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DIAGNOSTIC ET DETECTION DE LA FIEVRE Q EN ELEVAGE
DE RUMINANTS. PRATIQUES ACTUELLES ET EVOLUTIONS
TECHNIQUES

DIAGNQOSIS AND DETECTION OF Q FEVER IN RUMINANT
LIVESTOCK. CURRENT PRACTICES AND TECHNICAL
DEVELOPMENTS
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La fievre Q est une maladie due a l'infection par Coxiella burnetii. Cette bactérie est largement présente en élevage
de ruminants, en particulier en élevage de chevres. Les outils de diagnostic directs et indirects existent et sont
méme pour certains validés par le laboratoire national de référence (LNR), notamment pour le diagnostic des
causes d’avortements. En tenant compte de leur niveau de performance, ils peuvent aussi étre utilisés dans d’autres
contextes sanitaires de diagnostic ou de dépistage. Des développements techniques des protocoles et des outils,
par exemple la caractérisation moléculaire des souches bactériennes, permettront dans I'avenir de faciliter le diag-
nostic et le dépistage de I'infection par le vétérinaire dans I'élevage.

Mots-Clés : Fievre Q, ruminants, diagnostic, PCR, sérologie

Q fever is a disease caused by infection with Coxiella burnetii. The bacterium is widely present in ruminant livestock,
particularly goats. Direct and indirect diagnostic tools are available, and some have even been validated by the na-
tional reference laboratory (NRL) for use in certain contexts, such as diagnosing the causes of abortions. Depending
on their level of performance, they can also be used in other health-related diagnostic or screening contexts. Tech-
nical developments in protocols and tools, such as the molecular characterisation of bacterial strains, will make it
easier in the future for veterinarians to diagnose or screen for infection on livestock farms.
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INTRODUCTION

La fievre Q est une maladie largement répandue en élevage de ruminants en France (Gache et al. 2017), a 'origine
de troubles de la reproduction ; avortements, infertilités, nouveau-nés chétifs, métrites et rétentions placentaires (Ar-
ricau-Bouvery & Rodolakis 2005 ; Kazar 2005 ; Guatteo et al. 2007, De Biase et al. 2018 ; Dobos et al. 2020). Elle est
désormais une maladie a surveillance obligatoire classée « E » chez les ruminants domestiques, d’apres la loi européenne
de santé animale (2018/1882). Elle est due a une bactérie intracellulaire, Coxiella burnetii (Cb), décrite en 1935 et
taxonomiquement rattachée a la famille des Coxiellaceae (Garrity et al. 2015). Les analyses de laboratoire permettant
la détection d’une infection par cette bactérie font partie intégrante du processus d’établissement du diagnostic par le
vétérinaire. Leur choix et leur mise en ceuvre doivent pouvoir répondre a la question posée par le praticien, en fonction
du contexte dans lequel il se trouve. Uinterprétation du résultat dépend éminemment des caractéristiques de la maladie,
du contexte de diagnostic ou de dépistage et des caractéristiques techniques des tests mis en ceuvre.

LES OUTILS DIAGNOSTICS A DISPOSITION

Diagnostic direct

Cb est une bactérie considérée comme a Gram négatif,
mais elle peut étre révélée par la coloration de Gimenez ou la
coloration de Stamp. Cette dernicre était réalisée systématique-
ment jusqu’a la fin des années 2000 sur des calques de placentas
de ruminants pour la mise en évidence de Brucella sp. lors d’avor-
tements. Des amas de bactéries évocateurs de Coxiella étaient
alors fréquemment observés, sans pour autant permettre un diag-
nostic différentiel de certitude (Figure 1).

Cet examen est désormais peu pratiqué.

