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| Zusammenfassung

Insgesamt 796 Serumproben von gesdmmerten
i Schafen in der Region Vorarlberg wurden mittels !
| eines kommerziellen ELISA-Kits auf Antikorper ge-
. gen Chlamydia (C.) abortus, den Erreger des enzoo- |
tischen Schafabortes, untersucht. Ziel dieser Studie
war es die Seroprivalenz dieser Region zu eruieren,
i ein Vergleich zu der Seroprivalenz des benachbarten !
| Kanton Graubiindens zu erstellen sowie die Serokon- |
. version wihrend der Alpung festzustellen. 421 Pro- |
ben wurden vor der Alpung, die restlichen 375 nach
. der Alpung gesammelt, wobei von 359 Tieren korre- |
i lierende Serumpaare vorhanden waren. Fiir das un- |
. tersuchte Gebiet Vorarlberg ergab sich eine mittlere |
| Seroprivalenz von 9.2% bei einem Schwellenwert |
von 60%; bei 5.0% der Tiere mit korrelierenden
. Serumproben konnte von vor der Alpung seronega- |
i tiven Tieren nach der Alpung C. abortus-Antikorper !
nachgewiesen werden. Die Seroprivalenzwerte ent-
. sprechen denen schweizerischer Gebiete, die sowohl |
| geografisch als auch in der Art der Sémmerung der |
. untersuchten Region dhnlich sind. Nur der benach- |
i barte Kanton Graubiinden wies mit 43 % bedeutend |
hohere Werte auf. Die Resultate dieser Studie zeigen,
. dass der traditionelle Tierverkehr zwischen diesen |
. beiden Regionen die Verbreitung von C. abortus |

. nicht begiinstigt.

Schlisselworter: Chlamydienabort, ELISA, Serokon-
i version, Schaf

Einleitung

Influence of commune alpine pasturing on the
. seroconversion of Chlamydia abortus in the i
| region of Vorarlberg

| In total, 796 serum samples of sheep on commune |
. alpine pastures in the region of Vorarlberg were in- |
| vestigated by a commercial ELISA kit for antibodies |
. against Chlamydia abortus, the agent of ovine enzo- |
i otic abortion. The aim of the study was to determine ‘!
. the seroprevalence within this region and to compare
. these results with the seroprevalence in the neighbor- |
| ing canton Graubiinden as well as to obtain data on |
. the seroconversion after alpine pasturing. Therefore, |
i 421 samples were collected before and 375 samples
' after alpine pasturing, whereas corresponding serum
| samples were available from 359 sheep. Within the
| region of Vorarlberg, a mean seroprevalence of 9.2% |
. was calculated with a threshold of 609%. Seroconver- |
i sion for C. abortus occurred in 5.0 % of animals with !
corresponding serum samples. Seroprevalence values
. were comparable to Swiss regions with similar man- |
| agement systems, although the neighboring canton |
. Graubiinden is known to have a much more higher |
i seroprevalence of 43 %. In conclusion, the traditional !
. animal exchange between these two regions is not sig- |
| nificantly favoring the spread of C. abortus. :

Keywords: Chlamydial abortion, ELISA, seroconver-
i sion, sheep ’

stellt weltweit die wichtigste infektiose Abortursache
beim Schaf dar. Die auftretenden Spitaborte, meist in-

Der enzootische Schafabort (ovine enzootic abortion, nerhalb der letzten drei Trichtigkeitswochen, bezie-
OEA), verursacht durch das gram-negative, obligat in-  hungsweise die Geburt lebensschwacher Limmer sowie
trazelluldr parasitierende Bakterium Chlamydia abortus,  eine damit verbunden geringere Milchleistung und Puer-
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peralstdrungen mit anschliessend verminderter Frucht-
barkeit haben hohe wirtschaftliche Verluste zur Folge
(Longbottom und Coulter, 2003).

