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Glossaire

AMM : Autorisation de mise sur le marché d’'un méufient

ATU : Autorisation temporaire d'utilisation, autsation permettant aux malades d’avoir un
acces précoce aux médicaments avant ou hors AMM

BVD : Diarrhée bovine virale

ELISA : Enzyme linked immunosorbent assay, techmidiagnostique qui permet de doser
les anticorps diriger contre une bactérie ou unsvir

FC : test de fixation du complément

IA : Insémination artificielle

IFI : test d'immunofluorescence indirecte

IgG : immunoglobuline G

rt PCR : real time Polymerase Chain Reaction, i@a&n chaine par polymérisation suivi en

temps réel
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CHAPITRE 1: Introduction générale

1. Contexte et enjeux

En 1935, les travailleurs d’'un abattoir a BrisbameAustralie sont atteints d’'une fieévde

causeinconnue. A cette occasion, elle sera décrite paupremiére fois par Edwa

Holbroock Derrick, et sera désignée en 19 Q Fever », Q de I'anglais query » (Derrick,

1937). FranckMacFarlane Burnet sera le premier a observer lttsyae responsable de ce

fievre (Burnet and Freeman, 19: et Herald Rea Cox a le caractériser et a l'isole 38

(Cox, 1938; Davis and Cox, 19:.. L'agent responsable de la fievre Q sera norCoxiella

burnetii en hommage a leurs trava(Marrie and Raoult, 1997 oxiella burneti s’avéerera

étre un agent pathogéne responsable d’'une zoonoasamt nfecterde nombreux hétes pari

les mammiféres, les oiseaux et les arthrop

Quelques 70 ans plus tard, la fi€ Q a une répartition mondia{&aurin and Raoult, 199.

La principale voie de caamination de 'Hommeest l'inhalation daérosolscontaminés

(Maurin and Raoult, 1999roduits par les ruminants infect(TissotDupont et al., 2004

Arricau-Bouvery and Rodolakis, 20C.

Jusqu’en 2006, les épisodésfievre Q observés chez 'lhomme s@mincipalement des c

groupés qui se produisent de facon sporadique, &ceux observépar exempleen France

(Figure 1- 1).
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Figure 1- 1: Sérums testés dans le cadre de suspics de fievre Q en France de 1985 a 2009 .
Centre National de Référence de la fievre Q et exgies de casgroupés humains répertoriés
(fleches noires) (d’apres (Arricai-Bouvery etRodolakis, 2005; Frankel et al., 2011
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CHAPITRE 1: Introduction générale

En France, La fievre Q est reconnue comme une mealadfessionnelle dans le régit
général et dans le régime agric(AFSSA, 2004). Mais, amme dans la majorité des ps
(EFSA Panel on Animal Hea and Welfare (AHAW), 2010%Jle n'est pa soumise a
déclaration obligatoireQuelques cas humains sporadiques ont été rappirtase étudeu
centre national de référence des rickettsioses (QRHERseille) menée entre 1985 et 2009
179794 sérums envoyés dans le cadre de suspicifievde Q, a montré qu'il y avait ur
augmentation du nombre de suspicions et du nombread confirmédans la population

générale sur le territoire franciFrankel et al., 2011)+(gure 1- 1).

En 2007, pour la premiere fois dfoyers humains sous formeégiidémie apparaissent a

Pays-BasKigure 1- 2).

250

- n
3 8

Nombre de notifications
8

il MMWAJ

1 5 913172122293337414549 1 5 9 13172125203337414549 1 5 9 1317212520333741454953 4 8 1216
2007 2008

Année et semaine de début d’infection

Figure 1- 2 :Nombre de cas de fievre Q humains déclarés aux P-Bas entre 2007 et 2010 ave
un début d’infection estimé par rapport a la semaie de début des symptomes (2007 n=;
2008 n=1000 ; 2009 n=23552010 n=208) (d'aprés (Roest et al., 201

Cet épisode égémique illustre bien les enjeux liés a la fie@e(van der Hoek W et al
2010) et ce cas mérite d’étre plus amplement dé. Aux PaysBas, la fievre Q est ur
maladie a déclaration obligatoire depuis 1975. Jesg2007 jamais plus de 32 cas humi
par an n‘avaient été obsés/(Schimmer et al., 2009; Roest et al., 2(. A partir de 2007,
une augmentation importante du nombre de cas hgnaa@é constatée, allant de 168 ca
2007 a 2355 cas en 2009 au pic de I'épidélFigure 1- 2) (Roest et al., 201. La premiere
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réponse face a cette recrudescence de cas huméti@daavaccination des troupeaux caprins,
identifiés comme principale source d’infection, kubase du volontariat en 2008, puis rendue
obligatoire a partir de 2009 (Roest et al.,, 2011¢. stock de vaccins disponible étant
insuffisant pour la totalité des troupeaux néerdasdces actions ont concerné les troupeaux
caprins et ovins de plus de 50 animaux et les ferpubliques dans la province de Noord-
Brabant, ou les cas humains avaient été observ@9@n (Roest et al., 2011). En 2009, la
campagne de vaccination a été étendue aux troumkssugrovinces adjacentes (Roest et al.,
2011). La décision a été prise d’euthanasier lezelies gestantes, considérées comme les
animaux les plus a risque de transmission pourriibh@, dans les élevages caprins et ovins
détectés infectés. De plus, la mise a la reprooiuates chévres et brebis non gestantes a été
interdite, les mouvements d’animaux et l'utilisatides effluents provenant de ces mémes
élevages ont été limités (Delsing et al., 2010anbée qui a suivi ces décisions, en 2010,
l'incidence de cas de fievre Q humains a fortent@minué avec 208 cas enregistrés au ler
semestre (Roest et al., 2011). Au final, cette é&pid aura concerné plus de 3500 cas
humains (dont 24 morts) et conduit a la réformeplde de 50000 ovins et caprins aux Pays
Bas entre 2007 et 2010. Elle est associée a urestifiié entre 161 et 336 millions d’euros lié
aux mesures de controle (médicale et non médical®, dédommagements versés aux
éleveurs, et a linvestissement dans la recherahiee eautres (Delsing et al., 2010;
Anonymous, 2011; Guatteo, 2011; Anonymous, 2012a).

L’absence de déclaration obligatoire de la fievreeQ plus de ses signes cliniques non
spécifiques, rendent difficile la mesure de sa @ehwe ou de son incidence réelle en
population humaine. Cependant, en France le CNRest 20 cas par million d’individus par

an le nombre de cas d’infection de fievre Q aignd’@&sence d’épidémie (Frankel et al.,

2011).

En effet, I'infection parCoxiella burnetiiest caractérisée par son polymorphisme clinique.
Chez I'Homme, si l'infection est asymptomatique sl&®% des cas, elle peut évoluer en
infection aigué ou chroniqué&igure 1- 3. En France, en cas d’infection aigué, les sidegs
plus souvent observés sont de la fievre associdesamaux de téte, des myalgies, des
arthralgies et de la toux (Angelakis and Raoultt®0D’autres symptémes sont également
observés, tels que des signes pulmonaires (pneematypiques) des hépatites, des troubles
cardiaques, des lésions de la peau et des signeslagiques (Angelakis and Raoult, 2010).
Lors de I'épidémie aux Pays-Bas, le signe clinilguplus observé et a I'origine du plus grand

nombre d’hospitalisations a été la pneumonie (Migkst al., 2011). Les formes chroniques de
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l'infection apparaissent principalement chees personnes asque, telles que les personi
immunodéprimées, les personnes ayant des lésianyalkules cardiaques, des anoma
vasculaires et les femmes enceintes. En cas dfiafechronique, les principaux sympton
observés en France sont des endocardite: infections vasculaires et chez les femi
infectées pendant leur grossesse des avortemdl@®o(&n cas d’infection aL® trimestre),
des naissances prématurées et des enfants chiéifa&sanc(Angelakis and Raoult, 201.
Lors de I'épisode épidémique néerlandais les sigrigss précédemment n'ont pas

observés chez les femmes encei(van der Hoek et al., 2011).

60%
asymptomatique

Grossesse
Avortement, fausse
couche a répétition

1 =

Primo-infection ‘ Infection chronique

40%
symptomatique

2-3 semaines
d’incubation

Endocardite,
infection vasculaire

l

Syndrome grippaux
Hépatite
Pneumonie
Méningo-encéphalite

Figure 1- 3: Evolutions naturelles possibles de la fievre Q embsence de traitement che
'Homme (d’apres (Angelakiset Raoult, 2010))

Les facteurs de risque associél'infection par Coxiella burnetiisont dépendants de I'hé
de l'environnement et des réservc Le genre (masculin), 'age (4B ans) et le stat
fumeur ont été identifiésomme facteurs de risque dans cas defievre Q aigué chez
’Homme (Maurin and Raoult, 1999; Dijkstra et al., 2C. Les cas dé&iévre Q sont observés
de fagon saisonnier@-rankel et al., 201 en lien avec les vents forts, le temps sec
proximité des ruminant§viaurin and Raoult, 1999; Tis«-Dupont et al., 1999; Tiss-Dupont
et al., 2004; Taurel et al., 201.. La voie de transmission principale étant la \a®eenne, ¢

principal facteur de risgu associé a liniction chez I'Homme est la proximitavec des
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ruminants, a travers l'activité professionnelle (& en contact avec les animaux tels que
vétérinaires, éleveurs, personnels d’abattoirs,ja.proximité du lieu de résidence (Maurin
and Raoult, 1999; Angelakis and Raoult, 2010), cenan atteste I'épidémie aux Pays-Bas
(Schimmer et al., 2010) ou la répartition géogrgplides cas sous les vents (Tissot-Dupont
et al., 1999; Tissot-Dupont et al., 2004).

En termes de santé animale, la fievre Q est unadieaénzootique chez les ruminants. Mais
aucune estimation fiable de la prévalence des aninrdectés n’est disponible. Sur la base
des données disponibles dans la littérature lagbedee de troupeaux infectés dans le monde
est estiméa minimaa 38% et 25% chez les bovins et les petits runtsnaaspectivement, et

la prévalence d’animaux infectés est estimée a 20%5% dans ces mémes catégories
d’animaux (Annexe 1: Prevalence Gbxiella burnetiiinfection in domestic ruminants: a
critical review). Ces prévalences troupeaux et afesisont importantes mais sont associées a
une forte variation liée a la conception des proes d'étude. L'infection étant
asymptomatique dans la majorité des cas, la démadifignostique de fievre Q n’est
déclenchée qu’en cas de signes cliniques tels emevortements. Ainsi, ces estimations
proviennent pour la plupart détudes basées sur @dsntillons de troupeaux avec
avortements. Ce biais de sélection peut avoir ponséquence des estimations de prévalence
animale plus élevées que celles qui pourraient @iservées dans la population générale,
mais conduire a une sous-estimation du nombreodgéaux infectés (sans signes cliniques).
Les prévalences de troupeaux infectés sont solbasdes sur une définition de troupeaux
ayant au moins 1 animal infecté (porteur d’antisogt/ou excréteur) sur la base de
prélevements exhaustifs ou d’échantillons de tailgiable. Cependant, les techniques
diagnostiques n’ayant pas une spécificité parf&iteld et al., 2000; Horigan et al., 2011), le
seuil de 1 animal infecté expose, en cas de fasiifp@ considérer un troupeau non infecté
comme infecté et ainsi a surestimer la prévalerese ttbupeaux infectés. La mesure de la
prévalence sur un échantillon non exhaustif, aésoau manque de sensibilité de certains
tests diagnostiques (Field et al., 2000; Horigamalgt2011), peut aussi entrainer une sous-
estimation de la prévalence des troupeaux infedigin, I'utilisation non couplée de

méthodes de diagnostic direct ou indirect, peutagmdr une sous estimation des prévalences
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d’animaux ou de troupeaux infectés du fait de Beemce d’animaux séronégatifs excréteurs

ou séropositifs non excréteurs (Guatteo et al.6ap0o

Les principaux signes cliniques observés chezuesmants sont des avortements (Cabassi et
al., 2006), des veaux chétifs a la naissance dindertilité (Angelakis and Raoult, 2010).
Des vagues d’avortements pouvant atteindre plus7@ du troupeau sont observées
notamment chez les petits ruminants (Sanford etl8P4; Rousset et al., 2009b). Chez les
bovins I'avortement est un évenement plus rarecé€ iqui est observé généralement en fin de
gestation. Chez ces derniers, des métrites enae cette infection seraient également

possibles (Tainturier, 1987).

Les ruminants infectés excrétent la bactérie pHiérdntes voies, dont le lait. Le rapport de
'AFSSA en 2004 a conclu que le risque associéngdstion de lait cru contaminé était nul a
négligeable (AFSSA, 2004). Cela est illustré pardeent Arrété du 27 décembre 2011,
modifiant les normes d’hygiene et de salubrité aredgs doit répondre le lait cru livré en
I'état et destiné a la consommation humaine, leVarerdiction de la livraison a la laiterie
de lait cru en I'état pendant au moins un an apaggparition d'un cas clinique dans un
élevage (Ministere de I'Agriculture, 2011). AinlEs mesures qui restent applicables lors de
cas cliniques confirmés sont I'interdiction de knte en I'état de lait cru a la ferme pendant
un an apres l'apparition du cas clinique et leaietdu lait de la vache ayant avorté de la
production. Cependant, du fait de la présenceCdgiella burnetiidans le lait, le risque

meédiatique et ses conséquences sur I'image desipgdaitiers demeurent.

La fievre Q est donc une infection commune a I'Hoemeb a I'animal, qui peut parfois avoir
de graves conséquences comme en atteste I'exemplBays-Bas et la difficulté a maitriser
I'épidémie. De plus, cette infection peut potemgiglent avoir un impact sur I'image de la
filiere laitiere. Il est donc nécessaire de madtrisinfection chez les ruminants, pour des
raisons de santé publique et de santé animaleéd@ats rapports francais et européens sur les
risques et mesure de contrdles associés a la fi@wancluent d’ailleurs au besoin de données
sur l'efficacité de mesures de maitrise (AFSSA,£L08CERSA, 2007; EFSA Panel on
Animal Health and Welfare (AHAW), 2010; DGAL, 2011)
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2. Bases pour la maitrise de la fievre Q
2.1. Caractéristiques d’intérét de Coxiella burnetii

Coxiella burnetiiest une bactérie trés infectieuse. En conditiopg@mentales, I'inoculation
de quelques bactéries peut provoquer une infeatltez 'Homme (Tigertt et al., 1961;
Ormsbee et al., 1964).

C’est une petite bactérie (0.2-0.4 um de large 108 pum de long) pléomorphe Gram négatif
strictement intracellulaire (Angelakis et Raoul@1R). Les cellules cibles dans I'organisme
sont les macrophages situés dans les tissus gtdeecytes circulant dans le sang (Baca et
al., 1985).Coxiella burnetiiexiste sous 3 formes qui difféerent dans leurs atarstiques
morphologiques, antigéniques et métaboliques, atéwent en termes de résistance physique
et chimique. Ces 3 formes sont appelées : LCV rgelaell variant »), SCV (« Small Cell
Variant ») et SDC (« Small Dense Cell»). Les SC\6BLC sont considérées comme étant les

formes de résistance dans I'héte et dans I'envieorent respectivement.

La bactérie est caractérisée par des variationshdee de ses lipopolysacharides de surface
(LPS), et existe sous 2 formes antigéniques (R&dn1a006; Porter et al., 2011). La phase 1,
présentant des LPS complets, est la phase viryléotieEment immunogene et naturelle
retrouvée chez 'homme et I'animal infecté. La gh&s présentant des LPS tronqués, est
moins virulente et est obtenue aprés plusieursapassde la bactérie dans des hobtes
immunologiquement incompétents tels que les callgle culture ou les ceufs embryonnés
(Rodolakis, 2006; Porter et al., 2011).

C’est sous la forme SCV que se fait la disséminatie Coxiella burnetii La bactérie peut
survivre jusqu’a 150 jours dans les sols (Welshl.etl959) et étre transportée par le vent sur
une distance d’'une dizaine de km (Hawker et aB819Jissot-Dupont et al., 2004; Schimmer
et al., 2010). Sous cette forme, la bactérie esleément tres résistante aux rayons UV, a la
chaleur, a la dessiccation, a la sonication, arésgion, au stress osmotique et oxydatif
(Arricau-Bouvery and Rodolakis, 2005). De plusgefist tres résistante aux désinfectants
chimiques classiquement utilisés en laboratoire. lh&ctéries présentes dans une suspension
liquide, contenant FOCoxiella burnetii, soumises pendant 24h a 0,5% d’hypochlorite de
sodium ou a 5% de formol restent infectieuses. eCatéme étude montre que la méme
guantité de bactéries est inactivee apres 30 mis d@% d’alcool éthylique ou 5% de
chloroforme (Scott and Williams, 1990).
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Ses caractéristiques de résistance dans I'envinbaeniet de dissémination, ainsi que son fort
pouvoir infectieux, la classent parmi les agentdidéerrorisme de catégorie B (Madariaga et
al., 2003; CDC, 2011)

2.2.Sources et voies de transmission

Chez 'Homme et I'animal, la voie de transmissiaingipale est la voie respiratoire, par
inhalation d’aérosols infectieux. La transmissia@ufpse faire de facon directe, par contact
proche, ou indirecte, sur de longues distances Kdawt al., 1998; Tissot-Dupont et al.,
2004; Schimmer et al., 2010). Les ruminants, ppales sources de contaminations, excretent
la bactérie par plusieurs voies : le lait, les se@&rricau-Bouvery et al., 2001; Guatteo et al.,
2007b), l'urine, le sperme (Kruszewska and Tylewdkarzbanowska, 1997), le mucus
vaginal et les produits de la parturition (Berriagt 2001). D’autres animaux domestiques
sont également rapportés comme source de transmidsiCoxiella burnetij mais de facon
moins fréquente (Willeberg et al., 1980). Ainsisdmntacts avec des chats (Marrie et al.,
1988; Pinsky et al., 1991) ou des chiens (Buhataval al., 1996) ayant mis bas ou ayant
avorté sont rapportés comme source de contaminption’Homme. Les animaux sauvages
peuvent également étre une source d’infection (ilat al., 1986) et participeraient en tant
gue réservoir au maintien @oxiella burnetii(Astobiza et al., 2010c). Les tiques sont aussi
citées comme contribuant au maintien du cycl€deiella burnetiien milieu naturel (Sting et
al., 2004).

Les bactéries excrétées par les ruminants dangdes, I'urine, le mucus vaginal et les
produits de la parturition, alimentent I'environnamh en aérosols contaminés (Berri et al.,
2000; Astobiza et al., 2011afoxiella burnetii peut persister dans I'environnement, qui
devient alors un réservoir et une source indirdeteransmission (DelLay et al., 1950; Hawker
et al., 1998). Les caractéristiques de I'excrétgmmt trés variables. La parturition est
considérée comme une période a risque éleve, presed’occurrence de I'excrétion et de
quantité de bactéries excrétées (Berri et al., 28@icau-Bouvery et al., 2003). Les caprins
et les bovins excretent principalement dans le mwyaginal et le lait (Arricau-Bouvery et al.,
2003; Guatteo et al., 2007b), tandis que les osxtsetent majoritairement dans les feces. En
fonction des especes et des voies considéréesréa diexcrétion est variable et peut aller

jusqu'a 13 moisTableau 1- J) (Arricau-Bouvery and Rodolakis, 2005).
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Tableau 1- 1 : Durée d'excrétion deCoxiella burnetiiles plus longues rapportées dans le mucus
vaginal, le lait et les féces de ruminants duranelsuivi de troupeaux naturellement ou
expérimentalement infectés (d'aprés (Arricau-Bouvey and Rodolakis, 2005; Guatteo et al.,
2007b; Rodolakis et al., 2007))

Durée de I'excrétion d€oxiella burnetii

Especes Mucus vaginal Feces Lait
Vache 28 jours 14 jours 13 mois
Chevre 14 jours 20 jours 16 semaines
Brebis 71 jours 8 semaines 12 semaines

La voie orale, notamment par consommation de taitot de fromage provenant d’animaux
infectés, présente un risque de transmission cérésidomme nul a négligeable (AFSSA,
2004). Le lait est pourtant considéré comme la déxcrétion la plus courante et la plus
persistante (Arricau-Bouvery et al., 2001) notamimgsrmi les animaux forts excréteurs
(Guatteo et al.,, 2007b). Si la consommation de tait infecté a pu entrainer des
séroconversions (Benson et al., 1963), la littéeane rapporte pas de cas avec des signes
cliniques attribuables a une infection dont la vorale serait la seule voie de transmission
identifiée. Dans le cas des carnivores domestiglaegonsommation de placenta ou de
produits d’avortements.é., pouvant contenir des charges tres élevées derieatést parfois
evoquée (Arricau-Bouvery and Rodolakis, 2005) ; sdaes exemples I'exposition a des

aerosols infectieux lors de la consommation ne peratexclue.

Du fait de la présence dgéoxiella burnetiidans le sperme (Kruszewska and Tylewska-
Wierzbanowska, 1997; Milazzo et al., 2001), la veémérienne est également citée, mais
semble assez marginale, avec des infections oleserre conditions expérimentales chez la
souris et de rares cas humains de transmissionogarvénérienne (Kruszewska et al., 1996;
Milazzo et al., 2001).

La transmission d’Homme a Homme est peu évoquéereit possible a travers le contact
avec des femmes enceintes et la transmission paneoerienne (Kruszewska et al., 1996;
Milazzo et al., 2001).

Des infections par voie transcutanée, par piqQrggde, sont rapportées chez les mammiféeres
(Sting et al., 2004; Castillo et al., 2010) mais ghez 'Homme (Angelakis and Raoult,
2010).
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Au final, I'inhalation d’aérosols infectieux reslk& principale source de contamination et la

voie aérienne la principale voie de transmission.
2.3. Facteurs de risque d’infection parCoxiella burnetiien troupeaux de ruminants

L’age est souvent rapporté comme facteur de ristiee infecté paCoxiella burnetii En
effet, dans les troupeaux infectés les animauxipautts apparaissent souvent comme
séronégatifs, contrairement aux animaux du troupealte (Guatteo et al., 2008; Kennerman
et al., 2010). Le mode de contamination princigahgl'inhalation d’aérosols infectieux, il
est probable que l'effet de I'age soit lié a I'augtation du risque pour les animaux d’étre
exposes a une pression infectieuse importante jeigmant le troupeau adulte. Cela a été
montré chez les ovins, ou la séroprévalence paarjednes agneaux suivis pendant 2 ans
augmentait avec les saisons d’agnelage du faitedeontamination due a I'exposition aux
placentas infectés des adultes (Enright et al.1)19%u niveau animal, la race et le type de

production sont également rapportés comme factursque de l'infectionl(@bleau 1- 9.

Les facteurs de risque de l'infection des rumingwas Coxiella burnetiisont divers. lls
concernent a la fois les caractéristiques intrineégdes animaux, mais également des
caractéristiques de conduite du troupeau ainsi lgrevironnement du troupeau et son
voisinage (ableau 1- 2. Ainsi, pour prévenir la propagation de linfesti en troupeaux

ruminants, plusieurs types de mesures de maivigeasconsidérer.
3. Mesures de maitrise en troupeau infecté
3.1. Mesures de maitrise non médicale

Les mesures de maitrise non médicale ont pour tifbjecprévenir ou diminuer I'exposition
des individus sensibles aux aérosols contaminé®l&mge infecté, cette exposition peut se
faire au contact d’animaux infectés et excrétewrsde I'environnement contaminé par ces
mémes animaux. Plusieurs méthodes sont disponilgesvenir / limiter 'exposition aux
animaux excréteurs, contrbler I'exposition a uniemnement contaming, ou prévenir la
réintroduction deCoxiella burnetii Pour ce faire, des mesures d’hygiénes ratiorsetien
spécifiques de fievre Q, sont recommandées notampanles organismes techniques ou
scientifiques en lien avec I'élevage (AFSSA, 20BLERSA, 2007; DGAL, 2007; EFSA
Panel on Animal Health and Welfare (AHAW), 2010).
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Tableau 1- 2: Facteurs a I'’échelle de I'animal, du troupeau etle I'environnement associés a la prévalence de fection par Coxiella burnetii
dans des exploitations de ruminants domestiques

Animal Modalité a risque  Modalité de référenc  Mesure du risque Test diagnostic Référence
et prélevement
Age >2 ans [0-2] an:s Séroprévalence individuelleELISA (sang) (McCaughey et al., 2010)
55.5 mois 49.5 moi Séroprévalence individuelleELISA (sang) (Muskens et al., 2011)
57.7 mois 49.8 moi Prévalence d’excréteurs  PCR (lait (Muskens et al., 2011)
individuel)
Race Frisonne Autres race Séroprévalence individuelle ELISA (sang) (McCaughey et al., 2010)
Production Laitiere Viande Séroprévalence individuelle ELISA (sang) (McCaughey et al., 2010)
(Ryan et al., 2010)
Troupeau Modalité a risque Modalité de référenc  Mesure du risque Test diagnostic Référence
et prélevement
Taille >100 animaux <50 animau Séroprévalence individuelleELISA (sang) (McCaughey et al., 2010)
>200 animaux <140 animau Séroprévalence troupeaux ELISA (laitde (Ryan etal., 2010)
tank)
>800 animaux <800 animau Séroprévalence troupeaux ELISA (sang) (Schimmer et al., 2011)
Stabulation Hivernale Permanente / jamz Séroprévalence individuelle®lFAT (Capuano et al., 2001)
Saison Hiver Autres saisor Séroprévalence individuelle [FAT (Yanase et al., 1997)

Densité bovine >100/ km?2

<100/ km

Séroprévalence troupeaux ELISA (sang)(Schimmer et al., 2011)

- T 34dLIdVHO

3eJauab uononpoau|



Tableau 1-2 (suite). Facteurs associés a la prévalence individuelle etoupeaux de l'infection par Coxiella burnetiidans des exploitations de
ruminants domestiques

Environnement Modalité a risque Modalité de référenc  Mesure du risque Test diagnostic  Référence
et prélevement
Voisinage TrP caprin avec PCR >8 km Séroprévalence troupeaux ELISA (sang) (Schimmer et al., 2011)
tank positive & <8km
Carnivores Chien / chat dansAbsent ou inconr Séroprévalence troupeaux ELISA (sang) (Schimmer et al., 2011)
domestiques I'étable
Paille / litiere ~ Provenance extérieurePas de paille o Séroprévalence troupeauxELISA (sang)  (Schimmer et al., 2011)
ou inconnue origine domestiqL

Pas de connaissance Présence connue (0 Séroprévalence troupeaux ELISA (sang)  (Schimmer et al., 2011)
sur la présence de  vs.non
vermines

Lutte  contre Bache de protection Autres Séroprévalence troupeaux  ELISA (sang) (Schimmer et al., 2011)
nuisible volant

(e

3FAT : test d'immunofluorescence pourdétection de anticorps ; Trp: troupeau ;

- T 34d1I1dVHO
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CHAPITRE 1 : Introduction générale

3.1.1. Mesures a I'échelle individuelle

L’identification et la réforme des animaux a risqliétre excréteurs pourraient permettre de
limiter le nombre d’excréteurs. Ainsi, dans le s I'épidémie aux Pays-Bas, toutes les
femelles gestantes dans les troupeaux infectéeravaié reformées, du fait de leur risque
élevé d’excréter de grandes quantités de bactériasmise bas (Roest et al., 2011). De la
méme facon les schémas de type «test and culht>us0 moyen potentiel d’éliminer les
animaux excréteurs. Le principe est de testerri@aaux et de réformer les animaux détectés
excréteurs (EFSA Panel on Animal Health and Welfail¢AW), 2010).

Cependant du fait de la variabilité des voies, dractere intermittent ou sporadique de
I'excrétion chez certains animaux (Berri et al.020Guatteo et al.,, 2007b; Rousset et al.,
2009a) et du manque de sensibilité des tests ditignes disponibles (Peter et al., 1987a;
Kovacova et al., 1998; Kittelberger et al., 2009yrigan et al., 2011; Emery et al., 2012), ces
meéthodes ne permettent pas d’identifier et d’élamila totalité des excréteurs d’'un troupeau.
De plus, elles peuvent avoir des conséquences #gagues lourdes pour les éleveurs du fait
du codt propre de la réforme et du renouvellenraats également en raison du co(t des tests
diagnostiques (ACERSA, 2007).

3.1.2. Mesures a I'échelle du troupeau et de I'environnenm

bY

La parturition étant une période a risque élevéfemintes mesures de contréle y sont
associées. L'interdiction temporaire de mise aedpraduction des femelles non gestantes
pourrait permettre de limiter I'excrétion bacténeren évitant les mises-bas (EFSA Panel on
Animal Health and Welfare (AHAW), 2010). L’éliminah de produits de la parturition
pourrait empécher la contamination de I'environnemeu la dissémination par des
carnivores domestiques ou sauvages des aérosetsi@nix qui seraient présents en grandes

guantités dans ces produits.

L'utilisation du box de vélage pourrait éviter lgosition aux bactéries contenues dans les
produits de la parturition. Cependant, son netteyan fonction de la méthode utilisée
(nettoyage a haute pression par exemple), podiaratiser I'aérosolisation et la transmission
de bactéries infectieuses. De plus, les conditapignales d'utilisation des désinfectants en

élevage pour tugCoxiella burnetiisont inconnues.
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CHAPITRE 1 : Introduction générale

Dans le cadre d’'une contamination expérimentake gié montré que le lisier de chévre traité
a la cyanamide calcique a 0,4% pendant 1 sema@@°@ ou pendant 3 semaines a 4°C
devenait non infectieux pour des souris (ArricausBery et al., 2001). Ce résultat obtenu en
conditions expérimentales et sur du lisier de ch@et difficilement transposable aux fumiers,
du fait des difficultés d’homogénéisation que I'paut rencontrer sur cette matiere. Il est
également difficilement transposable a ce qui @uétre observé en conditions d’élevage,
du fait de nombreux facteurs de variabilité nonspen compte (notamment des
caractéristiques des troupeaux et des batimentia denduite d’élevage et des conditions
meéteorologiques). De plus, les conditions d'effitasont associées a la contrainte d’avoir
une fosse a lisier qui puisse étre dédiée a céttmfdction pendant une semaine, ce qui n'est

pas le cas dans tous les élevages (ACERSA, 2007).

Le compostage est également une autre techniquedptuire les bactéries par la chaleur, la
température au coeur du compost pouvant atteindogi’a 70° C pendant 4 a 6 semaines
(ACERSA, 2007; EFSA Panel on Animal Health and \Ai&f(AHAW), 2010). Cependant, la
température n’est pas homogéne entre le coeur evtésurs du compost, le temps nécessaire
a la destruction d€oxiella burnetiidans le compost est inconnu, et les étapes néessda
retournement du fumier peuvent provoquer l'aérgstilbn des bactéries (EFSA Panel on
Animal Health and Welfare (AHAW), 2010). Il est millé de recouvrir le fumier pour
éviter I'aérosolisation des bactéries contenuesSEPanel on Animal Health and Welfare
(AHAW), 2010). L'absence d’épandage des fumierdisérs est recommandée dans les
élevages infectés (AFSSA, 2004), bien que dansae ade I'épidémie aux Pays-Bas
I'épandage de fumier provenant d’élevages de chéétait pas associé a une augmentation
du nombre de cas humains de fievre Q dans le \agsifVellema et al., 2010).

3.1.3. Prévention de la réintroduction deCoxiella burnetii

Les regles classiques de biosécurité concernanitdalation des personnes et les procédures
d’hygiene associées pourraient limiter la réintdidun de Coxiella burnetii dans des
troupeaux infectés (EFSA Panel on Animal Health \Afadfare (AHAW), 2010).

Le contréle des mouvements d’animaux entre fernyastades statuts sanitaires différents
vis-a-vis de la fievre Q, pourrait prévenir I'inthaction d’animaux infectés dans des
troupeaux sains ou la réintroduction d’animaux ¢tée dans des troupeaux déja infectés
(EFSA Panel on Animal Health and Welfare (AHAW),120. Cependant, comme pour le
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«test and cull », au vu du caractere intermittéat I'excrétion, du portage d’anticorps
(Guatteo et al., 2007b; Rousset et al., 2009a) wetnhnque de sensibilité des tests
diagnostiques (Peter et al., 1987a; Kovacova £1988; Kittelberger et al., 2009; Horigan et
al., 2011; Emery et al., 2012), le statut sain ofedté d’un animal ou d’'un troupeau est

difficile a définir avec certitude.

Les changements de caractéristiques du troupe#s tgue la taille et la localisation
pourraient également étre des méthodes de prémeantiacde contréle de I'infection (EFSA
Panel on Animal Health and Welfare (AHAW), 2010 teduction de la taille des troupeaux
réduirait le risque d’introduction du pathogene réduisant les contacts avec l'extérieur
(intrants alimentaire, mouvement d’animaux,...). La@ximité d’'une ferme pouvant étre
facteur de risque d'infection (présence de chevpesximité de troupeaux infectés), en
augmentant la distance entre fermes le risque ettitin pourrait diminuer. Cependant la
distance optimum nécessaire entre fermes pourrélatéransmission de la bactérie est
inconnue. Ce sont des caractéristiques difficilemmadifiables et donc des solutions non
réalisables.

Le contréle des animaux réservoirs de la fievre@res que ruminants, peut étre une fagcon
de contrdler l'infection. Cependant leur réle démsycle deCoxiella burnetiin’est pas bien
compris (EFSA Panel on Animal Health and WelfarélfAV), 2010), a I'exception de celui
de la tique, puisqu’elle est considérée comme servdir de la fievre Q (Loftis et al., 2006).
Cependant I'impact des traitements acaricides supdrtage par les bovins degoxiella

burnetii est inconnu.

La plupart de ces mesures ont un impact inconnulsswéduction de la propagation de
Coxiella burnetiien élevage. De plus, elles sont associées a use eni ceuvre trés lourde
voire impossible dans certaines exploitations. isnéies méthodes sont inefficaces face au
risque d’introduction d'aérosols infectieux par lent. Pour contrbler ['infection et
notamment le risque en cas d’exposition des animsains, des mesures de maitrise médicale

sont également disponibles.
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3.2. Mesures de maitrise médicale en troupeau infecté
3.2.1. Antibiothérapie

L’antibiothérapie en médecine vétérinaire reposeemtiellement sur [utilisation des
tétracyclines, du fait de leur diffusion intracédiwe et de leur spectre d’activité qui comprend
les bactéries a Gram négatif telle gGexiella burnetii En élevage infecté en routine,
différents protocoles sont appliqués. Les traitesmennt effectués au tarissement pour éviter
les avortements tardifs ou au vélage pour limiguit d’excrétion potentiel. Peu d’études sur
I'évaluation de l'efficacité des tétracyclines, ®ir I'efficacité comparée de ces différents

protocoles, sont disponiblesgbleau 1- 3.

Une étude sur les ovins menée dans un troupeaanfertt infecté n’'a pas montré de
différences en termes d’occurrence ou de durééegerétion entre les brebis traitées et les
brebis témoins Tableau 1- J (Astobiza et al., 2010a). Cependant, cette émybnt été
menée dans un seul troupeau avec un niveau dimMecinportant, il est difficile de
généraliser ces résultats. Chez des brebis traftdEsytétracycline autour de la mise bas
(Berri et al., 2001), les avortements semblaiewira@é supprimés et la bactérie n’était plus
détectée dans les voies d’excrétions étudiéegxadption d’'un prélevement d’'une brebis 2
mois apres la mise baSableau 1- 3. Tous les animaux ayant été traités (absence de

témoins), ces résultats ne peuvent étre attribwés aertitude a I'oxytétracycline ou a

I’évolution naturelle de I'infection.

Dans le cadre d’'une étude menée sur 53 vachestrdeipeaux bovins cliniquement atteints
par Coxiella burnetij I'utilisation de I'oxytétracycline était associée la diminution du
nombre de placenta détectés positifs a la préseéacgoxiella burnetiipar la méthode de
Stamp (Woernle et al., 1985). Dans une autre éideches infectées chroniques, excrétant
Coxiella burnetii dans leur lait, (Behymer et al., 1977) avaient étg@itées a la
chlortétracycline par voie orale. Apres traiteméathactérie n’était plus détectée dans le lait
aprés une semaine pour I8 vache, et aprés 4 semaines pour 9% 2ache. La faible
sensibilité des techniques de diagnostic utiliséass ces 2 études et le faible nombre
d’animaux testés, dans la derniére étude notammentent ces résultats difficilement
interprétables{ableau 1- 3. De plus, le choix de I'administration de I'antbque par voie
orale dans I'étude de Behymer (1977), avec un esge mauvaise diffusion dans

'organisme, pose question quant a sa capacitéiofadans I'organisme des vaches traitées.
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Les quelques études disponibles sur l'utilisati@n I'dntibiothérapie rapportent donc des
résultats contradictoires. De plus, ces résultatd peu comparables entre eux du fait de
schémas d’études différents en termes de protod@dsinistration d’antibiotiques (voies et
périodes), de criteres d'efficacité et de méthod#s diagnostic. Les protocoles
d’administration d’antibiotique unique dans chaguede mais différents d’une étude a l'autre

limitent les conclusions qui peuvent en étre tirées
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Tableau 1- 3 : Etudesd’évaluation de I'antibiothérapie pour la maitrise de l'infection par Coxiella burnetiichez les ruminants

Population Plan d’étude Nature des Meéthode Reésultats (% d’excréteu  Référence
prélevementsdiagnostic

Ovins

60 traités 20 mg/kg oxytétracycline I, 8100 et Lait, MV®  PCR Traités : 23%, 64%, 53  (Astobiza et

26 témoins 120 jours de gestati feces Témoins: 20%, 51%, 55¢ al., 2010a)

(séroprévalence = 54%)

34 traités 20 mg/kg oxytétracycline IM, 4 jou Lait, MV®  PCR Traités 25%, 56%, 18%  (Berri et al.,

(séroprévalence = 32%) avant et 3 jours apres Vél: feces 2001)

Bovins

33 traités 50 mL Terramycine L.A en IM, Placentas Starfip  Traités: 24% (Woernle et

20 témoins semaines avant véle Témoins: 35% al., 1985)

2 traités 8 mg/kgljrs de chlorotétracycline per  Lait Inoculation Traités: 50% (Behymer et

(prévalence excrétion durant 30 jrs 61 et 31 jrs avant véla et MA al., 1977)

lait=100%)

4MV : mucus vaginal ; MA: Micro-agglutinatior ; Stamfi: examen microscopique de frottis de placentasréslpar la méthode de ste ;

IM® : intra-musculaire

- T 341IdVHD
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3.2.2. Vaccination

En médecine vétérinaire, deux vaccins sont acteld disponibles en France: le
Chlamyvax® (Mérial, AMM ovin et Caprin), vaccin cdiné fabriqué a partir de
Chlamydophila abortuset Coxiella burnetiien phase 2 indiqué pour la prévention des
avortements (Anonymous, 2012b), et le Coxevac® (&EAMM bovin et caprin), fabriqué

a partir deCoxiella burnetiien phase 1 indiqué pour la prévention de I'exgrétthez les
bovins et I'excrétion et les avortements chez &gwias (Anonymous, 2010).