Figure 1 : calque de placenta bovin avec amas bactérien suspect de Coxiella burnetii (coloration de Stamp. Grossissement
x1000). ©Treilles

La culture de Coxiella est fastidieuse et elle est mise en ceuvre uniquement dans des laboratoires spécialisés, pour
plusieurs raisons : (1) la bactérie est intracellulaire stricte et doit donc étre inoculée a une culture cellulaire appro-
priée ; (2) la culture est lente et peu sensible (6 a 8 jours, inoculum minimal de 10° bactéries), incompatible avec
un diagnostic de routine, (3) Cb est une bactérie classée parmi les agents infectieux du groupe 3 (Arrété du 16 no-
vembre 2021 fixant la liste des agents biologiques pathogeénes), et doit étre cultivée dans un laboratoire confiné de
niveau 3.

La méthode de diagnostic direct la plus employée est désormais la réaction de polymérisation en chaine (PCR),
pour des raisons de commodité et de rapidité. Elle cible une séquence génétique spécifique de Coxiella (fréquemment
la séquence d’insertion IS1111). D’apres 'Organisation mondiale de la santé animale (OMSA 2018), elle est consi-
dérée comme une méthode de choix dans les différents contextes de dépistage et de diagnostic de la fievre Q.

La singularité de la PCR utilisée pour la détection de Cb est qu’elle permet une évaluation quantitative de la charge
bactérienne présente dans le prélevement. Cette particularité, rare dans le domaine du diagnostic vétérinaire, est
permise par 'existence d’'un matériau de référence inactivé et dosé fourni par le Laboratoire National de Référence
(LNR, ANSES Sofia Antipolis). Grace a la PCR en temps réel, la réalisation d’une gamme de quantification a
chaque amplification permet une quantification de la cible dans le prélevement analysé. Cette quantification peut
alors étre comparée a un seuil d'interprétation défini afin d’orienter le diagnostic dans les cas d’avortement (ANSES
2021). Par ailleurs, les trousses PCR disponibles ont été soumises pour validation au LNR selon la norme AFNOR
U47-600-2 (AFNOR 2015) et leurs caractéristiques sont connues. En particulier, la sensibilité analytique de la mé-
thode (LD) est évaluée entre 300 et 600 équivalents génome par millilitre (GE/mL) (ANSES 2022).
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Diagnostic indirect

Linfection par Cb peut également étre mise en évidence par détection de la réaction immunitaire humorale de I'hote.
Les tests de fixation du complément et d’immunofluorescence indirecte ont historiquement été utilisés en labora-
toire vétérinaire pour ce diagnostic, pour &tre désormais remplacés par les tests ELISA (Enzyme Linked Immuno-
sorbent Assay), pour des raisons de cofit, de débit et de praticité d’utilisation.

Les kits ELISA présents sur le marché sont chacun basés sur des antigénes différents, a la fois pour ce qui concerne
leur origine (souche historique Nine Mile ou souche isolée du terrain) et leur composition (différents mélanges
d’antigénes de phase I et phase II). Ils détectent les immunoglobulines G totales dirigées contre Cb. Les performances
analytiques de ces kits, évaluées par le LNR dans le cadre d’une theése (Lurier 2021a), montrent une sensibilité in-
dividuelle hétérogene, en fonction du kit et de I’espece animale considérée, pour une excellente spécificité. Cette
sensibilité peut étre augmentée en interprétant le résultat obtenu sur plusieurs animaux analysés individuellement,
avec pour conséquence la dégradation de facto de la spécificité associée.

Bien entendu, ces méthodes indirectes signent une infection sans datation possible et sans lien avec une circulation
ou une excrétion en cours, les anticorps détectés (IgG totaux) pouvant persister plusieurs mois.

LES CONTEXTES DUTILISATION

Diagnostic en cas d’avortement

En cas d’avortement, la question posée est celle de 'imputabilité de celui-ci a la fievre Q.

