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I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La fiebre Q es una enfermedad zoondtica de distribucion mundial, causada por la
bacteria intracelular Coxiella burnetii. Se ha demostrado que esta presente en la mayor parte de
los paises donde se ha investigado su presencia, a excepciéon de Nueva Zelanda (Eldin et al.,

2017; Guatteo et al., 2011).

En algunos paises la fiebre Q supone un problema de salud putblica como en el caso de
Espaia, donde la fiebre Q se considera una enfermedad endémica en algunas Comunidades
Autonomas (Cardefiosa et al., 2006; Espejo et al., 2014; Montes et al., 2006; Ramos et al., 2005).
Desde el afio 2015 es una enfermedad de declaracidn obligatoria en el Sistema de Informacion
Microbiologica (SIM), y en el ultimo informe disponible (2016)

(https://publicaciones.isciii.es/unit.jsp?unitld=cne), se han documentado 352 casos. El Pais

Vasco es una de las Comunidades Auténomas mas afectadas (Figura 1). Ademads, en el ultimo
informe publicado por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA and ECDC, 2019),
Espana encabeza la lista de los paises europeos con mas casos de fiebre Q en 2018, mostrando el
ratio mas alto, con 0,67 casos por 100.000 habitantes. Por otro lado, los ultimos datos
publicados por el Departamento de Salud del Gobierno Vasco

(http://www.euskadi.eus/informacion/informe-de-salud-publica/web0l-a3vipub/es/) indican

que durante el afio 2016 hubo 77 casos de fiebre Q y 81 en 2017. Alava fue la provincia que
presentd menos casos, 11 y 6, respectivamente, en comparacion con Guiptuzcoa (35 y 23) y

Vizcaya 31y 52).

N® de casos

>18-93
>4-18
>1-4
>0-1

Figura 1. Casos de fiebre Q notificados por las diferentes Comunidades Auténomas en 2016.

Fuente: Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (RENAVE).
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L. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Las manifestaciones clinicas de la fiebre Q son variadas (Honarmand, 2012). La fiebre Q
aguda puede dar lugar a sintomas similares a los de una gripe (fiebre, cefalea, fatiga, mialgia,
etc), y también puede dar lugar a cuadros mas graves con neumonia o hepatitis (Eldin et al.,
2017). En algunos casos, entre el 1y el 5 % (Fournier et al., 1998; Tissot-Dupont and Raoult,
2008), la infeccion se cronifica, con endocarditis e infecciones vasculares como manifestaciones
clinicas mas importantes, pudiendo desembocar en la muerte del paciente (Eldin et al., 2017,
van den Brom et al., 2015a). En Espafia, segin la zona geografica, la fiebre Q se manifiesta de
forma diferente, con casos de neumonia en el norte de la Peninsula, y fiebre y hepatitis en el
centro-sur y Canarias (Alende-Castro et al., 2018). Aunque todavia no se conoce la causa, las
diferentes manifestaciones clinicas podrian estar relacionadas con los diferentes genotipos de C.

burnetii (Alende-Castro et al., 2018; Eldin et al., 2017).

C. burnetii es capaz de infectar a un amplio rango de hospedadores (mamiferos, aves y
artropodos- garrapatas principalmente) (Angelakis and Raoult, 2010; Eldin et al., 2017). Hoy en
dia se sabe que los rumiantes domésticos son el principal reservorio de C. burnetii y por lo tanto
la principal fuente de infeccidn en los brotes humanos de fiebre Q (Clark and Soares Magalhaes,
2018; van den Brom et al., 2015a). C. burnetii puede provocar diversos problemas reproductivos
en los rumiantes. En el caso del ganado vacuno, se ha descrito que C. burnetii causa infertilidad,
mastitis o metritis, y raramente abortos, mientras que en el ganado ovino y caprino puede
provocar lo que se ha denominado como “APSW complex” (aborto, parto prematuro,
nacimiento de mortinatos o descendencia débil) (Agerholm, 2013). En algunos rebafios caprinos
se han reportado tasas de abortos superiores al 50%, mientras en que ganado ovino los abortos

por C. burnetii tienen una incidencia menor (Agerholm, 2013; van den Brom et al., 2015a).

Los animales infectados no solo excretan grandes cantidades de C. burnetii mediante los
fluidos y tejidos expulsados durante el aborto o el parto normal, sino que también excretan la
bacteria a través de diferentes vias como leche, fluidos uterinos o heces durante varias semanas
después del parto/aborto (Arricau-Bouvery and Rodolakis, 2005; Rodolakis et al., 2007). Tras su
liberacién al medio exterior a través de fluidos y anejos fetales, heces y orina, C. burnetii puede
resistir durante largos periodos de tiempo en el medio ambiente en su forma extracelular
(similar a una espora) bajo condiciones severas (presion osmotica, temperatura, desecacion,...)
(Eldin et al., 2017; Maurin and Raoult, 1999). Una vez en el ambiente, C. burnetii puede ser
desplazada a través del viento (Tissot-Dupont et al., 2004), o bien puede ser trasladada de un
lugar a otro con el transporte de animales o de subproductos (lana, estiércol), asi como a través
de vehiculos u otras acciones humanas (calzado o ropa contaminada, o utensilios

contaminados,...) (Clark and Soares Magalhaes, 2018; EFSA, 2010; Hurtado et al., 2017; Kersh et

4



I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

al., 2013; Nusinovici et al., 2014). La via mas importante de infeccién para el ser humano es la
inhalacién de aerosoles contaminados (Angelakis and Raoult, 2010). La presencia de ADN de C.
burnetii ha sido detectada en muestras ambientales (aire y polvo) en el entorno de explotaciones
ganaderas infectadas (Kersh et al., 2010b; Kersh et al., 2013; Kersh et al., 2016) durante largos
periodos de tiempo (Astobiza et al., 2011a; Astobiza et al., 2011b; Joulié et al., 2015), pero hasta la
fecha, pocos han sido los estudios que han investigado la viabilidad y persistencia de la bacteria
en las explotaciones ganaderas afectadas por fiebre Q, es decir, apenas se conoce cudnto tiempo
permanece viable C. burnetii en el ambiente tras el momento algido de los abortos/partos.
Estudios previos indican que C. burnetii puede permanecer activa en el polvo durante al menos
2 meses (revisado por EFSA, 2010). La hipotesis de trabajo en esta tesis es que C. burnetii podria
permanecer viable en el entorno de una explotacién afectada, durante periodos mas
prolongados y a lo largo de parideras sucesivas. Por ello, conocer este aspecto es de maximo
interés a la hora de establecer planes de bioseguridad en las explotaciones tras un brote de

fiebre Q.

Asi pues, el estudio de la prevalencia de la infeccién y la cinética la infeccién por C.
burnetii en los rebafios de pequefios rumiantes, junto al analisis de la persistencia y viabilidad de
la bacteria en el ambiente son necesarios para tomar decisiones a la hora de llevar a cabo
programas de prevencion y control de la fiebre Q. Se sabe que la infeccion por C. burnetii puede
mantenerse activa durante parideras consecutivas (Berri et al., 2002; Berri et al., 2005a; Berri et
al., 2007; Canevari et al., 2018), pero los trabajos realizados en esta linea son escasos. Tras un
brote de fiebre Q, la vacunacion de un rebafio ovino con la vacuna inactivada en fase I durante
cuatro afios consecutivos, reduce la infeccion por C. burnetii en la poblaciéon animal a partir del
segundo afio de vacunacién (Astobiza et al., 201la). Sin embargo, se desconoce la evolucion de
la infeccion en rebafios naturalmente infectados, es decir, durante cuantos afios puede
mantenerse la infeccion y la excrecion de C. burnetii en la poblaciéon animal. La vacuna
inactivada en fase I no ha estado disponible en el mercado espafol hasta hace pocos afios, y en
la CAPV no se ha implantado ningtin plan de control de la fiebre Q, por lo que, este trabajo ha
partido de la hipdtesis de que, en ausencia de un plan especifico de control de la fiebre Q, la

infeccion por C. burnetii puede mantenerse activa en un rebafio infectado durante varios afos.

Se ha considerado que la fiebre Q es una enfermedad meramente ocupacional que afecta
a ganaderos, veterinarios, trabajadores de mataderos, personal de laboratorio, etc., pero también
se tiene conocimiento de brotes en personas que han tenido un contacto puntual con animales,
0 que viven en zonas urbanas y rurales sin contacto con éstos (Barlozzari et al., 2020; Clark and

Soares Magalhaes, 2018; Georgiev et al., 2013; van den Brom et al., 2015a). El mayor brote de
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fiebre Q descrito hasta el momento fue el ocurrido en Holanda entre 2007 y 2010 con mas de
4.000 casos notificados (Dijkstra et al., 2012; Eldin et al., 2017; Schneeberger et al., 2014),

remarcando de esta forma la importancia de esta enfermedad como problema de salud publica.

Ademas del brote de Holanda, ha habido otros brotes de menor alcance, pero no por ello
menos importantes (Canada, Bulgaria, Francia, Alemania, Italia,...) todos relacionados de forma
directa o indirecta con ganado ovino y caprino (van den Brom et al., 2015a), y menos
frecuentemente con ganado vacuno. Esto podria ser debido a que las vias de excrecion de C.
burnetii al medio exterior, y por lo tanto la contaminacion ambiental generada en el entorno de
la explotacion, variaria segin la especie de rumiante. El grupo de trabajo de fiebre Q en NEIKER
ha trabajado en proyectos anteriores con las especies ovina y bovina, ya que, entre los rumiantes
domésticos de la CAPV, representan los mayores censos ganaderos en comparacion con el

ganado caprino, que tiene un censo escaso (http://www.euskadi.eus/ovino-efectivos-

producciones-ganaderas/web0l-a3estaee/es/). Por ello, se conocen bien las rutas de excrecién

de C. burnetii en las especies ovina y bovina. Asi, los fluidos vaginales y las heces son las vias de
excrecion mds importantes en el ganado ovino (Astobiza et al., 2010; Astobiza et al., 201la;
Astobiza et al., 2013), mientras que la leche es la principal via de excrecion en el ganado vacuno
lechero (Pifiero et al., 2014a; Pifiero et al., 2014b). Debido a que los ultimos brotes de fiebre Q
humana en la CAPV han estado relacionados con el ganado caprino (Alonso et al., 2015; Alonso
et al., 2019; Delgado Naranjo et al., 2011; Hurtado et al., 2017), es imprescindible conocer
también cudl es la cinética de infeccion en esta especie y las vias de excrecion de C. burnetii tras
un brote de fiebre Q, con objeto de comprobar si, tal como indican algunos autores, la leche
seria la principal via de excrecion en el ganado caprino (Rodolakis et al., 2007), o bien si, por el
contrario, el patron de infeccion seria similar al del ganado ovino (Roest et al., 2012; Rousset et

al., 2009a).

Tal y como se ha mencionado anteriormente, el genotipo de C. burnetii podria definir el
espectro clinico de la enfermedad. Ademas, conocer el genotipo de las cepas de C. burnetii
causantes de brotes de fiebre Q en rumiantes es fundamental para determinar cudl ha podido
ser la potencial fuente de infeccién en casos o brotes humanos de fiebre Q. En los ultimos
tiempos se han desarrollado diversas técnicas de genotipado de C. burnetii. Hasta la fecha, las
técnicas MLVA (Multilocus variable number of tandem repeats — VNTR - analysis) (Arricau-
Bouvery et al., 2006; Svraka et al., 2006) y MST (Multispacer Sequence Typing) (Glazunova et
al., 2005) se han utilizado ampliamente. Son técnicas basadas en PCR con un alto poder de
discriminacién. Otra técnica mds reciente, el genotipado SNP (Single nucleotide polymorphism-

SNP- genotyping) (Huijsmans et al., 2011), al igual que las anteriormente citadas, tampoco
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necesita realizar el cultivo previo de las muestras, y aunque no discrimina tanto como MLVA y
MST, es rapida y de facil interpretacion, y permite comparar de forma mas sencilla los genotipos
obtenidos a partir de muestras de animales, ambientales y humanas (Dal Pozzo et al., 2016;
Huijsmans et al., 2011; Sidi-Boumedine and Rousset, 2011; van Schaik and Samuel, 2012). Dadas
sus ventajas, consideramos de interés su utilizacion para la caracterizacion de cepas de C.
burnetii en los pequefios rumiantes de la CAPV y poder incorporarla a la investigacion de los
brotes de fiebre Q. Estudios previos realizados en la CAPV (Astobiza et al., 2012b) mostraron
una amplia diversidad genética de C. burnetii en las 3 especies de rumiantes domésticos con la
técnica MLVA, asi como la identificacion de 4 genotipos con la técnica MST. La hipotesis de esta
tesis es que la diversidad podria ser mayor y que los pequefios rumiantes compartirian

genotipos de C. burnetii comunes a ambas especies.

