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Chlamydienabort beim Schaf: Moglichkeiten
der serologischen Diagnostik mit einem
kompetitiven ELISA und Einblick in die
epidemiologische Situation in der Schweiz

P Gut-Zangger!, E. Vretou?, E. Psarrou?, A. Pospischil !, R. Thoma

Zusammenfassung

Aus 19 Betrieben in der Schweiz wurden 466
Schafseren mittels eines kompetitiven enzyme-
linked immunosorbent assay (cELISA) auf Anti-
korper gegen Chlamydia psittaci «Serotyp 1»
(«enzootischer Schafabort») untersucht. Auf-
grund der hohen Zahl positiver Ergebnisse auch
in anamnestisch abortfreien Herden wurden aus
zwei dieser Herden insgesamt 30 Kotproben mit-
tels PCR untersucht. In einer dieser Proben
konnte DNS von intestinalen Chlamydia psittaci
«Serotyp 1» nachgewiesen werden. Diese Resul-
tate lassen vermuten, dass in der Schweiz nicht
nur der klinisch manifeste Chlamydienabort, son-
dern auch latente intestinale Infektionen mit
Chlamydia psittaci «Serotyp 1» weitverbreitet
sind. Die Schwierigkeiten, die sich dadurch fir
die serologische Diagnostik des «enzootischen
Schafabortes» ergeben, werden diskutiert und
auf dem cELISA basierende Losungsansitze vor-
gestellt. Die Komplementbindungsreaktion
(KBR), welche nach wie vor als Standardmetho-
de zum AntikOrpernachweis auf Chlamydien gilt,
wurde in der vorliegenden Studie ebenfalls ange-
wendet.

Schliisselworter: Abort — Schaf — Chlamydia
Psittaci «Serotyp 1» — cELISA — KBR

Einleitung

Da der Schafbestand in der Schweiz seit einigen Jahren
stindig zunimmt, fallen wirtschaftliche Verluste durch
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Chlamydial abortion in sheep: Possihilities of
serological diagnosis with a competitive ELISA
and insight into the epidemiologic situation in
Switzerland

466 sheep sera out of 19 flocks in Switzerland
were examined by a competitive enzyme linked
immunosorbent assay (cELISA) for antibodies
against Chlamydia psittaci «<serotype 1» («ovine
enzootic abortiony). Since numerous positive re-
actors were found in flocks without abortion
history, 30 fecal samples out of two of these
flocks were examined by PCR for evidence of
chlamydial DNA. One of these samples turned
out to contain DNA of Chlamydia psittaci «sero-
type 1».These results suggest, that in Switzerland
«serotype 1» of Chlamydia psittaci is wide-
spread not only as cause of chlamydial abortion
but also as latent intestinal infection in sheep.
The resulting difficulties for serological diagno-
sis of chlamydial abortion and possible solutions
based on the cELISA are discussed.The comple-
ment fixation test (CFT), still considered as
standard method for serological examination for
Chlamydiae, has additionally been applied.

Key words: abortion — sheep — Chlamydia
psittaci «serotype 1» — cELISA — CFT

verminderte Reproduktions-undAufzuchtleistungen im-
mer mehr ins Gewicht. Unter derVielzahl der moglichen
infektiosen Abortursachen nehmen Chlamydien beim
Schaf eine vorherrschende Stellung ein. Chlamydien
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sind gram-negative, sich obligat intrazellulir entwickeln-
de Bakterien.Von den vier innerhalb des Genus zusam-
mengefassten Spezies kommen beim kleinen Wieder-
kduer deren zwei,nimlich Chlamydia (C.) psittaci und
C. pecorum, VOr.

