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Résumé

La fievre Q est une maladie zoonotique causée par la bactérie Coxiella burnetii, la plupart des
cas cliniques humains recensés sont liés a une exposition a des ruminants domestiques
excréteurs de la bactérie. Parmi les méthodes diagnostiques des infections par C. burnetii en
élevages de ruminants, les méthodes PCR et ELISA sont recommandées respectivement pour
le diagnostic direct et indirect par I'EFSA et I'OIE. Cet article fait I'état des lieux des
connaissances sur les performances analytiques et diagnostiques de ces méthodes. Il
présente également les moyens mis en ceuvre par le LNR fievre Q pour contribuer a
standardiser ces méthodes et a valider leurs performances (PCR) ou les évaluer (ELISA), et
ainsi garantir comparabilité et fiabilité des résultats fournis par un réseau de laboratoires. Les
travaux mis en ceuvre par les équipes de recherche (bactériologie, épidémiologie,
statistiques) et le LNR ont permis de préciser l'interprétation des résultats diagnostiques de
la fievre Q chez les ruminants domestiques. Les recommandations d’usage de ces tests, dans
le contexte de I'imputation d’une série abortive a C. burnetii dans les élevages de ruminants
(protocole national du dispositif OSCAR), sont discutées a la lumiére des nouvelles
connaissances. Poursuivre ces travaux permettra d’appuyer davantage la démarche
diagnostique des vétérinaires praticiens, la surveillance nationale et internationale et les
échanges.
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Glossaire propre aux méthodes d’analyse ou de mesure

Domaine de linéarité : C'est la plage de valeurs sur laquelle il existe une relation linéaire entre la concentration
recherchée et la valeur obtenue par la méthode. C’'est sur ce domaine de linéarité que sera établie la droite
d’étalonnage (ou gamme étalon) permettant d’assigner une quantité de I'analyte recherché a une mesure
instrumentale, comme en PCR le cycle seuil (Ct ou Cq, respectivement pour cycle threshold ou quantification
cycle en anglais) et en ELISA la densité optique (DO). Les valeurs instrumentales sont les valeurs non
transformées, c’est-a-dire non calibrées par rapport a un ou des témoin(s) inclus(s) dans chaque série d’analyses
(ex : concentration d’une bactérie en PCR par rapport a une gamme de standards dosés, les ratios de densité
optique (ODR ou %DO) en ELISA par rapport a des témoins étalons positif et négatif). Les seuils de positivité sont
fixés dans ce domaine, car |'exactitude des mesures peut étre déterminée.
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Exactitude : Combine la justesse, la répétabilité et la reproductibilité. Une méthode est exacte lorsqu’elle fournit
des résultats trés voisins et proches de la valeur de référence. Elle est exprimée par I'écart-type ou les limites de
confiance (zone de variabilité autour de la mesure, marge d’erreur technique ou incertitude analytique).
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Harmonisation : Résultat d’un accord entre laboratoires visant a étalonner des méthodes d’analyse similaires, a
ajuster des seuils diagnostiques et a exprimer des données des tests de maniére a permettre une interprétation
uniforme des résultats obtenus par différents laboratoires.

Imputabilité: Le terme d’imputabilité est utilisé en diagnostic différentiel infectieux quand les informations
cliniques et les résultats d’analyses permettent d’identifier I'un des agents étiologiques recherché comme la
cause possible ou probable d’un syndrome ou d’un symptéme clinique.

Incertitude de mesure (IM) : Parameétre, associé au résultat d'un mesurage, qui caractérise la dispersion des
valeurs obtenues (voir « exactitude »). L'incertitude de mesure (ou incertitude analytique) est souvent estimée
par le calcul de 2 écart-types autour de la moyenne des résultats d’essais en conditions de reproductibilité.
L’évaluation de I'IM est réalisée pour les tests quantitatifs uniquement. Cependant, si un test qualitatif est
rapporté a l'aide d'une valeur numérique, il doit étre considéré de la méme maniere que pour les procédures
de test quantitatif (ex de I'ELISA)[1]

Justesse : Ecart moyen entre la mesure réalisée par la méthode et la valeur de référence (valeur vraie) de
I’échantillon analysé. Elle est exprimée en terme de « biais » (ou erreurs systématiques) (voir « exactitude »).
Lot d’un kit : Tests fabriqués dans des volumes compatibles aux besoins des utilisateurs et utilisables sur une
période donnée. Chaque lot de production fait I'objet de controles qualité pour vérifier ’'homogénéité intra-lot,
la calibration inter-lot (par rapport aux lots précédemment produits), et la stabilité jusqu’a la date de péremption
stipulée.

Limite de quantification : Plus faible concentration de I'analyte dans un échantillon qui puisse étre mesurée avec
une exactitude définie.

Matériau de référence (MR): Echantillon disponible en quantité suffisante pour étre largement distribué
(préparation d’un lot), suffisamment homogene et stable quant a une ou plusieurs propriétés spécifiées, et, qui
a été préparé pour étre adapté a une utilisation prévue dans un processus de mesurage. Les utilisations prévues




peuvent étre : i) I'étalonnage d’un systéeme de mesurage (MR positif étalon, MR de détectabilité par ex. pour
I’harmonisation de méthodes), ii) I'évaluation d’une méthode de mesurage (MR pour mise au point,
caractérisation et validation), iii) 'assignation de valeurs a d’autres matériaux (MR de raccordement) et le
contrdle de la qualité des résultats (MR calibrant). MR est un terme générique [2].

Performances : Plusieurs caractéristiques de performance analytiques (sensibilité et spécificité analytiques,
répétabilité, reproductibilité ...) et diagnostiques (sensibilité et spécificité diagnostiques a I'échelle individuelle
et de groupe ...) a partir desquelles il est possible de juger qu’une méthode d’analyse convient pour I'objectif
poursuivi et donne des résultats fiables. En amont de la validation d’une méthode, un cahier des charges est
établi donnant les critéres d’acceptabilité pour chaque caractéristique en fonction des capacités analytiques et
des besoins diagnostiques. Par exemple, des limites d’incertitude maximale sont fixées, suite a une estimation
de I'incertitude de mesure dans des conditions déterminées, ou du fait d’une obligation réglementaire.
Robustesse : Aptitude d’'une méthode d’analyse a ne pas étre affectée lorsqu’elle est soumise a des petites
modifications du mode opératoire (ex. : une durée d’incubation +/- 10%, une température +/- 2°C, un volume
+/- 10%).

Répétabilité : Estimation de la variabilité des mesures répétées sur un méme échantillon au sein d’'un méme
essai. On parle aussi de « fidélité intra-série ».

Reproductibilité intra-laboratoire : Estimation de la variabilité des mesures répétées sur un méme échantillon
analysé sur plusieurs essais indépendants par une méme méthode au sein d’'un méme laboratoire, par des
utilisateurs différents, voire des équipements différents (exemple : suivi d’un témoin de reproductibilité ou
traceur sur une carte de contréle des essais successifs réalisés). On parle aussi de « fidélité intermédiaire ».
Reproductibilité inter-laboratoires (ou fidélité) : Estimation de la variabilité totale d’une méthode d’analyse
lorsqu’elle est réalisée dans des laboratoires différents (voir « exactitude » et « incertitude de mesure »).
Sensibilité analytique (ou limite de détection) : Limite en dessous de laquelle la substance dosée est considérée
comme non détectée. Pour la recherche d’agents infectieux par PCR en santé animale, la sensibilité analytique
représente |'aptitude de la méthode a détecter, avec une certitude définie (par ex., un niveau de confiance de
95%), une quantité minimale d’agents infectieux présents.

Sensibilité diagnostigue : Capacité d’un test de donner un résultat positif a partir d’un prélevement réalisé chez
un individu réellement positif relativement a I'utilisation diagnostique ciblée par le test pour une population
donnée. Elle va différer selon I'objectif du test (recherche d’une étiologie, d'une infection, d’'une primo-infection,
d’une excrétion, ...).

Seuil de positivité : Valeur a partir de laquelle on décide qu’un résultat devient positif. Il differe selon I'objectif
d’utilisation du test (dépistage de I'infection ou diagnostic clinique par ex.). Le seuil d'un test influence a la fois
sa sensibilité et sa spécificité diagnostiques. En effet, toute augmentation de la sensibilité diagnostique (moins
de faux négatifs) se fait au détriment de la spécificité diagnostique (davantage de faux positifs) et
réciproquement.

