Streszczenie

Goraczka Q to zoonoza notowana u ludzi oraz wielu gatunkéw zwierzat na catym
Swiecie. Czynnikiem etiologicznym tej choroby jest Coxiella (C.) burnetii, wysoce
zakazny 1 zarazliwy drobnoustrdj, uznawany za bron biologiczng kategorii B. Z uwagi
na brak objawow patognomonicznych, a takze czgsty subkliniczny przebieg infekcji
u bydla, ostateczne rozpoznanie zakazen tym patogenem wymaga zastosowania
odpowiednich badan laboratoryjnych.

Celem badan bylo okreslenie seroprewalencji oraz prewalencji C. burnetii
w stadach bydla hodowanego w Polsce polaczone z charakterystyka molekularng
szczepOw terenowych przy zastosowaniu metod MLV A 1 MST. Do badan serologicznych
i/lub molekularnych wilaczono takze mleko i1 produkty mleczne, w tym mleko
z mlekomatow dostgpne w sprzedazy na terenie Polski. Ponadto, w celu oceny mozliwosci
transmisji drobnoustroju droga alimentarng, przeprowadzono doswiadczenie na kawiach
domowych.

Badania serologiczne 2635 probek surowicy krwi bydlecej, pozyskanej od zwierzat
z 969 stad, wykazaty obecno$¢ przeciwciat anty-C. burnetii w 24,46% stad. Roznego
rodzaju materiat biologiczny do badan molekularnych pobrano od bydia z terenu 15
wojewodztw. W sumie przebadano 1439 probek, ktore pochodzity z 279 stad, w tym: 897
probek mleka, 101 probek mleka zbiorczego, 409 wymazéw z drog rodnych oraz 32
wycinki tozysk. Ponadto, badaniom poddano 12 probek mleka dostgpnego w handlu,
w tym 2 probki pochodzace z mlekomatow oraz 40 probek produktow mlecznych. Materiat
genetyczny patogenu (sekwencja insercyjna IS//// kodujaca transpozazg) wykryto
metoda real-time PCR w 31,54% stad bydta objetych badaniami oraz w 69,2% badanych
mlek i1 produktéw mlecznych dostepnych w handlu. Stwierdzono réwniez, ze najczestsza
drogg siewstwa C. burnetii w stadach jest siewstwo z mlekiem.

Dodatkowo, przy uzyciu testu chi-kwadrat, wykonano analiz¢ porownawcza
wynikow badania zbiorczych oraz indywidualnych probek mleka, ktoére uzyskano
metodami ELISA ireal-time. Zar6wno w przypadku uwzglednienia wynikow watpliwych,
jak 1 bez nich, test chi-kwadrat wykazal istotng statystycznie zalezno$¢ pomiedzy
wynikami testu real-time PCR 1 ELISA, kazdorazowo przy poziomie p<0,0001.
W przypadku analizy warto$ci Ct oraz OD indywidualnych i zbiorczych proébek mleka
przy uzyciu wspotczynnika korelacji Spearmana, otrzymano istotng statystycznie korelacje

ujemng (odpowiednio R=-0,49 oraz R=-0,46).



Kluczowy aspekt pracy stanowilo genotypowanie szczepdéw  bakterii
z zastosowaniem metod: multiple-locus variable number tandem repeat analysis (MLVA)
oraz multispacer sequence typing (MST). Zostalo ono wykonane z wykorzystaniem DNA
ekstrahowanego bezposrednio z probek, bez wczesniejszej izolacji patogenu na liniach
komorkowych. Wszystkie zidentyfikowane genotypy MLV A oraz typy sekwencyjne MST
zostaly zweryfikowane oraz dodane do migdzynarodowych internetowych baz danych
przez ich administratorow. Metoda MLVA, charakteryzujaca si¢ wigksza zdolnoscia
dyskryminacji, pozwolita na identyfikacje w probkach terenowych 7 genotypéw, w tym
dwoch nowych, ktore nie byly dotychczas opisywane. Najczesciej stwierdzany byt
genotyp I o liczbie STR 6-13-2-7-9-9, do ktorego nalezato 25% szczepow terenowych
poddanych genotypowaniu. Nieco rzadziej identyfikowano genotyp J (6-13-2-7-9-10),
ktorego odsetek stanowil 16% analizowanych probek. Obydwa genotypy wykazuja
rozlegly zasigg wystepowania geograficznego 1 sg jednymi z najczesciej identyfikowanych
u bydta nie tylko w Polsce, ale rowniez na swiecie. Kazdy z dwoch nowych genotypow
MLVA stanowil jedynie 2% w puli szczepdéw genotypowanych, natomiast w niektorych
przypadkach nie udato si¢ uzyska¢ pelnego genotypu badz wykrywano genotyp mieszany.
Genotypowanie z wykorzystaniem DNA uzyskanego z probek mleka i produktow
mlecznych dostepnych w sprzedazy, pozwolito na identyfikacje w jednej z probek
trzeciego nowego genotypu, natomiast w dwoéch wykryto genotyp 6-13-2-7-9-9 (I).
Minimalne drzewa rozpinajace obrazuja wysokie podobienstwo genetyczne nie tylko
pomigdzy genotypami MLVA szczepéw bydlecych zidentyfikowanymi w niniejszych
badaniach, ale takze pomig¢dzy tymi wystepujacymi w innych krajach, co moze wskazywac
na specyficzno$¢ gatunkowgq oraz klonalne rozprzestrzenianie si¢ szczepéw C. burnetii
w populacji bydta. Za pomocg techniki MST wykazano przynalezno$¢ szczepdéw
terenowych do trzech typow sekwencyjnych: ST16, ST20 oraz jednego nowego, ktory
opisano jako ST61. Z kolei w probkach dostepnych w sprzedazy identyfikowano jedynie
ST61. Analiza sekwencji nukleotydowych w 10 badanych loci metoda MST wykazala,
ze nowy typ sekwencyjny (ST61) rézni si¢ od ST20 delecja jednego nukleotydu na pozycji
420 w locus Cox37. Wysokie podobienstwo ST61 do ST20 moze jedynie wskazywaé
na podobne cechy szczepoéw nalezacych do obu typow sekwencyjnych. Niezwykle istotne,
zwlaszcza w kontek$cie ochrony zdrowia publicznego, jest stwierdzenie w badanych
probkach genotypow oraz typow sekwencyjnych, ktore identyfikowano w innych krajach
w materiale pochodzacym od ludzi cierpigcych zardwno na ostra, jak réwniez chroniczng