Zusitzliche Bedeutung gewinnt dieser Erreger durch
sein Zoonosepotential, das vor allem fiir schwangere
Frauen ein Gesundheitsrisiko darstellt, in dem er Abor-
te auslosen kann (Longbottom und Coulter, 2003). In
der Schweiz ist C. abortus der am hiufigsten nachgewie-
sene Aborterreger beim Schaf (Chanton-Greutmann et
al., 2002). Im Rahmen einer Seroprivalenzstudie (Borel
et al.,, 2004) wurden 775 Schafseren aus 11 Schweizer
Kantonen untersucht. Diese Zahlen waren reprisentativ
fiir 72 % der Schaftherden und 76 % der Schafpopulation
der Schweiz. Die untersuchten Kantone mit den grossten
Schafpopulationen sind das Wallis, Graubtinden und
Bern in absteigender Reihenfolge. Die gesamtschweize-
rische Seroprivalenz fiir C. abortus beim Schaf liegt bei
18%. Es sind jedoch priagnante regionale Unterschiede
zu finden, so betrégt die Seroprivalenz im Kanton Bern
1.9%, im Kanton Graubiinden hingegen 43 %. Dieser
hohe Seroprivalenzunterschied lisst sich nicht vollum-
fanglich erkldren, denn auch im Kanton Wallis, wo so-
wohl die geografische Lage als auch Haltungformen und
Alpungsgewohnheiten denen im Kanton Graubtinden
dhneln, findet sich eine Seroprivalenz von nur 7.8 %
(Borel et al., 2004). Als Risikofaktor fiir die hohe Sero-
priavalenz des Kanton Graubiindens kommt der tradi-
tionellerweise stattfindende Tierverkehr zwischen der
Schweizer Schafpopulation und der des benachbarten
Osterreichischen Bundeslandes Vorarlberg in Frage. Aus
diesem Grund wurden im Rahmen dieser Studie Schaf-
seren aus der Region Vorarlberg vor und nach der Al-
pung untersucht um folgende Fragestellungen zu beant-
worten: a) Seropravalenzstatus der Region Vorarlberg, b)
Vergleich der Seropravalenz zwischen zwei benachbarten
Gebieten (Graubtinden/Vorarlberg) und c) Vergleich der
Seroprivalenz vor und nach Alpung beziehungsweise Se-
rokonversion wiahrend der Alpung.

Tiere, Material und Methoden

Die untersuchten Proben stammen aus einer prospek-
tiven Studie zur Untersuchung der Seroprivalenz auf
Pestiviren bei Schafen im osterreichischen Bundesland
Vorarlberg (Krametter-Froetscher et al., 2007). Unter-
sucht wurden die Seren von 437 Schafen aus 23 verschie-
denen Betrieben. Von 359 Schafen waren Proben vor und
nach der Alpung vorhanden, von 62 Tieren gab es nur
Proben vor und von 16 nur Proben nach der Alpung. Die
Tiere wurden gemeinsam auf einer Alp in der Gemeinde
Schrocken (1250m i.M.) gesommert. Es bestanden weder
Kontakte zwischen diesen Tieren und anderen Schafbe-
stinden, noch mit Tieren der Gattungen Ziege oder Rind.
Ein Kontakt mit Wildwiederkiuern, in dieser Region vor
allem Giamse und Steinbock, kann nicht ausgeschlos-
sen werden. Insgesamt standen 796 Proben zur Verfii-
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gung, wobei im Jahr 2003, 421 Seren vor der Alpung und
375 Serumproben nach der Alpung gewonnen wurden.
Von insgesamt 359 Tieren waren korrelierende Proben-
paare von vor und nach der Alpung vorhanden.