Difféerentes études sont disponibles sur l'efficdcdde ces vaccins pour le contréle de

I'infection parCoxiella burnetiichez les ruminants @ébleau 1- 9.

Une étude a été menée en 2003 en conditions exgéaias dans un troupeau sensible de
chevres vaccinées comparant le vaccin phase acldrvphase 2 et un placebo. Elle a montré
gue le vaccin phase 1 était le seul a prévenict&ion et les avortements (Arricau-Bouvery
et al., 2005). Ces résultats sont conformes a peekpédemment obtenus avec le vaccin phase
1, présentant une diminution importante de I'exoréet du nombre d’avortements obtenue
suite a une inoculation chez les ovins (Brooksletl®86) et les bovins (Behymer et al.,
1976). Ces résultats sont, de plus, en adéquatiea @e que I'on observe chez 'Homme,
chez qui le seul vaccin qui semble efficace aujbwiidest le vaccin phase 1 Q-Vax (sous
ATU en France) (Bossi et al., 2004; Angelakis andodtt, 2010). Si en conditions
expérimentales le vaccin phase 1 semble étre le efoace pour prévenir les signes
cliniques et I'excrétion (Arricau-Bouvery et al.0@5), la question de son efficacité dans le
cadre d’une infection naturelle demeurait. Un eskaivaccination partielle sur les bovins
mené pendant un an dans 6 troupeaux naturellemittés, avec une stricte définition des
statuts vis-a-vis de l'infection des animaux (d@i@es 17 jours et 2 jours avant I'application
du traitement -vaccin/placebo-, par sérologie stst®CR sur 3 voies d’excrétion) a montré
gue le vaccin conférait une protection aux animgagcinés non gestants et non-infectés
(risque de devenir excréteur 5 fois moins imporigue les animaux ayant eu le placébo)
(Guatteo et al., 2008).

Deux essais de vaccination partielle menés resactint dans 1 et 3 troupeaux caprins
cliniguement affectés ont montré que le vaccin phaséduisait la charge détectée chez les
animaux vaccinés en comparaison aux animaux nonings et que cet effet était plus

marqué parmi les primipares (Rousset et al., 2Q08b)encore plus lorsqu’elles étaient
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séronégatives au moment de la vaccination (de Gmenet al., 2011). Chez les ovins, le
méme schéma d’étude mené sur 4 ans, ne montraifeféet significatif du vaccin (Astobiza

et al., 2011b). L'occurrence et la charge déteétéent significativement moins importantes
les 3 dernieres années, mais ces effets auraie@tr@associés a I'effet du vaccin aussi bien
gu’'au cours naturel de I'infection. Dans le cadiend étude menée aux Pays-Bas dans des
troupeaux caprins et un troupeau ovin infectésydecination avec le vaccin phase 1 a
entrainé la diminution de la prévalence des exuarétet de la charge détectée chez ces

animaux (Hogerwerf et al., 2011). Mais cette émdortait que sur des animaux gestants.

Les résultats de ces études montrent que le vateiphase 1 confere notamment une
protection aux animaux vaccinés lorsque non infeetéhon gestants, soulignant I'importance

du statut initial au moment de la vaccination.

En ce qui concerne les animaux infectés, ou legpgaux dans lesquels la prévalence
d’animaux infectés est importante, les résultateemide I'absence de protection conférée par
le vaccin phase 1 (Guatteo et al., 2008; Astobizd.£2011b) a un effet sur la réduction des
charges excrétées (Rousset et al., 2009b; de Creat@l, 2011).

Ces résultats sont obtenus avec des schémas deatext différents de ceux appliqués en
élevage. Avec la vaccination partielle, les animaaxcinés sont soumis a une pression
infectieuse plus importante que dans le cadre duaeeination totale, puisque les animaux
non vaccinés peuvent continuer & excréter et daouner I'environnement. A linverse, les
animaux non vaccinés sont soumis a une pressi@ttiafise moins importante que s’ils
avaient été dans un troupeau entierement non \@quirisque la vaccination est associée a la
prévention de I'excrétion chez les animaux vaccs&ssibles. Ainsi, I'effet du vaccin dans

les études de vaccination partielle pourrait &ressestime.
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Tableau 1- 4: Efficacité de la vaccination pour maitriser I'infection par Coxiella burnetiichez les ruminants (plan d’étude et résultat:

Type  Echantillon d’étude Plan d’étude Méthode diagnostic Effet vaccin phase 1 Référence
d’étude (nature des prélévements)
Exp°® 47 chévres (1-2 ans) 3 groupes vaccin phase 1, vacc ELISA (sang), PCR Prévention de I'excrétion et ( (Arricau-
sensibles phase 2, placebo qualitative (lait, MV, I'avortement Bouvery et
inoculation 105 jours apres injecti  feces) al., 2005)
booster a 84 jours de gesta
Obs? 6 troupeaux infectés Vaccination partiell des 4 groupes PCR temps réel (lait,  Prévention (risque divisé par 5)  (Guatteo et
par tr|6) (sensiblegestant, sensible nc MV, féces) I'excrétion chez les animat al., 2008)
336 vaches : . . . . ~
gestant, infecté gestant, infecté r sensibles et non geste
(48% séroprévalence)gestant) vaccin phase 1, place
50% groupevaccin phase
Obs. 1 troupeau infecté  Vaccinationpartielle ditrp”: vaccin - PCR temps réel (MV)  Diminution de la charge bactérien (Rousset et
54 chévres phase 1, non vacci détectée chez les animaux vacci al., 2009b)
50% trg vaccin phase (effet marqué chez anima
primipares)
Obs. 1 troupeau infecté  Vaccinationpartielle 1ére ann:: PCR temps réel (lait,  Pas d'effet (Astobiza et
408 brebis vaccin Ehase.l, non vacc MV, feces) al., 2011b)
75%trp° vaccin phase
(57% séroprévalencelaccination totale 8" et 4™ année
Obs. 3 troupeaux infectés Vaccinationpartielle : vaccin phase 1,PCR temps réel (MV)  Diminution de la charge bactérien (de Cremoux
905 chavres non vacciné détectée chez les animaux vacci et al., 2011)
50% trg vaccin phase (effet marqué chez les anima
(74,5% prévalence) primipares et sensible
Obs. 13 troupeaux caprins100 femelles gestante trp® : 7 PCR temps réel (Fluide Diminution de la prévalence et de (Hogerwerf
et 1 ovin infectés troupeaux vaccinésvec vaccin phas utérin, MV, lait) charge bactérienne détectée che: et al., 2011)
1 et 6 non vaccinés animaux vaccinés
MV?: mucus vaginal trp® : troupeau; Exp: Expérimental ; Obs®: Observationnelle
(W8]
[

- T 341IdVHD
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Les études expérimentales permettent d’évaluefidasité sensu strictodu produit. En
conditions expérimentales, I'efficacité est évalpéar une dose infectieuse connue, selon un
mode d’inoculation précis (ici sous cutanée, diférde la voie respiratoire lors d’'infections
naturelles) et tous les parametres sont contr@ésdans le cadre d’une maladie infectieuse
comme la fievre Q, les caractéristiques individegllles caractéristiques des troupeaux, le
mode de contamination ainsi que la charge infestied laquelle les animaux sont exposés
(La Scola et al., 1997), sont autant de paraméjrgéspeuvent impacter la dynamique
d’infection intra-troupeau et l'efficacité d'un trament. La diversité des situations lors
d’infections naturelles est ainsi difficilement reguctible en conditions expérimentales.
Ainsi, l'efficacité d’'un traitement (utilisation dh produit thérapeutique en population) doit
étre testée en conditions réelles (Asokan, 2009).

Il est donc important de mettre en place des étutliegerventions multicentriques en
troupeaux naturellement infectés pour évalueritatiité de mesures de maitrise notamment

médicale.

4. Obijectifs généraux de la these

Face aux enjeux de santé publique, de santé anigtadeix enjeux possibles pour la filiere
lait associés a l'infection des ruminants @arxiella burnetij I'objectif général de cette these
a été dévaluer l'efficacité de mesures de maitrisédicale de linfection pafCoxiella

burnetii en troupeaux bovins laitiers naturellement infecté
Cet objectif général sera abordé a travers 3 axes :

- décrire la variabilité des situations des troupeenfgctés avant la mise en place de

mesures de maitrise,

- évaluer l'efficacité des mesures de maitrise méeligaur contréler 'excrétion dans le

mucus vaginal au vélage,

- évaluer l'efficacité des mesures de maitrise méeligaur contréler I'excrétion dans le
lait de tank, dans le lait de mélanges de primgpage dans I'environnement des

animaux.
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Dans le 9™ chapitre de la thése, la diversité des situatiamstaires observées avant mise en
place des mesures de maitrise médicale dans dgse#ax naturellement infectés par la
fievre Q, est décrite et I'impact potentiel des ores de maitrise non médicale appliquées
dans ces troupeaux est quantifie. Pour ce faines pooposons une description en termes de
séroprévalence intra-troupeaux des vaches laitéretes génisses. Nous étudions aussi la
relation entre ces séroprévalences intra-troupeaaroées et les caractéristiques et pratiques
d’élevage associées. Un sous-objectif est d'évaligérét du lait de tank comme outil
d’estimation de la séroprévalence intra-troupelagiagit d’évaluer la valeur informative d’'un
prélevement facile a collecter et peu onéreux comalternative a des seérologies

individuelles.

Dans le 8™ chapitre, I'efficacité des mesures de maitrise inadel & I'échelle individuelle,
combinant ou non la vaccination avec un vaccin @hhset I'antibiothérapie a base de
tétracycline, sur la prévention de I'excrétionatiminution de la charge excrétée au moment

du vélage dans le mucus vaginal a été évaluée.

Dans le 4™ chapitre, nous évaluons l'efficacité de ces mémesures de maitrise médicale
pour contréler l'infection parCoxiella burnetii a I'échelle du troupeau. Les critéres
d’efficacité étudiés reposent sur I'évolution deckarge erCoxiella burnetiimesurée dans 4
types de préléevements : le lait de tank, le laitrdganges de primipares, la poussiére cumulée

dans les batiments et la poussiere renouvelééagar d’exercice des animaux.

La nature des criteres d’efficacité choisis dars dhapitres 3 et 4 est justifiee dans les

chapitres correspondant.

Le 5™ chapitre de la thése consiste en une discussioérgé. Les principaux résultats y
sont rappelés et mis en perspectives. Les méttaidaieres choisis pour évaluer I'efficacité
des mesures de maitrise meédicale mis en oeuvrdestnoupeau adulte pour controler
l'infection par Coxiella burnetiisont discutés. Enfin, nous présentons les peigpscet

recommandation qui peuvent découler des résuléatesl travaux.

33



CHAPITRE 1 : Introduction générale

Références

ACERSA, 2007. Proposition de plan de maitrise de&elae Q dans les élevages cliniguement
atteints, p. 34.

AFSSA, 2004. Fievre Q : Rapport sur I'évaluatios deques pour la santé publique et des
outils de gestion en élevage. AFSSA, p. 42.

Angelakis, E., Raoult, D., 2010. Q fever. Veternin&ticrobiology 140, 297-309.
Anonyme, 2010. Coxevac : EPAR - Product Informatibaropean Medecines Agency.
Anonyme, 2011. Q fever epidemic cost up to €336atcBNews. Amsterdam.
Anonyme, 2012a. Q-fever death toll reached at [2dsDutchNews.nl.

Anonyme, 2012b. Résumé des Caractéristiques Pro@hilamyvax FQ. Mérial.

Arricau-Bouvery, N., Rodolakis, A., 2005. Is Q fewa emerging or re-emerging zoonosis?
Vet. Res.36, 327-349.

Arricau-Bouvery, N., Souriau, A., Bodier, C., DufolP., Rousset, E., Rodolakis, A., 2005.
Effect of vaccination with phase | and phas€dxiella burnetiivaccines in pregnant goats.
Vaccine23, 4392-4402.

Arricau-Bouvery, N., Souriau, A., Lechopier, P.,d®takis, A., 2003. Experiment@oxiella
burnetiiinfection in pregnant goats : excretion routes. YRes.34, 423-433.

Arricau-Bouvery, N., Souriau, A., Moutoussamy, Aadenise, K., Rodolakis, A., 2001.
Etude de I'excrétion deCoxiella burnetii dans un modéle expérimental caprin et
décontamination des lisiers par la cyanamide caéciqStudy ofCoxiella burnetiiexcretion

in an experimental goat model and decontaminatfotuag with calcium Cyanamid. Renc.
Rech. Rum., pp. 153-156.

Asokan, G.V., 2009. Epidemiological assessmentotine efficacy. Vet. Worl@, 118-122.

Astobiza, I., Barandika, J.F., Hurtado, A., JuRd\., Garcia-Pérez, A.L., 2010a. Kinetics of
Coxiella burnetii excretion in a commercial dairy sheep flock afteeatment with
oxytetracycline. The Veterinary Jourrisd4, 172-175.

Astobiza, I., Barandika, J.F., Ruiz-Fons, F., HdotaA., Povedano, I., Juste, R.A., Garcia-
Perez, A.L., 2011aCoxiella burnetiishedding and environmental contamination at lagbin
in two highly naturally-infected dairy sheep flockf$er vaccination. Res Vet 321, e58-63.

Astobiza, I., Barandika, J.F., Ruiz-Fons, F., HdotaA., Povedano, I., Juste, R.A., Garcia-
Perez, A.L., 2011b. Four-Year Evaluation of theeEffof Vaccination againsCoxiella
burnetii on Reduction of Animal Infection and Environmen@ntamination in a Naturally
Infected Dairy Sheep Flock. Applied and environraénticrobiology77, 7405-7407.

Astobiza, |., Barral, M., Ruiz-Fons, F., BarandikhF., Gerrikagoitia, X., Hurtado, A.,
Garcia-Perez, A.L., 2010b. Molecular investigatairthe occurrence dfoxiella burnetiiin
wildlife and ticks in an endemic area. Vet Micrabld7, 190-194.

Beaudeau, F., Assié, S., Seegers, H., Belloc, @lalSE., Joly, A., 2001. Assessing the
within-herd prevalence of cows antibody-positive Hovine viral diarrhoea virus with a
blocking ELISA on bulk tank milk Vet. Re@49, 236-240.

34



CHAPITRE 1 : Introduction générale

Behymer, D., Ruppaner, R., Riemann, H.P., BibarsteiL., Franti, C.E., 1977. Observation
on chemotherapy in cows chronically infected witbxiella burnetii(Q fever). Folia Vet.
Lat. 7, 64-70.

Behymer, D.E., Biberstein, E.L., Riemann, H.P.,nitaC.E., Sawyer, M., Ruppanner, R.,
Crenshaw, G.L., 1976. Q feve€dxiella burneti) investigations in dairy cattle : challenge of
immunity after vaccination. Am. J. Vet. R&3,, 631-634.

Benson, W.W., Brock, D.W., Mather, J., 1963. SegmoAnalysis of a Penitentiary Group
Using Raw Milk from a Q Fever Infected Herd. Pultigalth reportg8, 707-710.

Berri, M., Laroucau, K., Rodolakis, A., 2000. Thetection ofCoxiella burnetiifrom ovine
genital swabs, milk and fecal samples by the usa single touchdown polymerase chain
reaction. Veterinary Microbiology2, 285-293.

Berri, M., Souriau, A., Crosby, M., Crochet, D., doepier, P., Rodolakis, A., 2001.
Relationships between the shedding @bxiella burnetij clinical signs and serological
responses of 34 sheep. Vet Rb8, 502-505.

Bossi, P., Tegnell, A., Baka, A., Van Loock, F.ndeks, J., Werner, A., Maidhof, H., G, G.,
2004. Recommandation Bichat* sur la prise en chafgeque des patients présentant une
fievre Q liée ou non a un acte de bioterrorismaoBurveill., p. 6.

Brooks, D.L., Ermel, R.W., Franti, C.E., RuppannBt, Behymer, D.E., Williams, J.C.,
Stephenson, E.H., 1986. Q fever vaccination of gheballenge of immunity in ewes.
American journal of veterinary reseah, 1235-1238.

Buhariwalla, F., Cann, B., Marrie, T.J., 1996. Agdelated outbreak of Q fever. Clinical
Infectious Disease®3, 753-755.

Burnet, F.M., Freeman, M., 1937. Experimental staddn the virus of "Q" fever. Med. J.
Aust. 2, 299-305.

Cabassi, C.S., Taddei, S., Donofrio, G., GhidiniFtancastelli, C., Flammini, C.F., Cavirani,
S., 2006. Association betwe€&oxiella burnetiiseropositivity and abortion in dairy cattle of
Northern Italy. New MicrobioR9, 211-214.

Capuano, F., Landolfi, M.C., Monetti, D.M., 200Influence of three types of farm
management on the seroprevalence of Q fever assassby an indirect immunofluorescence
assay. Vet Red49, 669-671.

Castillo, L., Fernandez-Llario, P., Carranza Aln@nk, Bermejo, F., Hermoso de Mendoza,
J., 2010. First seropositive casegCaixiella burnetiiin red deer populations in the southwest
Iberian peninsula. J Zoo Wildl MetlL, 468-473.

CDC, 2011. Bioterrorism Agents/Diseases. CenteDisease Control and Prevention.

Cox, H.R., 1938. A filter-passing infectious ageswlated from ticks. Ill. Description of
organism and cultivation experiments. Public headftortsc3, 2270-2276.

Davis, G.E., Cox, H.R., 1938. A filter-passing ictieus agent isolated from ticks. I. Isolation
from Dermacentor andersoni, reactions in animais, fdtration experiments. Public health
reportsb3, 2259-2261.

de Cremoux, R., Rousset, E., Touratier, A., Audass&., Nicollet, P., Ribaud, D., David,
V., Pape, M., 2011. Assessment of vaccination lphase ICoxiella burnetiiinactivated
vaccine in goat herds in clinical Q fever situatidFEMS immunology and medical
microbiology.

35



CHAPITRE 1 : Introduction générale

DelLay, P.D., Lennette, E.H., DeOme, K.B., 1950. €yd¥ in California: 1l. Recovery of
Coxiella burneti from Naturally-Infected Air-Borrigust. J Immuno65, 211-220.

Delsing, C.E., Kullberg, B.J., Bleeker-Rovers, CZ10. Q fever in the Netherlands from
2007 to 2010. Neth. J. Me€i8, 382-387.

Derrick, E.H., 1937. "Q" fever, a new fever entityinical features, diagnosis and laboratory
investigation. Med. J. Aus?, 281-299.

DGAL, 2007. DGAL/SDSPA/SDSSA/N2010-8262. p. 11.
DGAL, 2011. Mise en place d’'une surveillance dédare Q dans des départements pilotes.

Dijkstra, F., van der Hoek, W., Wijers, N., SchinmnB., Rietveld, A., Wijkmans, C.J.,
Vellema, P., Schneeberger, P.M., 2011. The 20070-2Dfever epidemic in the Netherlands:
characteristics of notified acute Q fever patiarid the association with dairy goat farming.
FEMS Immunology & Medical Microbiologg4, 3-12.

EFSA Panel on Animal Health and Welfare (AHAW), B0Scientific Opinion on Q Fever.
EFSA Journal. p. 114.

Emery, M.P., Ostlund, E.N., Schmitt, B.J., 2012n{parison of Q fever serology methods in
cattle, goats, and sheep. J Vet Diagn In2dst379-382.

Enright, J.B., Franti, C.E., Longhurst, W.M., BelsmD.E., Wright, M.E., Dutson, V.J.,
1971. Coxiella burneti in a wildlife-livestock emehment. Antibody response of ewes and
lambs in an endemic Q fever area. American jourhapidemiologyo4, 62-71.

Field, P.R., Mitchell, J.L., Santiago, A., Dickesdd.J., Chan, S.W., Ho, D.W., Murphy,
A.M., Cuzzubbo, A.J., Devine, P.L., 2000. Comparisef a commercial enzyme-linked
immunosorbent assay with immunofluorescence andptament fixation tests for detection
of Coxiella burnetii(Q fever) immunoglobulin M. Journal of clinical endbiology38, 1645-
1647.

Frankel, D., Richet, H., Renvoise, A., Raoult, RQ11l. Q fever in France, 1985-20009.
Emerging infectious diseas#g, 350-356.

Guatteo, R., 2011. La Fieévre Q chez les petits mamts : historique et impact de I'épidémie
néerlandaise et mesures de maitrise envisage8bikstin des GTV58, 97-104.

Guatteo, R., Beaudeau, F., Berri, M., Rodolakis, Wly, A., Seegers, H., 2006. Shedding
routes ofCoxiella burnetiiin dairy cows: implications for detection and qoht Veterinary
researclt87, 827-833.

Guatteo, R., Beaudeau, F., Joly, A., Seegers,.7/2 Assessing the within-herd prevalence
of Coxiella burnetiimilk shedder cows using a real-time PCR appliedutk tank milk.
Zoon. Pub. Healttb4, 191-194.

Guatteo, R., Beaudeau, F., Joly, A., Seegers, B07I2 Coxiella burnetiishedding by dairy
cows. Vet. Res38, 849-860.

Guatteo, R., Seegers, H., Joly, A., Beaudeau, G08.2Prevention ofCoxiella burnetii
shedding in infected dairy herds using a phaSe Iburnetiiinactivated vaccine. Vaccirb,
4320-4328.

Hawker, J.l., Ayres, J.G., Blair, I., Evans, M.Rmith, D.L., Smith, E.G., Burge, P.S.,
Carpenter, M.J., Caul, E.O., Coupland, B., Dessgtoe U., Farrell, I.D., Saunders, P.J.,
Wood, M.J., 1998. A large outbreak of Q fever ia West Midlands: windborne spread into a
metropolitan area? Communicable disease and plodith / PHLSL, 180-187.

36



CHAPITRE 1 : Introduction générale

Hogerwerf, L., van den Brom, R., Roest, H.l.J., Ba, A., Vellema, P., Pieterse, M.,
Dercksen, D., Nielen, M., 2011. ReductionGxxiella burnetiiPrevalence by Vaccination of
Goats and Sheep, the Netherlands. Emerg. Infest1Dj 379-386.

Horigan, M.W., Bell, M.M., Pollard, T.R., Sayers,.R, Pritchard, G.C., 2011. Q fever
diagnosis in domestic ruminants: comparison betwmenplement fixation and commercial
enzyme-linked immunosorbent assays. Journal of rvetly Diagnostic Investigatio23,
924-931.

Kennerman, E., Rousset, E., GAYIcAY4, E., Dufour, 10. Seroprevalence of Q fever
(coxiellosis) in sheep from the Southern Marmargi®g Turkey. Comparative Immunology,
Microbiology and Infectious Diseas88, 37-45.

Kittelberger, R., Mars, J., Wibberley, G., Sting,, Rlenning, K., Horner, G.W., Garnett,
K.M., Hannah, M.J., Jenner, J.A., Piggott, C.JKd&@fe, J.S., 2009. Comparison of the Q-
fever complement fixation test and two commercrayene-linked immunosorbent assays for
the detection of serum antibodies against Coxiéllanetti (Q-fever) in ruminants :

recommendations for use of serological tests onoregd animals in New Zealand. New
Zealand veterinary journal7, 262-268.

Kovacova, E., Kazar, J., Spanelova, D., 1998. Silitya of variousCoxiella burnetiiantigen
preparations for detection of serum antibodiesdryous tests. Acta Virologicé2, 365-368.

Kruszewska, D., Lembowicz, K., Tylewska-Wierzbankas S., 1996. Possible sexual
transmission of Q fever among humans. Clin Infeist22, 1087-1088.

Kruszewska, D., Tylewska-Wierzbanowska, S., 198Glation ofCoxiella burnetiifrom bull
semen. Research in Veterinary Scie@2e299-300.

La Scola, B., Lepidi, H., Raoult, D., 1997. Patlgitochanges during acute Q fever: influence
of the route of infection and inoculum size in itk guinea pigs. Infection and immunity,
2443-2447.

Loftis, A.D., Reeves, W.K., Szumlas, D.E., AbbassyM., Helmy, .M., Moriarity, J.R.,
Dasch, G.A., 2006. Rickettsial agents in Egyptiehkst collected from domestic animals.
Experimental & applied acarologh, 67-81.

Madariaga, M.G., Rezai, K., Trenholme, G.M., Weanst R.A., 2003. Q fever: a biological
weapon in your backyard. The Lancet Infectious 8ses3, 709-721.

Marrie, T.J., Durant, H., Williams, J.C., Mintz,,BVaag, D.M., 1988. Exposure to parturient
cats - a risk factor for acquisition of g-fever mmaritime Canada. Journal of Infectious
Diseased58, 101-108.

Marrie, T.J., Raoult, D., 1997. Q fever - a reviamd issues for the next century. Int. J.
Antimicrobial Agents3, 145-161.

Marrie, T.J., Williams, J.C., Schlech, W.F., Yates, 1986. Q-fever pneumonia associated
with exposure to wild rabbitS. Lanckt427-429.

Maurin, M., Raoult, D., 1999. Q fever. Clin. Micriob Reviews12, 518-553.

McCaughey, C., Murray, L.J., McKenna, J.P., MenzieB., McCullough, S.J., O'Neill, H.J.,
Wyatt, D.E., Cardwell, C.R., Coyle, P.V., 201Toxiella burnetii(Q fever) seroprevalence in
cattle. Epidemiol. Infect138, 21-27.

Milazzo, A., Hall, R., Storm, P.A., Harris, R.J.iMglow, W., Marmion, B.P., 2001. Sexually
transmitted Q fever. Clin Infect D&3, 399-402.

37



CHAPITRE 1 : Introduction générale

Ministére de I'Agriculture, d.l.A., de la Péche,lddRuralité et de I'Anénagement du territoire,
2011. Arrété du 27 Décembre 2011 modifiant les maroiihygiene et de salubrité auxquelles
doit répondre le lait cru livré en I'état et degtanla consommation humaine.

Muskens, J., van Engelen, E., van Maanen, C., Bai@®, Lam, T.J., 2011. Prevalence of
Coxiella burnetii infection in Dutch dairy herds based on testingkbtank milk and
individual samples by PCR and ELISA. Vet R&8, 79.

Ormsbee, R.A., Bell, E.J., Lackman, D.B., Talleat, 1964. The Influence of Phase on the
Protective Potency of Q Fever Vaccine. J Imm@y1404-412.

Peter, O., Dupuis, G., Peacock, M.G., Burgdorfer, ¥887. Comparison of enzyme-linked-
immunosorbent-assay and complement-fixation andraod fluorescent-antibody tests for
detection of coxiella-burnetii antibody. Journalctihical microbiology25, 1063-1067.

Pinsky, R.L., Fishbein, D.B., Greene, C.R., Gensleej K.F., 1991. An outbreak of cat-
associated g-fever in the united-states. Journgifettious Diseasels4, 202-204.

Porter, S.R., Czaplicki, G., Mainil, J., Guattea, Baegerman, C., 2011. Q Fever: current
state of knowledge and perspectives of researehngfglected zoonosis. International journal
of microbiology2011, 248418.

Rodolakis, A., 2006. Q fever, state of art: Epidaogy, diagnosis and prophylaxis. Small
Rum. Res62, 121-124.

Rodolakis, A., Berri, M., Hechard, C., Caudron, Souriau, A., Bodier, C.C., Blanchard, B.,
Camuset, P., Devillechaise, P., Natorp, J.C., VVadd®., Arricau-Bouvery, N., 2007.
Comparison ofCoxiella burnetii Shedding in Milk of Dairy Bovine, Caprine, and Osi
Herds. J. Dairy ScP0, 5352-5360.

Roest, H.I.J., Tilburg, J., Van der Hoek, W., Vel P., Van Zijderveld, F.G., Klaassen,
C.H.W., Raoult, D., 2011. The Q fever epidemic eeTNetherlands : history, onset, response
and reflection. Epidemiology and infecti@89, 1-12.

Rousset, E., Berri, M., Durand, B., Dufour, P.,gerit, M., Delcroix, T., Touratier, A.,
Rodolakis, A., 2009&Coxiella burnetiishedding routes and antibody response after akibre
of Q fever-induced abortion in dairy goat herdsplgd and environmental microbiolodp,
428-433.

Rousset, E., Durand, B., Champion, J.L., Prigent, Mufour, P., Forfait, C., Marois, M.,
Gasnier, T., Duquesne, V., Thiery, R., Aubert, MZ009b. Efficiency of a phase 1 vaccine
for the reduction of vaginaloxiella burnetiishedding in a clinically affected goat herd. Clin
Microbiol Infect15 Suppl 2, 188-189.

Ryan, E.D., Kirby, M., Collins, D.M., Sayers, R.,el, J.F., Clegg, T., 2010. Prevalence of
Coxiella burnetii(Q fever) antibodies in bovine serum and bulk-nséinples. Epidemiology
and infection, 1-5.

Sanford, S.E., Josephson, G.K., MacDonald, A., 1@€%kiella burnetii(Q fever) abortion
storms in goat herds after attendance at an arfamallThe Canadian veterinary jourrzb,
376-378.

Schimmer, B., Dijkstra, F., Vellema, P., Schneeber®.M., Hackert, V., ter Schegget, R.,
Wijkmans, C., van Duynhoven, Y., van der Hoek, 009. Sustained intensive transmission
of Q fever in the south of the Netherlands, 200g0ESurveill14.

38



CHAPITRE 1 : Introduction générale

Schimmer, B., Luttikholt, S., Hautvast, J.L.A., @raE.A.M., Vellema, P., Duynhoven,
Y.T.H.P.v., 2011. Seroprevalence and risk factdr® dever in goats on commercial dairy
goat farms in the Netherlands, 2009-2010. BMC \fetey Researcfi, (30 December 2011).

Schimmer, B., Ter Schegget, R., Wegdam, M., ZuchHnede Bruin, A., Schneeberger, P.M.,
Veenstra, T., Vellema, P., van der Hoek, W., 20IlGe use of a geographic information
system to identify a dairy goat farm as the mdsdlyi source of an urban Q-fever outbreak.
BMC infectious diseasel), 69.

Scott, G.H., Williams, J.C., 1990. Susceptibilitf @oxiella burnetii to chemical
disinfectants. Ann N Y Acad S8R0, 291-296.

Sting, R., Breitling, N., Oehme, R., Kimmig, P.,020 [The occurrence @oxiella burnetiiin
sheep and ticks of the genus Dermacentor in Badeerifémberg]. Dtwi11, 390-394.

Tainturier, D., 1987. Recurrent metritis due toe®dr in cows. Recl. Med. Vel63, 195-198.

Tigertt, W.D., Benenson, A.S., Gochenour, W.S., 1198irborne Q fever. Bacteriological
reviews25, 285-293.

Tissot-Dupont, H., Amadei, M.A., Nezri, M., Raoult,, 2004. Wind in November, Q fever in
December. Emerg. Infect. Dis0, 1264-12609.

Tissot-Dupont, H., Torres, S., Nezri, M., Raoult, 999. Hyperendemic focus of Q fever
related to sheep and wind. Am. J. Epideniidl0, 67-74.

van der Hoek W, Dijkstra F, Schimmer B, SchneeheR)d, Vellema P, Wijkmans C, ter
Schegget R, Hackert V, van Duynhoven Y, 2010. @iféw the Netherlands: an update on the
epidemiology and control measures. Euro Surveill. .

van der Hoek, W., Meekelenkamp, J.C., Leenders,.,AWjers, N., Notermans, D.W.,
Hukkelhoven, C.W., 2011. Antibodies agair@oxiella burnetiiand pregnancy outcome
during the 2007-2008 Q fever outbreaks in The Né&hds. BMC infectious diseas#$, 44.

Vellema, P., Van den Brom, R., Dercksen, D.P., Mbl] Roest, H.I.J., 2010. Research in
relation to the approach of Q fever in the Nethwita In, Q-fever conference, Breda, the
Netherlands.

Welsh, H.H., Lennette, E.H., Abinanti, F.R., WinhE., Kaplan, W., 1959. Q fever studies.
XXI. The recovery ofCoxiella burnetiifrom the soil and surface water of premises hangor
infected sheep. Am. J. Hyg0, 14-20.

Willeberg, P., Ruppanner, R., Behymer, D.E., Haghi§., Kaneko, J.J., Franti, C.E., 1980.
Environmental exposure tGoxiella burnetii a sero-epidemiologic survey among domestic
animals. Am. J. Epidemioll11l, 437-443.

Woernle, H., Limouzin, C., Muler, K., Durand, M.R985. La fievre Q bovine - effets de la
vaccination et de I'antibiothérapie sur I'évolutaimique et I'excrétion de coxiella dans le lait
et les sécrétions utérines. Bull. Acad. Vet. DenEe®8, 91-100.

Yanase, T., Muramatsu, Y., Ueno, H., Morita, C971.9Seasonal variations in the presence of
antibodies againsCoxiella burnetiiin dairy cattle in Hokkaido, Japan. Microbiologgpda
immunology41, 73-75.

39



40



CHAPITRE 2

Séroprévalences intra-troupeau et facteurs

de variation

41



42



CHAPITRE 2 : Séroprévalences intra-troupeau et faars de variation

1. Résumé de l'article ‘Seroprevalence of Q fever in aturally infected dairy cattle
herds’

L'objectif de cette étude était de décrire la disttion de la séroprévalence intra-troupeau de
linfection par Coxiella burnetii parmi les vaches laitieres et les génisses depémnux
naturellement infectés et d’explorer son associatwec des caractéristiques et pratiques

d’élevage.

Pour ce faire, de Janvier 2008 a Décembre 2009trbOPeaux bovins laitiers naturellement
infectés parCoxiella burnetiiont été recrutés sur la base d’au moins 50% dalogges
ELISA FQ positives sur un échantillon d’au moinsa&hes et d’'un résultat positif en PCR
sur un prélevement de placenta de vache ayantéadaris le mois précédant l'inclusion.
Dans chaque troupeau, un prélevement de sang affétiué sur la totalité des vaches
laitieres et des génisses de plus de 12 mois poerrecherche d’anticorps amibxiella
burnetii (kit ELISA FQ, LSI). Les caractéristiques et pgates d’élevage relatives au vélage,
a la réforme, a la gestion des effluents, aux moerds d’animaux et aux contacts avec le
voisinage, ont été recueillies a l'aide d'un quastiaire adressé aux éleveurs. La relation
entre, d’'une part les caractéristiques et pratigliéevage et d’autre part la séroprévalence
intra-troupeau, a été explorée indépendamment lelsezaches laitieres et les génisses. Chez
les vaches laitieres, elle a été étudiée au traster$association avec la variation de la
séroprévalence intra-troupeau, a l'aide d’'un modiderégression linéaire multivariée. Et,
chez les génisses, le risque d’avoir dans un tEwa& Moins une génisse séropositive a été

guantifié a I'aide d’'un modeéle de régression lagis.

La médiane de la séroprévalence intra-troupeat agad.32 (Q1=0.22 ; Q3=0.43). Chez les
génisses, la séroprévalence intra-troupeau obsétagiefaible (Q1=0; Q2=0.01 ; Q3=0.10)
et chez les vaches laitieres élevée, mais vari@le=0.28 ; Q2=0.42 ; Q3= 0.56). Peu de
caractéristiques et pratiques d’élevages sont messaignificativement (P<0.10) associées
aux seroprévalences intra-troupeau. La séropréeselérira-troupeau chez les vaches était
significativement plus élevée dans les troupeaurcaplus de 46 vaches (+11%) et
significativement moins élevée dans ceux qui néquaient pas le regroupement des vélages
(-8%), et dans ceux ou les vaches n’étaient paoetact avec d’autres ruminants en pature
ou a travers les haies (-10%). Le risque d’avoimeains une génisse seéropositive dans le

troupeau était plus élevé dans les troupeaux piatigje regroupement des vélages (OR=2.7 ;
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IC95% [1.11-7.87]) et dans ceux ou les fcetus gilanentas n’étaient pas systématiquement
ramasseés apres avortement (OR=2.9 ; IC95% [1.02)7.3

Ces résultats confirment que peu de génisses stettdes infectées et a I'opposé que la
séroprévalence intra-troupeau observée chez |dmsdaitieres est variable entre troupeaux.
Parmi les caractéristiques et pratiques d’élevageaées a la séroprévalence intra-troupeau
chez les vaches ou les génisses, seule I'hygiené&lage est facilement modifiable. Ainsi,
afin de limiter I'infection parCoxiella burnetiidans les élevages infectés, I'application de
pratiques d’hygiene strictes est un élément import€ompte-tenu du faible nombre de
pratigues modifiables pouvant influer sur la sééeptence intra-troupeau, les mesures
meédicales, par exemple la vaccination, apparaissenime un moyen de protéger les
animaux sains, méme dans les troupeaux infectdaidde son efficacité rapportée dans la
littérature a prévenir I'excrétion chez les animalétectés comme non porteurs d’anticorps et
non excréteurs. Les génisses sont confirmées cariimieede choix pour la vaccination du fait
de la faible séroprévalence intra-troupeau obser@mpte tenu de la variabilité de la
séroprévalence intra-troupeau observée chez lekesalaitieres, la vaccination pourrait
toujours présenter un intérét dans certaines Bnstde faible séroprévalence qu'il serait

intéressant de pouvoir déterminer de facon pratjcapde et a faible codt).

