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ABSTRACT.

Coxiella (C.) burnetii — the causative agent of Q fever — can be shedded by milk and is
presented in 2 phases of antigen (Phl, PhII). The aim of this study was to detect shedding of
C.burnetii DNA in milk and phase-specific serological response in dairy herds with previous
history of infection. The study involved 5 dairy farms in different parishes in Latvia with
previous history of C.burnetii DNA in aborted fetuses. Serum and milk samples were
collected from aborted cows and randomly selected other ones in different ages, and serum
samples from randomly selected heifers. Milk samples were tested by detection of Coxiella
burnetii by real-time enzymatic DNA amplification using ,,ADIAVET™ COX REALTIME”
(ADIAGENE). Sera were tested by ,,VetLine Coxiella Phasel and Phase2 ELISA”
(NOVATEC). Among 46 serum samples 6 (13%) were positive and 3 (7%) were in ,,grey
zone” to C.burnetii Phasel antigen (respectively PhI*, PhI""). None of heifers had serological
response. Among 34 milk samples 3 (9%) cows were shedding C.burnetii DNA (DNA™). Out
of 6 PhI* and 3 PhI"" cows 1 and 1 were DNA*. PhI"" and PhI" cows were 2-5 times more
than DNA" cows. In dairy herds with previous history of C.burnetii can be redetected at least
one evidence about infection excluding serological response to PhIl. Serological response to
Phl is present only in milking cows, it increases by animals’age. Aborted cows with previous
history of C.burnetii DNA can be seronegative and no milk shedders. Seropositive animals
can be several times more than shedders. Research will be continued.
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IEVADS

Coxiella burnetii ir mazas, Gram-negativas bakterijas, kas ierosina Q drudzi — pasaulé
plasi izplatitu zoonozi. Coxiella burnetii ir obligati intracelulars patogéns. Izskir divas
C.burnetii attistibas stadijas — mazo Stnu variantu (small cell variant — angl.) un lielo Stunu
variantu (large cell variant — angl.). Lielo $iinu variants ir metaboliski aktiva bakt&riju
intracelulara forma, tai raksturiga sporogéna diferencésanas, ka rezultata veidojas izturigas
bakteriju sporu formas, kuras talak attistas par metaboliski neaktivo mazo §tnu variantu, kas
ir baktériju ekstracelulara forma. Tas no inficétas saimniekStnas tiek atbrivotas un nonak
arvide, tam piemit augsta izturiba pret dazadiem nelabveligiem vides apstakliem un augsta
virulence (Babudieri, 1959; Maurin et al., 1999).

Infic€Sanas gan dzivniekiem, gan cilvékiem galvenokart notiek caur elpceliem, ieelpojot
ierosinataju, kas nonacis arvidé ar inficéta dzivnieka kermena sekrétiem un ekskrétiem. Tiem
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izzustot, C.burnetii puteklu dalinu veida viegli izplatas, saglabajot augstu virulenci
(Babudieri, 1959; Maurin et al., 1999). Dzivnieki savstarp&ji infic€jas, dzivojot ciesa kontakta
(Angelakis and Raoult 2010). lerosinataja klatbutne konstateta C.burnetii seropozitivu bullu
sperma, kas pielauj ari seksualas transmisijas iesp&ju (Kruszewska and Tylewska-
Wierzbanowska, 1997), tacu citi dzivnieku un cilvéku infic€Sanas veidi aprakstiti ka mazak
nozimigi (Babudieri, 1959).

Galvenie C.burnetii infekcijas rezervuari, no kuriem cilveki uznem ierosinataju, ir
lauksaimniecibas dzivnieki — govis, kazas un aitas. (Angelakis and Raoult 2010) Cilveku vidia
infekcijas riskam vairak paklautas lopkopiba iesaistitas personas, kautuvju un laboratoriju
darbinieki (Babudieri, 1959).