Pourquier ELISA

Fir die Untersuchung der Seren kam ein kommerzieller
C. abortus ELISA-Kit der Firma Pourquier (Montpellier,
Frankreich) zum Einsatz, der sich auf dem polymorphic
outer membrane Protein (POMP) des Erregers, einem
rekombinanten 80—90 kDa Protein spezifisch fiir C. ab-
ortus stiitzt. Die Untersuchung der Proben wurde gemass
Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Resultate wurden
aus dem Wert der korrigierten optischen Dichte der Pro-
be (S) und der korrigierten mittleren optischen Dichte
der Positivkontrolle (P), ausgedriickt als S/P% berechnet.
Seren mit S/P%-Werten gleich oder tiefer als 50 % wur-
den als negativ interpretiert, Seren mit einem S/P%-Wert
zwischen 50 % und 60 % wurden als zweifelhaft gewertet
und Seren mit einem S/P%-Wert gleich oder hoher 60 %
wurden als positiv fiir das Vorhandensein von C. abortus-
Antikorpern gewertet.

Statistik

Die Verarbeitung der Daten und weiterfithrende sta-
tistische Analysen wurden mit dem Programm Stata
durchgefiihrt (StataCorp., 2009; Stata Statistical Soft-
ware: Release 11.0; College Station, TX, USA: StataCorp
LP). Um die Ergebnisse des ELISAs vor und nach Alpung
zu priifen wurde ein generalisiertes lineares Modell ange-
wendet. Die Analysen wurden mittels «general linear mo-
del» durchgefithrt. Das zugrundeliegende Stata Modell
lautete < xtmixed Variablel Variable2 Time | | Time: R.
Variable2, covariance (identity)>. Ein P-Wert von < 0.05
wurde als signifikant angesehen.

Ergebnisse

Bei 9.7 % (n=41/421) der untersuchten Tiere wurden vor
der Alpung positive Werte fiir C. abortus-Antikorper ge-
funden. Bei 3.1 % der Tiere (n=13) blieb der seropositive
Status bis nach der Alpung bestehen, die restlichen Tiere
zeigten nach der Alpung entweder ein negatives Resultat
(n=19) oder die Probe war zweifelhaft (n=3) oder feh-
lend (n=6). Weitere Resultate der Untersuchung der Se-
ren auf Antikorper gegen C. abortus konnen der Tabelle 1
entnommen werden.

Fiir weitere Berechnungen wurden nur die Resultate der
korrelierenden Serumproben (n=359) verwendet. Pro-
ben mit einem fraglichen Resultat wurden als negativ ge-
wertet. Insgesamt wiesen 8.6 % dieser Tiere (n=31/359)
nach der Alpung einen positiven Serostatus auf. Die
Seropravalenz vor der Alpung lag bei 9.7 % (n=35), so-
mit ergibt sich eine mittlere Seroprévalenz von 9.2 % fiir
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Tabelle 1. Ergebnisse der serologischen Untersuchung von 437
Schafen des osterreichischen Bundeslandes Vorarlberg auf An-
tikorper gegen Chlamydia abortus vor und nach der Alpung.

Status nach Alpung Status vor Alpung A.R.::E]
””””””” positv. | posty | 13
O we® sweifelhaft | 2
"""""""""""""""""""""""""" negativ | 16

fehlend

(n=330) zweifelhaft 10
”””””””””””””””””””””””””” negatv | 289
”””””””””””””””””””””””””” fehlend | 12
7 fehlend | posity | 6
T T meey L negaty | ¢ 56