Aunque la via aerogena es la principal ruta para el contagio de fiebre Q en humanos
(Eldin et al., 2017), y debido a que en los rumiantes domésticos infectados la excrecion de la
bacteria se puede dar a través de la leche, se ha postulado la posibilidad de infeccion por C.
burnetii a través de la via oral (Benson et al., 1963; Fishbein and Raoult, 1992; Signs et al., 2012).
Por ello, algunos autores (Gale et al., 2015) sugieren que el riesgo de infeccidn tras el consumo
de productos lacteos contaminados con C. burnetii, aunque bajo, no deberia ser descartado
totalmente. Asi, entre las medidas de control y profilaxis recomendadas por la EFSA, también se
encuentra la pasteurizaciéon de la leche (EFSA, 2010). En este sentido, existen estudios que han
confirmado la viabilidad de la bacteria en leche cruda (Loftis et al., 2010; Olivas et al., 2016), y
en quesos blandos tipo “cottage” (revisado por Gale et al., 2015). En el momento de comenzar
este trabajo de tesis, en los escasos estudios realizados sobre la viabilidad de C. burnetii en
quesos curados elaborados con leche cruda, no se detectaron bacterias viables (Eldin et al., 2013;
Hirai et al., 2012). Sin embargo, estos trabajos utilizaron un procedimiento experimental muy
limitado, por lo que, en en esta tesis se pretende confirmar la hipdtesis de que C. burnetii podria
permanecer viable en queso elaborado con leche cruda a lo largo del periodo de maduracion,
dada la gran resistencia que ha mostrado esta bacteria en diferentes sustratos y condiciones

(EFSA, 2010).

Teniendo en cuenta los antecedentes expuestos y las hipdtesis planteadas, este trabajo

de tesis pretende conseguir los siguientes objetivos:

1. Estudiar la prevalencia de C. burnetii en las explotaciones ovinas lecheras de la CAPV y

la evolucién mostrada en un periodo de 10 afios.
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2. Estudiar la cinética, persistencia y progresion de la infeccion por C. burnetii en
explotaciones lecheras de pequefios rumiantes de la CAPV.

3. Estudiar la viabilidad de C. burnetii en muestras medioambientales tomadas en
explotaciones afectadas por fiebre Q.

4. Identificar los genotipos de C. burnetii presentes en muestras animales vy
medioambientales de las explotaciones de pequefios rumiantes, su evolucion en el
tiempo y su relacion con brotes humanos de fiebre Q.

5. Investigar la prevalencia de C. burnetii en quesos elaborados con leche cruda, y su

viabilidad a lo largo del proceso de maduracion.

Con los resultados obtenidos se han elaborado cuatro articulos cientificos, que
constituyen este trabajo de tesis, realizada en el marco del proyecto del proyecto de
investigacion financiado por el Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y
Alimentaria (INIA), titulado “Fiebre Q en explotaciones de Ganado Ovino y Caprino Lechero:
cinética de la infeccion, estudio de la viabilidad y los genotipos de Coxiella burnetii, y efecto en

la calidad de los productos derivados” (INIA RTA2013-00051-C02-01).
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I1.1 Coxiella burnetii, agente causal de la fiebre Q

Coxiella burnetii es una bacteria de pequefio tamaifio (anchura 0,2-0,4 um y longitud
0,4-1 pm), intracelular obligada, aciddfila y gram-negativa, descrita en la década de los afios 30
del siglo pasado por E.H. Derrick (Eldin et al., 2017). Derrick comprobo que esta bacteria era el
agente causal de un sindrome febril de origen desconocido que tuvo lugar en 1935 entre los
trabajadores de un matadero de Australia, y que se denomin¢ fiebre Q, haciendo referencia a la
“Q” de query en inglés, que significa interrogacion o pregunta (revisado por Hirschmann, 2019).
C. burnetii ha sido clasificada como un agente biolégico de categoria B por el Centro para el
Control y Prevencién de Enfermedades (CDC, Estados Unidos). Se le considera como potencial
arma bioldgica debido a su capacidad de diseminacion, su modo de transmision aerogena, y su
estabilidad ambiental bajo condiciones adversas. A pesar de que una baja cantidad de C. burnetii
(entre 1y 10 bacterias) es capaz de producir enfermedad, no estd incluida dentro de la categoria
A (Gurtler et al., 2014; Jones et al., 2006; Tigertt et al., 1961) ya que no da lugar a altas tasas de
mortalidad como el antrax, o la viruela, por ejemplo (Arricau-Bouvery and Rodolakis, 2005;
Madariaga et al., 2003).

Inicialmente, el género Coxiella se incluyé dentro de la familia Rickettsiaceae
(Hirschmann, 2019; Marrie, 1990). Afios mas tarde, tras el andlisis de la secuencia del gen que
codifica el ARN ribosémico 16S y el andlisis de un grupo de proteinas conservadas (Seshadri et
al., 2003; Weisburg et al., 1989), se reubicd en la familia Coxiellaceae (orden: Legionellales;
clase: Gammaproteobacteria; filo: Proteobacteria) donde el género Coxiella incluye una tnica
especie, C. burnetii (Roest et al., 2013a).

En el aflo 2003 se publico el genoma completo del aislado de referencia Nine Mile I
(RSA493) que tiene cerca de 2 millones de pares de bases (pb) (Seshadri et al., 2003). La
secuenciacion del gen del ARN ribosémico 16S ha permitido identificar una gran diversidad de
endosimbiontes similares a C. burnetii (Coxiella-like) en garrapatas de diferentes partes del
mundo, lo que sugiere que dentro del género Coxiella podria haber mas de una especie. Estos
endosimbiontes tienen un tamafio de genoma mas pequeiio (0,7-1,7 millones de pb) que C.
burnetii, por lo que existe la hipotesis de que todos ellos tengan un ancestro comun desde el que
C. burnetii habria evolucionado hacia la capacidad de infectar vertebrados (Buysse et al., 2019;
Duron et al., 2017; Eldin et al., 2017)

El ciclo de infecciéon de C. burnetii, bacteria intracelular obligada, consta de varias
etapas, llevandose a cabo el ciclo de desarrollo dentro del fagolisosoma de las células eucariotas

(Figura 2). Coxiella presenta un ciclo biologico de supervivencia y division bifasico, en el cual

1
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entran en juego variantes celulares morfoldgica, antigénica y metabdlicamente diferentes, y que
difieren en su resistencia a los agentes fisicos y quimicos (Arricau-Bouvery and Rodolakis,
2005). Por un lado, esta la variante celular grande (large-cell variant o LCV). La LCV es la forma
replicativa, metabdlicamente mas activa, y tiene un tamario de >0,5 um. Por otro lado, esta la
variante celular pequefia (small-cell variant o SCV), que es la forma no replicativa de la fase
estacionaria, que tiene la cromatina condensada y un tamafo menor (~0,2 a 0.5 pm), y ademas
dispone de un complejo sistema interno de membranas unidas a una envoltura celular gruesa.
La forma SCV tiene un mayor porcentaje de peptidoglicanos (32% frente al 2% de la forma LCV)
y de proteinas resistentes a la digestion, que contribuyen a su resistencia intra y extracelular
(Amano et al., 1984; Arricau-Bouvery and Rodolakis, 2005; McCaul and Williams, 1981; Sandoz
et al.,, 2016). Las formas SCV y LCV se dividen mediante fision binaria, aunque en este caso la
diferencia es que las LCV muestran en uno de sus extremos una forma celular muy densa, la
SDC, que se libera en forma de endoespora tras la lisis de la LCV o por la fisién desigual de la
misma. La SDC o célula pequefia densa (small dense cell) tiene unos 130-170 nm de diametro, y
estd rodeada de 4 capas (Arricau-Bouvery and Rodolakis, 2005; McCaul and Williams, 1981). La
liberacion de las endoesporas SDC puede dar lugar a la maduracion de la SCV. Ambas variantes,
SDC y SCV, son consideradas las formas resistentes de Coxiella (Arricau-Bouvery and Rodolakis,

2005; Coleman et al., 2004; McCaul et al., 1991).

Endosome, pH 5.5

Phagolysosome, pH 4.5

Figura 2. Modelo del ciclo de desarrollo de C.burnetii en una célula eucariota (monocitos,
macrofagos, u otro tipo de células transformadas como las células Vero). Fuente: Arricau-

Bouvery and Rodolakis, 2005.
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La transicion entre una variante y otra obedece a cambios en la expresion de genes
especificos que tienen lugar en cada momento del ciclo de desarrollo. El paso de la forma
estacionaria a la replicativa estaria favorecida por el ambiente 4cido existente en la vacuola, por
la presencia de nutrientes y de enzimas del hospedador, y el paso de la fase replicativa a la fase
estacionaria tendria lugar como consecuencia de la limitacién de nutrientes (Minnick and
Raghavan, 2011; Sandoz et al., 2016).

Las formas SCV y SDC son las variantes de C. burnetii capaces de sobrevivir
extracelularmente en el ambiente gracias a su resistencia frente a factores fisicos y quimicos,
como la desecacion, el calor, las radiaciones ultravioleta, el estrés osmotico y oxidativo, entre
otros (Arricau-Bouvery and Rodolakis, 2005; EFSA, 2010). Aunque las formas SDC no han
podido ser aisladas hasta el momento, parece que, junto a las SCV podrian sobrevivir en el
medio ambiente en nichos intracelulares proporcionados por amebas de vida libre (Arricau-
Bouvery and Rodolakis, 2005) como Naegleria o Acanthamoeba, que son muy ubicuas en suelo
y agua, tal y como ocurre con Legionella (Rowbotham, 1980). Asi, se demostrd que al infectar
Acanthamoba castellanii con C. burnetii, tenia lugar el ciclo de diferenciacion y multiplicaciéon
de la bacteria, formdndose nuevas formas SDC dentro de las amebas (La Scola B. and Raoult,
2001).

C. burnetii ha mostrado resistencia a algunos desinfectantes como el Roccal al 2%, Lysol
al 5%, o la formalina al 5% ya que tras una exposicién durante 24 horas a 24°C, la bacteria
permanecia viable (Scott and Williams, 1990). Sin embargo, el etanol al 70%, el peréxido de
hidrégeno al 5% o el hipoclorito al 0,5% inactivan C. burnetii tras 30 minutos de exposicion. El
cloroformo al 5% y el formaldehido aplicado en un ambiente con una humedad minima del
80%, inactivan C. burnetii en tiempos inferiores a 30 minutos (EFSA, 2010). Las distintas
variantes celulares de C. burnetii, podrian diferir en su sensibilidad frente a los diferentes
desinfectantes, tiempos y temperaturas de aplicaciéon (Frentzel et al., 2013; Scott and Williams,
1990).