Q drudzis govim parasti noris subkliniski, atseviSkos gadijumos infekcijas pirmajas
dienas sastop pasSlimitgjosu drudzi. (Agerholm, 2013). Cilveki ir vienigie C.burnetii
saimniekorganismi, kuriem slimiba regulari izpauZas kliniski (Babudieri, 1959).

Q drudzis gan dzivniekiem, gan cilvékiem var noritét akiita vai hroniska forma. Ta ka
slimiba nereti noris asimptomatiski, aizdomu gadijuma par saslimSanu ar Q drudzi slimibas
formu viegli diferencét pec ierosinataja fazes specifisko antivielu klatbutnes. Izdala I un II
fazes C.burnetii antigénus (turpmak teksta attiecigi Phl un PhlIl), kas atSkiras pec Siinas
virsmas lipopolisaharidu ipasibam. (Maurin et al., 1999) Phl antigénam piemit augstaka
infekciozitate ka PhIl antigénam, tacu, pateicoties Siinas sienas TpaSibam, tas ir ilgak
pasargatas no organisma imunreakcijas (Fournier et al., 1998).

Akiitas Q drudza infekcijas gadijuma dominé pret PhIl specifiskas antivielas (IgM,
IgG). PhII specifiskas IgM antivielas ir nosakamas 7-15 dienu laika p&c klinisko pazimju
paradiSanas, maksimalo titru sasniedz 4-8 ned€las un nosakamas saglabajas 10-12 ned€las
(Angelakis and Raoult 2010) lidz 17 ned€lam, pakapeniski samazinoties 12 méneSu laika
(Fournier et al., 1998). Phll specifiskas IgG antivielas augstako titru sasniedz 8 ned€las péc
slimibas pazimju novérosanas, tds organisma var persistét gadiem. Hroniskas Q drudza
infekcijas gadijuma sastop pret Phl specifiskas antivielas (IgG, IgA), to titrs pat gadu péc
infic€Sanas nav tik augsts ka PhlII antivielam. Hroniskas infekcijas gadijuma pie persistgjosas
C.burnetii klatbiitnes var biit augsts gan Phl, gan PhIl antivielu titrs. Phl IgA antivielu
klatbiitne parasti norada uz hronisku infekciju (Angelakis and Raoult, 2010; Fournier et al.,
1998). Kaut ari serologiskie izmekl&jumi lauj atklat dzivniekus, kam bijusi saskare ar
ierosinataju, tie neatklaj dzivniekus, kuri ierosinataju izdala arvide. C.burnetii DNS
noteikSana biologiskajos materialos (piena, maksts glotas, fécés) lauj identificét dzivniekus,
kuri ierosinataju aktivi izdala un tadgjadi ir potencialie infekcijas izplatitaji ganampulka
(Guatteo et al., 2006). Piena C.burnetii DNS klatbiitni iesp&jams noteikt Iidz 32 méneSiem péc
atnesanas (Barberio et al. 2014), turklat ta var biit gan pastaviga, gan sporadiska (Guatteo et
al., 2007).

Petijuma mérkis ir noteikt C.burnetii DNS klatbiitni piena un C.burnetii antigéna fazes
specifisko iminatbildi seruma ganampulkos, kuru laboratorisko izmekl€jumu vésturé ir
ieprieksgjas zinas par C.burnetii infekciju.

MATERIALS UN METODIKA

Izmeklgjamie materiali ievakti 5 slaucamo govju ganampulkos dazados Latvijas
pagastos. Ganampulku izvelé noteicoSais faktors — C.burnetii DNS klatbiitne abortéto auglu
paraugos, kas saskana ar Dzivnieku infekcijas slimibu valsts uzraudzibas planu iesttiti aborta
c€lona noskaidroSanai 2017.gada. Dati par slaucamo govju skaitu pétijuma ieklautajos
ganampulkos uz 01.01.2017. un izslaukumu 2016.gada (www.ldc.gov.lv) apkopoti 1.tabula.
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1.tabula / Tablel