C. pecorum tritt weit verbreitet als subklinisch verlaufen-
de intestinale Infektion auf, kann beim Lamm aber auch
innerhalb des Arthritis-/Konjunktivitis-Komplexes eine
Rolle spielen oder als Erreger von Pneumonien auftreten
(Fukushi und Hirai, 1992; Storz und Kaltenbock, 1993).
C. psittaci Serotyp 1» ist der Erreger des «enzootischen
Schafabortes», wie der Chlamydienabort beim Schaf
auch bezeichnet wird. Der Erreger wird meist durch
Neueinstallung eines latent infizierten Tieres in eine im-
munologisch naive Herde eingeschleppt (Aitken, 1993).
Erleidet das neueingestallte Tier einen Abort, werden mit
der ausgestossenen Frucht, den Fruchthiillen und Lochi-
alsekreten massenhaft Chlamydien ausgeschieden.
Durch die perorale Erregeraufnahme werden weitere
Tiere der Herde infiziert. Sind diese Tiere nicht trichtig
oder bereits in der zweiten Trachtigkeitshalfte, geht die
Infektion nach einer ersten Bakteridmie in ein latentes
Stadium tber (Amin und Wilsmore, 1995).Im Laufe einer
zweiten Chlamydiimie kommt es ab dem 60.Tag der
nichsten Trichtigkeit zur Besiedlung der Plazenta, wel-
che ab dem 90.Tag Plazentanekrosen und eine thrombo-
embolische Infektion des Feten zur Folge hat (Buxton et
al., 1990). Die resultierende Plazentainsuffizienz fihrt zu
einem Abort im letzten Drittel der Trachtigkeit oder zur
Geburt von toten oder lebensschwachen Limmern. Wur-
de ein Lamm nicht bereits intrauterin infiziert, so wird es
den Erreger mit grosser Wahrscheinlichkeit peroral vom
mit Geburtsflussigkeiten verunreinigten Flies oder Euter
der Mutter aufnehmen (Wilsmore et al., 1984). In der
Milch selber wird der Erreger wahrscheinlich nicht aus-
geschieden (Jones und Anderson, 1989;Wilsmore, 1989).
Die venerische Ubertragung der Chlamydien ist zwar
moglich, sie scheint aber eine untergeordnete Rolle zu
spielen (Appleyard etal., 1985;Papp und Shewen, 19906).
Wird der Erreger erstmals in eine Herde eingeschleppt,
konnen innerhalb der folgenden zwei Ablammperioden
30% und mehr der Auen verwerfen. Die verlammenden
Tiere selber erkranken nicht und erlangen durch die In-
fektion eine meist lebenslang belastbare Immunitit. Da-
durch sinkt die jahrliche Verlustrate in enzootisch durch-
seuchten Herden auf ca. 5%, da nur noch zugekaufte Tie-
re und Remonten, welche sich intrauterin oder perinatal
infiziert haben, abortieren.

Mit Ausnahme von Australien und Neuseeland kommt
der «enzootische Schafabort» weltweit vor. Dass Chlamy-
dien eine der hdufigsten infektiosen Abortursachen
beim Schaf in Europa darstellen, wird durch verschiede-
ne Studien belegt (Plagemann und von Kruedener, 1984;
Plagemann, 1989; Wittenbrink, 1991; Jones, 1997; Mai-
nar-Jaime et al., 1998). Uber die Verbreitung dieses Abort-
erregers beim Schaf in der Schweiz war bislang wenig
bekannt. Untersuchungen einer grosseren Anzahl von
Abortfillen tiber zwei Ablammperioden haben jedoch
gezeigt, dass Chlamydien auch in der Schweiz zu den
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hidufigsten Aborterregern beim Schaf gehoren (Thoma
etal., 1998).

Die Diagnose des Chlamydienabortes kann sowohl
durch den mikroskopischen Erregernachweis am ge-
farbten Plazentaausstrich als auch mit verschiedenen,
neueren labordiagnostischen Verfahren (Immunhistolo-
gie, Zellkulturen, ELISA) erbracht werden.Bei einem vor-
liegenden Abortfall haben sich diese Methoden routi-
nemaissig bewihrt,und der Erregernachweis bereitet im
Normalfall keine Probleme (Butty-Favre und Nicolet,
1987; Rodolakis, 1988).