die Region Vorarlberg wihrend der Sommerung 2007
bei einem wie vom Hersteller vorgegebenen Schwellen-
wert von 60 %. Bei Wahl des Schwellenwertes von 50 %
ergeben sich Seroprivalenzwerte von 13.4% vor der
Alpung beziehungsweise 11.4% nach der Alpung, was
eine mittlere Seroprivalenz von 12.4% ergibt. Zur Be-
rechnung der Serokonversion wihrend der Alpung wur-
den Tiere, die vor der Alpung positiv waren und nach
der Alpung einen negativen Serostatus aufwiesen nicht
bewertet. Bei 5.0 % (n=18) der Tiere mit korrelierenden
Serumproben fand eine Serokonversion von negativ zu
positiv statt. Die Analyse der korrelierenden Proben vor
und nach Alpung mit einem Cut-off von 60 % mit dem
gepaarten t-Test ergab einen p-Wert von 0.03 und eine
Differenz der Mittelwerte der beiden Gruppen von 2.9 %
bei einem Standardfehler von 1 %. Weitere Werte zu der
statistischen Analyse der erhaltenen Resultate der Proben
im Vergleich vor und nach Alpung kénnen der Tabelle 2
entnommen werden.
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Diskussion

In dieser Studie wurde erstmals der Seroprivalenzstatus
bei Schafen auf C. abortus im osterreichischen Bundes-
land Vorarlberg untersucht. Fiir die Beprobung kam ein
kommerzieller ELISA mit guter Sensitivitit und Spezifi-
tit (Vretou et al., 2007) zum Einsatz. Dabei konnte ein
durchschnittlicher Seropriavalenzwert von 9.2% fiir die
untersuchte Population in der Region Vorarlberg ermit-
telt werden. Im Vergleich mit anderen, benachbarten Re-
gionen finden sich teilweise grosse Unterschiede beziig-
lich der Seroprivalenzwerte beim Schaf. So wurden in
einer seroepidemiologischen Studie im osterreichischen
Bundesland Tirol mittels eines von den Autoren entwi-
ckelten ELISA Werte von 32 % gefunden, wobei in 43 %
der Schatbestinde Antikorper gegen C. abortus (vormals
C. psittaci Serotyp 1) gefunden wurden (Khaschabi und
Brandstitter, 1994). Dieser Wert unterscheidet sich stark
von dem in dieser Studie ermittelten Wert. Als Ursache
dafiir ist nicht unbedingt das unterschiedliche geogra-
fische Gebiet anzusehen, da die beiden Gebiete sich be-
ziiglich Haltungsformen entsprechen. Eine Erklirung da-
fiir findet sich hingegen darin, dass der Pourquier ELISA
sehr spezifisch ist, wie in einer Studie vergleichend mit
der Komplementbindungsreaktion (KBR), einem kom-
petitiven ELISA sowie einem weiteren kommerziell er-
hiltlichen ELISA-Test (CHEKIT®) gezeigt wurde (Vretou
et al., 2007). Von dem in der Studie von Khaschabi und
Brandstitter verwendete ELISA ist anzunehmen, dass er
nicht geniigend spezifisch ist um C. abortus von C. pe-
corum zu unterscheiden und die Sensivitit geringer ist,
weil er auf dem Lipopolysaccharid (LPS) von C. abortus
(vormals C. psittaci Serotyp 1) basiert. Zudem liegen seit
1994 keine aktuellen Daten mehr aus dieser Region vor,
wodurch nicht ausgeschlossen werden kann, dass Sero-
pévalenzverschiebungen in dieser Zeit stattgefunden ha-
ben konnten. Der Vergleich der Seroprivalenzwerte mit
denen einer Studie aus der benachbarten Schweiz weist
weitere Unterschiede auf. Zwar wurden hier beispiels-
weise im Kanton Wallis, ebenfalls eine Alpregion, dhnlich
tiefe Werte von 7.8% gefunden. Der dem Bundesland
Vorarlberg benachbarte Bergkanton Graubiinden weist
hingegen einen hohen Seroprivalenzstatus von 43 % auf

Tabelle 2. Gepaarter t-Test der Resultate der Proben vor Alpung und nach Alpung.

