e auf Hygiene zu
achten.

Ablammungen/Abkalbungen sollte in ausreichender Entfernung zu
Wohngebieten in geschlossenen Stallungen stattfinden.

RegelmiBige Nachuntersuchungen auch in den folgenden Ablammperioden
sind erforderlich.

Vor dem Deckeinsatz sollten mikrobiologische Untersuchung der Bocke und
Bullen erfolgen.

Bei Zukauf von Tieren ist auf deren vorherige negative serologische
Untersuchung gegen C. burnetii zu achten.

In Vorzugsmilchbetrieben sollten jihrliche serologische Untersuchungen der
laktierenden Tiere sowie monatliche Untersuchungen der Tankmilchen auf das
Vorhandensein von C. burnetii stattfinden. Sofern in der Tankmilch C. burnetii
nachgewiesen wird, sind Einzelmilchproben zu untersuchen. Tiere, die den
Erreger tiber die Milch ausscheiden, sind nicht mehr fiir die Produktion von
Vorzugsmilch zu nutzen und moglichst zu merzen.

In Gebieten, in denen C. burnetii iibertragenden Zecken (z. B. Dermacentor-,
Ixodes-Gebiete) vorkommen, sollten prophylaktische MalBnahmen zur
Akarizid-Behandlung durchgefiihrt werden.

Alle kurzfristigen Bekdmpfungsoptionen sind auch weiterhin zu beriicksichtigen.*

(Bundesanzeiger: Bundesministerium fiir Ernéhrung und Landwirtschaft, 2014).
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Ein zentraler Punkt in der Bekdmpfung der Coxiellose in Tierbestinden ist das
Hygienemanagement, insbesondere vor, wihrend und nach den Geburtsvorgingen. Auf die
Einzeltierhaltung wihrend dieser Zeit in geschlossenen Stallungen, auf ein gutes Reinigungs-
und Desinfektionsmanagement und auf die gesonderte Entsorgung der Nachgeburten weisen
viele Autoren hin (Hellenbrand et al., 2005; Ochs, 2007; Guatteo et al., 2006; Sting et al.,
2009).

Die hygienischen MaBnahmen schlieBen auch die unschédliche Beseitigung von Mist und
Giille ein. Da es zu den Uberlebenszeiten von C. burnetii in diesen Medien nur unvollstindige
Informationen gibt, muss von einer langanhaltenden Periode der Infektiositidt und damit der
Gefahrdung der oOffentlichen Gesundheit ausgegangen werden (Weltorganisation fiir
Tiergesundheit, OIE, 2010; Georgiev et al., 2013). Die Empfehlungen gehen von
Desinfektionsmafinahmen (Rodolakis 2009) tiber die Zugabe von Kalziumzyanamid (Arricau-
Bouvery et al., 2001) bis zum Erstellen von Dungpackungen (Sting et al., 2009). Hermans et
al. (2014) untersuchten die Auswirkungen von Mistausbringungen auf die Felder und stellten
fest, dass darin ein Beitrag zur Verbreitung von Q-Fieber bei der niederldandischen Epidemie
zu sehen ist.

Als weiterer wichtiger Risikofaktor wird immer wieder auf die Schafschur hingewiesen. Hier
kommt es zum einen zur Verbreitung des Erregers, die gerade bei trockenen, windigen
Witterungsbedingungen kilometerweit erfolgen kann, und zum anderen zur gesundheitlichen
Gefahrdung der Landwirte und der iibrigen beteiligten Berufsgruppen (Hellenbrand et al.,
2001; Hellenbrand et al., 2005; Schulz et al., 2005; Marmion und Stoker, 1958).

Der Tierverkehr ist als weiterer wichtiger Punkt im Zusammenhang mit
Bekampfungsstrategien im Rahmen der Q-Fieber-Infektionen (Coxiellosen) zu nennen. Um
einen stindigen Neueintrag von C. burnetii in einen Bestand zu vermeiden, sollte der
Tierzukauf nur aus Coxiellose-freien Bestdnden erfolgen oder eine Quarantine mit
serologischen Abklarungsuntersuchungen durchgefiihrt werden (Hellenbrand et al., 2005;
Kaulfuss, 1997). Das Entfernen infizierter Tiere gehort im Rahmen von Bestandssanierungen
zu den unumginglichen, aber auch erfolgversprechenden Maflnahmen. Die Abweichungen
zwischen serologisch positiven Befunden und direkten Erregernachweisen sowie dem
intermittierenden Ausscheiden infizierter Tiere erschwert jedoch die Frage, welche Tiere zur
Schlachtung gehen oder ggf. getotet werden miissen (Arricau-Bouvery und Rodolakis, 2005;
Rodolakis et al., 2007).
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Abstract

Background: Current epidemiological data on the situation of Coxiella (C.) burnetii
infections in sheep are missing, making risk assessment and the implementation of
counteractive measures difficult. Using the German state of Thuringia as a model example,
the estimated sero-, and antigen prevalence of C. burnetii (10% and 25%, respectively) was
assessed at flock level in 39/252 randomly selected clinically healthy sheep flocks with more

than 100 ewes and unknown abortion rate.

Results:

The CHECKIT™ Q-fever Test Kit identified 11 (28%) antibody positive herds, whereas real-
time PCR revealed the presence of C. burnetii DNA in 2 (5%) of the flocks. Multiple-locus
variable number of tandem repeats analysis of 9 isolates obtained from one flock revealed
identical profiles. All isolates contained the plasmid QpH]1.
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Conclusions:

The results demonstrate that C. burnetii is present in clinically inconspicuous sheep flocks
and sporadic flare-ups do occur as the notifications to the German animal disease reporting
system show. Although C. burnetii infections are not a primary veterinary concern due to the
lack of significant clinical impact on animal health (with the exception of goats), the eminent
zoonotic risk for humans should not be underestimated. Therefore, strategies combining the
interests of public and veterinary public health should include monitoring of flocks, the

identification and culling of shedders as well as the administration of protective vaccines.

Keywords: Coxiella (C.) burnetii, Zoonosis, Sheep, Prevalence

Background

C. burnetii is an obligate intracellular bacterial pathogen and the causative agent of Q- fever, a
worldwide occurring zoonosis, and notifiable disease in many countries including Germany.
The organism is very resistant and can persist in the environment in a spore-like state for
weeks; once airborne it can be transported long distances by the wind [1-3]. Numerous pecies
including dogs, cats, birds, arthropods, and wildlife can harbor the agent, however, cattle,
sheep, and goats are considered to be the main reservoir [4]. Infection in animals is

mostly subclinical or inapparent but can occasionally lead to abortions or birth of weak
offspring. During parturition, large numbers of the organism are shed into the birth fluids, but
smaller amounts can also be found in milk, faeces, and urine [5]. Transmission to humans
occurs mainly via inhalation of fomites, seldom through ingestion of contaminated raw milk,
and very rarely via person-to-person contact [4]. In humans, disease ranges from symptomatic
to severe and can be fatal. The clinical picture presents itself with fever or influenza-like
illness. Pneumonia, hepatitis, meningoencephalitis, myocarditis, and pericarditis can occur as
life-threatening complications. Infection in early pregnancy can lead to abortion and in later
stages of pregnancy to premature labour [6].

According to the Federal Statistical Office, there are approx. 2.35 million sheep in Germany.
Despite the gradual decline in the German sheep population and falls in the price of wool over
the past years, foodstuffs obtained from sheep (i.e. meat and milk) are enjoying an increase in
popularity. In the state of Thuringia, the stock of sheep amounts to nearly 190.000 and serves
not only as a source of meat and milk, but also plays an important role in landscape
management and nature conservation. The sheep are distributed among approx. 6300 flocks of
which 252 contain more than 100 ewes. Although several German studies describing the
seroprevalence of C. burnetii in sheep during outbreaks of Q-fever exist [7-9], no current
prevalence data are available. Moreover, seroprevalence studies in asymptomatic, i.e.
clinically healthy flocks, and in flocks with prevailing infections are missing, making risk

assessment and the implementation of counteractive measures and regulations difficult.
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Accordingly, the aim of this study was to estimate the sero- and antigen prevalence of C.
burnetii at flock level among clinically healthy non-vaccinated sheep flocks using the state of

Thuringia as a model example.

Results

Serology

Based on the sensitivity and specificity of the used test of 100% a flock was considered sero-
positive if at least one animal tested positive in the ELISA. Of the 39 evaluated flocks with
more than 100 ewes, 11 were serologically positive (28%; Table 1). The exact 95%

confidence interval for the flock-level prevalence was estimated as 15-45%.
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Table 1 Summary of flocks, collected -, positive serum-, and DNA (PCR positive) samples

# positive samples vs. # of samples taken

flock flock size abortion serum vaginal rectal afterbirth foetus/foetal
# (ewes) rate (%)* swab swab swab
1 500 0 1/28 0/11 0/11 0/11 - -
2 1000 0 0/29 0/11 0/11 0/11 0/9 -
3 1800 <1 4/29 2/11 0/11 0/11 0/11 -
4 1300 0 0/29 0/11 0/11 0/11 - -
5 1200 3 4/29 3/11 0/11 0/11 0/3 0/4
6 500 0 0/29 0/11 0/11 0/11 - -
7 450 0 0/29 0/11 0/11 0/11 0/9 -
8 1100 <1 3/30 1/11 0/11 0/11 - -
9 1800 0 1/29 0/11 0/11 0/11 - -
10 550 0 4/29 2/11 0/11 0/11 0/3 -
11 700 <1 2/29 2/11 0/11 0/11 - -
12 330 0 0/30 0/11 0/11 0/11 0/2 -
13* 2500 2 6/30 1/11 11/11 11/11 7/11%* -
14 400 <1 0/29 0/11 0/11 0/11 - -
15 700 <1 0/29 0/11 0/11 0/11 - -
16 750 <1 0/29 0/11 0/11 0/11 - -
17 900 <1 0/29 0/11 0/11 0/11 0/3 0/2
18 250 <1 0/29 0/11 0/11 0/11 - -
19 450 <1 0/29 0/11 0/11 0/11 0/1 -
20 1000 <1 0/29 0/11 0/11 0/11 - -
21 500 <1 0/29 0/11 0/11 0/11 - -
22 406 <1 0/29 0/11 0/11 0/11 - -
23 700 <1 3/29 2/11 0/11 0/11 - -
24 700 0 0/29 0/11 0/11 0/11 - -
25 550 <1 5/29 1/11 0/11 0/11 - -
26 1000 1 0/29 0/11 0/11 0/11 - -
27 317 <1 0/29 0/11 0/11 0/11 - -
28 350 6 0/29 0/11 0/11 0/11 0/1 -
29 420 0 0/29 0/11 0/11 0/11 - -
30 1178 <1 0/29 0/11 0/11 0/11 - -
31 500 <1 0/29 0/11 0/11 0/11 - -
32 120 0 0/29 0/11 0/11 0/11 0/4 -
33 115 <1 17/29 6/11 1/11 1/11 - -
34 400 <1 0/29 0/11 0/11 0/11 0/1 -
35 650 <1 0/29 0/11 0/11 0/11 - -
36 133 0 0/29 0/11 0/11 0/11 - -
37 377 <1 0/29 0/11 0/11 0/11 0/2 -
38 409 <1 0/29 0/11 0/11 0/11 - -
394 25 0 25 11 11 - -
40 460 <1 0/29 0/11 0/11 0/11 - -
total 1158 440 440 71 6

72



Publikationen

§

" history of C. burnetii infection;

¥ according to farmers and Thuringian sheep health authority;

**7/11 DNA positiv, from 3/7 isolation of C. burnetii;

“no samples;

& excluded from study

Isolation of C. burnetii

C. burnetii was isolated and propagated from nine afterbirths acquired from flock 13. Three of

these isolates were obtained from samples collected during the prevalence study in May 2009

(Table 1), one isolate was obtained from a sample collected before initiation of the study, and

the remaining five isolates originated from additional samples collected in June 2009

(Table 2).

Table 2 Additional samples collected in flocks 3, 13 and 33 (analysed by ELISA or PCR)

# positive samples vs. # of samples taken

flock flock size abortion serum vaginal rectal afterbirth foetus/foetal
# (ewes) rate swab swab swab
date (%)
3(01/2010) 1800 <1 1734 0/11  0/11 0/5 0/8
13
(07/2005) - - 1/51 - - -
(12/2005) - - - - - 1/14
(01/2008) 2500 - - - - 0/18 -
(04/2008) 2 - - - 2/34% -
(05/2009) - 1/6 - - 8/19* 0/1
(06/2009) - - - - 18/24* -
(07/2010) - - - - 0/58 -
(03/2011) - - 0/107 - - -
33
(02/2010) 115 <1 42/89  5/26 - - -
(07/2010) - - - - 0/11 -
- no samples;

*1/34 C. burnetii isolates;
*1/19 C. burnetii isolates;

*4/24 C. burnetii isolates
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Detection of C. burnetii by means of PCR

Based on the specificity and sensitivity of the PCR assay of 100% a flock was considered
antigen-positive if at least one animal tested positive in the PCR. C. burnetii DNA was
detected in two flocks (5%; Table 1). The exact 95% confidence interval for the flock-level

prevalence was estimated as 0.6-17%.

Genotyping of C. burnetii by means of MLLVA and plasmid type determination
In order to investigate the genetic relationship among the isolates obtained from afterbirths
collected in flock 13, MLVA were done. These revealed identical VNTR profiles all lustering

into the same group (Figure 1). All tested isolates were shown to contain the plasmid QpHI1.

{ '
2 5 e 3 3 s 2 7 B Strain Year Host Origin
== Dugway (5J108-111) 1957 rodent USA
4{—1 NineMile (RSA 493) 1925 tick usa

Priscilla (Q177) 1980 goat USA
isclate 10 2003 human NW, Germany
isolate 12 2003 sheep NW, Germary
isolate 14 2004 sheep NW, Germany
isolate 15 2004 sheep NW, Germany
Isolate 16 2004 sheep NW, Germany
B isclate 20 2008 sheep TH. Germany
[ isolate 26 2009 sheep TH, Germany
[ isctate 29 2009 sheep TH. Germany
I i<iate 30 2009 sheep TH. Germany
. isolate 31 2009 sheep TH, Germany
[l isolate 32 2009 sheep TH. Germany
| isctate 32 2009 sheep TH, Germany
. isolate 35 2009 sheep TH, Germany
‘— . isolate 36 2009 sheep TH, Germany
Isolate 02 1087 fallow deer BW, Germany
isclate 04 1988 lick BW, Germany
L isclate 05 1968 tick* BW, Germany
isolate 07 1809 sheap BW, Germany
isolate 08 2001 sheep NI. Germany
Figure 1 Phylogenetic tree of German C. burnetii isolates on
the basis of 17 multilocus variable number of tandem repeat
analyses (MLVA).
\

Discussion

Epidemiological data regarding the distribution of C. burnetii in sheep in Germany are scarce
and based on data obtained during Q-fever outbreaks [7,8] and on materials submitted for
routine laboratory examination [9]. Data describing the epidemiological situation in clinically
inconspicuous flocks and between outbreaks are missing. The present study, therefore, aimed
at estimating the sero- and antigen prevalence of C. burnetii in randomly chosen non-

vaccinated sheep flocks throughout the state of Thuringia with unknown abortion status.
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Our study revealed that 28% of the tested flocks were serologically positive. Other studies
assessing the seroprevalence of C. burnetii in sheep found rates ranging between 1% to 47%
in Germany [8-10], 3% to 22% in Turkey [11,12], 12% in northern Spain and 31.7% in Gran
Canaria [13,14], 11.8% in southern Italy [15], and up to 73% in Bulgaria [16]. However, the
direct comparison of our results with the prevalences found in the above listed studies is
problematic, due to considerable differences in study design and evaluation methods
(prevalence in single animals vs. flock prevalence), flock size, flock management, abortion
rate, number of samples tested and the detection methods applied (CFT, IFAT, competitive
ELISA).

We next compared our data with the results obtained from the ovine samples (> 1500)
submitted to the German National Reference Laboratory (NRL) for Q-fever. Evaluation

of the samples sent to the NRL between August 2007 and July 2010 determined a
seroprevalence of 10.8%, which is in agreement with our estimated prevalence value; yet one
has to bear in mind that the evaluation of these samples is biased. We also compared our
results with those acquired from the contemporaneous Thuringian Brucella screening in
which the ovine samples were additionally tested for the presence of C. burnetii antibodies
with the CHEKIT™ Q-fever Test Kit. The screening revealed a seroprevalence of 31% (4/13
flocks) when evaluating the results from the flocks with > 100 ewes which is also in
agreement with our results (data not shown). We can not rule out a possible lower sensitivity
of the used ELISA due to the fact that it does not use ruminant antigen. However, this
particular

ELISA is the only one on the “List of certified products pursuant to section 17c¢ Animal
Diseases Act” in Germany. Moreover, even if we had found more positive animals within a
flock, it would not have had an influence on the flock prevalence. Further positive flocks on
the other hand, would have altered the flock prevalence.

Despite the fact that serological screening to test for antibodies against C. burnetii is carried
out on a regular basis, results should be interpreted with caution. Recent evaluation studies on
serum samples obtained from cattle, sheep and goats showed that shedding animals are not
always reliably detected; single animals may seroconvert but not shed the agent, whereas
others shed the agent without or with delayed production of antibodies [17-19]. One also has
to bear in mind that antibodies may continue to circulate long after the agent has been cleared
from the organism [20].