Se sabe que C. burnetii puede sobrevivir mas de 3 afios en leche a 4-6°C, de 12 a 16 meses
en la lana, mas de 6 meses en solucion salina al 10%, 2 meses en polvo, 49 dias en orina
desecada, mas de un mes en carne fresca, y también en la ropa, bajo condiciones de altas y bajas
temperaturas y sin contacto directo con la luz del sol (EFSA, 2010; Eldin et al., 2017). C. burnetii
puede permanecer viable en las garrapatas reservorio y en sus heces durante largos periodos de
tiempo (entre 200 y 1000 dias) (Eldin et al., 2017). En lo que respecta a la resistencia de C.
burnetii a la temperatura, es estable a 62°C durante 30 minutos, pero la temperatura de

pasteurizacion (72°C 40 segundos) inactiva la bacteria (EFSA, 2010).
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En lo que respecta a la presencia y persistencia de C. burnetii en los alimentos, se ha
detectado la presencia de Coxiella en productos de origen animal como huevos y mayonesa
(Tatsumi et al., 2006) y en leche y productos lacteos (yogurt, nata, mantequilla o queso) (Abdali
et al., 2018; Capuano et al., 2012; Eldin et al., 2013; Fretz et al., 2007; Galiero et al., 2016; Hirai et
al., 2012; Pearson et al., 2014). La viabilidad de C. burnetii ya fue demostrada en leche,
mantequilla y queso en algunos experimentos llevados a cabo en los afios 40 y 50 (revisado por
Gale et al., 2015), y posteriormente, también en leche cruda de vaca (Loftis et al., 2010; Olivas et
al., 2016; To et al., 1998a). En lo que respecta al queso, solamente un estudio realizado en los
anos 50 detectd C. burnetii viable en queso de tipo “cottage” de 42 dias (revisado por Gale et al.,
2015). Recientemente, los estudios realizados con quesos elaborados con leche sin pasteurizar
no han detectado viabilidad de Coxiella (Eldin et al., 2013; Hirai et al., 2012). El tiempo de
maduracién y el pH, junto a otros parametros como la actividad del agua (Trmcic et al., 2017),

podrian estar influyendo en la supervivencia de C. burnetii en el queso (Gale et al., 2015).

I1.2 Ciclo doméstico y silvestre de la fiebre Q

C. burnetii es capaz de infectar a un importante nimero de animales domésticos o
silvestres y artrépodos (principalmente garrapatas) (Maurin and Raoult, 1999; Parker et al.,
2006). Dentro del ciclo de C. burnetii en la naturaleza, y segun las especies implicadas, se
pueden diferenciar un ciclo doméstico y un ciclo silvestre. La Figura 3 es una adaptacién del

modelo de transmision de la fiebre Q propuesto por Hendrik-Jan Roest (Roest et al., 2013a).

En el ciclo doméstico intervienen principalmente los rumiantes domésticos (Guatteo et
al., 2011; Pexara et al., 2018), aunque también los animales de compaiiia (perros, gatos) pueden
padecer la infeccion. No obstante, los rumiantes domésticos, y especialmente el ganado ovino y
caprino, son los principales reservorios de C. burnetii, y son las especies comunmente asociadas

a los brotes humanos de fiebre Q (EFSA, 2010; Maurin and Raoult, 1999).

Respecto a la importancia de la infeccion por C. burnetii en los rumiantes, los animales
gestantes pueden suftir problemas reproductivos de diferente indole, como infertilidad, mastitis
o metritis, principalmente en el ganado vacuno, y abortos, partos prematuros y nacimiento de
animales débiles en caso del ganado ovino y caprino. Los abortos tienen una mayor relevancia
en el ganado caprino que en el ganado ovino, ya que en esta especie se pueden alcanzar tasas
muy elevadas de abortos (Agerholm, 2013; van den Brom et al., 2015a). Los animales infectados,

no solo eliminan C. burnetii en grandes cantidades a través de los productos del aborto o del
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parto (placenta, fluidos amnidticos o membranas fetales), sino que la bacteria también es
excretada a través de la leche, heces, fluidos vaginales y orina (Agerholm, 2013; Rodolakis et al.,
2007; Roest et al., 2013a). Los millones de bacterias expulsados con las placentas, fluidos
uterinos y heces generan una alta contaminacién ambiental en las explotaciones afectadas, y las
corrientes de aire y el movimiento de los animales dan lugar a la formacion de aerosoles
contaminados por C. burnetii, que al ser inhalados por personas o animales susceptibles, dan
lugar a la infeccion (Arricau-Bouvery and Rodolakis, 2005). El impacto de la contaminacién
ambiental generada por C. burnetii es mayor en rebafios con un censo elevado y con parideras
agrupadas. Por tanto, el mayor riesgo de infeccion seria en la paridera, cuando se excretan
millones de bacterias al medio exterior, durante varias semanas (Astobiza et al., 2010; Joulié et
al., 2015). Ademas, existen otros factores que pueden influir en el riesgo de propagacion de la
infeccion desde un rebafio infectado a otros lugares mas o menos lejanos. Asi la climatologia, y
en especial la temperatura y la direccion del viento, favoreceria la propagacion de C. burnetii a
varios kilometros de distancia (5-10 kildmetros) (Clark and Soares Magalhaes, 2018; Vranakis et
al., 2020). También la vegetacion y la orografia pueden intervenir en el éxito del
desplazamiento de C. burnetii a través del viento (Clark and Soares Magalhaes, 2018; EFSA,
2010).

FUENTE EXCRECION | TRANSMISION HUESPED

importante transmision indirecta

' garrapatag: -

aerosoles

\ polvo

influido por: X .
-época de partos/abortos miembros del rebano
-condiciones climatolégicas especies animales

-factores medioambientales ' b4

- ruta oral .-

4

productos del aborto
(perrd, gato, cabllcul\ﬁ productos parto

heces/estiércol
orina
leche ...

humanos
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[ contacto directo
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Figura 3. Modelo de rutas de eliminacién y transmision de C. burnetii desde el reservorio

animal. Adaptacion de Roest et al., 2013a.

15



1. REVISION BIBLIOGRAFICA

Algunas practicas llevadas a cabo por ganaderos, por ejemplo, el manejo inadecuado del
estiércol, sacandolo al exterior de la cuadra sin que haya pasado el tiempo suficiente para la
inactivacion de C. burnetii, puede favorecer la dispersidon ambiental de Coxiella si las
condiciones climaticas lo permiten (Clark and Soares Magalhaes, 2018; Plummer et al., 2018;
van den Brom et al., 2015a), ya que el estiércol puede albergar restos de placentas y de fluidos

fetales, asi como heces, y todo este material puede contener altas cargas de Coxiella.

Aunque el ganado vacuno es una de las posibles fuentes de infeccidon para las personas,
los mayores brotes ocurridos a lo largo de la historia han sido asociados a los pequefios
rumiantes (Clark and Soares Magalhaes, 2018; van den Brom et al., 2015a). El hecho de que los
abortos a consecuencia de C. burnetii sean raros en el ganado vacuno (Agerholm, 2013;
Woldehiwet, 2004), que las vacas presenten excrecion de C. burnetii principalmente a través de
la leche (Rodolakis et al., 2007), y que los genotipos detectados en ganado vacuno estén
escasamente relacionados con los identificados en los casos humanos de fiebre Q (Huijsmans et
al., 2011; Tilburg et al., 2012), sugiere que esta especie ejerce un papel secundario en el ciclo
doméstico de la fiebre Q, a pesar de que la prevalencia de C. burnetii sea elevada en ganado
bovino lechero (Astobiza et al., 2012a; Guatteo et al., 2011). Asi, se ha postulado que en funcion
de la especie ganadera mayoritaria en una region o pais, podria haber mayor o menor riesgo de
la poblacion a padecer fiebre Q. Sin embargo, tenemos el ejemplo de la CAPV, que a pesar de
tener un censo caprino escaso (26.695 cabezas censadas en el afo 2018)
(http://www.euskadi.eus/caprino-efectivos-producciones-ganaderas/web0Ql-a3estaee/es/), los
brotes recientes de fiebre Q en personas han estado relacionados con esta especie (Alonso et al.,

2015; Alonso et al., 2019; Hurtado et al., 2017).

También los animales de compaifiia como los gatos y perros, podrian tener un papel
como reservorios de la bacteria tal y como ponen de manifiesto varios estudios serolégicos (Boni
et al.,, 1998; Davoust et al., 2019; Higgins and Marrie, 1990; Komiya et al., 2003a; Ma et al,,
2020; Meredith et al., 2015; Roest et al., 201la; Shapiro et al., 2015), y estudios moleculares
(Cairns et al., 2007; Chitanga et al., 2018; Fujishiro et al., 2016). Ademas estas especies se han
asociado a brotes familiares de fiebre Q tras el contacto directo con animales infectados que han
abortado o parido recientemente (Buhariwalla et al., 1996; Garcia de Cruz et al., 2010; Komiya et
al., 2003b; Kosatsky, 1984; Langley et al., 1988; Marrie et al., 1988a; Marrie et al., 1988b; Marrie
et al., 1989; Pinsky et al., 1991). No obstante, estas especies, fuera del periodo del peri-parto, no
parecen representar un riesgo, ya que, tras el parto, no siguen excretando la bacteria (Ma et al.,
2020). El ganado equino también puede tener relevancia en el ciclo doméstico, ya que se han

detectado anticuerpos frente a C. burnetii en esta especie asi como su ADN en muestras
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tomadas tras los abortos (Desjardins et al., 2018; Marenzoni et al., 2013), pero no se han
realizado suficientes estudios para afirmar que esta especie cumple un papel importante como
reservorio de C. burnetii, o si simplemente podria ser una especie centinela, indicadora de la

presencia de la infeccion en una determinada zona.

Respecto a las especies silvestres, todavia es una incognita el riesgo real que representan
tanto como reservorios de la infeccion en la naturaleza, como el papel que juegan en la posible
transmisidn de la infeccién a otros animales (domésticos y silvestres) y a humanos. A dia de hoy
no se posee demasiada informacion sobre cudles podrian ser las principales especies silvestres
reservorios de C. burnetii, ni sobre la incidencia de la infeccidn, las vias de excrecion de la
bacteria o las principales manifestaciones clinicas que pudiera provocar C. burnetii en estas
especies silvestres. A pesar de ello, en los ultimos afios y tras el gran brote de fiebre Q de
Holanda, ha habido un aumento en el numero de estudios que han tratado de investigar el
papel de la fauna silvestre en el ciclo natural de C. burnetii. Una revisiéon reciente (Gonzalez-
Barrio and Ruiz-Fons, 2019), recopila datos sobre los problemas reproductivos que Coxiella
puede provocar en mamiferos silvestres, como placentitis o fallo reproductivo (abortos,
mortinatos, nacimiento de crias débiles) en diversas especies (foca comun, ledn marino de
Steller, oso marino artico, ciervo, antilope acuatico, antilope negro, gacela dama, bufalo de
agua). También muestra que, al igual que en los rumiantes domésticos, en las especies silvestres
hay excrecion de C. burnetii por via vaginal (ciervo, conejo comun, jabali y pequefios
mamiferos), leche (ciervo), semen (gacela comun) y heces (canguro, perezoso, ciervo y jabali).

Existen varios estudios de seroprevalencia en especies silvestres. Ademas de los estudios
de Marrie et al. (1993) realizados en Canada en liebres, alces, mapaches, ciervos de cola blanca, y
el trabajo de To et al. (1998b) en aves, en los ultimos afios se han realizado diversos estudios
serologicos. En Espafia, se han estudiado principalmente los rumiantes silvestres, con
prevalencias que oscilan entre el 1.59 y 36% en los ciervos rojos (Candela et al., 2017; Castillo et
al., 2010; Fernandez-Aguilar et al., 2016; Gonzélez-Barrio et al., 2015b; Ruiz-Fons et al., 2008),
1.4-6.8% en muflones (Candela et al., 2017; Fernandez-Aguilar et al., 2016), 23.8-30% en cabra
montés (Candela et al., 2017; Varela-Castro et al., 2018), y 0.17% en gamos (Candela et al., 2017).
También se observd un 41.2% de seropositividad en el conejo europeo (Gonzalez-Barrio et al.,
2015a). Hay otro tipo de estudios en los se ha investigado la presencia de ADN de C. burnetii en
diversos tejidos de especies silvestres. Dos de los trabajos pioneros son, por un lado, el estudio
realizado por Barandika et al. (2007) en micromamiferos domésticos vy silvestres, y por otro, el
de Astobiza et al. (201lc). En estos estudios se comprobd que los micromamiferos, corzos,

jabalies, liebres, y aves carrofieras, albergaban ADN de C. burnetii. Recientemente también se ha
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detectado ADN de Coxiella en conejos silvestres y ciervos (Gonzdlez et al., 2020). Otros
estudios realizados en zorros (Ebani et al., 2017; Psaroulaki et al., 2014), aves (Psaroulaki et al.,
2014; Tokarevich et al., 2019), y especies marinas como la foca, lebn marino, marsopa u 0so
marino (Duncan et al., 2012; Kersh et al., 2010a; Kersh et al., 2012), han mostrado el amplio
abanico de especies que podrian ser reservorios de C. burnetii. La interaccion entre las personas
y los animales silvestres, como en el caso de la actividad de la caza, o cualquier actividad al aire
libre, entre otras, podrian favorecer el aumento de los casos de fiebre Q en humanos (Gonzalez-
Barrio and Ruiz-Fons, 2019; Ruiz-Fons, 2017), aunque de momento éstos se han documentado
solo de forma esporadica (Davoust et al., 2014; Flint et al., 2016; Schleenvoigt et al., 2015;
Stevenson et al., 2015).