posta¢ goraczki Q. Nalezy jednak podkresli¢, ze zaden z badanych szczepoéw
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nie przynalezal do tego samego genotypu, co wysoce patogenne szczepy bedace przyczyna
epidemii choroby w Holandii. Ponadto, genotypy stwierdzane obecnie w Polsce, sg inne
niz te izolowane w naszym kraju z ognisk choroby w XX wieku.

W kolejnym etapie badan przeprowadzono trwajace 5 tygodni doswiadczenie,
ktére mialo na celu ocen¢ mozliwosci transmisji C. burnetii droga pokarmowa.
Wykorzystano 15 dorostych samcéw kawii domowej pochodzacych z chowu wlasnego
PIWet-PIB, a do zakazenia per os uzyto szczepu referencyjnego C. burnetii Nine Mile fazy
I. Zwierzeta zostaly podzielone na pig¢ grup: grupe kontrolng oraz cztery grupy badane,
o liczebnosci po 3 osobniki kazda. Kazde zwierze z grupy kontrolnej otrzymywato co 48
godzin, 1 ml jatlowego roztworu PBS, aplikowanego jalowa strzykawka bezposrednio
do jamy ustnej. Z kolei osobnikom nalezagcym do grupy I podano jednokrotnie 1 ml
inokulatu zawierajagcego 10> komorek C. burnetii/ml. Zwierzeta z grupy 11 otrzymywaty
inokulat zawierajacy rowniez 10> komérek C. burnetii/ml, ale podawany per os co 48 godz.
Kawiom domowym nalezagcym do grupy doswiadczalnej III, zostal w ten sam sposob
jednokrotnie podany 1 ml zawiesiny bakteryjnej zawierajacej 10° komérek C. burnetii/ml.
Zwierzgta z grupy IV otrzymywaty po 1 ml inokulatu zawierajacego taka sama liczbe
komoérek bakteryjnych co 48 godzin. Przeprowadzone doswiadczenie nie wykluczyto
mozliwo$ci transmisji patogenu droga pokarmowa. Po podaniu C. burnetii per os,
ujednego z osobnikow stwierdzono serokonwersje, natomiast u innego zwierzecia
potwierdzono, metodg real-time PCR, obecnos$¢ bakterii w tkance jadra, co wskazuje
na rozprzestrzenienie zakazenia droga hematogenng. U wigkszosci zwierzat nie wykazano
obecnos$ci swoistych przeciwcial, ani materialu genetycznego patogenu, mozna wiec
domniemywac, ze rozw0j infekcji jest uzalezniony od wielu czynnikéw takich jak status
immunologiczny danego zwierzecia. Wyniki wykonanego do$wiadczenia, dostepne
doniesienia literaturowe, a takze wysoki odsetek produktow mlecznych, w ktorych
wykryto DNA C. burnetii wskazuja, ze konsumpcja niepasteryzowanego mleka
oraz produktow z niego wytworzonych moze stanowi¢ potencjalne zagrozenie dla zdrowia

cztowieka.



Summary

Q fever is a zoonotic disease, which has been reported in humans and many animal
species worldwide. The etiological agent of this disease is Coxiella (C.) burnetii, a highly
infectious and contagious bacteria, which is classified as a category B bioterrorism agent. Due
to the lack of specific symptoms and commonplace subclinical infections in cattle, the diagnosis
needs to be made on the basis of results of appropriate laboratory tests.