Lanalyse est effectuée par PCR individuelle chez les bovins et par PCR de mélange (trois maximum) chez les petits
ruminants, a partir des écouvillons vaginaux ou placentaires réalisés par le vétérinaire dans les sept jours en cas de
déclaration d’avortements. Selon les recommandations de 'Observatoire et Suivi des Causes d’Avortements chez
les Ruminants (dispositif OSCAR?), le résultat d’analyses est fourni par le laboratoire sous une forme interprétée,
asavoir ; (i) Négatif ; (ii) Positif : détection inférieure au seuil d’interprétation ; (iii) Positif fort : détection supérieure
au seuil d'interprétation.

Lanalyse peut aussi concerner directement le liquide stomacal de I’avorton ; dans ce cas le résultat est donné uni-
quement sous une forme qualitative : « négatif » ou « positif ».

Limputabilité de la fievre Q en fonction des résultats obtenus est réalisée selon la grille d’interprétation élaborée

par OSCAR (Tableau 1).

Imputabilité Résultats

v 2 résultats d'analyses PCR sur écouvillon < LD ouw/et 2 PCR sans résultat « Détecté » sur organe ou liquide stomacal des avorton(s)*
Peu probable (= 0) ou
P = v 1résltat danalyse PCR sur écowvillon < LD et moins de 3 vaches séropositives?
v 1résultat danadyse PCR > 104 bactéries (analyse individuelle sur écouvillon) ou 1 résultat d'analyse PCR > 108 bactéries (analyse
de mélange (cotyl édons du placenta)) ou 1 PCR avec détection d’ ADN cible (organe ou liquide stomacal d avorton)? et

PEEIAR() + Moins de 3 vaches séropositives’
v 2résultats d'analyses PCR > 10¢ bactéries par écouvillon ou/et 2 PCR >103 bactéries (analyse de mélange (cotylédons du placenta))
ou/et 2 PCR avec détection d’ ADN cible (organe ou liquide stomacal des avorton(s))® ou
Forte (+++) v lrésultat danalyse PCR > 10¢ bactéries (analyse individuelle sur écouvillon) ou 1 résultat d'analyse PCR > 108 bactéries (analyse
de mélange (cotylédons du placenta)) ou 1 PCR avec détection d ADN cible (organe ou liquide stomacal d avorton) et 3 vaches ou
plus séropositives®
Non conclusif

Investigations complémentaires v Toutes |es autres situations
amener le cas échéant

Tableai 1 : grille d'interprétation des résultats de Fievre Q dans un contexte d’avortements (d’apres dispositif OSCAR)

I'PCR - c’est-a-dire ayant une valeur < a la LD en PCR quantitative ou un résultat « Non détecté » en PCR qualitative ou relative.

2 Sur un nombre de vaches prélevées compris entre 3 (minimum) et 6.

3 PCR + c’est-a-dire ayant un résultat > & la LD en PCR quantitative ou un résultat « Détecté » en PCR qualitative ou relative.

+ Sur un nombre de vaches prélevées compris entre 3 (minimum) et 6. Dans le cas ot plus de 6 vaches ont été prélevées, la proportion de vaches
séropositives doit tre inférieure a 50%.

5 PCR + c’est-a-dire ayant un résultat > a la LD en PCR quantitative ou un résultat « Détecté » en PCR qualitative ou relative.

6 Sur un nombre de vaches prélevées compris entre 3 (minimum) et 6. Dans le cas ou plus de 6 vaches ont été prélevées, la proportion de vaches

séropositives doit étre supérieure ou égale a 50%.
@ 2- https://www.plateforme-esa.fr/fr/observatoire-et-suivi-des-causes-davortements-chez-les-ruminants-oscar
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Dépistage en cheptel