Desde que en 1935 fuera aislada la primera cepa de C. burnetii (Nine Mile) en la especie
Dermacentor andersoni, en Montana (Davis and Cox, 1938), las garrapatas han sido consideradas
reservorios de C. burnetii, y participes del ciclo silvestre de la fiebre Q. Hasta la fecha, se han
descrito mas de 40 especies de garrapatas infectadas de forma natural (Eldin et al., 2017), que
podrian ser reservorios y/o vectores de C. burnetii, y por lo tanto, podrian transmitir la infeccién
entre animales y, a humanos, aunque esta hipdtesis de momento no se ha confirmado.

La capacidad de resistencia, y por lo tanto, la viabilidad de C. burnetii en una garrapata
podria mantenerse entre 200 y 1000 dias. También se han dado cifras de supervivencia de hasta
6 o 10 afos dependiendo de la especie de ixddido. Ademas en algunas especies tiene lugar la
transmision transestadial de C. burnetii (de larva a ninfa, y de ninfa a adulto) y también podria
haber transmision transovérica (de garrapata hembra a huevo y de huevo a larva)(Eldin et al.,
2017; Gonzalez et al., 2020; Korner et al., 2020), lo que les confiere un importante papel como
reservorio de Coxiella en la naturaleza. Parece ser que C. burnetii se multiplica en las células
epiteliales del intestino de la garrapata, lo que ocasiona la excrecién, a través de las heces, de
enormes cantidades de C. burnetii en fase I, que es la forma virulenta y altamente infectiva
(Fournier et al., 1998). C. burnetii puede permanecer viable en las heces de las garrapatas desde
unos dias hasta casi 2 afos (Eldin et al., 2017). El interés de este aspecto es que las garrapatas en
el momento que se estan alimentando en sus hospedadores, podrian contaminar la piel con sus
excreciones, y ser fuente de infeccién para los propios animales, sus cuidadores, o para el
personal ajeno a la explotacion que acude a realizar tareas con el ganado, como los veterinarios,

esquiladores, etc. (Eldin et al., 2017; Korner et al., 2020; Maurin and Raoult, 1999).
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I1.3 El ciclo doméstico de la fiebre Q y los pequeios rumiantes

En los pequeiios rumiantes la infeccion por C. burnetii se suele dar de forma
asintomadtica si los animales no estdn gestantes, pero, si lo estdn, puede dar lugar a abortos, y
éstos suceden al final de la gestacion (Agerholm, 2013; van den Brom et al., 2015a). Ademas
pueden darse partos prematuros, nacimiento de mortinatos o nacimiento de animales débiles
(Agerholm, 2013). Estos problemas reproductivos se traducen en problemas socioeconémicos,
ya que la infeccion por C. burnetii ademds de suponer un problema para la salud humana, puede
conllevar importantes pérdidas econdmicas en el sector ganadero (Pérez-Arellano et al., 2018;
Saglam and Sahin, 2016), tales como pérdidas en la venta de corderos, venta de leche y quesos,
etc. Al mismo tiempo, aunque las medidas de prevencién pueden suponer un beneficio a largo
plazo ya que evitarian la aparicion y dispersion de la infeccidn y se veria reducido el impacto en
la salud humana, los gastos generados por la aplicacidn de tratamientos, vacunas, asi como otras
medidas de control adoptadas (sacrificio de animales infectados, la prohibicién de la
reproduccion, etc.) y el coste de las analiticas de laboratorio, hacen que el impacto de las
pérdidas economicas a consecuencia de la fiebre QQ sea elevado (van Asseldonk et al., 2013; van

Asseldonk et al., 2015).

En un estudio realizado entre 1999 al 2003 en la CAPV, en el que se analizaron muestras
de fetos, placentas y otras muestras procedentes de 148 rebafios ovinos que habian sufrido
abortos, se pudo comprobar que C. burnetii era la causa del aborto en el 9% de los rebanos
(Oporto et al., 2006), cifra similar a la observada para el aborto enzodtico o el aborto paratifico
en dicha zona. Las tasas de abortos por fiebre Q en el ganado ovino por lo general son inferiores
al 6% (Astobiza et al., 201lb; Berri et al., 2005a; Dijkstra et al., 2012) por lo que a veces los
abortos pasan desapercibidos a ojos de los ganaderos, perpetuando en el tiempo el foco y el
riesgo de infeccién. Sin embargo, en el ganado caprino se pueden alcanzar tasas de hasta el 90%

(Agerholm, 2013; EFSA, 2010; van den Brom et al., 2015a).

Tal y como se ha avanzado en el capitulo anterior, la paridera es el periodo de mayor
riesgo, ya que tras el brote de abortos por fiebre Q, el ganado ovino y caprino infectado excreta
al medio exterior cantidades elevadas de C. burnetii, especialmente con las placentas, pero
también a través de los fluidos fetales, uterinos, heces y leche, que contribuyen a la generaciéon
de aerosoles contaminados que pueden persistir durante semanas en el ambiente (Astobiza et

al., 2011b; Joulié et al., 2015).
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En un estudio comparativo de las diferentes vias de excreciéon de C. burnetii en
rumiantes domésticos realizado por Rodolakis et al. (2007), las heces y fluidos vaginales fueron
las vias de excrecion mds importantes en el ganado ovino, ya que no se observaba una excrecién
constante a través de la leche. De hecho, otros trabajos previos ya habian observado que las
ovejas abortadas podian excretar Coxiella durante 71 dias a través de los fluidos uterinos (Berri
et al., 2001) y que el porcentaje de animales excretores de Coxiella a través de esta via era
superior que a través de la leche y las heces. Sin embargo, el seguimiento se realizé durante un
corto periodo de tiempo (Berri et al., 2001). Los mismos autores observaron que algunas ovejas
presentaban infecciones persistentes durante 3 parideras (Berri et al., 2002). Por lo tanto, estos
y otros resultados sugieren que la infeccion puede mantenerse durante al menos 3 parideras,
aunque con una reduccidn significativa del numero de animales excretores, asi como de la carga

bacteriana excretada.

Ademds de la excrecion a través de fluidos vaginales, las heces representan un
importante material de riesgo, ya que las ovejas infectadas pueden mantener la excrecion a
través de las heces a lo largo de varios meses, mientras que el periodo de excrecion en leche es
mads corto y con menor excrecion bacteriana (Astobiza et al., 2010; Astobiza et al., 2011a; Joulié
et al., 2015). Asi, Joulié et al. (2015) detectaron niveles altos de excrecion en heces durante 2
meses, y aunque posteriormente los niveles de excrecion se mantuvieron bajos, se detect6 ADN

de C. burnetii durante 8 meses.

Los mismos autores observaron que las ovejas que habian abortado excretaban Coxiella
en mayor cantidad a través de los fluidos vaginales y las heces, y mostraban un periodo de
excrecion mas prolongado que las ovejas que tuvieron un parto normal (Joulié et al., 2015).
También comprobaron que durante la primera semana la excrecién tendia a ser mayor en

animales de primer parto que en los que ya habian parido dos o mas veces (Joulié et al., 2015).

En el ganado caprino, tras el brote de abortos inicial, en las parideras sucesivas, se
produce una reduccién del porcentaje de abortos (Berri et al., 2005b; Berri et al., 2007; de
Cremoux et al., 2012a) y la excrecion de Coxiella a través de las placentas, por ejemplo, también
se reduce, limitdndose a las dos primeras parideras tras el brote (Hatchette et al., 2003). Por
otro lado, al igual que ocurre en el ganado ovino, hay animales, que aun estando infectados
paren de forma normal (Berri et al., 2005b; Berri et al., 2007; Reichel et al., 2012; Roest et al.,
2012; Sting et al., 2013). La excrecion de C. burnetii suele ser masiva en la paridera consecutiva al
brote de abortos, y mayor en animales abortados respecto a los que paren de forma normal (de

Cremoux et al., 2012a). En el trabajo de de Cremoux et al. (2012a), al igual que lo observado en
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el ganado ovino (Joulié et al., 2015), también se observo que la excrecién de C. burnetii a través

de exudados vaginales era mas alta en las primiparas que en animales de mas de un parto.

Respecto a las rutas de excrecion de C. burnetii, en el trabajo de Rodolakis et al. (2007),
la leche fue definida como la principal ruta de excrecion de C. burnetii en ganado caprino. Otro
estudio también mostro que tras una infeccion experimental en cabras gestantes, tras los
abortos, Coxiella se excretd en fluidos vaginales durante 14 dias, mientras que en las heces y la
leche la excrecion fue discontinua durante 20 y 52 dias respectivamente (Arricau-Bouvery et al.,
2003). Los mismos autores realizaron una nueva infeccién experimental, y observaron que la
excrecion de Coxiella en exudados vaginales se mantenia durante 6 semanas, mientras que en
las heces y la leche la excreciéon fue discontinua, durante 4 y 5-6 semanas respectivamente
(Arricau-Bouvery et al., 2005). Mas recientemente, una nueva infeccion experimental demostrd
que la excrecion de C. burnetii a través de la leche era baja y limitada en el tiempo (38 dias) en
comparacion a la detectada en los exudados vaginales y en las heces (95 dias) (Roest et al.,
2012). Ademas, en rebafios naturalmente infectados, parece que la excrecidon de C. burnetii a
través de la leche se limita a la paridera en la que han tenido lugar los abortos (Berri et al.,
2005b), y si se mantiene en la siguiente paridera, el porcentaje de animales excretores es muy
bajo (Berri et al., 2007). Canevari et al. (2018) demostraron que en el ganado caprino la
excrecion de C. burnetii a través de los exudados vaginales también puede mantenerse durante

al menos dos parideras consecutivas.

La tendencia observada en los estudios llevados a cabo en rebafios caprinos y ovinos tras
un brote de abortos es que se detecta una mayor excrecién de C. burnetii, en exudados vaginales
durante periodos prolongados por lo que algunos grupos proponen el andlisis de presencia de
ADN de Coxiella en este tipo de muestra como una herramienta de diagnoéstico de la infeccion

por fiebre Q (Sting et al., 2013).

El ganado ovino y caprino son las especies responsables de la mayor parte de los brotes
humanos de fiebre Q (EFSA, 2010; Roest et al., 2013a; van den Brom et al., 2015a). En la Tabla 1
se resumen algunos brotes asociados a estas especies. El brote mds importante y con mas
relevancia por el gran numero de personas afectadas fue el brote acontecido en Holanda entre
los afios 2007 y 2010 y que tuvo su origen en el ganado caprino (Roest et al., 2013a). De 168
casos de fiebre Q en 2007, se pas6 a 1000 en 2008 y a 2354 en 2009 segun fuentes oficiales

(https://www.rivm.nl/g-koorts, web del Instituto Nacional para la Salud Publica y el Medio

Ambiente de los Paises Bajos). Tras la aplicacion de diferentes medidas de control (van der
Hoek et al., 2012), el numero de personas afectadas se redujo a 504 en 2010 y a 81 en 2011. En

2019, se registraron 20 casos de fiebre Q en Holanda y actualmente hay registrados 3 (datos de
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la web https://www.rivim.nl/g-koorts, actualizada el 17 de marzo de 2020). Las cifras totales de
afectados por este brote ponen de relevancia el impacto que tiene la fiebre Q en la salud

humana.