Die sich bei epidemiologischen Untersuchungen auf-
dringende serologische Diagnostik von Infektionen mit
C. psittaci «Serotyp 1» ist hingegen wesentlich schwieri-
ger. Grosse Probleme bereiten Kreuzreaktionen mit den
weit verbreiteten intestinalen Infektionen mit C. pe-
corum. Gerade die Komplementbindungsreaktion
(KBR), die noch immer als Standardmethode gilt und
vom «Office international des epizooties» (O.I.E.) emp-
fohlen wird, weist hauptsidchlich Genus-spezifische An-
tikorper gegen Lipopolysaccharide der Zellmembran
von Chlamydien nach. Diese serologische Methode ver-
mag daher nicht zwischen Infektionen mit C. pecorum
und C. psittaci zu unterscheiden (Cevenini et al., 1989;
Markey et al., 1993; Donn et al., 1997). Weitere serologi-
sche Methoden wie Mikroimmunfluoreszenz und Im-
munoblotting erlauben zwar einen Serotyp-spezifischen
Antikorpernachweis, erfordern aber gleichzeitig einen
grossen Arbeits- und Kostenaufwand und sind damit fiir
umfangreiche Untersuchungen und die Routinediagno-
stik nicht geeignet (Wang, 1971; Jones et al., 1997). Den
Anspriichen einer serologischen Diagnostik auf Spezi-
fitit und Sensitivitit, Standardisierung und der Moglich-
keit zur Untersuchung einer grossen Anzahl von Proben
mit vertretbarem Aufwand kann der «enzyme linked im-
munosorbent assay» (ELISA) am ehesten gentligen. Bishe-
rige Studien zeigen, dass der ELISA sensitiver als die KBR
ist und grundsitzlich die Moglichkeit einer Spezies-spe-
zifischen oder gar Serotyp-spezifischen Diagnostik bie-
tet (Cevenini et al., 1989; Anderson et al., 1995; Jones et
al., 1997, Salti-Montesanto et al., 1997).

In der vorliegenden Arbeit wurden 466 Schafseren aus
10 Herden mit Chlamydienaborten und 9 Herden ohne
Aborte der Schweiz mittels eines kompetitiven ELISAs
aufAntikorper gegen Chlamydia psittaci «<Serotyp 1» un-
tersucht. Vergleichend wurden die Seren auch mittels
KBR untersucht. Ziel war es, einerseits den ELISA in un-
serem Referenzlabor fiir Chlamydienabort beim kleinen
Wiederkduer zu etablieren und andererseits einen wei-
teren Einblick in die Epidemiologie des Chlamydien-
abortes beim Schaf in der Schweiz zu erhalten.

Tiere, Material und Methoden
Serumproben

Zur Untersuchung gelangten 466 Seren aus insgesamt 19
Schafherden. In 9 dieser Herden (231 Seren) waren
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anamnestisch seit Jahren keine Aborte mehr zu ver-
zeichnen, es ist daher zu erwarten, dass hier keine Infek-
tionen mit abortigenen Chlamydien vorliegen (= negati-
ve Herden).Die 10 weiteren Herden (235 Seren) wurden
von Thoma et al. (1997) als Herden mit Chlamydien be-
dingten Abortproblemen identifiziert (= positive Her-
den). 5 der negativen Herden befinden sich im Kanton
Graubiinden, 4 im Kanton Zurich. Die 10 positiven Her-
den verteilen sich auf die Kantone St. Gallen (3),
Graubiinden (2), Ziirich (1), Aargau (1), Luzern (2) und
Waadt (1).

Die Blutproben wurden mittels Vacutainer® Tubes (Bec-
ton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) entnommen,
das Serum gewonnen und dieses bei -70°C bis zur wei-
teren Verarbeitung aufbewahrt.

Fiir die Auswertung der cELISA-Daten auf Herdenbasis
wurde zum einen das arithmetische Mittel der Einzel-
werte der Tiere innerhalb der Herde gebildet; anderer-
seits wurde ein Serumpool, der alle Seren einer Herde zu
gleichen Teilen enthilt, direkt mittels des cELISAs unter-
sucht.

Kompetitiver ELISA (cELISA)

Sowohl das methodische Vorgehen wie auch das Anti-
gen, der monoklonale Antikorper und die Kontrollseren
wurden durch das Hellenic Pasteur Institute, Athen
(Griechenland), zur Verfiigung gestellt. Das genaue Vor-
gehen wurde durch Salti-Montesanto und Mitarbeiter
(1997) beschrieben. Die Auswertung der Seren basiert
auf der Ermittlung der prozentualen Hemmung der Farb-
entwicklung durch das Serum. Positiv ist ein Serum,
wenn es eine Hemmung von > 55% zeigt, zwischen
30-55% gilt eine Probe als fraglich und mit < 30% als ne-
gativ. Zur Vereinfachung werden im Nachfolgenden die
errechneten Hemmungen als «Titer» bezeichnet.