Our PCR analyses detected C. burnetii DNA in 5% of the flocks assessed in the study. Recent
PCR-based studies identified C. burnetii in 9% of tested sheep flocks in northern Spain [21]
and in 18.6% of farms with small ruminants in southern Italy [22]. Two further studies on
samples obtained from either ovine abortions in Sardinia [23] or ovine foetal organ samples
and placentae in Portugal [24] discovered C. burnetii in 10.9% and in 36% of the cases,

respectively. A Turkish study assessing milk samples collected from 22 flocks determined
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6.5% C. burnetii positive animals in 12 flocks with a history of abortion and no positives in
flocks without a history of abortion [25]. But again, comparison of the data is difficult due to
the differences in study design, sampling, and methods applied. However, the evaluation of
the C. burnetii-tested samples of the contemporaneous Thuringian Brucella screening using
different sampling criteria, e.g. health status, flock size, etc. revealed an antigen prevalence of
25%, which is in agreement with our estimated prevalence.

Although we found eleven seropositive flocks, only two of the flocks (13, 33) were DNA-
positive. Nonetheless, we were able to obtain nine isolates from flock 13 in afterbirths
collected between April 2008 and June 2009. All isolates were genetically identical as shown
by MLVA and determination of the plasmid type. The QpH1 plasmid, first isolated from a
tick [26], has been regularly found in isolates obtained from cattle, sheep, and goats [27]. We
were intrigued to find that our nine isolates clustered into the same group as the isolates
obtained from sheep and a human isolate linked to a Q fever outbreak back in 2003 in North
Rhine Westphalia [28]. Our findings argue for the circulation of a particular C. burnetii strain
infecting both man and animal in central Germany, however, more isolates must be tested to
corroborate this hypothesis. We did not observe any genetic variations as described in the
exceptional Dutch outbreak (2007-2010) [29,30] in our comparatively small panel, although
we used more loci and purified DNA from isolates. It is worthwhile mentioning that C.
burnetii was already detected back in 2005 in flock 13, indicating the persistence of infection
in this flock. However, since no isolates were obtained in 2005 we can not confirm the
circulation of one particular strain or exclude re-introduction.

Identification of shedders is central to any eradication or surveillance programme. We believe
that monitoring of clinically inconspicuous sheep flocks for the presence of C. burnetii
infection can be reliably done by analyzing the afterbirths. As shown in Table 2, in January
2008, none of the examined afterbirths reacted positive in the PCR assays but by June 2009,
75% of the tested afterbirths were positive. Samples obtained from afterbirths and vaginal
swabs taken between July 2010 and March 2011 were again negative. Our observations are in
agreement with the findings of others, describing that shedding is not a continuous process
[31,32]. However, it is also possible that the amounts of shed or circulating bacteria might not
suffice to maintain an infection cycle. The threshold level of bacteria required to produce a
clinically apparent infection in an animal and to what extent virulence of the circulating strain
affects infection and clinical presentation are still unknown. Studies assessing possible

individual or breed related immunity are also missing.

Conclusions
Based on the assumed prevalence at flock level, we were able to demonstrate that C. burnetii

is present in clinically inconspicuous sheep flocks. Although C. burnetii infections are not a
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primary veterinary concern, due to the lack of significant impact on animal health, the
zoonotic risk for humans should not be underestimated. Therefore, strategies combining the
interests of public and veterinary public health should include the identification and culling of

shedders as well as the implementation of protective vaccines.

Materials and methods

Sheep flocks and sampling procedures

The present study was designed as a cross sectional study. Forty unvaccinated flocks (Table
1) distributed throughout the state of Thuringia with more than 100 ewes and an unknown
abortion rate, were chosen at random from the given population of 252 flocks. Flocks were
kept on pasture, lambing took place in-doors. Based on the reported cases to the German
animal disease reporting system, the sample size was calculated as such that with an assumed
minimum seroprevalence of 10% and an antigen prevalence of 25% within the flock, at least
one infected animal would be detected with 95% confidence under the assumption of 100%
sensitivity and specificity of the diagnostic test used [33].

Sera and swabs were collected at random during the lambing seasons by and under the
supervision of a veterinarian (UM) from the Thuringian sheep health service during his
regular flock management visits between February 2009 to June 2009 (flocks 1-13) and
December 2009 to April 2010 (flocks 14-40). In practice, the sampling was carried out as
follows: Serum samples were collected from 29 ewes per flock on day 1 or day 2 post partum.
For cultivation and PCR assays, one vaginal and one rectal swab were obtained from 11/29
ewes. Afterbirths and foetuses were collected when available. Of the 1281 serum samples,
477 vaginal swabs, 451 rectal swabs, 188 afterbirths and 15 foetuses/foetal/pharyngeal swabs
collected, a total of 1158 serum samples, 440 vaginal swabs, 440 rectal swabs, 71 afterbirths
and 6 foetuses/foetal swabs from 39 flocks were evaluated (Table 1). Since Coxiella and
Chlamydia spp screening is part of the Thuringian flock management system no ethics
approval and consent was necessary [34].

Additional samples (not included in the study) were obtained from flocks 3 (January 2010),
13 (January and April 2008, May and June 2009, and July 2010) and 33 (July 2010) (Table 2).

Sample preparation and conservation

Blood was drawn from the jugular vein with a 14 gauge needle into 7.5 mL serum
Monovettes (Kabe GmbH, Niimbrecht-Elsenroth, Germany) and stored upright at RT for 12
h. The Monovettes were then centrifuged at 1500 xg for 10 min, the supernatant serum
removed and stored at -20°C until further use. Swabs collected for nucleic acid extraction
were transferred to 200 pL lysis buffer [(6 M guanidiumisothiocyanate, 10 mM urea, 20%
(v/v) Triton X-100 and 10 mM Tris HCI (pH 4.4))] (Roche Diagnostics, Mannheim,
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Germany) and stored at 4°C. Afterbirths and organ samples from aborted foetuses were stored
at -80°C until further use.

ELISA

Serum samples were tested for the presence of antibodies to C. burnetii using the HECKIT™
Q-fever Test Kit (Idexx GmbH, Liebefeld-Bern, Switzerland) according to the manufacturer’s
instructions. All measurements were performed in duplicate. Results were normalised using
the positive and negative control sera provided in the kit and expressed as percentage of the
positive control according to the following formula:

[(OD sample - OD negative control)/(OD positive control

- OD negative control)] x 100.

Sera with values below 30% were considered negative, sera with values between 30 and 40%

were considered inconclusive, and sera with values greater 40% were considered as positive.

Cell culture

Propagation and isolation of C. burnetii was performed using Buffalo Green Monkey (BGM)
cells in UltraCulture medium (Bio Whittaker, Walkersville, USA) supplemented with 1% non
essential amino acids (100x%), 1% vitamins, and 2 mmol L-glutamine (all Biochrom, Berlin,
Germany). Cells were seeded into 25 cm?2 tissue culture flasks (Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Germany) and maintained in a humidified atmosphere with 5% CO2 at 37°C.
The cell monolayers were assessed for confluent growth on the day of inoculation.

Vaginal swabs were rehydrated in 2000 uL. of Hank’s medium, centrifuged at 15 000 xg for
10 min at RT, and the resulting pellet resuspended in 1000 pL. Hank’s medium (Biochrom).
Organ samples (approx. 10 g) were mechanically disrupted, homogenised and resuspended in
40 mL Hank’s medium. This solution was subsequently filtered through 0.45 - 0.2 pm syringe
filters (Minisart, Sartorius, Hannover, Germany). Between 100 pL - 500 pL of the
resuspended pellet or the final filtrate was used for inoculation. After 12-24 h, the medium
was replaced by fresh UltraCulture medium, also used for further propagation. Cell cultures
were monitored weekly by phase contrast microscopy and propagated for up to six months.
Specimens that showed intracellular growth of microorganisms were stained according to the
method of Giménez [35]. Cultures were regarded as positive when small red inclusions

containing coccoid rods were observed.

DNA extraction from samples
DNA from vaginal, rectal, and foetal swabs as well as from foetal organs was isolated using
the High Pure PCR Template Preparation Kit™ (Roche Diagnostics) according to the

manufacturer’s instructions. Organ samples were cut into 50 mg sections, mechanically
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disrupted and digested over night in 200 pL lysis buffer with 40 uL proteinase K (20 mg/mL)
(Roche Diagnostics) at 37°C.

Polymerase chain reaction (PCR)

Conventional PCR

In order to avoid abortive cell cultivation, samples for cultivation were tested beforehand at
the National Reference Laboratory for Q-fever in Wusterhausen with a nested PCR method
targeting the com 1 gene encoding a 27 kDa outer membrane protein of C. burnetii [36].
Conventional PCR was carried out in a TC-412 Thermocycler (Techne AG, Burkhardtsdorf,
Germany). From each PCR reaction, 15 ul. were analysed by agarose gel electrophoresis
(1.5% w/v in Tris Borate EDTA buffer).

Real-time PCR

Detection of C. burnetii was performed with a TagMan based real-time PCR assay targeting
the transposase element IS1111 as described by Klee et al. [37] using a Stratagene Mx3000P
Thermocycler (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Tenfold serial dilution of
cloned IS1111 gene fragments ranging from 1 x 100 to 1 x 105 plasmid copy numbers were
added for Coxiella DNA quantification and sensitivity control of the assay. The cycle
threshold value (Ct) was calculated by the instrument’s software MxPro3000P v 4.01. A
negative result was assigned when no amplification occurred or when the cycle threshold

value was > 40.

Identification of the plasmid type in the C. burnetii isolates

Identification of the plasmid type of the isolates was done according to a modified procedure
described by Zhang et al. [36]. PCR assays were conducted on a MasterCycler ep
Thermocycler (Eppendorf, Germany). From each PCR reaction, 5 pL were analysed by
agarose gel electrophoresis (1.5% w/v in Tris Borate EDTA buffer).

Genotyping of C. burnetii isolates by means of multipleloci variable number of tandem
repeats analysis (MLVA)

Genotyping of the 9 C. burnetii isolates obtained from flock 13 was done according to the
VNTR method described by Arricau-Bouvery et al. [32] using 17 markers. PCR assays were
conducted on a MasterCycler ep Thermocycler (Eppendorf, Germany). Compatible primer
pairs were subsequently multiplexed and the forward primer for each pair labelled at the 5°-
end with a fluorescent dye (dye set G5, Applied Biosystems). The PCR products were pooled
according to their group and diluted 1:100 in LiChrosol water (VWR International, Germany).
One pL of this solution was mixed with 13.7 uL. Hi-Di formamide and 0.3 pL GeneScan™
1200 LIZ Size Standard (both Applied Biosystems) for the reproducible sizing of the
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fragments, denatured for 3 min at 93°C, and cooled on ice. The PCR products were separated
in an ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) using a 36 cm array and POP7
polymer. Data obtained from the PeakScanner Ver.1.0 (Applied Biosystems) were analysed
with the Bionumerics 6.0 software package (Applied Maths). The clustering analysis was
based on the categorical coefficient and unweighted pair group method using arithmetic
averages (UGPMA).
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3.1. Deutsche Zusammenfassung der Originalpublikation
Verbreitung von C. burnetii in klinisch unauffilligen deutschen Schaftherden

Zusammenfassung

Hintergrund

Aktuelle epidemiologische Daten iiber die Situation von Coxiella (C.) burnetii-Infektionen
bei Schafen fehlen, so dass die Risikobewertung und die Umsetzung von GegenmalBinahmen
schwierig ist. Als Beispiel fiir Deutschland wurde das Bundesland Thiiringen, mit einer
geschitzten Sero- und Erregerprivalenz von C. burnetii von 10% beziehungsweise 25% auf
Bestandsebene in 39/252 zufillig ausgewihlten klinisch gesunden Schatherden mit mehr als
100 Mutterschafen und unbekannter Abortrate bewertet.

Ergebnisse:

Der CHECKIT ™ Q-Fieber Test Kit identifizierte 11 (28%) serologisch positive Herden,
wihrend die PCR in 2 (5%) der Herden C. burnetii DNA detektiert. Multiple-Locus Variable
Number of Tandem Repeats Analysis (MLVA) von 9 Isolaten, die aus einer Herde gewonnen

werden konnten, ergaben identische Profile. Alle Isolate enthielten das Plasmid QpH]1.

Schlussfolgerungen:

Die Ergebnisse zeigen, dass C. burnetii in klinisch unauffilligen Schaftherden persistiert und,
wie die Meldungen in den Tierseuchennachrichten (TSN) belegen, die Infektion sporadisch in
Erscheinung tritt. Obwohl C. burnetii-Infektionen aufgrund der geringen klinischen
Auswirkungen auf die Tiergesundheit (mit Ausnahme der Ziegen) fiir die Veterindrmedizin
nicht vorrangig sind, sollte der bedeutende Zoonoseaspekt und damit das Risiko fiir den
Menschen nicht unterschétzt werden. Daher sollten zu den gemeinsamen Interessen des
Gesundheitswesens und der Veterinirbehdrden Strategien zur Uberwachung der Herden, die

Identifizierung und Keulung der Ausscheider sowie der Einsatz von Impfstoffen gehoren.

Hintergrund

Wihrend des Auftretens von Q-Fieber-Ausbriichen wurde zwar in mehreren deutschen
Studien die Seroprdvalenz von C. burnetii bei Schafen untersucht [7-9], aktuelle Daten zur
Pravalenz stehen jedoch nicht zur Verfiigung. Weiterhin fehlen Seroprivalenzstudien in
asymptomatischen, d.h. in klinisch gesunden Herden, und in Herden mit bestehenden
Infektionen, so dass sich die Risikobewertung und die Umsetzung von Gegenmalinahmen
schwierig gestalten. Dementsprechend war das Ziel dieser Studie, Sero- und Erreger-
priavalenz von C. burnetii auf Herdenbasis in klinisch gesunden, nicht-geimpften Schafherden

im Freistaat Thiiringen zu untersuchen.
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Ergebnisse

Serologie

Basierend auf einer 100%igen Sensibilitdt und Spezifitit des verwendeten Tests wurde eine
Herde als serologisch positiv gewertet, wenn mindestens ein Tier im ELISA positiv reagierte.
Von den 39 untersuchten Herden mit mehr als 100 Mutterschafen, waren 11 serologisch
positiv (28%; Tabelle 1). Das genaue 95% Konfidenzintervall fiir die Herdenpriavalenz wurde
mit 15-45% ermittelt.

Isolierung von C. burnetii

C. burnetii konnte aus neun Nachgeburten der Herde 13 isoliert und vermehrt werden.

Nachweis von C. burnetii mittels PCR

Bezogen auf die 100%ige Spezifitidt und Sensitivitit der PCR wurde eine Herde als positiv
gewertet, wenn mindestens ein Tier positiv in der PCR reagierte. C. burnetii- DNA wurde in
zwei Herden (5; Tabelle 1) nachgewiesen. Das genaue 95% Konfidenzintervall fiir die Herde-

pravalenz wurde von 0,6 bis 17% geschitzt.

Genotypisierung von C. burnetii mittels MLVA und Plasmid-Bestimmung
Um die genetische Verwandtschaft zwischen den gewonnenen Isolaten aus den Nachgeburten
der Herde 13 zu bestimmen, wurden MLV A Typisierungen durchgefiihrt. Alle Isolate zeigten
identische VNTR Profile und alle enthielten das Plasmid QpHI1, so dass alle in dieselbe
Gruppe einzuordnen sind (Abbildung 1).

Diskussion

Es fehlen epidemiologische Daten iiber die Verbreitung von C. burnetii bei Schafen in
Deutschland in klinisch unauffilligen Herden, die unabhéngig von Q-Fieber-Ausbriichen oder
routinemdfigen Laboruntersuchungen erhoben wurden [7,8, 9]. Die vorliegende Studie
untersuchte die Sero- und Erregerpriavalenz von C. burnetii in zuféllig ausgesuchten, nicht
geimpften Schafherden mit unbekannter Abortrate in Thiiringen. 28% der getesteten Herden
waren serologisch positiv. Der direkte Vergleich mit anderen Seropriavalenzstudien gestaltete
sich schwierig, da erhebliche Unterschiede 1im Studiendesign und in den
Auswertungsmethoden bestehen. Sowohl die eingesetzten Testsysteme (CFT, IFAT,
kompetitive ELISA) als auch die untersuchten Herden (Abortraten, Herdengrof3e) und die
geschitzten Privalenzen (Herdenbasis, Einzeltierbasis) weichen stark voneinander ab.
Untersuchungen des Nationalen Referenzlabors (NRL) fiir Q-Fieber bei Schafen (Proben >
1500) im Zeitraum zwischen August 2007 und Juli 2010 zeigen Seropridvalenzen von 10,8%
und stehen damit im Einklang mit den Ergebnissen dieser Studie. Auch der Vergleich zu den
Ergebnissen eines Brucellose-Screenings in Thiiringer Schatherden, bei dem zusétzlich auf C.
burnetii-Antikorper untersucht wurde, erbrachten entsprechende Ergebnisse von 31% (4/13

Herden). Allerdings sollten auch regelméBig erhobene serologische Befunde mit Vorsicht
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interpretiert werden. Studien zum Infektionsstatus von Rinder-, Schaf- und Ziegenherden
zeigen, dass ausscheidende Tiere nicht immer zuverléssig erkannt werden. Einzeltiere konnen
zwar serokonvertieren, scheiden aber den Erreger nicht notwendigerweise aus. Ausscheider
wiederum bilden keine oder nur verzogert Antikdrper [17-19]. Es muss auch beriicksichtigt
werden, dass Antikorper langer nachweisbar sind als der Erreger im Organismus persistiert
[20].