Spécificité analytique : Capacité d’un test a ne pas donner de résultat positif en 'absence de la cible (bactérie,
etc), de maniére univoque, y compris en présence d’autres agents proches génétiquement et/ou se trouvant
dans la méme niche écologique, pouvant potentiellement provoquer des réactions croisées (capacité
d’exclusivité du test). Elle integre aussi I'inclusivité du test, c’est-a-dire son aptitude a détecter, par exemple,
diverses souches de C. burnetii d’origines géographiques ou animales différentes ou bien divers anticorps y étant
étroitement reliés. Enfin, la spécificité analytique peut étre affectée par des interférents présents dans la matrice
ciblée (par ex. des inhibiteurs de PCR dans les prélevements de poussieres) ou des bruits de fond techniques
(par ex. en ELISA). De tels interférents peuvent provoquer des réponses faussement réduites ou faussement
élevées dans le test (capacité de sélectivité)[3]

Spécificité diagnostique : Capacité d’un test de donner un résultat négatif a partir d’'un préléevement réalisé chez
un individu réellement négatif relativement a I'utilisation diagnostique ciblée par le test.

Validation : La validation est réalisée sur une méthode une fois son protocole défini et figé. Elle permet de
connaitre les caractéristiques de performance requises de la méthode, dans les conditions d’un protocole
standard, qui sera ensuite pratiqué en routine. Ainsi, la validation d’'une méthode consiste a établir et figer le
mode opératoire, a formuler un cahier des charges sur les performances attendues (avec des critéres
d’acceptabilité, par ex. limite de détection inférieure a 1000 bactéries par écouvillon) pour un usage déterminé,
puis a vérifier expérimentalement I'adéquation de la totalité de ces exigences spécifiées (voir « performances »).
Des éléments techniques sous forme de guides normatifs sont proposés (par ex., la norme AFNOR U47-600 pour




la validation des méthodes PCR en santé animale). Le mode opératoire et I'ensemble des données de
performances sont formalisés dans le rapport de validation. Le développeur/valideur peut solliciter le LNR pour
le cahier des charges et certains MRs. Le LNR examine le dossier de validation et remet une attestation de
conformité.

Valeur prédictive positive (VPP) d’'une méthode : Probabilité qu’un individu testé positif par une méthode, soit
réellement positif relativement a I'utilisation diagnostique ciblée. La VPP dépend des sensibilité et spécificité
diagnostiques et de la prévalence réelle (proportion d’individus réellement positifs) dans la population ciblée.
Valeur prédictive négative (VPN) d’'une méthode : Probabilité qu’un individu testé négatif par une méthode, soit
réellement négatif relativement a I'utilisation diagnostique ciblée. La VPN dépend des sensibilité et spécificité
diagnostiques et de la prévalence réelle (proportion d’individus réellement positifs) dans la population ciblée.

Introduction

La fievre Q est une maladie zoonotique causée par la bactérie Coxiella burnetii récemment classée
dans les maladies de catégorie E a surveillance obligatoire chez les ruminants domestiques, et plus
largement les espéces Bison ssp., Bos ssp., Bubalus ssp., Ovis ssp., Capra ssp. (mise en application en
2021 de la loi de santé animale [4]). En France, plusieurs méthodes diagnostiques sont disponibles
pour mettre en évidence la bactérie ou la réaction immunitaire en anticorps des bovins, ovins et
caprins domestiques a la suite d’une infection. La connaissance des performances analytiques (limites
de détection, répétabilité, reproductibilité, etc.), le maintien de ces performances dans les différents
laboratoires vétérinaires, et I'estimation des performances diagnostiques (sensibilité et spécificité
pour une utilisation diagnostique visée) sont des préalables indispensables pour I'obtention de
résultats fiables et exploitables pour le diagnostic en élevages, et aussi pour la surveillance a I'échelle
du territoire et les échanges.

L'objectif de cet article est de présenter un état des lieux des connaissances sur les performances des
principales méthodes diagnostiques de la fievre Q chez les ruminants domestiques, qui sont
essentiellement basées sur des kits commercialisés. De plus, les moyens proposés par le LNR pour
garantir et maintenir ces performances a I’échelle d’un réseau de laboratoires seront décrits. Nous
finirons par la présentation des recommandations d’usage des tests pour imputer un épisode abortif
a C. burnetii et d’autres besoins actuels majeurs, en particulier en matiere d’évaluation du statut des
élevages dans un contexte de contréle avant I'introduction.

l. Performances des méthodes diagnostiques de la fievre Q

Parmi I’'ensemble des méthodes diagnostiques disponibles, celles qui sont recommandées par I'EFSA
[5, 6] et par I'OIE sont les méthodes PCR et ELISA (Tableau 1, OIE, 2018). Les premiéres sont des
méthodes directes permettant de mettre en évidence ’ADN de I’agent bactérien mais ne garantissant
toutefois pas la viabilité des bactéries détectées. Les secondes sont des méthodes indirectes révélant
la présence d’anticorps spécifiques indicatrice d’une infection en cours ou passée par C. burnetii. Si en
médecine humaine le diagnostic de fievre Q est individuel, une interprétation des résultats d’analyses
a I'échelle du groupe est considérée comme préférable chez les ruminants, du fait des risques de faux
négatifs en détection directe comme indirecte a I'échelle individuelle [7]. En outre, bien qu’en
médecine humaine, la mise en évidence d’une réponse immunitaire cellulaire soit utilisable pour
diagnostiquer certaines formes des infections par C. burnetii [8, 9], aucune méthode équivalente n’est
a ce jour disponible en routine pour une utilisation chez les ruminants domestiques, certaines
applications existent dans des contextes de recherche [10, 11].



Tableau 1 : Méthodes diagnostiques disponibles pour le diagnostic des infections par C. burnetii en fonction de leur objectif.

Source [7]
Objectifs
Démontrer Démontrer . R ) . . . Evaluation du statut
) , Contribuer a Confirmation Estimation . . )
. I'absence I"absence . , ) immunitaire d’'un
Méthode ). . ). . la mise en d’une d’une o ,
d’infection d’infection - , individu ou d’une
N place de plan suspicion prévalence, . RN
dans une d’un o o . population suite a la
. s d’éradication clinique surveillance L
population individu vaccination
Méthodes diagnostiques directes = mise en évidence de C. burnetii
PCR +++ n/a +++ +++ ++ +1
Culture + n/a + - + -
Coloration + n/a + + + -
Génotypage n/a n/a n/a n/a n/a n/a
Méthodes diagnostiques indirectes = mise en évidence de la réaction immunitaire
ELISA +++ n/a +++ ++ +++ +++
IFA ++ n/a ++ ++ ++ ++
CFT - n/a - ++ + +

Légende : +++ = Méthode recommandée ; ++ = Méthode convenable ; + = Méthode utilisable dans certaines situations, mais
son codt, sa fiabilité ou d’autres facteurs limitent sérieusement sont utilisation ; - = Méthode non appropriée pour cet objectif ;
n/a = Non applicable ; 1 la confirmation du statut « immunisé » doit étre accompagnée d’un (échelle individuelle) ou plusieurs
(échelle troupeau) test(s) PCR démontrant I'absence d’excrétion vaginale lors de la mise bas ultérieure.

PCR = polymerase chain reaction ; ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay ; IFA = indirect imnmunofluorescence assay ;
CFT = complement fixation test

Pour chacun des objectifs présentés dans le tableau 1, des protocoles standardisés manquent. Ces
protocoles doivent étre constitués a minima d’un plan d’échantillonnage dans les élevages concernés,
d’un plan d’analyses de laboratoires et des grilles d’interprétation des résultats. L'un des points les
plus critiques de ces protocoles est la connaissance des performances des méthodes d’analyses
utilisées.

a. Description des méthodes PCR

Les méthodes PCR permettent de mettre en évidence I’ADN de C. burnetii dans un échantillon, apres
extraction des ADN totaux et amplification par PCR a I'aide d’un jeu d’amorces qui cible une séquence
du chromosome de C. burnetii de fagon spécifique. Diverses méthodes de PCR temps réel, basées sur
des kits (ou réactifs) d’extraction d’ADN et de PCR, sont disponibles et présentent des variantes en
termes de méthodes d’extraction et d’amorces. Leurs limites de détectabilité étant de I'ordre de 200
a 2 000 bactéries par mL de suspension ou par écouvillon, les PCR constituent les méthodes de mise
en évidence directe de la bactérie les plus sensibles analytiquement (tableau 2). Elles peuvent étre
réalisées sur divers types de prélevement (matrices biologiques), et permettent de détecter les
bactéries de Coxiella burnetii, voire de quantifier la concentration bactérienne dans I’échantillon [7].
Pour garantir un niveau de performance analytique adéquat, des validations doivent étre réalisées
pour chaque matrice [3, 12]. La validation de ces méthodes implique la détermination de leurs limites
de détection (PCR qualitative), leurs exactitudes et leurs limites de quantification (PCR quantitative,
PCRq).