Variable Obs Mean Std. Err.
VorAlpung 3% 218115 | 0139218
NachAlpung {359 | .1891253 | 012611
diff i35 0289897 | .013437

mean(diff) = mean (Vor Alpung — Nach Alpung)

| std. Dev.  [95% Conf. Interval]
© loewsos o076z | oasaoss
O ossoasaeasad | 2139263
Closway loosst | ossass
R L
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(Borel et al., 2004). Bei dieser Studie kam ein kompeti-
tiver ELISA (cELISA) zum Einsatz, dessen Sensitivitit
(77.7 %) und Spezifitit (98.1 %) bei der Untersuchung der
Seren experimentell infizierter Schafe wiederum niedriger
sind als beim Pourquier-ELISA mit einer Sensitivitidt von
80 % und einer Spezifitit von 100 % (Vretou et al., 2007),
was eine weitere mogliche Erklirung fir einen Unter-
schied zum ermittelten Seroprivalenzwert unserer Studie
darstellt. Allerdings wurde fiir den cELISA gezeigt, dass er
sensitiver und spezifischer ist als die KBR mit einer Sensi-
tivitdt von 68.8 % und einer Spezifitit von 88.9 % (Salti-
Montesanto et al., 1997; Vretou et al., 2007), weshalb noch
weitere Griinde fiir die unterschiedlichen Testergebnisse
vorliegen miissen wie verschiedene Antigene (MOMP
beim cELISA versus POMP beim Pourquier-ELISA).

Die Sensitivitit des Pourquier-ELISA an Feldseren erwies
sich als geringer im Gegensatz zu der bei experimentell
infizierten Tieren (Vretou et al., 2007; Wilson et al., 2009).
Dies konnte auf eine Variation des fiir den Test verwende-
ten rekombinanten POMP im Gegensatz zum POMP der
im Feld auftretenden C. abortus-Subtypen (Longbottom
etal., 2002) zuriickzufiihren sein. Zudem ist der als positiv
zu wertende S/P%-Wert mit 60 % hoch angesetzt um die
hohe Spezifitit zu gewihrleisten. Eine Modifizierung die-
ses Wertes konnte zu einer erhohten Sensitivitit des Tests
fithren, da bei Infektionen im Feld auch tiefere Serumti-
ter auftreten konnen (Vretou et al., 2007). Bei einer Aus-
wertung der Resultate der gepaarten Serumproben dieser
Studie mit einem Grenzwert von 50 % wurden Seropri-
valenzwerte von 13.4% vor der Alpung beziehungsweise
11.4% nach der Alpung berechnet, im Gegensatz zu 9.7 %
beziehungsweise 8.6 % bei einem Cut-off von 60 %; aber
auch die Werte bei einem S/P %-Wert von 50 % sind gering
verglichen mit denen anderer Gegenden wie dem Kanton
Graubiinden. Also wurde in unserer Studie die Seropri-
valenz eventuell leicht unterschitzt, trotzdem bestehen
noch immer grosse Seropriavalenzunterschiede zwischen
dem Bundesland Vorarlberg mit Werten von 9.2 % (60 %
Cut-off) beziehungsweise 12.4 % (50 % Cut-off) und dem
benachbarten Kanton Graubiinden mit 43 %.

| Etude des séroconversion quant a Chlamy-
i dia abortus chez les moutons de la région du
| Vorarlberg avant et aprés I'estivage