Tabla 1. Relacién de algunos brotes humanos de fiebre Q asociados al ganado ovino y caprino

en diversos paises.

OVINO Afo N° casos Referencia

Estados Unidos 1980 81 (Meiklejohn et al., 1981)

Inglaterra 1981 28 (Hall et al., 1982)

Espafia 1981 63 (Ruiz Tellez et al., 1985)

Suiza 1983 415 (Dupuis et al., 1987)

Italia 1987-1988 235 (Boschini et al., 1999)

Alemania 1992 80 (EFSA, 2010)

Italia 1993 58 (Selvaggi et al., 1996)

Alemania 1994 >18 (EFSA, 2010)

Francia 1990-1995 289 (Tissot-Dupont et al., 1999)

Francia 1996 29 (Arricau-Bouvery and Rodolakis, 2005)

Alemania 1996 56 (EFSA, 2010)

Bosnia 1997 26 (Splino et al., 2003)

Espafa 1998 14 (Nebreda et al., 2001)

Francia 2002 88 (Arricau-Bouvery and Rodolakis, 2005)

Italia 2003 133 (Santoro et al., 2004)

Alemania 2003 299 (Porten et al., 2006)

Croacia 2004 14 (Medic et al., 2005)

Alemania 2005 331 (Gilsdorf et al., 2008)

Inglaterra 2006 110 (Wilson et al., 2010)

Eslovenia 2007 35 (Grilc et al., 2007)

Suiza 2012 14 (Bellini et al., 2014)

Hungria 2013 70 (Gyuranecz et al., 2014)

CAPRINO Afo N° casos Referencia

Francia 1987 40 (Fishbein and Raoult, 1992)

Espafia 1986-1988 35 (Alende-Castro et al., 2018)

Espafia 1991-1992 94 (Pascual et al., 1996)

Eslovaquia 1993 113 (Kovacova et al., 1998)

Canada 1999 66 (Hatchette et al., 2001)

Holanda 2007-2010 4026 (van der Hoek et al, 2012) y
https://www.rivm.nl/g-koorts

Estados Unidos 2011 21 (Bjork et al., 2014)

Australia 2012-2014 18 (Bond et al., 2016)

Espafia 2016 8 (Hurtado et al., 2017)

Bulgaria 2017 11 (Genova-Kalou et al., 2019)
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La importancia de esta zoonosis se refleja ademas en la evolucion del ntimero de
articulos publicados a cerca de la prevalencia de la fiebre Q en rumiantes domésticos. Los
articulos publicados hasta el ano 1990 se dedicaron a estudiar la infecciéon principalmente en el
ganado bovino. A partir del afio 2002, y en relacion con el brote de fiebre Q en Holanda, hubo
un incremento importante en el numero de publicaciones relacionadas con la fiebre Q en las
especies ovina y caprina, sobre todo en Europa (Guatteo et al., 2011). Diversos estudios de
seroprevalencia han confirmado la distribucion por C. burnetii en el ganado ovino y caprino en
un amplio numero de paises. La comparacion de los resultados entre los resultados de los
diferentes estudios es compleja (Guatteo et al., 2011), ya que tanto las técnicas de diagnostico
utilizadas, como la estrategia de muestreo, el tipo de muestras analizadas (suero sanguineo o
leche), asi como el numero de animales analizados, varian entre los diferentes estudios (EFSA,

2010; EFSA and ECDC, 2019; Guatteo et al., 2011).

En la Tabla 2 se resumen los resultados de seroprevalencia individual obtenida en
algunos estudios realizados en ganado ovino. Si se excluyen los estudios realizados en algunos
paises que han mostrado prevalencias muy elevadas (Egipto, Eslovaquia, Iran, Italia, México y
Paquistan), en general las tasas medias de seroprevalencia se encuentran entre 0,7 y 18,9%. En
Espaiia hay pocos estudios en los que se ha investigado la seroprevalencia de la fiebre Q en el
ganado ovino, y ésta presenta un rango amplio, entre el 8,7 y el 31,7% (Tabla 2), con la tasa mas
alta en la isla de Gran Canaria (31.7%). Los estudios realizados a nivel individual en la especie
caprina se resumen en la Tabla 3, donde se observa que las seroprevalencias encontradas en
algunos paises son elevadas. En Espafia, las prevalencias halladas presentan un rango mayor que

el observado en el ganado ovino, entre el 8,7 y el 76,6% (Tabla 3).
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Tabla 2. Resultados de algunos estudios de seroprevalencia frente a C. burnetii en ganado ovino

realizados en diversos paises.

Pais

Técnica

N°animales %animales R .

analizados seropositivos eferencia
Canada 1982 IFA 329 6,7 (Marrie et al., 1985)
Alemania 1998 ELISA 1346 1,3 (Hellenbrand et al., 2001)
México = ----- ELISA 90 40,0 (Salinas-Meléndez et al., 2002)
Canada 1997 IFA 293 3.1 (Hatchette et al., 2002)
Chad 1999-2000 ELISA 142 11,0 (Schelling et al., 2003)
Italia 1999-2002 ELISA 7194 9,0 (Masala et al., 2004)
Croacia - CFT 182 11,0 (Medic et al., 2005)
Chipre - IFA 481 18,9 (Psaroulaki et al., 2006)
Bulgaria 2002-2006 CFT 8727 11,6 (Martinov, 2007)
Albania 1995-1997 ELISA 350 8,8 (Cekani et al., 2008)
Grecia - IFA 554 10,4 (Pape et al., 2009)
Irlanda - IFA 1022 12,3 (McCaughey et al., 2010)
India - ELISA 43 9,3 (Vaidya et al., 2010)
Eslovaquia 2000 ELISA 180 37,2 (Dorko et al., 2010)
Eslovaquia 2009 ELISA 89 58,4 (Dorko et al., 2010)
Iran 2009 ELISA 85 29,4 (Sakhaee and Khalili, 2010)
Irlanda 2008 ELISA 2197 0,7 (Ryan et al., 2011)
Holanda 2008 ELISA 12052 2,4 (van den Brom et al., 2013)
Kenia 2009 ELISA 159 18,2 (Knobel et al., 2013)
Portugal 2011 ELISA 8,6 (Anastacio et al., 2013)
Holanda 2009-2010 953 18,7 (Schimmer et al., 2014a)
Gambia 2012 ELISA 398 18,5 (Klaasen et al., 2014)
Iran 2011 ELISA 127 33,9 (Ezatkhah et al., 2015)
Paquistan - ELISA 271 28,4 (Zahid et al., 2016)
Italia 2012 ELISA 2553 15,5 (Rizzo et al., 2016)
Polonia ) ELISA 89 13,5 (2%z1y7n)13nska-Czerwinska etal.,
Suiza 2011 ELISA 500 1,8 (Magouras et al., 2017)
Italia 2014 ELISA 6641 18,0 (Villari et al., 2018)
Italia 2013-2014 ELISA 2873 37,8 (Barlozzari et al., 2020)
Kenia 2014 ELISA 332 12,2 (Muema et al., 2017)
Grecia 2014-2015 ELISA 800 8,0 (Filioussis et al., 2017)
Portugal 2014 ELISA 1068 11,4 (Cruz et al., 2018a)
Brasil 2016 IFA 403 2,2 (Souza et al., 2018)
Egipto 2015-2016 ELISA 110 22,7 (Selim et al., 2018)
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Tabla 2. Cont.

ESPANA Afo Técnica l;lr:;rzig:‘e;lses ;/;s)n;gns?tlﬁzs Referencia

Lanzarote 1991 CFT 23 8,7 (Pascual-Velasco, 2010)

G. Canaria - ELISA 369 31,7 (Rodriguez et al., 2010)

Pais Vasco 2005 ELISA 1011 8,9 (Garcia-Pérez et al., 2009)
Pais Vasco 2007-08 ELISA 1379 11,8 (Ruiz-Fons et al., 2010)
Catalufia 2010-2014 ELISA 251 12,7 (Fernandez-Aguilar et al., 2016)

Diversos estudios han proporcionado informacion sobre el porcentaje de explotaciones
seropositivas frente a C. burnetii en diferentes regiones o paises. En estos estudios se ha
considerado un rebafio positivo cuando al menos uno de los animales ha presentado
anticuerpos frente a C. burnetii. En la Tabla 4 se resumen los resultados de algunos de estos
estudios. Como se observa, la seroprevalencia de los rebafios ovinos y caprinos estudiados en

Espafia, mas concretamente en la CAPV, es elevada, especialmente en la especie ovina.

La mayor parte de los estudios de seroprevalencia se basan en el andlisis de suero
sanguineo, sin embargo, algunos kits de ELISA comerciales también son aptos para el analisis de
la presencia de anticuerpos en muestras de leche ya que existe una buena correlacion entre los
anticuerpos detectados en leche individual con los presentes en el suero sanguineo (Joulié et al.,
2017a). También las muestras de leche de tanque de explotaciones de rumiantes domésticos de
aptitud lechera se han utilizado ampliamente para evaluar el estatus de infeccion frente a C.

burnetii.

La leche de tanque es una muestra representativa del rebano, facil de tomar y que no
precisa de la manipulacion de animales. En este caso, los niveles de anticuerpos detectados con
la técnica ELISA en leche de tanque también presentan una buena correlacién con la
seroprevalencia observada en los animales de la explotacién (Joulié et al., 2017a; Ruiz-Fons et
al., 2011), por lo tanto el andlisis de estas muestras presenta un gran interés para la realizacion
de estudios epidemioldgicos y como técnica de cribado para calificar a las explotaciones como

positivas o negativas.
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Tabla 3. Resultados de algunos estudios de seroprevalencia frente a C. burnetii en ganado

caprino realizados en diversos paises.

Pais Afo Técnica l;lr:;rzig:‘e;lses ;/;r%npign:i]tlﬁzs Referencia

Canada 1982 IFA 29 7,0 (Marrie et al., 1985)
Alemania 1998 ELISA 278 2,5 (Hellenbrand et al., 2001)
México - ELISA 60 35,0 (Salinas-Meléndez et al., 2002)
Canada 1999-2000 IFA 64 18,8 (Hatchette et al., 2002)
Chad 1999-2000 ELISA 134 13,0 (Schelling et al., 2003)
Oman 2001 IFA 54 56,0 (Scrimgeour et al., 2003)
Italia 1999-2002 ELISA 2155 13,0 (Masala et al., 2004)
Chipre - IFA 417 48,2 (Psaroulaki et al., 2006)
Bulgaria 2002-2006 CFT 3928 13,7 (Martinov, 2007)

Albania 1995-1997 ELISA 443 8,8 (Cekani et al., 2008)

Grecia - IFA 61 6,5 (Pape et al., 2009)

Iran 2008 ELISA 76 65,8 (Khalili and Sakhaee, 2009)
Irlanda - IFA 54 9,3 (McCaughey et al., 2010)
India - ELISA 53 57 (Vaidya et al., 2010)

Irlanda 2005-2007 ELISA 590 0,3 (Ryan et al., 2011)

Holanda 2009-10 ELISA 2828 21,4 (Schimmer et al., 2011)
Holanda 2008 ELISA 3134 7,8 (van den Brom et al., 2013)
Kenia 2009 ELISA 378 32,0 (Knobel et al., 2013)
Portugal 2011 ELISA 10,4 (Anastacio et al., 2013)
USA 2010-11 ELISA 1794 8,0 (Sondgeroth et al., 2013)
Gambia 2012 ELISA 490 24,2 (Klaasen et al., 2014)
Canada 2010-2012 ELISA 1447 43,7 (Meadows et al., 2015)

Iran 2011 ELISA 241 22,4 (Ezatkhah et al., 2015)
Paquistan - ELISA 271 33,2 (Zahid et al., 2016)

Italia 2012 ELISA 3185 16,2 (Rizzo et al., 2016)

Polonia - ELISA 936 6,3 (Szymanska-Czerwinska et al., 2017)
Suiza 2011 ELISA 321 3,4 (Magouras et al., 2017)
Kenia 2014 ELISA 508 26,0 (Muema et al., 2017)
Grecia 2014-2015 ELISA 800 14,4 (Filioussis et al., 2017)
Brasil 2016 IFA 412 2,2 (Souza et al., 2018)

Egipto 2015-2016 ELISA 80 12,5 (Selim et al., 2018)

Costa Rica 2013-2017 ELISA 391 1,8 (Villagra-Blanco et al., 2018)
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Tabla 3. Cont.
. o f 0, i
ESPANA  Afio Técnica |\ animales % animales Referencia
analizados seropositivos
Madrid 1988-1989 CFT 43 76,6 (Tellez et al., 1989)
Lanzarote 1991 IFA 2285 32,7 (Pascual-Velasco, 2010)
Gomera 1997 IFA 132 21,2 (Pascual-Velasco, 2010)
Gomera 1997 IFA 94 16,0 (Pascual-Velasco, 2010)
G. Canaria - ELISA 733 60,4 (Rodriguez et al., 2010)
\F;ais 2007-08 ELISA 115 8,7 (Ruiz-Fons et al., 2010)
asco

Tabla 4. Resultados de algunos estudios de seroprevalencia frente a C. burnetii en rebafos

caprinos y ovinos de diferentes paises.