44



CHAPITRE 2 : Séroprévalences intra-troupeau et faars de variation

2. Atrticle ‘Seroprevalence of Q fever in naturally infected dairy cattle herds’

*

Anne-Frieda Tauréf3# Raphaél Guattéd> Alain Joly, Henri Seegets* Francois
Beaudeat*®

'ONIRIS, UMR 1300 Bio-Agression, Epidémiologie etayse de Risque, Nantes, F-44307,
France ;

’INRA, UMR 1300 Bio-Agression, Epidémiologie et Apsé de Risque, Nantes, F-44307,
France ;

*L'UNAM, Nantes, F-44200, France ;

*Union Bretonne des Groupements de Défense Sani&irmes, F-56000, France ;

Preventive Veterinary Medicine, August 2011, 1012t 51-57

2.1. Abstract

Coxiella burnetiiis the causal agent of Q fever, a worldwide spmazhosis. Prevention of
C. burnetii shedding in cattle is critical to catthe spread of the pathogen between animals,
and from animals to humans. Vaccination with a phasvaccine has been shown to be
effective in preventing shedding when implementedsiill susceptible animals, even in
infected cattle herds. The identification of thesémals (dairy cows and nulliparous females)
as targets for vaccination consequently is crutiglyiene measures conventionally also are
implemented, but their relative impact on C. burndiffusion remains unknown. The
objectives of this study therefore were to (i) ddsx the distribution of the within-herd
apparent seroprevalence among cows and nullipafensles and (ii) to explore the
association between management practices and hardoteristics on the one hand, and these
seroprevalences on the other. In a sample of 1ifally and clinically infected dairy herds,
blood samples were taken systematically from dliparous females (older than 12 months)
and cows, and serologically tested. Information hemd characteristics and management

practices were collected through a questionndiegifin by each farmer.

The variation in within-herd seroprevalence amoogs and the risk for a herd of having at
least one seropositive nulliparous female were stgated using multivariate (linear and

logistic respectively) regression models. Mediathimtherd seroprevalence was 0.32 (Q1 =
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0.22; Q3 = 0.43). We observed a low to null (media®01; Q1 = 0; Q3 = 0.10) withinherd
seroprevalence in nulliparous females contraryhi@h value (median = 0.42) and variability
(Q1 = 0.28; Q3 = 0.56) in cows. Only a few herdrekteristics and management practices
were found to be related to seroprevalence. Witlerd seroprevalence in cows was found to
be significantly (P < 0.10) higher in herds (i) kvit number of cows < 46, (ii) with seasonal
calving, and (iii) with grazing or contact throutjte fence with other ruminant herds. The risk
of having at least one seropositive nulliparousdknwas increased in herds (i) with seasonal
calving and (ii) where the foetus and/or the plaaei aborted cows were not systematically
removed. Our findings support, in addition to thepiementation of high level of hygiene
measures, the relevance of vaccination (at leastiliiparous females) as a method to control
the spread of C. burnetii within an infected head,vaccination is effective in susceptible
animals and given that nulliparous females are Inast infected even in infected herds.

2.2.Introduction

Q fever is a worldwide distributed zoonosis caubgdCoxiella burnetii Numerous species
(arthropods, birds and mammals) can be infectedev@r infection in humans usually is
asymptomatic but it can induce acute (flu-like a3, pneumonia or hepatitis) or chronic
(fatigue syndromes, endocarditis, abortion, still)i disease (Arricau-Bouvery and
Rodolakis, 2005). In livestock, which is considertedbe the main reservoir for human
infection, Coxiella burnetiiinfection can lead to abortion, stillbirth and nitet (Arricau-
Bouvery and Rodolakis, 2005). Livestock mainly si&akiella burnetiiin birth products,
faeces, urine, milk, and vaginal mucus (Welsh et H58; Berri et al., 2001; Arricau-
Bouvery and Rodolakis, 2005; Guatteo et al., 20@®atteo et al., 2007b). Contamination
mainly occurs by inhalation of contaminated aer®sgpénerated by shedding animals. As
Coxiella burnetii is highly resistant, the environment also is arpomant source of
contamination (Welsh et al., 1959; Arricau-Bouvarnyd Rodolakis, 2005). To limit human
and animal infection, decreased exposure to bo#ddihg animals and contaminated

environments is critical.

Hygienic measures focusing on the calving periog. (destruction of placentas, specific
calving box cleaned and disinfected after eachinglgeriod) and the management of manure

(e.g. treatment of manure and limiting its wind+®ispread) can be implemented in infected
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herds (Arricau-Bouvery et al., 2001; Arricau-Bouyemnd Rodolakis, 2005). However, the
relative impact of these actions and of other mamamnt practices and herd characteristics on

Coxiella burnetiidiffusion within a herd has not been investigatedate.

Among the medical measures available, the usgbhae | vaccine on non-infected cattle has
been shown to be highly efficient in preventingnth&om shedding when exposed to the
infection (Biberstein et al.,, 1977; Guatteo et &008). As vaccination is routinely
recommended for infected herds, it is crucial, nguge its efficacy, to target its use to the
animal categories that remain susceptible. A pressgiudy showed that no or few nulliparous
females were detected as being infected (Guattab, @008). This study furthermore found a
wide range of within-herd infection prevalence iows; however, only six herds were
included in the study sample. These findings néedess suggest that relevant target
populations for vaccination may be nulliparous feesaand, when within-herd infection

prevalence is low, cows.

The objectives of the present study were, in ndiyuaad clinically infected dairy herds) (o
describe the distribution of the within-herd appéigrevalence rates of seropositive cows and
nulliparous females an@i) to explore the association between managementiggacand

herd characteristics on the one hand, and thespresalence rates on the other.

2.3.Materials and Methods
2.3.1. Herds

This study was carried out in 2008 and 2009 onrapa of 100 dairy herds located in
western France that were known to be naturally dimically infected byCoxiella burnetii
All herds that fulfilled the following requirementsere included: detection dfoxiella
burnetii by PCR on the placenta of at least one aborted within the month before the
possible inclusion, no implementation of vaccinatairected against. burnetii within the
previous five years and no antibiotic (i.e. tetirye) treatment of reproductive tract
disorders, such as metritis or abortion, withinphevious six months.
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2.3.2. Data collection

In each of the herds selected, blood samples wellected from all dairy cows and
nulliparous females older than 12 months. Samplee wnmediately sent to the laboratory
(Institut Départemental d’Analyses et de Consedntes, France) to be tested using the Q
fever LSI ELISA kit (LSI, Lissieu, France) accordito the manufacturer’s instructions. The
results were expressed in an optical density Sdfpsiive control (S/P) ratio. A serum
sample was considered to be positive when the &i® of serum was > 40, and seronegative
otherwise. On the same day, data concerning headhcteristics and management practices
assumed to be at risk (herd characteristics, quléind calving practices, management of
livestock waste, animal movement and mixing, angyhi®uring contacts) were collected
using a questionnaire filled in by each farmesl{ ). For the management of straw
manure, the different patterns of answers were sanmaed in three classes: straw manure
totally isolated according to regulations (no cohtaith ground or wind), no isolation at all

(on the ground without any fence or roof), and nthe
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Table 2- 1 : Definition, mean and distribution of eplanatory variables in herds

Definition of variables

Percentage Mean (95% CI)

% of herds with

level of herds  within-herd within-herd
seroprevalence seroprevalence of
of cow nulliparous

females >0

Herds characteristics

Number of cows*:

- <46 24 0.50 (0.42; 0.58) 50

->46 76 0.41 (0.37; 0.46) 50

Average milk production L / cow/ year:

- <6000 17 0.43 (0.35; 0.50) 65

-[ 6000 ; 7000 [ 28 0.48 (0.39; 0.56) 46

-[ 7000 ; 8000[ 31 0.42 (0.35; 0.50) 48

-> 8000 24 0.40 (0.33; 0.48) 46

Type of cow housing:

- Cubicles 45 0.45 (0.39; 0.51) 51

- Stalls 55 0.42 (0.37; 0.48) 49

Other animal production in the farm;

- Other ruminants 40 0.41 (0.35; 047) 55

- Others 27 0.45 (0.37; 0.53) 48

- No 33 0.45 (0.38; 0.53) 45

Type of service*:

- Artificial insemination 68 0.47 (0.42; 0.52) 50

- Artificial insemination & natural service 32 0.36 (0.30; 0.42) 50

Calving practices

Seasonal calving*

- Yes 24 0.48 (0.39; 0.56) 67

- No 76 0.42 (0.38; 0.47) 45

Systematic removal of the placenta and/or foetus of

aborted cows :

- Yes 75 0.42 (0.38; 0.47) 44

- Other 25 0.46 (0.38; 0.47) 68

Use and hygiene of calving box :

- No calving box 20 0.43 (0.34; 0.52) 50

- Box with several use, not systematically cleaned 48 0.42 (0.37; 0.48) 58

- Box with several use, systematically cleaned 14 0.50 (0.38; 0.62) 50

- Specific calving box, not systematically cleaned 14 0.47 (0.35; 0.58) 29

- Specific calving box, cleaned after each calving 4 0.27 (0.18; 0.35) 25

Isolation of the aborted cows*:

- Yes 7 0.33(0.22; 0.43) 43

- No 93 0.44 (0.40; 0.48) 50

* Variables significance at P< 0.25
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Table 2-1: Definition, mean and distribution of expanatory variables in herds (continued)

Definition of variables Percentage Mean (95% CI) % of herds with

level of herds  within-herd within-herd
seroprevalence seroprevalence of
of cow nulliparous

females >0

Culling

Animals culling in relation to Q fever status (PCR,

ELISA)

- Yes 11 0.44 (0.35; 0.52) 45

- No 89 0.43 (0.39; 0.48) 51

Management of livestock waste
Management of the straw manure:

- Conform to legislation 17 0.43 (0.33; 0.52) 53
- Others 38 0.42 (0.35; 0.49) 47
- No isolation at all 45 0.45 (0.39; 0.50) 51
Ligquid manure coming from:

- The farm 66 0.42 (0.38; 0.47) 53
- The farm and other farms 34 0.46 (0.38; 0.53) 44

Animals movement and mixing
Animal purchase in the year before inclusion*

-Yes & 1) 55 0.41 (0.36; 0.45) 54
- No 45 0.47 (0.40; 0.54) 44
Quarantine for purchased animals

- Yes 9 0.46 (0.35; 0.57) 44
- No 91 0.43 (0.39; 0.47) 51

Neighbouring contact

Persons in contact with cattle having some actisiin

other farms

-Yes 23 0.45 (0.35; 0.55) 48
- No 77 0.43 (0.39; 0.47) 51

Grazing and/or contact through the fence with other
ruminants herds*

-Yes 41 0.49 (0.43; 0.55) 56
- No 59 0.40 (0.34; 0.45) 46
Use of mutualised farm equipment

-Yes 84 0.44 (0.40; 0.49) 50
- No 16 0.39 (0.29; 0.49) 50

* Variables significance at P< 0.25
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2.3.3. Strategy of analysis

The statistical unit was the herd. In a first stej, described three apparent within-herd
seroprevalence rates depending on the categoryprafecned animals: \P(on nulliparous
females), R (on dairy cows), and {P(on nulliparous females and dairy cows). These
seroprevalence rates were calculated as the nuofilagimals detected seropositive over the
total number of animals in each category. In a séiep, the impact of herd characteristics
and management practices was assessed. As a peglynainalysis reported a low variability
of Py, with no nulliparous females testing seroposiiivés0 out of the 100 herds studied, a
variable Rp was created after dichotomization gf (perds with R = Ovs. herds with R > 0

(i.,e. comprising at least one seropositive nullypar female)). Therefore the dependent
variables were £ (within-herd seroprevalence in cows) ang Rdescribing the herd-status
among nulliparous females). The questionnaire plexvito farmers was organized in six
subsets (general herds characteristics, cullingtipes, calving practices, management of
livestock waste, animals movement and putativehieigring contact) related to the risk of
introduction and/or diffusion ofCoxiella burnetii To build the variables, elementary
information was gathered to create classes rankethdreasing risk d priori no risk to
maximum risk) and that comprised at least five betal increase statistical power. The
relationships between respectively 8d Rp and the putative explanatory variables were
assessed in two stages. In the first stage, a uaiganalysis relating the dependent variables
to each explanatory variable was performed. Colitewas tested between the explanatory
variables using a chi square test. To assess fluience of management practices and herd
characteristics ond?the second stage involved a GLM procedure (promMGSAS Institute
Inc., 1999) which included all factors retainedeafthe first screening (P-value < 0.25;
student’s test or ANOVA). The variable with the gt P-value was removed, and the model
was rerun until all variables had a P-value < OBE®t Rp, the second stage involved a
logistic regression procedure (proc logistic, SAfStitute Inc., 1999) which included all
factors retained after the first screening (P-vatu®.25; likelihood ratio Chi? test). The
statistical significance of the variables in thedmlowas assessed by the likelihood ratio test
with a backward selection to exclude variables aith-value > 0.10. The goodness-of-fit test

of the final model was based on the Hosmer-LemedbetW(Hosmer and Lemeshow, 1989).
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2.4.Results
2.4.1. Seroprevalences

The included herds had a mean size of 62 cows &ndufliparous females older than 12
months. A total of 6,187 and 2,452 serums wereectdld respectively from cows and
nulliparous females. The distribution of appareithin-herd seroprevalences;,FRy and R
are displayed infable 2- 2 While the median £was quite high with a wide range, we
observed a quite systematic, very low or nyll A herds with R > 0, Rz was significantly (P
< 0.05) higherigure 2- 7).

Table 2- 2 : Distribution of Coxiella burnetii within-herd seroprevalence, calculated for each

herd, in the population of cows, of nulliparous ferales, and in the whole herd (100 naturally
infected dairy herds)

Population Within-herd seroprevalence

per(?:ntile Quartile 1 Median Quartile 3 pergcgrr]wtile
Herd 0.10 0.22 0.32 0.43 0.60
Nulliparous females 0.00 0.00 0.01 0.10 0.33
Cows 0.13 0.28 0.42 0.56 0.75
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Figure 2- 1 : Relationship between the apparent whiiin-herd seroprevalence in cows and
nulliparous females in 100 naturally infected dairycattle herds

2.4.2. Influence of management practices and herd charaatistics

The Shapiro-Wilk test confirmed that the within-theseroprevalence ;Pwas normally
distributed (P = 0.46). The mean and standard tewi@f P- according to the classes of the
explanatory variables are displayedlimble 2- 1. The univariate analysis allowed us to retain
six variables. The following management practiced bherd characteristics were linked to
higher apparent seroprevalence:

- cows serviced only through artificial insemination,

- no isolation of aborted cows,

- grazing and/or contact through the fence with otherinant herds,
- seasonal calving,

- no purchase of cattle,

- number of cows in the herd < 46.
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As type of service was strongly associated wittmahipurchase (P < 0.0001) and number of
cows (P < 0.004), it was not included in the muaitiste model. The final GLM model
retained three variables{ble 2- 3. The seroprevalence:Rvas significantly higher in herds
comprising less than 46 cows, herds with seasaiaing, and herds with grazing or contact

through the fence with other ruminant herdsi{le 2- 3)

Table 2- 3: Results of analysis of variance for véables significantly (P < 0.10) associated with
Coxiella burnetiiwithin-herd seroprevalence in cows (PC)

Variables Level Estimate 90% ClI
-< 46 +0.112 (0.036; 0.188)
Number of cows -> 46
. -No -0.079 (- 0.155; - 0.003)
Seasonal calving Yes
Grazing or contact through the -No -0.100 (- 0.165; - 0.035)
fence with other ruminants herds -Yes

Intercept = 0.527 (0.452; 0.602), R-square = OPt2alue = 0.0674

Concerning Rp, univariate logistic regression allowed us to iifgriwo factors:
- seasonal calving
- non systematic removal of the foetus and/orguée of aborted cows
The final multivariate logistic regression moddhired these two variable§gble 2- 4).

Table 2- 4: Result of logistic regression for varibles significantly (P < 0.10) associated with the
Coxiella burnetii herd-status among nulliparous females (herds witho seropositive nulliparous
females vs. herds at least one seropositive nullifmaus females)

Variables Level OR 95% Wald CI
Seasonal calving Tﬁ)s 2.73 1.02-7.32
Systematic removal of the foetus and/or -Other 296 111-7.87
placenta of aborted cow -Yes

Hosmer-Lemeshow test: P-value = 0.6425
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2.5.Discussion

The aim of this study was to describe, in 100 raiyirand clinically infected dairy cattle
herds, the distribution of the within-herd apparprevalence of seropositive animals among
cows and nulliparous females and to quantify thpaoh of management practices and herd

characteristics on these within-herd seroprevakence

To our knowledge, this is the first descriptiontleé within-herd seroprevalence in cows and
nulliparous females done on such a large scalecedly in naturally and clinically affected
dairy herds. The only similar seroprevalence stoasyed on an exhaustive sampling of both
cows (lactating and dried off) and nulliparous féasavas carried out on a very small number
of herds (n=6) (Guatteo et al., 2008). Other wiiénrd seroprevalence studies were based on
either (i) a non exhaustive sampling within randomly selediedds (Scolamacchia et al.,
2010) or(ii) the use of a less sensitive test (Complement iBixalest) in only one herd
(Literak, 1995).

Our finding of a quite systematically low to nulitihin-herd seroprevalence in nulliparous
females is consistent with previous studies (Goatteal., 2008; Scolamacchia et al., 2010).
McCaughey (2010) reported that older animals hadeased odds of having been infected
(most often after first calving). This confirms thaulliparous females should be the target
population for vaccination. The use of the phasedcine furthermore already has been
demonstrated to be efficient in preventing sheddwsfill susceptible animals (Guatteo et al.,
2008). The low within-herd seroprevalence amondjparous females, even in herds with a
high seroprevalence in cows, could be explainepair by the fact that nulliparous females
and cows frequently are housed in different bugddiin the study area. This highlights the
need to vaccinate nulliparous females before theyrdaroduced to, and then exposed within,
the adult group. Regarding the within-herd seroglewce in cows, a wide range of values
was observed. The median value obtained (42%)nsisient with results provided by similar

study designs (around 40%; (Guatteo et al., 20@®jaghacchia et al., 2010)). However,

while 75% of the herds had a cow seroprevalencabolve 30%, low seroprevalence rates
were observed in a few herds. The vaccination oftachttle in such herds consequently
could be relevant. In routine practice, the mainstint on the estimation of within-herd

seroprevalence in cows is the time and cost of usthee blood sampling and testing. An

easier and cheaper method could be to assessithis terd seroprevalence with an ELISA
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performed on a bulk-tank milk sample, as done efample, in BVDV monitoring. Further
research on the informative value of such an ELEpplied to bulk-tank milk (BTM) to
estimate the within-herd seroprevalence in laagatiows is heeded. Nevertheless, our present
findings can help to optimize the implementatiohesne of vaccination in clinically infected

dairy herds.

The few studies that investigated the putative rdateants of Coxiella burnetiiinfection
focused on the risk of being infectace(seronegatives. seropositive herds) (Capuano et al.,
2004; Agger et al., 2010b; McCaughey et al., 20i&ther than on the within-hefoxiella

burnetii diffusion, measured using within-herd seroprevedems was the focus in our study.

Putative at risk herd characteristics and managemettices were investigated using 17
explanatory variables. For each variable, the elmggere built to be ranked by increasing risk
(a priori no risk to maximum risk) of diffusion and to indkera minimum of 5% of the herds
involved. However, such an approach resulted irakgsks being attributed to the practices
gathered within the same class. This may have ibsrihe final GLM model (Table 3) had
a low ability (Rsquare = 0.12) to explain variagan the within-herd seroprevalence in cows.
The cross-sectional design of our study also maydiehave been entirely suited to the
investigation of the risk factors of pathogen dsfan because it did not allow us to date the
time of first infection (i.e. date of introductiarf Coxiella burnetiiwithin the herd). Thus, in
the case of recent infection, some practices mayeously have been considered to be not at
risk because not enough time had elapsed for plditive effect to be observed.

The within-herd apparent seroprevalence in cows faasd to be higher in herdg with a
number of cows < 4(ji) where grazing or contact through the fence witheptruminant
herds were allowed, an@i) with seasonal calving. In addition, the herds vatheast one
seropositive nulliparous female also reported sessoalving and did not systematically
remove the foetus and/or the placenta of abortetiscdhe lower within-herd apparent
seroprevalence in cows in “large” herds appearspewed compared to previous studies
(Agger et al., 2010b; McCaughey et al., 2010; Rewal., 2010). However, due to differences
in design, it is difficult to compare our resultgmthose of these studies. Ryanal. (2010),
reported large size (at least 140 cows) as a askof for evidence oCoxiella burnetii
infection in a herd, using ELISA applied to BTM,tkihey did not investigate the effect of
herd size on within-herd seroprevalence in infedtedds. Aggeret al. (2010) reported a
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positive correlation between herd size and the &t® of an ELISA applied on BTM.
However, to our knowledge, the informative valueaof ELISA applied to BTM to estimate
within-herd seroprevalence is unknown. Consequeiitlis impossible to conclude that a
higher S/P ratio in BTM corresponds to higher witherd seroprevalence. Lastly, Mc
Caugheyet al. (2010) reported a higher proportion of herds doirtg at least one
seropositive animal in herds with at least 100 atémhowever, in this study only 8% of the
herds had more than 100 animals. The cut-off vedteined in our study (1st quartile of the
observed distribution, i.e. 46 cows) to distingutble so-called large and small herds thus
corresponds to the small and medium herd sizedhafr studies (McCaughey et al., 2010;
Ryan et al.,, 2010), for which no difference wasortgd in terms of seroprevalence.
Additionally, in these studies (McCaughey et a01@, Ryan et al., 2010), seroprevalence was
estimated at the animal level based on a sampling0canimals in each herd, not on an
exhaustive sampling. There are several possibleaeafons of the relationship observed in
our study. For a same number of infected animhaés ptoportion of infected animalsg. the
within-herd seroprevalence, will be higher in hevdgh a lower herd size, or the so called
“small” herds. We also cannot exclude that “smhb#tds could be managed differently (here
not investigated) compared to “large” herds; fastamce, animal density in stalls could be
higher in smaller herds. Moreover, the differenoeseroprevalence between “small” and

“large” herds, although significant (P<0.10), rermead moderate.

Grazing or contact through the fence with other inamt herds, seasonal calving, and a
failure to remove the placenta and/or foetus of rigoo cows expose the whole herd
(nulliparous females and dairy cows) to a highevbpbility of contact with infectious
aerosols and to a greater exposure to contamiroatéd products because there is a higher
risk of Coxiella burnetiishedding during the calving period (To et al., &9Bissot-Dupont et
al., 1999). These findings are consistent with loietogical assumptions. From a practical
point of view, as herd size and seasonal calviegchosely linked to the farming system and
therefore cannot be modified easily, vaccinatiomgis phase | vaccine could be particularly
relevant for herds with such characteristics, a@sfigcapply to the replacement animals in
these herds. When possible, grazing and contamtighrthe fence with other ruminant herds
should be avoided. Furthermore, hygienic measwtsed to calving (e.g. the systematic
removal of placenta and/or foetus of aborted cappear pivotal to prevent the diffusion of
Coxiella burnetiiwithin the whole herd. Overall, our results highli the value of combining
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medical and non medical measures, especially arqarturition, as already has been

reported (Arricau-Bouvery and Rodolakis, 2005).

We did not find higher seroprevalence in herds wHarmers purchased at least one animal
during the preceding year. Purchase can be coesider be a practice that is at risk in
relation to the introduction of the pathogen rattihem within-herd diffusion. A recent study
made in Denmark (EFSA Panel on Animal Health andfake (AHAW), 2010) reported an
increased risk of becoming infected wifloxiella burnetiifor herds where farmers buy cattle
from other herds. Therefore, as a general rulepthrehase of animals should be avoided as
much as possible, even if tests before introductios implemented. Owing to the lack of
sensitivity of the available ELISA tests, the puast of an animal that has tested negative

nevertheless may introduce the infection if thé tesult is a false negative.

The different types of livestock waste managemé&sa were not found to be associated with
within-herd seroprevalence. This finding may be sistient with recent findings supporting
that the temperature reached in composted manuretifavourable for the survival of
Coxiella burnetiiEFSA Panel on Animal Health and Welfare (AHAW)120).

2.6. Conclusion

To conclude, this descriptive, large-scale studZoxkiella burnetiiinfected herds confirmed
a high level and variability of within-herd seropaéence in cows and, in contrast, a low to
null seroprevalence in nulliparous females. Onlye& management characteristics were
found to be related with seroprevalence. Given tlaicination is effective in susceptible
animals and that nulliparous females remain larggiynfected even in infected herds, our
findings suggest that the vaccination of nullipardemales (at the minimum) should be
included alongside strict hygienic measures to robiihe spread o€oxiella burnetiiwithin

infected herds.
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3. Résumé de l'article ‘Relationship between the levedf antibodies in bulk tank milk

and the within-herd seroprevalence of Coxiella buretii in cows’

L'objectif de cette étude était d’évaluer la valeoformative du niveau d’anticorps anti-
Coxiella burnetiidans le lait de tank pour estimer la séroprévaemmtra-troupeau de
l'infection par Coxiella burnetii parmi les vaches laitieres en lactation de troupea

naturellement infectés.

Pour ce faire, de Février 2008 a Juin 2010, 550&aux bovins laitiers naturellement infectés
par Coxiella burnetiiont été recrutés sur la base d’au moins 50% d#ogges ELISA FQ
positives sur un échantillon d’au moins 6 vachesl'ah résultat positif en PCR sur un
prélevement de lait de tank ou sur un prélevemerldcenta de vache ayant avorté dans le
mois précédent l'inclusion. Dans chaque troupealfagdon concomitante, un préléevement de
lait de tank et un prélevement de sang ont été&tefés sur la totalité des vaches laitieres en
lactation pour une recherche d’anticorps &ukiella burnetii (kit ELISA FQ, LSI). Les
résultats étaient exprimés par le ratio de dermgpt&ue du prélevement (S) sur le contrble
positif (P) (ratio S/P). Les résultats des sérum été classés en 5 catégories
(S/P<40=négatifs, 40<SAH100=faiblement positifs, 100<S£P00=positifs,
200<S/”300=fortement positifs, et S/P>300=trés fortemeosifds), et ceux du lait de tank
en 4 catégories (SfB0=négatifs, 30<SAL00=faiblement positif, 100<S#200=positif et
S/P>200=fortement positif).

Dans un premier temps, la relation linéaire ergra@iyeau d’anticorps et la séroprévalence
intra-troupeaux des vaches en lactation, ajustéeotubre d’animaux contribuant au lait de
tank et de la proportion de primipares, a été ¢estélaide d'une régression linéaire

multivariée.

La relation entre les 4 classes de niveau d’amigaians le lait de tank et la séroprévalence
intra-troupeau des vaches laitieres en lactatiust@e sur le nombre d’animaux contribuant
au lait de tank et de la proportion de primipara@srp eux, a été étudiée a I'aide d’'une analyse
de variance. Afin de distinguer si la relation ent niveau d’anticorps et la séroprévalence
intra-troupeaux était liée au nombre d’animaux peésdifs ou a la présence dans les
troupeaux des quelques animaux fortement ou tréenfient seropositifs avec un ratio

S/P>200, la relation entre le niveau d’anticorpesdie lait de tank et le nombre d’animaux
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ayant un résultat sérologique de ratio S/P>20Gtégusur le nombre d’animaux contribuant

au tank, a été étudiée a I'aide d’'une régressidaaieson.

Parmi les laits de tank analysés, 50 avaient wited<ELISA positif, permettant d’estimer la
sensibilité du test ELISA sur le lait de tank aedétr les troupeaux infectés a 91% (IC95% :
[85-99]). La relation linéaire entre niveau d’antigs dans le lait de tank et la séroprévalence
intra-troupeau des animaux contribuant au tank égtadéerée (R2=0,15, P=0,005). La relation
entre le niveau d’anticorps dans le lait de tank etombre d’animaux fortement séropositifs
(résultat sérologique de ratio S/P>200) était pasitLe niveau d'anticorps dans le lait de
tank augmentait avec le nombre d’animaux séroff®ssti le nombre d’animaux fortement
séropositifs (résultat sérologique de ratio S/P>20Mtribuant au lait de tank. Lorsque le lait
de tank était classé par catégorie de niveau d@pis, les séroprévalences les moins élevées
étaient observées dans les classes de niveauadig®idu lait de tank les moins élevées. La
séroprévalence moyenne était de 0,20 (IC95% : {0,88) ; P-value=0,029) lorsque le
résultat de 'ELISA lait de tank était de 30<S1R0, et elle était de 0,40 (IC95% : (0,26-
0,54) ; P-value<0,0001) et 0,37 (IC95% : (0,23-D,5R”-value<0,0001) lorsque le résultat de
ELISA lait de tank était, respectivement, de 180R<200 et S/P>200.

Cette étude montre que si le lait de tank ne pempast d’estimer de facon précise la
séroprévalence intra-troupeau des vaches en lattati pourrait permettre d’identifier a
moindre co(t des troupeaux ou la séroprévalence-irdupeau observée est inférieure en
moyenne a 20%. Dans ces troupeaux, la vaccinagiervdches laitieres, en plus de celle des
génisses (majoritairement sensibles méme en troMpedectés), pourrait avoir un impact
dans le controle de linfection du fait de l'eff& de la vaccination chez les animaux
sensibles (détectés non porteurs d’anticorps etemoréteurs) et de la proportion d’animaux
sensibles que I'on peut attendre dans des troupedaikle séroprévalence intra-troupeau. De
plus, 'ELISA appliquée au lait de tank pourraitedun outil de suivi épidémiologique a
grande échelle permettant de suivre I'évolutiorstiiut sanitaire des troupeaux vis-a-vis de
la fievre Q et de détecter les troupeaux infedf¥tte utilisation est cependant limitée aux
troupeaux ou il n'y a pas eu de vaccination damadaure ou il n’existe pas d’ELISA DIVA

(différentiation entre animaux vaccinés et infectéisponible actuellement.
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4. Short report ‘Relationship between the level of anibodies in bulk tank milk and the

within-herd seroprevalence ofCoxiella burnetiiin cows’
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4.1. Abstract

The relationship between the level of antibodiebutk tank milk (BTM) and the within-herd
seroprevalence (WHP) @oxiella burnetiiin cows was assessed. Blood from milking cows
and BTM were sampled in 55 infected herds and desgng commercial enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) kits. The relationshgiween antibody levels and WHP,
which was quantified using a general linear modehgs only moderate (R2=0.15).
Nevertheless, the lowest antibody level in BTM waasociated with the lowest mean within-

herd prevalence.

The present finding indicates that ELISA applied3fbM could identify infected herds with
quite low within-herd seroprevalence. For such &gtige vaccination of dairy cows as well as
nulliparous heifers using a phase | vaccine coufdcively preventCoxiella burnetii

shedding.
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4.2.Relationship between the level of antibodies in bkiltank milk and the within-

herd seroprevalence ofCoxiella burnetiiin cows

Given the public and animal health concerns rel&e@oxiella burnetiiinfection (Q fever),
the control of this disease is crucial. As rumisaate the main reservoir (Arricau-Bouvery
and Rodolakis, 2005), decreasing the exposurerfhng and animals to shedder ruminants is

key to limiting the spread of the infection.

The vaccination of dairy cattle using a phase Icwrse was shown to be effective in
preventingC. burnetiishedding when applied to non-infected animals {tgaeet al., 2008).
Previous studies conducted in infected cattle hegsrted that most nulliparous heifers were
not infected (Guatteo et al., 2008; Scolamacchia.e2010; Taurel et al., 2011a). However,
the within-herd prevalence (WHP) of infected daggws varied widely between herds.
Therefore, the WHP of dairy cows needs to be deteanprior to vaccination to confirm the

relevance of the procedure on this category of ahim

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) appliedntilk or serum (Guatteo et al.,
2007c) currently is recognised as the most suitablelogical method to identify ruminants
infected byC. burnetii Under the assumption that the level of antibotheBulk Tank Milk
(BTM) could increase with the increased prevaleoteeropositive cows, as well as the
proportion of highly seropositive cows in a herd,I&A applied to BTM could be an
efficient, cost-effective, alternative to exhaustiblood sampling to estimate the WHP of
infected dairy cows. The approach already has beemonstrated to be effective for bovine
viral diarrhoea in cattle (Beaudeau et al., 2001 @ fever in dairy sheep (Ruiz-Fons et al.,
2011).

The objective of the present study was to assessrdlationship between the level of
antibodies in the BTM and the WHP Gf burnetiiin cows in naturally infected dairy herds.

The herds included in the study: (i) had at le@8b®f seropositive animals in a sample of at
least six animals and a positive PCR result eitrethe placenta of an aborted cow or on
BTM; (ii) had not been vaccinated against Q fevethie last 5 years to avoid putative false
positive ELISA results.
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The study was conducted between 2008 and 2010 d@aib$ herds in western France. In each
herd, one sample of BTM was collected and bloodpsasnwere taken from all of the milking
cows. The samples were sent immediately to thatuhdDépartemental d’Analyses et de
Conseil (Nantes, France) to be tested using thev@r LS| ELISA kit (LSI, France). Results
were expressed in an optical density sample/pesitentrol (S/P) ratio. Serum were
considered negative when the S/P ratio wd$, low positive if 40 < S/P rati®© 100, positive

if 100 < S/P ratic< 200, high positive if 200 < S/P ratio300, and very high positive if S/P
ratio > 300. BTM samples were considered negatfitteel S/P ratio<30, low positive if 30 <
S/P ratio< 100, positive if 100 < S/P ratt® 200, and high positive if S/P ratio > 200. The
lactation number of each sampled cow and the numberilking cows were also recorded.
This work was conducted in compliance with the SBREOstatement for cross-sectional

studies (www.strobe-statement.org).

The statistical unit was the herd. The outcomeadei was the WHP of seropositive cows
contributing to the BTM (Brv), defined as the number of positive individualusersamples
(S/P ratio > 40) divided by the total number ofividual blood samples collected. The
relationship between the ELISA S/P ratio in BTMR$4{,) and the By first was described
using the Pearson correlation test and then quieohtifsing a General Linear Model (GLM

procedure, SAS Institute Inc., 1999). It is writenfollows:
Petm = U + S/Bm + Hesize + PL1,

Where p is the overall mean, §{R? the ELISA S/P ratio in BTM (in 4 classes30, 30 < S/P
ratio < 100, 100 < S/P ratig 200, > 200); H,e the number of milking cows (in 2 classes: <
46; > 46), and PL1 the proportion of primiparous cowstdbuting to BTM (in 2 classes: <
25%;> 25%). The herd size was included as a confounfdiopr to account for a putative
dilutive effect of the number of cows tested on 818y. The proportion of primiparous
cows contributing to BTM was taken into accountasguming that the risk of encountering
C. burnetiiis lower for primiparous cows than for older cow$e univariate analysis was
performed first. Correlation was tested betweenangiory variables retained after the first
screening R value < 0.25) using # test. The GLM procedure included all factors iregéd.
The variable with the highe#t value was removed, and the model rerun until aliades
had aP value < 0.05.

66



CHAPITRE 2 : Séroprévalences intra-troupeau et faars de variation

The relationship between the number of highly sesdwe cows (S/P ratio >200) and the
S/Rstm was assessed using a Zero Inflated Poisson (ZBeim(Cameron, 1996), after
adjustment for herd size. To assess whether itrel@vant to perform the ZIP model, and

because many herds showed no highly seropositiws,dbe excess of zero first was tested.

Fifty out of the 55 BTM samples tested were congdepositive (with a Sgw > 30),

showing that ELISA applied to BTM to detect infettteerds had a sensitivity of 91% (95%
Cl 85-99). The relationship between the S/P rati8TM and Rty is shown inFigure 2- 2

The Pearson correlation coefficient between therati® in BTM and Bty was moderate

(r=0.38, P value=0.005); graphically, no linear relationshipsaobserved. We observed that

when S/Brv < 100 (negative or low positive), all herelscept one had agRy < 30 %, Btm

below 20 % for S/Brm < 30. When S/Brv > 100 (positive and high positive resultsyri?

had a wide distribution (8-79 %).
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Figure 2- 2: Relationship between the ELISA S/P rab of bulk tank milk and the within-herd

seroprevalence seropositive milking cows in 55 natally infected dairy herds

In the final GLM model (able 2- 9, the Rmw increased significantly (P < 0.05) in herds
with higher S/Btv. However, the meanghy did not increase when S/f >100.
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Table 2- 5: Variables significantly (P < 0.05) assiated with within-herd seroprevalence of C.
burnetii infection in milking cows of 55 naturally infected dairy herds

Variables Estimate (sd) 95% CI P value
Classes of S/P ratio of BTM :
<30 _ _ _
30 < S/P ratie< 100 0.20 (0.09) (0.02; 0.38) 0.029
100 < S/P ratie< 200 0.40 (0.07) (0.26 ; 0.54) <0.0001
> 200 0.37 (0.07) (0.23; 0.51) <0.0001

BTM, Bulk tank milk; CI, confidence interval
Intercept = 0.06 (-0.04 to 0.16), R2 = 0.83/alue < 0.0001

The distribution of the number of highly seropagtianimals confirmed the presence of
excess zero value®£0.0014). The ZIP model showed a positive relatigmbetween the

number of highly seropositive animals and thegQjRresults not shown). Consequently, a
high S/Rtv may result from the contribution of a high numbéseropositive animals and/or

a few animals with a high level of antibodies.