Des méthodes PCR, basées sur kits commerciaux, ont été progressivement mises en place en France
depuis 2012 pour le diagnostic d’avortements en série et le diagnostic du statut excréteur d’un élevage
(tableau 2). Pour chagque méthode, on distingue trois types d’utilisation possibles : la PCR quantitative
(permettant d’estimer une charge bactérienne), la PCR dite relative a un « seuil clinique abortif »
(permettant d’estimer l'imputabilité d’'un avortement), et la PCR qualitative (donnant un résultat
binaire, « détecté » vs « non détecté »). Les types « quantitatif » et « relatif » sont recommandés pour
le diagnostic d’avortements et la PCR de type « qualitatif » est utilisée plutot en dépistage [13, 14].
Par exemple, certains laboratoires connaissant un nombre faible de résultats positifs optimisent les



couts d’analyses : ils réalisent un dépistage puis reprennent les analyses uniquement sur les
échantillons trouvés positifs. L’historique de cette mise en place est présenté ensuite (chap Il).
Tableau 2 : Description et caractéristiques de performance validées des tests PCR commercialisés pour le diagnostic des
avortements par C. burnetii chez les ruminants domestiques (matrices vaginale/endocervicale et placentaire).
Méthode compléte : Performances validées
(Exactitude maximale définies
§ PCRq +0,70 log10/mL, PCRr +2,33 Ct)
2 o . . Fidélité en PCR
g Kit d'Extraction ADN Kit PCR LDrmethode LQ::hci,:: en relative (Ct) Type de PCR
2 (copies GE/r:L - MRSl au | MRSI au
GE/mL) log10/mL) seuil 10* | seuil 103
. GE/mL | GE/mL
manuel: Qiamp DNA mini kit VetMAX™ C.burnetii Validé:
+ +
o (Qiagen) Absolute Quant Kit 200 L6 2hes S Quialitatif,
<2 (FQPAQ) Quantitatif
i < . + + !
L; % robot: MagMAX CORE (cible: Coxiella burnetii 700 900 (2,95) +0,90 +0,62 Relative
g & manuel: Qiamp DNA mini kit VetMAX™ Ruminant
£ & ’ (Qiapen) Abortion Screening Kit 500* 900* (2,95) +0,35* +1,19* Autorisé* :
zE < (SARP) Qualitatif,
Z o . L VetMAX™ C. burnetii & Quantitatif,
0o un ©
2 IR Q(ugirgpelil)\lA L T g 500* 900* (2,95) | #0,35% | +1,19* Relative
. (TFQQCHP)
manuel: erfnp DNA mini kit 40,54 1,01
(Qiagen) ADI143 300 500 (2,69)
manuel: Nucleospin tissue ADIAVET COXIELLA REAL ’ +023 +0.55
8 (Macherey Nagel) TIME - -
o 8 robot: Billes magnétiques (cible: C. burnetii) . . Validé:
o Eo ARN/ADN (Bio-X-Diagnostics)b >00 PR 1,02 *1,40 Qualitatif,
oo
O Qi — itatif
2 2 manuel erfnp DNA mini kit 40,57 40,67 QuantlFatl )
<% (Qiagen) 418025 300 500 (2,69) Relative
3 manuel: Nucleospin tissue ADIAVET CHLAMCOX ’ +031 +041
(Macherey Nagel) REAL TIME (C. burnetii et - -
robot: Billes magnétiques Chlamydia abortus)
+ +
ARN/ADN (Bio-X-Diagnostics) >00 R +1,04 *1,40
manuel: C)ila?;peli]l;lA mini kit o T kit Coel 0,41
e 1o-1 kit Coxiella 400 500 (2,69)
robot: BioExtract SuperBall burnetii 4053 non
(BioSellal) BIOTK016 - réalisé
— :Bi cible: C. burnetii idé:
5 manuel B|9Extract Column ( ) 600 800 (2,90) 0,42 VaI!de.
T (BioSellal) Qualitatif,
,‘S manuel: Qiamp DNA mini kit Quantitatif,
=) K . . ) +0,35 X
(Qiagen) Bio-T kit Coxiella 400 500 (2,69) Relative
robot: BioExtract SuperBall burnetii & Chlamydia ! non
) +0,45 T
(BioSellal) abortus réalisé
I: BioE I BIOTK039
manue |9 xtract Column 600 800 (2,90) 40,39
(BioSellal)
manuel: Spin Universal
+ +
SPIN50/250 (ID Gene™) 0,74 *0,59
. H i H T™M
ropot. Mag Universal Extraction | Kit IDQF (ID .Gene Q 0,61 0,79
Kit MAG192/384 (ID Gene™) Fever Triplex)
robot: Mag Fast Extraction Kit Validé:
+ +
E MAGFAST384 (ID Gene™) - 500 (2,69) 0,57 *0,53 Qualitatif,
k=) manuel: Spin Universal ’ 1078 1067 Quantitatif,
SPIN50/250 (ID Gene™) 5 - - Relative
- - Kit IDQFCH (ID Gene™)
robot: Mag Universal Extraction Q Fever-Chlamydophila +0.48 +0.80
Kit MAG192/384 (ID Gene™) o ydop = =
robot: Mag Fast Extraction Kit 40,58 40,74
MAGFAST384 (ID Gene™)

Limites d’incertitude maximale de +0,70 log10/mL en PCRq sur I’ensemble du domaine de quantification validé
(de <103 GE/ml a = 10° GE/ml) et, de +2,33 Ct au seuil en PCR relative.




* Les kits "VetMAX™ Ruminant Abortion Screening Kit » et « VetMAX™ C. burnetii & Chlamydophila spp. » n’ont
pas été validés a proprement parlé mais ils sont autorisés dans le cadre du diagnostic des avortements par C.
burnetii car ils ont été comparés en PCR quantitative et en PCR relative a une méthode validée.

I Mise en évidence d’une excrétion de C. burnetii par PCR

La mise en évidence d’une excrétion ou de la présence d’une infection chez des animaux
asymptomatiques est limitée (car incertaine) en dehors d’un contexte de mises bas, car I'excrétion par
voie vaginale peut diminuer rapidement post-partum, et I'excrétion dans le lait et les féeces est
intermittente. Le choix de la matrice a prélever et a analyser doit tenir compte de ces cinétiques et
intermittences de I'excrétion bactérienne. Il peut également s’avérer pertinent de multiplier les
matrices prélevées pour augmenter la probabilité de détection[11, 15—-17]. Des analyses PCR peuvent
aussi étre pratiquées sur écouvillons au niveau nasal [18] ou trachéal [19], mais aucune étude n’a été
réalisée sur l'infection de ces sites (cinétique, fréquence et distribution) et sur les performances de la
PCR (effet matrices). Ainsi, bien que trés sensible d’'un point de vue analytique, la PCR est
probablement peu sensible d’un point de vue diagnostique en dehors d’un contexte post-avortement
ou post-partum (7 jours maximum), du fait de la diversité des voies d’excrétion possibles et de
I'intermittence des excrétions, pour détecter des animaux infectés et potentiellement excréteurs. La
PCR présente donc un risque de faux négatifs élevé qui n’est, a notre connaissance, pas quantifié a ce
jour. Autrement dit, si la sensibilité analytique de la PCR est bonne et peut étre déterminée, les
estimations de la sensibilité diagnostique sont nettement moins évidentes et dépendent des
connaissances précises de la pathogeneése, incluant de nombreuses variabilités (especes animales
concernées, sites et moments de prélevements, individus, etc.).

En comparaison, le risque de faux positifs apparait nettement plus faible. La mise en évidence d’ADN
de la bactérie en faible quantité sur écouvillons vaginaux ou autres prélévements (lait, féeces) peut étre
due a des contaminations environnementales. Des précautions sont donc a suivre pour s’affranchir
des contaminations environnementales, sur le terrain lors des écouvillonnages vaginaux (voire de
cotylédons de placenta) et ensuite au laboratoire. Des fiches pratiques détaillant les modalités
optimales de réalisation et de gestion prélévements sont en acces sur le Web [20]. La détection d’ADN
de C. burnetii dans les prélevements de feces pose question, car elle pourrait étre liée a I'ingestion de
la bactérie présente dans I'environnement de I'élevage si celui-ci est fortement contaminé [21, 22],
notamment du fait de la consommation des placentas, dont les charges bactériennes peuvent
compter plus 10° bactéries par gramme. La PCR présente également un risque de résultats faux positifs
guand des réactions croisées existent avec des bactéries génétiquement proches de C. burnetii. A ce
jour, ce probléme est documenté uniquement pour les analyses portant sur les tiques, dont certaines
especes jouent un réle de vecteurs de la fievre Q [23—-26]. En effet, les tiques hébergent fréquemment
des bactéries symbiontes, appelées Coxiella-like endosymbionts ou CLE, dont ’ADN est amplifié par
les méthodes PCR habituellement utilisées pour détecter C. burnetii. Le séquengage des produits
d’amplification PCR est de ce fait indispensable pour différentier ces bactéries Coxiella-like de C.
burnetii et doit étre réalisé de facon systématique dans toute étude épidémiologique visant a évaluer
le réle des tiques dans I'épidémiologie des infections par C. burnetii [23, 24]. Des bactéries Coxiella-
like ayant été occasionnellement décrites chez quelques autres especes de vertébrés et d’invertébrés,
la possibilité de réactions croisées lors d’analyses sur des matrices autres que les tiques est
théoriquement possible mais elle reste probablement tres anecdotique ([23, 24, 27].

fi. Imputation d’un avortement a C. burnetii par PCR

Parmi les matrices utilisables, le préléevement de choix reste I'écouvillon vaginal (ou endocervical), qui
permet en outre de rechercher d’autres agents infectieux responsables d’avortement (Brucella spp,



Chlamydia spp., ...), avec un conditionnement peu encombrant et des manipulations appropriées pour
une sécurité biologique maximale lors du prélevement, de I'acheminement, et aussi lors de la
réception en laboratoire.