N° rebafos

%rebafios

Pais Ao Técnica ; Ganado " Referencia
analizados seropositivos
Espafa 2005 ELISA 34 ovino 67,6 (Garcia-Pérez et al., 2009)
Espafa 388; ELISA 46 ovino 74 (Ruiz-Fons et al., 2010)
~ 2007- . .
Espafa 2008 ELISA 11 caprino 45 (Ruiz-Fons et al., 2010)
. 1999- .
Italia 2002 ELISA 675 ovino 38 (Masala et al., 2004)
. 1999- .
Italia 2002 ELISA 82 caprino 47 (Masala et al., 2004)
Italia 2012 ELISA 111 ovino 38,7 (Rizzo et al., 2016)
Italia 2012 ELISA 206 caprino 19,5 (Rizzo et al., 2016)
Italia 2014 ELISA 205 ovino 73,6 (Villari et al., 2018)
ltalia o1 ELISA o4 ovino 87,2 (Barlozzari et al., 2020)
Portugal 2011  ELISA 24 ovino 37,5 (Anastacio et al., 2013)
Portugal 2011  ELISA 52 caprino 28,8 (Anastacio et al., 2013)
Irlanda 2005- ELISA 119 ovino 8,4 (Ryan et al., 2011)
2007
2005- .
Irlanda 2007 ELISA 66 caprino 15 (Ryan et al., 2011)
. 2001- .
Turquia 2004 ELISA 42 ovino 81 (Kennerman et al., 2010)
. 2011- . . .
Iran 2012 ELISA 43 ovino y caprino 100 (Asadi et al., 2013)
Iran 2008 ELISA 9 caprino 100 (Khalili and Sakhaee, 2009)
Brasil 2016 IFA 26 ovino y caprino 30,8 (Souza et al., 2018)
Canada 1984 ELISA 20 caprino 20 (Lang, 1988)
Canada 1988 ELISA 103 ovino 22 (Lang et al., 1991)
Canada 1998 CFT 46 ovino 89 (Dolce et al., 2003)
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Otra ventaja afnadida de trabajar con muestras de leche de tanque es que permite
detectar, mediante técnicas moleculares, la presencia de ADN de C. burnetii, y, en el caso de
obtener un resultado positivo, indicaria que en ese rebafio hay animales excretores de C.
burnetii en leche, y que el rebaiio ha padecido fiebre Q recientemente (Plummer et al., 2018). En
la Tabla 5 se resumen algunos de los estudios de prevalencia de fiebre Q en ganado ovino y
caprino, utilizando esta estrategia. Tal y como se observa en la tabla, en un estudio llevado a
cabo en la CAPV se detecté un 22% de rebafios ovinos con ADN de C. burnetii en leche de
tanque (Garcia-Pérez et al., 2009). Este resultado fue similar al obtenido en ganado caprino en

Holanda durante del brote de fiebre Q (20,5%) (van den Brom et al., 2015b).

Tabla 5. Resultados de algunos estudios de prevalencia de ADN de C. burnetii en muestras de

leche de rebafios caprinos y ovinos en diferentes paises.

% rebafos

Pais Afo N° rebafios analizados  Ganado Referencia

positivos
Espafa 2005 154 ovino 22 (Garcia-Pérez et al., 2009)
Iran 2008 20 caprino 5 (Rahimi et al., 2010)
Holanda 2008 292 caprino 32,9 (van den Brom et al., 2012)
Holanda 2009 401 caprino 20,5 (van den Brom et al., 2015b)
Portugal 2009-2013 39 ovino 51 (Anastacio et al., 2016)
Bélgica 2009-2013 123 caprino 6,3-12,1 (Boarbi et al., 2014)

En resumen, tal y como se ha podido observar a lo largo de este capitulo, la infeccion por
C. burnetii esta ampliamente distribuida por todo el mundo, con unas prevalencias tanto a nivel
de rebafio, como a nivel individual, elevadas en algunos paises, lo que demanda la necesidad de
implantar medidas de control para evitar la aparicion de casos y brotes humanos de fiebre Q. En
la actualidad son pocos los paises que han incluido a la fiebre Q dentro de sus programas de
saneamiento ganadero (EFSA, 2010). En la CAPV, tal y como se ha mostrado, la prevalencia de
C. burnetii es alta en los pequefios rumiantes, lo que supone una preocupacion para la Salud
Publica. Por ello, los responsables del saneamiento ganadero en la CAPV ya estan dando los
primeros pasos para el control de esta infeccidn. Para ello es necesario investigar si la infeccion
esta activa en las explotaciones utilizando una serie de herramientas laboratoriales, que
permitan conocer el estatus de infeccién en la poblacion animal y la presencia de la bacteria en
el entorno medioambiental de la explotacion sospechosa, para, finalmente, interpretar de forma

correcta los resultados.

28



1. REVISION BIBLIOGRAFICA

I1.4 Investigacion de la infeccion por C. burnetii en los rebanos de pequeiios rumiantes

En este apartado se incluyen diferentes estrategias de trabajo en el campo y de

laboratorio para estudiar el estatus de infeccion en rebafios afectados por fiebre Q.

I1.4.1 Investigacion de la implicacion de C. burnetii en los brotes de abortos

Para confirmar que los abortos de una explotacion de pequefios rumiantes son a
consecuencia de la infeccidon por C. burnetii es imprescindible tomar muestras de placenta, ya
que es el tejido que presenta las lesiones mas relevantes y una mayor carga bacteriana
(Agerholm, 2013; EFSA, 2010).

En el laboratorio, el examen microscopico de frotis o improntas a partir de placentas,
permite visualizar bacterias de morfologia compatible con C. burnetii mediante diversos
métodos de tincion (OIE, 2018; Porter et al., 2011). Existen varios tipos de tinciones como la de
Giménez (Giménez, 1964), la tincion de Stamp, que es el método mas utilizado en diagndstico
veterinario, y otras como Macchiavello, Giemsa o Koster modificado (OIE, 2018). Este tipo de
tinciones presenta una especificidad y sensibilidad bajas y existe el riesgo de confundir la
presencia de C. burnetii con otras bacterias intracelulares como Brucella spp o Chlamydophila
abortus, por lo que se necesita realizar posteriormente otros métodos de diagndstico para
confirmar la etiologia de la enfermedad, como por ejemplo la técnica de PCR. Ademas C.
burnetii tiene un tamafo pequefio que a veces hace que sea complicado detectar la infeccion
cuando hay pocas bacterias, aunque esto no suele ser un problema en los casos de aborto por
fiebre Q ya que hay millones de bacterias por gramo de placenta (OIE, 2018).

Los abortos causados por C. burnetii ocurren hacia el final de la gestacion, y los fetos
expulsados son aparentemente normales y sin lesiones aparentes, pero, tal y como se ha
comentado, la placenta estd muy alterada (Agerholm, 2013; Arricau-Bouvery and Rodolakis,
2005). Por lo tanto, las técnicas histopatologicas se realizan principalmente con la placenta
que es el 6rgano diana (Roest et al., 2012). La placentitis que tiene lugar tras la infeccion, parece
ser la posible causa de los abortos, ya que se observan lesiones de inflamacién severa y extensa,
dominada por necrosis en cotiledones o en la zona intercotiledonaria, acompanada de exudado
mucopurulento, hemorragia, vasculitis, edema y un gran numero de neutréfilos (Agerholm,

2013).
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Ademas de la observacion de lesiones compatibles con fiebre Q, la presencia de C.
burnetii puede ser confirmada en tejidos embebidos en parafina o frotis fijados en acetona
mediante técnicas de inmunohistoquimica. Otra técnica descrita es la hibridacién
fluorescente in situ o FISH, que permite la deteccién de C. burnetii en tejidos embebidos en
parafina, aplicado en placentas de rumiantes abortados, utilizando una sonda de

oligonucleotidos especificos que se unen al ARN ribosomal 16S de C. burnetii (OIE, 2018).

I1.4.2 Investigacion de la infeccion por C. burnetii en un rebafo tras un brote de

fiebre Q

Cuando se obtienen evidencias de la existencia de fiebre Q a partir de los resultados de
los abortos, el siguiente paso a dar es hacer una evaluacién del momento de la infecciéon en el
que se encuentra la explotacidon afectada para poner en practica de forma rapida las medidas
para su control. Es decir, averiguar el grado de distribucion de la infeccion en el rebafio y si se
trata de una infeccion reciente, ya que es importante para considerar las posibles pautas de

control a recomendar, tal y como se vera mas adelante.

I1.4.2.1 Investigacion del nivel de excrecion de C. burnetii en la poblacién animal

Para evaluar el estatus de infeccion por C. burnetii en un rebafo, es conveniente acudir
en el momento del inicio de la paridera para tomar muestras a los animales abortados, si los
hay, y a los recién paridos con objeto de comprobar el porcentaje de animales infectados que
estan excretando la bacteria por via vaginal, por heces y leche. El tomar muestras de fluidos
vaginales, heces y leche de 20-40 animales proporcionara una buena estimacion del grado de
infeccion en el rebafio. En estas muestras la técnica a aplicar es la PCR o reaccién en cadena de la
polimerasa, que a dia de hoy es la técnica de diagnostico directo por excelencia ya que es
especifica, sensible y rapida y ademads permite analizar un gran nimero de muestras, no solo de
los productos de los abortos y otras muestras de origen animal, sino que también posibilita la
deteccion de ADN de C. burnetii en muestras ambientales como polvo, suelo, agua y garrapatas
(de Bruin, 2011; EFSA, 2010; Mori et al., 2017; OIE, 2018). A continuacidn se hace un resumen
de algunas de las técnicas moleculares utilizadas para la deteccion y/o cuantificacion de ADN de

C. burnetii.
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La PCR es un método desarrollado por Kary B. Mullis en los afios 80 del siglo pasado,
para la amplificacion in vitro de secuencias especificas de acidos nucleicos. Se basa en el uso de
una enzima termo estable aislada de Thermus aquaticus, Tag DNA polymerase, que favorece la
sintesis de una hebra de ADN complementaria a partir de una hebra modelo (Karcher, 1995). La
reaccidon consiste en, primeramente, la desnaturalizacion de la doble cadena de ADN mediante
calor (mas de 90°C). Después, se baja la temperatura y los cebadores (secuencias de
oligonucledtidos complementarios de una parte de las hebras molde) hibridan con las zonas
homologas, y por ultimo se aumenta la temperatura para que la ADN polimerasa lleve a cabo la
extension de la nueva hebra partiendo de los cebadores mediante la adiciéon de dNTPs. Estos 3
pasos se repiten generando por cada ciclo un nimero exponencial de copias que facilita la
deteccion del agente (Karcher, 1995; Saiki et al., 1988).