Komplementbindungsreaktion (KBR)

Die Untersuchung der Seren mittels KBR wurde freund-
licherweise durch Herrn Dr. H.-R. Hehnen, Bayer AG, Le-
verkusen (Deutschland) durchgefiihrt. Als positiv galt
ein Titer > 1:32. Auf die genaueren Angaben zum labor-
technischen Vorgehen und den verwendeten Reagenzi-
en soll hier nicht eingegangen werden und auf die wei-
terfuhrende Literatur verwiesen werden (Gut-Zangger P.
et al., in Vorbereitung).

Molekularbiologische Untersuchung
mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)

Um die Moglichkeiten einer intestinalen Chlamydienin-
fektion abzukliren, wurden aus zwei negativen Herden
von insgesamt 30 Tieren Kotproben gesammelt und mit-
tels der Polymerasekettenreaktion auf Chlamydien-DNS
untersucht. Diese molekularbiologische Untersuchung
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wurde in Anlehnung an das kiirzlich publizierte Proto-
koll durchgefiihrt (Schiller et al., 1997).

Resultate
Resultate der serologischen Untersuchung

Im kompetitiven ELISA waren 253 der Seren positiv, 139
negativ und 74 Seren fraglich positiv. Die KBR ergab 408
positive Seren, 48 Proben waren negativ und 10 ergaben
kein verwertbares Ergebnis. Die Verteilung der Resultate
auf die positiven und negativen Herden ist in den Abbil-
dungen 1 und 2 dargestellt.

Um die Herden als Ganzes zu beurteilen, wurden die
durchschnittlichen cELISA-Titer der einzelnen Herden
miteinander verglichen. Abbildung 3 zeigt die arithmeti-
schen Mittel der Herden auf, und in Abbildung 4 sind die
durchschnittlichen Herdentiter, die anhand der Untersu-
chung eines Serumpools ermittelt wurden, dargestellt.

Resultate der Kotuntersuchung
In einer der 30 Kotproben aus 2 abortnegativen Herden

konnte molekularbiologisch DNS von C. psitiaci «Sero-
typ 1» nachgewiesen werden.
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Abb. 1: Ergebnisse der serologischen Untersuchung
mittels cELISA und KBR in positiven Herden
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ADD. 2: Ergebnisse der serologischen Untersuchung
mittels cELISA und KBR in negativen Herden
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Abb. 3: Arithmetisch gemittelte Titer in den einzelnen
positiven und negativen Herden (cELISA)
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AbD. 4: Durchschnittliche Herdentiter ermittelt durch
Untersuchung eines Serumpools (cELISA)

Diskussion

Im cELISA waren 253 Seren (54,3%) positiv, 139 (29,8%)
negativ und 74 (15,9%) fraglich positiv,wihrend die KBR
408 (87,5%) positive, 48 (10,3%) negative und 10 (2,1%)
nicht auswertbare Seren aufzeigte. Damit liegt mit bei-
den Untersuchungsmethoden der Anteil positiver Resul-
tate iber den Erwartungen. In jeder der negativen Her-
den waren seropositive Tiere nachzuweisen. Damit stellt
sich die grundsitzliche Frage, ob unsere negativen Her-
den wirklich frei sind von Chlamydienabort, zumal sich
dieser Status lediglich auf die Aussage des Landwirtes
stiitzt. Im Rahmen der Blutentnahme wurden aber alle
Betriebe besucht, und es konnte festgestellt werden, dass
ein Grossteil der Schafbesitzer genau Buch fiihrt tiber
die Fertilitits- und Ablammgeschichte ihrer Schafe. Da
diese Aufzeichnungen die Aussage der Landwirte bezlig-
lich der Abortfreiheit ihrer Herden bestitigten, besteht
kein Grund mehr, diese Aussage anzuzweifeln.

Bei der Untersuchung mittels der lediglich Genus-spezi-
fischen KBR kann der Nachweis von seropositiven Tie-
ren in «<Abort-negativen» Herden durch Kreuzreaktionen
mit Antikorpern, die infolge einer intestinalen Infektion
mit C. pecorum gebildet worden sind, erklirt werden.
Gemiss Clarkson und Philips (1997) ist es ausserordent-
lich schwierig, diesen Erreger beim adultenTier nachzu-
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weisen. Daher spricht die Tatsache, dass in keiner der
mittels PCR untersuchten Kotproben DNS von C. pe-
corum gefunden wurde, keinesfalls gegen eine weite
Verbreitung dieser Infektion.