Cependant, la mise en évidence d’ADN de C. burnetii sur un écouvillon vaginal (ou sur tout autre
prélevement) ne permet pas de certifier que la bactérie est a I'origine de I'avortement, étant donné
que i) I'infection est enzootique en France chez les ruminants [28], et ii) certains animaux excrétent la
bactérie au moment de la mise bas, méme en I'absence d’avortement. Pour imputer un avortement a
une infection par C. burnetii, il est conseillé de quantifier les bactéries présentes dans I’échantillon et
de ne considérer I'avortement comme potentiellement imputable a la fievre Q qu’au-dessus de 10*
bactéries par écouvillon [29, 30]. Cette approche permet de repérer les cas avortés présentant une
colonisation bactérienne suffisamment élevée au niveau de la sphére génitale, le site pathologique
concerné, pour expliquer la cause dans I'avortement. Ce seuil de 10* (appelé « seuil clinique » dans la
suite du document) a été posé arbitrairement au regard des capacités analytiques intrinséques de la
PCR (limite de détection, exactitude) et des distributions des quantités observées sur une
expérimentation caprine avec reproduction d’avortements fievre Q. Les données permettant
d’évaluer le niveau de ce seuil devraient toutefois étre consolidées, notamment en fonction de chaque
espéce de ruminant.

De plus, au moins deux résultats PCR positifs doivent étre obtenus (deux individus ou des mélanges
correspondant strictement a trois individus) pour cibler les avortements infectieux en série, a
distinguer d’avortements sporadiques dont I'étiologie sera plus souvent non infectieuse [29, 31].
L'imputation d’un avortement a C. burnetii est donc basée sur une interprétation a I’'échelle d’un
groupe. Egalement, il est important de procéder par élimination de toutes les causes possibles pour
un diagnostic d’avortement, qui est une manifestation clinique non spécifique. On doit donc aussi
rechercher les autres causes infectieuses abortives. Tous ces éléments (prélevement de choix,
quantité de bactéries significative, diagnostic de groupe et différentiel) renforcent la spécificité
diagnostique, sans diminuer la sensibilité du diagnostic différentiel des avortements, ce qui tend a
diminuer le nombre de séries abortives sans conclusion diagnostique apres investigation.

Les modalités retenues sont mises a I'épreuve dans un dispositif qui a été progressivement déployé
en France depuis 2017 : I'Observatoire de Suivi des Causes infectieuses d’Avortements chez les
Ruminants domestiques (OSCAR) ®. Un bilan critique est élaboré chaque année [32] et est mis a
disposition sur le site de la plateforme nationale d’épidémiosurveillance animale [33]. Les démarches
diagnostiques mises en place dans le cadre d’Oscar sont détaillées dans la fin du document (cf.
recommandation d’utilisation des tests).

fi. Dépistage a I'échelle de I'élevage

La réalisation de tests a I’échelle de I'élevage peut étre motivée par différents objectifs qu’il est
important de prendre en compte pour choisir une méthode d’analyse, un plan d’échantillonnage et
une grille d’interprétation appropriés. Ainsi, la stratégie a mettre en ceuvre ne sera pas la méme selon
que 'objectif est, par exemple, de déterminer si au moins un animal du troupeau est infecté ou si un
troupeau présente une forte prévalence. Du fait de cette diversité de « statuts ciblés », I'évaluation
des performances diagnostiques des méthodes et la formulation de recommandations d’usages sont
complexes a I'échelle du troupeau.

1 https://idele.fr/oscar/
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Les méthodes PCR sont parfois utilisées sur le lait de tank dans les élevages laitiers afin d’évaluer la
présence d’animaux excréteurs de la bactérie parmi les femelles en lactation, soit lors d’études
épidémiologiques [34—37], soit dans le cadre de programmes de surveillance [22, 38, 39]. Le lait de
tank est un prélévement facilement accessible, et la réalisation d’une seule analyse pour |'élevage,
méme répétée, est avantageuse en co(t et en rapidité. Une limite néanmoins est que ce prélevement
n’est réalisable que dans les élevages laitiers. Les performances diagnostiques de la PCR sur lait de
tank, pour détecter un troupeau ou la bactérie C. burnetii est présente, n‘ont a notre connaissance
été évaluées que dans deux études portant uniquement sur les bovins [35, 40]. Bien que ces deux
études s’appuient sur une méme méthode de laboratoire, leurs résultats sont difficilement
comparables, car les critéres pour considérer un troupeau comme positif (statut ciblé) divergent : plus
de 10% de bovins excréteurs dans I'une [35] et au moins un bovin excréteur dans |'autre [40]. Des
études complémentaires sont donc nécessaires, d’une part pour étayer ces résultats pour les bovins,
et d’autre part pour estimer les performances de cette méthode pour les caprins, voire les ovins.
Toutefois, sur la base des données disponibles a ce jour, il semble que la recherche d’ADN de C.
burnetii dans le lait de tank soit une méthode spécifique a I’échelle du troupeau (en dehors de la mise
en place récente d’une vaccination contre C. burnetii dans I'élevage [41]), étant donné gqu’un résultat
PCR positif sur lait de tank est associé a la présence d’au moins un individu excréteur [40]. En revanche,
la sensibilité d’un test PCR sur lait de tank pour détecter un troupeau positif semble varier en fonction
de la proportion d’individus excréteurs : ainsi, la proportion d’élevages positifs sur le lait de tank
observée par Musken et al. (2011) est inférieure a 50% lorsque la proportion d’individus excréteurs
est inférieure a 10% [35] et supérieure a 80% lorsque la proportion d’individus excréteurs est
supérieure a 10% [35]. Ces résultats suggerent que le risque de faux négatifs est élevé lors d’une
analyse PCR sur le lait de tank, notamment dans les troupeaux a faible prévalence. S’ajoute également
une possible variabilité temporelle des résultats, en lien avec le fait que I’excrétion individuelle dans
le lait est intermittente [17, 42, 43].

Des analyses PCR peuvent également étre réalisées a partir de prélevements environnementaux [44],
tels que des poussiéres de batiments d’élevages prélevées par chiffonnette [17, 18, 40, 45]. L‘avantage
de ce prélévement par rapport au lait de tank est qu’il constitue un indicateur de contamination des
élevages par C. burnetii a I'échelle du troupeau a la fois pour les troupeaux laitiers et pour les
troupeaux allaitants. Une étude considérant ainsi une grande variabilité d’élevages francais a permis
de montrer que la probabilité de détection de C. burnetii dans les poussieres de batiments est plus
grande dans les élevages caprins et ovins que dans les élevages bovins, et dans les élevages
récemment confrontés a des avortements imputés a la fievre Q par rapport a des élevages confrontés
a des avortements non imputés a la fievre Q [45, 46]. Des recherches ont été effectuées, et d’autres
sont en cours, pour déterminer dans quelle mesure la charge bactérienne détectée dans les poussieres
peut servir de traceur de niveau de contamination et d’indicateur de risque d’exposition [17, 18].

Ces approches sont intéressantes mais encore exploratoires : des études avec des investigations
croisant plusieurs types de suivis en élevages sont nécessaires mais encore rares a ce jour [47].

b. Description des méthodes ELISA

Les tests ELISA reposent sur la mise en évidence d’anticorps dirigés contre C. burnetii. lls ont I'avantage
d’étre aussi sensibles que les tests d'immunofluorescence (IF) et leur réalisation peut étre automatisée
en laboratoire. L'ELISA est donc une technique réalisable a large échelle sur de nombreux échantillons
et est la plus utilisée a présent en santé animale [7]. A noter, la méthode de référence en médecine
humaine est une méthode d’IF « maison » uniqguement pratiquée au sein du CNR Coxiella (IHU,
Marseille). De plus, méme si, en médecine humaine, la différentiation des anticorps en IgM et I1gG



dirigés contre les bactéries de phase 1 ou 2 permet de différencier les infections aigués des infections
focalisées persistantes [48], cette interprétation n’est a ce jour pas validée en médecine vétérinaire
[7]. De plus, outre le manque notamment d’outils fiables pour distinguer les préparations d’antigénes
sérologiques de phase 1 et de phase 2, les études publiées sur le sujet en médecine vétérinaire posent
des questions méthodologiques sur la classification des différents types d’infections [47, 49-51]. Ces
tests sont donc, a ce jour, uniquement utilisés dans des protocoles de recherche et nous n’aborderons
pas plus en détail cet aspect des tests ELISA.