Existen diferentes variantes de la técnica PCR. Ademas de la PCR convencional, descrita
en el parrafo anterior, también se ha desarrollado la touchdown PCR para la deteccion de C.
burnetii (Berri et al., 2000). Esta técnica parte de una temperatura de hibridacién en el primer
ciclo de PCR por encima de la temperatura de melting, en la que la mitad de las moléculas del
cebador estan unidas al ADN molde. Posteriormente, esa temperatura inicial baja en 4 ciclos
sucesivos, 1 grado por ciclo, hasta una temperatura de hibridacién mas permisiva que es la que
se mantiene durante los siguientes ciclos, evitando la amplificacion de productos no especificos,
y favoreciendo la interaccion del cebador-molde (Berri et al., 2000; Korbie and Mattick, 2008).
Otra variante es la PCR anidada o en nido (nested PCR), que consiste en dos reacciones de PCR,
en la que la segunda reamplifica una regién del amplicon inicial (Mares-Guia et al., 2018; Zhang
et al., 1998). Con este tipo de reacciones hay mas riesgo de contaminaciones con el producto
amplificado (Fenollar and Raoult, 2004). Esta desventaja podria ser solventada con el uso de un
protocolo de PCR anidada en un unico tubo evitando de esta forma la apertura de los tubos
entre la primera y la segunda amplificacion, y que se basaria en el uso de dos pares de cebadores
con diferentes temperaturas de hibridacidon (Fournier and Raoult, 2003; Parisi et al., 2006).

La PCR convencional ha ido sustituyéndose por la PCR a tiempo real, ya que obtiene un
mayor rendimiento en menos tiempo, permite la reproducibilidad entre laboratorios, existe
menor riesgo de contaminacién ya que no se manipula el producto amplificado, y permite la
cuantificacion de C. burnetii en muestras bioldgicas (EFSA, 2010; Eldin et al., 2017; Fenollar and
Raoult, 2004; Mori et al., 2017). La PCR a tiempo real mas utilizada para C. burnetii ha sido la
que se basa en sondas TagMan, por su sensibilidad y especificidad (Heid et al., 1996; Jia, 2012).
La sonda TagMan, es una sonda que se une de forma especifica a la secuencia que se va a
amplificar y tiene un marcador fluorescente en el extremo 5’ llamado reporter y otro en el 3’

llamado quencher. La PCR necesita en este caso una Taq polimerasa con actividad exonucleasa
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5’-3". Durante la amplificacién, cuando la polimerasa hidroliza la sonda, hace que se separen el
reporter del quencher y es en ese caso, cuando estan separados uno del otro, cuando se detecta
la emision de fluorescencia del reporter, siendo la sefial proporcional a la cantidad de producto
de PCR que se obtiene. En la PCR a tiempo real se dan 4 fases que son representados
graficamente: la fase lineal, fase exponencial temprana, fase exponencial (log phase) y fase de
meseta. En la primera fase, la sefial fluorescente no ha superado a la sefal de fondo, pero en la
segunda fase es en la que se define el Ct o Cycle threshold que es el nimero de ciclos en los que
se detecta una seal fluorescente por encima del umbral de fondo, indicando la positividad de la
muestra. El resultado de la PCR, por tanto, viene determinado por este valor de Ct, que es
inversamente proporcional a la cantidad de ADN diana. En la tercera fase tiene lugar la
amplificacién de los productos de PCR, y en la cuarta apenas hay sustrato y la Taq polimerasa
deja de hacer su funcion (Heid et al., 1996; Jia, 2012).

Para la deteccion de C. burnetii mediante técnicas de PCR, se han utilizado diferentes
genes diana. Los mds ampliamente utilizados han sido la secuencia de insercion multicopia
ISIlII, y otros genes de unica copia (sodB, coml, htpA y htpB, icd, cbmip, entre otros) que
codifican para diferentes proteinas (EFSA, 2010; Mori et al., 2017; OIE, 2018). La utilizacion,
como diana, de genes multicopia como el ISIIIl proporciona una ventaja a la hora de la
deteccion ya que aumenta la sensibilidad del ensayo (de Bruin, 2011), pudiendo detectar bajas
cargas bacterianas (Eldin et al., 2017). Pero a la hora de cuantificar la cantidad de C. burnetii en
muestras problema es mejor utilizar los genes de copia tnica (OIE, 2018). La secuencia ISIIII de
la cepa Nine Mile tiene 20 copias, pero segun el aislado podria haber entre 7 y 110 copias (Klee
et al., 2006). Otro elemento repetitivo utilizado es el IS30A, pero resulté ser menos sensible que
IS1111 (Eldin et al., 2013).

La técnica de PCR puede verse afectada por la existencia de posibles inhibidores en las
muestras problema, dando lugar a falsos negativos (Berri et al., 2000), por lo que se necesita
tener un buen protocolo de extraccion de ADN para la eliminacion de esas sustancias
inhibidoras, ademds de incluir controles internos para poder controlar la eficiencia de la
extraccion y, confirmar asi que la reaccion de PCR se ha llevado a cabo sin problemas (de Bruin,
2011). Ademas, en el procesado de las muestras pueden ocurrir contaminaciones cruzadas, por
lo que la introduccion de controles negativos cada 5-10 muestras ayuda a detectar las posibles
contaminaciones. Esos controles negativos han de tratarse de forma paralela a las muestras
problema (Fenollar and Raoult, 2004). Ademds se recomienda analizar las muestras lo antes
posible (Guatteo et al., 2007), especialmente las que tienen bajas cargas bacterianas, que
podrian alterarse durante el almacenaje, evitando de esta forma la obtencién de resultados

falsos negativos.
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Existen diferentes estudios que han estudiado el estatus de infeccion de los rebafios de
pequeiios rumiantes afectados por fiebre Q y en los que se han estudiado mediante métodos
moleculares el porcentaje de animales excretores y los niveles de excrecion de C. burnetii, asi
como la cinética de la excrecidon bacteriana en el transcurso de la paridera (Astobiza et al., 2010;
Astobiza et al., 2011a; Astobiza et al., 2011b; Astobiza et al., 2013; Berri et al., 2001; Berri et al.,
2002; Berri et al., 2005b; Berri et al., 2007; Canevari et al., 2018; Joulié et al., 2015; Rodolakis et
al., 2007).

[1.4.2.2 Investigacion de la presencia de anticuerpos frente a C. burnetii

La deteccidon de anticuerpos frente a C. burnetii indica que los animales han estado
expuestos a la infeccion o han tenido contacto previo con bacteria (Plummer et al., 2018). En
estudios experimentales realizados en ganado caprino se ha demostrado que a los 21 dias post-
infeccion se comienzan a detectar los anticuerpos, con maximos en torno a la semana 5-6 post-
infeccién y con una progresion ascendente hasta el final del experimento (14-15 semanas)
(Arricau-Bouvery et al., 2003; Arricau-Bouvery et al., 2005).

En la infeccion por C. burnetii se ha observado que un porcentaje (25-50%) de animales
infectados y que han excretado la bacteria por alguna de las vias, no seroconvierten (Berri et al.,
2001; Berri et al., 2005a; de Cremoux et al., 2012a; Reichel et al., 2012; Rousset et al., 2009a).
Por lo tanto, la evaluacidn de la respuesta inmune humoral es compleja en algunos casos, y tiene
escaso valor a nivel individual (EFSA, 2010). La ausencia de anticuerpos en animales infectados
podria achacarse a un fallo en la respuesta inmune humoral (Berri et al., 2001). También cabria
la posibilidad de que sea debido a un problema de sensibilidad de las técnicas utilizadas, o a la
naturaleza de los antigenos utilizados en los kits serologicos (Berri et al., 2001).

Coxiella burnetii puede presentar 2 formas antigénicas diferentes, la fase I y la fase II,
generandose anticuerpos especificos de fase. La presencia de éstos tltimos en rumiantes esta
poco estudiada debido a que las técnicas seroldgicas disponibles comercialmente no
discriminan entre los anticuerpos de un tipo u otro (OIE, 2018). En una infeccién experimental
realizada por Roest et al. (2013b) se inoculd la cepa de C. burnetii causante del brote en Holanda
por via intranasal a un grupo de cabras gestantes y a las 2-3 semanas se detectaron anticuerpos
de fase II (IgM e IgG), y en menor medida anticuerpos IgM de fase 1. Posteriormente, los
anticuerpos IgM de fase II sufrieron un descenso que se mantuvo estable hasta el final del
estudio, mientras que los IgG en fase II siguieron subiendo hasta la semana 10 y se mantuvieron

estables hasta la semana 13. En el caso de los anticuerpos IgG anti-fase I comenzaron a
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detectarse en la semana 6 después de la inoculaciéon y tanto estos como los IgM de fase I se
mantuvieron hasta la semana 13 post-inoculacién, en que concluyo el estudio (Roest et al.,
2013b). La duracion total de la respuesta humoral no pudo determinarse ya que el seguimiento
de los animales experimentales duré alrededor de 3 meses (Roest et al., 2013b), sin embargo los
diferentes estudios realizados en rumiantes indican que la presencia de anticuerpos puede durar
varios meses e incluso afos (Berri et al., 2002; Berri et al., 2005b; Berri et al., 2007; Roest et al.,
2013b; van den Brom et al., 2015a).

Las técnicas serologicas mas utilizadas para la deteccién de anticuerpos frente a C.
burnetii son la inmunofluorescencia indirecta (indirect immunofluorescence assay o IFA), el
ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (enzyme-linked immunosorbent assay o ELISA) y
la técnica de Fijacion de Complemento (complement fixation test o CFT) (OIE, 2018). La técnica
IFA se aplica por lo general en el diagndstico de casos de fiebre Q humanos. Permite distinguir
entre anticuerpos en fase I o fase II, que dan idea de la progresidon de la infeccion. Hay kits
comerciales que detectan inmunoglobulinas IgM o IgG, en fase I o fase II, y un aumento en el
titulo de los anticuerpos, en dos tomas de muestras realizadas en el intervalo de 2-3 semanas,
indicaria seroconversion (EFSA, 2010; Fournier et al., 1998; Herremans et al., 2013; Porter et al.,
2011; Tissot-Dupont et al., 1994).

En el campo veterinario se utilizan las técnicas CFT y ELISA, pero ésta ultima es mas
sensible y especifica (Horigan et al., 2011; Kittelberger et al., 2009; Rousset et al., 2007). Aunque
CFT ha sido la técnica de referencia para el diagnostico de abortos en rumiantes (EFSA, 2010;
OIE, 2018), actualmente estd en desuso y la técnica ELISA es el método elegido para hacer un
diagnostico tanto a nivel de explotacién, como para estudios epidemiologicos (Fournier et al.,
1998; OIE, 2018). Algunos kits de ELISA comerciales, contienen antigeno de cepas aisladas de
rumiantes y otros contienen antigeno de la cepa de referencia Nine Mile aislada de garrapatas
(EFSA, 2010; Porter et al., 2011).

Respecto a la comparacion entre ELISA e IFA, se obtienen resultados similares con las
dos técnicas, aunque el ELISA muestra una sensibilidad mayor (Field et al., 2000; Rousset et al.,
2007). ELISA detecta una mezcla de anticuerpos frente a fase I como a fase II, mientras que la
técnica IFA puede diferenciar IgG e IgM en fase I o fase II (EFSA, 2010; Fournier et al., 1998;
OIE, 2018; Porter et al., 2011), sin embargo, no hay kits comerciales que permitan distinguir los
anticuerpos de ambas fases en rumiantes domésticos.

Tal y como se ha comentado previamente, la serologia individual no tiene validez en el
diagnostico de C. burnetii ya que como se ha visto, existe un porcentaje de animales infectados
que no seroconvierten (EFSA, 2010; Plummer et al., 2018), por ello hay que tomar muestras de

suero de un porcentaje de los animales de la explotacion y sacar conclusiones sobre el estatus de
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infeccion de C. burnetii en funcidn de la tasa de seroprevalencia observada. Asi, seroprevalencias
entre 30-50% pueden ser indicadoras de una infeccién activa y reciente (Berri et al., 2001; Berri
et al., 2005b; EFSA, 2010).