Beim hier verwendeten cELISA konnen Kreuzreaktionen
mit Antikorpern gegen C. pecorum ausgeschlossen wer-
den. In einer Evaluierung anhand von Schafseren aus ex-
perimentellen Infektionen konnte dieser cELISA ein-
wandfrei zwischen Infektionen mit C. pséttaci und C. pe-
corum unterscheiden (Salti-Montesanto et al., 1997). Die
67 seropositiven Tiere in unseren «Abort-negativen» Her-
den konnen hier also nicht auf die Unzulinglichkeit des
cELISA zurtickgefiihrt werden.Vielmehr muss in Betracht
gezogen werden, dass diesem Antikorpernachweis eine
intestinale Infektion mit C. psittaci «Serotyp 1» zugrunde
liegt. Eine naheliegende Erklirung, zumal eine fikale Aus-
scheidung von C. psittaci «Serotyp 1» bei einem Tier nach-
gewiesen werden konnte. Intestinale Infektionen mit
abortigenen C. psittaci bei Schafen aus Herden ohne
Abortprobleme wurden bisher erst in England und Grie-
chenland beschrieben (Jones, 1997; Salti-Montesanto et
al., 1997). Obwohl mit solchen intestinalen Isolaten expe-
rimentell Aborte ausgelost werden konnten,bleibt die Fra-
ge der Bedeutung als mogliche Infektionsquelle in Schaf-
herden offen (Storz, 1963; Rodolakis und Souriau, 1989).
Nebst der fraglichen Gefahr fiir die Herde, stellen diese
intestinalen Infektionen eine weitere Hiirde fuir die se-
rologische Diagnostik dar, da selbst bei der Verwendung
eines Serotyp-spezifischen Testes ein positives Resultat
nicht beweisend ist fiir eine klinisch relevante Infektion
mit C. psitiaci.

Unsere Untersuchungen haben ergeben, dass sich die
durchschnittliche Titerhohe mit dem cELISA in den po-
sitiven Herden unterscheidet von derjenigen in den ne-
gativen Herden. Wird der durchschnittliche Herdentiter
aufgrund der Einzeltiter berechnet, so ist bei einer Hem-
mung von 40-50% eine deutliche Grenze zwischen den
positiven und negativen Herden festzustellen. Noch
deutlicher kommt dieser Unterschied zum Ausdruck,
wenn der Herdendurchschnittstiter mittels Untersu-
chung eines Serumpools ermittelt wird. Abbildung 4
zeigt, dass alle bis auf eine positive Herden einen durch-
schnittlichen Titer von > 90% zeigen, wihrend die nega-
tiven Herden konstant unter 60% Hemmung bleiben. Bei
der einen positiven Herde mit einemTiter < 90% besteht
der berechtigte Verdacht, dass die Infektion nicht auf die
anderenTiere der Herde tibergegangen ist, da die betrof-
fene Aue zum Zeitpunkt des Abortes von der Herde ge-
trennt gehalten und anschliessend ausgemerzt wurde.
Anhand des Vergleiches auf Herdenbasis scheint dieser
cELISA also fihig zu sein, zwischen Titern ohne klini-
schem Korrelat undTitern infolge klinisch manifester In-
fektion mit abortigenen C. psittaci zu unterscheiden.Vor-
allem die Auswertung anhand eines Serumpools ist viel-
versprechend, da wir damit bei minimalem Zeit- und Ko-
stenaufwand eine klare Unterscheidung zwischen den
zwei Herdengruppen erreichen. Eine gezielte Folgestu-
die, die diese Daten uiberpriift und die Grenzwerte defi-
niert, ist bereits in Planung.
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Die diagnostische Aussagekraft der alleinigen serologi-
schen Untersuchung von Einzeltieren ist gemiss unse-
ren Ergebnissen eingeschrinkt. Serotyp-spezifische Anti-
korper sind auch bei Tieren nachzuweisen, die frei sind
von enzootischem Schafabort. Eine serologische Identi-
fizierung der tatsichlich von Chlamydienabort betroffe-
nen Herden war nur durch eine Auswertung auf Her-
denbasis moglich. Deshalb sollten positive Titer von Ein-
zeltieren nur unter Mitbertucksichtigung der gesamten
Herde interpretiert werden.