To our knowledge, our study is the first to ainassessing the relationship between the level
of antibodies in BTM using ELISA and the within-Heseroprevalence &. burnetiiin cows
based on an exhaustive sampling of cows carriec@utomitantly to BTM collection, and
taking into account some confounding factors. Cqueatly, the WHP reported here is
deemed more reliable than those reported by prevstudies conducted in cattle (Muskens et
al., 2011) and sheep (Ruiz-Fons et al., 2011) weaie assessed on a sub-sample of animals
(30 per herd). Moreover, by taking both the BTM dotolod samples on the same day, any
possible bias that could have been introduced kindasamples on different days (e.qg.
variation in individual serological status over ¢éinvariation in the population contributing to
BTM) was avoided (Muskens et al., 2011; Ruiz-Farsl.¢2011).

In 5/55 infected herds, ELISA indicated a negat®&M result, leading to a negative

predictive value below 100%. We could not asses@disitive predictive value because we
only investigated infected herds; consequently, omald not determine the specificity of

ELISA applied to BTM.

As shown in previous studies (Muskens et al., 2QRdiz-Fons et al., 2011), the level of
antibodies in BTM increased when the WHP of seriipescows increased. Our findings
suggest that in the case of a negative or low ipediLISA result on BTM, a high number of

seronegative cows (assumed to be non-infectedpeaxpected. As vaccination is effective
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when applied to non-infected animals, the vacommatif dairy cows in addition to nulliparous
heifers should thus be considered when the S/P BatM suggests a low WHP. In addition
to detecting infected herds (Agger et al., 201E84)SA applied to BTM could be used to
estimate a proxy of within-herd seroprevalence eme@te opportunities for epidemiological
surveillance. However, as a differentiating infeicfeom vaccinated (DIVA) ELISA has not
yet been developed, once a herd has been vacgciditA can no longer be used on BTM
to monitor the status of herds over time. Furthediss on a larger scale should be performed
to identify easy-to-collect information to improvéhe estimation of within-herd

seroprevalence.
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CHAPITRE 3 : Evaluation de l'efficacité de différaes stratégies de malitrise médicale a

I’échelle individuelle

1. Résumé de l'article ‘Effectiveness of vaccinationral antibiotics to control Coxiella

burnetii shedding around calving in dairy cows’

L'objectif de cette étude était d'évaluer l'effit@c de mesures de maitrise médicale
combinant ou non la vaccination et I'antibiothéegmur la prévention et/ou la réduction de
I'excrétion deCoxiella burnetiiau vélage dans des troupeaux bovins laitiersqelement

affectés.

Pour ce faire, 22 troupeaux bovins laitiers ontrétgutés de février 2008 a septembre 2010
dans 5 départements du Grand Ouest de la Franck base d’au moins 50% de résultats
sérologiques positifs (ELISA FQ) sur un échantilldiau moins 6 vaches et d'un résultat
positif en PCR sur un prélévement de placenta daatfies suite a un avortement. Dans ces 22
troupeaux, 4 stratégies médicales attribuées iayetiau sort ont été mises en oeuvre chez les
vaches laitiéres : la vaccination (a base d’'un ivecomposé d€oxiella burnetiien phase 1),
l'antibiothérapie (a base de tétracycline), la waation associée a I'antibiothérapie, ou
aucune de ces mesures médicales. Dans les troupdanitx la stratégie comprenait
I'antibiothérapie, 5 protocoles différents étaiensuite attribués par tirage au sort aux vaches
laitieres (20 mg/kg a chaque injection): une in@ttau tarissement, une injection au
tarissement et 15 jours plus tard, une injectiorv@age, une injection au tarissement et au
vélage, ou une injection au tarissement et 15 jplus tard et au vélage. Pour des raisons
éthiques, quelle que soit la stratégie attribuédraupeau, les génisses de plus de 12 mois
étaient systématiquement vaccinées. Afin de preedreompte le statut infectieux préalable
des animaux a la mise en place d’'un protocole di@tevage, du fait de son influence
potentielle sur I'efficacité vaccinale, un prélevamhde sang a été systématiquement effectué
a linclusion dans le protocole chez les animaux p@és de 12 mois pour recherche
d’anticorps (kit ELISA FQ, LSI). Enfin, lors de aipae vélage, un prélévement de mucus
vaginal a été systématiquement réalisé par le iméiée dans les 4 jours suivant le vélage,
pour étre analysé par PCR en temps réel afin dectddtet d’estimer la charge présente de
Coxiella burnetii

Afin de tenir compte de linfluence des pratiquedlel/age sur le risque d’excrétion, un
modele hiérarchique avec effet aléatoire troupeéig¢ @hoisi. Dans ce modele les mesures de

maitrise médicale ont été prises en compte aursale 2 variables. La variable décrivant la
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vaccination devant prendre en compte le statut elagon (rapporté comme influencant
I'efficacité vaccinale chez les vaches laitieres)été considérée sous 3 modalités : non
vaccinée, vaccinée avant insémination artificie(ldl), vaccinée apres insémination
artificielle. Concernant I'antibiotique, seules Esatégies centrées autour du tarissement ont
été considérées, sous I'hypothése que le délag €mtjection d’antibiotique au vélage et le
prélevement au vélage n’étaient pas suffisammeng Ipour pouvoir observer un effet
éventuel de I'antibiotique sur I'excrétion. Aing variable antibiotique a été décrite par 3
modalités : pas d’antibiotique, antibiotique ingecu tarissement, antibiotique injecté au
tarissement et 15 jours plus tard. Les animaux tagegu de I'antibiotique au vélage étant
considérés comme non traités au vélage. Le statatogjique initial et 'age au vélage ont
également été pris en compte dans le modéle. Dendéeles logistiques ont été construits

pour évaluer I'efficacité des mesures de maitnggi$ I'occurrence de I'excrétion :

() P(Y=0/1)ij = p1*vaccination +p2*antibiotique +p3* age +p4* statut sérologique

initial + p*troupeau+e

et (ii) sur le niveau de I'excrétion par les animalétectés excréteurs, considérant 3 niveaux
d’excrétion (1) ]0-100], (2) ]100-10000] et (3) XD bactéries par mL de mucus vaginal :

(i) P(Y=1/2)ij = p1*vaccination +p2*antibiotique +p3* age +p4* statut sérologique
initial + p*troupeau+ €
P(Y=1/3)ij = p1*vaccination +p2*antibiotique +p3* age +p4* statut sérologique

initial + p*troupeau+e

Les analyses ont été effectuées sur 883 vaches2@atreupeaux, avec une séroprévalence
initiale de 42.2%, et une prévalence de vachestige excrétrices de 18.3%. La vaccination
n'était pas significativement associée au risquar pme vache d’étre détectée excrétrice
(P=0,35). A Tlopposé, [lantibiothérapie administréene fois au tarissement était

significativement associée a une diminution du ugsgour une vache d'étre détectée
excrétrice (OR=0,40, 1C95% [0,21-0,75]). Uri&"®injection 15 jours plus tard ne présentait
pas dintérét. Le statut sérologique initial néfatiait associé a une diminution du risque
d’étre deétecté excréteur (OR=0,39, IC95% [0,26-p),580ncernant I'effet sur le niveau

d’excrétion, la vaccination était associée a umairdition du risque d’excréter de grande

guantité de bactéries. Le risque associé chez adeevvaccinée apres IA était de 0,29 (IC
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95% [0,12-0,67]), il était de 0,15 (IC 95% [0,038)) lorsque la vache était vaccinée avant
IA. L'antibiothérapie ne I'était significativemepis. Le statut sérologique initial négatif était
associé a la diminution du risque d’excréter aiveau élevé (OR=0,26, IC95% [0,11-0,63]).

Cette étude est caractérisée par un protocole i@ubitlu fait du nombre d’élevages recrutés
et de la diversité des protocoles médicaux mislaoep Cependant, la prise en compte du
statut infecté des animaux estimé par le statublagique initial, alors qu’il existe des
animaux infectés excréteurs séronégatifs, peutaéiaigine de I'absence d’effet observé de
la vaccination sur la prévention de I'excrétiorfeeimontré par ailleurs dans des études sur
des caprins et des bovins non infectés avant vaibom Ces résultats peuvent servir de base
de recommandation pour une utilisation raisonnéeagiéibiotiques en élevage infecté et aider
a l'élaboration de protocoles de mesures de maitrigdicale en élevages infectés.
L’antibiothérapie apparait comme une mesure a ctaurhe, avec un intérét a discuter en
fonction de la situation sanitaire de I'élevage.Magcination est une alternative a long terme
ayant un impact dans la dynamique d’infection. Hatda présente étude met en évidence
'association de la vaccination a une diminutiors ddarges excrétées. Par ailleurs, des
travaux antérieurs ont montré qu’elle prévient ¢edtion chez les animaux encore sensibles
dans les troupeaux infectés. En outre, les aninsgugnégatifs ont également un moindre
risque d'étre excréteur et d’excréter en grandetifdga L'ensemble de ces résultats renforcent
I'intérét de cibler ces animaux dans le cadre dsumes de contréle médical de I'infection par

Coxiella burnetii

75



CHAPITRE 3 : Evaluation de l'efficacité de différaes stratégies de malitrise médicale a

I’échelle individuelle

2. Article ‘Effectiveness of vaccination and antibiotcs to control Coxiella burnetii

shedding around calving in dairy cows’

Anne-Frieda Taurel, Raphaél Guatteo, Alain Joly Eraih¢ois Beaudeau

ONIRIS, Nantes, F-44307, France (AF. Taurel, R.t®g&a F. Beaudeau) ; INRA, Nantes, F-
44307, France (AF. Taurel, R. Guatteo, F. Beaudedl)NAM, France (AF. Taurel, R.
Guatteo, F. Beaudeau) ; Union Bretonne des Groupenae Défense Sanitaire, F-56000

Vannes, France (AF. Taurel, A. Joly)

Veterinary Microbiology, soumis le 09 février 2012

2.1. Abstract

Effectiveness of phase 1 vaccine, combined or ntht tetracycline, to controCoxiella
burnetii vaginal shedding at calving in cows was assesgeddh a 13 months study in 22 Q
fever clinically affected commercial dairy herdeulF medical strategies implemented at herd
level but randomly assigned to cows (vaccinati@agcination and tetracycline, tetracycline,
nothing) were compared. There was no significargraction effect between vaccination and
antibiotherapy. Tetracycline used once at dryirfgyafs associated with a lower risk of being
detected shedder at calving (OR=0.40, CI195% [0.Z%]), but had no significant effect on
the bacterial load shed. Vaccination did not sigaiitly prevent shedding but was
significantly (OR=0.15, CI95% [0.03-0.85]) assoetiwith lower bacterial load shed. Thus,
vaccination using a phase 1 vaccine and antibiaflyeusing tetracycline is associated with a
decrease in shedding in dairy cows and could daourteito reduce the bacterial load generated

in the environment.
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2.2.Introduction

Coxiella burnetiiis the infectious agent responsible for Q fevemwald wide spread
zoonosis. The recent epidemics in the Netherlandl, more than 3,500 human cases since
2007, 7 of them leading to deaths (van der HoektVdl.e 2010) and frequent reports of
sporadic cases (e.g. Florac in France in 2007 (leingl., 2011), highlight the public health
issues related to Q fever. In domestic ruminantge¥@r can induce abortion and metritis
(Tainturier, 1987). Ruminants are recognized asntfan source of infection (Marrie and
Raoult, 1997), which occurs mainly after inhalatiohinfectious aerosols. They shed the
bacteria through birth products (e.g., placental), ddso through semen (Kruszewska and
Tylewska-Wierzbanowska, 1997), vaginal mucus, ynmiék and feces (Arricau-Bouvery and
Rodolakis, 2005; Guatteo et al., 2007b). Additibngdarturition is considered as a period-at-
risk, as ruminants have been reported to shedyahigh bacterial load at that time (Berri et
al., 2002). Moreover, the apparent prevalenc€.dburnetiiinfection is quite important, with
estimated mean value at animal and herd level & a0d 38% in cattle and 15% and 25% in
sheep and goat (Guatteo et al., 2011). Therefasereeasure which aims to cont@bxiella
burnetii shedding in ruminants will improve animal healthtgs and result in reducing the

zoonotic risk.

When applied to susceptible (i.e. seronegative raovdshedder) animals before mating,
vaccination using a phase 1 vaccine has been showirongly prevent shedding both in
goats (Arricau-Bouvery et al., 2005) and cattle {ep et al., 2008). Nulliparous heifers,
reported as quite systematically non-infected emanfected herds (Taurel et al., 2011a), are
considered as a target population for vaccinatiorcontrast, a wide distribution of within-
herd prevalence of antibody-carriers cows is oleskiMaurel et al., 2011a), making the use

of vaccination questionable in adults.

When applied to infected animals, vaccination doe$ preventCoxiella burnetii
shedding (Guatteo et al., 2008; Rousset et al.9200Therefore in routine practice,
antibiotics (mainly tetracycline) are classicallged by practitioners. They are used at
different regimens: at drying off to prevent lateoeion and/or around calving time to limit
the shedding peak (Berri et al., 2001; Arricau-Bemyvet al., 2003). Few studies aiming at
assessing its effectiveness have been performdchant in cows (Behymer et al., 1977) and
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sheep (Astobiza et al., 2010a). Additionally, thetedies, which included few numbers of
animals subjected to a unique regimen, reportetradictory results. This gap of knowledge
possibly leads to current practices in field whate not in line with a rational use of

antibiotics.

Therefore, the aim of this study was to compare dffectiveness of several medical
strategies, combining vaccination using a phasactine and/or antibiotics (tetracycline) at
drying off, to controlCoxiella burnetii vaginal shedding at calving time in cows from

commercial dairy herds clinically affected by Qdev

2.3.Material and methods
2.3.1. Herds and animals

This work was conducted in compliance with the SBREGstatement for cohort studies
(von Elm et al., 2007). From February 2008 to Mai@, 22 Q fever clinically affected dairy
herds were recruited. All dairy herds that fullléhe following requirements were included
in the study: detection d@oxiella burnetiiby PCR on the placenta or a vaginal swab of at
least one aborting cow within the month beforeittodusion and at least 50% of seropositive
results (using ELISA) among at least 6 sampled copwéine with the EFSA report (EFSA
Panel on Animal Health and Welfare (AHAW), 2010)p implementation of vaccination
directed agains€Coxiella burnetiiwithin the previous five years; no systematicaeycline
treatment for reproductive tract disorders, suchmagsitis or abortion, within the previous six
months. Farmers had to sign a consent form andvi their agreement for cows’ to be

vaccinated during gestation.

All dairy females older than 12 months expectedxperience a calving in the 13 months

following inclusion time were included in the folleup.
2.3.2. Experimental design

2.3.2.1. Nature and allocation of treatments
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At inclusion time, medical strategies were randoatlyibuted to each herd. Due to ethics
concerns, and given the effectiveness of vaccinatio still susceptible animals (Guatteo et
al., 2008) and the susceptible status of nullipsrtweifers (Taurel et al., 201l1a), the
vaccination of these was systematically performeghrdless the strategy for cows. Dairy
cows were randomly assigned to 4 different herdtegjies: (i) vaccination, (ii) vaccination
and antibiotherapy, (iii) antibiotherapy withoutceamation, or (iv) nothing. Vaccination
consisted in 2 injections 3 weeks apart and an arboster injection, clustered in time with
the vaccination of new eligible animals after omaryfollow-up (heifers of 12 months and
more at booster time injection). The vaccine usemb va phase 1 inactivated vaccine
(Coxevac®, CEVA Santé Animale, ZI de la Ballastjdridourne, France), licensed for cattle
in France. The antibiotic used was a long actingetracycline (Ténaline LA®, CEVA Santé
Animale, ZI de la Ballastiéere Libourne, France).thifi the herds allocated to the 2 medical
strategies including antibiotics, cows were randoraksigned to 5 different individual
antibiotic regimens (20 mg/kg at each injectiomjtit@iotic at (i) drying off, at (ii) calving, at
(ii) drying off and calving, at (iv) drying off ah15 days later, or (v) drying off and 15 days

later and calving.

In order to help farmers improving the compliant¢he antibiotic strategies, the farmers
received a reminder text message on their cell @hum the expected day of intervention
(based on the estimated dates of drying off andiraalprovided by the milk recording

scheme).
2.3.2.2. Sample and laboratory analysis

At inclusion time, in each selected herd, blood gl@swere collected by the practitioner
from all animals older than 12 months, to deterntimeir antibody-carrier status. Samples
were immediately sent to the laboratory (InstitiépB@rtemental d’Analyses et de Consell,
Nantes, France) to be tested using the Q feveELESA kit (LSI, Lissieu, France) according
to the manufacturer's instructions. The results evexpressed in an optical density
Sample/Positive control (S/P) ratio. A serum samyds considered as positive when the S/P

ratio in serum was>40, and seronegative otherwise.

A vaginal swab was performed within 4 days aftetheegalving on each included animals

by the practitioner. The vaginal swabs were imntetifasent to the laboratory (IDHESA
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Bretagne Océane, Quimper) to be tested using thletime PCR LSI TAQVETCoxiella
burnetii kit (LSI, Lissieu, France) to detect putati@exiella burnetiishedding. The results
were considered positive for a Cycle threshold €19, and were expressed in number of

bacteria per mL of vaginal mucus.
2.3.3. Strategy of analysis

The statistical unit was the cow. The pregnancjustaf animals has been reported to
impact the vaccination effectiveness (Guatteo et 2008). Thus, the variable describing
vaccination took into account the time of injec8anmith regards to the presumed conceiving
artificial insemination (Al), with 3 modalities: h@accinated, vaccinated after Al, vaccinated
before Al. Only antibiotic at drying off was consréd for analysis. It was assumed that there
was not enough time between injection at calving aaginal mucus sampling to observe a
putative, if any, effect of antibiotics at calvirmgn shedding. The antibiotic strategies were
described through one variable taking into accdbettime and number of injections: no
antibiotic vs. received antibiotic at drying off.ygceived antibiotic at drying off and 15 days
later. Cows receiving antibiotic at calving werertconsidered as not treated, those receiving

antibiotic at drying off and calving were considiges treated at drying off only.

The data structure was hierarchical (with cows tehesl within herds). To assess the
effectiveness of medical strategies to prev€oixiella burnetii shedding at calving, we
modeled the probability of being shedder for aywdoom an i herd through a hierarchical
logistic model regression (Proc Glimmix, SAS® W2)Pwith herd as the random factor, and
taking account of individual adjustment variablesitial serological status and age at

calving), as follows:

- P(Y=0/1)ijj931*vaccination +p2*antibiotic + B3* age +[4* initial serologic

status +u*herd+e¢

where P(Y=0/1)ij is the probability for a j cow béing shedder or not (yes=1, no=0) in an
i herd,ps are parameter estimates of the fixed part of tbdehu the random herd effect, and
e the error term. A binomial distribution and a Iolgak were used for the model. Interaction

terms among the 2 variables describing the medicalegies (vaccination and antibiotic) and
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with the initial serological status were testedl #ariables with a P-value<0.05 were

considered significantly related to the sheddiadgust at calving.

To assess the effectiveness of medical strategidsnit Coxiella shedding at calving
when it occurred, the probability for shedder angmi@ shed at a certain level was also
assessed, depending on the medical strategiethéhahimals received. Three shedding levels
(named 1, 2, 3 respectively) expressed in numb&aoferia per mL of vaginal mucus were
considered: [1-100], [101-10,000],>10,000. The trefship was evaluated through a
multinomial logistic mixed model regression (Prodin@nix, SAS 9.2) with herd as the
random factor, and taking account of individualustiinent variables (initial serologic status

and age at calving), as follows:

- P(Y=1/2)ij931*vaccination +p2*antibiotic + B3* age +[4* initial serologic

status u*herd+e¢

- P(Y=1/3)ij931*vaccination +p2*antibiotic + B3* age +p4* initial serologic

status Hu*herd+e

where P(Y=1/2)ij is the probability for a j cow béing a level 2 shedder vs. being a level
1 shedder in an i herd, P(Y=1/3)jj is the proba&pitor a j cow of being a level 3 shedder vs.
being level 1 shedder in an i hefdthe fixed part of the model, the random herd effect, and
e the error term. A multinomial distribution and @git link were used for the model. All
variables with a P-value<0.05 were considered 8agmtly associated with the shedding

level at calving.

2.4.Results

A sample of 883 calving cows with complete demobrapata from 22 herds was
considered for analyses. Among them, 18.3% werectid shedders and 42.2% were
seropositive. There was a mean of 40 cows by h@dd=26; Q2=51) and a median age at
calving of 4.7 years (Q1=3.4; Q2=5.6). The disttidmu of shedder cows according to their
different shedding level is displayediable 3-1
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Table 3- 1 : Individual serological status and medial strategy received by cows according to

their shedding level

No. of No. of shedder Distribution of shedder cows (%)

Variable COWS cows level 1 level 2 level 3
Total cows 883 162 46.3 241 29.6
Initial serologic status

Seronegative cows 510 65 554 26.1 18.5

Seropositive cows 373 97 40.2 22.7 37.1
Vaccination

No vaccination 448 76 36.8 22.4 40.8

Vaccination after Al 348 73 534 26 20.5

Vaccination before Al 87 13 61.5 23.1 154
Antibiotic

No antibiotic 687 130 47.7 26.1 26.1

Antibiotic at drying off 129 21 42.9 9.5 47.6

Antibiotic at drying off 67 11 36.4 27.2 36.4

and 15 days later

110-100] bacteria per mL of vaginal mucus]101-10,000] bacteria per mL of vaginal mucus;

3:>10,000 bacteria per mL of vaginal mucus;

The risk of being detected shedder at calving tassociated with the medical strategies
received by the cows is displayediinble 3- 2 No interaction between medical strategies
was found to be significant (P>0.05). Vaccinatitrategies were not significantly associated
with shedding status in cows (P>0.05), whereasadgtline used once at drying off was
associated with a lower risk of shedding at cal(@§=0.40, CI95% [0.21-0.75]). A second
injection does not improve the (OR=0.50, CI95% 201212]). Initially seronegative cows
had a significantly lower risk of being detecte@dthers at calving. There was no significant

interaction between medical strategies variablethadnitial serological status (P>0.05).
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Table 3- 2 : Risk of being detected shedder at cdihg time associated with cow characteristics
and their medical strategy (883 dairy cows locateih 22 herds clinically affected byCoxiella
burnetii, mixed logistic regression)

Variable No. of % shedder cows Risk of shedding occurence
COWS OR Cl95% P-value
Total 883 18.3
Vaccination 0.35
No 448 17.0 1
Vaccination after Al 348 21.0 1.03 0.59-1.82
Vaccination before Al 87 14.9 0.63 0.28-1.40
Antibiotic 0.015
No 687 18.9 1
Day of drying off 129 16.3 0.40 0.21-0.75
Day of drying off and 15 d: 67 16.4 0.50 0.22-1.12
later
Initial serologic status <0.001
Seropositive 373 26.0 1
Seronegative 510 12.7 0.39 0.26-0.59
Age at calving 0.94 0.84-1.04 0.23

Among shedders, when vaccinated, cows had a gignifi (P=0.03) lower risk of
shedding at a higher level than levelTEljle 3-3. For instance, the risk for a cow of being
shedder at level 3 compared to shedder at leved [bwer when vaccinated before Al
(OR=0.15, CI95% [0.03-0.85]) and after Al (OR=0.28|95% [0.12-0.67]). Antibiotic
treatment at drying off, was not significantly (P6®) associated with the shedding level at
calving time. When initially seronegative at incgtustime, a cow had a significant lower risk
of being shedder at level 3 compared to being al lévshedder (OR=0.26, CI95% [0.11-
0.63]).
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Table 3- 3 : Risk of being detected a level 21 arldvel 32 shedder cow, compared to level 13,
associated with cow characteristics and modalitiesf vaccination (162 dairy cows located in 22
herds clinically affected byCoxiella burnetii, mixed logistic regression

Variable No.of  Shedding level 2vs. £  Shedding level 3ss. T
Cows OR IC 95% OR IC 95% P

Vaccination 0.03

No vaccination 76 1 1

Vaccination after Al 73 0.70 0.30-1.63 0.29 120.67

Vaccination before A 13 0.50 0.11-2.29 0.15 0.03-0.85
Antibiotic 0.34

No 130

Day of drying off 21 0.40 0.08-2.02 1.92 0.676&

Day of drying off 11 1.46 0.26-7.25 2.12 0.45-10.08

and 15 days later

Initial serologic status 0.01
Seropositive 97 1 1
Seronegative 65 0.75 0.33-1.70 0.26 0.11-0.63

Age at calving 0.19

1 (101-10,000] bacteria per mL of vaginal mucts10,000 bacteria per mL of vaginal
mucus:*: ]0-100] bacteria per mL of vaginal mucus;

2.5.Discussion

To our knowledge, this is the first study that adimeg comparing the effectiveness of
medical strategies, using vaccination and/or aotiits at different regimens, to prevent and

limit Coxiella burnetiishedding at calving in dairy cows from clinicadiifected herds.

The originality of this study lies on its ambitiodssign. This study was performed under
field conditions on a large number of herds andmaits contrary to previous studies
(Behymer et al., 1977; Woernle et al., 1985; Auigouvery et al., 2005; Guatteo et al.,
2008; Rousset et al., 2009b; Astobiza et al., 20#i@bCremoux et al., 2011). Additionally,
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the evaluated strategies (including up to 2 difiemntibiotic regimens and a control group)
were applied within each herd to the whole popafatf cows, in contrast to recent studies
based on split design, unique regimen and withgsitesnatic control group (Guatteo et al.,
2008; Astobiza et al., 2010b; de Cremoux et all,120possibly leading to bias in estimating
of medical strategies effectiveness. Lastly, cagitta previous studies conducted in cattle
aiming to assess the effectiveness of antibioBehymer et al., 1977; Woernle et al., 1985),
the choice made here to sample vaginal mucusahgaime (instead of milk) and to use real
time PCR (instead of serological methods), led mao&e accurate description of the dynamics

of Coxiella burnetiiinfection.

In the present study, vaccination does not appeaprévent significantly individual
shedding occurrence at calving time in cows, algfnothe estimated ORs were lower than
unity when the cows were vaccinated before Al (€ad), as already reported in goat and
cattle (Arricau-Bouvery et al., 2005; Guatteo et aD08). A possible explanation for this
result could rely on the less strict definitiontbé infectious status of cows in our study. In
Guatteo et al (2008), given the putati@oxiella burnetii shedding patterns previously
reported (Guatteo et al., 2007b) (no concomitancghiedding routes, intermittent shedding),
and the existence of seronegative shedders, tleetiodfis status of cows was determined
based on PCR results on 3 shedding routes (indilidulk, vaginal mucus and feces)
explored concomitantly and ELISA responses on iddial blood, all samplings being
performed twice 15-days apart. In our study, thedding status of cows was not tested,
possibly leading to the existence of seronegatbvesqconsidered as non-infected) but in fact
shedders. A lack of sensitivity of ELISA result oah be excluded, although we used an
ELISA based on ovine antigen recognized as the sewitive ELISA (Horigan et al., 2011).
Additionally, the unknown delay between exposureptuential infectious aerosols and
determination of initial serological status, togaethwith the delay (2 to 5 weeks) between
determination of initial serological status andeeffve immunization of animals by
vaccination, can have allowed the occurrence okteuded infection. This hypothesis about
the lack of accuracy in the definition of the irtfeas status of cows based only on the initial
serologic status was strengthened by the fact weatdid not evidence any significant
interaction between initial serologic status andcuaation strategy, though this interaction
has been evidenced in previous studies (Guattea.,e2008; de Cremoux et al., 2011).

However, the trend observed in the present studwyards a lower risk of shedding
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occurrence when vaccinated (even if non-significamés also reported in a study performed
in infected goat and sheep herds whatever the tiatec status of animals (Rousset et al.,
2009b; Astobiza et al., 2010b; de Cremoux et &112. Thus the accurate determination of
the infectious status of animals (towards sheddimg) antibody carriage) seems to be a key
point to assess the effectiveness of vaccinationrebVver, a cow was considered to be
shedder at calving time when the PCR was positegandless the estimated bacterial load,
while the reproducibility and the biological signdnce (infectiousness and viability) of very
high Ct value (corresponding to<100 bacteria) aié debated (EFSA Panel on Animal
Health and Welfare (AHAW), 2010).

As for technical reasons, some nulliparous heif2is5%) were not vaccinated, the risk
for seronegative and vaccinated primiparous cwsformer nulliparous heifers) to become
shedder was assessed, in comparison to non-vaetiraies. Seronegative nulliparous
heifers, when vaccinated before Al, had a significeower risk of shedding (OR=0.17,
Cl195% [0.04-0.67]), than the ones that were notcweated (data not shown). Nulliparous
heifers are known to be rarely infected (Taurelaét 201la), thus the population of

seronegative nulliparous heifers are more likelpeaeally non-infected compared to cows.

Considering the bacterial load shed, vaccinatedscload a significantly reduced risk of
being high (more than 10,000 bacteria per mL ofin@gmucus) shedders (OR vaccinated
before Al=0.15, CI95% [0.03-0.85]; OR vaccinatedeafAl=0.29, CI95% [0.12-0.67]), in
agreement with previous reports in goats (Roudsai,e2009b; de Cremoux et al., 2011). As
the negative initial serologic status was the ordyiable modality linked both to shedding
prevention and limitation, the interest of focusitrgatment on sensitive (or at least
seronegative) cows besides heifers in case of lothirwherd seroprevalence seems of
interest. To this end, a money and time saving ooptio identify herds with low

seroprevalence is the use of ELISA applied to bafik milk (Taurel et al.).

Antibiotic, when used once at drying off (Table tas found to significantly prevent
shedding at calving time, as reported in anothedystBehymer et al., 1977). A second
injection done 15 days later did not improve thieventive effect. Nevertheless, when

shedding occurred, antibiotics (regardless the mumdd injection) did not significantly
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reduce the bacterial load of the shedder cowshdes (Astobiza et al., 2010a) antibiotic was
reported to have no effect neither on preventiodwation of shedding. In this latter study,
only one antibiotic regimen was applied, and fewmats were tested (50-60 sheep per
sampling time). Given the need for a decreasedatiwhal use of antibiotics to limit the risk
of antibioresistance, our results provide evidefmea rational use to avoid a massive
implementation of repeated and useless injectiotetriicycline at drying off. Moreover,
slight differences were observed in the overalpprtions of animal detected shedders among
the 3 antibiotic modalities: 18.9% in cows withauittibiotics, and respectively 16.3% and
16.4% in cows with 1 or 2 injections at drying difespite this slight difference on average,
large variability existed between farms: the projpos of cows detected as shedders ranged
from 3% to 38% depending on the herds. Thus, hém@racteristics should be further

investigated to identify and target herds whereaisentibiotic could be of highest interest.

This study focused on calving as it is known aspeeod of higher risk of shedding. As
Coxiella burnetiican be shed over the whole lactation period ifed#ht shedding routes
(Berri et al., 2000; Guatteo et al., 2006b), furtheld studies would be relevant to evaluate
the effectiveness of medical strategies under stoayntrol shedding over a longer horizon,
especially in routes (feces, urine and vaginal msuamhich also contribute to generate

infective aerosols.
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1. Introduction

Coxiella burnetiiest I'agent pathogéne responsable d’'une zoormsigvie Q. A I'exception

de la Nouvelle-Zélande (Greenslade et al., 20085t @ine zoonose mondialement répartie
qui a la particularité d’infecter un spectre trasge d’organismes comprenant différentes
especes parmi les mammiféres, les oiseaux et ldsopodes (Arricau-Bouvery and
Rodolakis, 2005). Coxiella burnetii est une bactérie extrémement résistante dans
'environnement : elle peut étre retrouvée jusdlBa jours dans les sols (Welsh et al., 1959).
L’'Homme et I'animal s’infectent principalement pavie aérienne en inhalant des aérosols

contaminés produits par les ruminants infectési¢Au-Bouvery and Rodolakis, 2005).

Chez 'Homme, la fievre Q est majoritairement astonmatique, mais peut s’exprimer lors
d’infections aigués par des syndromes grippauxcpralement et lors d’infections chroniques
par des endocardites et des avortements chezreadg enceintes. Récemment aux Pays-
Bas, une épidémie de fievre Q a touché prés de Béfdnnes et a provoqué 24 morts entre
2007 et 2011 (Roest et al., 2011; Anonymous, 2012= ruminants lorsqu’ils sont infectés
sont également majoritairement asymptomatiquess uhes avortements, en particulier chez
les petits ruminants (Rousset et al., 2009a), désites (Tainturier, 1987) et des cas

d’infertilité sont rapportés (To et al., 1998).

bY

Toute mesure visant a prévenir ou diminuer I'exorétde Coxiella burnetii chez les
ruminants infectés induirait une diminution du tieqd’exposition et d’infection des

populations a proximité et aurait un intérét emies de santé animale et de santé publique.

Lorsqu’ils sont infectés, les ruminants excrétanbactérie principalement par le lait (Guatteo
et al., 2007b). lls peuvent également excréterl'pane, les féces, le mucus vaginal, les
produits de la parturition et alimentent ainsi Veonnement en aérosols contaminés (DelLay
et al., 1950; Yanase et al., 1998; Arricau-Bouwargl., 2003; Guatteo et al., 2007b; Rousset
et al., 2009a). La parturition et les avortemeptst gonsidérés comme des périodes a risque
élevé vis-a-vis de I'excrétion tant en survenueeguintensité avec pour conséguence une
contamination maximale de I'environnement (Berraket 2001; Arricau-Bouvery et al., 2003;
Tissot-Dupont et al.,, 2004). Les bactéries présemtans |'environnement peuvent étre

transportées sur une distance de plus d’'une diziwhken (Hawker et al., 1998; Tissot-Dupont
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et al., 2004; Schimmer et al., 2011). Un environeentontaminé représente donc un risque

d’exposition et d’infection pour les animaux aunsei autour des troupeaux infectés.

Evaluer la charge bactérienne dans I'environnerashtionc nécessaire pour décrire le risque

d’exposition des populations humaines et animales.

Pour maitriser l'infection pa€Coxiella burnetiichez les ruminants, deux types de mesures
sont disponibles : des mesures de maitrise noncadédet médicale. Les mesures de maitrise
non médicale reposent sur des mesures d’hygieneipaiement centrées autour du vélage et
de la gestion des effluents d’élevage. L'objecsif @ors de limiter la diffusion des bactéries

excrétées afin de limiter I'exposition qui peuttseéassociée.

Les mesures de maitrise médicale sont utilisées dmnbut de réduire lincidence de
l'infection et/ou de prévenir ou diminuer I'excmti dans les troupeaux infectés. La
vaccination avec le vaccin phase 1 a été évalu@amtlitions expérimentales dans une étude
en comparaison avec un vaccin phase 2 et un plg@dboau-Bouvery et al., 2005). Cette
étude montrait que les animaux vaccinés avec leivahase 1 étaient les seuls chez qui était
observée une prévention de I'excrétion et des sigfiriques. Afin d’évaluer l'efficacité de
ce vaccin pour contrdler une infection naturelles cgtudes ont également été menées en
troupeaux naturellement infectés. Le vaccin phasétdlt associé a une prévention de
'excrétion et/ou a une diminution de la charge rétée chez les ruminants vaccinés
(Hogerwerf et al., 2011; Taurel et al., 2012a),dksvres primipares et/ou sensibles (Rousset
et al., 2009b; de Cremoux et al., 2011) et les @adhitieres non gestantes (Guatteo et al.,
2008). L’'antibiothérapie, sur la base d'utilisatide la tétracycline, est également utilisée
dans la pratigue courante au tarissement contisdee d’avortement tardif et au vélage pour
limiter le pic d’excrétion. Peu d’études ont évalefficacité de ces protocoles. De plus, ces
études ont été réalisées avec des plans expérimeptu comparables entre eux et ont
rapporté des résultats contradictoires (Behymat.e1977; Woernle et al., 1985; Berri et al.,
2005; Astobiza et al.,, 2010a; Taurel et al., 2012a¢pendant, il apparaitrait que la
tétracycline soit associée a une prévention decléion au vélage dans le mucus vaginal
chez les vaches lorsqu’elle est injectée au tarisgé (2 mois a 3 semaines avant vélage)
(Woernle et al., 1985; Taurel et al., 2012a).
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Puisque les stratégies médicales ont un effetexerétion a I'échelle individuelle, cet effet
pourrait étre observé au travers d’'une diminutian ld charge mesurée a I'échelle du
troupeau. Cependant, les mesures de maitrise nedétant efficaces sous certaines
conditions, tel que le statut non infecté @axiella burnetiau moment de la vaccination,
I'efficacité de ces mesures sur la charge excratééchelle du troupeau pourrait varier en
fonction de I'étendue de l'infection dans le troapeet du taux de couverture thérapeutique.
Pour estimer cette efficacité, I'évolution de leéyalence des excréteurs et de la charge

excrétée dans I'environnement pourraient étre deses de choix.

Les voies d’excrétion étant non concomitantes st fléquences d’excrétion étant tres
variables (Guatteo et al., 2007b), la pression ddépement nécessaire pour estimer la
prévalence des excréteurs est trées importante.i,Aime alternative est d’estimer cette
prévalence d’excréteurs et la charge associée aamertr de prélevements représentatifs a
I'échelle du troupeau. Le lait est rapporté comnaatéa voie d’excrétion la plus fréquente et
la plus persistante (Guatteo et al., 2007b; Rowtsatl., 2009a). La prévalence d’excréteurs
dans le lait est positivement corrélée a la chhaygérienne mesurée dans le lait de mélange
et plus précisément dans le lait de tank (Guatteh,e2007a) dans lequel cela a été déemontre.
De plus, les bactéries excrétées dans le mucusalatgs produits de la parturition, l'urine et
les feces contaminent I'environnement (DelLay etl#150; Astobiza et al., 2011a). Ainsi, en
complément d’'une estimation de la prévalence desétsurs dans le lait de mélange, une
mesure de la charge présente dans I'environnenmntgit étre un bon indicateur de la
charge excrétée dans les voies autres que ledritep animaux et du risque d’exposition

associé.