Die PCR-Ergebnisse dieser Studie zeigen C. burnetii-DNA-Nachweise von 5% auf
Herdenbasis. Auch hier liegt eine Ubereinstimmung mit der Auswertung des Brucellose-
Screenings in Thiiringen vor, bei dem Erregernachweise von 25% beziiglich C. burnetii
erbracht wurden. Obwohl in unserer Studie 11 serologisch positive Herden detektiert wurden,
fanden wir nur in zwei Herden (13,33) C. burnetii-DNA. Dennoch konnten 13 Isolate aus den
Nachgeburten der Herde 13 gewonnen werden, die zwischen April 2008 und Juni 2009
gesammelt wurden. Alle Isolate waren genetisch identisch, wie MLV A und die Bestimmung
des Plasmid-Typs zeigten. Das QpH1 Plasmid, zunédchst von einer Zecke [26] isoliert, wurde
regelméBig in Isolaten von Rindern, Schafen und Ziegen nachgewiesen [27]. Unsere neun
Isolate gehorten zu der gleichen Gruppe, in die jeweils ein Isolat von Schaf und Mensch aus
einem Q-Fieber-Ausbruch 2003 in Nordrhein-Westfalen eingeordnet sind [28]. Unsere
Ergebnisse sprechen fiir die Zirkulation eines bestimmten C. burnetii-Stammes im Zentrum
Deutschlands, der Mensch und Tier infiziert. Um diese Hypothese zu untermauern, miissen
jedoch noch mehr Isolate untersucht werden. Wir konnten keine genetische Variationen
feststellen, wie dies beim Q-Fieber-Ausbruch in den Niederlanden der Fall war (2007-2010)
[29,30]. Es lohnt sich zu erwdhnen, dass C. burnetii bereits im Jahr 2005 in der Herde 13
nachgewiesen wurde, was auf die Persistenz der Infektion in dieser Herde schlieBen ldsst. Da
jedoch 2005 kein Isolat gewonnen werden konnte, konnen wir nicht die Persistenz eines
bestimmten Stammes bestétigen oder eine erneute Reinfektion der Herde ausschlieen.

Die Identifizierung der Ausscheider ist Mittelpunkt jedes Tilgungs- oder
Uberwachungsprogrammes. Wir glauben, dass die Uberwachung von C. burnetii-Infektionen
klinisch unauffilliger Schatherden zuverldssig durch Untersuchungen der Nachgeburten
erfolgen kann. Wie in Tabelle 2 gezeigt, reagierten im Januar 2008 keine der untersuchten
Nachgeburten positiv in der PCR, aber ab Juni 2009 waren 75% der getesteten Nachgeburten
positiv. Zwischen Juli 2010 und Mérz 2011 untersuchte Nachgeburten und Vaginalabstriche
waren wieder negativ. Unsere Beobachtungen stimmen mit den Ergebnissen anderer Studien
iiberein, die die Ausscheidung als nicht kontinuierlichen Prozess beschreiben [31,32]. Es ist
jedoch auch moglich, dass die Mengen der ausgeschiedenen oder zirkulierenden Bakterien
nicht ausreichen, um einen Infektionszyklus aufrecht zu erhalten. Der Schwellenwert von
benoétigten Bakterien fiir eine klinisch manifeste Infektion beim Tier und die Auswirkung der

Virulenz des zirkulierenden Stamm fur die Infektion und auftretende Klinik sind noch
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unbekannt. Studien zur Bewertung moglicher individueller oder rassebezogener Immunitét
fehlen ebenfalls.

Schlussfolgerungen

Basierend auf der geschétzten Prévalenz auf Bestandsebene konnten wir zeigen, dass C.
burnetii in klinisch unauffalligen Schatherden vorhanden ist. Obwohl C. burnetii-Infektionen
aufgrund des Fehlens wesentlicher Auswirkungen auf die Tiergesundheit kein Hauptproblem
der Veterindrmedizin sind, sollte das Zoonoserisiko fiir den Menschen nicht unterschatzt
werden. Deshalb sind gemeinsame Strategien des Gesundheits- und Veterindrwesens
erforderlich, die sowohl die Identifizierung und Keulung von Ausscheidern sowie die

Umsetzung von Impfmalinahmen beinhalten.

87



Publikationen

4. Epidemiologische Untersuchungen zu zwei Q-Fieber-Ausbriichen in
einer Gemeinde Baden-Wiirttembergs in den Jahren 2008 und 2009

Friedrich-Loeffler-Institut, Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit, Standort
Wausterhausen'

Landratsamt Freudenstadt, Veterinir- und Verbraucherschutzamt Freudenstadt’®
Landesgesundheitsamt Baden-Wiirttemberg®

Chemisches und Veteriniruntersuchungsamt Karlsruhe, AuBenstelle Heidelberg®
Landratsamt Freudenstadt, Gesundheitsamt’

Tierseuchenkasse Baden-Wiirttemberg, Schaftherdengesundheitsdienst Freiburg®
Staatliches Tierirztliches Untersuchungsamt Aulendorf — Diagnostikzentrum’
Chemisches und Veteriniruntersuchungsamt Freiburg®

Ministerium fiir Ldndlichen Raum, Erndhrung und Verbraucherschutz des Landes Baden-
Wiirttemberg’

Epidemiologische Untersuchungen zu zwei Q-Fieber-Ausbriichen in einer Gemeinde
Baden-Wiirttembergs in den Jahren 2008 und 2009

Epidemiological enquiries in two Q fever outbreaks in a community of Baden-Wurttemberg
during 2008 and 2009

Angela Hilbert', Peter Reith?, Stefan O. Brockmann®, Judith Tyczka4, Silke F. Fischer’, Isolde
Piechotowski3, Christiane Wagner-Wiening3, Christian H. Winter® , Josef Bendak® , Christoph
Meiers, Dieter Spengleré, Thomas Miller7, Clemens Kleine-Albersg, Christiane Rennerg,
Ulrich Koepsel9, Edmund Hensler?, Klaus Henningl, Andreas Frohlich', Franz J. Conraths',
Matthias Kramer'

Berl Miinch Tierirztl Wochenschr 124, 295-302 (2011)
DOI: 10.2376/0005-9366-124-295

Als Abonnent der Zeitschrift konnen Sie diese Publikation kostenlos erhalten.

88-104


http://vetline.de/coxiella-burnetii-wanderschafe-epidemiologie-zoonose/150/3130/70547

IV Ubergreifende Diskussion

Grundlage dieser Arbeit sind vier Publikationen, die sich mit dem Themenkomplex Q-Fieber
und Coxiellose auseinandersetzen, insbesondere im Rahmen epidemiologischer
Untersuchungen zur Verbreitung des Erregers C. burnetii, Fragestellungen zur Rolle einzelner
Tierarten im Infektionsgeschehen und den Stellenwert dieser Zoonose in Bezug auf das
Gefihrdungspotential fiir die oOffentliche Gesundheit und die Notwendigkeit von
prophylaktischen MaBnahmen und Bekdmpfungsstrategien. Zwei Tierarten, Schafe und
Rinder, stehen im Mittelpunkt der Untersuchungen und sind jeweils Thema von zwei
Veroffentlichungen. Im ersten Teil des Ergebnisabschnittes sollen zusammenfassend Daten,
Fakten und Ergebnisse zu den Untersuchungen in Rinderbestinden dargelegt werden. Im
zweiten Teil erfolgt dies entsprechend fiir die Forschungen zum Thema Schaf und im dritten
Teil werden abschlieBend Parallelen und Unterschiede der Ergebnisse zu beiden Tierarten

vergleichend dargestellt.

1. Untersuchungen zur Verbreitung von Coxiellose in Rinderbestinden
Publikationen 1 und 2

C. burnetii ist ein weltweit verbreiteter Zoonoseerreger, der in den siidlichen Gebieten
Deutschlands endemisch verbreitet ist. In Baden-Wiirttemberg belegen hohe Q-Fieber-
Meldezahlen, die im Zeitraum von 12 Jahren (2001 bis 2012) 28% aller bundesweit
gemeldeten humanen Q-Fieber-Fille und in einzelnen Jahren sogar bis 63% der
gesamtdeutschen Fille umfassen, die Persistenz des Erregers. Die Q-Fieber-Inzidenz pro
100.000 Einwohner lag im Jahr 2008 in Deutschland bei 0,45, in Baden-Wiirttemberg bei
1,18 und im Landkreis Freudenstadt bei 41,23 (RKI, Survstat). Entsprechend verhilt es sich
mit den in den Tierseuchennachrichten (TSN) eingestellten veterindrmedizinischen
Meldezahlen. In Deutschland wurden im Zeitraum von Januar 2001 bis April 2013 1.842
Félle gemeldet, davon entfielen 212 (11,5%) auf das Bundesland Baden-Wiirttemberg.
Obwohl der Fokus dieser Zoonose meist auf der Tierart Schaf liegt, handelt es sich bei diesen
Meldezahlen bundesweit in 88,1% der Fille um Rinder- und nur in 8% der Meldungen um
Schaf- und Ziegenhaltungen. Im Bundesland Baden-Wiirttemberg lag der Anteil der
gemeldeten Fille in Rinderbestidnden bei 78,3% und im Landkreis Freudenstadt bei 62,5%.

Selbst anhand dieser hohen Meldezahlen ldsst sich jedoch keine klare Aussage iiber die
tatsdchliche Verbreitung von C. burnetii in Rinderbestinden treffen. Bedingt durch den meist
inapparenten Verlauf einer Coxiellen-Infektion bei Rindern, beruhen die Meldezahlen

iiberwiegend auf Ergebnissen zur Abortabkldrung in den seltener auftretenden Féillen

105



Ubergreifende Diskussion

klinischer Symptomatik in einem Bestand. Da Daten zur Prévalenz von C. burnetii aus
unauffilligen Rinderbestinden fehlen, sollten die Untersuchungen der ersten vorgestellten
Arbeit ,,Aspekte seroepidemiologischer Untersuchungen zum Q-Fieber in nicht geimpften
Rinderbestinden* einen Beitrag zur Verbesserung der Datenlage auf diesem Gebiert leisten.
Die Fragestellung dieser Studie beschiftigt sich speziell mit dem Landkreis Freudenstadt in
Baden-Wiirttemberg. Neben den Ergebnissen der serologischen Untersuchungen stehen die
verschiedenen Untersuchungsmethoden und die damit verbundene Problematik in der Q-
Fieber-Diagnostik im Focus der Betrachtungen.

Im Landkreis Freudenstadt waren zum Zeitpunkt der Studiendurchfithrung 275
Rinderbetriebe registriert, von denen in etwa 164 klinisch unauffilligen Bestéinden
Blutproben gezogen wurden. In der Gesamtheit wurden 1.640 Seren nicht geimpfter Tiere auf
Einzeltierbasis verteilt liber einen Zeitraum von drei Jahren untersucht. In Abhingigkeit der
drei eingesetzten serologischen Testverfahren wurden Seropridvalenzen zwischen 4,3% und
7,4% nachgewiesen. Im Jahr 2009 lagen die Ergebnisse zwischen 4,2% und 5,7%, 2010
zwischen 4,7% und 9% und 2011 zwischen 4,1% und 6,8%. Die Abweichungen zeigen, dass
die Wahl des eingesetzten Testverfahrens einen deutlichen Einfluss auf die Ergebnisse und
die Aussagen zur Verbreitung von C. burnetii hat. Der IDEXX-ELISA (,,CHECKIT Q fever
ELISA* der Firma IDEXX) soll iiber eine Spezifitit und Sensitivitdt von 100% verfiigen, fiir
den ID-Vet-ELISA (,,ID Screen q fever indirect multi-species™ der Firma ID-Vet) wird eine
Spezifitit zwischen 99,35% - 100% angegeben. Daten zur Sensitivitit fehlen. Beide ELISA
arbeiten mit einem kombinierten Phase-1 und Phase-II Antigen, wobei die Isolierung des
Erregers in einem Fall aus einer Zecke (IDEXX) und im anderen aus einem Rinderabort (ID-
Vet) erfolgte. Beide Tests sind fiir die Diagnostik von C. burnetii bei Wiederkduern
zugelassen. Die statistische Auswertung zeigt, dass eine Ubereinstimmung bei der Detektion
positiver Ergebnisse bezogen auf den gesamten Probenumfang zwischen den beiden ELISA-
Methoden von 4,9% vorliegt (Tab. 4 der Originalpublikation). Wird der dritte Test, die KBR,
unter den gleichen Grundvoraussetzungen mit einbezogen, so ergibt sich lediglich eine
Ubereinstimmung von 3,4%. Wird die Ubereinstimmung bezogen auf die Anzahl der Proben,
die in mindestens einem Test ein positives Ergebnis liefern, berechnet, so betragt diese 42,3%
(Tab. 4 der Originalpublikation). In Abweichung zu den ELISA-Systemen verwendet die
KBR nur jeweils ein Phasen-Antigen, in dieser Studie wurde mit dem Phase-II-Antigen
gearbeitet, und weist speziell komplementbindende Antikorper nach. Dies konnte die fiir alle
Untersuchungsjahre ermittelte niedrigste Detektion positiver Ergebnisse durch die KBR
erklaren. Eine direkte Vergleichbarkeit der Testergebnisse ist durch die unterschiedlichen
Charakteristika der Testsysteme nicht gegeben.

Werden die Untersuchungsergebnisse zur Seroprivalenz des IDEXX-ELISA getrennt fiir die
drei Untersuchungsjahre betrachtet, so zeigt sich zunichst ein Anstieg von 5,7% im Jahr 2009
auf 9% im Jahr 2010. Im Folgejahr 2011 sinkt die Seroprivalenz wieder auf 6,8% ab.
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Wenngleich sich die Abweichungen iiber diesen Zeitraum nicht extrem gestalten, so zeigen
sie doch, dass nicht von einer Konstanz der Erregerpersistenz auszugehen ist. Eine noch
deutliche Schwankungsbreite im Privalenzverlauf zeigen die jahreszeitlichen Auswertungen
der Ergebnisse des IDEXX-ELISA. In den Monaten Juli, August und Dezember waren keine
positiven Ergebnisse zu verzeichnen, wiahrend die Monate Februar, Méirz, Juni, September
und November positive Ergebnisse von 10,6%, 9,3%, 24,7%, 17,7% und 10,2% ergaben
(Abb. 4 der Originalpublikation). Damit lagen fiinf Monate deutlich {iber der ermittelten
Durchschnittsprivalenz von 7,4%. Diese sowohl iiber Monate als auch {iiber Jahre
festgestellten Schwankungen verdeutlichen die stindige Dynamik im Q-Fieber-Geschehen
und zeigen in Bezug auf die Diagnostik, dass einmalige Untersuchungen immer nur
Momentaufnahmen darstellen. Sie zeigen auch, dass in klinisch unauffilligen Bestinden und
unabhingig von Daten, die im Zusammenhang mit Aborten gewonnen wurden,
Seroprivalenzen bis zu 25% auftreten. Dies konnte als deutliches Anzeichen fiir die
Persistenz des Erregers C. burnetii auch in diesen Bestidnden gewertet werden. Dennoch sollte
klar sein, dass die Interpretation serologischer Daten im Zusammenhang mit dem
Herdenmanagement schwierig sind. Der Nachweis von gebildeten Antikdrpern nach erfolgter
Infektion flir sich betrachtet, stellt noch keinen aussagekriftigen Beleg zum Status einer
Herde dar. Ein Risiko fiir eine humane Gefahrdung ist von diesen Befunden nicht abzuleiten.
Es ist bekannt, dass Tiere unabhidngig von einer Serokonversion infiziert sein und
entsprechend auch den Erreger ausscheiden konnen (Courcoul et al., 2010). Zusétzlich ist die
Einschitzung der tatsdchlichen Qualitit der Testsysteme nur anhand von Feldstudien kaum
moglich.

So schwierig sich auch die Interpretation ausschlieBlich serologisch erhobener Befunde
gestaltet, zukiinftig ist mit einer Verstarkung dieses Problems zu rechnen. Seit der Zulassung
des Impfstoffes ,,Coxevac* (Phase-1-Imfstoff, Firma CEVA, Santé Animale, Frankreich)
werden immer hdufiger Bestandsimpfungen als neue Bekdmpfungsstrategie eingesetzt. Da es
sich hierbei jedoch nicht um eine Markervakzine handelt, sind natiirliche Infektionen nicht
von der Immunisierung durch die Impfung zu unterscheiden. In geimpften Bestdnden haben
somit serologische Nachweise vollig ihre Aussagekraft verloren.

Die Ergebnisse der ersten Publikation ziehen unmittelbar neue Fragestellungen beziiglich der
Erregerpersistenz in Rinderbestdnden nach sich. Wie bereits erlautert, konnen nur serologisch
erhobene Untersuchungsbefunde lediglich eine Momentaufnahme zum Status innerhalb einer
Herde liefern. Zur Einschédtzung der aktuellen Q-Fieber-Situation und der tatsdchlichen
Verbreitung von Coxiellose in Rinderbestidnden sind direkte Erregernachweise unumgénglich.
Auch miissen Daten aus definiert infizierten Herden mit einbezogen werden. Die
Begrenzungen der Interpretation von Daten in Bezug auf die eingesetzten diagnostischen
Nachweismethoden zeigen, dass vor allem auch das Gebiet der Diagnostik einer staindigen

Weiterentwicklung, Ergidnzung und Verbesserung bedarf.
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In der zweiten Publikation ,,Nachweis von Coxiella burnetii beim Rind in Tank- und
Einzelmilchproben im Rahmen von Abklarungsuntersuchungen™ sollten daher speziell
verschiedene Nachweismethoden fiir das Medium Milch untersucht und miteinander
verglichen werden.

Milch als Untersuchungsmaterial bietet zwei erhebliche Vorteile gegeniiber Blut- oder
Nachgeburtsproben. Die Probennahme gestaltet sich iiber den tiglichen Melkvorgang relativ
einfach und es kann sowohl der Antikorpernachweis als auch der Genomnachweis aus einer
Probe erfolgen. Dies beinhaltet zusétzlich einen positiven Aspekt auf den finanziellen
Aufwand der Untersuchungen. Das Risiko fiir den Menschen, durch eine lebensmittelbedingte
Infektion an Q-Fieber zu erkranken, wird zwar als niedrig eingeschitzt, da in der modernen
Literatur keine Berichte iiber nur durch alimentire Exposition verursachte Erkrankungen
beschrieben sind (Bundesinstitut flir Risikobewertung, 2003). Dennoch kann es nicht vollig
ausgeschlossen werden, so dass in diesem Zusammenhang erhobene Daten auch zur
Einschitzung der Gesamtsituation im Q-Fieber-Geschehen beitragen konnen.