Slaucamo govju skaits pétijjuma ieklautajos ganampulkos un izslaukums
Number of milking cows in herds included in research and milk yield

Ganampulks | Slaucamo govju skaits Izslaukums, kg/gada
A 75 6900
B 161 8445
C 384 8463
D 610 7477
E 615 11050

Petijuma izmekleti abortgjuSo dzivnieku (n=5), nejausi izveéleétu pirmpienu (n=14),
vairaku laktaciju govju (n=15) piena un asins seruma paraugi un grisnu telu (n=12) asins
seruma paraugi. Kopa izmekl&ti 34 piena un 46 seruma paraugi (skatit 2.tabulu).

2.tabula / Table2
Izmekléjamo paraugu skaits
Number of samples tested
Piens + serums Serums
Ganampulks Abortejusi Pirmpiene Valr_al.(.a > Griisna tele
laktacijas
A 1 3 3 3
B 1 3 3 3
C 1 3 3 3
D 1 3 3 3
E 1 2 3 0
Kopa: 5 14 15 12

sterilos plastikata konteineros pa 20 ml no cCetriem tesmena ceturkSniem. Pirms parauga
ievakSanas veikta pupu galu tiriSana vispirms ar sausu, péc tam ar 70% etanola samitrinatu
auduma salveti un pirmo striklu atslaukSana. Asins paraugi ievakti no astes vénas sterilos
vakutaineros ar rec€Sanas aktivatoru. Pirms parauga ievakSanas astes ada punkcijas apvidi
attirita ar 70% etanola samitrinatu auduma salveti. Peéc ievakSanas piena un asins paraugi
nekavéjoties atdzeséti [idz +4 °C. Péc atdzes€Sanas 2 — 6 stundu laika piena paraugi sasaldéti -
16°C. Asins paraugiem 24 stundu laika p&c ievakSanas veikta seruma atpipeteéSana, serums
sasaldéts -16 °C. Piena un seruma paraugi lidz izmekl€Sanai uzglabati sasaldeti -16 °C.
Paraugu izmekl&sana veikta 2017.gada augusta un septembri.

Piena paraugos C.burnetii DNS klatbutne noteikta molekularbiologiski ar reala laika
polimerazes kédes reakciju, lietojot ,,ADIAVET™ COX REALTIME” (ADIAGENE)
komplektu. Rezultatu interpretacija lauj konstatét C.burnetii DNS pozitivus un negativus
paraugus, ka ar1 pozitivajiem paraugiem kvantificét C.burnetii mobila elementa IS1111 kopiju
skaitu 1 ml piena.

Serologiski dzivnieku iminatbilde uz C.burnetii antigéna fazi noteikta ar ELISA
metodi, lietojot ,,VetLine Coxiella Phase 1 ELISA” un ,,VetLine Coxiella Phase 2 ELISA”
(NOVATEC) komplektus. Rezultatu interpretacija lauj konstatet pozitivus, aizdomigus un
negativus paraugus.
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REZULTATI UN DISKUSIJA
C.burnetii DNS klatbutnes piena un C.burnetii antigéna fazes specifiskas imtinatbildes
seruma rezultatu apkopojums paradits 1.attela.

W Pozitvi

H Negatwvi

Phi+/-

DNS+ Phl+

1.attels. Piena un seruma izmekléjumu rezultatu apkopojums
Figure 1. Summary of results of milk and serum samples

Attela redzams, ka 3 (9%) no 34 izmekl&tajiem piena paraugiem konstatéta C.burnetii
DNS klatbiitne (turpmak teksta DNS*). 6 (13%) no 46 izmekl&tajiem seruma paraugiem
konstatéta pret C.burnetii Phl pozitiva imiinatbilde (turpmak teksta PhI") un 3 (7%) paraugos
aizdomiga imiinatbilde (turpmak teksta PhI'"). C.burnetii Phll antivielu klatbiitne, neraugoties
uz PhI* un PhI"" atradumiem, neviena no izmekl&tajiem seruma paraugiem nav konstatéta.
Sads rezultats (PhI'/PhII') ir reti sastopams, tas var attistities no PhI*/PhII*, noradit uz
persistejosu infekciju vai velak klat negativs (Bottcher et al. 2011).