L’objectif de cette étude était donc d’évaluerfiedcité comparée a I'échelle du troupeau de
stratégies meédicales associant vaccination et iatitdrapie pour diminuer la charge
bactérienne mesurée dans I'environnement, le éatadk et le lait de mélange de primipares
de troupeaux bovins laitiers naturellement infegigsla fievre Q.
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2. Matériel et méthodes

Ce travail a été effectué selon la grille de recamdations de ['Initiative STROBE
(Strengthening the Reporting of Observational @sidin Epidemiology) concernant les

études de cohorte (von EIm et al., 2007).
2.1. Troupeaux et animaux

De Février 2008 a Juin 2010, 136 troupeaux natmredht infectés paCoxiella burnetiiont
été recrutés dans le Grand Ouest de la France. &oririnclus dans le protocole, les
troupeaux devaient répondre aux criteres suivaaismoins 50% de résultats ELISA positifs
parmi un échantillon d’au moins 6 vaches préleweiesn avortement imputable Goxiella
burnetii (confirmé par un résultat positif@oxiella burnetiien PCR temps réel sur placenta)
dans le mois précédant I'inclusion ou un résuletait de tank positif en PCR temps réel
avec un seuil <36 Ct. Compte tenu de I'absence IBELDIVA (Differentiating Infected and
Vaccinated Animals), pour ne pas interférer damestifation de la séroprévalence intra-
troupeau, il ne devait pas y avoir eu de vaccimationtre la fievre Q depuis au moins 5 ans
dans ces élevages. De plus, il ne devait pas yr auoid'utilisation systématique de
tétracycline pour le traitement des troubles deefgoduction dans les 6 derniers mois avant

l'inclusion. Une fiche de consentement a été sigradous les éleveurs.

Toutes les femelles de plus de 12 mois, dont lagektait attendu au cours du protocole ont

été incluses dans le protocole.
2.2.Protocole expérimental
2.2.1. Nature et allocation des traitements

A linclusion, 1 stratégie médicale parmi 4 a ébéatoirement attribuée a chaque élevage.
Pour des raisons éthiques, du fait de I'efficadéga démontrée du vaccin sur les animaux
sensibles (Arricau-Bouvery et al., 2005; Guatte@let 2008) et du statut sensible observé
chez la plupart des génisses en élevages infetagsd] et al., 2011a), toutes les génisses (de
12 mois et plus) ont été vaccinées quelle qudaairatégie attribuée a I'élevage. La stratégie
aléatoirement attribuée concernait donc I'enserdBke vaches du troupeau et consistait en :

(i) la vaccination avec un vaccin phase 1, (iilvécination et I'antibiothérapie a base de
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tétracycline, (iii) I'antibiothérapie seule ou (igucun de ces traitements. La vaccination
consistait en 2 injections de primo-vaccinationldj@urs d’écart, suivies d’une injection de
rappel annuel. Dans les élevages dont la stratégirenait de I'antibiothérapie, 1 stratégie
individuelle parmi 5 était attribuée aléatoiremaunk vaches : (i) une injection au tarissement,
(ii) une injection au vélage, (iii) une injection tarissement et au vélage, (iv) une injection au
tarissement et 15 jours aprés ou (V) une injeciionarissement, 15 jours apres et au vélage.
Le vaccin utilisé était le vaccin inactivé a padeCoxiella burnetiien phase 1 (Coxevac®,
CEVA Santé Animale, Libourne, France). L'antibiatey utilisé était une oxytétracycline
longue action (20 mg/kg par injection de Ténalin&®l. CEVA Santé Animale, Libourne,
France).

Afin d’aider les éleveurs a respecter les stratgieluant I'injection d’antibiotique attribuées
a leurs animaux, un systéme d’envoi de SMS a &émplace. La veille de I'injection (sur la
base des dates de tarissement et vélages estiméde ontrble Laitier), les éleveurs

recevaient un SMS leur indiquant les animaux aetrai
2.2.2. Echantillons biologiques et analyse au laboratoire

A l'inclusion, pour estimer la séroprévalence, uélgvement de sang a été réalisé sur toutes
les génisses de plus de 12 mois et les vachesréatdu troupeau. Ces préléevements ont été
envoyés au laboratoire IDAC-44 pour une recherchatidorps antiCoxiella burnetiipar
ELISA. Les analyses ont été effectuées, selonnsguctions du fabricant, a I'aide du kit
ELISA Fievre Q de LSI (LSI, Lissieu, France), rapggacomme plus sensible car basé sur un
antigéne ovin (Horigan et al., 2011). Les sérumisé&bé@ classés selon le ratio S/P (Densité
optique du prélevement/ densité optique du comtesitif) suivant les recommandations du
fabricant : les préléevements étaient considérésnmmégatifs pour un ratio S/P <40 et

positifs dans les autres cas.
2.2.3. Nature et rythme des prélévements

Du fait de la présence d’animaux forts excrétewessiptants, susceptibles de masquer une
éventuelle diminution de la prévalence des excréteantribuant au lait de tank, le lait de
mélange de primipares pourrait étre un indicatelditeonnel pertinent. Les animaux n’y sont

présents que durant leur premiére lactation, aimsicaractere dynamique permettrait d’avoir
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un suivi plus fin de l'évolution de la prévalencéextréteurs dans le troupeau de
renouvellement. De plus, les caractéristiques detoiations et les pratiques des éleveurs
sont susceptibles d’avoir un impact sur les chapgésentes dans I'environnement. Ainsi, le
risque d’exposition auquel sont soumis les animpayrrait ne pas étre homogene dans
'environnement des animaux. Des prélevements desgeres dans les batiments des
animaux pourraient étre représentatifs du risqueaeent auquel les animaux sont exposés.
Des préléevements de litiere (environnement qui @ renouvelé de fagon plus ou moins
fréequente) apporteraient une information plus Boe le risque d’exposition et sur la charge
excrétée par les animaux sur une période plus omshepurte avant le prélevement en

fonction des pratiques des éleveurs.

Au final 4 types de prélevements sont réalisés des€levages : le lait de tank, le lait de
mélange de primipares, la poussiere cumulée darsalements et la poussiére renouvelée sur
I'aire d’exercice. Afin de pouvoir mesurer une dnmiion de la charge bactérienne dans ces
prélévements qui pourrait étre associée a uneaeftedes stratégies médicales, les 4 types de
prélévements ont été réalisés durant 18 mois. Barssles troupeaux, un prélevement de lait
de tank et de lait de mélange de primipares afé&éteé a un rythme trimestriel (59% des
troupeaux) ou mensuel (41% des troupeaux). Dansous-échantillon de 22 élevages en
rythme de prélevements mensuel, 2 types de préEwsnad’environnement ont été effectués.
Des prélévements de poussieres cumulées danstieeht ont été réalisé afin d’avoir un
suivi de la pression infectieuse a laquelle sonirgs les animaux (support Chiffonnette®,
Sodibox, Nevez, Francejfigure 4- 1). Des prélevements de poussiéres renouveléeamsar |
de travail des animaux, ont été réalisés pour tenmpte de la variation de charges
bactériennes dues aux pratiques d’élevage (commentmuvellement de la litiere) (support
Stérisox®, Sodibox, Nevez, Francé)dure 4- 2).

Ces 4 types de prélevements ont été envoyes auatalve IDHESA (Quimper) pour
détection et quantification, par analyse PCR erpgengel (kit TAQVET Coxiella burnetij
LSI), de la charge d€oxiella burnetiiprésente. Les échantillons étaient considérés @mm

positif quant le Ct était inférieur au seuil de 40.
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5 fois un métre de rebords
de soubassement,

de déflecteurs de ventilation,
de poutres, de cornadis,

s de tuyaux ou de conduites
Figure 4- 1: Procédure de prélevement des poussiel cumulées en batiments d'élevage a l'aic
de Chiffonnette®

300 pas dans l'aire d’exercice
des bovins (soit +/- 300 metres)

B Tty .
Figure 4- 2 : procédue de prélevement des poussiéres renouvelées sairk de vie des animau;
dans I'élevage a l'aide de Stérisox
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2.3. Stratégie d’analyse

Les charges mesurées dans les quatre types degméets (lait de tank, lait de mélange des
primipares, poussieres accumulées, poussiére reléms) ont d’abord été décrites dans le

temps.

Dans un second temps, dans les prélevements deldaiank et de lait de mélange de
primipares, la relation entre I'évolution de la @ mesurée dans le prélévement et la
stratégie médicale appliquée dans chaque troupeéié @tudiée. Afin de ne prendre en
compte que l'effet potentiel de la primo-vaccinatgur I'évolution de la charge bactérienne
dans les prélevements, seuls ont été considérgudéssements réalisés dans les 13 mois
suivant cette primo-vaccination : le suivi a dot& &nsuré avant le prélevement pour lequel

une vache ayant eu son rappel annuel de vaccinatianibuait au tank.

La variable a expliquer était binaire et décrivaitvariation de charge bactérienne mesurée
dans les prélévements entre le prélévement *drihestre (T1) et les prélévements des
trimestres suivants (T2, T3, T4). A chaque tempscHarge bactérienne mesurée dans le
prélevement a été classée en 3 catégories : pamalérie détectée donc un prélevement
considéré comme négatif (0), de 1 a 100 bactégésctées donc un prélevement considéré
comme faiblement positif (1) et plus de 100 baegdétectées donc pnélevement positif
(2). Deux trajectoires d’évolution ont été consédr Cigure 4- 3 et Figure 4- ¥ : une
évolution favorable ou une évolution défavorabla. définition de I'évolution défavorable
reposait sur 2 hypotheses : une réduction de tleraie des excréteurs qui serait associée a
une diminution de la prévalence dans le temps eth®udiminution de la charge excrétée par
les animaux. L’évolution favorable était définientme la persistance d’un résultat négatif, la
transition d’un résultat positif (ou faiblement fids vers un résultat négatif, ou la transition
d'un résultat positif vers un résultat faiblemerasipif (Figure 4- 3). La définition de
I'évolution favorable reposait également sur 2 higpses : I'absence d’effet observé sur
I'incidence des animaux excréteurs@exiella burnetiiqui serait associé a une augmentation
potentielle de la prévalence au cours du tempaidués nouveaux animaux excréteurs et/ou
'absence d'effet sur la charge excrétée. L'évolutidéfavorable était définie comme un

résultat persistant positif de méme classe, lasitian d’'un résultat négatif vers un résultat
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positif (ou faiblement positif), ou la transitiorud résultat faiblement positif vers un résu

positif (Figure 4- 4).

Variation favorable
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Figure 4- 3: Trajectoires correspondant aux évolutions favorakes des résultats de charge ¢
Coxiella burnetiimesuréedans les prélévements d'un troupeau : pas de bactérii; 1 :1 a 100
bactéries par mL de lait ; 2: plus de 100 bactéries par mL de lai

Variation défavorable
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Figure 4- 4 : Trajectoires correspondant aux évolutions défavorales des résultats de charge ¢
Coxiella burnetiimesuréedans les prélévements d'un troupeau : pas de bactérii; 1 :1 a 100
bactéries par mL de lait ; 2: plus de 100 bactéries par mL de lait)
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Deux modeles d’analyse ont été utilisés.

Dans le modele I, les stratégies médicales au tdngrd été décrites a travers 2 variables : (i)
une variable catégorielle désignant la stratégipd@ér la vaccination, B pour la vaccination et
'antibiothérapie, C pour l'antibiothérapie, D polg protocole sans traitement sur les
vaches) ; (ii) le pourcentage d’animaux contribuanttank et ayant recu leur traitement
attendu selon la stratégie (vaccination et/ou @itdque), rapporté aux animaux contribuant
au lait de tank au temps T.

Dans le modele I, les stratégies médicales au gepont été décrites a travers des
variables décrivant la proportion d’animaux vacsied d’animaux ayant recu l'antibiotique

respectivement, parmi les animaux contribuant ak & temps T.

Dans chaque modele, les variables d’ajustemenivadéant (i) la classe de charge bactérienne
mesurée dans le prélévement durimestre du troupeau, (i) la proportion de ppares, (iii)

la proportion d’animaux initialement séropositifsntribuant au tank, (iv) le numéro d’ordre
du prélevement. Un effet aléatoire troupeau a g@tétéaa chaque modele, pour tenir compte
de la non-indépendance des prélevements intrageaupDeux modeéles logistiques mixtes
d’étude de la probabilité d’évolution favorable l#echarge bactérienne mesurée dans le
prélevement ont donc été réalisés. Les interactibmiglre 1 ont été testées entre toutes les

variables du modele.

Dans le modéle 1, le risque pour un prélévementij ¢ttoupeau i de suivre une variation

favorable par rapport a une variation défavoratdé e

- P1(Y=0/1)ij$1* Classe_titrel + p2*protocole + B3* Proportion_totale + p4*
Proportion_seropositif $5* Proportion_primipare $6*Trimestre +u*troupeau+e

Ou P(Y=0/1) était la probabilité pour un prélévemietie I'élevage j de suivre une variation
favorable par rapport au prélevement précédentphesmetre$ étaient les parametres fixes
du modele avec : Classe_titrel, la classe de clergrienne mesurée dans le prélevement
du 2* trimestre (0, 1 ou 2) ; Protocole, le protocoledinél attribué a I'élevage (A, B, C ou
D) ; Proportion_totale, le pourcentage (en claska)imaux ayant recu tous les traitements
associés au protocole parmi les animaux contribaantank a la date du prélevement ([O-

20[%,[ 20-40[%, >40%) ; Proportion_seropositif, le pourcentage (émsse) d’animaux
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initialement détectés séropositifs parmi tous Iesnaux contribuant au tank a la date du
prélevement ([0-15[%, [15-30[% atB0%) ; Proportion_primipare, le pourcentage (esssa

de primipares parmi les animaux contribuant au tan& date du prélévement ([0-30[% ou
>30%) ; Trimestre ; le numéro d’'ordre du trimestre mrélevement considéré (2, 3 ou 4).

L’effet troupeau (aléatoire) dans le modele estésgnté pan ete est le terme d’erreur.

Dans le modéle 2, le risque pour un prélévementij ¢toupeau i de suivre une variation

favorable par rapport & une variation défavoratdé e

- P2(Y=0/1)ij=p1* Classe_titrel 42*Proportion_vaccin 433*Proportion_vaccin _avlA +
B4*  Proportion_antibiotique  + p5*Proportion_antibiotique_tarissement  + 6*

Proportion_seropositif $7* Proportion_primipare $8*Trimestre +u*troupeau+e

Avec les mémes parameétres que pour le modéle f,pgaw la stratégie médicale qui a été
exprimée par : Proportion_vaccin, le pourcentagedasse) d’animaux vaccinés parmi les
animaux contribuant au tank a la date du préléven{f20[%,[20-80[%, >80%,) ;
Proportion_vaccin _avlA, le pourcentage (en clagkmimaux vaccinés avant insémination
artificielle parmi les animaux vaccinés contribuaati tank (0%, ]0-30[%,>30%) ;
Proportion_antibiotique, le pourcentage (en clasfahimaux ayant recu au moins une
injection d’antibiotique au tarissement et/ou alagé parmi les animaux contribuant au tank
(0%, ]0-35[%, >35%) ; Proportion_antibiotique_tarissement, le peatage (en classe)
d’animaux ayant regu au moins une injection alss@ment parmi les animaux ayant regu au
moins une injection d’antibiotique au tarissemdfdleau vélage contribuant au tank (0%, ]0-
67[%,>67%).

Les bornes des classes étaient choisies pour espeésune gradatioa priori du risque et
permettre d’assurer un effectif suffisant par aass

Une procédure pas a pas descendante a été apphfjnéde conserver uniquement les
variables significatives (P<0.05) dans le modekes kariables « Proportion_seropositif » et
« Trimestre » ont été forcées dans le modéle afinahserver I'ajustement sur le temps et un
indicateur du niveau d’infection dans le troupeBe. plus, dans le modéle Il, les variables
« Proportion_vaccin » et « Proportion_antibiotiguent été forcées dans le modéle afin de

conserver la totalité de I'information liée auxiteanents recus par les animaux.
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3. Résultats
3.1. Description des effectifs de troupeaux

Au total 136 troupeaux ont été recrutés et 120peaux ont été suivis jusqu’au terme de
'étude (18 mois). Parmi eux, 77 troupeaux ava@mtmoins 3 prélevements trimestriels
conseécutifs de lait de mélange de primipares avéotalité des informations sur les animaux
constituant le lait de tank aux dates du prélévendenlait de mélange de primipares, 74
troupeaux pour le préléevement de lait de tank.fréfevements de poussiéeres (Chiffonnette®
et Stérisox®) ont été effectués dans un sous étibantle 21 troupeaux, parmi eux, 13

troupeaux avaient des prélevements par Chiffors@ttpendant au moins 3 trimestres

consécultifs et 14 troupeaux des prélevements pas&® (igure 4- 5).
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Recrutement

92 troupeaux exclus: élevages ne
devant pas effect
vements de poussieres

23 troupeaux exclus: nombre de

préleven _avec informations

consecutifsin

4

Figure 4- 5 : Diagramme de flux des effectifs de tupeaux pour I'analyse de la détection de
Coxiella burnetiidans 4 types de prélevements au niveau du troupeau

3.2.Description de la charge mesurée dans les 4 types prélévements

Quelle que soit la stratégie mise en place danglesges, il y avait plus de prélevements
positifs au £ trimestre parmi les prélévements de lait de tarto(eau 4- let Tableau 4- )
gue parmi les prélevements de lait de mélangeidegares (ableau 4- 3 et Tableau 4- Y1
Parmi les prélevements de poussieres, il y avag gé prélévements fortement positifs parmi
les prélevements de poussiéres cumulées danstlesebé (Chiffonnette®) (ableau 4- 9
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gue parmi les préléevements de poussieres renogvalée I'aire d’exercice (Stérisox®)

(Tableau 4- 5 au premier trimestre. Les profils de variationniveau de charge mesurée aux
quatre trimestres consécutifs étaient assez vasablun élevage a l'autre (constant, en
augmentation, en diminution ou variable) quel ouit Is type de prélevement considéré et la

stratégie médicale appliquée.

Le niveau de charge au trimestre 4 était fortenoemtélé (P<0,05) au niveau de charge
mesuré au trimestre 1 pour le lait de tank, alar&auwpune association statistiquement
significative n’a été mise en évidence pour lesemutypes de prélevementsapleau 4- 9.

Les prélévements de lait de mélange de primiparegparticulier, étaient en majorité devenus

négatifs au 4eme trimestre quelle que soit laégratmédicale.
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Tableau 4- 1: Evolution pour chaque troupeau (en colonne) de lalasse de charge dCoxiella burnetiimesurée dans le prélevement de lait de tar
en fonction du trimestre dans les troupeaux en sttagie A (vaccination) et B (vaccination et antibidiérapie)

Trimestre 1

ITrimestre 2

ITrimestre 3

Trimestre 4

0 0 O

0 0 1

0 0 1

0 0 O

0 = 0 bactérie par unité de prélevement; 1 = 1QakdH@téries par unité de prélévement ;plus de 100 bactéries par unité de préleve

Tableau 4- 2: Evolution pour chaque troupeau (en colonne) de lalasse de charge dCoxiella burnetiimesurée dans le prélévement de lait de tar
en fonction du trimestre dans &s troupeaux en stratégie C (antibiothérapie) et [pas de traitement

C
Trimestre 1 o 0 1 1 1 1 0]
Trimestre 2 o 0 1 o 1 1 0]
Trimestre 3 o 0 1 1 1 0]
Trimestre 4 0 1 0] 0] 0 00 0]

0 = 0 bactérie par unité de préléevement; 1 = 1QkE&téries par unité de prélevement ; 2 = plubOfiebactéries par un de prélévement

neadnoJ) np 3|1ayoy,|

a[ealpoW asLew a@ISaTRNS SAIUSIDYIP P SUOLIIYS,| P uonenerd : v JYLIdVHO



Tableau 4- 3: Evolution pour chaque troupeau (en colonne) de lalasse de charge dCoxiella burnetiimesurée dans le prélévennt de lait de
mélange de primipares en fonction du trimestre dankes troupeaux en stratégie A (vaccination) et B &ccination et antibiothérapie)

B
Trimestre 1 0 0 0 C 0 O O 60 0 00 0O O0ODO 1
Trimestre 2 0 0 0 C 0 0 1 0 0 00 0 0 O D. 1
Trimestre 3 0 0 0 C 0 0 O 60 0 00 00O 0D T1PO0

Trimestre 4 0 0 0. 0

0 = 0 bactérie par unité de préléevement; 1 = 1B téries par unité de prélevement ; 2 = plusQfxbactéries par unité de préleven

Tableau 4- 4: Evolution pour chaque troupeau (en colonne) de lalasse de charge dCoxiella burnetiimesurée dans le prélévement de lait ¢
mélange de primipares en fonction du trimestre dankes troupeaux en stratégie C (antibiothérapie) d (pas de traitement

B
Trimestre 1 6o 0 0 0 O O 1 1 1 6 o0 o0 0 0 O 0 €C O O O O 1 1.
Trimestre 2 0o 0 0 0 O 1 0 0 1 6 o0 0 0 O O 0o C 1 1- 0 0 O
Trimestre 3 6o 0 0 0 1 0 0O 0 O ¢ o0 o 0 0 O 1 1 0 1 0 1 0 0 0
Trimestre 4 0 0 0 0 O 0. 0] 0 0 0 0 O 1. . 0 0 O

0 = 0 bactérie par unité de préléevement; 1 = 1QakdH&téries par unité de prélevemer = plus de 100 bactéries par unité de préléve

SOT

neadnoJ) np 3|1ayoy,|
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Tableau 4- 5 :Evolution pour chaque troupeau (en colonne) de lal@sse de charge de Coxiell
burnetii mesurée dans le prélevement de poussiéresmulée: dans les batiments (Chiffonnette®
et dans le prélevement de poussiéres renouveléesr diaire de travail des animaux
(Chiffonnette®) en fonction du trimestre et de la gatégie médicale appliquée dans le troupes

Chiflennette Stérisox
A B C ]
Trimestre 1 0 0 1 1
Trimestre 2 0 1 1 . of O
Trimestre 3 1 1 0 0 1 0O
Inmestre 4 0 c 1 1 1 0 0

0 = 0 bactérie par unité de préléven; 1 =1 a 100 bactéries par unité de prélevem2nt plus de
100 bactéries par unité de préléver
A : vaccination ; B vaccination et antibiotiqt ; C : antibiotique ; D aucun de ces traiteme

3.3. Effet des stratégies médicales sur I'évolution da charge bactérienn
3.3.1. Charge bactérienne mesurée dans le lait de ta

Dans le modéle,laucune des 2 variables décrivant la stratégiaaa@dappliquée n’étent
significativement liéesa I'évolution du niveau de charge mesurée dansailede tank
Cependan en observant les modalités des différenteségfied, les stratégies incluant
vaccination (A et B) étaient associées a une autatien de la probabilitéd’évolution
favorable par rapport a la stratégie Tableau 4- 7). Le modele | a donc été resoumi
analyse en regroupant les stratégies avec vaawmindiie., la modalité vaccination (s
regroupée avec la modalité vaccination et antipimti(B)). Dans ce nouveau modéle,

stratégies incluant la vaccination (A et B) ent significativement associées a
augmentatiorde la probabilited’évolution favorable de la charge mesurée datetlele tank
(OR=6,37, IC95% [1,40-220]. L'effet asocié a la stratégie C (antibiothérapie) n’était

significativement différent de celui de la stragé@ (pas de traitement) (OR,26, 1C95%
[0,60-1785]). Dans le model2, la vaccination était associ@ela probabilit d’évolution
favorable de la chaegmesurée dans le lait de taLa probabilitéd’évolution favorable de |
charge bactérienne mesurée dans le lait de tankuamlorsque la couverture vaccinale €
inférieur a 80% (OR = A9, 1C95% [(,09-095]). Aucune interaction n’était signifiive dans

chacun des modéles.
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Tableau 4- 6 :Comparaison de la distribution de la charge (en ckse) deCoxiella burnetiimesurée dans les prélévements au trimestre 4 en &ion
de la charge (en classe) mesurée au trimestre 1

Niveau de  Lait de Tank (n=74) Lait de primipare (n=77) Poussiére accumiiéel3’ Poussiére renouvelée (n=14)
charge Niveau de charge au trimestre 4 Niveau de charge au trimestre 4Niveau de charge au trimestr  Niveau de charge au trimestre 4
trimestre 0 1 2 P 0 1 2 P 0 1 2 P 0 1 2 P

1

0 9 0 0 <0,001 25 1 5 0,57 1 0 1 10 2 0 0 0,08

1 0 3 4 14 1 2 0 0 0 3 0 2

2 7 7 33 12 3 2 3 3 4 1 4 1

(0 = 0 bactérie par unitge prélévement ; 1 = 1 a 100 bactéries par unigrélévement ; 2 = plus de 100 bactéries par aeitgrélévement

Tableau 4- 7 : Probabilitéd’'évolution favorable de la charge deCoxiella burnetiimesurée dans le lait de tankle 74 troupeau; en fonction des
stratégies médicales appliquées (Régression logigté mixte, Proc GLIMMIX SAS 9.2®). Seules les variales significativementassociées au risque ou
forcées sont présentées.

Modeéle : Modéle 2
Variable  Risque d’évolution favorable Variable Risque d’évolution favorable Variable Risque d’évolution favorable
OR IC 95% P OR IC 95% P OR IC 95% P
Stratégie 0,11 Stratégi 0,048 Couverture 0,01
vaccinale
A? 584 1,16-29,47 A+B 6,37  1,40-29,10 [0-20[% 0,29 0,09-0,95
B 7,12 1,34-37,83 C 3,26 0,60-17,85 [20-80[% 0,17 0,05-0,62
C 3,28 0,59-18,35 D 1 >80 % 1
D¢ 1 Couverture 0,23
antibiotique
0 0,99 0,28-3,50
]0-35%[ 2,48 0,65-9,38
> 35% 1

A?: vaccination ; B: vaccination et antibiotique :*Cantibiotique ; D : pas de traitement
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Le sens et 'amplitude des effets des autres fextestaient proches, quel que soit le modéle
(Tableau 4- §. Seule la charge mesurée au trimestre 1 impastgificativement (P < 0,05)
I'évolution ultérieure de la charge bactérienne unés dans le lait de tank. Une charge

positive au trimestre 1 était associée a une ditiwinue la probabilité d’évolution favorable.

Tableau 4- 8 : Probabilité d'évolution favorable dda charge deCoxiella burnetiimesurée dans

le lait de tank de 74 troupeaux en fonction de lal@sse de la charge mesurée au trimestre 1, de la
proportion d’animaux initialement séropositifs contibuant au tank a la date du prélevement et
du trimestre (Régression logistiqgue mixte, Proc GLMMIX SAS 9.2®)

Variable Risque d’évolution favorable
OR IC 95% P
Classe_chargel 0,008
2 0,10 0,02-0,50
1 0,04  0,004-0,38
0 1
Proportion_seropositif 0,13
[0-15[% 4,25  0,94-19,28
[15-30[% 1,01  0,34-2,95
>30%) 1
Trimestre 0,23
2 0,41  0,15-1,15
3 0,57 0,23-1,44
4 1

3.3.2. Charge bactérienne mesurée dans le lait de mélande primipares

Pour les prélevements de lait de mélange de priespaucune des variables décrivant les
stratégies n’était significativement associée @aldation de charge bactérienne mesurée dans
le prélevementi(ableau 4- 9. Le sens et 'amplitude des effets des facteutsea que les
stratégies meédicales étaient proches quel que lsoinodele. Seul le trimestre était
significativement associé a une diminution de labpbilité d’évolution favorableT@bleau

4- 10), avec un risque d’évolution favorable qui étaiins élevé pour les prélevements les

plus proches dans le temps dligtélévement.
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Tableau 4- 9 : Probabilité d'évolution favorable dda charge deCoxiella burnetiimesurée dans
le lait de mélange de primipares de 77 troupeaux donction des stratégies médicales appliquées
(Régression logistique mixte, Proc GLIMMIX SAS 9.2®

Variable Risque d’évolution favorable  Variable sue d’évolution favorable
OR IC 95% P OR IC 95% P
protocole 0.46  Couverture 0.84
vaccinale
A 097 0.27-3.54 [0-20[% 0.75 0.27-2.05
B 249 0.61-10.06 [20-80[% 0.79  0.28-2.27
C 1.22 0.31-4.78 >80 % 1
D* 1 Couverture 0.33
antibiotique
0 045 0.13-1.53
]0-35%] 0.77 0.21-2.82
> 35% 1

A?: vaccination ; B: vaccination et antibiotique :*Cantibiotique ; D : pas de traitement

Tableau 4- 10 : Probabilité d’évolution favorable @& la charge deCoxiella burnetiimesurée dans
le lait de mélange de primipares de 77 troupeaux €onction de la charge mesurée au trimestre
1, de la proportion d’animaux initialement séropodifs contribuant au lait de mélange de
primipares a la date du prélévement et du trimestrdRégression logistique mixte, Proc
GLIMMIX SAS 9.2®)

Variable Risque d’évolution favorable
OR IC 95% P
Classe_titrel 0.38
2 0.57 0.19-1.72
1 0.49 0.17-1.45
0 1
Proportion_seropositif 0.34
[0-15[% 1.84 0.49-6.96
[15-30[% 1.95 0.75-5.04
>30%) 1
Trimestre 0.013
2 0.27 0.10-0.68
3 0.62 0.25-1.56
4 1

4. Discussion

Cette étude est la premiére visant a évaluer datité de stratégies médicales, combinant ou
non la vaccination et I'antibiothérapie, sur la rgeabactérienne mesurée dans le lait de tank,
le lait de mélange de primipares et dans l'enviemnent de troupeaux bovins laitiers

naturellement infectés.
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L'originalité de cette étude repose sur plusieusmeénts. Tout d’abord, la puissance
statistique : l'effectif de troupeaux sur leques letratégies meédicales ont pu étre mises en
place est supérieur a celui d’autres études pogant’évaluation de stratégies médicales
(Behymer et al., 1977; Woernle et al., 1985; Betral., 2001; Arricau-Bouvery et al., 2005;
Guatteo et al., 2008; Rousset et al., 2009b; Aztobt al., 2010a; Astobiza et al., 2011a; de
Cremoux et al., 2011; Hogerwerf et al., 2011). e#sctifs ici sont de 13 a 78 troupeaux en
fonction des prélévements étudiés et de 23 a Jpdaux par stratégie meédicale dans les
prélevements de lait de tank et de lait de mélalegprimipares, contre au plus 14 troupeaux

dans les études précédentes.

La stratégie médicale appliquée a la totalité dwgeau,i.e. telle que mise en ceuvre en
pratique de routine, notamment pour la vaccinagp@nmet de transposer ces résultats a ce qui
pourrait étre observé sur le terrain de facon paisuste que lors d’'essai de vaccination
partielle (Guatteo et al., 2008; Rousset et aD9P() Astobiza et al., 2011a; de Cremoux et al.,
2011). Cette transposition est d’autant plus atpdé s’agit d’'une étude menée dans des
troupeaux naturellement infectés, différente d'enede en conditions expérimentales ou les
animaux sont infectés par inoculation ou élevés ahas conditions différentes des pratiques

en élevage commercial (Arricau-Bouvery et al., 2005

Le choix des criteres d’efficacité permet une eation de la prévalence d’excréteurs (par le
biais du lait de tank et du lait de mélange de jpames) et une mesure de la pression
infectieuse a laquelle sont soumis les animaux Igpdoiais des poussieres cumulées et des
poussieres renouvelées). Le choix d'une mesure éghdlle du troupeau et dans
'environnement représente mieux l'impact des égs medicales sur la dynamique
d’infection qu’un prélévement sur un échantillormmimaux du troupeau (Hogerwerf et al.,
2011).

Du fait qu’'une évolution favorable de la charge anés dans le prélevement de lait de tank
indique une diminution de la prévalence d’excré&eat/ou de la quantité de bactéries
excrétées, la vaccination apparait donc associgeealiminution de la charge détectée et/ou
du nombre d’excréteurs dans le lait de tank. Cesltas sont en accord avec les résultats
d’études sur I'excrétion individuelle. Dans cesdétsl la vaccination était associée a une
diminution (de Cremoux et al., 2011) ou une préeente I'excrétion chez les animaux

vaccineés sensibles et non gestants (Guatteo @08I8) et a une diminution de la charge chez

des animaux dans des troupeaux infectés ou cheanil@sux vaccinés infectés (Rousset et
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al., 2009b; Hogerwerf et al., 2011; Taurel et 2012a). Cet effet est d’autant plus marqué
pour une couverture vaccinale importart8d%). Une étude chez 'Homme portant sur le
choléra a montré que I'augmentation de la couventaccinale augmentait significativement
la protection indirecte des personnes non vaccieéaméliorait la protection des personnes
vaccinées : l'incidence de nouveaux cas était 88 pour 1000 individus quand au moins
20% étaient vaccinés et de 3.27 pour 1000 indivigusnd plus de 80% étaient vaccinés
(Root et al., 2011).

L’antibiothérapie n’est, quand a elle, pas assoeigegisque d'évolution favorable dans le
temps. Une étude menée a I'échelle individuelldasgharge excrétée dans le mucus vaginal,
montrait pourtant une association entre I'antibdo#ipie au tarissement et la prévention de
I'excrétion mesurée au plus tard dans les 4 jourgast le vélage (Taurel et al., 2012a).
Plusieurs facteurs sont potentiellement explicatédsces résultats divergents. Premierement,
dans le cadre de notre étude, les animaux contritauatank avaient un intervalle d’au moins
7 jours entre le vélage et I'inclusion dans le tdr&kmoment de mesure de I'excrétion n’était
donc pas le méme. Deuxiemement, a I'échelle duptrau, le lait était la matrice d’intérét
alors qu’a I'échelle individuelle, il s’agissait daucus vaginal. Une étude (Guatteo et al.,
2007b) a montré que ces voies n'étaient pas conantas. Enfin, la dilution du lait dans le
tank (mélange de laits d’animaux excréteurs et ewcréteurs, d’animaux ayant recu de
'antibiotique ou non, animaux ayant recu de I'artiique a un intervalle plus ou moins
éloigné de la date du prélevement) peut avoir masae diminution de la charge qui aurait
pu étre observée a I'échelle individuelle.

L’absence deCoxiella burnetiidans le prélevement du premier trimestre est &s@cune
augmentation de la probabilité de suivre une vianatavorable. On peut supposer que les
troupeaux ayant une charge nulle dans le prem@&eéyement de lait de tank, sont ceux qui
sont susceptibles d’avoir une proportion importadisnimaux sensibles,e. sur lesquels le
vaccin serait le plus a méme de prévenir I'excrétiau I°' trimestre, 75% des troupeaux avec
un prélevement nul ont également une séroprévaldesanimaux contribuant au tank qui est
nul, ce pourcentage est de 25% pour les troupeaexn prélevement positif et de 0% pour
les troupeaux avec un prélevement faiblement po€iés troupeaux auraient pu étre les plus
susceptibles de subir une augmentation de leuranivdexcrétion, puisque le nombre
d’animaux pouvant devenir excréteurs y était phagartant. L’évolution favorable suivie par

ces troupeaux est en accord avec une efficacit@dein sur les populations sensibles.
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La variation de la charge mesurée dans le lait @lamge de primipares n’est pas associée aux
stratégies médicales {bleau 4- 9. Toutes les génisses, sauf oubli, ayant été néesj le
lait de mélange de primipares est constitué de tHanimaux en majorité vaccinés. Il étaait
donc attendu que la majorité des prélevements arentharge mesurée nulle a la fin du suivi
(Tableau 4- 3 et Tableau 4- )i La seule variable associée a I'évolution dehlarge mesurée
dans le lait de mélange de primipares est le t§mpsuré en trimestre), avec une probabilité
d’évolution favorable diminué dans les prélevemelatsait de mélange de primipares faits en
début de suivi{ableau 4- 1(). Ces prélévements sont composés de primipared syégré

le troupeau adulte (source d’expositionCaxiella burnetii (Enright et al., 1971))j.e.
susceptibles d’avoir été exposées a des aérosf@stigux, avant la mise en place des
stratégies médicales. La diminution de la chargsumé® pourrait étre associée a I'évolution
naturelle de linfection, mais la majorité des aaim composant ce prélevement ayant été
vaccinés, cette évolution pourrait également cporedre a la composition du prélévement,
i.e. plus on avance dans le temps plus le lait de rgélashe primipares est composeé
uniquement d’animaux protégés par vaccination adaritrer dans le troupeau adulte. Les
résultats obtenus dans le lait de taird, 'effet des stratégies médicales et I'absencefetef
du temps sur I'évolution de la charge mesurée, soffiaveur de la deuxieme hypothése.

Concernant la charge bactérienne mesurée dansirbanement, la proportion des
prélevements avec une charge mesurée nulle augmdante le temps, quelle que soit la
stratégie médicale mise en ceuvre sur les vachesdau 4- 5. Dans les prélevements de
poussiéres renouvelées, la charge mesurée dimieaecbup plus vite que dans les
prélevements de poussieres cumulées. Ceci estromnfa I'’hypothese selon laquelle le
curage et le renouvellement de la litiere diminaequantité de bactérie contenue dans
'environnement des animaux. Ces résultats semimheiquer l'intérét du renouvellement de
la litiere dans la diminution de la pression infegse et donc du risque d’exposition des
animaux sains dans des troupeaux infectés. Dedalos les poussieres renouvelées, la charge
mesurée serait plus représentative de la compogitiotroupeau a l'instant du prélevement,
i.e., I'entrée de primipares vaccinées commune a solés stratégies, ce qui pourraient
expliquer la diminution de la proportion de préléants positifs en fin de suivi. Cependant,
le réle du renouvellement de la litiere dans I'séfisation des bactéries est mal documenté.
Ainsi, dans certaines conditions cette mesure pduétre contre-productive et provoquer

I'exposition d’animaux sensibles non protéges.
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Si la PCR en temps réel permet d’avoir un suiviisgmantitatif de la charge détectée, elle ne
permet pas de distinguer les bactéries vivantesdetries mortes. Ainsi, pour une méme
charge bactérienne mesurée, les implications emetede risque de propagation de I'infection
peuvent étre totalement différentes si la proportae bactéries mortes est faible ou
importante. Cette limite a pu entrainer une sotisr@sion de I'effet des stratégies médicales
si celles-ci ont eu un effet sur la viabilité deactéries excrétées. Ainsi, dans le cas des
prélevements réalisés dans I'environnement, ilpessible que la diminution de la charge
mesurée soit associée a une diminution de I'exaréties animaux mais également & une
dégradation du matériel génétiqgue de bactériesemd@nhais présentes dans I'environnement

depuis le premier trimestre).