Im Rahmen dieser Studie wurden im Zeitraum von 2010 bis 2013 anndhernd 3.000 Tank- und
Einzelmilchproben im Zusammenhang mit Abklédrungsuntersuchungen nach klinischem
Verdacht und erneuter Untersuchung zuvor betroffener infizierter Bestinde untersucht. Die
Tankproben setzten sich aus einer fiir den Bestand definierten Stichprobe oder aus dem
Gesamtbestand zusammen. Im Mittel von drei Untersuchungsjahren (2011 bis 2013) wurden
in 173 Tankmilchproben Genomnachweise von C. burnetii von 29,5% und
Antikorpernachweise gegen den Erreger von 55,5% festgestellt. Der DNA-Nachweis lag mit
62,5% im Jahr 2011 und 46,3% im Jahr 2012 weit iiber dem errechneten Durchschnitt, fiel
dann im Folgejahr aber auf 9,6% ab. Der serologische Nachweis lag mit 68,3% im Jahr 2012
am hochsten, in den Jahren 2011 und 2013 wurden 50% und 43,3% nachgewiesen (Tab. 1 der
Originalpublikation). Diese Ergebnisse zeigen ein typisches Verlaufsbild einer Coxiellen
Infektion sowohl innerhalb eines Bestandes als auch bestandsiibergreifend. Anstieg und
Abfall der Nachweisquoten gleichen tliber Jahre gesehen eher einem wellenformigen Verlauf
als einer konstanten Geraden. Dies entspricht auch den Beobachtungen der zuvor
besprochenen Studie. Entsprechend berichten auch Béttcher et al. (2013) von sporadischen
Erregerausscheidungen iiber die Milch, die nicht immer mit Serokonversion einhergehen.
Werden die Untersuchungsergebnisse der Tankmilchproben auf Herdenbasis betrachtet, so
wurden im Untersuchungszeitraum 70 Bestinde mittels PCR untersucht und 52,9% DNA-
Nachweise erzielt. 98 Bestinde wurden serologisch auf das Vorhandensein von Antikorpern
gegen C. burnetii untersucht und ein Nachweis bei 54,1% erbracht (Tab. 6 der
Originalpublikation). In diesem Fall weichen die Ergebnisse in ihrer Konsistenz von Erreger-
und Antikorpernachweisen von anderen Studien ab. Angen et al. (2011) berichten, dass die
nachgewiesenen Erregerpravalenzen auf Herdenbasis teilweise weitaus hoher als die

Seroprivalenzen lagen. Ein Vergleich mit einem durchschnittlichen Herdenpravalenzwert von
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37,7%, berechnet aus den Ergebnissen von 69 Publikationen aus fiinf Kontinenten, zeigte
jedoch, dass sich eine Nachweisquote von ca. 50% durchaus mit anderen Ergebnissen deckt
(Guatteo et al., 2011).

Insgesamt 2.807 Einzelmilchproben wurden fiir diese Arbeit untersucht, 867 Proben mittels
PCR und 1.940 Proben serologisch mittels ELISA. Auch bei diesen Untersuchungen wurde
der hochste Anteil von Genomnachweisen, aber auch von Antikérpernachweisen, im Jahr
2011 mit 60,0% bzw. 62,2% gefiihrt. Durchschnittlich wurde in 15,3% der Proben Erreger
und in 41,2% Antikdrper gefunden (Tab. 2 der Originalpublikation). Ein konstanter
Infektionsverlauf {iber die drei Untersuchungsjahre kann bei den Ergebnissen der
Einzelmilchproben, wie schon bei denen der Tankmilchproben, nicht festgestellt werden.
Betrachtet man die C. burnetii Einzeltiernachweise (909 Einzelmilchproben) bezogen auf die
36 Herkunftsbestinde aus 7 Bundeslindern (Bayern, Brandenburg, Mecklenburg-
Vorpommern, Niedersachsen, Nordrhein-Westfalen, Rheinland-Pfalz und Schleswig-
Holstein), so ergibt sich ein durchschnittlicher Anteil von Genomnachweisen von 14,5% und
ein durchschnittlicher Anteil von Antikorpernachweisen von 39,9% (Tab. 4 und 5 der
Originalpublikation). Trotz der geographischen Verteilung dieser 36 Rinderbestinde zeigen
die Ergebnisse sowohl bei den direkten als auch bei den indirekten Erregernachweisen nur
eine geringe Schwankungsbreite, groflere Abweichungen vom Mittelwert sind nur bei
geringen Stichprobenumfingen zu beobachten.

Die bisher beschriebenen serologischen Untersuchungen wurden mittels ,, CHECKIT Q fever
ELISA® der Firma IDEXX durchgefiihrt. Zum diagnostischen Methodenvergleich wurden
888 Einzelmilchproben zusitzlich mit dem speziell fiir Milchuntersuchungen entwickelten
,»LSIVet-ELISA COXXLS/5%“ der Firma LSI durchgefiihrt. Abweichend zum IDEXX-ELISA
wurde das Antigen aus einem von domestizierten Wiederkéduern isoliertem Stamm gewonnen
(,,oviner Stamm®). Angaben liegen weder zur Sensitivitdt noch zur Spezifitit vor. Fragliche
Ergebnisse werden nicht ermittelt, die Bewertung erfolgt iiber drei Titerstufen, wodurch die
Moglichkeit einer semiquantitativen Aussage gegeben ist. Der IDEXX-ELISA detektierte
40,1% der Proben als positiv, der LSIVet-ELISA 37,4% (Tab. 3 der Originalpublikation),
wodurch eine Ubereinstimmung nach dem Cohen’s-Kappa-Koeffizienten von 93,3% gegeben
ist. Neben einer Einschdtzung der Antikdrperkonzentration in der zu untersuchenden Probe
bietet der LSIVet-EIISA einen weiteren Vorteil. Er unterscheidet im Untersuchungsgang und
in der Bewertung Tank- und Einzelmilchproben, wobei in den Tankmilchproben ohne
Begrenzung der einflieBenden Einzelproben bzw. Einzeltiere Antikorper nachgewiesen
werden konnen. Ab wann allerdings schwach positive Einzelproben durch zu starke
Verdiinnung nicht mehr erfasst werden, muss in weiteren Studien gezeigt werden. Sollte sich
eine hohe Verdiinnungsquote nicht zu stark auf die Nachweisgrenze auswirken, bietet dieses
Verfahren auch eine kostengiinstige Moglichkeit der Statuserhebung innerhalb grofer

Rinderbestinde.

109



Ubergreifende Diskussion

Die Ergebnisse der C. burnetii-DNA Nachweise, die mittels nested-PCR nach Zhang
erfolgten, konnten stichprobenartig durch parallel durchgefiihrte Untersuchungen in der real-
time PCR nach Klee bestitigt werden (Zhang et al., 1998; Klee et al., 2006). Unter 48
Einzelmilchproben detektierte die nested PCR 9 positive Proben (18,8%), die alle auch in der
real-time PCR als positiv erkannt wurden. Zusétzlich erfasste die real-time PCR fiinf weitere
Proben, wodurch hier insgesamt 29,2% DNA-Nachweise erfolgen konnten.

Fasst man die Ergebnisse dieser Studie zusammen, so sollten vor allem zwei Vorteile des
Untersuchungsmediums ,,Milch® hervorgehoben werden. Bei entsprechender Aufbereitung
der Milchproben stehen mit den vorgestellten direkten und indirekten Nachweismethoden
sensitive diagnostische Verfahren zur Verfiigung, mittels derer ein schneller, kostengiinstiger
und effektiver Uberblick iiber den Infektionsstatus innerhalb einer Herde moglich ist.
Weiterhin stellt Milch nicht nur ein mdgliches Untersuchungsmedium dar, sondern erhilt
durch seine Funktion als Lebensmittel fiir den Menschen einen besonderen Stellenwert bei der
Betrachtung moglicher Gefihrdungspotentiale. Die alimentire Ubertragung von C. burnetii
spielt sicher nur eine untergeordnete Rolle, dennoch kann die Aufnahme von Rohmilch zur
Serokonversion fiihren (Fishbein und Raoult, 1992). Besonders bei der Tierart Rind, bei der
der Erreger iiber einen Zeitraum bis zu 13 Monaten nach der Geburt {iberwiegend iiber die
Milch ausgeschieden wird (Rodolakis et al., 2007; Roest et al., 2011), sollte ein erhdhtes
Infektionsrisiko durch gute Uberwachungssysteme und eine fundierte Datenlage so weit wie
moglich vermieden werden. Die im Rahmen dieser Studie festgestellten Nachweise bzw.
Pravalenzen belegen die Notwendigkeit guter Kontrollmechanismen, gerade auch fiir
infizierte Milchviehbetriebe.

Die Interpretation von Daten, die nicht aufgrund von reprisentativen, zufillig gezogenen
Stichproben erhoben werden, gestaltet sich schwierig und ist in ihrer Aussagekraft auf die
jeweils untersuchten Bestdnde beschriankt. Die in dieser Arbeit erfolgte Stichprobenauswahl
stellt eine gezielte Selektion auffilliger Betriebe dar. Die diagnostischen Untersuchungen
fanden zur Abkliarung einer aufgetretenen klinischen Symptomatik oder zur Statuserhebung
bereits frither C. burnetii-infizierter Bestinde statt. Diese getroffene Vorauswahl fiihrt zu
einer erheblichen Verzerrung in der untersuchten Stichprobe, deren Mall nicht exakt
bestimmbar ist. Somit ist eine verldssliche Pridvalenzschitzung nicht moglich, da diese zu
einer Uberschiitzung der tatsichlichen Privalenz fiihren wiirde. Anzustreben ist sicherlich die
Erhebung von Daten aus Studien mit klar definiertem Studiendesign. Die Durchfiihrung
derartiger Studien bei einer zoonotischen Infektionskrankheit wie Q-Fieber stoft jedoch in der
Praxis auf erhebliche Probleme, auf die im Rahmen der allgemeinen Diskussion noch ndher

eingegangen wird.
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2. Untersuchungen zur Verbreitung von Coxiellose in Schafbestinden
Publikationen 3 und 4

Bei der veterindrmedizinischen Betrachtung des Q-Fieber-Geschehens seit der Entdeckung
des Erregers C. burnetii wird der Fokus tiberwiegend auf die kleinen Wiederkéduer gelegt.
Dies erscheint angesichts der speziell von Schaf und Ziege ausgehenden, weltweit
publizierten Q-Fieber-Ausbriiche berechtigt. Die Zusammenstellung und Auswertung von
Daten beziiglich Q-Fieber und Coxiellose durch die EFSA belegen, dass in der Gesamtheit
nur wenige Ausbruchsgeschehen vom Rind oder anderen Tierarten ausgegangen sind (EFSA
Journal, 2010; EFSA Journal, 2014). Viele Studien zeigen, dass wihrend und nach
Ausbriichen umfangreiche epidemiologische Untersuchungen zur Privalenz des Erregers in
den betroffenen Bestinden oder Regionen durchgefiihrt werden (Lange und Klaus, 1992;
Sting et al., 2004). Daten, die aus Schatherden mit bestehenden Infektionsgeschehen und
klinisch gesunden Herden iiber mehrere Jahre erhoben wurden und somit nicht nur einen
einmaligen Statusbefund darstellen, sondern eine Aussage Uber den Infektionsverlauf
innerhalb einer Herde beschreiben, stehen kaum zur Verfiigung.

Die dritte Publikation dieser Arbeit ,,Prevalence of Coxiella burnetii in clinically healthy
German sheep flocks* setzt sich mit diesem Thema auseinander. Das Ziel dieser Studie war
es, Sero- und Erregerprivalenzen von C. burnetii auf Herdenbasis in klinisch gesunden, nicht
geimpften Schafherden im Freistaat Thiiringen zu erhalten. Nur mittels lidngerfristiger
Betrachtungen der Schatherden konnen eine gezielte Risikobewertung und, bei Bedarf,
Bekdmpfungsmafinahmen erfolgen. Ein jeweils aktueller, fundierter Datensatz zum
Gesundheitsstatus von Bestdnden und die Zusammenfiihrung von Strategien des Gesundheits-
und Veterindrwesens sind fiir die Bekdmpfung der Zoonose Q-Fieber essentiell.

In Deutschland werden laut Statistischem Bundesamt etwa 2,35 Millionen Schafe gehalten.
Fleisch und Milch als tierisches Lebensmittel vom Schaf steigt in der Popularitit an. In
Thiiringen betrigt der Bestand an Schafen fast 190.000. In diesem Bundesland iibernehmen
Schafe auch eine wichtige Rolle in der Landschaftspflege und im Naturschutz. Es sind etwa
6.300 Herden registriert. In 252 Bestdnden werden mehr als 100 Mutterschafe gehalten. Aus
der Population dieser 252 groflen Bestinde wurden 40 klinisch gesunde, nicht geimpfte
Herden mit unbekannter Abortrate nach dem Zufallsprinzip ausgewihlt und auf die
Erregerpersistenz und das Vorhandensein von Antikorpern gegen C. burnetii untersucht. Die
Studie wurde als Querschnittsstudie konzipiert und der Stichprobenumfang aufgrund einer
angenommenen Seroprdvalenz von mindestens 10% und einer Pridvalenz von mindestens
25%, kalkuliert auf der Grundlage der im TSN eingestellten Meldedaten, berechnet. Nach
diesen Gesichtspunkten wurden Serumproben von 29 Mutterschafen pro Herde am Tag eins
und zwei nach der Geburt im Zeitraum von Februar 2009 bis April 2010 entnommen und

untersucht. Pro Herde wurden zusitzlich jeweils ein Vaginal- und ein Rektalabstrich
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entnommen und Nachgeburten und Foten soweit verfiigbar gesammelt. Es wurde der bereits
beschriebenen ELISA der Firma IDEXX, eine nested PCR nach Zhang et al. (1998) zur
Amplifizierung eines 438-bp Fragmentes des com1 Gens und eine real-time PCR nach Klee et
al. (2006) zur Detektion eines IS1111-Elements eingesetzt. Durch die Kopplung von
Fluoreszenzfarbstoffen an die Oligonukleotid-Sonden und deren spezifische Bindung an das
PCR-Amplifikat erfolgt bei der real-time PCR eine Quantifizierung der DNA, die Fluoreszenz
nimmt proportional zur Menge der PCR-Produkte zu. Ausgehend von der Annahme, dass die
Sensitivitdt und Spezifitit aller eingesetzten diagnostischen Tests 100% betrigt, wurde eine
Herde mit mindestens einem positiven serologischen Ergebnis oder einem DNA-Nachweis als
positiv gewertet. Insgesamt wurden 1.158 Serumproben, 440 Vaginalabstriche, 440
Rektalabstriche, 71 Nachgeburten und sechs Foten untersucht und ausgewertet. Im Ergebnis
wurden eine Herdenpridvalenz von 5% (2 positive Herden) und eine Seropridvalenz, ebenfalls
auf Herdenbasis, von 28% (11 positive Herden) geschitzt (Tab. 1 der Originalpublikation).

Mittels Zellkultur wurde die Vermehrung und Isolierung von C. burnetii auf ,,Buffalo Green
Monkey* (BGM)-Zellen durchgefiihrt. Nach entsprechender Aufbereitung des Organmaterials
und der Tupferproben wurden die Suspensionen als Filtrat auf die Zellen aufgebracht und
diese bis zu 6 Monate bei 37°C und 5%iger CO,-Atmosphire ohne Zugabe von Antibiotika
bebriitet und wochentlich durch Phasenkontrastmikroskopie iiberwacht. Die Anzucht des
Erregers ist nicht nur sehr arbeitsintensiv und aufwendig, da sie nur unter speziellen
Laborbedingungen der Sicherheitsstufe 3 durchgefiihrt werden darf, sondern auch sehr
zeitintensiv. Aus den untersuchten Herden dieser Studie konnten neun Isolate, alle aus
derselben Schaftherde 13, gewonnen werden. Nur drei dieser Isolate stammen unmittelbar aus
den untersuchten Proben der Querschnittsstudie, sechs Isolate wurden aus Organmaterial
isoliert, das bereits vor 2009 bzw. aus Material, dass zusdtzlich zum festgelegten
Stichprobenumfang gezogen wurde (Tab. 2 der Originalpublikation). Von allen C. burnetii-
Isolaten wurde eine Genotypisierung mittels MLVA und eine Plasmid-Typbestimmung
durchgefithrt. Die MLVA Durchfiihrung erfolgte nach einer von Arricau-Bouvery et al.
(2006) beschriebenen Methode zur Analyse der ,,Variable Number of Tandem Repeats®-
Regionen (VNTR) mit 17 Markern. Die Untersuchung auf das Vorhandensein von Plasmiden
wurde nach einem von Zhang et al. (1998) modifizierten Verfahren durchgefiihrt. Die
Auswertungen zeigten, dass alle neun Isolate identische Profile zeigten, alle das Plasmid
QpH1 enthielten und somit alle nach phylogenetischer Systematik in die gleiche Gruppe
einzuordnen sind (Abb. 1 der Originalpublikation). Das QpH1 Plasmid, als erstes aus einer
Zecke isoliert (Samuel et al., 1983), wurde regelméBig in Isolaten von Rindern, Schafen und
Ziegen nachgewiesen (Willems et al., 1993). Alle neun genetisch identischen Isolate der
Herde 13 stimmen mit einem humanen Isolat und weiteren Schafisolaten iiberein, die nach
einem Q-Fieber-Ausbruch im Jahr 2003 in Nordrhein-Westfalen isoliert werden konnten

(Porten et al., 2006). Diese Ergebnisse sprechen flir die Zirkulation eines bestimmten C.
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burnetii-Stammes im Zentrum Deutschlands, der sowohl Mensch als auch Tier infizieren
kann. Allerdings muss diese Hypothese durch Typisierung einer gréf3eren Anzahl von Isolaten
bestdtigt werden.