Plusieurs méthodes sont disponibles parmi chaque principe technique possible pour la sérologie
(ELISA, IF, ...). Actuellement, trois tests ELISA sont commercialisés en France et en Europe (tableau 3,
[13, 52] et peuvent étre utilisés sur lait ou sérum [53]. lls fournissent un résultat quantitatif en ratio
de densité optique, celui-ci étant d’autant plus élevé que la concentration d’anticorps dirigés contre
C. burnetii présents dans I’échantillon est grande. La valeur quantitative est transformée en résultats
semi-quantitatifs grace aux regles d’interprétation (seuils de positivité) fixées par les fabricants.
Certains tests incluent une gamme de résultats « douteux » séparant les résultats strictement positifs
et strictement négatifs (tableau 3). Cette zone correspond le plus souvent a I'incertitude diagnostique
au seuil, c’est-a-dire l'intervalle de confiance entre les populations positives et négatives, mais elle
peut représenter aussi I'incertitude de mesure analytique au seuil ou le cumul des deux incertitudes.
Les dossiers actuels de validation ne renseignent pas toujours sur la définition de cette zone.

Pour les trois tests ELISA, I'antigéne sérologique est un mélange de bactéries en phase 1 et en phase
2 dont les proportions sont définies pour chacun des tests. Ces deux phases correspondent a des LPS
(lipopolysaccharides) de longueur et conformation différente, associés a des protéines
caractéristiques, et exposés sur la surface bactérienne. La phase 2 correspond a la forme tronquée de
la phase 1. Les deux types de LPS présentent une immunogénicité, celle-ci étant particulierement forte
et persistante pour la partie de phase 2 qui est commune. Des différences entre les trois tests ELISA
existent du fait de la souche utilisée et, potentiellement des modalités de préparation (production et
purification, proportion du mélange en phases 1 et 2, contréles de lots). Les informations sur les
préparations ne sont pas partagées par les producteurs. Dans les trois cas, les antigénes étant issus de
la bactérie entiere, des réactions croisées sont possibles avec d’autres agents bactériens, par exemple
des genres Bartonella ou Legionella [54-56] et, probablement des bactéries Coxiella-like [23, 24, 27].

Tableau 3 : Description des trois tests ELISA commercialisés pour le diagnostic des infections par C. burnetii chez les ruminants
domestiques.

. . ID.Vet ID Screen®
Nom PrioCHECK™ Ruminant Q - Q
. IDEXX Q fever Ab test . fever indirect multi-
commercial Fever Ab Plate Kit .
species
Fabricant IDEXX ThermoFisher Scientific Innovative Diagnostics
Souche utilisée Isolée dans la tique
pour la Dermacentor andersoni Isolée a partir d’'une brebis Isolée a partir d’une vache
production (souche de référence Nine (France) (France)
d’antigéne Mile, USA)
. . Protéine G (fixant les IgG de Protéine G (fixant les I1gG
. , Anticorps secondaires . R . R
Conjugué ) . diverses especes de de diverses especes de
fixant des IgG de ruminants R .
mammiferes) mammiféres)
Seuil de ODR* < 30% : Négatif ODR < 40% : Négatif ODR < 40% : Négatif
positivité 30 < ODR < 40% : Douteux 40 < ODR < 100% : Positif + 40 < ODR < 50% : Douteux
(d’apres la 40 < ODR : Positif 100 < ODR < 200% : Positif ++ 50 < ODR < 80% : Positif
notice du 200 < ODR : Positif +++ 80 < ODR : Fort positif
fabricant)

*ODR : Ratio de Densité Optique
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L’évaluation des performances analytiques des méthodes ELISA est complexe, car a la différence des
méthodes PCR, leur loi dose-réponse (relation entre la quantité d’anticorps et résultats quantitatifs
de I'ELISA) suit une relation sigmoide dont la forme dépend de I'affinité entre les anticorps et
I'antigéne utilisé [57]. De plus, les fabricants disposent de sérums pour lesquels les renseignements
sont insuffisants, les collections de sérums de statuts connus et représentatifs sont difficiles a
constituer, du fait de I'absence de méthode de référence pour caractériser simplement des infections
naturelles et de la lourdeur des infections expérimentales en animalerie A3 sur des ruminants. Les
collections acquises sont généralement caricaturales avec d’une part des sérums tres positifs et
d’autre part un nombre limité de sérums vrais négatifs car ces derniers sont difficiles a qualifier. En
outre, les collections manquent de représentativité en termes d’espéces animales et de territoires.
Enfin, alors qu’il est relativement simple de préparer des solutions contenant une concentration
définie en bactéries cibles, il est beaucoup plus complexe, voire impossible, de préparer des solutions
contenant des concentrations connues en anticorps spécifiques. La validation des performances
analytiques des méthodes ELISA est donc, de fait, beaucoup plus complexe que pour les méthodes
PCR.

Les performances diagnostiques des trois méthodes sérologiques ont été récemment évaluées en
France grace a la modélisation de leurs résultats croisés sur prés de 4500 sérums, de statuts inconnus,
issus de 450 élevages représentatifs en ovins, bovins et caprins prélevés dans 10 départements
couvrant la diversité des types de productions [58]. Cette approche de modélisation a permis de palier
al'absence de méthode de référence. Les résultats de cette étude (tableau 4) ont montré que les trois
tests ELISA ont des sensibilités modérées a bonnes et des spécificités élevées, mais imparfaites. En
outre, les performances de chacun des trois tests ne sont pas équivalentes dans les trois especes de
ruminants domestiques. Par exemple, les sensibilités des tests ELISA sont globalement plus basses
chez les ovins (allant jusqu’a moins de 40% pour le test IDEXX) et leurs spécificités sont moins élevées
chez les bovins (94,8% pour le test ID.Vet).

Tableau 4 : Médiane et intervalle de crédibilité a 95 % des valeurs de sensibilité et spécificité estimées par le modele (Lurier
et al. 2021) pour les trois tests ELISA commercialisés pour le diagnostic sérologique des infections par C. burnetii.

Bovin Caprin Ovin

IDEXX Q fever Ab | S€ | 72,0[61,8;80,8] 59,2 [53,5 ; 64,1] 39,3 [30,7 ; 47,0]

test Sp | 9591[94,2;97,7] * 99,1[98,2 ; 99,7] 99,2 [98,5 ; 99,7]

PrioCHECK™ Se | 61,9[51,7;71,8] 75,2 (68,4 ; 79,9] 53,8 (43,3 ; 61,8]
Ruminant Q Fever

Ab Plate Kit Sp | 97,5[96,2;98,7] 99,1 [98,1; 99,7] 98,4 [97,4 ; 99,3]

ID.Vet ID Screen®Q | se | 89,0(78,5 ; 94,1] 90,5 [83,3 ; 93,8] 86,9 [71,2 ; 93,6]

fever indirect
multi-species Sp | 94,8[92,1;97,8] 96,0 [93,7 ; 97,6] 98,5 [97,3 ; 99,4]

* La spécificité du test IDEXX peut étre moins élevée dans certaines zones géographiques chez les bovins [58]

Ces performances de sensibilité et spécificité diagnostiques évaluées concernent des applications de
dépistage et des enquétes épidémiologiques. Des collections de sérums représentatives et ciblées
seraient requises pour estimer les performances vis-a-vis des divers stades et formes d’infection.

I Diagnostic sérologique et détection des infections par C. burnetii

Au-dela des possibles erreurs diagnostiques caractérisées par les sensibilité et spécificité des
méthodes, la principale limite pour I'interprétation du résultat des tests sérologiques est la longue
persistance des anticorps aprés I'infection. La présence d’anticorps dirigés contre C. burnetii peut étre
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le reflet d’une infection antérieure de I'animal par C. burnetii sans possibilité ni de dater I'ancienneté
de l'infection ni de déterminer si I'infection, qui peut parfois durer plusieurs années [59, 60], est
toujours active ou latente et a risque de recrudescence [61].