Dans cette étude, l'intérét a été porté sur ledaitank, car le lait est la voie d’excrétion la
plus courante ; et sur I'environnement, car la ghabactérienne mesurée est susceptible
d’avoir un impact sur la dynamique d’infection (e d’exposition). Lorsque les génisses
sont vaccinées, la stratégie meédicale appliquéeoapeau adulte n’a pas d’effet sur le niveau
de charge bactérienne mesuré dans le lait de meéldagorimipares. Cependant, la charge
bactérienne diminue globalement dans les prélévendmlait de mélange de primipares et
d’environnement, confirmant I'intérét de la vacdion a minimades génisses pour diminuer
la pression infectieuse. Au niveau du troupeauteduans le lait de tank, la vaccination
induit une diminution de la charge mesurée danpiékvements. Ces résultats confirment
l'intérét de la vaccination simultanée de la taéakilu troupeau, le plus tét possible, pour
diminuer la prévalence des excréteurs et l'inténsle I'excrétion. De plus, I'absence
d’association entre I'antibiothérapie et la vaoatide charge mesurée priori contradictoire
avec la prévention de I'excrétion observée au \elagl’échelle individuelle, donne des
eléments pour la rationalisation de l'utilisatioesdantibiotiques et des éléments d’aide a la
formulation de protocoles de maitrise médical€’idéettion parCoxiella burnetiien élevage
infecté. Si l'utilisation de I'antibiothérapie a umpact trop limité pour qu’il soit observé a
I'échelle du troupeau, elle devrait peut-étre @&servée aux situations de forte prévalence
d’excréteurs lors de saisons denses de vélage. t€otapu de la résistance @oxiella
burnetii dans I'environnement, il serait intéressant dpaser d’éléments concernant le temps
nécessaire de mise en place des stratégies médatdlanpact des stratégies non médicales
pour atteindre une forte diminution de I'excrétaens le troupeau et de la charge bactérienne
de Coxiella burnetiidans I'environnement des troupeaux infectés. fed@t la modélisation

mathématique peut étre un outil d’intérét (Courcaiidl., 2011).
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L’objectif général de cette these était d’évallefficacité de mesures de maitrise médicale
pour contrbler linfection paiCoxiella burnetiiagent de la fievre Q, dans des troupeaux

bovins laitiers naturellement infectés.

Ce travail visait en particulier a 1) décrire lauation de troupeaux bovins laitiers
naturellement infectés paCoxiella burnetii en termes de niveau d’infection et de
caractéristiques et pratiques d’élevages asso@€afévaluer lintérét d'un test ELISA

appliqué au lait de tank comme outil d’estimation ld séroprévalence intra-troupeau, 2)
évaluer l'efficacité de mesures de maitrise médiqabur limiter I'excrétion deCoxiella

burnetii a I'échelle individuelle et 3) a I'échelle du tpmau.

Suite a I'épidémie humaine de fievre Q aux Pays-Bage requéte a été faite par la
Commission Européenne auprés de I'EFSA (« Eurogeaod Safety Authority »). Cette
requéte concernait les informations et besoinsfatinations nécessaires pour déterminer
'amplitude, la distribution, I'impact et I'importace de l'infection et de la maladie dans les
troupeaux ruminants et chez 'Homme, les factewrsridque pour la persistance et la
diffusion deCoxiella burnetiiet les options de controle dans les populationsudgnants
domestiques (EFSA Panel on Animal Health and WelfAHAW), 2010). Le rapport produit

a conclu au besoin de connaissances et donc derceels relatif a 3 domaines :

- I'estimation de l'occurrence de la fievre Q ddes états membres de I'Union
Européenne, pour une meilleure compréhension depleur et de la distribution de la
maladie et de I'infection (centrée sur les animdi@evages et les Hommes),

- 'évaluation des facteurs de risque de I'ocauceeet de la persistance de la fievre Q
dans les élevages et le risque associé pour I'Hgrem@renant en compte la présence et la

densité de troupeaux sensibles et la gestion digkassociée,

- I'évaluation de l'efficacité des mesures de msét médicale et des mesures de

maitrise non médicale.

La discussion générale aura pour objectif d’exptiapport de nos résultats, leurs limites et
les perspectives associées, a la lumiere de cesddris de recherche identifiés.
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1. Occurrence de I'infection parCoxiella burnetii

Le premier besoin de connaissances concernaitufomece de la fievre Q chez 'Homme et
chez I'animal (EFSA Panel on Animal Health and \&edf(AHAW), 2010).

L'étude de la littérature (Annexe 1 : PrevalenceCofiella burnetiiinfection in domestic
ruminants: A critical review (Guatteo et al., 20Lfjontre qu’il n’y a, a I'échelle du globe,
chez les ruminants, aucune estimation de prévalgae de I'infection a I'échelle nationale.
Les estimations disponibles (par région ou a dbslés plus ou moins importantes) sont tres
variables selon les études avec des valeurs psuvdehes allant de 0 a 100% pour la
prévalence animale ou de 4.4 a 100% pour la prégaléoupeau (Annexe 1 : Prevalence of
Coxiella burnetiiinfection in domestic ruminants: A critical revigi@uatteo et al., 2011)).
Cette variabilité peut certes traduire des prévadsrd’infections différentes, mais également
étre la conséquence de définitions différentes mmnsidérer des troupeaux ou animaux
infectés, de différences relatives aux méthodeshditillonnages et/ou aux outils diagnostics
utilisés (chapitre 1; Annexe 1: Prevalence @dxiella burnetii infection in domestic

ruminants: A critical review (Guatteo et al., 20111)

La fievre Q n'est pas une maladie a déclarationgatilire dans tous les pays de I'Union
Européenne et elle n'est entrée dans le systemmeotigcation des maladies zoonotiques
animales de I'Union Européenne (catégorie B : matad notifier en fonction du contexte
épidémiologique) qu’a partir de 2005 (EFSA PaneAoimal Health and Welfare (AHAW),
2010; Sidi-Boumedine et al., 2010). Un projet mené&010 en Europe a permis d’identifier
la forte variabilité d’information disponible entygays européens dans le cadre de cette
notification (Sidi-Boumedine et al., 2010). De plue projet a permis de proposer une
procédure d’harmonisation pour les especes cibss riminants), de la définition d'un
troupeau cliniguement infecté et de la procédurelidgnostic sur la base de I'utilisation de
'ELISA et de la PCR (Sidi-Boumedine et al., 2018n France, trés peu de données sont
disponibles et il n'y a aucune estimation a I'éthelationale. Pour y remédier, un plan de
surveillance clinigue de la fievre Q dans les aments de ruminants est en train d’étre mis
en place dans 10 départements pilotes par la @iregenérale de l'alimentation (DGAL,
2011). Ce plan de surveillance devrait étre opematl avant la fin du premier semestre
2012. L’objectif est d’estimer la proportion d’édges cliniguement atteints par la fievre Q

parmi les ovins, caprins et bovins, selon une mloE commune a celle proposée dans les
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recommandations du rapport EFSA cité précédemn@ed. différents projets concourent a
répondre au besoin d’harmonisation des procéduragnaistiques au niveau européen
identifié¢ par 'EFSA (EFSA Panel on Animal Healtmda Welfare (AHAW), 2010).
Cependant, en I'absence de méthode de référencel@aliagnostic de la fievre Q, ces
recommandations ne sont basées que sur les camma@ssactuellement disponibles. Ainsi,
'ELISA qui est considérée comme la méthode dedliéte indirecte la plus sensible (Peter et
al.,, 1987b; AFSSA, 2004; EFSA Panel on Animal Heahd Welfare (AHAW), 2010;
Horigan et al., 2011) apparait dans certaines étmieins sensible que d’autres méthodes,
telles que la fixation du complément (FC) ou l'immodfluorescence indirecte (IFI) (Emery et
al., 2012; Kantso et al., 2012). Cependant 'ELI®Ate la méthode la plus pratique a utiliser
a grande échelle car plus rapide que I'lFI (Kargsal., 2012) et globalement plus sensible
que la FC en dehors des situations ou les animant pas développé de réponses IgG
(Kittelberger et al., 2009). De plus, il est diffecd’affirmer que ces différences soient dues a
un manque de sensibilité de 'ELISA ou un manquepkificité des méthodes considérées.
Ainsi, l'interprétation d’un résultat de diagnosti@ividuel est délicate. Ces difficultés sont
prises en compte dans les recommandations d’hasatoom de diagnostic de fiévre Q
(Guatteo et al., 2005; ACERSA, 2007; EFSA PaneAomal Health and Welfare (AHAW),
2010; Sidi-Boumedine et al., 2010). Il est recomd®ad’établir un diagnostic de fievre Q a
'échelle du troupeau aprés suspicion clinique,anohent sur la base de I'existence
d’avortements répétés en excluant les autres agbotsifs et en confirmant le diagnostic de
fievre Q par le recours a des méthodes complémestéPCR et ELISA) appliquées sur des
prélevements adaptés (placenta pour PCR) et issus éthantillon d’animaux (ELISA).
D’ou l'utilisation de plusieurs critéres diagnostés pour définir un troupeau comme infecté
dans le cadre de notre étude : un avortement imjgutaCoxiella burnetiiimpliquant un
diagnostic différentiel et un résultat positif e@R associé a une analyse ELISA menée sur au

moins 6 vaches avec au moins 50% de résultatsfposit

L'infection par Coxiella burnetii étant souvent asymptomatique chez les ruminants,
'avortement est le seul signe clinique a I'origiohe la recherche et du diagnostic de fiévre Q
en routine. Contrairement aux petits ruminants {&dnet al., 1994), chez les bovins
'avortement est un événement rare. Ainsi, lorsQuxiella burnetiiest identifiee comme
agent responsable, le niveau d’infection dansvade peut étre tres variable (Woldehiwet,
2004). De ce fait, les troupeaux bovins laitieréspntent I'intérét d'étre, sur la base d’'un

méme signe clinique visible et identifiable, ungpation qui offre un contexte sanitaire
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diversifié avec une étendue de I'infection plushmains importante dans le troupeau. En effet,
dans le cadre de notre étude nous avons observéédegrévalences intra-troupeau trés
variées (chapitre 2). L'utilisation conjointe d&LISA et de la PCR nous garantissait de
recruter des troupeaux infectés contenant des amire&créteurs et représentant ainsi un

potentiel risque zoonotique.

Dans nos travaux, les séroprévalences intra-traufshbles et peu variables observées chez
les nullipares confirment le statut freguemmenbiégatif de cette catégorie d’animaux

(chapitre 2). Chez les vaches laitieres les sévapgaces intra-troupeau observées étaient
élevées et variables (chapitre 2). Les nulliparesservaient leur statut majoritairement

sensible méme au sein des troupeaux présentanfouiee séroprévalence intra-troupeau

observée chez les vaches laitieres. Deux hypothasegent expliquer ce statut chez les
génisses. Du fait du défaut de sensibilité desnigcies diagnostiques utilisées, on ne peut
exclure la présence de faux négatifs. Cette difiégegede prévalence pourrait également étre
due a une meilleure réponse immunitaire des jeanemaux. Cette hypothése est évoquée
chez 'Homme, chez qui les enfants (avant la péheparaissent moins infectés que les
adultes (Maltezou and Raoult, 2002; Raoult et28l05; Terheggen and Leggat, 2007; Tissot-
Dupont et al., 2007). De plus, compte-tenu de kcelcentrale de I'immunité cellulaire,

'ELISA ne serait pas la méthode la plus adaptées Dvestigations relatives au degré de
'immunité cellulaire dans les différentes classéige pourraient éclairer cette hypothese.
Mais au final, en I'état des connaissances actefies résultats confirment le fait que les
nullipares sont une cible de choix pour le vacaim & été montré comme efficace sur les

animaux sensibles (Guatteo et al., 2008).

Ces résultats soulignent la nécessité de mesurar, géfinir le risque associ€, I'étendue de
l'infection chez les vaches laitieres. Le lait dak ayant déja fait ses preuves comme matrice
d’intérét pour mesurer la séroprévalence intragieau dans d’autres infections (infection par
le virus de la diarrhée virale bovine par exemfBsaudeau et al., 2001), nous nous sommes
intéressés a sa valeur informative pour estimercaéndne colt la séroprévalence intra-

troupeau.

Nos travaux rapportent qu'un seuil de densité ogptigle 100 (ratio S/P de I'ELISA)
permettait d’identifier les troupeaux présentarg séroprévalence intra-troupeau moyenne de
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20% d’animaux infectés. Ainsi, cet outil peut petmree d’identifier des troupeaux dans
lesquels un nombre important d’animaux sont ensérenegatifs et donc des troupeaux ou la
vaccination est susceptible d'étre plus efficacergbminuer la pression infectieuse. De plus,
la littérature rapporte, pour le méme kit ELISAgda meilleure concordance entre un résultat
ELISA et PCR sur le lait de tank est obtenue pauseuil de densité optique de 93 (ratio S/P
de 'ELISA), donc proche de notre seulil, et de badtéries par mL de lait (estimé par PCR)
(van den Brom et al., 2012). Dans cette étude Hapsévalence intra-troupeau associée au
seuil de densité optique de 100 est de 17,3% (dohérente avec nos résultats) et le seuil de
100 bactéries par mL de lait estimé par PCR esicass une séroprévalence intra-troupeau
de 9% (van den Brom et al., 2012). Ainsi, l'utiiséa du seuil de densité optique de 100
(ratio S/P de 'ELISA appliquée au lait de tankymettrait de distinguer des troupeaux avec

une prévalence peu importante d’animaux portewsttorps et d’animaux excréteurs.

Afin de mener nos analyses sur des données legpltisentes possibles, les prélevements
effectués plus de 3 semaines apres la premiergtionjede vaccin, soit au plus tard le jour de
la 2™ injection de vaccin, étaient supprimés de I'analysinsi les animaux qui auraient pu
étre considérés comme séropositifs a tort du faibtatorps provenant de la vaccination
(Arricau-Bouvery et al., 2005) et non de linfecti@taient éliminés. Cette sélection a été
encore plus stricte pour I'échantillon de l'analysenée sur 'évaluation de la valeur
informative du lait de tank pour mesurer la séregl@nce intra-troupeaux. Les prélévements
de sang et de lait devaient avoir eu lieu au pdud te jour de la ®® injection de primo-
vaccination, sinon le troupeau était exclu de Ilgsa Ainsi, malgre les difficultés liées a la
transmission et a la validité des informations esvenance des élevages, nous avons fait le
choix de mener nos analyses sur des données lesqgllustes possibles, quitte a perdre un
effectif conséquent de notre échantillon de déait,de 7 a 60 troupeaux éliminés selon les

analyses.

La mise en ceuvre d’'un test ELISA appliqué au laitahk pourrait permettre, en 'absence de
vaccination, de déterminer le statut des troupeaské-vis de la fievre Q dans le cadre de
fusion de troupeaux, par exemple pour analgspriori le risque lié a des statuts sanitaires
différents, mais également de déterminer et dersuigvolution dans le temps des statuts
sanitaires des troupeaux dans le cadre de sunasllépidémiologique. Cependant, il est
possible notamment dans le cas de grands troupgaexdes troupeaux soient considérés a
tort comme ayant une faible prévalence de linfettiDans ces situations, la combinaison
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avec une analyse PCR sur lait de tank pourraitdinmie nombre de troupeaux qui seraient

considérés a tort comme peu ou non infectes.

2. Facteurs de risque et mesures de maitrise non médie de l'infection par Coxiella

burnetii

L’identification des facteurs de risque associéboecurrence permettrait d’améliorer les
protocoles de mesures de maitrise en renseignaniesgaractére contrélable ou non
contrblable des facteurs identifiés. Quand lesefarst de risque sont contrélables, il est alors

possible d’envisager la mise en place de mesurewileise non médicale pour les contréler.

Dans le cadre de notre travail, I'étude transveragbermis d’identifier des facteurs associés a
des séroprévalences intra-troupeau élevées (oha@itia date de début d’infection dans les
élevages étant inconnue, les facteurs liés a llvenae ou a la persistance ne peuvent étre
identifiés car les pratiques d'élevage ont pu éwolentre le début dinfection et le
recrutement de I'élevage dans notre étude. Leedestde risque que nous avons identifiés
sont ainsi ceux associés a une variation de Igps&ralence plutét qu’a I'occurrence ou a la
persistance de l'infection au sens strict. Indeewtnt, ils permettent donc d’appréhender les

mesures liées a une propagation plus ou moins des@exiellaburnetiiau sein du troupeau.

Malgré le nombre important de variables décrivastfacteurs de risque potentiels testées (17
variables), seules 3 ont été identifiees commeifgigtivement associées aux variations de

prévalence (regroupement des vélages, retrait mgsifue des produits d’avortements et

taille du troupeau < 46 vaches). De plus, parmiXetesures, seul le retrait systématique des
produits de la parturition semble maitrisable, ddle du troupeau et le regroupement des
vélages étant des facteurs intrinseques a la ctendail’élevage. Le renforcement des regles
d’hygiene associées a la parturition est donc gligsjamais a appliquer.

Contrairement a nos hypotheses, nous n'observansig@aelations entre les caractéristiques
associées aux effluents d’élevage (gestion detikrdi et du fumier, caractéristiques de
stockage...) (chapitre 2). Les effluents d’élevagi@(e et fumier) peuvent pourtant contenir
de forte charges de bactéries et étre associés diffusion de I'infection au sein du troupeau
et dans le voisinage (Astobiza et al., 2011b). Mssiltats semblent cependant conformes a

'absence de cas humains en périphérie proche oesszd’épandage de fumier et lisier
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constatée lors de I'épidémie aux Pays-Bas (EFSAelPan Animal Health and Welfare
(AHAW), 2010). Cependant les risques associées dfiMeats ne sont pas a négliger et
devraient étre précisés puisque plusieurs caratitprés sont susceptibles d’influer sur le
risque infectieux associé a ces matieres. Dansdeecdu fumier de vache par exemple, le
taux d’humidité, la couverture de la fumiere, lmp&rature, la force des vents auxquels il est
soumis sont des parametres impactant I'aérosarsales bactéries contenues et ainsi le
risque d’infection associé. Cependant, la dimimutide la charge mesurée dans les
prélevements dans la litiere des animaux, plusieague celle mesurée dans les poussiéres de
batiments (chapitre 4), semble indiquer un impactadrait de la litiere sur la charge présente
et donc sur le risque d’exposition des animaux.siVlai caractere exploratoire de cette mesure
(la PCR sur poussiére pour des mesures de chaagéfribnnes dans I'environnement n’est
pas une méthode validée), I'absence d’information la viabilité des bactéries ou sur le
caractére représentatif des prélevements réabsé® (€levages et au sein d’'un méme élevage
entre temps de prélévements) limitent les conchssgui auraient pu en étre tirées en termes

de risque infectieux.

Dans un objectif de limitation de I'exposition adst la diffusion de l'infection paCoxiella
burnetii, les mesures d’hygiene autour du vélage sembtepbrtantes. Ainsi, nos résultats
ont montré en particulier I'importance du retraist@matique des produits de I'avortement.
Mais notre étude ne répond qu’a I'identificationfdeteurs de risque de transmission au sein
d’un troupeau et pas a l'identification de ce ris@ntre troupeauxg. la transmission vers un
troupeau sain. Or, ce sont des éléments égalemgmdrtants pour la formulation de

protocoles de maitrise de I'infection gaoxiella burnetiigu’il conviendrait d’investiguer.

Pour déterminer les facteurs de risque d’occurrated’infection il serait intéressant de
mettre en place une étude longitudinale prospedatveecruter des troupeaux non infectés
ayant des caractéristiques a risque (proximitg¢algeaux infectés, achat d’animaux,...). Les
facteurs a prendre en compte sont multiples, peisdw fait de la diversité d’hétes, de
I'aérosolisation de la bactérie et de sa résistataes I'environnement, plusieurs sources,
telles que la faune sauvage et le vent, en pludrdeoduction d’animaux infectés peuvent
étre mises en cause. Dans ce cadre, des prélevemdmtiduels, exigeant une pression de
prélevement importante, seraient nécessaires. Qfestsituation ou l'utilisation du lait de
tank pourrait permettre, en I'absence de vaccinal&s troupeaux, la détection des troupeaux
dont les animaux deviendraient séropositifs vigsade I'infection paiCoxiella burnetiiet/ou
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excréteurs. De plus, les charges excrétées dangdes vaginal, les produits de la parturition,
les urines et les feces contaminant I'environnemeles prélevements d’air pourraient
renseigner sur le risque d’exposition, en plus da place des préléevements de poussieres.
Les prélevements d'air présentent aussi I'intém@irp’appréciation du risque d’infection
puisque ce sont les bactéries aérosolisées quepeétre inhalées. Ces derniers sont d’autant
plus intéressants que les matieres telles que rneefuou la litiere des animaux peuvent

présenter des probléemes d’homogénéité.

Ainsi, limpact relatif des mesures de maitrise nadicale sur la propagation entre
troupeaux et l'occurrence de l'infection restenexplorer. Compte tenu des contraintes
associées a leur mise en place (chapitre 1), éresfffet important d’identifier les mesures qui

ont réellement un impact sur le risque de propagate I'infection de celles qui n’en ont pas.

Au final, ces résultats mettent I'accent sur l'imnce de respecter les régles d’hygiene
classiqguement recommandées en élevage, notamnikst @entrées sur le vélage. Au vu du
peu de caractéristiques associées a des séroprésmletlevées et a la difficulté de
modification associée a certaines de ces caraigé€es, la combinaison avec des mesures de
maitrise médicale efficaces apparait essentielle.

3. Efficacité des mesures de maitrise médicale de Ifiection par Coxiella burnetii

Il est important dans les études observationnelfegroupeaux commerciaux de contréler la
mise en place et I'observance du protocole d’éthlidre étude, menée dans 13 départements
francais, a fait intervenir plus de 200 particigamtu travers de 120 élevages recrutés,
impliquant le méme nombre d’éleveurs et leurs wédines traitants, 13 vétérinaires de
groupement de défense sanitaire départementaux artain nombre de techniciens pour les
appuyer, le personnel de 2 laboratoires départemerdt’analyses (respectivement pour les
analyses ELISA et PCR), le personnel du laborafoiv@maceutique CEVA pour fournir le
vaccin et l'antibiotique et un technicien, une doahte et 2 chercheurs de I'équipe de
recherche. Cette organisation a été mise en place garantir un suivi le moins lourd
possible pour les éleveurs participant a cette eet@ependant, la multiplication des
intervenants et des intermédiaires dans la trassonigles informations peut étre source d’'un

biais d’'information concernant les données redesill
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Les traitements ont été attribués de facon alé@atfin de limiter le biais de sélection et de
rendre les groupes recevant les différents traitésries plus comparables possibles entre eux.
Les distributions des séroprévalences intra-troupgal’inclusion, par stratégie médicale
attribuée, n’étant pas différentes entre elles iomeiht cette équivalence. Cependant,
I'attribution de traitements ne renseigne pas ®bskrvance et donc sur I'exposition réelle
des animaux a ces traitements. Un retour d’infoionasur I'observance des stratégies a été
systématiguement demandé aux éleveurs et les aximamu notés comme traités ont été
considérés comme non traités, méme si ils devdi@né en théorie. Les animaux étaient
donc considérés comme effectivement traités pgporam une population d’animaux non
traités ou sans connaissance qu’un traitementi@itéalisé. Ainsi, autant que faire se peut,
nous avons essayé de disposer de données noudtpatrdéestimer un effet a I'exposition
réelle au traitement. En observant les différerrd#ge animaux qui auraient da étre traités et
ceux qui ont été notés comme traités, nous arvanB6% d’animaux qui auraient di et ont
effectivement été traités (antibiotique et/ou vagcCependant, les analyses d’efficacité des
mesures de maitrise médicale effectuées a parsirddenées attendues (considérant les
animaux qui auraient di étre traités comme trad@sjent les mémes tendances que celles

que nous avons obtenues.

Un biais de participation ne peut pas étre excles Bleveurs avec de nombreux problemes
dans leur troupeau ont pu refuser un protocoléatrtrop « léger » (vaccination uniquement
des génisses) par rapport aux contraintes qu'ibsaji (pression de prélévements). De plus,
les éleveurs confrontés a une prévalence de treubidportante peuvent avoir appliqué

d’autres mesures plus générales (meilleure obsernvdés animaux par exemple) qui auraient

ainsi « potentialisé » la stratégie médicale misesgivre.

Concernant les études sur le vaccin phase 1, lesnigres études en conditions
expérimentales (Arricau-Bouvery et al., 2005) evdecination partielle (Guatteo et al., 2008;
Rousset et al., 2009b; Astobiza et al., 2011b; @enGux et al., 2011) ou totale (Hogerwerf et
al., 2011), ont permis d’identifier des facteursvdeation de I'efficacité vaccinale que sont le
statut vis-a-vis de l'infection et le statut detgésn avant vaccination. Ainsi, dans le cadre de
notre étude ces 2 éléments ont été pris en coriptéchelle du troupeau, ces paramétres ont
éteé estimés avec la séroprévalence intra-troupdanichusion et le pourcentage d’animaux
vaccinés non gestants. Cependant, I'absence dittten entre le statut sérologique initial et
la vaccination a I'échelle individuelle, montre lemites du statut sérologique pour décrire le
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statut infectieux. Le fait que I'effet de la vacailon ne dépende pas du statut sérologique
peut s’expliquer par la difficulté a détecter legections précoces par ELISA (i.e. avant 3
semaines (Boden et al., 2010; Porter et al., 20&tL)e délai qu’il y a pu y avoir entre
I'estimation du statut et la vaccination, avec démconversions qui auraient pu avoir lieu
dans cet intervalle et qui auraient donc condudoasidérer a tort dans nos analyses des
animaux infectés comme non infectés. L’ELISA uéésdétecte, comme tous les kits ELISA
actuellement commercialisés, les anticorps direyés fois contre des antigénes @exiella
burnetii en phase 1 et en phase 2. Or une récente étuden@éngue 50% des animaux
détectés séropositifs avec une ELISA spécifique algscorps antiphase 2 n’étaient pas
détectés par une ELISA antiphase 1l/antiphase 2qfi#it et al.,, 2011). Ces résultats sont
probablement en lien avec les profils différentssesteés lors d’infections aigués ou
chroniques. Cette étude laisserait penser a un meathg sensibilité des ELISA antiphase 1 et
2 a détecter des animaux uniqguement porteurs d@ps antiphase 2 du fait par exemple de
peu d’antigénes antiphase 2 disponibles sur legpipRELISA en comparaison aux antigenes
antiphase 1. Les ELISA phases spécifiques utilisées cette étude n’étant pas validées, ces
hypothéses restent a confirmer. Enfin, 'ELISA nerrpet d’identifier que la réponse
humorale alors qu€oxiella burnetiiest une bactérie intracellulaire ; ainsi l'utilism de
techniques diagnostiques permettant d’identifierélgonse cellulaire aurait pu améliorer la

définition des statuts vis-a-vis de l'infection f@wxiella burnetii

Les bornes choisies pour définir les classes degehmesurée par PCR temps réel n'ont pas
ete les mémes a I'échelle individuelle (chapitreeB@a I'échelle du troupeau (chapitre 4).
Rappelons que les résultats dans le mucus vadgmiané exprimés en 4 classes : négatif (0
bactérie par mL de mucus vaginal), faible posifif { 100 bactéries par mL de mucus
vaginal), positif (plus de 100 a 10000 bactériesrph de mucus vaginal) et fortement positif
(plus de 10000 bactéries par mL de mucus vagihal.résultats dans le lait de tank, dans le
lait de mélange de primipares et dans les prélémenttenvironnement étaient exprimés en 3
catégories : négatif (0 bactérie par unité de pefteent), faible positif (O a 100 bactéries par
unité de prélevement) et positifs (plus de 100 dréet par unité de prélevement). Ce choix
était justifié par des raisons biologiques et stigiies (pour garantir des effectifs minimum
par classe). Des charges élevées de bactérieséomn €ffet mesurées dans le mucus vaginal
au vélage (période a risque élevé de pic d’exargticontrairement au lait de tank,
notamment, ou moins de 3% des prélevements avaieatcharge supérieure a 10000

bactéries par mL. Ce faible pourcentage de prélemnérde lait de tank avec un trés haut
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niveau de charge mesurée se retrouve dans latittér(van den Brom et al., 2012) et peut
s’expliquer par le fait qu’'a I'échelle du troupelas prélevements sont soumis a un effet de
dilution (mélange du lait d’'animaux non excréteerexcréteurs). La littérature rapporte que
les séroprévalences intra-troupeau observéeslentéevages avec un lait de tank trés positif
et un lait de tank faiblement positif sont sigrai’ement différentes, ces 2 catégories ne
pouvaient donc pas étre regroupées (van den Broal.,eR012). La différence entre des
séroprévalences intra-troupeau associées a uddaiank faiblement positif et a un lait de
tank négatif n’étant pas significative, la questido sens biologique de la catégorie

« faiblement positive » demeure.

Sur le troupeau adulte, nos résultats ont permis nuEntrer que ['utilisation de
I'oxytétracycline au tarissement pouvait préver@rtrétion mesurée au vélage dans le mucus
vaginal (chapitre 3). Une deuxieme injection d’aittiique apparaissait inutile (chapitre 3) et
l'absence d'effet sur I'excrétion mesurée a |'étheallu troupeau (chapitre 4) souligne
importance d’'une stratégie a établir au cas @ gour éviter un effet contre-productif, a
savoir I'absence d’effet de I'oxytétracycline sarriveau de charge bactérienne globale mais
un risque de développement d’antibioresistance. e@@gnt, en considérant les
séroprévalences plus élevées dans les troupeatixjuanat le regroupement des vélages
(chapitre 2), et I'effet préventif d’une injectiate tétracycline au tarissement sur I'excrétion
au vélage (chapitre 4), l'utilisation de I'oxytétycline pourrait apparaitre utile pour limiter
la pression infectieuse dans les troupeaux présiemtafort niveau d’infection et pratiquant le
regroupement des vélages. Cet antibiotique appdoaic comme un outil a utiliser a court
terme dans un cadre bien précis et nos résultarsifsent des bases pour une utilisation

raisonnée des antibiotiques.

En ce qui concerne la vaccination, I'évaluationi’d#icacité de la vaccination des génisses
n’était pas un de nos objectifs. Les données dibpEmndans la littérature montraient déja le
caractere souvent sensible des génisses et l'@téicdu vaccin sur ces animaux (Guatteo et
al., 2008). Nos résultats ont néanmoins confirreffitacité de la vaccination des génisses
pour prévenir I'excrétion (chapitre 3). De plusdininution globale de la charge mesurée
dans le temps dans les prélevements de lait dengetlde primipares et d’environnement

pourrait étre due en partie a la vaccination dessgés réalisée dans tous les troupeaux. Mais
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'absence de troupeaux témoins (avec des geénissesvaccinées) ne nous permet pas
d’affirmer qu’il y ait effectivement un lien entta vaccination des génisses et la diminution
globale de la charge mesurée. Des analyses menéekes troupeaux témoins pourraient
permettre dans un futur proche de déterminer soligion de I'excrétion dans le lait de
meélange de primipares observée dans notre étutidasméme évolution (en direction et
dynamique) que lors d’infection naturelle sans neiseplace de mesure de maitrise médicale
de l'infection. A cette fin, 15 élevages naturelrhinfectés sur lesquels aucune stratégie de
maitrise médicale de la fievre Q n’a été mise arvaeont été recrutés aux Pays Bas et sont

actuellement soumis aux mémes prélevements etsazaly

La vaccination du troupeau adulte apparait ass@ciaediminution de la charge mesurée a la
fois a I'échelle de l'individu (chapitre 3) et &thelle du troupeau (chapitre 4). Dans notre
étude, le fait de vacciner les vaches avant owsdaps&mination artificielle (1A) ne semble pas
avoir d'impact sur I'efficacité du vaccin alors qakez les génisses, un effet préventif plus
marqué du vaccin administré avant 1A est noté ®xcitétion au vélage (chapitre 3). En
revanche, I'importance de la couverture vaccinalérdupeau influence I'efficacité du vaccin
(chapitre 4). Ainsi, la vaccination simultanée detdtalité du troupeau le plus tét possible
suite a l'infection serait une stratégie de chaxmplimiter le risque d’infection des animaux
(en conférant une protection vaccinale) au seittageaux infectés. Cependant, nos résultats
ne portent que sur l'effet des traitements dand2egremiers mois suite a leur mise en place.
Nos résultats ne correspondent donc, dans le cés \decination, qu'a I'effet de la primo-
vaccination. La question du temps nécessaire de smsplace de la vaccination demeure.
Une étude observationnelle a grande échelle pastarle temps nécessaire pour arriver a une
forte diminution de l'infection parait irréalisablee serait-ce que parce que le temps de suivi
qui serait nécessaire est inconnu. Dans ce builidation de la modélisation, avec des
modeles alimentés par des études observationneleplus précises possible en termes
d'impact des stratégies médicales sur les chargetées, est d'intérét (Courcoul et al.,
2011).

Les résultats de nos travaux sont, notamment @acasl de I'antibiothérapie, restreints par le
fait qu’ils ne portent que sur l'efficacité des me=s de maitrise médicale sur I'excrétion. Il

aurait été intéressant de disposer de donnée'snspatt de l'infection et des stratégies sur les
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avortements, les autres signes cliniques attrilesaBl la fievre Q et les performances de
production et reproduction. Sur ces dernieres ttéréiture rapporte en effet des résultats
contradictoires quant au réle @oxiella burnetij par exemple dans l'infertilité et sur les
métrites (To et al., 1998; Muskens et al., in pre®s, ces connaissances sont indispensables
pour évaluer le rapport colt/bénéfice des diff@sndtratégies de maitrise. Il est prévu de

mener de telles analyses dans un futur proche.
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Conclusion générale

L’objectif de cette thése était d’évaluer des mesuwde maitrise médicale de l'infection par
Coxiella burnetiien troupeau bovin laitier naturellement infectésNésultats ont permis de
montrer que la vaccination est associée a une diinimde la charge bactérienne mesurée a
la fois a I'échelle de I'individu et a I'échelle droupeau. De plus, ils ont permis de démontrer
I'efficacité de I'administration d’une injection gs-cutanée d’oxytétracycline (20mg/kg) au
tarissement pour prévenir I'excrétion au vélagesdammucus vaginal chez les vaches. Enfin,
ils permettent de considérer une situation (troupgaésentant une forte prévalence
d’excréteurs et des vélages groupés) pour laqoetleffet pourrait étre observe a I'échelle du

troupeau.

Au-dela des mesures de maitrise médicale, nosuxawat permis d’évaluer l'intérét du lait

de tank comme outil de mesure du statut sérologigsetroupeaux vis-a-vis de la Fievre Q.
De plus, les travaux effectués ont mis en éviddincuence de mesures de maitrise non
médicale pour limiter la diffusion de linfectionads un troupeau infecté, notamment

I'importance du respect des mesures d’hygiene dandlevages.

En termes de répercussions opérationnelles, lestatsproduits fournissent des outils pour
la détection et le suivi d’élevages infectés et éléments pour la formulation de protocoles
de maitrise de l'infection patoxiella burnetiichez les bovins. Ils ouvrent également la voie
vers des pistes de recherche qu’il serait inténéssiexplorer afin de répondre aux
préoccupations des éleveurs concernant les consliti® mise en oceuvre des mesures de
maitrise dans leurs troupeaux en cas d'infectiarfinE face au risque zoonotique et a la
difficulté a court terme de diminuer fortement l@yalence de I'infection dans un troupeau,
ils mettent en évidence les besoins de connaissaastant encore a produire pour définir les

stratégies les plus adaptées pour prévenir l'iidaalans des troupeaux encore indemnes.
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1. Introduction

Q fever is a zoonotic disease caused by an obligatorily
intracellular bacterium, Coxiella bumetii (Arricau-Bouvery
and Rodolakis, 2005). This disease, described for the first
time among abattoir workers in Australia seems now
recognised as being endemic worldwide (Maurin and
Raoult, 1999). Both public health and animal health issues
are closely related to Q fever.

In humans, Q fever can lead to an acute disease (self-
limited febrile illness, pneumoenia, or hepatitis) or to a
chronic disease, mainly endocarditis in patients immuno-
compromised or suffering from valvulopathy, or abortions
and stillbirth in pregnant women {Angelakis and Racult,
2010). Humans become infected mainly by inhalation of
contaminated aerosols or dusts containing C. burnetii shed
by infected animals {Tissot-Dupont et al., 1999, 2004). Oral
transmission of the bacteria (via contaminated dairy
products), although considered as negligible is also
reported in the literature (Benson et al, 1963; Fishbein
and Raoult, 1992}, as well as the possibility of vertical and
sexual transmission (Kruszewska and Tylewska-Wierzha-
nowska, 1997; Milazzo et al., 2001). In the Netherlands,
since 2007, Q fever has become a public health problem
with 2357 human cases notified in the year 2009, human
cases still being notified in 2010. Epidemiological research
conducted reports that abortion waves on dairy goat flocks
were likely to be the source of human infection, affecting
primarily people living near to these dairy goat flocks (van
der Hoek et al., 2010).