The aim of this research was to determine the seroprevalence and prevalence
of C. burnetii in dairy cattle herds in Poland and to perform molecular characterisation of the
field strains using MLVA and MST methods. Serological and/or molecular tests were also
performed on commercially available milk samples, including milk from vending machines and
dairy products. Moreover, to assess the possibility of transmission of the pathogen via
alimentary route, an experiment on guinea pigs was conducted.

Serological tests of 2635 bovine serum samples collected from 969 herds detected the
presence of anti-C. burnetii antibodies in 24,46% of herds. Different types of biological
specimens were collected from 15 voivodeships for molecular analyses. Overall, 1439 samples
from 279 herds were tested including: 897 individual milk specimens, 101 bulk tank milk
samples, 409 swabs from genital tract and 32 placentas. Furthermore, twelve commercially
available milk samples, including two from vending machines and 40 milk products were also
analysed. The presence of IS//171 element was confirmed by real-time PCR method in 31,54%
of tested cattle herds and in 69,2% of milk and dairy products from the Polish market. The
results of molecular analyses indicate that animals in tested herds shed C. burnetii
predominantly in milk.

Additionally, a comparative analysis of the results of ELISA and real-time PCR
obtained for individual and bulk tank milk samples was made using the chi-square test. The test
showed statistically significant relationship between results of both methods
(p-value< 0,0001) with and without considering doubtful ELISA’s results. A Spearman’s
correlation coefficient between the Ct and OD values was negative and significant
for individual and bulk tank milk samples (R=-0,49 and R=-0,46, respectively).

Molecular characterisation of C. burnetii strains using 6-locus multiple-locus variable
number tandem repeat analysis (MLVA) and multispacer sequence typing (MST) techniques
was a crucial aspect of this research. Genotyping was performed directly on DNA extracted
from samples, without previous isolation of the strains in cell lines. All MLV A genotypes and

MST sequence types identified in this study were verified and added to publicly available



international databases by the administrators. MLV A method had more discriminatory power
than MST and seven MLVA genotypes, including two new, were identified in field samples.
The most commonly detected was genotype I with the number of STR 6-13-2-7-9-9, which was
identified in 25% of tested strains. Genotype J (6-13-2-7-9-10) occurred less often and was
present in 16% of samples. Both of this MLVA genotypes are widely distributed and are
predominant in samples collected from cattle in many countries, including Poland. Each of two
new genotypes was identified only in 2% of tested samples, whereas in some cases mixed
infection was observed or determination of genotype was failed due to the lack of amplicons in
one or more tested loci. Genotyping of commercially available milk and milk products allowed
to identify third new genotype in one sample and genotype I in two of analysed specimens.
Clustering of the MLV A data using the minimum spanning tree method depictures a high
degree of genetic similarity not only between cattle-derived genotypes from Poland but also
from other countries, suggesting the clonal spreading and host specificity of some C. burnetii
strains. Three sequence types: ST16, ST20 and one newly discovered, named ST61, were
identified in field samples using MST technique. In the commercially available milk and milk
products only new ST61 was detected. Analyses of nucleotide sequences in 10 loci tested by
MST, revealed that new sequence type (ST61) differs from ST20 only in allel 4 of locus Cox37,
in which a deletion of one nucleotide at position 420 was observed. The fact that some of the
genotypes and sequence types identified in this study were previously recognized in samples
collected in other countries from humans suffered from both acute and chronic Q fever is
essential in context of public health protection. It should be stressed that none of strains
analysed in this research present the same genotype as highly pathogenic strains which were
responsible for Q fever outbreak in the Netherlands. Moreover, genotypes of C. burnetii
identified in Poland nowadays are different from genotypes of the outbreak strains isolated in
our country in 20" century.

In the next phase of research, an experiment using guinea pig infection model was
conducted to assess the possibility of transmission of the pathogen via alimentary route. Fifteen
male guinea pigs (in-house breeding, PIWet-PIB) were divided into 5 groups: negative control
and four experimental groups, each consisted of 3 individuals. An appropriate concentrations
of the C. burnetii reference strain Nine Mile RSA 493 (phase I) suspended in PBS were
administered per os for 5 weeks. Each animal in control group received 1ml of sterile PBS
every 48h. Individuals in the first experimental group obtained a single dose of 10*> C.
burnetii/ml, the second group received the same amount of bacteria every two days during

experiment. The solution containing 10% C. burnetii/ml was given once to animals in the third
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group and every 48 hours to animals in the fourth group. The results of conducted experiment
did not exclude the possibility of infection by alimentary route. After per os administration of
the pathogen, one guinea pig developed seroconversion and the presence of C. burnetii DNA
was detected using real-time PCR in testicular tissue of the other animal, what indicates that
infection spread out hematogenously. In the majority of experimental animals a specific
antibodies as well as genetic material of pathogen were not detected. This fact suggests that
development of infection depends on many factors such as animal immune status. The results
of conducted experiment, literature reports as well as high percentage of dairy products
contaminated with bacterial DNA, indicate that consumption of raw milk and milk products

may pose a potential threat for human’s health.