De nombreux cas d’individus excréteurs de C. burnetii, mais négatifs en ELISA, ont également été
rapportés a la fois avec le test IDEXX (Natale et al., 2012; Rousset et al., 2009), le test PrioCHECK (de
Cremoux et al., 2012; Djerbib et al., 2018; Guatteo et al., 2007) et le test ID.Vet (Joulié et al., 2017).
Certains de ces cas pourraient étre expliqués par une infection ancienne avec des niveaux d’anticorps
non détectés selon les seuils des tests utilisés, ou par une infection récente (séroconversions non
détectées, cinétiques variables selon les individus). Néanmoins ces individus séronégatifs peuvent
représenter une part importante des excréteurs (Djerbib et al., 2018; Rousset et al., 2009) et des
individus séronégatifs et excréteurs de facon répétée pendant plusieurs mois sont également
rapportés (Guatteo et al., 2007). On peut supposer que les antigénes utilisés dans les tests
sérologiques ne permettent pas toujours de détecter la diversité des anticorps synthétisés en réponse
aux diverses souches circulantes de C. burnetii (voir Spécificité analytique et notion « inclusivité » dans
le glossaire). Il est aussi possible, en lien avec le caractére intracellulaire de la bactérie, que la réponse
immunitaire humorale ne soit pas prépondérante chez certains individus qui pourraient alors rester
séronégatifs méme apres une infection par C. burnetii [10, 11]. De ce fait, I'interprétation d’un résultat
sérologique isolé sur un animal n’est pas pertinente, et le dépistage sérologique doit toujours étre
réalisé a I'échelle d’'un groupe d’individus pour pouvoir étre interprété.

En outre, il est important de garder en téte que, en I'absence de test sérologique DIVA (pour
Differentiating Infected from Vaccinated Animals) permettant de différentier les animaux
naturellement infectés des animaux vaccinés, les individus vaccinés sont séropositifs en ELISA apres
vaccination, ce qui complique I'interprétation des résultats dans les troupeaux ayant mis en place un
plan de vaccination ou ayant introduit des animaux vaccinés.

fi. Dépistage sérologique a I'échelle du troupeau

Actuellement, deux types de plans de dépistage sérologique sont classiquement préconisés et utilisés
en France :

- Le plan « N=15 », qui vise a détecter tous les troupeaux séropositifs, dans le cadre duquel 15
individus sont prélevés par troupeau, ce dernier étant considéré séropositif si au moins un
individu est testé positif. Ce plan a été utilisé lors de I'enquéte sérologique réalisée entre 2012
et 2015 dans 10 départements frangais [28, 66]. C’'est également celui retenu pour la
recherche des élevages susceptibles de représenter un risque zoonotique lors de la survenue
de cas humains groupés [67].

- le plan « OSCAR », qui vise a identifier les troupeaux a forte séroprévalence, dans le cadre
duquel 6 bovins ou 10 ovins/caprins sont prélevés par troupeau, ce dernier étant considéré
séropositif si plus de la moitié des individus prélevés sont testés positifs. Ce plan a été établi
pour le dépistage sérologique de la fievre Q chez les congéneéres de femelles avortées dans le
cadre du dispositif Oscar [68, 69].

A notre connaissance, les performances diagnostiques a I'échelle de I'élevage du plan de dépistage
sérologique « OSCAR » pour compléter les résultats de diagnostic par PCR et imputer ou non des
avortements a C. burnetii n’ont pas été évaluées a ce jour. Le plan de dépistage sérologique « N=15 »
a une sensibilité a I'échelle du troupeau élevée (86 a 99% en fonction de I'espece et du test

......

IDVET a 89% chez les ovins avec le kit IDEXX [58]. Cela en fait un plan de dépistage intéressant pour
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identifier des troupeaux potentiellement séropositifs, mais ces résultats doivent donc étre confirmés
par d’autres méthodes si I'on veut confirmer la présence de C. burnetii dans |'élevage. D’autres plans
de dépistage sérologique présentant un meilleur compromis entre les Se et Sp a I’échelle du troupeau
peuvent étre proposés. Ainsi, le nombre optimal d’individus a prélever pour maximiser a la fois les
sensibilité et spécificité a I’échelle du troupeau a été estimé pour chaque test et chaque espece a
partir des estimations des Se et Sp a I’échelle individuelle. Ces résultats sont disponibles dans I'article
scientifique libre d’acces correspondant (Lurier et al., 2021).

Les méthodes ELISA sont parfois réalisées sur le lait de tank pour évaluer le statut sérologique des
troupeaux laitiers ou estimer la proportion de femelles en lactation séropositives [35, 36, 70, 71].
Malgré une bonne corrélation entre les résultats obtenus sur des prélevements de sérum et de lait
réalisés sur les mémes individus au méme moment (Joulié et al., 2017; Paul et al., 2014), la corrélation
entre le niveau d’anticorps mesurés dans le lait de tank et la proportion d’animaux séropositifs en
lactation peut étre modérée (Taurel et al., 2012). Les performances de ces méthodes appliquées sur
le lait de tank pour évaluer le statut de I'élevage n’ont, a notre connaissance, pas été évaluées a ce
jour.

1. Contributions du LNR sur la qualité des résultats diagnostiques

Des concertations sont actuellement conduites par I’Anses afin de proposer une évolution importante
du dispositif pour les controles des tests commercialisés (également appelés kits ou réactifs) en santé
animale. Le nouveau dispositif sera opérationnel lorsque le ministere chargé de I'agriculture aura
publié un arrété ministériel qui définira le lien entre les catégories relatives aux modalités de contréle
des réactifs (normes AFNOR U47-310 et -311, — A : aucun contrdle — B : contréle initial du réactif — C
contrdle initial et contréle des lots) et les maladies infectieuses catégorisées par ailleurs dans la Loi de
Santé Animale (LSA, réglement européen 2016/429), entrée en vigueur en avril 2021.

Les kits diagnostiques pour la fievre Q ont été commercialisés sans aucun agrément par le ministere
en charge de l'agriculture. C'est pourquoi, de fagcon proactive, le LNR fiévre Q s’implique depuis
plusieurs années auprés des fabricants de kits et des laboratoires d’analyses, dans le respect des regles
d’impartialité avec le secteur privé, pour contribuer a mieux cadrer des exigences communes. De plus,
la nouvelle LSA implique un changement important : la fievre Q passe du statut de Danger sanitaire
de catégorie 3 (DS3) en France a celui de catégorie E, ce qui signifie qu’elle doit faire I'objet d’une
surveillance obligatoire sur le territoire. Un bilan est dressé ici sur les actions conduites jusqu’a présent
par le LNR, et qui s’avérent en adéquation avec les futures évolutions du dispositif frangais de
controles des réactifs diagnostiques et les révisions des normes.

a. Evaluation des performances analytiques initiales
PCR

Dés 2011, conjointement a la parution de la norme ad-hoc (AFNOR U47-600 relative a la PCR en santé
animale), des méthodes PCR sur matrices vaginale et placentaire, prélevées sur écouvillon, ont été
validées pour le diagnostic d’avortement par deux producteurs de kits, Adiagene (BioX Diagnostics) et
LSI (Thermofisher) [73]. Pour cela, un cahier des charges a été établi par le LNR d’apres les modalités
diagnostiques posées et les besoins de performance attendus [29, 30]. La mise en oceuvre en
laboratoire a été vérifiée grace a une série d’essais suivie par le LNR, ce qui a conditionné I'agrément
de 10 laboratoires par la DGAL pour la réalisation de ces analyses en 2012 [73]. Pour ces 2 premieres
étapes, les matériaux de référence (MRs) ont été fournis par le LNR aux producteurs de kits et aux
laboratoires.
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Pour le suivi de la qualité des analyses en routine, le LNR a proposé une carte de contréle basée sur
un matériau de référence interne (MRI) commun, préparé de fagon standardisée a partir du MR
bactérien du LNR, calé au seuil d’interprétation de chaque kit et permettant de tracer I'exactitude des
résultats (voir le terme « exactitude » dans le Glossaire). Les données obtenues pour les MRI traceurs,
durant les 3 années d’un programme pilote de surveillance, ont été remontées par les laboratoires
agréés et ont été exploitées : I’harmonisation entre toutes les méthodes PCRq a été vérifiée et les
limites maximales de variabilité des mesures ont été confortées (+0,70 logio). De plus, ces résultats
ont ensuite permis de mettre en ceuvre une PCR « relative au seuil d’interprétation » correspondant
au « seuil clinique abortif » (voir paragraphe « Imputation d’un avortement a C. burnetii par PCR »),
qui est moins couteuse que la PCR quantitative et suffisamment informative pour le diagnostic
d’avortement de la fievre Q. Ce nouveau type de PCR ayant été intégré a la révision de la norme AFNOR
U47-600 en 2015, le LNR a ensuite accompagné les fabricants pour les validations des PCR relatives
pour C. burnetii (comme en 2011 pour les PCR quantitatives). La validation d’'une PCR « relative »
implique la détermination de la fidélité au seuil d’interprétation, en plus de la validation tous les
parameétres requis pour la PCR quantitative. Le LNR a élaboré des consignes spécifiques aux
laboratoires d’analyses vétérinaires pour la restitution des résultats, en particulier a ceux impliqués
dans le réseau OSCAR [13].