In livestock, considered as the main source of human
contamination, C. burnetii infection leads mainly to repro-
ductive disorders like abortions, stillbirth, weak calf delivery,
metritis and infertility, with associated economic impact for
the herd {Arricau-Bouvery and Rodolakis, 2005). Therefore, Q.
fever is also an animal health issue. C bumetii is shed mainly
via birth products (birth fluids, placenta), but may also be
shed by ruminants via vaginal mucus, milk, faeces (Berri et al.,
2002; Guatteo et al. 2007a), urine (Heinzen et al., 1999) and
semen (Kruszewska and Tylewska-Wierzbanowska, 1997).

Put together, these public and animal health issues
make Q fever a disease of interest for public policy makers
and food industries (especially dairy production). The
knowledge of the true prevalence of the infection can lead
to a better risk assessment, which could impact on to the
decision to implement or not a control program. This
information could also help policy makers and veterinar-
ians todetermine (i) at which level {i.e. herd, local, regional
level) this control program has to be implemented and (ii)
the nature of the control actions (i.e. vaccination, trade
restriction, etc.).

The recent increase of interest for C. burnetii infection
concomitant to the fast and drastic improvement of

diagnosis techniques (ELISA and PCR} (Arricau-Bouvery
and Rodolakis, 2005} lead (i) to an increase of scientific
publication related to Q fever, and (ii) to a better
understanding of the epidemiology of Q fever in rumi-
nants {Berri et al., 2002; Arricau Bouvery et al., 2003;
Guatteo et al., 2007a; Rodolakis et al., 2007). Apart from
specific Q fever prevalence studies, other studies provide
information from which prevalence value can be derived.
To assess the reliability of prevalence value obtained in a
survey, information dealing with the sampling procedure
frame (e.g. determination of the target population,
determination of the epidemiological unit of interest,
representativeness of the study population, process of
sampling) and the testing process (e.g. test used,
sensitivities and specificities of the tests, type of biclogical
sample} are required.

Then, the objective of this study was to conduct a
literature review (including a qualitative assessment of the
methodology used in the selected publications} on the
apparent prevalence of C. burnetii infection at animal, herd
and within-herd levels for the three main domestic
ruminant species: cattle, sheep and goats.

2. Materials and methods

2.1. Selection of papers dealing with prevalence data in peer-
reviewed journals

In a first step, we defined the target condition for “C
burnetii infection”. Due to the fact that the shedding of C.
burnetii can occur in both seronegative and seropositive
ruminants (Arricau Bouvery et al., 2003; Berri et al., 2002;
Guatteo et al,, 2007a), the knowledge of both antibody
carriers and shedder apparent prevalence were considered
relevant to describe in terms of both animal and public
health. At this step, we defined as infected an animal {or a
herd} detected either seropositive and/or shedder (regard-
less the method used).

The search of prevalence studies in peer reviewed
journal was carried out in April 2010 using the following
databases: Medline through Pubmed (January 1960
to April 2010), CAB abstracts through Webspirs
(January 1973 to April 2010). The search terms used
were: [Q fever or C. burnetii] combined with [prevalence
or incidence or occurrence or seroprevalence or
shedding].

2.2. Data processing

In a first step we excluded the studies where the target
livestock ruminants (i.e. cattle, sheep and goats} were not
in the study population. In a second step we defined for
each publication, if it provided data on prevalence at
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Table 1

Description of the qualitative assessment performed for selected publications.

Scoring for elementary items
Assessment of the sampling frame procedure
At animal and herd levels

Definition of target population (representativeness of the study population)

Random sampling among study population
Sum for assessment of the sampling frame procedure
AL within herd level
Exhaustve sampling within herd
Large number of tested herds
Sum for assessment of the sampling frame procedure
Assessment of the test used (including relevance of the sample)
Seroprevalence studies
Sensitivity of the serological method
Cut-off value of the serological test
Sum for assessment of the test used
Shedding studies
Sensitivity of the method
Probability to detect Coxiells shedding

Sum for assessment of the test used

Final qualitative assessment = sum for assessment of sampling frame procedure & sum

for assessment of the test used

Yes: e vs No: o
Yes: e vs No: o
oo Of @0 O ce OF ee

Yes: e vs No: o
=20 herds: e vs <20 herds: o
oo OF @0 Of o8 OF e

ELISA, IIF:  vs Agglutination, FCT: o
Cut-off reported: e vs Cut-off not reported: «
©0 Of @0 CGf 08 O @

Real time PCR, Nested PCR: » vs PCR: o
Concomitant sampling of milk, faeces and
vaginal mucus: » ¥s enly one sample: o
o0 Of #0 Of ce OF ee

£.8. 0000, 000, seee

animal, herd or within-herd level. In a third step, among
selected publications, we excluded those which included
vaccinated herds/flocks, due to the lack of DIVA tests
allowing the distinction between infected and vaccinated
animals. However, if prior to the implementation of the
vaccination, the status of either the animal or the herd was
determined, as frequently performed within vaccination
efficacy studies for example, the publication was retained.

Then, we gathered the data contained in the selected
publications in a formal database including the following
items: reference (first auther and year of publication},
country (or area in the country), study period, ruminant
species, test(s) used for infection status determination,
cut-off value of the test{s} used and finally the type of
sample for analysis. Lastly, depending on the level of
analysis (animal, herd or within-herd), we extracted from
the publications:

« for animal level analysis: the inclusion criteria to select
the sampled animals, the number of sampled animals
and the number of positive tested animals;

for herd level analysis, the inclusion criteria to select the
sampled herds, the number of sampled herds and the
number of tested positive herds. A herd was considered
as positive in case of positive test (ELISA or PCR) applied
on bulk tank milk, or when containing at least one
seropositive/shedder animal;

for within-herd prevalence, the inclusion criteria to
select the sampled animals within each herd, the number
of tested positive animals. When several herds were
included in the study, an overall mean was calculated but
the minimum and maximum were also reported in the
database. When one herd was subject to a longitudinal
follow-up, the mean overt time was reported.

Regardless the level of analysis, in case of doubtful
result, the [animal-herd] was considered as not infected.
When two different tests were used within the same study

on the same study sample, the results obtained with the
two tests were reported. Lastly, when two different
populations were tested within a same publication, the
results concerning these two populations were reported
separately.

2.3. Quality assessment

The objective of our study being to describe as much
widely as possible the prevalence data collected in the
literature, we decided to attribute to each publication a
“qualitative quality assessment” rather than excluding the
study which have lead to lose too much information. The
qualitative assessment method used in our review is
described in Table 1.

Therefore, we assessed for each publication the critical
issues dealing with:

s the sampling frame used to obtain the study sample to
have an overall estimate of the representativeness of the
apparent prevalence, and especially the definition of the
target population and the implementation of a random
sampling;

the test used to determine the infection status which
could lead to a putative under-estimation of the
prevalence due to the lack of sensitivity of some
diagnosis tests. Indeed, ELISA and Indirect Immuno-
Fluorescence (IIF} are recognized to be more sensitive
than the Fixation Complement Test (FCT) or the
agglutination {Maurin and Raoult, 1999).

However, the sensitivity and specificity of the test being
not known, we reported only apparent prevalence.

Then, for each ruminants species (cattle, sheep and
goats), at each level of interest (animal, herd and within-
herd), besides the apparent prevalence value, the score of
qualitative assessment was assigned for each selected
paper and was included in the table of results.
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3. Results
3.1. Result of the literature search

Finally, 69 publications were selected form the
literature search. Among these 69 publications dealing
with apparent prevalence of C. burnetii infection:

e 51 were publications on cattle: 31 were dealing with
prevalence at animal level, 25 at herd level and 5 at
within-herd level;

¢ 31 were publications on sheep: 23 were dealing with
prevalence at animal level, 11 at herd level and 5 at
within-herd level;

s 25 were publications on goats: 20 were dealing with
prevalence at animal level, 6 at herd level and 1 at
within-herd level.

Fig. 1 displays the number of selected publications
according to the year of publication for the three
considered ruminant species. While very few studies were
available before 1990 and concerned quite exclusively
cattle in the USA, we observed a constant rate of one or two
publication per year during the 1990s equally distributed
between the three species and among the 5 continents.
However, since 2002, an increase of the publications was
noticed, especially in Eurcpe, mainly focused on small
ruminants and especially on goats rather than on cattle.

3.2. Apparent prevalence of Q fever in catile at antmal, herd
and within-herd levels

The apparent prevalence of C. burnetii infection in cattle
reported in the literature at animal, herd and within-herd

levels are displayed respectively in Tables 2A-2C. Regard-
less the considered level, the prevalence data collected
among all the different studies focused on cattle varied a
lot:

e From 0% to 100% for animal level (first quartile: 6.6%;
median: 19.4%; third quartile: 39.3%; n=36).

e From 4.4% to 100% for herd level (first quartile: 19.3%;
median: 37.7%; third quartile: 69.7%; n=27).

e From 0% to 48.7 for within-herd level (first quartile:
21.7%; median: 26.3%; third quartile: 38.2%; n=7).

From this review, we can conclude that infected
animals are detected in all the 5 continents (Africa,
America, Asia, Europe, Oceania), New Zealand being the
only country with a reported apparent prevalence of zero.
The qualitative assessment of the methodology of the
selected publications revealed that only 5 studies among
the 51 selected had the maximum score for both sampling
frame and testing procedure assessments which could lead
to consider the prevalence data as reliable as possible
(Czaplicki et al, 2009; Khalili and Sakhaee, 2009;
Scolamacchia et al, 2010; McCaughey et al., 2010; Ruiz-
Fons et al., 2010). Regarding the sampling frame procedure,
most of the publication failed to describe their target
population and the study sample was scarcely randomly
taken. As an example, we can notice that at animal level, at
least 6 studies among the 31 were designed primarily to
investigate the role of C. burmnetii in reproductive disorders,
leading to an over-representation of cattle with reproduc-
tive problems. As a consequence, the representativeness of
the study population remained unknown. Contrarily,
concerning the assessment of the testing procedure, the

15 W Cattle studies [ Sheep studies [ Goats studies
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Fig. 1. Distribution of the year of publication of selected papers by rumninant species.
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Table 2A (Continued)

Qualitative

Nurnber of Prevalence (%)

Sample

Cut-off value

Test

Study peried Animal sampling

Reference

Country (area)

assessment

tested animals

168 oooe

1318

Serum

>1j10

FCT

Dairy cows with no historic

of abertion during
the previcus year

1986-1996

Hissig and Lubsen (1998)

Switzerland

Oceanig

el

cooe

0.5

1576
329

Serum
Serum
Serum

=1/10

FCT

1970

Hore and Kovesdy (1972)
Banazis et al. {2009}

Hilbink et al.

Australia (Victoria)
Australia (Western)

New Zealand
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coee

0.6
0.0

oD > 0.4
/4

ELISA Nine Mile

FCT

cooe

2181

Cattle with abortions

1990-1992

(1993)

major default of seroprevalence studies was the use of the
fixation complement test (or agglutination} instead of a
more sensitive one as ELISA or IIF, these three methods
being equally distributed ameng selected publications.
However, such studies using the fixation complement test
were frequently performed when ELISA methods were not
available yet. For shedding studies {based mainly on real-
time PCR}, sometimes performed at herd or within-herd
levels, the main observed limit was the sampling of only
one type of biological sample (i.e. milk) instead of the
concomitant sampling of the different main shedding
routes {i.e. milk vaginal mucus and faeces) leading to a
putative underestimation of shedder animals/herds pre-
valence. However, the literature review reported apparent
prevalence values comprised between [10.8% and 84%] and
[0% and 45%] respectively for shedder herds prevalence
and within-herd shedder animals prevalence.

3.3. Apparent prevalence of Q fever in sheep at animal, herd
and within-herd levels

The apparent prevalence of C. burnetii infection in sheep
reported in the literature at animal, herd and within-herd
levels are displayed respectively in Tables 3A-3C. Regard-
less the considered level, the prevalence data collected
among the different studies focused on sheep varied a lot:

+ From 0% to 62.5% for animal level (first quartile: 4.0%;
median: 10.5%; third quartile: 19.7%; n=26).

« From 0% to 89% for herd level (first quartile: 14.0%;
median: 25.0%; third quartile: 52.0%; n=12).

e From 6.2% to 94% for within-herd level (first quartile:
18.3%; median: 30.4%; third quartile: 46.1%; n=6).

As for cattle, C. burnetii infection was detected in the 5
continents. At animal level, 6 cut the 22 selected publications
came from 2 countries {Canada and Turkey ). The same limits
as for cattle were observed for the qualitative assessments.
The sampling strategy was either not described or not
elaborated to define the prevalence but rather to investigate
the putative implication of C bumefii in reproductive
disorders. Regarding the testing procedure, the fixation
complement test was scarcely used in comparison to cattle.
Sheep studies were carried out more recently when ELISA
methods were already available. Additionally, few data were
available about the prevalence of shedders in sheep.

3.4. Apparent prevalence of Q fever in goais at animal, herd
and within-herd levels

The apparent prevalence of C. burneiii infection in goats
reported in the literature at animal, herd and within-herd
levels are displayed respectively in Tables 4A-4C. Regard-
less the considered level, the prevalence data collected
among the different studies focused on goat varied a lot:

e From 0% to 75% for animal level (first quartile: 26.7%;
median: 16.8%; third quartile: 48.2%; n=25).

e From 0% to 100% for herd level (first quartile: 12.5%;
median: 26.0%; third quartile: 45.0%; n=7},only 2 studies
being available for within-herd level (23.0% and 30.8%).
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Contrarily to cattle and sheep, no study aiming to detect
putative presence of Coxiella among goats in Oceania was
available. Otherwise, C. burnetii infection was detected in
goats in Africa, America, Asia and Europe. Fixation
complement test was very less frequently used in
comparison to the cattle and sheep studies. When using
PCR, as for cattle and sheep, milk sample were the most
frequently tested with a wide range of reported values at
both herd and within-herd levels. The majority of the
studies focused on animal level and very few data were
available on herd and within-herd level.

4. Discussion

The aim of this review was to summarize the
prevalence data of C. burnetii infection and to assess their
reliability in the three main domestic ruminant species:
cattle, goat and sheep at animal, herd and within-herd
levels. Finally, 69 publications were selected. Very few
studies were considered well-designed to consider as
reliable the data obtained. However, this review confirmed
the worldwide distribution of C. burnetii among domestic
ruminants over the 5 continents, except in New-Zealand.
However, regarding this apparent absence of C. burnetii
infection, the study design did not allow to consider this
fact as indubitable. An overall mean of all the available data
reported between 15% and 30% of prevalence at animal
level for cattle, sheep and goats. For each level considered,
a wide range of values (0 to 100} was observed and the
distribution of the year of publication of the different
selected papers did not allow us to consider, for many
countries, the reported data as up to date. Very few studies
focused on the within-herd level while this information is
crucial to optimize the implementation of contrel schemes,
as vaccination for example (Guatteo et al., 2008). The quite
high level of within-herd prevalence reported seems to be
in accordance with the existence of abortion waves due to
C. burnetii infection reported for sheep and goats (Arricau-
Bouvery and Rodolakis, 2005; Angelakis and Raoult, 2010).

The number of publications dealing with prevalence
data on C. burnetii infection has increased since 2002, and
especially in small ruminants, while only cattle were
concerned before 2000. This could be related to the quite
systematic implication of small ruminants in recent
human outbreaks of Q fever [Armengaud et al, 1997;
Wallensten et al,, 2010). However, cattle studies remained
the more numerous, goat and sheep studies being
implemented especially in countries where this produc-
tion is important {e.g. Cyprus, Greece).

The majority of the published studies dealt with
seroprevalence rather than shedding prevalence, while
this latter information is crucial to estimate the risk of
transmission of the infection between ruminants, between
herds and from ruminants to humans. The few studies
available, especially at within-herd level reported a wide
range of shedder ruminant prevalence [0-58%], estab-
lished only in milk except for the studies performed in
Brittany in western France which did not aim to describe
such shedding prevalences {Guatteo et al., 2006, 2007a,b,
2008). However, the implication of Coxiella shedding in
milk in the transmission of the infection is considered as

negligible (Angelakis and Raoult, 2010). This lack of data
about shedding is especially obvious in small ruminants,
despite their quite systematic implication in recent
human’s outbreak as in the Netherlands {(van der Hoek
et al,, 2010).

Additionally, a certain amount of publications provided
information that can be used to determine the apparent
prevalence of infection (regardless the level of analysis),
while it was not the primarily objective of the study. For
example, we can quote the determination of the status of
the animals within a herd prior to vaccination to assess
further the efficacy of the vaccine (Guatteo et al., 2008).

The original approach retained here was to add to the
classical review of the literature a qualitative assessment
of the selected publication, to estimate if the data cellected
could be considered as relevant or plausible. Thus, when
considering only studies with a qualitative assessment of
at least 3 points, the overall mean prevalence decreased
from 24% to 11%, 15% to 12% and 27% to 9% respectively for
cattle, sheep and goat. However, the number of studies
underlying theses values was very low (respectively 6, 3
and 4 for cattle, sheep and goat}. This is in accordance with
the fact that most of the studies did not aim originally to
describe prevalence but rather to confirm the existence of
C. burnetii in an area or to assess the impact of C. burnetii
infection in terms of reproductive disorders.

In the absence of any information regarding the
informative values of the diagnostic tests used, it was
not possible to calculate true prevalence on the basis of
apparent prevalence, as performed for example by Nielsen
for paratuberculosis in farm animals (Nielsen and Toft,
2009). This assessment was based on the estimation of the
quality of both sampling frame and testing procedure,
because these two areas were considered as the most
important to estimate the reliability of a prevalence study.

For the testing procedure assessment, we considered as
quality criteria both the test used {in terms of sensitivity)
and the information dealing with cut-off value. Regarding
the type of strains used in the ELISA, some authors suggest
that using a strain recovered from a ruminant (here CbO1
for example} could be more suitable and sensitive for
antibodies detection in ruminants than a strain recovered
from a tick {Nine Mile) (Rodolakis, 2006). However, in the
absence of any published data on the gain in sensitivity
obtained using such antigens, we did not consider an ELISA
more sensitive than another one, while this information
could have provided a more accurate assessment of the
reliability of the apparent prevalence. The assessment of
the quality of cut-off value information could have been
conducted on a quantitative basis, to estimate, for
example, the implementation of a standard and recognized
cut-off value {or not). However, a wide variety of tests
among IIF and ELISA exists, depending on the phase used, I
and/or II, the type of strain (Nine Mile vs Cb0O1}, the “in
house” vs commercial type of test. Then, the assessment
based on the cut-off value for a given type of test {e.g. IIF)
was not considered as relevant. Moreover, to our knowl-
edge, there is no consensus about the type of antigens and/
or the cut-off value to be used. Studies aiming (i) to
investigate the sensitivity of different tests based on
different type or combination of antigens and (ii} to
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estimate the cut-of value maximising either the sensitivity
or the specificity would be deemed of interest. To
investigate the sensitivity and the specificity of these
tests, owing to the absence of a recognized gold standard,
Bayesian methods and software (as Openbugs®) could be
used {Berkvens et al., 2006). Additionally, recent publica-
tions reported the possibility to conduct concomitantly a
prevalence study and the determination of the informative
value of the test(s), using latent class mixture models
(Nielsen et al., 2007).

Based on the present qualitative assessment, the
interpretation of apparent prevalence data need to be
made with caution:

s The sampling frame procedure was considered as
relevant for a prevalence study only in 13 studies out
of the G9 selected.

« The informative values of the test used (i.e. sensitivity
and specificity} were not provided in any studies.

Concerning the poor design of the sampling frame
procedure, it can be linked to the fact that at least 50% of
the studies were not build initially with the aim to describe
prevalence, but rather to investigate the putative implication
of C. burnetii in reproductive disorders (e.g. Vaidya etal,, 2010;
Cabassi et al., 2006) or to describe the modality of Coxiella
shedding{e.g. Berriet al,, 2002; Guatteo et al., 2007a). Recent
studies performed with the clear aimed to assess the
prevalence {e.g. McCaughey et al, 2010; Ruiz-Fons et al,
2010) have the maximum score for this qualitative assess-
ment. Such designs could be used for further studies.

Concerning the testing procedure, two major issues
were reported. First, we reported the frequent use of
methods of “lower” sensitivity as FCT and Agglutination
rather than ELISA or IIF recognized to be more sensitive
(Maurin and Raoult, 1999). This could be linked to the
period when the studies were performed, FCT being mainly
used in studies conducted before ELISA methods were
available. Thus, the qualitative assessment for FCT would
have been considered as better if performed at the time of
publication. The second issue was the absence of reporting
of cut-off value. This lack of information reflects probably
the heterogeneity of cut-off values used, especially with in
house tests. For studies aiming to describe shedding
prevalence, the major issue was not the choice of the test,
but the type and the number of randemly tested sample.
Indeed, in majority, only milk samples were tested,
probably for financial reason and because of its friendly
sampling, while Coxiella shedding occurs via several routes
(Berri et al., 2002; Arricau Bouvery et al., 2003; Guatteo
et al., 2006) with no concomitancy {Guatteo et al., 2007a}.
Then, to maximise the probability to detect shedder
animals, the concomitant sampling of at least, milk,
vaginal mucus and faeces should be performed.

Concerning serological methods, an additional issue
could raise in the next years, with the recent availability of
a phase I vaccine {Coxevac, CEVA Santé Animale} which
could lead to an increase of seropositive animals, this
vaccine inducing a fast serclogical response (Arricau
Bouvery et al, 2003). Then, to be able to distinguish
between infected and vaccinated animals, the develop-

ment of a DIVA method is required to not overestimate the
seroprevalence using current ELISA.

Additionally, we cannot exclude that several prevalence
studies were carried out but not published in peer review
journals. Such data have not been included in our review.
For example, frequent updated reports are available on the
situation in the Netherlands where human outbreaks are
noticed since 2006. As of 18 April 2010, the total number of
positive farms (using PCR on bulk tank milk) was 83 out of
which 81 dairy goats (22.5% of 360 total dairy goats farms
in NL) and 2 dairy sheep (5%) [http://wwwywa.nl/
onderwerpen/dierziekten/dossier{4833780/q-koorts_-
kaart-met-overzicht-van-besmette-bedrijven].

All together, our present findings highlight that very
few reliable prevalence data are available, while the
knowledge of prevalence, and especially true prevalence, is
of primary importance for policy makers in the context of
evidence-based decision scheme. The issues found in the
selected publications together with the absence of any gold
standard method highlight the relevance of Bayesian
approach to obtain reliable prevalence data.

5. Conclusion

Finally, very few well-designed studies dealing with the
prevalence of C. burnetii infection in domestic ruminants
were available. This review confirmed that C burnetii
infection is worldwide distributed in the three species
under study. Animal and herd level seroprevalence,
regardless the species, were likely at least 15-20% in
many countries, with apparent prevalence values slightly
higher in cattle (20.0% and 37.7% of mean apparent
prevalence at animal and herd level respectively) than
in small ruminants (around 15.0% and 25% respectively for
animal and herd level in sheep and goat). In some
countries, the reported prevalences were lower, but the
information collected in the corresponding publication did
not provide enough details to consider these data as
reliable. To help policy makers and farmer’s organization,
as well as veterinarians, published and well-designed
prevalence (of both seropositive and shedder animals}
studies are needed. The main critical issues of the selected
studies were (i} the absence of any definition of the target
and study populations and {ii} the heterogeneity of testing
procedures, making not possible the comparison between
studies or within a country over time. Therefore, addi-
tionally to the improvement of the design of sampling
frame procedure, a standardization/harmonization of the
testing procedure (test, cut-off) is necessary. Lastly, this
review highlights the need that manufacturers provide
estimate of the sensitivity and the specificity of their
different tests in order to derive true prevalence from
apparent prevalence data.

References

Adesiyun, AA., Jagun, A.G., Tekdek, L.B., 1984. Coxiella burnetii antibodies
in some Nigerian dairy cows and their suckling calves. Int. ]. Zocnoses
11, 155-160.

Adesiyun, AA., Cazabon, E.P., 1996. Seroprevalences of brucellosis. Q-
fever and toxoplasmosis in slaughter livestock in Trinidad. Rev. Elev.
Med. Vet. Pays Trop. 49, 28-30.

156



R Guatteo et gl. / Veterinary Microbiology 149 (2011) 1-16 15

Agger, |.F, Christoffersen, A.B., Rattenborg, E., Nielsen, J., Agerholm, |.5.,
2010. Prevalence of Coxiella bumnetii antibodies in Danish dairy herds.
Acta Vet. Scand. 21, 52-55.

Angelakis, E., Raoult, D., 2010, Q fever. Vet. Microbiol. 140, 297-309.

Armengaud, A, Kessalis, N., Desencles, ].C, Maillot, E., Brousse, P., Brou-
qui, P., Tixier-Dupent, H., Racult, D., Provensal, P., Obadia, Y., 1997.
Urban cutbreak of Q fever, Briancon, France, March to June 1996. Eurc
Surveill. 2, 12-13.

Arricau-Bouvery, N., Rodolakis, A, 2005. Is Q fever an emerging or re-
emerging zoonesis? Vet Res. 36, 327-349.

Arricau Bouvery, N., Souriau, A, Lechopier, P., Rodolakis, A., 2003. Experi-
mental Coxielia burnetii infection in pregnant goats: excretion routes.
Vet. Res. 34, 423-433.

Banazis, M]., Bestall, AS,, Reid, S.A, Fenwick, S.G., 2009. A survey of
Western Australian sheep, cattle and kangaroos to determine the
prevalence of Coxiella burnetii. Vet. Microbiol.,, doi:10.1016fj.vet-
mic.2009.12.002.

Benson, W.W., Brock, D.W., Mather, ]J., 1963. Serologic analysis of a
penitentiary group using raw milk from a g fever infected herd. Public
Health Rep. 78, 707-710.

Berkvens, D., Speybroeck, N., Praet, N., Adel, A, Lesaffre, E., 2006. Estimat-
ing disease prevalence in a Bayesian framework using probabilistic
constraints. Epidemialogy 17, 145-153.

Berri, M., Souriau, A., Crosby, M., Crochet, D., Lechopier, P., Rodolakis, A.,
2001. Relationships between the shedding of Coxiella burnetii, clinical
signs and serclogical responses of 34 sheep. Vet. Rec. 148, 502-505.

Berri, M., Souriau, A., Creshy, M., Redolakis, A., 2002. shedding of Coxiella
burnetii in ewes in two pregnancies following an episode of Coxiella
abortion in a sheep flock. Vet. Microbicl 85, 55-60.

Berri, M., Crochet, D., Santiago, S., Redelakis, A., 2005. Spread of Coxiella
burnetii infection in a flock of sheep after an episode of Q fever. Vet
Rec. 157, 737-740.

Biberstein, E.L,, Behymer, D.E., Bushnell, R, Crenshaw, G., Riemann, H.P.,
Franti, CE., 1974. A survey of Q fever (Coxiella burnetii) in California
dairy cows. Am. ]. Vet. Res. 35, 1577-1582.

Cabassi, C.5., Taddei, S., Donofrio, G., Ghidini, F., Piancastelli, C., Flammini,
CF., Cavirani, S., 2006. Association between Coxiella burnetii seropo-
sitivity and abertien in dairy cattle of Nerthern Italy. New Micraobicl.
29, 211-214.

Capuang, F., Landelfi, M.C, Monetti, D.M., 2001. Influence of three types of
farm management on the seroprevalence of ) fever as assessed by an
indirect immunofluorescence assay. Vet. Rec. 149, 669-671.

Cekani, M., Papa, A, Kota, M., Velo, E., Berxholi, K, 2008. Report of a
serological study of Coxiella burnetii in domestic animals in Albania.
Vet. J. 175, 276-278.

Cetinkaya, B., Kalender, H., Ertas, H.B., Muz, A., Arslan, N., Ongor, H.,
Gurgay, M., 2000. Seroprevalence of coxiellosis in cattle, sheep and
people in the east of Turkey. Vet. Rec. 146, 131-136.

Czaplicki, G.. Houtain, ].Y., Mullender, C., Manteca, C., Saegerman, C.,, 2009.
Bulk tank milk, reliable tool for diagnesing Q fever in dairy herds?
Epidemiol. Santé Anim. 56, 117-127.

DeForge, .R, Cone, LA, 2006. The serclogic prevalence of Q) fever (Coxiella
burnetii) complement-fixing antibodies in the Peninsular bighorn
sheep of Southern California. Am. J. Trop. Med. Hyg. 75, 315-317.

Dolcé, P., Bélanger, M.]., Tumanowicz, K., Gauthier, CP., Jutras, P., Massé,
R.. Montpetit, C., Bernatchez, H., McColl, D., Artscb, H., 2003. Coxiella
burnetii seroprevalence of shepherds and their flocks in the lower
Saint-Lawrence River region of Quebec, Canada. Can. J. Infect. Dis. 14,
97-102.

Durham, PJ, Paine, G.D., 1997. Serological survey for antibedies to
infectious agents in beef cattle in northern South Australia. Aust
Vet. J. 75, 139-140.

Fishbein, D.B., Racult, D., 1992. A cluster of Coxiella burnetii infections
associated with exposure to vaccinated goats and their unpasteurized
dairy preducts. Am. J. Trop. Med. Hyg. 47, 35-40.

Fretz, R., Schaeren, W., Tanner, M., Baumgartner, A, 2007. Screening of
various foodstuffs for occurrence of Coxiella burnetii in Switzerland.
Int. J. Feod Microbiel 116, 414-418.

Garcia-Pérez, A L, Astobiza, [, Barandika, .F., Atxaerandic, R, Hurtado, A.,
Juste, R.A., 2009. Short communication: investigation of Coxiella
burnetii occurrence in dairy sheep flocks by bulk-tank milk analysis
and antibody level determination. J. Dairy Sci. 92, 1581-1584.

Guatteo, R, Beaudeau, F., Berri, M., Rodelakis, A, Joly, A, Seegers, H., 2006.
Shedding routes of Coxiella burnetii in dairy cows: implications for
detection and control. Vet Res. 37, 827-833.

Guatteq, R, Beaudeau, F,, Joly, A, Seegers, H., 2007a. Assessing the within-
herd prevalence of Coxiella burnetiimilk-shedder cows usingareal-time
PCR applied to bulk tank milk. Zoonoses Public Health 54, 191-194.

Guatteo, R, Beaudeau, F., Joly, A, Seegers, H., 2007b. Cexielle burnetii
shedding by dairy cows. Vel Res. 38, 849-860.

Guatteo, R, Seegers, H., Joly, A, Beaudeau, F., 2008. Prevention of Coxiella
burnetii shedding in infected dairy herds using a phase I C. burnetii
inactivated vaccine. Vaccine 26, 4320-4328.

Hissig, M., Lubsen, ], 1998. Relaticnship between abortions and serc-
prevalences to selected infecticus agents in dairy cows. Zentralbl
Veterinarmed. B 45, 435-441.

Hatchette, T., Campbell, N., Whitney, H., Hudson, R., Marrie, T, 2002
seroprevalence of Coxielle burnetiiin selected populations of domestic
ruminants in Newfoundland. Can. Vet. ]. 43, 363-364.

Heinzen, R.A., Hackstadt, T., Samuel, .E., 1999. Develepmental biclegy of
Coxiella burnettii. Trends Microbicl 7, 149-154.

Hilbink, F., Penrese, M., Kovacova, E., Kazar, [, 1993. Q fever is absent from
New Zealand. Int. |. Epidemicl. 22, 945-949,

Hore, D.E., Kovesdy, L, 1972. A serclogical survey of dairy cattle in Victoria
for antibedy to Coxiella burnetii. Aust. Vet. |. 48, 71.

Htwe, KK.,Amano, K., Sugiyama, Y., Yagami, K., Minamoto, N., Hashimoto,
A. Yamaguchi, T., Fukushi, H., Hirai, K, 1992. Sercepidemioclogy of
Coxiella burnetii in domestic and companion animals in Japan. Vet
Rec. 131, 490.

Kelly, PJ., Matthewman, LA, Mason, P.R, Racult, D, 1993. Q fever in
Zimbabwe. A review of the disease and the results of a serosurvey of
humans, cattle, goats and dogs. 5. Afr. Med. . 83, 21-25.

Kennerman, E., Reusset, E., Golcl, E., Dufour, P, 2010. Sereprevalence of Q
fever (coxiellosis) in sheep from the Scuthern Marmara Region,
Turkey. Comp. Immuncl. Micrebiol. Infect. Dis. 33 (1), 37-45.

Khalili, M., Sakhaee, E., 2009. An update on a serologic survey of Q Fever in
domestic animals in Iran. Am. J. Trep. Med. Hyg. 80, 1031-1032.

Kim, 5.G., Kim, E.H., Lafferty, CJ.. Dubovi, E., 2005. Coxiella burnetii in bulk
tank milk samples, United States. Emerg. Infect. Dis. 11, 619-621.

Kruszewska, D., Tylewska-Wierzbanowska, 5., 1997. Isolation of Coxiella
hurnetii from bull semen. Res. Vet. Sci. 62, 299-300.

Lang, G.H., 1988a. Sercsurvey on the occurrence of Coxiella burnetii in
Ontario cattle. Can. J. Public Health 79, 56-59.

Lang, G.H. 1988b. Serosurvey of Coxiella burnetii infection in dairy goat
herds in Ontaric. A comparisen of two methods of enzyme-linked
immunoserbent assay. Can. ]. Vet. Res. 52, 37-41.

Lang, G.H., 1989. Q fever: an emerging public health concern in Canada.
Can. J. Vet. Res. 53, 1-6.

Lang, G., Waltner-Toews, D., Menzies, P, 1991. The seroprevalence of
coxiellosis (Q fever) in Ontaric sheep flocks. Can. . Vet Res. 55, 139-

Literdk, 1, 1995. Occurrence of Coxiella burnetti antibodies in cattle, sheep
and small terrestrial mammals in the western region of Bohemia. Vet.
Med. 40, 77-80.

Literak, 1, Kroupa, L., 1998. Herd-level Coxiella burnetii seroprevalence
was not associated with herd-level breeding performance in Czech
dairy herds. Prev. Vet. Med. 33, 261-265.

Lorbacher de Ruiz, H., 1977. Q Fever in Colombia, S.A. A Serclogical Survey
of Human and Bovine Populations. Zbl. Vet. Med. B. 24, 287-292.

Martin, RJ., Schnurrenberger, PR, Ferris, D.H., Hanger, P.N., Morrissey,
R.A., 1982. Decreasing prevalence of  fever in Ilinois. Public Health
Rep. 97, 170-174.

Martini, M., Baldelli, R., Paulucci De Calboli, L., 1994, An epidemiclogical
study on Q fever in the Emilia-Romagna Region, Italy. Zentralbl
Bakteriol. 280, 416-422.

Masala, G., Porcu, R, Sanna, G., Chessa, G., Cillara, G., Chisu, V., Tola, S.,
2004. Occurrence, distribution, and role in abartion of Coxiella burnetii
in sheep and goats in Sardinia, Italy. Vet. Microbicl. 99, 301-305.

Matrin, M., Racult, D., 1999. Q fever. Clin. Micrebicl. Rev. 12, 518-553.

Mazyad, 5.A., Hafez, A.O., 2007. Q fever (Coxiellq burnetii) among man and
farm animals in North Sinai. Egypt. |. Egypt. Soc. Parasitol 37, 135-
142,

McCaughey, C., Murray, L], McKenna, ].P., Menzies, F.D., McCullough, S,
O'Neill, HJ., Wyatt, D.E., Cardwell, CR., Coyle, P.V., 2010. Coxiella
hurnetii (Q fever) seroprevalence in cattle. Epidemiol. Infect. 138,
21-27.

McQuiston, ] H., Nargund, V.N., Miller, |.D., Priestley, R, Shaw, E.I, Thomp-
son, H.A., 2005. Prevalence of antibodies te Coxiella burnetii among
veterinary school dairy herds in the United States, 2003. Vector Borne
Zoonotic Dis. 5, 90-91.

Milazze, A, Hall, R, Storm, P.A., Harris, R]., Winslow, W.,, Marmion, B.P,,
2001. Sexually transmitted Q fever. Clin. Infect. Dis. 33, 399-402.
Miller, W.R., 1964. occurrence and geographic distribution of Q fever

antibodies in Alabama dairy cattle. Public Health Rep. 79, 836-838.

Moffat, M.A., Massie, A, Laing, AG. Mackenzie, R.M., Robinson, H.G.,
1970. Q fever in North-East Scotland. Lancet 2, 1025-1027.

Nielsen, 5.5., Toft, N., 2009. A review of prevalences of paratuberculosis in
farmed animals in Eurcpe. Prev. Vet. Med. 88, 1-14.

Nielsen, S.5., Toft, N., Jargensen, E., Bibby, B.M., 2007. Bayesian mixture
models for within-herd prevalence estimates of bovine paratubercu-

157



Annexes

16 R. Guatteo et al./Veterinary Microbiology 149 (2011) 1-16

losis based on a continuous ELISA response. Prev. Vet Med. 81, 290-
305.

Ongor, H, Cetinkaya, B, Karahan, M., Acik, M.N., Bulut, H., Muz, A, 2004.
Detection of Coxiella burnetii by immunomagnetic separation-PCR in
the milk of sheep in Turkey. Vet. Rec. 154, 570-572.

Oporte, B, Barandika, ] F., Hurtado, A., Aduriz, G., Moreno, B., Garcia-Perez,
AL, 2006. Incidence of ovine abortion by Coxiella burnetii in northern
Spain. Ann. N. Y. Acad. Sci. 1078, 498-501.

Paiba, G.A, Green, LE., Lloyd, G., Patel, D., Morgan, K.L, 1999. Prevalence
of antibedies to Coxiella burnetii (Q fever) in bulk tank milk in England
and Wales. Vet. Rec. 144, 519-522.

Pape, M., Bouzalas, E.G., Kaptopoules, G.S., Mandraveli, K., Arvanitidou-
Vagicna, M., Nikolaidis, P., Alexiou-Daniel, S, 2009. The serclogical
prevalence of Coxiella burnetii antibodies in sheep and goats in north-
ern Greece. Clin. Microbiol. Infect. 15 (Suppl 2), 146-147.