Rezultati ganampulka Itment par C.burnetii DNS klatbiitni piena un Phl imiinatbildi
seruma apkopoti un paraditi 3.tabula.

3.tabula / Table 3
C.burnetii DNS piena un Phl imiinatbilde seruma ganampulkos
Shedding of C.burnetii DNA in milk and serological response to Phl in herds

Ganampulks C-burnetii DNS PhI* PhI*
piena
A - - +
B - + -
C + - +
D T T -
E 3 n T

Tabula redzams, ka DNS™ konstatéts 2 (40%) no pétijuma ieklautajiem ganampulkiem.
PhI" imiinatbilde konstatéta 3 (60%) ganampulkos. PhI"" imiinatbilde konstatéta 3 (60%)
ganampulkos. Turklat katra no pétijuma ieklautajiem ganampulkiem konstatéts vismaz viens
vai divi no noteiktajiem raditajiem — DNS*, PhI* vai PhI"", kas liecina par infekcijas esosu /
bijusu klatbiitni ganampulka.

Rezultati dzivnieku grupu Ilimeni par C.burnetii DNS klatbtutni piena un Phl
iminatbildi seruma apkopoti un paraditi 2.attela.
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2.attels. C.burnetii DNS klatbuitne piena un Phl imainatbilde seruma dazadas dzivnieku
grupas

Figure 2. Shedding of C.burnetii DNA in milk and serological response to Phl in different
groups of animals

Attela redzams, ka griisno telu grupa imiinatbilde seruma nevienam no dzivniekiem
nav konstatéta. Abortgjuso govju grupa PhI*” imiinatbilde konstatéta 1 (20%) dzivniekam.
Pirmpienu grupa DNS" konstatéts 1 (7%) un PhI" imtnatbilde 3 (21%) dzivniekiem. Vairaku
laktaciju govju grupa DNS* konstatéts 2 (13%), PhI* iminatbilde 3 (20%) un PhI™-
imunatbilde 2 (13%) dzivniekiem.

Vairaku laktaciju govju izmeklg&jumu rezultati detalizétak paraditi 3.attela.

O = N W ks ;

0 0 0 Fa 0 0 ~ - - 0 .00

2.1aktacija 3.1aktacija 4.laktacija 5.1aktacija 6.1aktacija
m DNS+ m®mPhl+ mPhl+/- mKopadzivnieki

3.attels. C.burnetii DNS klatbutne piena un Phl imiinatbilde vairaku laktaciju govim
Figure 3. Shedding of C.burnetii DNA in milk and serological response to Phl in multiple
lactations

Attéla redzams, ka nevienai no 2.laktacijas govim nav konstatéts nedz DNS”, nedz Phl
imiinatbilde. 3.laktacijas govim DNS" konstatéts 1 (20%) un PhI”" iminatbilde 3 (60%)
dzivniekiem. 4.laktacijas govim PhI" iminatbilde konstatéta 3 (50%) dzivniekiem. 5.laktacijas
dzivnieki pétijuma nav iekluvusi. 6.laktacija DNS™ konstatéts 1 (33%), turklat seronegativam
dzivniekam.

Analizgjot iepriekSminéto, konstatéts, ka, pieaugot dzivnieku vecumam, procentuali
pieaug PhI" imiinatbildes sastopamiba (pirmpiengm 21%, 4.laktacijas dzivniekiem 50%), kas
saskan ar citu autoru (Bottcher et al., 2011) rezultatiem. Papildus konstatéts, ka, pieaugot
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dzivnieku vecumam, sastop ari PhI*" imiinatbildi (3.laktacijas dzivniekiem 60%). Jaatzimg, ka

pétTjuma tika konstatets DNS™ seronegativam dzivniekam, kas saskan ar citu autoru (Barberio
et al., 2014) rezultatiem.