Die KBR wurde in dieser Untersuchung mitgefiihrt, da
sie trotz aller Unzulinglichkeiten noch immer als Stan-
dardmethode gilt. Wie erwartet konnte keine Korrela-
tion zwischen dem cELISA und der KBR nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt). Zusitzlich war die KBR
auch nicht in der Lage, einen Unterschied zwischen den
positiven und negativen Herden aufzuzeigen (Abb. 2).
Wiederum hat sich bestitigt, dass die KBR eine ungentu-
gende Nachweismethode darstellt,die moglichst schnell
durch einen geeigneteren Serotest ersetzt werden sollte.
Die Ergebnisse dieser Studie lassen vermuten,dass in der
Schweiz nebst klinisch manifesten (= Abort) auch sub-
klinische intestinale Infektionen mit Chlamydia psitia-
ci «Serotyp 1» weitverbreitet sind. Es konnte weiter ge-
zeigt werden, dass der hier verwendete Serotyp-spezifi-
sche kompetitive ELISA fihig ist, subklinische und klini-

Chlamydiose ahortive chez le mouton: Moyens
diagnostiques sérologiques par un test ELISA
compétitif et apercu de la situation épidémiolo-
gique en Suisse

Dans 466 sérums de moutons provenant de

19 troupeaux en Suisse des anticorps contre
Chlamydia psittaci «sérotype 1» («chlamydiose
abortive«) ont été recherchés au moyen d’un
compétitif enzyme linked immuno-sorbent assay
(cELISA). Apres avoir constaté une forte préva-
lence d’animaux positifs également dans les
troupeaux sans problemes d’avortement, de
I’ADN de Chlamydia a été recherché au moyen
de PCR dans 30 échantillons de feces provenant
de 2 de ces troupeaux. Un de ces échantillons se
révéla contenir de 'ADN de Chlamydia psittaci
«sérotype 1». Ces résultats suggerent qu’en Suis-
se Chlamydia psittaci est tres répandu non
seulement comme cause d’avortement mais aus-
si comme infection intestinale sans manifestati-
ons cliniques. Il en résulte des problemes de dia-
gnostic sérologique dont les solutions sont eva-
Iuées sur la base de modeles reposant sur le cELI-
SA.Tous les sérums ont également été éxaminés
par la réaction de fixation de complément puis-
que cette méthode est toujours considerée com-
me méthode de standard pour rechercher des
anticorps contre des Chlamydia.
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sche Infektionen auf Herdenbasis serologisch zu unter-
scheiden. Damit steht uns mit diesem cELISA heute eine
vielversprechende Methode zur serologischen Diagnose
des Chlamydienabortes zur Verfiigung, welche sowohl in
der Routinediagnostik als auch in grosser angelegten
epidemiologischen Studien zur Anwendung kommen
kann.
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Aborto nella pecora causato da clamidie

In 19 aziende svizzere sono stati analizzati 466
sieri di pecore, tramite CELISA (competitive en-
zyme-linked immunosorbent assay) alla ricerca
di anticorpi contro Chlamydia psittaci de «sero-
tipo 1» (aborto della pecora enzootico). A causa
dell’alto numero di risultati positivi ricontrati an-
che presso greggi anamnesticamente privi di
aborti, sono state analizzate in 30 casi le feci tra-
mite PCR in due di questi greggi. In un caso si ¢
potuta verificare la presenza di DNA di Chlamy-
dia psittaci del «serotipo 1».1 risultati lasciano
supporre che sia I’aborto causato da clamidiosi,
che 'infezione intestinale latente con Chlamy-
dia psittaci del «serotipo 1» siano largamente dif-
fuse in Svizzera. Le difficolta sero-diagnostiche
che ne conseguono, vengono discusse e delle
possibili soluzioni sulla base della cELISA vengo-
no presentate. Nel lavoro qui presentato € stata
anche usata la reazione d’aggregazione del com-
plemento, che tuttora € riconosciuta come il me-
todo d’uso per 'accertamento di anticorpi con-
tro le clamidie.
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