Parisi, A., Fraccalvieri, R., Cafiere, M., Miccelupe, A., Padalino, I, Mentagna,
C., Capuano, F., Sottili, R, 2006. Diagnosis of Coxiella burnetii-related
abortionin Italian domestic ruminants using single-tube nested PCR.
Vet. Microbiol. 118, 101-106.

Psaroulaki, A., Hadjichristedouleu, C., Leukaides, F., Soteriades, E., Kon-
stantinidis, A. Papastergiou, P., lcannideu, M.C., Tselentis, Y., 2006.
Epidemiological study of Q fever in humans, ruminant animals, and
ticks in Cyprus using a geographical information system. Eur. J. Clin.
Micrebicl. Infect. Dis. 25, 576-586.

Rahimi, E., Doosti, A., Ameri, M., Kabiri, E., Sharifian, B., 2009. Detection of
Coxiella burnetii by nested PCR in bulk milk samples from dairy
bovine, ovine, and caprine herds in Iran. Zoonoses Public Health,
doi:10.1111/j.1863-2378.2009.01289.x.

Reinthaler, FF., Mascher, F, Sixl, W, Arbesser, CH., 1988. Incidence of Q
fever among cattle, sheep and goats in the Upper Nile province in
southern Sudan. Vet. Rec. 122, 137.

Rhoede, C., Kelly, P.J., Racult, D., 1993. Dairy cows as reserveirs of Coxiella
burnetii in Zimbabwe. Cent. Afr. |. Med. 39, 208-210.

Rice, D.A., Knoke, M.A., 1979. The prevalence of Q-fever antibedies indairy
cows in El Salvador. Trop. Anim. Health Pred. 11, 50.

Rodolakis, A. 2006. Q fever, State of art, epidemiology, diagnesis and
prophylaxis. Small Rum. Res. 62, 121-124.

Rodelakis, A., Berri, M., Héchard, C., Caudren, C., Souriau, A., Bedier, C.C.,
Blanchard, B., Camuset, P., Devillechaise, P., Natorp, ].C, Vadet, |.P.,
Arricau-Bouvery, N., 2007. Comparison of Coxielle burnetii shedding in
milk of dairy bovine, caprine, and ovine herds. ]. Dairy Sdi. 90, 5352-
5360.

Rousset, E., Berri, M., Durand, B, Dufour, P., Prigent, M., Delcroix, T.
Touratier, A., Rodolakis, A, 2009. Cexiella burnetii shedding routes
and antibody response after cutbreaks of Q fever-induced abortionin
dairy goat herds. Appl. Environ. Microbiol. 75, 428-433.

Ruppanner, R, Riemann, H.P., Farver, T.B., West, G., Behymer, D.E., Wijaya-
singhe, C., 1978. Prevalence of Coxiella burnetii(Q fever) and Toxoplasma
gondii among dairy goats in California. Am. J. Vet. Res. 39, 867-870.

Ruiz-Fons, F., Rodriguez, O, Torina, A, Naranjo, V., Gortazar, C, de la
Fuente, ].. 2008. Prevalence of Coxielle burnetti infection in wild and
farmed ungulates. Vet. Microbicl. 126, 282-286.

Ruiz-Fons, F., Astobiza, I, Barandika, |.F., Hurtado, A, Atxaerandio, R,
Juste, RA, Garcia-Pérez, AL, 2010. Sercepidemniclogical study of Q
fever in domestic ruminants in semi-extensive grazing systems. BMC
Vet. Res. 20 (6), 3.

Salinas-Melédez, J.A., Avales-Ramirez, R, Ricjas-Valdez, V. Kawas-Garza,J.,
Fimbres-Durazo, H., Hernindez-Vidal, G., 2002. Serologic survey in
animals of'Q fever in Nueva Leon. Rev. Latincam. Microbicl. 44, 75-78.

Schelling, E., Diguimbaye, C, Dacud, S., Nicolet, |, Beerlin, P, Tanner, M.,
Zinsstag, ., 2003. Brucellosis and Q-fever seroprevalences of nomadic
pastoralists and their livestock in Chad. Prev. Vet. Med. 61, 279-293.

Scolamacchia, F, Handel, LG, Févre, EM., Morgan, KL, Tanya, V.N,
Bronsvoort, B.M., 2010. Serological patterns of brucellesis, leptospire-
sis and Q fever in Bos indicus cattle in Camercon. PLeS One 21, 8623.

Scrimgeour, EM., Al-Ismaily, 5.1, Relain, M., Al-Dhahry, S.H., El-Khatim,
H.S., Raoult, D., 2003. Q Fever in human and livestock populations in
Oman. Ann. N. Y. Acad. Sci. 990, 221-225.

Tissot-Dupent, H., Torres, S., Nezri, M., Racult, D., 1999. Hyperendemic focus
of Q fever related to sheep and wind. Am. . Epidemiol. 150, 67-74.

Tissot-Dupont, H,, Amadei, M.A,, Nezri, M., Raoult, D., 2004. Wind in
November. Q fever in December. Emerg. Infect Dis. 10, 1264-1269.

To, H.,, Htwe, KK, Kako, N., Kim, H]., Yamaguchi, T., Fukushi, H., Hirai, K.,
1998. Prevalence of Coxielle burnetii infection in dairy cattle with
reproductive disorders. . Vet. Med. Sci 60, 859-861.

Vaidya, V.M., Malik, S.V.5.. Bhilegaonkar, K.N., Rathore, RS, Kaur, S.,
Barbuddhe, S.B., 2010. Prevalence of Q fever in domestic animals
with reproductive disorders. Comp. Immuncl. Microbiol. Infect. Dis.,
doi: 10.1016fj.cimid.2008.10.006.

vander Hoek, W., Dijkstra, F., Schimmer, B., Schneeberger, P.M., Vellema,
P.. Wijkmans, C., ter Scheggel, R., Hackert, V., van Duynhoven, Y.,
2010. Q fever in the Netherlands: an update on the epiderniology and
control measures. Eure Surveill. 25, 12.

Wallensten, A, Moore, P., Webster, H., Jehnsen, C, van der Burgt, G.,
Pritchard, G., Ellis-Iversen, J., Oliver, L, 2010. Q fever cutbreak in
Cheltenham, United Kingdom, in 2007 and the use of dispersion
modelling to investigate the possibility of airborne spread. Eura
Surveill. 25, 15.

Webster, D., Haase, D., Marrie, T.]., Campbell, N., Pettipas, ].. Davidson, R.,
Hatchette, T.F., 2009. Ovine-asscciated Q fever. Epidemiol. Infect. 137,
744-751.

Wittenbrink, M.M., Gefiller, 5., Failing, K, Bisping, W., 1994. The effect of
herd and animal factors on the detection of complement-binding
antibodies against Coxiella burnedi in cattle. Berl. Munch. Tierarztl
Woachenschr. 107, 185-191.

Yoshiie, K., Oda, H., Nagane, N., Matayoshi, 5., 1991. Serological evidence
that the Q fever agent (Coxieila hurnetii) has spread widely among
dairy cattle of Japan. Microbiol. Immunocl. 35, 577-581.

158



Annexes

Annexe 2 : ‘Q fever within-herd seroprevalence innfected dairy herds : assessment
using an ELISA applied to bulk tank milk’ Poster SVEPM, Mars 2010, Nantes

Q fever within-herd seroprevalence in infected
dairy herds: assessment using an ELISA
applied to bulk tank milk

AF. Taurel'?, R. Guatteo', A. Joly'?, H. Seegers', F. Beaudeau'’

1. UMR ONIRIS-INRA 1300 Bio-agression, 2. Union Bretonne des GDS Cb GDS
Epidémiologie et Analyse de risque, Nantes [t— 1T
INTRODUCTION MATERIAL AND METHODS
Data
+ Q fever: worldwide distributed zoonosis due to Coxiella bumetii + 56 naturally infected dairy herds with repeated recent abortions du to Q

fever (positive PCR on placenta)

» Ruminants shedders are considered as main source of human infection § ) . i
= Concomitant blood sampling of all lactating cows, dry cows, heifers of at

+To limit the infection of humans or animals, decrease the exposure to shedders least 12 months.and Bulk Tank Mie (ETM)

animals is crucial

ELISA test
;r\:’;:::}:\atnon using a phase 1 vaccine has been shown to be efficient on susceptible « All samples sent to the same laboratory (IDAC44, Nantes, France), and
tested using the Q fever LSI ELISA kit (LS|, Lissieu, France) according to

manufacturer’s instructions
« In routine practice vaccination is implemented in infected herds: to ensure its efficacy,

its use should be restricted to animals which are still susceptible (herds with a low + Samples were considered positive as follow:

within-herd prevalence) - cow seropositive if S/P ratio (S/P * 100) > 40
« Within-herd seropreval is usually esti using an ELISA applied to individual -BTMin 4 levels, positive if S/P ratio >30:
blood samples: time-consuming and costly method - 30 < S/P ratio < 100: low positive

- 100 < S/P ratio < 200: positive

« ELISA applied to the bulk tank milk: alternative time-saving and cheaper option
- S/P ratio > 200: high positive

Strategy of analysis

Aim of the study: to describe the distribution of the within-herd - Distribution of the within-herd seroprevalence al the herd, cows
seroprevalence and to assess the interest of an ELISA applied to the (multiparous, primiparous) and heifers levels
bulk tank milk to estimate the within-herd seroprevalence. « Distribution of the within-herd seroprevalence according to S/P level in BTM
100 100
g —
s 80 82 . . ’ y
3 = Within-herd seroprevalence highly variable (Figure 1)
£ 0 56 55 « infected herds comprise 1 to 65% of seropositive animals
£ 50 51
£ -
g o 3 — N0 = Within-herd seroprevalence is higher in cows than in heifers
30 30 | |31
— 08 25
20 20 - No differences between primiparous and multiparous
0 — — - —1 +* The within-herd seroprevalence in heifers is low to nul
Cows & heifers Cows Multiparous Primiparous Heifers

Animals category

Figure 1. Within-herd seroprevalence in 56 infected dairy herds
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«In herds with a BTM S/P ratio > 100, at least 10% of lactating cows ® s I“

are seropositive to Q Fever 0 =2
<30 130-100] 1100-200]

BTM S/P level

Figure 2. BTM S/P ratio (S/P*100) level and within-herd
seroprevalence in lactating cows

+ Positive relationship between the within-herd seroprevalence in =
lactating cows and the BTM S/P ratio (Figure 2)

* 3 herds out of 4 (75%) with a BTM S/P ratio < 100 show a within-
herd seroprevalence in lactating cows < 20%

Within-herd seroprevalence

> 200

CONCLUSIONS
+ Among infected herds, the within-herd seroprevalence is highly variable but heifers are quite all still susceptible

+ The within-herd seroprevalence increases with increased S/P ratio in BTM: ELISA applied to BTM seems to be a relevant tool to
assess the within-herd seroprevalence in dairy herds

* Vaccination with a phase 1 vaccine targetting herds comprising susceptible anmals could be implemented in herds with a BTM
SIP ratio < 100, where a high proportion of still susceptible lactating cows is expected
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Annexe 3: ‘Seroprevalence of Q fever in naturallyinfected dairy cattle herds and
implications for within-herd control’ Poster One Health, Février 2011, Melbourne

Seroprevalence of Q Fever in naturally infected dairy cattle

herds and implications for within-herd control
Oniris

Im AF. Taurel”, R. Guatteo', A. Joly', H. Seegers', F. Beaudeau’
1. UMR ONIRIS-INRA 1300 Bio-agression, Epidémiologie et Analyse de risque, Nantes, France w

(s )
INTRODUCTION
Coxiella burnetii is the causative agent of Q fever, a world wide distributed = To decrease the bacterial sg vival in the en' 2 .
. zoonosis. Humans and animals mainly get infected by inhaling infected hygienic measured focus on parturition and livestock N e i
as main source of human waste are recommended but their efficiency remained  (® @ ® o
infection. unknown t:quiVIRSNMENT
e e
>inhalation
L]
Aim_of the sludx, in order to improve medical and non-medical scheme in
In infected herds to limit the spread of the infection between animals and from animals to human, it is ly and dairy herds:
crucial:
- to describe the distribution of the within-herd apparent prevalence rates of
* To decrease the bacterial shedding from animals in the environment: seropositive animals among cows and nulliparous females
previous studies showed tha! vaccination with a phase 1 vaccine is g n
ffective to prevent on ible animals - to explore the i betv i and herd
characteristics, on the one hand, and these seroprevalences on the other
\, J
- z
MATERIAL AND METHODS
Herds Strategy of analysis
+ 100 naturally infected dairy herds with repeated recent abortions due to Q fever (positive PCR on + Statistical unit was the herd
placenta) recruited between 2008 and 2009 in westem France * Description of the distribution of the within-herd seroprevalence in cows of the herd
+ No implementation of vaccination directed against C. bumetii in the past 5 years, no antibiotic (Pe), and in nulliparous of the herd (Py)
treatment of reprodt{dwe tract disorders within the past 6 months - Assessment of the impact on " of herd ct istics and
Data collection management practices (CMP) with vanabies built on classes ranked by increasing
. risk (a priori no risk to maximum risk):
+ Blood sampling of all dairy cows and nulliparous females (=12 months) sent to the same laboratory X
(IDAC-44, Nantes, France), and tested with the Q fever LSI ELISA kit (LS|, Lissieu, France) according * Relation between P and CMP assessed through a GLM procedure,
to manufa_clurer's lr_!slructmns, Samples were considered positive if S/P ratio (S/P * 100) > 40, + CMP associated with the risk for a herd to comprise at least one seropositive
seronegative otherwise nulliparous identified through a logistic regression
+ Questionnaire filled in by each farmer concemning: herd characteristics, culling and calving practices,
management of livestock waste, animals movement and mixing, and neighbouring contact
\ J
~
RESULTS )
14 7 70
12 60
= 10 50
o >
£ 87 840
g6 330
2 4 g
w 20
2 10
0 : . ' . : 0 } — . :
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 0 01 02 03 04 05 06 07 08 08 1
Within-herd seroprevalence in cows Within-herd seroprevalence in nulliparous females
Figure 1. Within-herd seroprevalence of C. bumetii infection in cows of 100 naturally Figure 2. Within-herd seroprevalence of C. bumetii infection in nulliparous females of
infected dairy herds 100 naturally infected dairy herds
« 1rst quartile at 28%, median at 42%, third quartile at 56% + 50% of herds with no seropositive nulliparous females, median at 10%
Table 1. Herd characteristics and management practices (CMP) significantly (p<0.10) Table 2. Herd characteristics and management practices (CMP) significantly (p<0.10)
associated with cows within-herd seroprevalence of C. burnetii infection associated with the herd status (herds with no seropositive nulliparous females vs. herds
s " with at least one P nulliparous to C. burnetii i i
cMP Level aroprevalence 90% CI
A CMP Level OR 95% CI
<46 +0.11 2 5
Number of cows 245 - (0.04;0.18) Seasonal calving \:: 273 1.02-7.32
Seasonal calving ':f" -008 (-0.15; -0.003) Systematic removal of the _Other
“Yes - foetus and placenta of aborted _{, & 286 1.11-787
Grazing or contact through - -010 cow
the fence with other 5 (-0.16; -0.03)
-Yes
ruminants herds -
\
. N 7 ™
DISCUSSION CONCLUSION
* First description of the within-herd seroprevalence of all cows and nulliparous females
in clinically infected herds at such a scale using ELISA * Only few cf and p are with variation in
if tic | Il within-herd I in null femal strengthening the pivotal role of vaccination to d of
*Quite systematic low to null within-herd seroprevalence in nulliparous females, humans and cows to Coxlelta Burnetil
consistent with other studies — target population for vaccination
* High level and variability in cows within-herd pi —r ion of within-
herd seroprevalence necessary prior to vaccination to assess its relevance *As i to prevent only when applied to susceptible
e animals, in infected herd the recor cl i h could be :
- Herds characteristics and practices with higher seroprevalence, thus
bacterial diffusion, are istent with n: + systematic vaccination of nulliparous females due to their quite systematic low to
2 i Il within-herd I
+higher probability of contact with Coxiella burnetii A
= « vaccination of cows based on previous estimation of within-herd seroprevalence
~higher ext to cor [
\ J J

herds using a phase | €. burseri] inactivated vaccine. Vaccine 26, 4320-4328, ; Welsh, HLH., Lennette, E.H., Abinanti, FR., Winn, JF., 1958, Air-borne

ing z00n0sis? Vet Res. 36, 327-349 ; EFSA Panel on Animal Health and Welfare (AHAW), 2010. Scientific Opinion on Q Fever. EFSA Journal. p. 114. ; Guatteo, R..
ne e
70, 528-540.

*Contact:
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Annexe 4 : ‘Effectiveness of medical strategies cdmming antibiotics and vaccination to
prevent Coxiella burnetii Shedding in infected dairy cows’ Oral Communicatio, Mars
2012, Glasgow

EFFECTIVENESS OF MEDICAL STRATEGIES COMBINING ANTIBTICS AND
VACCINATION TO PREVENTCOXIELLA BURNETISHEDDING
IN INFECTED DAIRY COWS

A.-F. TAUREL*, R. GUATTEO, A. JOLY AND F. BEAUDEAU

SUMMARY

The effectiveness of strategies combining vatedn and/or antibiotherapy to prevent
vaginal shedding o€oxiella burnetiiat parturition in dairy cows was assessed thraudi3
months follow-up in 22 dairy herds. Four medicahtgies were compared: vaccination,
antibiotherapy, both, and none. Two hierarchicalgidtic regression analyses were
performed, considering vaccination in 2 (yes/no3 onodalities (no/before insemination/after
insemination), respectively. Antibiotherapye( oxytetracycline, 20 mg/kg at each injection)
was considered in 3 modalities (no/once at dryifijvdce at drying off). The models were
adjusted for serologic status at inclusion timeg ag calving, and herd was included as a
random effect. Among the 883 cows, 18.3% were dedeas shedders. Antibiotherapy and
initial serologic status were associated with siegl@<0.05), whereas vaccination and age
at calving were notR>0.05). Two injections at drying off did not proeichny additional
benefit to one. This study provides first resulbs fational use of antibiotics i€oxiella
burnetiiinfected herds.

INTRODUCTION

Coxiella burnetiiis the infectious agent responsible for Q fevewald wide spread
zoonosis. The apparent prevalenceCofburnetii infection is quite important in domestic
ruminants, with estimated mean value at animal lzard level of 20% and 37.7% in cattle
and 15% and 25% in sheep and goat (Guatteo e2(dll). In those species, Q fever can
induce abortion and metritis (Tainturier, 1987).mglmver, domestic ruminants are recognized
as the main source of human infection (Marrie arabu®, 1997), which occurred after
inhalation of infectious aerosols. Infected animsied the bacteria mainly through birth
products (e.qg., placenta), but also through setdamsgewska and Tylewska-Wierzbanowska,
1997), vaginal mucus, urine, milk and faeces (Aui@ouvery and Rodolakis, 2005; Guatteo
et al., 2007). Additionally, parturition period ¢®nsidered as a period at risk, as ruminants
have been reported to shed the highest bactergal &t that time (Berri et al., 2002).
Therefore, any measure which aims to con@okiella burnetiishedding in ruminants will
improve animal health status and result in redutiiegzoonotic risk.

Vaccination using a phase 1 vaccine was recognieele effective in goats in an
experimental study (Arricau-Bouvery et al., 2006y an cattle when applied to susceptible
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(i.e. seronegative and non-shedder) animals beforecee(@uatteo et al., 2008). In cattle,

nulliparous heifers, which were reported as quysesnatically non infected even in infected

herds (Taurel et al., 2011), are considered aggattaopulation for vaccination. In contrast, a
wide distribution of within-herd prevalence of dudy-carrier cows is observed in infected

herds, making the use of vaccination questionabledults, as vaccination does not prevent
shedding when applied to infected animals.

In routine practice, antibiotics (mainly tetrabbige) are classically used by practitioners
to prevent shedding in infected animals. They aeduat different regimens, at calving time
to limit the shedding peak (Berri et al., 2001;iéau-Bouvery et al., 2003) and/or at drying
off to prevent late abortion. Few studies aimingaasessing its effectiveness have been
performed up until now, in cows (Behymer et al.7Z2Pand in sheep (Astobiza et al., 2010a).
These studies, which both included few numbersnahals subjected to a unique regimen,
reported contradictory results.

The aim of this study was to compare the effectgsnof different medical strategies
combining vaccination using a phase 1 vaccine aratiobiotics (tetracycline) at drying off,
to preventCoxiella burnetiivaginal shedding at calving time in cows from coencmal dairy
herds clinically affected witiCoxiella burnetii

MATERIALS AND METHODS

Herds and animals

This work was conducted in compliance with the SBEGstatement for cohort studies
(von EIm et al., 2007). From February 2008 to M&L@ 22 dairy herds clinically affected
by Coxiella burnetiiwere recruited. All dairy herds that fulfilled thealowing requirements
were included in the study: detection ©@bxiella burnetiiby PCR on the placenta or in a
vaginal swab of at least one aborting cow withi@ thonth before the possible inclusion and
50% of seropositive results in ELISA of at leastaBnpled cows (in line with the EFSA report
(EFSA Panel on Animal Health and Welfare (AHAW), 120, no implementation of
vaccination directed again€oxiella burnetiiwithin the previous five years; no tetracycline
treatment for reproductive tract disorders, suchagitis or abortion, within the previous six
months. Farmers had to sign a consent form andvi® their agreement for cows to be
vaccinated during gestation.

All dairy females older than 12 months expectedxXperience a calving in the 13 months
following inclusion time were included in the folleup.

Experimental design

Nature and allocation of treatmen#st inclusion time, medical strategies were rantjom
allocated to each herd. Due to ethics concernsgasmh the effectiveness of vaccination on
susceptible animals (Guatteo et al., 2008) andstiszeptible status of nulliparous heifers
(Taurel et al., 2011), the vaccination of nullipasoheifers was systematically performed
regardless the strategy for cows. Dairy cows wanelomly assigned to 4 different strategies:
(i) vaccination, (ii) vaccination and antibiotheyagiii) antibiotherapy without vaccination, or
(iv) no intervention. Vaccination consisted in fections 3 weeks apart and an annual booster
injection, clustered in time with the vaccinatidmew eligible animals after one year follow-
up (heifers of 12 months and more at booster tmexiion). The vaccine used was the phase
1 inactivated vaccine (Coxevac®, CEVA Santé Animalé de la Ballastiere, Libourne,
France). The antibiotic used was oxytetracyclinén@line LA, CEVA Santé Animale, ZI de
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la Ballastiere, Libourne, France). Within herdsoedited to medical strategies including
antibiotics, cows were randomly assigned to 5 ckffié individual antibiotic regimens (20
mg/kg at each injection): antibiotic at (i) dryiredf, at (ii) calving, at (iii) drying off and
calving, at (iv) drying off and 15 days later, @} @rying off and 15 days later and calving.

In order to help farmers improving the compliant¢he antibiotic strategies, the farmers
received a reminder text message on their cell @hmn the expected day of intervention
(based on estimated date of drying off and calprayided by the milk recording scheme).

Sample and laboratory analysit inclusion time, in each selected herd, bloadnples
were collected by the practitioner from all animalder than 12 months, to determine their
antibody carrier status. Samples were immediateiynt sto the laboratory (Institut
Départemental d’Analyses et de Conseil, Nantesydeato be tested using the Q fever LSI
ELISA kit (LSI, Lissieu, France) according to theamufacturer’s instructions. The results
were expressed in an optical density Sample/Pestidntrol (S/P) ratio. A serum sample was
considered to be positive when the S/P ratio inreervas >40, and seronegative otherwise.

A vaginal swab was performed within 4 days afterheealving on each included animals
by the practitioner. The vaginal swabs were immetitasent to the laboratory (IDHESA
Bretagne Océane, Quimper) to be tested using thletime PCR LSI TAQVETCoxiella
burnetii kit (LSI, Lissieu, France) to detect putati@exiella burnetiishedding. The results
were expressed in number of bacteria per mL ofnadgnucus.

Strateqy of analysis

The statistical unit was the cow. In a first modehccination was considered in 2
modalities, not vaccinated and vaccinated. As paagwy status of animals have been reported
to impact the vaccination effectiveness (Guatteal.et2008), in a second model the variable
describing vaccination took into account the tiniengections with regards to the presumed
conceiving artificial insemination (Al), with 3 matities: not vaccinated, vaccinated after Al,
vaccinated before Al. In both models, only antilmabjections at drying off were considered.
It was assumed that there was not enough time betwgection at calving and vaginal
mucus sampling to observe a putative effect ofbéstics at calving on shedding. Antibiotic
strategies were described through one variable @ittlmodalities taking into account the
number of injections: received antibiotic at dryioff: no vs. at drying off vs. at drying off
and 15 days later. Cows receiving antibiotic aviogl were then considered as not treated,
those receiving antibiotic at drying off and calyiwere considered as treated at drying off
only.

The data structure was hierarchical (with cows tehesl within herds). To assess the
effectiveness of medical strategies to prev€oiiella burnetii shedding at calving, we
modelled the probability of being shedder fogr @w from ani herd through a hierarchical,
logistic model regression (Proc Glimmix, SA8. 9.2) with herd as the random factor, and
taking account of individual adjustment variablesti@l serologic status and age), as follows

(Eq. (1)):

P(Y=0/1); = p1l*vaccination +32* AB + f3* age + B4* serostatus #*herd+e¢
(1)

where P(Y=0/3; is the probability for & cow of being shedder or not (yes =1, no=0) in
ani herd,fs are parameter estimates of the fixed part ofrtbdel,u the random herd effect,
and ¢ the error term. The termaccinationrepresents the vaccination strategy (in 2 or 3
modalities depending of the model, 1 or 2 respebt)yAB represents the antibiotic strategy,
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andserostatusepresents the cow serological status at inclusima. A binomial distribution
and a logit link were used for the model. Two-ordgeraction terms among the variables
describing the medical strategies (vaccinationibaotics at drying-off) and with the initial
serological status were tested. All variables wéhP-value <0.05 were considered
significantly associated with the shedding statusabving.

RESULTS

A sample of 883 calving cows with complete demopmapdata from 22 herds was
considered for analyses. There were 57.8% of sgative cows at inclusion time and 18.3%
were detected shedders at calving time throughfdolew up. Herd characteristics are
displayed in Table 1.

Table 1. Characteristics of the 22 herds clinicaffgcted byCoxiella burnetiiaccording to
the implemented herd medical strategy

Variable Herd medical strategy Total
Vaccination  Vaccination and Antibiotherapy No
antibiotherapy treatment
N. of herds 6 5 5 6 22
No. of cows/herd
1* quartile 32 39 28 27 28
2%quartile 40 51 34 31 35
39 quartile 67 58 35 39 51
% of initially
seropositive
cows / herd
1* quartile 32.3 17.9 21.4 46.4 21.7
2" quartile 50.4 48.3 42.4 48.6 48.6
39 quartile 54.3 71.4 39.4 50.0 55.6
% of shedder
cows / herd
1* quartile 13.4 5.1 14.3 5.7 5.7
2" quartile 25.8 10.3 32.0 9.9 16.6
3% quartile 29.6 19.0 35.7 21.4 29.6

The risk of being detected shedder at calving @s®&ociated with the medical strategies,
considering vaccination in 2 modalities (not vaeted vs. vaccinated) is displayed in Table
2. Neither vaccination, nor age at calving was ificantly associated with shedding status in
cows. Antibiotics, especially once at drying off RO0.40, CI 95% [0.21-0.75]), and
seronegative initial status were associated witlloveer risk of being detected shedder at
calving. No interactions between medical strategasd between medical strategies and
serological status at inclusion time, were fountdecsignificant (P>0.05).
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Table 2. Risk of being detected shedder at calirmg associated with cow characteristics
and the medical strategy the cow received (883/aaws located in 22 herds clinically
affected byCoxiella burnetij mixed logistic regression)

Variable N. Of % shedder Risk of shedding
COwsS COWS
OR Cl 95% P-value
Total 883 18.3
Vaccination 0.83
No 448 17.0 1
Yes 435 19.8 0.94 0.53-1.67
Antibiotic 0.02
No 687 18.9 1
At drying off 129 16.3 0.40 0.21-0.75
At drying off and 15 67 16.4 0.51 0.22-1.15
days later
Initial serologic status <0.0001
Seropositive 373 26.0 1
Seronegative 510 12.7 0.39 0.26-0.59
Age at calving 0.93 0.84-1.04 0.21

When considering vaccination in 3 modalities (h@cainated vs. vaccinated after
artificial insemination vs. vaccinated before a&itdl insemination), vaccination was once
again not significantly associated with the riskbafing detected shedder at calving time
(vaccinated after Al OR 1.03, IC 95% 0.59-1.82;cmaated before Al OR 0.63, IC 95% 0.28-
1.40). Direction and magnitude of effects assodiat#h the other variables did not change.

DISCUSSION

To our knowledge, this is the first study that ailveg comparing the effectiveness of
medical strategies, using vaccination and/or aotiits at different regimens, to prevent
Coxiella burnetiishedding at calving in dairy cows from clinicadlifected herds.

The originality of this study lies on its ambitiodssign. This study was performed under
field conditions on a large number of herds andmats contrary to previous studies
(Behymer et al., 1977; Woernle et al., 1985; Aui&ouvery et al., 2005; Guatteo et al.,
2008; Rousset et al., 2009; Astobiza et al., 20T@Hemoux et al., 2011). Additionally, the
evaluated strategies (including up to 3 differamtitaotic regimens) were applied within each
herd to the whole population of cows, in contrastdcent studies based on split design and
unique regimen (Guatteo et al., 2008), possiblyitega to bias in estimating of medical
strategies effectiveness. Lastly, contrary to presistudies conducted in cattle aiming to
assess the effectiveness of antibiotics (Behymat..e1977; Woernle et al., 1985), the choice
made here to sample vaginal mucus at calving tinsead of milk) and to use real time PCR
(instead of serological methods), led to a moreute description of the dynamics of
Coxiella burnetiiinfection.

In the present study, in contrast to previous refiadings in goats and cattle (Guatteo et
al., 2008; Hogerwerf et al., 2011) vaccination dowd appear to prevent significantly
individual shedding at calving time, although ttlstiraated ORs were lower than unity when
the cows were vaccinated before Al (Table 2). Asgae explanation for this dissimilarity
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could rely on the less strict definition of theanfious status of cows in our study. In Guatteo
et al (2008), given the putativ€oxiella burnetii shedding patterns previously reported
(Guatteo et al., 2007).¢., no concomitancy in shedding routes, intermitmdding), and
the existence of seronegative shedders, the infecstatus of cows was determined based on
PCR results on 3 shedding routes (individual mutginal mucus and faeces) explored
concomitantly and ELISA responses on individualodloall samplings being performed
twice 15-days apart. In our study, the sheddinstaf cows was not tested, possibly leading
to the existence of seronegative cows (considesema-infected) but in fact shedders. A lack
of sensitivity of ELISA result cannot be also exd#d, although we used an ELISA based on
ovine antigen recognized as the most sensitive EL(iBorigan et al., 2011). Additionally,
the unknown delay between the exposition to paéninfectious aerosols and the
determination of initial serological status, togatlith the delay (2 to 5 weeks) between the
determination of the initial serological status agiflective immunization of animals by
vaccination, can have allowed the occurrence otteuded infection. This hypothesis about
the lack of accuracy in the definition of the irtfeas status of cows was strengthened by the
fact that we did not evidence any significant iatg#ion between initial serologic status and
vaccination, whereas it evidenced in previous ssidGuatteo et al., 2008; Cremoux et al.,
2011). Thus the accurate determination of the tidas status of animals (towards shedding
and antibody carriage) seems to be important tesasthe effectiveness of vaccination.
Moreover, a cow was considered to be shedder gingatime when the PCR was positive
regardless the estimated bacterial load, while tbproducibility and the biological
significance (infectiousness and viability) of velmgh Ct value (corresponding to <100
bacteria) are still debated (EFSA Panel on Animadlth and Welfare (AHAW), 2010).

Antibiotic, when used once at drying off (Table ®as found to significantly prevent
shedding at calving time, as reported in otherys{@dhymer et al., 1977). A second injection
done 15 days later did not improve this prevengffect. In sheep (Astobiza et al., 2010a),
antibiotic was reported to have no effect neithepoevention or duration of shedding. In this
latter study, only one antibiotic regimen was agghliand few animals were tested (50-60
sheep per sampling time). Given the need for aedeed use of antibiotics to limit the risk of
antibioresistance, our results provide evidence domeasoned use to avoid massive
implementation of repeated and useless injectiotetshcycline at drying off. Moreover,
slight differences were observed in the overalpprtions of animal detected shedders among
the 3 antibiotic modalities: 18.9% in cows withauittibiotics, and respectively 16.3% and
16.4% in cows with 1 or 2 injections at drying dffowever, despite this slight difference on
average, large variability existed between farme:groportions of cows detected as shedders
ranged from 3% to 38% depending on the herds. Thersl characteristics should be further
investigated to identify and target herds whereaissntibiotic could be of interest.

Moreover, as Q fever in ruminants is also descrileede associated with clinical signs,
such as metritis and abortion, studies are neeml@tyhlight the impact of antibiotherapy on
those clinical signs.

In this study, the focus is on shedding occurreatcealving as it is known as the period
of higher risk of shedding. A€oxiella burnetiican be shed over the whole lactation period
through different shedding routes (Berri et alQ@0Guatteo et al., 2006), further field studies
would be relevant to evaluate the effectivenesmeflical strategies under study to control
shedding over a longer period, especially throumites (faeces, urine and vaginal mucus)
which mainly contribute to generate infective aeltesMoreover, as a wide range can be
observed in bacterial load shed (Guatteo et aQ7R0with possible implications in terms of
environmental contamination and human and animpbgxre (Courcoul et al., 2011), it
would be interesting to assess the impact of medicaegies on shedding reduction, as it has
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been reported in small ruminants whatever the tifes status (Rousset et al., 2009;
Cremoux et al., 2011; Hogerwerf et al.,, 2011). Tdentification of animals in which
vaccination reduce shedding could reinforce theredt of vaccination in infected herds.

This study, conducted under field condition in mally and clinically affected dairy
herds, is the first aiming at assessing the efficdo/accination combined with antibiotherapy
to preventCoxiella burnetiishedding at calving. This study provides firstutes for the
rational use of antibiotic in infected herds.
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RESUME et MOTS CLES

EVALUATION DE L'EFFICACITE DE MESURES DE MAITRISE NEDICALE POUR LA MAITRISE
DE L'INFECTION PARCOXIELLA BURNETIEN TROUPEAUX BOVINS LAITIERS

L'objectif de la these était d’évaluer I'efficacitle mesures de maitrise médicale de l'infection Coxiella
burnetii en troupeaux bovins laitiensaturellement infectésPour ce faire, un essmulticentrique dans 12
troupeaux bovins cliniquement atteints de Fievre Q an&@é. A l'inclusion, chaque troupeau se voyaiitaier
une stratégie médicale correspondant (en plus @adeination des génisses: (i) la vaccination du troupe
adulte, (ii) l'antibiothérapie chdes vaches laitiéres, (iii) la combinaison de lachation et de I'antibiothérap
et (iv) aucune mesure sur le troupeau adulte. Apvesr mis en évidenceles niveaux de séroprévalence
variables chez les vachascontrario des geénisses le plusws@nt séronégatives et confirrl'intérét d’'un test
ELISA appliqué au lait de tank pour estimer la pééwalence chez les vaches laitieres, I'efficadésé différente

stratégies a été évaluée au travers du suivi ddrdimhois de I'excrétic de Coxielle burnetii chez les vaches

laitieresa I'échelle individuelle et du troupecLa vaccination du troupeau adulte en plus de celiegénisses €
associée a une diminution de la charge bactériemesurée a la fois a I'échelle individuelle dansriecus
vaginal au vélage et I'échelle du troupeau dans le lait de mélangdaets deprélevements d’environneme
Une efficacité préventive, vis-a-vile I'excrétion au vélagd’une injection unique de tétracycline au tarisset
est également rapportée. Lesuktats de cette these fournissent des bpourla mise en ceuvre raisonnée
mesures de maitrise de la Fievrel@z les bovins laitie.

Mots-clés : bovin laitier, fievre Q, Coxiella burnetii épidémiologie, mesures de maitrise, excrétior
séroprévalence

ASSESSMENT OFTHE EFFECTIVENESS OFMEDICAL MEASURES TO CONTROL COXIELLA
BURNETIHIINFECTION IN DAIRY CATTLE HERDS

The aim of the PhD thesis was to assess the eféeess of different medicimeasures to contraCoxiella
burnetii (Cb) infection in clinically affected dairy herds. Teach that goal, a multicentric trial was condudte
120 commercial affected dairy herds. At inclusionet, one strategy among four was randomly assitmegct
herd caoresponding to (in addition to the systematic vaation of heifers): (i) vaccination of dairy cows) use
of antibiotics at drying off, (iii) the combinatioof vaccination and antibiotics and (iv) no actmm dairy cows
After having evidenced veryide leves of seroprevalence in dairy cows, contrary to heiwhich were quite
systematically seronegative ahdvingconfirmed the informigve value of an ELISA applieon bulk tank milk
to assess the seroprevalence of Q fever in daimgcthe effedveness of the 4 medical strategies was asst
through a 13 months follow-up @oxiella burneti shedding at both individual and herd les. Vaccination of
dairy cows, in addition to that dfeifers,was associated with a reduction ©F bacterial load measured

individual level (in vaginal mucus at calving tima)dat herd level (in bulk milkand environmental samples
Tetracycline injectioronce at drying ofwas associated with a lower risk Gb shedding in vaginal mucus

calving time. The presengsults provide useful knowledge to elaborate ewidebased control scheme toward
fever control in dairy cattle.

Key-words : cattle, Q fever,Coxiella burneti, epidemiology,control measures, shedding seroprevalenc
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