In der untersuchten Schatherde 13 wurde C. burnetii-DNA bereits im Jahr 2005
nachgewiesen, jedoch konnte zu diesem Zeitpunkt keine Isolierung des Erregers erfolgen, so
dass keine Aussage tiber eine ldngerfristige Persistenz dieses Stammes innerhalb der Herde
erfolgen kann.

Entscheidend fiir die Einschitzung des Infektionsstatus innerhalb einer Herde ist die
Identifizierung der den Erreger ausscheidenden Tiere. Nur mit Hilfe dieser Kenntnisse kann
ein Sanierungskonzept fiir den jeweiligen Bestand aufgestellt werden. Alle Untersuchungen
stoBen an diesem Punkt wieder auf das Problem der intermittierenden Ausscheidung des
Erregers (Arricau-Bouvery et al., 2006), das schon mehrfach angesprochen wurde.
Zuverldssige Informationen lassen sich iiber die Untersuchung von Nachgeburten erhalten. In
75% der im Juni 2009 getesteten Nachgeburten konnte C. burnetii-DNA nachgewiesen
werden, in den Jahren 2008 und 2010-2011 konnten wiederum keine positiven Ergebnisse
detektiert werden. Inwieweit ein Schwellenwert der Ausscheidung von Bakterien zur
Aufrechterhaltung des Infektionszyklus erforderlich ist oder ob fiir die Manifestation der
Infektion und die Ausprigung klinischer Symptomatik die Virulenz des zirkulierenden
Stammes entscheidender ist, bleibt zu kléren.

Die nachgewiesene Herdenprivalenz liegt mit 5% unter dem zu erwartenden Pravalenzwert.
Die Auswertung eines Brucellose-Screenings in Thiiringen, bei dem auch auf C. burnetii
untersucht und vielfdltige Parameter wie z.B. HerdengroBe und Gesundheitszustand der
Herden mit einbezogen wurden, ergab eine Erregerpravalenz von 25% (Hilbert et al., 2012,
unver6ffentlicht) und lag damit im Rahmen der im Vorfeld geschétzten Pravalenz. Obwohl 11
Schafherden serologisch positiv getestet und damit eine Seropridvalenz von 28% ermittelt
wurde, wurden nur in zwei Herden DNA-Nachweise erzielt. Studien zur Bewertung der
Seroprdavalenz von C. burnetii bei Schafen aus Deutschland zeigen eine grof3e
Schwankungsbreite mit Werten zwischen 1% und 47% (Lange et al., 1992; Sting et al., 2004;
Hellenbrand et al., 2001). Im Vergleich zum erwdhnten Thiiringer Brucellose-Screening, bei
dem eine Seroprivalenz von 31% (4/13 Herden) ermittelt wurde, ergibt sich eine gute
Ubereinstimmung mit der geschiitzten Seroprivalenz. Auch in diesem Zusammenhang muss
wieder auf die Schwierigkeit der Interpretation von serologischen Daten hingewiesen werden.
Das Ungleichgewicht von Ausscheidung und Serokonversion (Guatteo et al., 2006; Rousset et
al., 2007; Rodolakis et al., 2007) und die unter Umstinden lidngere Persistenz von
Antikorpern (Berri et al., 2002) erschweren Aussagen zum Infektionsstatus.

Ein direkter Vergleich mit den Ergebnissen anderer Studien gestaltet sich schwierig, da

erhebliche Unterschiede im Studiendesign und den Auswertungsmethoden bestehen. Daten,
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die entweder bezogen auf Einzeltier- oder Herdenbasis und aufgrund unterschiedlicher
diagnostischer Tests ermittelt wurden, sind nicht miteinander vergleichbar.

Trotz der nachgewiesenen Abweichungen der FErgebnisse der Erreger- und
Antikorpernachweise belegen die Daten, dass C. burnetii in klinisch unauftilligen
Schatherden persistiert und die Infektion sporadisch klinisch in Erscheinung tritt.
Uberwachungs- und Sanierungsstrategien, auch in Bezug auf ein Impfmanagement, sind in
Anbetracht des Zoonosecharakters von C. burnetii zu diskutieren.

Nach den Daten zur Verbreitung der Coxiellose in unauffilligen Schafbestinde sollen im
Folgenden epidemiologische Untersuchungen und veterindrmedizinische Maflnahmen nach
einem Q-Fieber-Ausbruch, bei dem insgesamt 70 Personen erkrankten, erortert werden.

Die vierte Publikation ,,Epidemiologische Untersuchungen zu zwei Q-Fieber-Ausbriichen in
einer Gemeinde Baden-Wiirttembergs in den Jahren 2008 und 2009* beschéftigt sich mit der
Problematik eines Ausbruchsgeschehens, der Frage nach der Infektionsquelle und den
seuchenhygienischen MafBinahmen zum Schutz der Bevolkerung vor weiteren Infektionen. Es
werden die Schwierigkeiten epidemiologischer Erhebungen und die Umsetzung
prophylaktischen Schritte diskutiert.

Auf die endemische Verbreitung von Q-Fieber in den silidlichen Regionen Deutschlands
wurde bereits mehrfach hingewiesen. Auch der beschriebene Q-Fieber-Ausbruch ereignete
sich im Bundesland Baden-Wiirttemberg im Landkreis Freudenstadt. Im Zeitrahmen dieser
Studie war die Q-Fieber-Situation entsprechend dem Gesamtbild der letzten 20 Jahre so
gelagert, dass sich eine relative Konzentrierung der humanen Q-Fieber-Meldungen auf die
drei Bundesldndern Baden-Wiirttemberg, Hessen und Bayern feststellen lie. Im Jahr 2009
entfielen 76% der dem Robert-Koch-Institut gemeldeten 191 Q-Fieber-Fille in Deutschland
auf diese Region. Allein auf Baden-Wiirttemberg entfielen 2008 und 2009 34% bzw. 33% der
gesamtdeutschen  Meldungen  (RKI,  Survstat, Stand: 28.07.2010). Auf der
veterindrmedizinischen Seite erfolgten in diesen beiden Jahren 14,2% und 11,3% der
bundesweiten Einstellungen in den Tierseuchennachrichten aus Baden-Wiirttemberg (TSN,
Stand: 21.04.2010).

Abweichend von den meisten publizierten Q-Fieber-Ausbriichen handelte es sich bei dem
Geschehen in Landkreis Freudenstadt um zwei aufeinander folgende Ausbriiche in den Jahren
2008 und 2009, bei denen ein direkter kausaler Zusammenhang nicht nachweisbar war.
Zwischen Mai und Oktober 2008 kam es zu auffdlligen Haufungen von humanen Q-Fieber-
Erkrankungen, die zu bestitigten Meldungen von 41 Personen fiihrten. Die Erkrankungstfille
konzentrierten sich auf drei Gemeinden des Landkreises. Nach der Unterrichtung der
zustindigen Veterindrbehorden, wurden durch diese umfangreiche epidemiologische
Untersuchungen in den Tierbestinden der betroffenen Region durchgefiihrt. Da es keine
Berichte tiiber klinische Symptomatik entsprechend einer Coxiellose und keine

Krankheitsverldufe mit vermehrten Fertilititsproblemen von Seiten der Tierhalter gab,
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konnten nur diagnostische Befunde einen Aufschluss iiber eine Infektionsquelle innerhalb der
Tierbestinde geben. Alle Wiederkduerbestinde wurden stichprobenartig beprobt und
untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass eine Wanderschatherde mit ca. 550 Mutterschafen
die einzigen positiven Befunde lieferte. Von den 42 untersuchten Blutproben konnten in
76,2% (32 Proben) Antikorper gegen C. burnetii nachgewiesen werden, in 16,7% der
Vaginalabstriche (3/18 Proben) wurde der Erreger nachgewiesen. Es stellte sich heraus, dass
der Wanderzug der Schaftherde im Friihling durch das Gebiet der Wohn- und Aufenthaltsorte
der Erkrankten lief, und dass die Ablammungen dieser Herde im Friihjahr auf einer Weide
stattgefunden hatten (Abb. 2 der Originalpublikation). Zu drei weiteren kleineren Herden,
Kontaktbetriebe der GroBschéferei, lieBen sich ebenfalls rdumliche Zusammenhéinge mit den
Meldefillen herstellen, hier fielen jedoch alle Untersuchungsbefunde negativ aus. Alle vier
Herden wurden unter amtliche Kontrolle gestellt, Wanderziige durch die betroffenen
Regionen untersagt und die Absonderung von Wohngebieten und die Uberwachung der
Geburten in geschlossen Stillen angeordnet. Beginnend im September 2008 wurden die
Grof3schiferei und zwei weitere Betriebe mit dem Impfstoff ,,Coxevac™ der Firma CEVA
(CEVA Santé Animale, Frankreich) geimpft. Da dieser Impfstoff zu diesem Zeitpunkt noch
nicht iiber eine Zulassung in Deutschland verfligte, wurde durch das Ministerium fiir
Landlichen Raum, Erndhrung und Verbraucherschutz des Landes Baden-Wiirttemberg eine
Ausnahmegenehmigung erteilt. Die aktive Fallsuche des zustindigen Gesundheitsamtes und
des Landesgesundheitsamtes Baden-Wiirttemberg, einschlieBlich der Befragung aller
Patienten zur moglichen Exposition bestétigten die Annahme, dass die Wanderschafherde als
Infektionsquelle des Ausbruchsgeschehens anzusehen war. Da ab Oktober 2008 keine
weiteren Q-Fieber-Félle gemeldet wurden, schienen die seuchenhygienischen und
prophylaktischen Mallnahmen, einschlieBlich der erfolgten Impfung der drei Schatherden,
und die Informationen an die Arzteschaft, Kliniken sowie die Bevdlkerung den gewiinschten
Erfolg erzielt zu haben.

Anfang Mirz 2009 wurden erneut Q-Fieber-Erkrankungen gemeldet, bei denen, bei einer
Inkubationszeit von 14-21 Tagen, von einem Expositionszeitraum im Januar 2009 auszugehen
war. Seit Anfang Dezember 2008 befand sich die Wanderschaftherde in ihrem Winterstall, die
Ablammungen und die durchgefiihrte Schur der Tiere waren ebenfalls im geschlossen Stall
erfolgt. Die epidemiologischen Erhebungen beziiglich Verbreitungswegen und
Einschleppungsquellen des Erregers wurden wieder aufgenommen. Mittels epidemiologischer
Fragebogen erfolgte nicht nur die Befragung der Patienten, sondern auch der Tierhalter der
Region. Erneut erfolgte eine stichprobenartige diagnostische Untersuchung von 27
Wiederkéduerbestdnden in den betroffenen Gemeinden. Die Impfung mit dem ,,Coxevac*-
Impfstoff wurde Mitte Mérz nach erneuter Erteilung einer Ausnahmegenehmigung in allen
Wiederkéduerbestdnden durchgefiihrt. Die Ergebnisse zum direkten Erregernachweis mittels
real-time PCR nach Klee et al. (2006) von 52 Vaginaltupferproben, davon 34
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Vaginalabstriche der GroBschéferei, fielen negativ aus. Serologisch wurden 161 Rinder-,
Schaf- und Ziegenseren untersucht, wovon nur ein Antikérpernachweis bei einem Rind und
zwei Nachweise bei Schafen kleinerer Herden ermittelt werden konnten. Die Uberpriifung der
bereits geimpften Schafe erfolgte mit zwei Varianten der Komplementbindungsreaktion
(KBR), einmal mit einem C. burnetii-Antigen der Phase I und einmal mit dem Antigen der
Phase II. Da die Impfung mit einem Phase-I-Antigen durchgefiihrt wurde und bei einer
natiirlichen Infektion zunédchst Antikorper der Phase-II gebildet werden, konnte anhand der
Ergebnisse ein vakzineinduzierter Effekt festgestellt werden (Tab. 2 der Originalpublikation).

Die gemeldeten 29 Erkrankungsfille des Jahres 2009 lieen sich nach den bis zu diesem
Zeitpunkt durchgefiihrten Erhebungen nicht unmittelbar auf die GroBschéferei zuriickfiihren.
Um eine eventuell andere Infektionsquelle identifizieren zu konnen oder anders einen
Kausalzusammenhang zur Wanderschatherde und damit zur Infektionsquelle des ersten Q-
Fieber-Ausbruchs herstellen zu konnen, wurden umfangreichere Untersuchungen von
Umgebungsproben durchgefiihrt. Aus der Stallanlage der Grofischéferei wurden 20
Mistproben aus verschiedenen Schichten des Tiefstalls, fiinf Staubproben und fiinf
Wollproben der Schafschur von Ende 2008 entnommen. Keine der Stallmistproben, eine
Staubprobe und drei Wollproben lieferten positive Erregernachweise. Zusitzlich wurden 105
Bodenproben aus acht Teilgemeinden entlang des Wanderzuges der Schatherde untersucht
und in drei Proben (2,9%) von zwei verschiedenen Weiden C. burnetii-DNA nachgewiesen
(Tab. 3 der Originalpublikation). In zwei von drei aus einem Bachlauf, ebenfalls im Bereich
der Wanderroute, entnommenen Wasserproben konnte der Erreger detektiert werden.

Durch die extrem hohe Tenazitit von C. burnetii konnte bei hohen Ausscheidungsraten der
infizierten Schafe von einer ebenfalls hohen Kontamination der Umgebung ausgegangen
werden. An der Wolle von Schafen bleibt der Erreger 7-10 Monate bei 15-20°C lebensfahig
und bei niedrigeren Temperaturen von 4°C in getrockneten Materialien wie Staub, Zeckenkot,
Wolle oder Erde sogar 1-2 Jahre (Bundesministerium fiir Gesundheit und soziale Sicherheit,
Arbeitskreis Blut, 2005; Bundesinstitut fiir Risikobewertung, 2003). Eine Nachweisrate des
Erregers von 60% an der Wolle, die im vorliegen Fall bereits vier Monate gelagert worden
war, untermauert diese Daten. Auch weist dieses FErgebnis auf essentiell wichtige
ArbeitsschutzmaBinahmen im Umgang mit infizierten Schafen bei der Schur, aber auch bei der
Weiterverarbeitung der Wolle hin. Das Produkt ,,Wolle* stellt fiir alle Mitarbeiter im
gesamten Verarbeitungsprozess eine potentielle Infektionsquelle dar.

Die Untersuchungsergebnisse der anderen Umgebungsproben spiegeln die lange Lebensdauer
des Erregers oder eine starke Kontamination der Umgebung nicht wieder. Kontaminierte
Weiden durch erregerhaltige Nachgeburten und andere Geburtsprodukte oder durch das
Ausbringen von Stallmist infizierter Schafe stellen eine potentielle Infektionsquelle fiir
Menschen dar. Bei nur 2,9% Erregernachweis konnen die Weideflachen als Infektionsquelle

des zweiten Q-Fieber-Ausbruchs zwar nicht ausgeschlossen werden, scheinen hier aber nicht
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im Vordergrund gestanden zu haben. Leider konnte auch keine Erregeranzucht aus den drei
positiven DNA-Nachweisen erfolgen, so dass der Nachweis lebens- und vermehrungsfihiger
Coxiellen nicht gefiihrt werden konnte. Von den erbrachten DNA-Nachweisen im Wasser des
Bachlaufes lassen sich auf Grund der sehr geringen Stichprobenzahl von drei Proben nur
begrenzt Riickschliisse ziehen. Dass das Oberflichenwasser durch infizierte Wild- oder
Nutztiere kontaminiert wurde, ist vorstellbar.

In Gebieten, wo von einer endemischen Verbreitung des Erregers C. burnetii auszugehen ist,
kann auch die Pridvalenz innerhalb der Wildtierpopulation hoher liegen. Wildwiederkauer,
Wildschweine, Nagetiere und Wildvogel sind als Reservoir fiir den Erreger beschrieben
(Enright et al., 1971; Stein und Raoult, 1999; Muramatsu et al., 2006). Daher wurde versucht,
nach dem Ausbruchsgeschehen Organproben von jagdbarem Wild, Schalenwild, Rehwild,
Rotwild, und Schwarzwild zu gewinnen. Es konnten 15 Wildproben untersucht und in einer
Probe Erreger-DNA nachgewiesen werden. Die zweite mogliche Hypothese zur
Infektionsquelle, der Eintrag des Erregers durch einen autochthonen Wildtierinfektionszyklus,
lieB sich anhand dieser Befunde ebenfalls nicht ndher belegen. Der Eintrag des Erregers iiber
akzidentelle Infektionen von Wildtieren in die Nutz- und Haustierpopulation konnte jedoch
im vorliegenden Fall auch nicht ausgeschlossen werden und wére nur durch umfangreiche
Daten aus einem Wildtiermonitoringprogramm zu erhérten.

Da kleinere Q-Fieber-Ausbriiche in Zusammenhang mit Haustieren und der Kontamination
der Umgebung durch ihre Geburtsprodukte in der Literatur hdufiger beschrieben wurden
(Mantovani und Benazzi, 1951; Werth, 1986; Cains et al., 2007), erfolgte im Umkreis der
humanen Erkrankungsfille auch eine Untersuchung der Blutproben von Hunden und Katzen,
die in umliegenden Kleintierpraxen vorgestellt worden waren. Bei den Katzenblutproben
konnten in vier Féllen Antikdrper gegen den Erreger und in einem Fall der Erreger selbst
nachgewiesen werden, in den Hundeblutproben gab es keine Nachweise. Insgesamt waren die
Stichprobenumfiange von nur 11 Proben zu klein, um eine verldssliche Aussage liber den
Infektionsstatus der regionalen Haustiere abgeben zu konnen. Jedoch gab es Hinweise auf
Infektionen bei Katzen.