Cet accompagnement auprés des producteurs de kits a été complété par des validations d’autres
méthodes de performances équivalentes (Biosellal et IDvet/Innovative diagnostics), des évolutions
des dossiers de validation existants avec des méthodes d’extraction supplémentaires (tableau 2). A ce
jour, deux types de prélévement sont reconnus pertinents et validés pour rechercher la cause d’une
série d’avortements par PCR :

- Ecouvillon vaginal (ou endocervical), prélevé dans les 7 jours au maximum apreés avortements,
- Ecouvillon placentaire, effectué sur 3 cotylédons différents d'un méme placenta de
préférence collectés in utero.

Les validations n’ont pas été réalisées sur les organes de I'avorton (foie, poumon, rate ou contenu
stomacal). Ces derniers sont encore toutefois utilisés par les vétérinaires pour le diagnostic différentiel
des avortements sur la base de connaissances empiriques. Les limites liées a ces prélevements sont le
manque de connaissance de la pathogeneése de la fievre Q au niveau de I'avorton, et pour les organes
en particulier, la difficulté a assurer un prélevement représentatif. Le risque de faux négatifs apparait
donc élevé, ce qui affecte la sensibilité diagnostique. A I'inverse, on considére que la spécificité
diagnostique est de 100% : si C. burnetii est détecté dans I'avorton, I'avortement peut étre imputé a
la fievre Q.

Les notices des fabricants pour les méthodes validées et commercialisées mentionnent les consignes
du diagnostic abortif de la fievre Q (types de prélévements et préparations, seuils d’interprétation).
Une vérification documentaire est réalisée par le LNR pour garantir la cohérence entre les notices. Ces
derniéres années, le LNR encourage les producteurs a réaliser les validations analytiques sur d’autres
matrices, comme les féces ou les poussiéres de batiments d’élevage.

ELISA

L’action principale du LNR a été de proposer, aux fabricants de kits, un matériau de référence calibrant
(MR sérum calibrant pour ELISA, voir définition « Matériau de référence » dans le Glossaire) pour
contribuer a une meilleure standardisation de la méthode ELISA, I'un des facteurs clés pour la qualité
des résultats produits (restitution semi-quantitative relativement au seuil).
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Ainsi, des modalités de contréles qualité des lots de kits (voir définition dans le Glossaire) ont été
convenues avec les fabricants afin de garantir des résultats quantitatifs reproductibles dans la zone
critique du seuil de positivité et d’avoir la connaissance de la variabilité des mesures dans cette zone
[74]. Un plan d’expériences et de calculs similaire a été ainsi intégré aux contréles qualité de lots pour
les trois fabricants afin de présenter les données de variabilité de chaque nouveau lot sur le certificat
(répétabilité intra-plaque sur environ 30 répliques, reproductibilité inter-plaques sur 3 essais
indépendants, valeur moyenne). Durant plusieurs années, chaque fabricant avait en charge de
préparer des matériaux de référence internes (MRI), par dilution du MR commun, a deux niveaux
proches du seuil de positivité de son kit ELISA (un plutdt au-dessus et un plutét au-dessous). Chaque
fabricant de kits ayant choisi son seuil de positivité sans possibilité d’harmonisation avec les autres
kits, les MRI calibrant associés a chaque kit sont réalisés a des dilutions différentes (par exemple le
niveau le plus élevé correspond a un MR pur pour le test IDEXX, dilué au 1/2 pour le test PrioCHECK
et dilué au 1/4 pour le test ID.Vet). Les trois tests commercialisés détectent donc des concentrations
en anticorps différentes sur un méme sérum (plus faible pour le test ID.Vet et plus élevée pour le test
IDEXX).

L'observation des données sur de nombreux lots, successivement produits pour chaque kit, avec un
méme plan d’expérience et un seul MRI calibrant testé, a permis de proposer des critéres fixes sur
I'incertitude analytique au seuil. Dorénavant, les résultats du MRI calibrant au seuil permettront
I'acceptation d’un nouveau lot, pour sa distribution aux clients, si les résultats d’essais de
reproductibilité définis présente un coefficient de variation acceptable et que la moyenne est
comprise entre les limites de variabilité maximales par rapport a une valeur attendue (fiche de
consignes sur les lots de chaque kit ELISA a venir sur la page Anses Sophia-Antipolis). Les nouveaux
certificats de lots, spécifiant les criteres d’acceptation du MRI calibrant, sont mis en place courant
2022. Auparavant, les habitudes des laboratoires d‘analyses étaient d’ouvrir une carte de contréle
pour chaque nouveau lot de kit ELISA, suggérant des variabilités significatives entre lots. Grace a ces
nouvelles dispositions, le laboratoire utilisateur est encouragé a mettre en place une carte de contréle
de la méthode ELISA utilisée, tous lots confondus, en se basant sur un contrdle autour du seuil de
positivité pour tracer la reproductibilité, mais aussi la justesse de ses résultats d’analyses.

De plus, certaines pistes peuvent a présent étre envisagées grace a des approches de modélisation
pour contribuer a I’harmonisation des méthodes afin de limiter les résultats discordants entre elles et
de permettre au LNR de proposer un MR de détectabilité en ELISA [75].

b. Maintien des performances analytiques a I'échelle d’un réseau de laboratoires

Le laboratoire d’application met en ceuvre les moyens nécessaires afin de ne pas dégrader les
performances initiales validées ou évaluées. Il utilise une méthode standard (lots de kits calibrés,
mode opératoire figé) et s’assure que les performances sont maitrisées et maintenues en suivant les
recommandations et exigences pronées dans le cadre des accréditations de méthodes (norme 1SO
17025). Le LNR contribue a deux types de vérification avec les laboratoires :

L'inclusion, au sein de chaque série d’analyses, d’un MRI traceur permet de suivre ses résultats au sein
d’une carte de contréle. Il s’agit d’'une évaluation interne en continu, afin d’anticiper les dérives
progressives ou d’alerter en cas de défaut ponctuel majeur qui impacte les résultats d’analyses. Outre
les MRs fournis par le LNR, des propositions sont également émises pour I'élaboration des cartes de
contréle. En PCR, la carte de contréle est basée sur un MRI dont la valeur est connue (seuil de 10*
bactéries par écouvillon préparé selon un protocole commun a partir du MR bactérien du LNR) et dont
les limites maximales d’acceptation sont définies (0,70 logio exigées pour les validations initiales).
Cette carte permet une exploitation immédiate dés son ouverture. En ELISA, des progrés seront
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proposés avec I'élaboration d’une carte de contrdle « tous lots ». Cette approche est cohérente avec
I'utilisation d’une méthode standardisée et est aussi plus efficiente qu’une approche par lot. Elle
permet de ne pas avoir a renouveler, pour chaque lot, la phase d’entrée pour fixer les limites
d’acceptabilité du résultat du traceur, qui nécessite de capitaliser au moins 30 séries d’analyses
indépendantes et est rarement réalisé en pratique.

Le LNR organise aussi une évaluation ponctuelle externe de |'aptitude des laboratoires a obtenir des
résultats corrects a partir d’'un panel d’échantillons [73, 74]. Ces essais inter-laboratoires d’aptitude
(EILA) portent sur I’'ensemble des tests PCR et ELISA commercialisés pour le diagnostic de la fievre Q
chez les ruminants domestiques (respectivement pour plus de 50 et 70 participants). Un rapport
général anonymé est produit : chaque laboratoire est évalué individuellement et peut comparer ses
performances avec celles des autres laboratoires participants au méme EILA et donc mieux
appréhender si des progres sont possibles. De plus, la démarche permet d’observer la cohérence des
données produites a I'échelle d’un réseau de laboratoire, et donc de connaitre la qualité des données
pour une surveillance nationale.

Pour résumer, la tableau ci-dessous illustre I’état des avancées sur la qualité des résultats produits par
les laboratoires d’application.
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Tableau 5 : Avancées en matiére de standardisation des méthodes diagnostiques pour la fievre Q, leurs validation et
maintien des performances (X1 : réalisé ; O non réalisé ; X1 en cours de réalisation)

Actions et outils PCR (temps réel) ELISA (indirect)
Pour les validations Pour la calibration des lots
Matériaux de (MR bactérie et MR ADN (autour de chaque seuil de positivité
référence génomique) des 3 kits)
communs a Pour les analyses Pour I’harmonisation
disposition (MRI bactérien au seuil des seuils de positivité O
clinique) (étalon de détectabilité)
Méthodes basées sur kits , , . -
validées pour le diagnostic Méthodes basées sur kits validées
. our I'épidémiologie
Validations abortif (normes AFNOR) P R b .. &
- (modeles statistiques)
et/ou
évaluations des D’autres matrices ,
m biologiques Recherches en vue d’'une méthode
PN gld N O ou un antigéne sérologique de O
(lait, féces, poussiéres) "
référence
Essais d’adoption des s
o Essais bilatéraux
performances initiales au - e
. (utilisant les panels qualifiés d’EILA)
laboratoire
Plans pour le Standardisation de chaque kit en tant
maintien des Cartes de contro!e que mAeth9de N O
performances (PCRq et PCR relative) (carte de controle a améliorer :
« tous lots »)
EILA r'egullers EILA r.egullers
(depuis 2017) (depuis 2001)

Si les méthodes PCR commercialisées sont standardisées, validées et harmonisées, et les moyens pour
le maintien des performances analytiques sont en place, des progrés sont encore nécessaires pour les
kits ELISA. La standardisation est en bonne voie, et 'harmonisation entre les méthodes ELISA constitue
le prochain enjeu [75]. Des recherches et développement sont également nécessaires pour mettre a
disposition un antigene sérologique de référence.