On a examiné 796 sérums provenant de moutons al-
| pés dans la région du Vorarlberg avec un test ELISA |
. du commerce quant aux anticorps contre Chlamydia
| abortus, agent de I'avortement enzootique du mouton. |
. Le but de cette étude était de déterminer la séropréva- |
lence dans la région, d’établir une comparaison avec
i la séroprévalence relevée dans le canton des Grisons
voisin et de constater les séroconversions survenue |
. durant Destivage. 421 échantillons ont été prélevés
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In Bergregionen sind allgemeine Risikofaktoren fiir die
Verbreitung von C. abortus vorhanden wie die Alpung auf
Gemeinschaftsweiden, Alpauffahrt und Talabfahrt auf
gemeinsame Weiden sowie die hohe Durchseuchungs-
rate unter extensiven Haltungsbedingungen, die aber in
den Regionen Wallis, Graubiinden und Vorarlberg glei-
chermassen vorhanden sind. In der vorliegenden Studie
wurde aber erstmals ein Vergleich der Seroprivalenz-
werte in einer Region vor und nach der Alpung erho-
ben. In unseren Untersuchungen konnten bei 5.0 % der
Tiere (n=18/359) nach der Alpung Antikérper gegen C.
abortus nachgewiesen werden, deren Serostatus vor der
Alpung als negativ bewertet wurde. Bei der Auswertung
der Resultate mit dem gepaarten t-Test ergab sich ein
p-Wert von 0.03, welcher als signifikant gewertet wird.
Die Differenz der Mittelwerte der beiden untersuchten
Gruppen vor und nach Alpung betrug 2.9 %. Der unter-
schiedliche Mittelwert zwischen den Gruppen vor und
nach Alpung blieb auch bei einem Standardfehler von
1% bestehen und gilt somit als relevant. Die Streuung in
Form der Standardabweichung ist allerdings zu gross, als
dass eine klare a priori Zuordnung von Einzelproben in
eine der beiden Gruppen moglich wire. Neuinfektionen
wihrend der Alpung sind demnach mdoglich, es kommt
aber nicht zu klar definierbaren Seropravalenzanstiegen.
Somit erscheint auch ein Effekt auf die Verbreitung von
C. abortus durch den traditionellen Tierverkehr zwischen
der Region Vorarlberg und dem Kanton Graubiinden
unwahrscheinlich. Eine weitere Moglichkeit fiir die ver-
mehrte Verbreitung von C. abortus in Bergregionen stel-
len Wildwiederkiduer dar, indem sie auf den Alpweiden
in Kontakt zu den Hauswiederkduern stehen. In einer
Studie am Institut fir Veterindrpathologie der Universi-
tit Zurich wurde die Steinbockpopulation des Kantons
Graubtindens auf C. abortus untersucht, allerdings konn-
te auch hier keinen derartigen Trend erkannt werden,
lag doch die Seroprivalenz fiir C. abortus nur gerade bei
1.5% (Holzwarth et al., 2010). Es sind in Zukunft weitere
Studien notig, um die vorliegenden Seropravalenzunter-
schiede besser zu erkliren.

Studio sulla sieroconversione della Chlamydia
| abortus nelle pecore nella regione del Vorarl-
| berg prima e dopo I‘alpeggio

' Si ¢ analizzato un totale di 796 campioni di siero pro-
. venienti da pecore estivate nella regione del Vorarlberg |
| tramite un kit ELISA commerciale per la rilevazione |
. di anticorpi contro la Chlamydia (C.) abortus, agente '
. eziologico dell’aborto enzootico delle pecore. Lo sco- |
. po di questo studio era di conoscere la sieroprevalenza |
i di questa regione, di paragonarla a quella del Cantone ‘!
| Grigioni suo confinante e di creare e definire la siero- |
. conversione durante I'alpeggio. Sono stati prelevati 421 |
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| avant estivage, les 375 restants 'ont été apres; on dis-
| posait de deux échantillons de sérum pour 359 ani- |
. maux. Dans la région du Vorarlberg, on a constaté une |
| séroprévalence moyenne de 9.2 % avec un seuil de 60 |
i %. Chez 5% des animaux, pour lesquels on disposait
. de 2 échantillons, on a pu constater, apres Pestivage,
| une séroconversion. La prévalence correspond 2 celle |
. des régions de Suisse qui sont similaires du point de |
i vue de la géographie et de la méthode d’estivage. Seul |
le canton voisin des Grisons présente, avec 43 %, des
- valeurs nettement plus élevées. Les résultats de cette |
. étude montrent que le trafic d’animaux traditionnel |
. entre ces deux régions ne favorise pas la diffusion de |
. C. abortus.
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