Betrachtet man zusammenfassend das zur Vermeidung humaner Erkrankungen und zur
Klarung des FEintrags des Erregers in die GroBschiferei bzw. in das Ausbruchsgebiet
durchgefiihrte Uberwachungsprogramm, so ergibt sich ein umfangreicher Katalog mdglicher

Malnahmen:

e Erhebung diagnostischer Befunde aus allen Wiederkéduerbestéinden
e Erhebung diagnostischer Befunde anhand von Umweltproben

e Screening in der Wildtierpopulation

e Impfung der Wiederkduerbestinde

e Uberpriifung des Impfstatus in den Bestinden
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e Epidemiologische Erhebungen durch Befragung der erkrankten Personen und der
Tierhalter

e Verbot der Wanderung von infizierten Schatherden

e Zugangsbeschrinkungen fiir Besucher in den Stallanlagen

e Anordnung der Ablammung und Schur in geschlossenen Stallungen

e Uberpriifung der Nagetier- und Arthropodenbekimpfung

e Desinfektion von Stallmist, Beschrinkungen beziiglich der Ausbringung auf
Weidefldchen

Ab Ende des Jahres 2009 kam es zu keinen weiteren H&ufungen humaner Q-Fieber-
Erkrankungen in der Region. Inwieweit jedoch die getroffenen MalBnahmen dafiir
verantwortlich waren, muss letztlich offen bleiben.

Die Untersuchungen zu dem vorgestellten Q-Fieber-Geschehen verdeutlichen, wie schwierig
es sich gestaltet, den Ursprung eines Ausbruchs zu ermitteln und die Infektionsquelle
eindeutig einem bestimmten Tierbestand oder einem anderen fiir die humanen Erkrankungen
verantwortlichen Fakt zuzuordnen. Es scheint relativ wahrscheinlich, dass der Infektionsweg
zunidchst von der Wanderschatherde ausging und im Umfeld dieser Herde die ersten
Expositionen erfolgten. Fiir die Erkrankungswelle im Folgejahr fehlen jedoch schliissige
Belege, die zeigen, dass von geimpften und eingestallten Schafen dieses Gefidhrdungspotential
ausgegangen sein konnte. Zum Zeitpunkt der Erkrankungen konnten keine den Erreger
ausscheidenden Tiere in der Herde mehr identifiziert werden. Kritisch anzumerken ist bei
allen durchgefiihrten diagnostischen Untersuchungen eine zu kleine Stichprobenzahl fiir eine
statistisch abgesicherte Aussage. Somit bleiben Zweifel an der tatsidchlichen Infektionsquelle
bestehen und erschweren auch eine Bewertung der getroffenen Maflnahmen in Bezug auf ihre
Wirksamkeit. Da in Schatherden eine bestehende Infektion lange unbemerkt bleiben kann,
wird der Eintrag des Erregers héufig erst durch die Riickverfolgung humaner
Erkrankungsfille festgestellt. Aber auch humane Q-Fieber-Infektionen unterliegen aufgrund
der unklaren Klinik einer hohen Dunkelziffer. Retrospektive epidemiologische Erhebungen
stoBen somit auf den schwierigen Komplex der Feststellung eines Infektionszeitpunktes, der
innerhalb der Herden schon Jahre zuriickliegen kann. Hier konnen nur aktive Surveillance-
und Monitoringprogramme, eine stabile Datenlage und ein stindiger Austausch der Veterinir-
und Gesundheitsbehdrden zu angemessenen und sinnvollen Mallnahmen zum Schutz der

Gesundheit von Mensch und Tier fiihren.
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3. Vergleich der Untersuchungsergebisse zur Verbreitung von
Coxiellose in Rinder- und Schafbestinden

Ein Vergleich der vier beschriebenen Studien zum Themenkomplex Q-Fieber und Coxiellose
unter Berlicksichtigung der beiden Tierarten Rind und Schaf fiihrt zundchst in einem zentralen
Punkt zu vielfdltigen Parallelen. Dabei handelt es sich um den Bereich der Diagnostik. Der
Erreger C. burnetii ist der Risikogruppe 3 der biologischen Schutzstufen zugeordnet und
unterliegt damit den Anforderungen eines Sicherheitslabors der Stufe 3 (biosafety level 3).
Dieser Fakt flihrt schon an sich betrachtet zu einer Herausforderung in der Diagnostik, da nur
Speziallaboratorien mit entsprechender Ausstattung der Sicherheitsvorkehrungen mit diesem
Erreger arbeiten diirfen. Zusitzlich handelt es sich bei diesem Bakterium um einen
intrazelluldren Erreger, der nur mittels Zellkultur kultiviert und vermehrt werden kann. Dies
fiihrt zu sehr zeit- und arbeitsintensive Untersuchungen, die sich nicht zuletzt auch
kostenintensiv gestalten. Neuere Methoden zur zellfreien Anzucht des Erregers (Omsland und
Heinzen, 2011) haben noch keinen Eingang in die Routinediagnostik gefunden. Zur
Interpretation von Untersuchungsbefunden kann es jedoch von Bedeutung sein, ob es sich bei
dem nachgewiesenen Erreger um einen vermehrungsfiahigen Organismus oder nur um DNA-
Fragmente eines abgetoteten Bakteriums handelt.

Dariiber hinaus stehen kommerziell erhiltliche standardisierte Tests in der Coxiellose-
Diagnostik noch lange nicht fiir jede Zielsetzung und Tierart zur Verfiigung. ELISA-Tests zur
Antikorperbestimmung sind bisher nur fir Wiederkduer, nicht aber fir Hund, Katze und
Schwein erhiltlich. Dies erschwert den Vergleich erhobener Daten von Studien, die mit
unterschiedlichen ~ Methoden  gearbeitet  haben.  Altere  Verfahren wie die
Komplementbindungsreaktion (KBR) werden wiederum kontrovers diskutiert, da die
Festlegung des Schwellenwertes zwischen positiven und negativen Ergebnissen individuell
von Labor zu Labor unterschiedlich definiert wird. Somit sind Vergleiche allenfalls unter
Angabe der Titerstufen und der Bewertungskriterien moglich.

Auf dem Gebiet der direkten Erregernachweise mittels PCR haben sich in den letzten Jahren
unzdhlige Verfahren und Durchfiihrungsprotokolle entwickelt, so dass sich auch auf diesem
Gebiet die Vergleichbarkeit von Daten schwierig gestaltet. Die Festlegung der ,,cut-off™-
Werte bei einer real-time PCR unterliegen ebenfalls grofitenteils der Bewertung durch das
jeweilige Labor.

Eine zweite Parallele ldsst sich in Bezug auf das Studiendesign, die Auswahl der Stichproben
und die Interpretation von Daten, die zwischen Herden und Einzeltieren, klinisch auffilligen
und unauffilligen Bestdnden variieren, ziehen. Ob Rinder- oder Schafbestinde, die Herkunft
des Untersuchungsmaterials und der Zeitpunkt der Erhebung von Daten im Zusammenhang
mit dem klinischen Zustand des Bestandes muss klar definiert sein, um fundierte Aussage zur

Priavalenz oder Seroprivalenz treffen zu konnen. Das Problem einer zu kleinen Stichprobe
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und der dadurch bedingte Verlust der Aussagekraft dieser Befunde werden in den
Publikationen, welche die Grundlage dieser Arbeit darstellen, mehrfach diskutiert. Allerdings
ist hinsichtlich einer statistisch abgesicherten Stichprobe zu bemerken, dass Proben z.B. aus
dem Wildtierbereich aber auch von in Gruppen gehaltenen Nutztieren nicht immer leicht zu
erhalten sind. Nachgeburten sowohl von Rind als auch vom Schaf werden bei nicht
tiberwachten Geburten in der Regel von den anderen Tieren der Gruppe oder Herde gefressen,
so dass sie fiir weitere Untersuchungen nicht mehr zur Verfligung stehen. Vaginalabstriche als
Alternative sind z. B bei Mutterkuhherden, die den Kontakt zum Menschen nicht in dem
MaBe gewohnt sind wie Milchkiihe, ebenfalls nur schwierig in gréoerem Umfang zu
entnehmen. Gerade bei Ausbruchsuntersuchungen, die nicht langfristig planbar sind, stellt die
Probenbeschaffung kein geringes Problem dar. Auch fundiert geplante Studien mit exakt
bestimmtem Stichprobenumfang stoBen in groBeren Tierbestinden durch eine hohe
Fluktuation der Einzeltiere, speziell bei Wiederholungsuntersuchungen iiber einen liangeren
Zeitraum, schnell an ihre Grenzen. Betrachtet man die Q-Fieber-Literatur weltweit, so ldsst
sich gerade in Bezug auf das Studiendesign und die Umsetzung der Studiendurchfiihrung eine
erhebliche Variationsbreite feststellen, wodurch direkte Vergleiche teilweise sogar unmoglich
sind.

Eine weitere Parallele findet sich beim Themenkomplex der Impfung als
Bekdampfungsstrategie und den sich daraus ergebenen Konsequenzen einer solchen
Vorgehensweise. In Deutschland steht zurzeit nur der Impfstoff ,,Coxevac der Firma CEVA
als zugelassener Impfstoff fiir die Tierarten Rind und Ziege zur Verfiigung. Schafe kdnnen
nur tber die Umwidmung des immunologischen Tierarzneimittels in Abstimmung mit dem
Tiergesundheitsgesetzt (TierGesG) und dem Arzneimittelgesetz (AMG) geimpft werden. Die
Wirksamkeit der Vakzine wurde aber fiir alle drei Tierarten untersucht und sowohl die
Reduktion der Erregerausscheidung als auch eine Verringerung der Abortrate filir diese
Tierarten belegt (Kadra und Balla, 2006; Arricau-Bouvery et al., 2005; Guatteo et al., 2008).
Da es sich bei diesem Impfstoff nicht um eine Markervakzine handelt, ist jedoch anhand der
gebildeten Antikdrper eine natiirliche Infektion nicht von der Immunisierung zu
unterscheiden. Grundsétzlich kénnte die Differenzierung auch iiber die sehr aufwendige
phasenspezifische Bestimmung der Antikorper erfolgen, die aufgrund des groB3en Kosten- und
Zeitaufwandes noch keinen Eingang in die Routinediagnostik gefunden hat. Wie schon im
Zusammenhang mit den einzelnen Publikationen, die dieser Arbeit zugrunde liegen, erwéhnt
wurde, verliert die serologische Diagnostik der Coxiellose durch eine steigende Zahl
geimpfter Tierbestinde immer mehr an Bedeutung. Gerade in groflen Bestdnden gibt aber die
Feststellung der Seroprivalenz eine guten Uberblick iiber den aktuellen Infektionsstatus, der
durch Wiederholungsuntersuchungen zusétzlich Informationen zur Entwicklung eines
steigenden oder fallenden Infektionsdrucks liefern kann. Zukiinftig stellen unter Umstinden

direkte Erregernachweise in Milchproben bei Rindern eine diagnostische Alternative dar.
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Betrachtet man vergleichend die Untersuchungsbefunde von Rind und Schaf zunichst in den
unauffilligen Herden und Bestdnden, bei denen keine klinische Symptomatik einer Coxiellose
vorlag, so finden sich vergleichbare Seroprivalenzen auf Einzeltierbasis. Bei der Tierart Rind
lagen diese bezogen auf die Untersuchungsjahre 2009 bis 2011 bei 7,4%, beim Schaf bezogen
auf zwei Untersuchungsjahre 2009 und 2010 bei 4,4%. Die hochste Seroprivalenz bei
Rindern wurde bei den monatlichen Durchschnittswerten der drei Untersuchungsjahre im
Monat Juni mit 24,7% nachgewiesen. Die Befunde der Schatherden zeigten im Jahr 2010 in
einer Herde (Herde 33) eine serologische Nachweisrate von 58,6% (17/29 Seren). Der Verlauf
der Seroprédvalenzen iiber drei Jahre betrachtet bei Rind und Schaf unterliegt zwar einer
gewissen Schwankung, ldsst aber keinen kontinuierlichen Anstieg oder Abfall erkennen. Eine
Tendenz einer stetigen Steigerung der Anzahl seropositiver Tiere ist bei beiden Tierarten in
den Untersuchungszeitrdumen nicht erkennbar.

Zu beriicksichtigen ist bei diesen Daten, dass sie in zwei verschiedenen Bundeslindern
erhoben wurden, in Baden-Wiirttemberg fiir die Tierart Rind und in Thiiringen fiir die Tierart
Schaf. Ein unmittelbarer Vergleich ist somit nicht gestattet. Beide Bundeslinder gehoren
jedoch zu den in Deutschland endemischen Verbreitungsgebieten von C. burnetii.

Im Unterschied zum Schaf bietet sich bei den Untersuchungen in Rinderbestinden das
Medium Milch als Material zur gleichzeitigen Bestimmung von Antikorpern und Erreger-
DNA an. Dies ermoglicht umfangreiche Statuserhebungen iiber ldngere Zeitraume und damit
eine Moglichkeit zur Uberwachung des Infektionsverlaufes innerhalb einer Herde oder einer
Region. Abbildungen 1 und 2 verdeutlichen, dass sowohl in Einzelmilchproben als auch
Tankmilchproben in klinisch auffélligen Rinderherden zahlreiche Genomnachweise gefiihrt
werden konnten. Wenngleich auch diese Daten wieder die bekannten Diskrepanzen zwischen
Erregerausscheidung und Antikorperbildung verdeutlichen, so geben beide Methoden doch

ein vergleichbares Bild des Gesamtstatus wieder.
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Genom- und Genom- und
Antikdrpernachweis aus Antikérpernachweis aus
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Rinderherden Rinderherden
B Genomnachweis M Antikérpernachweis B Genomnachweis M Antikdrpernachweis
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Abbildung 1: Befunde aus Tankmilchproben iiber einen Zeitraum von drei Jahren

Abbildung 2: Befunde aus Milchproben auf Einzeltierbasis iiber einen Zeitraum von drei Jahren

Die Daten spiegeln auch das Bild der tiber die Meldepflicht in den Tierseuchennachrichten
(TSN) bundesweit festgestellten hohen Coxiellose-Fillen bei Rindern (88,1%) wieder.
Insbesondere unter Einbeziehung der C. burnetii-Befunde auf Herdenbasis von iiber 50%
Nachweis von Antikoérpern und Erreger-DNA wird die Verbreitung des Erregers in der
Rinderpopulation deutlich.

Vergleichsweise niedrig liegen demgegeniiber die innerhalb einer Schafherde wéhrend eines
Q-Fieber-Ausbruchs erhobenen Daten. In einer Herde von ca. 550 Mutterschafen konnte eine
Privalenz von 16,7% nachgewiesen werden. Diese Herde stellte mit einer relativ hohen
Wahrscheinlichkeit die Infektionsquelle fiir 41 humane Erkrankungsfille dar. Die Befunde
der Seroprivalenz lagen aber mit 76,2% in einer fiir eine infizierte Herde zu erwartenden
GroBenordnung. Dennoch ist eine extrem grofle Differenz zwischen Erreger- und
Antikdrpernachweis feststellbar, die in dieser Form speziell bei den Untersuchungen der
Milchproben der Rinder nicht beobachtet werden konnte. Leider waren innerhalb dieser
Herde keine serologischen Verlaufsuntersuchungen durchfiihrbar, da als prophylaktische
MaBnahme zur Vermeidung weiterer Q-Fieber-Erkrankungsfille die Impfung eingesetzt
wurde. Da nach dem zweiten Q-Fieber-Ausbruch im Jahr 2009 keine weiteren humanen
Erkrankungsfille gemeldet wurden, konnte man von einem Erfolg der Impfstrategie
ausgehen. Die durch Studien belegte Reduktion der Erregerausscheidung (Arriceau-Bouvery
et al., 2005; Guatteo et al., 2008) wird mittels PCR-Untersuchung von Vaginaltupfern
(34/550) bestitigt. Zu diesem Zeitpunkt lieB sich keine Erreger-DNA detektieren. Die
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Diagnostik kann sich nach der Antikorperbildung durch den Impfstoff jedoch weitgehend nur
auf direkte Erregernachweise beschranken.