Hors épisode d’avortement, des troubles de la reproduction peuvent amener le vétérinaire a suspecter la circu-
lation de la fievre Q dans un élevage.
Dans ce contexte de dépistage, la recherche de 'excrétion de Cb peut s’effectuer dans le lait de grand mélange (lait
de tank) par PCR avec une excellente spécificité. La sensibilité diagnostique, liée a la détection de 'excrétion dans
le lait d’animaux infectés, peut étre considérée comme bonne, le lait de tank permettant de mélanger le lait d'un
grand nombre d’animaux. Pour maximiser la détection, le moment du prélevement est primordial et il est conseillé
d’effectuer ce dépistage au moment des mises bas, ott 'excrétion est la plus importante. En cheptel bovin allaitant
ou en cheptel ovin caractérisés par une excrétion faible dans le lait, ce dépistage est moins facile mais peut s’effectuer
sur des mélanges de matieres fécales ou des poussieres d’élevage.
Le dépistage peut également s’effectuer par analyse sérologiques ELISA, soit a partir du lait de tank, soit a partir de
prises de sang sur un échantillon d’animaux. Sur le lait de tank, la corrélation est bonne entre la négativité et une
prévalence faible ou nulle, mais faible entre le niveau de réactivité de 'ELISA et la séroprévalence intra troupeau
(Taurel et al. 2012). Sur le dépistage sanguin, et pour augmenter la sensibilité diagnostique, il est recommandé de
prélever plusieurs animaux (5 a 20 selon les tests et 'espece animale), afin d’avoir un bon compromis entre sensi-
bilité et spécificité (OMSA 2018 ; Lurier et al. 2021b). Dans ces conditions, un ou plusieurs animaux positifs (pos-
siblement faux positifs) peuvent étre tolérés avant de conclure a une circulation de la fievre Q.

Analyses avant achat

La question de pouvoir connaitre le statut d'un animal vis-a-vis de la fievre Q avant son introduction dans un
cheptel se pose couramment.
Considérant que Pexcrétion de Coxiella est intermittente et transitoire, que ce soit dans le lait, le mucus vaginal ou
les feces, il existe un risque fort de faux négatif en utilisant un diagnostic direct. Quant a la sérologie, et au vu d’'une
sensibilité individuelle modérée pour une prévalence assez importante, la valeur prédictive négative est également
faible.
Dans ces conditions, il est préférable de se baser sur les statuts des cheptels (cheptel d’origine et cheptel acheteur)
afin d’évaluer le risque encouru.

EVALUATION DE RISQUE

Dans certaines circonstances, il peut étre utile

d’évaluer le risque de fievre QQ encouru pour les hu-
mains et en particulier dans les élevages recevant du
public.
Les discussions en groupe d’experts de la plateforme
ESA (https://www.plateforme-esa.fr/fr) préconisent
dans ce cas l'utilisation conjointe de différentes mé-
thodes de détection en fonction du type d’animaux
détenus (laitiers ou allaitants) et de leur statut vacci-
nal. Les analyses PCR sur les prélevements d’environ-
nement (chiffonnettes sur les aires d’attente,
chiffonnettes de poussiéres comme celles utilisées en
élevage de volailles) (Figure 2) permettent en parti-
culier d’avoir une évaluation de I’« historique » de
’élevage en matiere d’excrétion de Cb.

Figure 2 : prélevement de poussieres en élevage caprin
U'aide d’'une chiffonnette. © Treilles
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LES EVOLUTIONS TECHNIQUES EN COURS

Méthodes directes

Une des évolutions techniques récentes concerne la simplification
du prélevement et de son transport vers le laboratoire d’analyse, en particu-
lier pour le lait de grand mélange. Pour éviter un transport sous couvert du
froid positif, et en cohérence avec des essais de détection d’autres agents pa-
thogenes dans le lait précédemment décrits (Durel et al. 2015 ; Tardy et al.
2019), l'utilisation d’un dispositif de cartes chimiques dénaturantes (type
carte FTA®) a été validée sur des prélévements de terrain avec une excel-
lente concordance entre les résultats obtenus sur les prélevements frais et
ceux obtenus avec la carte imbibée de lait conservée a température ambiante

(Figure 3) (Treilles et al. 2021).