Vertéta ar1 Phl imiinatbildes seruma sakritiba ar C.burnetii DNS klatbutni piena
(attiecigi PhI"/DNS*, PhI'/DNS" un PhI""/DNS*, PhI""/DNS"), rezultati apkopoti un paraditi
4.tabula.

4.tabula / Table 4
Phl imiinatbildes seruma sakritiba ar C.burnetii DNS izdaliSanos piena
The relation between serological response to Phl and shedding of C.burnetii DNA in milk

PhI imiinatbilde seruma, PhI* PhI™
dzivnieku skaits 6 3
C.burnetii DNS piena, DNS* DNS- DNS* DNS-
dzivnieku skaits 1 5 1 2

Tabula redzams, ka PhI"/DNS" ir 1 dzivnieks. PhI'/DNS" kopa 5 dzivnieki. PhI*"
/DNS" ir 1 dzivnieks, PhI"/DNS" kopa 2 dzivnieki.

legiitie rezultati parada, ka C.burnetii skarta ganampulka dzivnieku, kas izdala
ierosinataju ar pienu, var but 2-5 reizes mazak ka serologiski aizdomigo vai seropozitivo
dzivnieku. legttie rezultati saskan ar citu autoru (Barberio et al., 2014) rezultatiem. Vertgjot
dzivnieka sp&ju izdalit ierosinataju arvide, nevajadzetu balstities tikai uz C.burnetii klatbutnes
piena rezultatiem, jo piens nav domingjosais C.burnetii izdaliSanas cel$ no infic€ta dzivnieka,
tie ir arT izdalfjumi no maksts, féces (Guatteo et al., 2006), ka arT placenta un abortets auglis
(Maurin et al. 1999). IzdaliSanas ar pienu turklat var biit gan pastaviga, gan sporadiska,
neatkarigi no paraugu ievaksSanas laika (Guatteo et al., 2007).

Petijumu planots turpinat, péc 6 méneSiem atkartoti izmeklgjot pétijuma ieklauto
dzivnieku piena un asins seruma paraugus un analizgjot to saistibu ar eso$ajiem rezultatiem.

SECINAJUMI

1. Katra ganampulka ar iepriek$gjam zinam par pozitiviem C.burnetii izmekl€jumiem
sastop vismaz vienu no noradem (DNS', PhI", PhI"") par C.burnetii infekciju, tacu
serologisku imiinatbildi pret PhlI nesastop.

2. Phl iminatbildi seruma sastop tikai slaucamam govim, turklat, palielinoties dzivnieku
vecumam, pieaug Phl imiinatbildes sastopamiba seruma.

3. Abortgjusie dzivnieki, neraugoties uz aborta augli konstatetu C.burnetii DNS klatbitni,
var neizdalit C.burnetii DNS ar pienu un biit seronegativi.

4.  Dzivnieku skaits, kuriem seruma konstateta Phl imiinatbilde, vairakas reizes parsniedz
dzivnieku skaitu, kuri izdala C.burnetii DNS ar pienu.

PATEICIBA

Izsaku pateicibu par iesp&ju veikt petijumu:

e Latvijas Lauksamniecibas universitates Zinatnes padomei par finans€juma pieskirSanu
pétniecibas programmas “Zinatniskas kapacitates stiprinaSana LLU” ietvaros
zinatniskajam projektam ,,Q drudza sastopamiba slaucamo govju ganampulkos Latvija un
ta ietekme uz reprodukcijas raditajiem”.

e Partikas droSibas, dzivnieku veselibas un vides zinatniskajam institiitam BIOR un seviski
Dzivnieku slimibu diagnostikas laboratorijai par cieSo sadarbibu informacijas aprit€ un
laboratorisko izmekl&jumu veikSana.
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