Im Gegensatz zu diesen Befunden konnte der Erreger noch nach vier Monaten in gelagerter
Wolle der infizierten Schafe nachgewiesen werden. Hier wurde ein Nachwies bei drei von
fiinf Proben erbracht, ein Befund, der die hohe Tenazitit des Erregers anzeigt. Leider lief sich
die Vermehrungsfahigkeit des Erregers tliber Zellkulturanzuchten nicht mehr belegen, so dass
keine Aussage iiber die Lebensfiahigkeit nach diesem Zeitraum der Lagerung abgegeben
werden kann. Auf die Bedeutung kontaminierter Wolle infizierter Schatherden muss im
Kontext von Q-Fieber-Ausbriichen dennoch explizit hingewiesen werden. Die Auswertungen
von Ausbruchsdaten durch die EFSA (EFSA, 2014) belegen, dass in den letzten 20 Jahren nur
ein Q-Fieber-Ausbruch ausgehend von der Tierart Rind beschrieben wurde. Die grofle
Diskrepanz zwischen hoheren Meldezahlen beim Rind und weitaus hdufiger auftretenden
Ausbruchsgeschehen beim Schaf ist nach wie vor nicht gekldrt. Neben der genetischen
Variabilitit des C. burnetii-Genoms, die erst durch umfangreichere Daten auf dem Gebiet der
Genomsequenzierung bewertet werden kann, spielen unterschiedliche Umgebungsparameter
in den Haltungsbedingungen beider Tierarten sicher auch eine Rolle. Das trockene Medium
»Wolle® dient dem Erreger als umfangreicher Nidhrboden und bietet gleichzeitig ideale

Bedingungen fiir eine aerogene Verbreitung.
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In Deutschland bildet das Gesetz zur Vorbeugung vor und Bekdmpfung von Tierseuchen
(Tiergesundheitsgesetz - TierGesG) die Grundlage fiir die staatliche Bekdmpfung von
Tierseuchen. Dieses Gesetz regelt die Vorschriften zur Abwehr der Einschleppung von
Tierseuchen aus dem Ausland und die MaBBnahmen fiir die Bekdmpfung der Tierseuchen im
Inland. 54 Tierkrankheiten fallen unter die Anzeigepflicht, 23, darunter auch Q-Fieber,
unterliegen der Meldepflicht. Bei meldepflichtigen Tierkrankheiten wird erst die festgestellte
Erkrankung, in der Regel der Erregernachweis, zur Kenntnis gebracht. Der Verdacht allein,
wie bei der Anzeigepflicht, ist nicht ausreichend. Staatliche MaBnahmen zur Bekdmpfung
sind nicht fixiert, es soll jedoch ein stindiger Uberblick iiber die Verbreitung gewihrleistet
sein. Die Meldepflicht wurde fiir Tierkrankheiten eingefiihrt, die praktische Bedeutung
gewinnen konnen und bei denen Kenntnisse iliber ihre Entwicklung fiir die friihzeitige
Anwendung geeigneter BekdmpfungsmaBBnahmen eine wunerldssliche Voraussetzung
darstellen. Dies dient vor allem der Statistik und Seuchenbeobachtung. Droht eine groBere
Ausbreitung, kann eine Tierseuche kurzfristig in den Status einer ,,anzeigepflichtigen
Tierseuche® iiberfiihrt werden. Eine Aufnahme von Q-Fieber in die Anzeigepflicht wird
ebenso diskutiert wie eine vollstindige Streichung aus beiden Meldesystemen. Eine
Anzeigepflicht hétte den Vorteil, dass jede filir sinnvoll erachtete MaBBnahme staatlicherseits
sofort angeordnet und umgesetzt werden konnte. Im Fall einer Coxiellose betrifft dies
beispielsweise Fragestellungen nach durchzufiihrenden Impfungen in infizierten Bestidnden,
die zur Vermeidung humaner Erkrankungsfille von Bedeutung sein konnen. Zurzeit obliegt
eine solche Entscheidung zunédchst nur dem Tierhalter selbst. Auch diagnostische
Untersuchungen zur Abklirung eines Verdachtes konnen nicht angeordnet, sondern nur
empfohlen werden. Dies bedingt sicher auch einen Teil der vermuteten hohen Dunkelziffer
der C. burnetii-Infektionen innerhalb der Tierbestdnde. Viele Tierhalter sind durch die
Meldepflicht tendenziell eher verunsichert, da festgestellte Infektionen in ihren Bestéinden
zwar keine direkten MaBnahmen nach sich ziehen, es aber dennoch zu gewissen
Einschrinkungen kommen kann. So ist eine Direktvermarktung von Rohmilch aus einem C.
burnetii-infizierten Betrieb nicht mehr moglich. Auch das Verbringen von Tieren zu
Ausstellungen oder landwirtschaftlichen Tierschauen wird von den zustéindigen Behorden im
Interesse des  Gesundheitsschutzes iiberwacht und ggf. untersagt. Wann ein
Infektionsgeschehen jedoch angeordnete Mafinahmen zur Folge haben kann, erschliefit sich
den Tierhaltern nicht vollstindig, da die Entscheidung in gewissem Umfang im Ermessen der
zustindigen Behorde liegt. So stoen auch geplante Studien zur Verbreitung des Erregers
innerhalb der Bestdnde nicht immer auf Zustimmung, da die zu erwartenden Konsequenzen

festgestellter Infektionen nicht klar definiert sind.

125



Schlussfolgerungen

Unter Berufung auf das Infektionsschutzgesetz (IFSG) ist beim Auftreten von iibertragbaren
Krankheiten die zustdndige Behorde berechtigt, notwendige Mallnahmen zur Abwendung
drohender Gefahren anzuordnen. Zu diesen MaBinahmen gehdren unter anderem Proben zur
Untersuchung zu fordern und zu entnehmen, unentgeldliche Schutzimpfungen durchzufiihren
und Schutzimpfungen oder andere prophylaktische MaBBnahmen anzuordnen. Veranstaltungen
oder sonstige Ansammlungen einer grofleren Anzahl von Menschen kdnnen beschrinkt oder
verboten werden. Personen, bei denen die Ausscheidung von Krankheitserregern
nachgewiesen wurde, konnen bestimmte berufliche Tétigkeiten ganz oder teilweise verboten
werden.

Im Juli 2014 wurden durch das Bundesministerium fiir Erndhrung und Landwirtschaft
Empfehlungen fiir hygienische Anforderungen an das Halten von Wiederkduern im
Bundesanzeiger veroffentlicht, in denen auch MaBnahmen zum Schutz gegen Q-Fieber
empfohlen werden (Bundesministerium fiir Erndhrung und Landwirtschaft, 2014). Der hierin
enthaltene Maflnahmenkatalog, der bereits im Rahmen dieser Arbeit aufgefiihrt wurde, stellt
einen guten Leitfaden zur Herangehensweise bei einem Q-Fieber-Geschehen dar. Ziel dieser
Malnahmen sollte es sein, die Infektionskette einer C. burnetii-Infektion zu unterbrechen und
das Ubergreifen der Infektion von Wiederkdiuern auf den Menschen zu verringern
(Bundesministerium fiir Erndhrung und Landwirtschaft, 2014).

Eine Verunsicherung der landwirtschaftlich titigen Bevolkerung ist nicht nur im Hinblick auf
eine hohere Dunkelziffer der Infektion durch die Vermeidung diagnostischer Untersuchungen
zu sehen, vielmehr birgt sie auch ein erhohtes Risiko fiir den Bereich des Arbeitsschutzes. In
der Berufskrankheiten-Verordnung (BKV), Merkblatt zu der Berufskrankheit Nr. 3102 ,,Von
Tieren auf den Menschen iibertragbare Krankheiten ist Q-Fieber als Berufserkrankung
verankert. Dies ist besonders fiir alle Risikogruppen relevant, zu denen Landwirte, Schifer,
Schafscherer, Tierdrzte, Schlachthofpersonal und insgesamt der Personenkreis, der hdufig in
Kontakt zu Wiederkduern steht, gehdren (Bundesinstitut fiir Risikobewertung, 2003).
Besonderer Schutz vor Infektionen mit C. burnetii muss neben den beruflich bedingten
Risikogruppen auch den gesundheitlich verstirkt betroffenen Risikogruppen wie
Schwangeren und Patienten mit Kardiomyopathien oder Herzklappeninsuftfizienz zukommen.
Lange unbekannt verlaufende Infektionsgeschehen innerhalb der Besténde stellen die grofite
Infektionsquelle fir den Menschen dar und konnen fiir alle gesundheitlich vorbelasteten
Mitarbeiter zu einer Risikobelastung fiihren. In bereits bekannt infizierten Bestinden ist daher
auf besondere Gefidhrdungsbeurteilung und Umsetzung von SchutzmaBBnahmen beziiglich des
gesamten Personals und der Risikogruppen zu achten. Die erhobenen Befunde der
Untersuchungen der Q-Fieber-Ausbriiche in Freudenstadt beziiglich der bereits monatelang
gelagerten geschorenen Wolle mit C. burnetii-Nachweisen von 60% veranschaulichen das
Gefahrenpotential. Prophylaktische Vorkehrungen zum Schutz der Mitarbeiter diirfen nicht

nur auf das lebende Tier bezogen werden, sondern miissen alle weiteren Bearbeitungsprozesse
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mit einbeziehen. Die Abtdtung von C. burnetii erfolgt ab 65°C nach einer Stunde oder durch
Autoklavieren bei 131°C und 2,9 bar nach 15 Min (Bundesministerium fiir Gesundheit und
soziale Sicherheit, Arbeitskreis Blut, 2005). Bei der Weiterverarbeitung von Rohwolle
werden fiir 15-20 Minuten Temperaturen von bis zu 65°C erreicht, bei der anschlieBenden
Trocknung flir 5-7 Minuten 90-110°C (Angaben der Bremer Woll-Kdmmerei AG). Eine
absolut  verldssliche Aussage {iber die Abtotung des Erregers Dbei diesen
Verarbeitungsschritten  ldsst  sich  nicht abgeben. Neben den erforderlichen
Arbeitsschutzmafnahmen ist auch die epidemiologische Bedeutung von kontaminierter Wolle
nicht zu vernachldssigen.

Diese Uberlegungen gelten bei der Ubertragung der Infektion auch fiir die als Lebensmittel
gewonnenen Tierprodukte, insbesondere Fleisch und Milch. Auch hier belegen die hohen
Genomnachweise der vorgestellten Publikation zu Untersuchungen von Milchproben in
Rinderbestdnden das vorhandene Gefahrenpotential. Im Durchschnitt von jeweils drei
Untersuchungsjahren wurden in Tankmilch- 29,5% und in Einzelmilchproben 15,3%
Erregernachweise gefiihrt, wobei die Hochstwerte iiber 60% lagen. Fiir die ausschlieBlich
alimentire Ubertragung von C. burnetii finden sich in der Literatur keine Belege
(Bundesinstitut fiir Risikobewertung, 2003). Dennoch ist die Serokonversion nach Aufnahme
von Rohmilch beschrieben (Fishbein und Raoult, 1992). Bedenkt man weiterhin die
Untersuchungen in Rinderbestdnden, die belegen, dass die Erregerausscheidung iiber die
Milch bei den Tieren nicht grundsitzlich mit Serokonversion {ibereinstimmen (Bottcher et al.,
2013), so kann auch fiir diesen Bereich von einer hohen Dunkelziffer beim Nachweis
serologisch positiver Tiere ausgegangen werden. Interessant sind in diesem Zusammenhang
auch die von Angen et al. (2011) nachgewiesenen Erregerpravalenzen auf Herdenbasis, die
hoher lagen als die Seropridvalenzen. Fiir die Tierart Rind ist zudem immer die bis {iber ein
Jahr nach der Geburt belegte Erregerausscheidung tiber fast ausschlieBlich die Milch zu
beriicksichtigen (Rodolakis et al., 2007).

Diese Befunde und Veroffentlichungen sollten auch im Rahmen von Diskussionen iiber
»Melde- oder Anzeigepflicht™ Beriicksichtigung finden. Das Produkt Milch als Lebensmittel,
das von der iiberwiegenden Zahl der Bevolkerung verzehrt wird, sollte als mogliches
Gefihrdungspotential fiir den Menschen in Bezug auf eine Infektion weitestgehend
ausgeschlossen werden konnen.

C. burnetii ist grundsitzlich kein Erreger, der grofle Seuchenziige und hohe Mortalitdt in
Deutschland verursacht. Die Relevanz dieses Erregers und die Prioritdit von
epidemiologischen Erhebungen und diagnostischen MaBnahmen unterliegen daher stindig
neuen Diskussionen. Die hdufig in ihrer rdumlichen Ausdehnung und in der Anzahl der
Erkrankungsfille begrenzten Q-Fieber-Ausbriiche fiihren teilweise zur Unterschitzung des

Gefahrdungspotentials dieses Erregers.
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Die epidemiologischen Erhebungen der beiden Q-Fieber-Ausbriiche in Freudenstadt sind vor
allem auch in Bezug auf das Unterbrechen einer Infektionskette nach bereits erfolgten
humanen Erkrankungsfillen von Interesse. In diesem Fall handelte es sich um zwei kleinere
aufeinanderfolgende Ausbriiche, die in der Summe 70 Personen mit nachgewiesener Infektion
betrafen. Nach Bekanntwerden der ersten Erkrankungsfille wurden unmittelbar
Untersuchungen und MaBnahmen eingeleitet, die recht schnell zur amtlichen Uberwachung
der identifizierten Infektionsquelle fithrten. Zur Verhinderung einer weiteren Verbreitung des
Erregers und des Infektionsgeschehens wurde zeitnah reagiert und Regularien wie u.a. die
Einstallung der Schatherde, Ablammungen nur in geschlossenen Stallungen,
Zugangsbeschriankungen fiir Besucher und die Impfung der gesamten Herde umgesetzt. Trotz
dieser MaBnahmen schloss sich ein weiteres Infektionsgeschehen im Folgejahr an, das
wiederum ohne kausalen Zusammenhang zur Implementierung bestimmter Aktionen
anscheinend selbstlimitierend zum Erliegen kam. Dieses Beispiel zeigt, wie schwierig eine
Einschitzung eines Q-Fieber-Infektionsverlaufes abzugeben ist und wie schwierig sich die
tatsdchliche Unterbrechung der Infektionskette gestalten kann.

Ein weitaus eindrucksvolleres Beispiel stellt der weltweit grofite Q-Fieber-Ausbruch in den
Niederlanden, ausgehend von Milchziegen, dar. Im Jahresdurchschnitt verzeichneten die
Niederlande im Zeitraum von 1984 bis 2006 17 humane Erkrankungsfille, im Jahr 2007 168
Félle, im Jahr 2008 1.000 Fille und im Jahr 2009 2.358 Erkrankungsfille und sechs
Todesfille. In nur vier Jahren von 2007 bis 2010 erkrankten iiber 4.000 Personen. 93
landwirtschaftliche Betriebe waren betroffen. Ab 2008 wurden die Restriktionen jdhrlich
verschérft, bis im Dezember 2009 die Totungen in den betroffenen Milchziegenbestinden
begannen. Da selbst ein Transport zu den Schlachtbetrieben als zu hohes Risiko eingeschétzt
wurde, fanden die Totungen direkt in den Betrieben statt. Besonders gravierend war die
Tatsache, dass es sich bei den Ziegen um trichtige Tiere handelte, von denen iiber 55.000
gekeult wurden. Zusétzlich wurden mehr als 1.500 ménnliche Ziegen getdtet und flir die
verbliebenen ca. 60.000 nicht triachtigen Tiere ein lebenslanges Zuchtverbot ausgesprochen
(Karagiannis et al., 2007; Schimmer et al., 2008; Karagiannis et al., 2009; Roest et al., 2011).
Vor der Entscheidung einer derartig drastischen Vorgehensweise wurden alle fiir den
Tierseuchenfall vorgesehenen und umsetzbaren MafBnahmen und Bekdmpfungsstrategien
umgesetzt und angewandt. Es wurden Abortraten festgestellt und tiberwacht, ein Tankmilch-
Monitoring aller Schaf- und Ziegenbestéinde mit mehr als 50 Tieren initiiert, die Meldepflicht
fiir Milchschafe und Milchziegen und ein obligatorisches Hygieneprotokoll eingefiihrt,
Transport- und Besuchsreglementierungen erlassen und schlieBlich bei mehr als 400.000
Schafen und Ziegen die Vakzination angeordnet. Trotz dieser umfangreichen MaBBnahmen
konnte die Infektionskette nicht unterbrochen und das Ausbruchsgeschehen kontrolliert
werden. Die Versuche, in der Folgezeit die Risikofaktoren, die zu einem Ausbruch solcher

Tragweite gefiihrt haben konnten, zu identifizieren, konzentrierte sich in der Summe vor
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allem auf die extrem hohe Ziegendichte in der betroffenen Region der Niederlande. In dem
Ausbruchsgebiet Nord-Brabant findet sich die weltweit hochste Ziegendichte von 38,1
Ziegen/km” (Roest et al., 2009). Von 1983 bis zum Jahr 2009 stieg die Gesamtzahl der Ziegen
von 7.415 auf 374.184 an (Roest et al., 2011). 350 professionelle Milchziegenbetriebe mit
mehr als 200 adulten Ziegen wurden 2008 registriert (Van den Brom und Vellema, 2009).
Erschwerend kam hinzu, dass diese Betriebe vielfach in unmittelbarer Ndhe von Ortschaften
angesiedelt waren. Tierbestinde, in denen ein endemisches Infektionsgeschehen herrscht, das
durch Erregeriibertragungen von Tier zu Tier aufrechterhalten wird, stellen die wichtigste
Infektionsquelle fir den Menschen dar. Ein Resiimee dieses Q-Fieber-Ausbruches fassen
Roest und Mitarbeiter mit der Notwendigkeit guter Uberwachungssysteme zusammen, da nur
dann eine reale Beurteilung der Gesamtsituation ,,Q-Fieber* abgegeben werden kann (Roest et
al., 2011).

Der Q-Fieber-Ausbruch in den Niederlanden verdeutlicht auch, dass bei der Verbreitung von
C. burnetii nicht nur der Tierart eine Relevanz zukommt, sondern vor allem auch der Art der
Tierhaltung. Eine extensive Tierhaltung mit hohen Tierzahlen pro Bestand und Fliche, die
auch in Deutschland das landwirtschaftliche Bild prégt, stellt bei aerogen iibertragbaren
Erregern ein hohes Risiko dar. Dies scheint unter dem Aspekt der Wirtschaftlichkeit kaum
noch verdnderbar zu sein, wodurch dieser Risikofaktor der Verbreitung von Coxiellose nicht
auszuschalten sein wird.

Sowohl in Baden-Wiirttemberg als auch im gesamten Bundesgebiet liegt der Viehbestand an
Rindern sechsmal hoher als der Schafbestand. Bei der Landwirtschaftszahlung 2010 wurden
fir Baden-Wiirttemberg 17.991 Rinderbestinde und 2.921 Schafbestinde ermittelt
(Statistisches Landesamt Baden-Wiirttemberg, 2010). Da zusitzlich der Gesundheitsstatus
von Rindern in der Regel intensiver beobachtet wird als bei Schafen, konnte dies die weitaus
hoheren Meldezahlen fiir diese Tierart in den Tierseuchennachrichten erkldren. Betrachtet
man dann noch einmal die serologischen Nachweisraten von bis zu 25% in unauffilligen
Rinderherden wird deutlich, dass selbst die hohen Meldezahlen kein wirkliches Abbild der
realen Verbreitung von C. burnetii abgeben. Die im Rahmen dieser Arbeit schon haufig
erwéhnte Dunkelziffer ist auch in diesem Bereich wieder erkennbar.