Figure 3 : prélevement de lait grace a une carte chimique dénaturante. © Treilles

Par ailleurs, et comme évoqué précédemment, les prélevements d’environnement ont I'avantage de pouvoir
donner une information longitudinale intéressante pour représenter a la fois 'ensemble des animaux et 'historique
de Pexcrétion récente dans un cheptel (Carrié et al. 2019 ; Abeykoon et al. 2020). Ces prélévements seront proba-
blement amenés a se développer a 'avenir, pour la recherche d’autres agents pathogenes. Ils ont en revanche I'in-
convénient de contenir beaucoup d’inhibiteurs de PCR (poussiéres, matires fécales), et de nécessiter une méthode
de détection avec une grande sensibilité analytique.

Pour répondre a ces impératifs, la PCR digitale (ddPCR) a déja été testée lors du projet ExpairCox? et donne des
résultats intéressants en termes de sensibilité analytique et de moindre sensibilité aux inhibiteurs. Elle a en outre
'avantage de permettre une quantification absolue de la cible, grice a un calcul statistique a partir du signal généré
par les milliers de partitions produites.

Un autre axe de développement concerne le typage moléculaire des Coxiella détectées, en particulier en vue de la
caractérisation de leur virulence. Ce typage est actuellement effectué a des fins de recherche et de caractérisation
épidémiologique (Abou Abdallah et al. 2022), mais pourrait s’avérer trés utile en routine dans un objectif d’éva-
luation de risque si des marqueurs de virulence particuliers sont identifiés chez certaines souches.

Méthodes indirectes

De nouvelles approches sérologiques sont également en développement, en particulier en matiére de caracté-
risation différentielle de I'infection au sein d'un cheptel (Bottcher et al. 2011 ; Sting 2013). Cette approche, utilisée
avec succes en médecine humaine, permet la distinction entre fievre Q aigué et chronique (Fournier et al. 1998).
Le principe est de rechercher différentiellement les anticorps (IgG) de phases I et II par sérologie ELISA, les anti-
corps de phase II étant produits en premier. Une sérologie de phase I positive significativement supérieure a une
sérologie de phase II attribue alors a 1'animal le statut d’infecté chronique (Bauer et al. 2022 ; Trachsel et al. 2023).
Le contexte d'utilisation et les critéres d’interprétation de ces outils récents doivent encore étre précisément définis
pour les différentes especes animales et pour une utilisation en routine.

CONCLUSION

Durant ces vingt dernieres années, le diagnostic de la fievre Q a beaucoup évolué, passant de méthodes sérolo-
giques lourdes (fixation du complément) a des techniques automatisées et un diagnostic direct de certitude faisant
consensus dans un contexte d’avortement chez les ruminants.

3- Projet ExpairCox volet 1, impliquant les partenaires suivants : INRAe, ANSES, GDS Vendée, GDS Deux Sévres, ARS Nouvelle Aquitaine, Qualyse, PGTB
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¢

Méme catégorisée au niveau européen comme maladie animale soumise a surveillance, elle reste cependant une
maladie sous-diagnostiquée en élevage. Le principe d’un dépistage plus systématique (lors d’avortement, mais éga-
lement dans d’autres contextes épidémiologiques) pourrait permettre une prise en charge plus large et plus précoce
et une meilleure évaluation de risque pour les échanges d’animaux et la transmission vers les humains en relation
avec les élevages (professionnels, visiteurs, voisinage).

Les outils actuels et leur évolution permettront 'amélioration de ces évaluations de risque en y intégrant davantage
de facteurs (dynamique de circulation, facteurs de virulence...). Linterprétation de ces résultats pour I’évaluation
de risque devra s'effectuer, comme c’est déja le cas, par 'intermédiaire de groupes d’experts pouvant donner des re-

commandations issues du consensus.

CONFLIT D'INTERET

Réalisation d’analyses et d’essais pour Ceva Santé Animale
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