1. Recommandations d’usage des tests

La connaissance de performances analytiques et/ou diagnostiques sert de base a plusieurs groupes
d’experts pour émettre des recommandations d’usage de chaque méthode en fonction de I'objectif
d’utilisation des tests. Ainsi, étant données les limites inhérentes aux méthodes directes (excrétion
intermittente, diverses voies non concomitantes) et indirectes (délai d’apparition puis persistance des
anticorps, réimmunisation naturelle ou baisse de la concentration sérique, impossibilité d’utilisation
dans des troupeaux vaccinés), il est recommandé d’utiliser a la fois des méthodes directe et indirecte
pour évaluer les statuts des individus et des élevages [7]. La plupart des procédures de diagnostic et
de dépistage mises en place en élevage pour rechercher la cause d’un épisode abortif ou pour
rechercher la source de contamination de cas humains combinent a la fois I'utilisation de PCR, pour
rechercher des animaux potentiellement excréteurs de la bactérie, et d’ELISA, pour rechercher des
animaux préalablement infectés par C. burnetii (porteurs latents ou exposés et assainis).

17



a. Pour le diagnostic différentiel des avortements

Dans un contexte abortif (comme dans le cadre du dispositif OSCAR), pour attribuer une série
d’avortements a C. burnetii, les experts de la plateforme nationale d’épidémiosurveillance en santé
animale (ESA) recommandent de réaliser au minimum deux écouvillons vaginaux sur des femelles
ayant eu des troubles abortifs depuis moins de 8 jours et des prises de sang pour sérologies chez des
femelles ayant avorté ou présentant des troubles de reproduction depuis plus de 15 jours (6 femelles
chez les bovins et 10 chez les ovins et caprins) [6, 29, 30, 68, 69]. Chez les petits ruminants, les
avortements sont imputés a la fievre Q si plus de 10* génomes-équivalents de C. burnetii sont
quantifiés par PCR (10° pour des analyses de mélange) sur les deux écouvillons vaginaux ou si un des
deux écouvillons est positif et que plus de 50% des individus sont positifs avec le test ELISA utilisé
(Figure 1). A l'inverse, les avortements ne sont pas imputés a la fievre Q si les deux PCR sur écouvillon
vaginal sont négatives. Si une seule des deux PCR est positive et que moins de 50% des ruminants
prélevés sont positifs en sérologie alors le résultat du plan de diagnostic est considéré comme non
conclusif (Figure 1). En I’état actuel, les trois tests ELISA disponibles et les méthodes PCR validées sont
recommandées pour le diagnostic différentiel des avortements [14, 68, 69].

|
Réalisation de 2 PCR {individuelles ou en mélange de 3) [

de préférence écouvillonnages mucus vaginal —* Nouvelle PCR
¥
' v 1 F'C'IF'% t PCR |
+e uniqgue — ou
2 PCR -
2PCR + e l
! =
Analyse de la réponse sérologique
Nouvelle PCR 10 femelles ayant averté ou appartenant au méme lot
¥ 1
v + - +
1PCR +et
2PCR + i -
> PCR - 1 PCR + 1 PCR unigue

Implication de Coxiella

peu probable dans la série

Imputabilité « forte »

] 250 % positifs <50 % positifs =50 % positifs < 50 % positifs
de Coxiella
dans la série abortive

PCR + : Avorton : valeur = & LD en PCR quantitative ou relative, ou Non Implication de Coxiella
résultat « Détecté » en PCR gualitative conclusif peu probable

Autres @ > 10° bactéries par écouvillen en analyse
individuelle ou > 10° en analyse de mélange (écouvillans,
cotylédons)

PCR - : Avorton : valeur < LD en PCR guantitative ou relative ou
résultat « Mon détecté » en PCR qualitative,
Autres : Non détecté ou Détecté mais en-dessous des seuils
cliniques

Figure 1 : Prélevements recommandeés et arbres d’interprétation pour imputer un avortement a C. burnetii chez les petits
ruminants dans le cadre du protocole harmonisé pour le dispositif OSCAR. (Source : [69])

b. Pour le contrble avant I'introduction

Lors de l'introduction d’un ou plusieurs animaux dans un élevage (achat ou regroupement de
troupeaux), il peut étre intéressant de prévenir I'introduction d’un animal potentiellement infecté par
C. burnetii pour limiter le risque de nouvelles infections dans le troupeau.
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Du fait de l'intermittence de I'excrétion de la bactérie et de la multitude des voies d’excrétion
possibles, le diagnostic direct par PCR des individus introduits n’est pas recommandé, quelle que soit
la matrice de prélevement, car cette approche présente un risque élevé de faux positifs méme si ce
risque n’est pas clairement quantifié a ce jour. De méme, les tests ELISA présentent a la fois un risque
de faux positifs et de faux négatifs et leur interprétation a I'échelle individuelle est délicate. En résumé,
le dépistage seul de I'animal ou des animaux introduits n’est pas recommandé pour prévenir
I'introduction de la bactérie dans un élevage.

Dans ce contexte, il est recommandé de réaliser un dépistage a I'échelle du troupeau de provenance
pour évaluer le risque d’introduction d’animaux issus d’un élevage ou C. burnetii serait présente.
L'utilisation d’'une combinaison de méthodes PCR ou ELISA sur le lait de tank, ou la réalisation d’un
plan de dépistage sérologique sur prises de sang individuelles, voire la recherche de la bactérie dans
les poussiéres de batiment d’élevage, sont des pistes intéressantes pour évaluer le statut des élevages
de ruminants domestiques. Dans la mesure ou les résultats sérologiques ou environnementaux
peuvent révéler une circulation bactérienne passée, des études sont nécessaires pour évaluer si des
indicateurs peuvent étre définis sur la base de seuils d’interprétation (seuil d’une forte séropositivité,
d’une charge bactérienne significative dans I’environnement). Des travaux sont en cours pour émettre
des recommandations en termes de nombre d’animaux a prélever et pour fournir des outils d’aide a
I'interprétation des résultats des plans de dépistages sérologiques en élevages.

Conclusion

De nombreux travaux ont été réalisés a ce jour pour évaluer les performances analytiques et
diagnostiques des méthodes utilisables pour le diagnostic des infections par C. burnetii chez les
ruminants domestiques. L’évaluation des performances a abouti a la réalisation de recommandations
d’interprétation conjointe des résultats de PCR et d’ELISA pour I'imputation des avortements a C.
burnetii. D’autres études sont nécessaires pour mieux caractériser les performances de ces méthodes
dans des contextes différents (dépistage avant achat ou avant export, protocoles selon les types de
surveillance) ou sur d’autres matrices (lait de tank, prélevements environnementauy, ...). Les projets
collaboratifs avec le LNR, en tant que laboratoire de référence et de recherches, seront poursuivis sur
les besoins diagnostiques principaux et les démarches nationales d’épidémiosurveillance et de
controle. Mobilisé aussi sur un projet visant a améliorer la qualité et I'exploitation des données de
surveillance des zoonoses en Europe (2021-2024)[5] et laboratoire expert pour I'OIE, le LNR
continuera a promouvoir une cohérence au plan européen et international et a pointer les besoins et
développements.

Du fait de I'ensemble de ces travaux, la fievre Q s’inscrit comme l'une des maladies animales
zoonotiques pour laquelle on a a présent une meilleure connaissance des performances analytiques
et diagnostiques des méthodes de laboratoire disponibles. L’interprétation des résultats des tests est
facilitée grace aux recommandations de groupes d’experts et certains programmes d’envergure
nationale [28, 32]. En outre, des outils de calcul sont en cours de développement pour accompagner
I'utilisation des tests sérologiques selon les espéces animales ciblées et pour optimiser I’établissement
des plans d’échantillonnage. La démarche des missions de référence sur les méthodes et I'approche
statistique mise en place pour évaluer les performances diagnostiques des tests ELISA pourraient
s’'intégrer dans une réflexion plus large d’amélioration de I'appui au diagnostic pour les vétérinaires
sur le terrain et pour la surveillance de nombreuses maladies.
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