Entsprechendes gilt fiir die Untersuchungsbefunde in unauffilligen Schafherden. Auch hier
konnten Seropréivalenzen von 28% detektiert werden und auch hier stellt sich die Frage, ob
allein die Meldezahlen geniligend Aussagekraft zur Einschitzung der wahren Verbreitung von
C. burnetii besitzen.

Die Qualitiat diagnostischer Aussagen beziiglich C. burnetii und die Einschitzung des
jeweiligen, aktuellen Gefahrdungspotentials von Q-Fieber und Coxiellose sind abhidngig von
Langzeitstudien. Einmalig erhobene Befunde geben lediglich Momentaufnahmen des

Infektionsgeschehens wieder, das sich innerhalb kiirzester Zeit verdndern kann. Die
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Inkonsistenz von Erregerausscheidung und Antikorperbildung stellen eine stdndige
Herausforderung bei der Interpretation eines tatsachlichen Q-Fieber-Geschehens dar.

Die Schwierigkeit der Vergleichbarkeit erhobener Daten aufgrund verschiedener Analyse-
und Auswertungssysteme wurde bereits besprochen. Dennoch konnen alle Daten einen
wertvollen Beitrag zur Identifikation und Beurteilung der Risikofaktoren, die fiir eine
Ausbreitung des  Erregers verantwortlich sind, wund zur Einschitzung des

Gefahrdungspotentials fiir die Gesundheit von Mensch und Tier leisten.
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VI Zusammenfassung

Coxiella burnetii —Epidemiologische Untersuchungen zum Vorkommen und
zur Verbreitung in Schaf-und Rinderbestinden in Deutschland

Diese Dissertation setzt sich mit dem Zoonoseerreger Coxiella burnetii und seiner
Verbreitung in Schaf- und Rinderbestinden in Deutschland auseinander. Der Stellenwert
dieser Zoonose in Bezug auf das Gefdhrdungspotential fiir die 6ffentliche Gesundheit, die
Notwendigkeit prophylaktischer MaBnahmen und Bekdmpfungsstrategien und die
Problematik der Diagnostik eines intrazelluldren Bakteriums der Risikogruppe 3 ,,Z“ werden
diskutiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Untersuchungen sowohl in unauffilligen, nicht geimpften
Rinder- und Schafbestéinden als auch in Bestdnden mit erhohten Abortraten oder klinischer
Symptomatik durchgefiihrt. Retrospektiv durchgefiihrte epidemiologische Erhebungen nach
zwei Q-Fieber-Ausbriichen sind ebenso Thema. Auf Einzeltierbasis konnten in unauffélligen
Rinderherden Seropridvalenzen im Jahresmittel bis zu 9% und monatliche Durchschnittswerte
bis zu 24,7% nachgewiesen werden. Der Untersuchungsumfang umfasste 1.640 Seren. Die
Ergebnisse der Untersuchungen in 40 klinisch gesunden, nicht geimpften Schatherden fiihrten
zu einer Herdenpriavalenz von 5% und einer Seroprivalenz von 25%. Im Jahr 2009 wurde in
75% der getesteten Nachgeburten C. burnetii-DNA nachgewiesen. Neun Isolate konnten
gewonnen werden, die nach phylogenetischer Systematik in die gleiche Gruppe einzuordnen
sind. In diesem Fall basierten die Auswertungen auf einem Probenumfang von 1.158
Serumproben, je 440 Vaginal- und Rektalabstrichen, 71 Nachgeburten sowie sechs Foten.

Die Erreger- und Antikérpernachweise in klinisch auffilligen Rinderherden wurden mittels
Milchproben durchgefiihrt. Dieses Medium bietet den Vorteil, aus nur einer Probe sowohl
direkte als auch indirekte diagnostische Verfahren durchfiihren zu konnen. Die Ergebnisse der
Tankmilchproben zeigten Genomnachweise von C. burnetii bis zu 62,5% und serologische
Nachweise bis zu 68,3%. Die hochsten ermittelten DNA-Nachweise bei den
Einzelmilchproben lagen bei 60,0%, die hochsten ermittelten Antikdrpernachweise bei
62,2%. In der Gesamtheit wurden 2.980 Tank- und Einzelmilchproben untersucht.

Im Zusammenhang mit den epidemiologischen Erhebungen der vorgestellten Q-Fieber-
Ausbriiche wurden Pravalenzen von 16,7% und Seroprivalenzen von 76,2% ermittelt.

Die Untersuchungsbefunde beider Tierarten zeigen beziiglich der Nachweise von C. burnetii
und der gebildeten Antikorper keinen konstanten Verlauf. Vielmehr stellt sich eine stidndige
Dynamik im Infektionsverlauf dar, die von Jahr zu Jahr und teilweise sogar von Monat zu
Monat Schwankungen unterworfen ist. In Bezug auf die Diagnostik wird deutlich, dass
einmalige Untersuchungen immer nur Momentaufnahmen darstellen. Die Inkonsistenz von

Erregerausscheidung und Antikorperbildung stellen eine stindige Herausforderung bei der
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Zusammenfassung

Interpretation eines Infektionsgeschehens dar. Die Qualitit diagnostischer Aussagen
beziiglich C. burnetii und die Einschitzung des jeweiligen, aktuellen Gefahrdungspotentials
von Q-Fieber und Coxiellose sind abhingig von Langzeitstudien.

Neben der Schwierigkeit der Interpretation diagnostischer Daten gestalten sich auch
Vergleiche erhobener Datensétze verschiedener Studien als schwierig. Die geschilderten
Abweichungen der Ergebnisse bei standardisierten, kommerziell erhidltlichen Testsystemen
veranschaulichen diese Problematik. Betrachtet man die Q-Fieber-Literatur weltweit, so ldsst
sich gerade in Bezug auf das Studiendesign und die Umsetzung der Studiendurchfiihrung eine
erhebliche Variationsbreite feststellen, wodurch direkte Vergleiche teilweise sogar unmoglich
sind.

Die Impfung von Rinder- und Schafbestinden als Bekdmpfungsstrategie diirfte zukiinftig eine
wachsende  Bedeutung erfahren. Durch die nachgewiesene Reduktion der
Erregerausscheidung und Verringerung der Abortrate stellt sie eine gute Moglichkeit zur
Einddmmung der C. burnetii-Infektionen bei Nutztieren und damit indirekt zur Vermeidung
humaner Erkrankungen dar.

Nach wie vor ungeklart bleibt die groBe Diskrepanz zwischen hoheren Meldezahlen beim
Rind und weitaus hiufiger auftretenden Ausbruchsgeschehen beim Schaf. Neben der
genetischen Variabilitit des C. burnetii-Genoms, die erst durch umfangreichere Daten auf
dem Gebiet der Genomsequenzierung bewertet werden kann, spielen unterschiedliche
Umgebungsparameter in den Haltungsbedingungen beider Tierarten eine Rolle. Dies zeigt
auch der Q-Fieber-Ausbruch in den Niederlanden, bei dem nicht nur der Tierart Ziege eine
Relevanz zukommt, sondern vor allem auch der extensiven Tierhaltung. Hohe Tierzahlen pro
Bestand und Fldche, die auch in Deutschland das landwirtschaftliche Bild prégen, stellen bei
aerogen iibertragbaren Erregern auch ein entsprechend hohes Ubertragungsrisiko dar.

Humane Q-Fieber-Infektionen unterliegen aufgrund der unklaren Klinik einer hohen
Dunkelziffer. Gleiches gilt fiir die Rinder- und Schafbestinde. Da in den Bestinden eine
bestehende Infektion lange unbemerkt bleiben kann, wird der Eintrag des Erregers hédufig erst
durch die Riickverfolgung humaner Erkrankungsfille festgestellt.

C. burnetii ist grundsitzlich kein Erreger, der grofle Seuchenziige und hohe Mortalitdt in
Deutschland verursacht. Die Relevanz dieses Erregers und die Prioritdit von
epidemiologischen Erhebungen und diagnostischen MaBnahmen unterliegen daher stindig
neuen Diskussionen. Die hdufig in der Anzahl der Erkrankungsfille begrenzten Q-Fieber-
Ausbriiche fiihren teilweise zur Unterschitzung des Gefahrdungspotentials dieses Erregers.
Nur mittels ldngerfristiger Betrachtungen der Rinder- und Schatherden konnen gezielte

Risikobewertungen und bei Bedarf entsprechende BekdmpfungsmalBinahmen erfolgen.
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VII Summary

Coxiella burnetii —Epidemiological studies on the prevalence and
distribution in sheep and cattle herds in Germany

This dissertation exposes the zoonotic Coxiella burnetii and its distribution in sheep and cattle
herds in Germany. The importance of this zoonosis in terms of the potential hazard to public
health, the need for preventive measures and control strategies and the problem of diagnosis
of an intracellular bacterium of risk group 3 "Z" will be discussed.

In this study investigations were carried out in clinically healthy non-vaccinated cattle herds
and sheep flocks and in herds with increased abortion rate or clinical symptoms. Furthermore,
retrospectively conducted epidemiological surveys are discussed by two Q fever outbreaks.

In clinically healthy cattle herds, seroprevalence up to 9%, and monthly average up to 24.7%
were detected. 1640 sera were examined for this purpose. The results of investigations in 40
clinically healthy unvaccinated sheep flocks led to a prevalence at herd level of 5% and a
seroprevalence of 25%. In the afterbirths tested in 2009 C. burnetii DNA was detected in
75%. Nine isolates of the same phylogenetic group could be isolated. In this case the
evaluations were based on a sample size of 1158 serum samples, 440 vaginal swabs, 440
rectal swabs, 71 afterbirths and 6 fetuses.

The detection of C. burnetii and antibodies in clinically healthy cattle herds was performed
using milk samples. This medium has the advantage of being able to carry out direct and
indirect diagnostic methods from the same sample. The results of bulk milk samples showed
evidence of C. burnetii genome up to 62.5% and antibody detection up to 68.3%.
In the individual milk samples, we found the highest DNA evidence at 60.0% and the highest
antibody detection at 62.2%. A total of 2980 tank and individual milk samples were
examined.

In the context of the epidemiological surveys of the described Q fever outbreaks, a prevalence
of 16.7% and a seroprevalence 76.2% were determined.

A constant course of C. burnetii and evidence of antibody detection cannot be determined in
both species. It presents a continuous dynamic in the course of infection which varies from
year to year and sometimes even month to month. It is clear that one-time studies represent
only snapshots. The inconsistency of excretion and seroconversion are a constant challenge in
the interpretation of the infection with C. burnetii. Long-term studies are required for the
quality of the diagnostic statements and the assessment of the current risk potential of Q fever
and coxiellosis. In addition to the difficulty of interpretation of diagnostic data, it is difficult
to compare records of different studies. The described deviations of results in standardized,

commercially available test systems illustrate this problem. In the international published
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Summary

literature on Q fever, there is wide variation in study design and implementation of the study
conduct. Direct comparisons are therefore partly impossible.

For the treatment and prophylaxis of coxiellosis, the importance of vaccination of cattle and
sheep flocks increases. Through the demonstrated reduction of excretion and the abortion rate,
it represents a good way to control C. burnetii infections and to prevent human disease.

Still unclear is the large discrepancy between reporting higher numbers of cattle and much
more frequent outbreaks in sheep. In addition to the genetic variability of C. burnetii genome,
which can only be assessed by genome sequencing, the type of livestock of both species is
important. The Q fever outbreak in the Netherlands shows that not only the species goat, but
also the extensive farming is relevant. The transmission of airborne transmissible agents is
increased by high animal stocking densities in herds and areas.

There is a high number of unreported cases of human Q fever infections due to unspecific
clinical symptoms. The same applies to cattle and sheep stocks. In the stocks, an infection
may remain unnoticed for a long time, so the initial entry of the pathogen often can only be
traced back by analysing human disease cases.

C. burnetii is not a bacterium that causes large epidemics and high mortality in Germany.
Therefore, the relevance of the pathogen and priority of epidemiological surveys and
diagnostic measures often lead to discussions. Most Q fever outbreaks are limited in the
number of patients. This is partially caused by underestimation of the hazard of this pathogen.
Only by performing long-term studies of herds and flocks, specific risks can be assessed and

when necessary appropriate control measures can be applied.
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VIII Anhang

1. Tabellen- und Abbildungsverzeichnis

Tabelle 1: Tenazitit von Coxiella burnetii nach Schliesser (1991)

Tabelle 2:

Tabelle 3:

Tabelle 4:

Tenazitit von Coxiella burnetii gegeniiber Desinfektionsmitteln nach Schliesser
(1991)

Exemplarische Darstellung von humanen, publizierten Q-Fieber-Ausbriichen;
Quelle: EFSA Journal 2010

Im TSN eingestellte Q-Fieber-Meldezahlen in den letzten 10 Jahren, Zeitraum:
01.01.2005 bis 31.12.2014; Angaben fiir alle 16 Bundesliander; Unterteilt in die
meldepflichtigen Tierarten (BW = Baden-Wiirttemberg, BY = Bayern, BE =
Berlin, BB = Brandenburg, HB = Bremen, HH = Hamburg, HE = Hessen, MV =
Mecklenburg-Vorpommern, NI = Niedersachsen, NRW = Nordrhein-Westfalen,
RP = Rheinland-Pfalz, SL = Saarland, SN = Sachsen, ST = Sachen-Anhalt, SH =
Schleswig-Holstein, TH = Thiiringen) Quelle: TSN, Friedrich-Loefller-Institut,
Stand: 21.01.2015

Tabelle 5: C. burnetii-Nachweis bei Rindern, beispielhafte Auswahl aus vier Mitgliedstaaten,

2011 und 2012, EU summary report on zoonoses, zoonotic agents and food-borne
Outbreaks 2012

Tabelle 6: C. burnetii-Nachweis bei Ziegen, beispielhafte Auswahl aus fiinf Mitgliedstaaten,

2011 und 2012, EU summary report on zoonoses, zoonotic agents and food-borne
Outbreaks 2012

Tabelle 7: C. burnetii-Nachweis bei Schafen, beispielhafte Auswahl aus vier Mitgliedstaaten,

2011 und 2012, EU summary report on zoonoses, zoonotic agents and food-borne
Outbreaks 2012

Abbildung 1: Befunde aus Tankmilchproben iiber einen Zeitraum von drei Jahren

Abbildung 2: Befunde aus Milchproben auf Einzeltierbasis iiber einen Zeitraum von drei

Jahren
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2. Abkiirzungsverzeichnis

AMG
BE
BfR
BKV
BB
BGM
BW
BY

C.
DA
DNA
EFSA

ELISA

EPAR

HB
HE
HH
IfSG
IFT
IgG
IgA
IgM
IS
KBR
LCV
LPS
MLVA
MV

NCBI

NI
NK-Zellen
NRW
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Gesetz liber den Verkehr mit Arzneimitteln

Berlin

Bundesinstitut flir Risikobewertung
Berufskrankheiten-Verordnung

Brandenburg

Buffalo Green Monkey, Affenzelllinie
Baden-Wiirttemberg

Bayern

Coxiella

Atomare Masseneinheit, Dalton, Einheit Da oder u
Desoxyribonukleinsdure

European Food Safety Authority, Europédische Behorde fiir
Lebensmittelsicherheit

Enzyme Linked Immunosorbent Assay, Antikorperbasiertes
Nachweisverfahren

European public assessment reports, Européischer 6ffentlicher
Beurteilungsbericht

Bremen

Hessen

Hamburg

Gesetz zur Verhiitung u Bekdmpfung von Infektionskrankheiten
Immunfluoreszenztest

Immunglobulin G

Immunglobulin A

Immunglobulin M

Insertionssequenz

Komplementbindungsreaktion

Large Cell Variant, Grof3e Zellvariante

Lipopolysaccharid

Multiple Locus Variable-number Tandem Repeat Analysis
Mecklenburg-Vorpommern

National Center for Biotechnology Information, Nationales
Zentrum fiir Biotechnologieinformation

Niedersachsen

Natiirliche Killerzellen

Nordrhein-Westfalen
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MHC
PCR
OIE

QFS
RFLP
RKI
RP
SCV
SDC

SDS-Page

SH
SL
SN
ST

Survstat

TH
TierGesG

TierSeuchAnzV
TKrMeldpflV

TNF
TSN
TLR
pm
VNTR
WHO

Major Histocompatibility Complex
Polymerase-Kettenreaktion

World Organisation For Animal Health, Weltorganisation fiir
Tiergesundheit

Post-Q Fever Fatigue Syndrome, Ermiidungssyndrom
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus
Robert-Koch-Institut

Rheinland-Pfalz

Small Cell Variant, Kleine Zellvariante

Small-Dense-Cell, Dichte Zellvariante

Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis,
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
Schleswig-Holstein

Saarland

Sachsen

Sachsen-Anhalt

Abfrage der Meldedaten nach dem Infektionsschutzgesetz;
ttps://survstat.rki.de/

Thiiringen

Gesetz zur Vorbeugung vor und Bekdmpfung von Tierseuchen
Verordnung iiber anzeigepflichtige Tierseuchen

Verordnung iiber meldepflichtige Tierkrankheiten
Tumor-Nekrose-Faktor

Tierseuchennachrichten, Friedrich-Loeffler-Institut
Toll-like- Rezeptoren

Mikrometer

Variable Number Tandem Repeats

Weltgesundheitsorganisation
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