Por otro lado, tal y como se ha comentado también en el capitulo anterior, se ha
observado una buena correlacion entre los resultados serolégicos obtenidos en suero sanguineo
y los resultados obtenidos en la leche, tanto individual como de tanque (Joulié et al., 2017a;
Ruiz-Fons et al., 2011). Por este motivo, algunos kits de ELISA comerciales han sido

desarrollados con el fin de poder detectar la presencia de anticuerpos frente a Coxiella en leche.

I1.4.3 Investigacion de los genotipos de C. burnetii relacionados con los brotes de

fiebre Q y caracterizacion de cepas

El genotipado de las cepas de C. burnetii permite conocer los genotipos que son
causantes de enfermedad tanto en animales como en humanos, al mismo tiempo que permite
saber qué genotipos estan relacionados con una determinada especie animal o si puede haber
genotipos compartidos entre diferentes especies. El genotipado nos da la opcién de conocer qué
cepas estan circulando en un momento determinado en una explotacion. En estudios recientes
realizados en Bélgica, Holanda y Francia, se demostré que puede haber mas de un genotipo en
una misma explotacion, y ademas, algunos de estos genotipos son compartidos entre diferentes
especies de rumiantes domésticos (Boarbi et al., 2014; Dal Pozzo et al., 2016; Huijsmans et al.,
2011; Joulié et al., 2015).

El estudio de los genotipos de Coxiella permite conocer la posible fuente de infeccion de
los brotes de fiebre Q (Massung et al., 2012; Mori et al., 2017). Las técnicas desarrolladas mas
recientemente y mds ampliamente utilizadas son MST (Multispacer Sequence Typing)
(Glazunova et al.,, 2005), MLVA (Multilocus variable number of tandem repeats — VNTR -
analysis) (Arricau-Bouvery et al.,, 2006; Svraka et al., 2006), y SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) (Huijsmans et al., 2011). Estos tres métodos son técnicas basadas en PCR que
permiten utilizar directamente el ADN de muestras clinicas y medioambientales sin necesidad
de aislamiento previo en medio de cultivo (Sidi-Boumedine and Rousset, 2011).

La técnica MST (Multispacer Sequence Typing) se basa en el andlisis de secuencias
intergénicas (espaciadores) del genoma, situadas entre dos marcos de lectura abiertos (ORF)
(Glazunova et al., 2005). Debido a la baja presion selectiva que sufren estas regiones no
codificantes, son mdas variables que los genes codificantes adyacentes, pudiendo sufrir

mutaciones (incluso en un unico nucledtido), inserciones o deleciones. Las 10 secuencias

35



1. REVISION BIBLIOGRAFICA

analizadas en esta técnica permitieron diferenciar 30 genotipos entre 173 aislados de C. burnetii,
clasificaindolos en 3 grupos monofiléticos. La clasificacion permitié apreciar una distribucién
geografica de algunos de los aislados de C. burnetii, ademas de la existencia de una correlacién
parcial entre los 3 grupos y el tipo de plasmido (Glazunova et al., 2005). Existe una base de
datos de MST que ha sido creada por el IHD-Méditerranée Infection, y contiene los perfiles
obtenidos de las diferentes cepas analizadas, habiendo a dia de hoy un total de 72 genotipos

(http://ifr48.timone.univ-mrs.fr/mst/coxiella burnetii/groups.html). Con esta informacién se

han creado mapas de distribucion de los genotipos MST de C. burnetii (D'Amato et al., 2016;
Eldin et al., 2017). En el articulo publicado por Eldin et al. (2017) se puede comprobar cual es la
distribucion de los diferentes genotipos MST de C. burnetii en diferentes paises europeos. En lo
que respecta a Espaiia, parece que existen genotipos comunes a los identificados en otros paises
de la cuenca Mediterranea.

Otra técnica utilizada ampliamente es la técnica MLVA (Multilocus variable number
of tandem repeats - VNTR - analysis) que consiste en el andlisis de las variaciones que se dan
en el namero de repeticiones de secuencias del ADN que se repiten en tandem, y que estan
localizadas en diferentes loci del genoma (Arricau-Bouvery et al., 2006; Svraka et al., 2006). Se
ha utilizado sobre todo en Europa y en concreto con muestras de rumiantes, tanto en estudios
epidemioldgicos como en la investigacion de brotes de fiebre Q (Eldin et al., 2017; Sidi-
Boumedine and Rousset, 2011). En el trabajo de Svraka et al. (2006), a partir de 21 aislados, se
obtuvieron 9 genotipos MLVA mediante el andlisis de 7 loci, mientras que en el estudio de
Arricau-Bouvery et al. (2006), a partir de 42 cepas de C. burnetii, y se diferenciaron un total de
36 genotipos MLVA mediante el analisis de 17 loci. La técnica MLVA tiene pues un gran poder
de discriminacion (Arricau-Bouvery et al., 2006; Massung et al., 2012), y ademas, a diferencia de
la técnica MST, es menos laboriosa y no requiere secuenciacion (Svraka et al., 2006). Sin
embargo, la técnica MLVA, se basa en la electroforesis capilar, lo que da lugar a discrepancias
entre laboratorios en el tamafio estimado de los marcadores, lo que afecta al nimero de
repeticiones, y ademads, los diferentes grupos de investigacion utilizan diferentes marcadores y
protocolos. Todo ello hace que la reproducibilidad de la técnica entre laboratorios sea
complicada, por lo que existe una falta de estandarizacidén y consenso del método (Arricau-
Bouvery et al., 2006; Eldin et al., 2017; Massung et al., 2012; Svraka et al., 2006). Ademas,
pueden aparecer problemas debidos al tipo de muestra, la calidad de ésta y a su manipulacion,
dando lugar a errores en la amplificaciéon y a perfiles incompletos, lo que complica la
interpretacion de los resultados (Sidi-Boumedine et al., 2015). A pesar de estos inconvenientes,

actualmente existe la web MLVAbank en la que se van recopilando los resultados obtenidos en
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los diferentes estudios realizados hasta el momento (http://microbesgenotyping.i2bc.paris-

saclay.fr/databases/view/966).

En un estudio realizado con la técnica MLVA, a partir de muestras recogidas entre los
afnos 2006 y 2015 y procedentes de cabras, ovejas y vacas abortadas, se diferenciaron 3 grupos
de genotipos divididos en 12 subgrupos (Joulié et al., 2017b). Salvo algunas excepciones, los
genotipos asociados con los pequefios rumiantes se englobaron dentro de los grupos A y B,
mientras que casi todos los genotipos del ganado bovino fueron clasificados en un tercer grupo
(grupo C) coincidiendo con lo hallado previamente en otros trabajos que sugieren que en el
ganado bovino predominan cepas exclusivas de esta especie (Astobiza et al., 2012b; Joulié et al.,
2017b; Pifiero et al., 2014b; Pifero et al.,, 2015). Algunos genotipos fueron encontrados
solamente en ciertas regiones y se detecto cierta estabilidad con el paso del tiempo en el caso de
algunos genotipos. Y aunque se observaron variaciones genotipicas dentro de una misma
explotacion, esos genotipos siempre estaban dentro del mismo grupo (Joulié et al., 2017b). Esa
estabilidad en tiempo y espacio puede ser debida a la resistencia de las diferentes cepas de
Coxiella en el ambiente (polvo y estiércol), al tipo de manejo de los rebafios, si existe o no
movimiento de animales entre diferentes zonas, y a la velocidad de cambio del genoma de la
bacteria (Joulié et al., 2017b).

Otra técnica mas reciente es el genotipado SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
(Huijsmans et al., 2011), puesta a punto por un grupo holandés. Tras comparar 5 secuencias de
genoma completo de C. burnetii disponibles en la base de datos GenBank (RSA493, RSA33],
CbuG_Q212, Cbuk_Q154, and 5J108 111 Dugway) se seleccionaron 10 polimorfismos de una sola
base nucleotidica en diferentes loci del genoma, lo que permitié disefiar sondas especificas. Asi,
Huijsmans et al. (2011) diferenciaron 9 genotipos SNP entre 28 cepas de referencia de C.
burnetii, entre las cuales estaban representados 14 genotipos MLVA diferentes. Tres de los 10
polimorfismos analizados se encontraban en la secuencia de insercién multicopia ISIIII y los
otros siete estaban localizados en diferentes genes de tinica copia del genoma de la bacteria
(Huijsmans et al., 2011). Diversos autores han utilizado la técnica SNP para genotipar C. burnetii
presente en muestras animales y medioambientales (Dal Pozzo et al., 2016; Hermans et al.,
2011; Huijsmans et al., 2011; Hurtado et al., 2017). La técnica SNP es menos discriminatoria que
MLVA y MST, pero es sensible, rdpida y menos costosa, y la interpretacion de los resultados es
mas sencilla, ademds de que hay menor riesgo de contaminaciéon ya que no se requiere la
manipulacién de producto amplificado (Huijsmans et al., 2011; Sidi-Boumedine and Rousset,
2011).

La técnica de MST (Glazunova et al., 2005) modificada por Hornstra et al. (2011), ha

dado lugar a un ensayo mas robusto, menos caro, mas rapido, y util cuando existe escasa
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cantidad de ADN, ademas de poder comparar sus resultados entre laboratorios con facilidad. El
ensayo se basa en el andlisis de 14 SNPs mediante PCR a tiempo real, y ha clasificado 70 aislados
en 35 genotipos MST y en 6 grupos gendmicos (Hornstra et al., 2011) previamente descritos por
Hendrix et al. (1991).

Otro método de genotipado incluido en los denominados “de alta resolucion” (Massung
et al., 2012), es el ISIIII typing. Segun la cepa de C. burnetii de que se trate, en su genoma existe
un numero diferente de copias del elemento de insercion ISIIII (Klee et al., 2006), y partiendo
de la base que hay diferencias entre algunos de esos elementos (Hoover et al., 1992), esta técnica
permitié clasificar 14 aislados de C. burnetii en 5 grupos genomicos, encontrando una buena
correlacién con los grupos gendmicos diferenciados por Hendrix et al. (1991) (Denison et al.,
2007).

Otros métodos, como la técnica IRS-PCR (Infrequent Restriction Site-PCR), se basan en
la digestion del genoma con enzimas de restriccidon y en la posterior amplificacion de regiones
de los fragmentos resultantes, obteniendo un patron de bandas determinado (Arricau-Bouvery
et al., 2006; Mazurek et al., 1996). A pesar de presentar concordancia con la técnica MLVA, la
técnica IRS-PCR resultd ser menos discriminatoria, diferenciando 14 aislados de C. burnetii en 6
grupos, frente a los 11 genotipos obtenidos en MLVA (Arricau-Bouvery et al., 2006). Por otro
lado, la técnica RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) consiste en el analisis de
fragmentos de ADN amplificados al azar (Sidi-Boumedine et al.,, 2009). Sin embargo, la
dificultad de interpretar los resultados, y la falta de reproducibilidad entre laboratorios, asi
como el hecho de ser técnicas menos discriminatorias que las ya existentes, hace que no sean
utilizadas.

En Espana existen pocos trabajos en los que se hayan genotipado muestras de rumiantes
domeésticos (Astobiza et al., 2012b; Gonzélez-Barrio et al., 2016; Hurtado et al., 2017; Jado et al.,
2012; Pifiero et al., 2014b; Pifiero et al., 2015). En un primer estudio se analizd el genotipo de
diferentes tipos de muestras obtenidas en explotaciones de rumiantes (muestras animales y
ambientales) mediante las técnicas MLVA y MST (Astobiza et al., 2012b) y se obtuvo una alta
variabilidad ya que se identificaron 11 genotipos MLVA que correspondieron a 4 genotipos MST.
El genotipo MSTI3 lo compartian las 3 especies de rumiantes domésticos, los pequefios
rumiantes el MST8, mientras que otros genotipos fueron solamente detectados en ganado
caprino (MST18) o vacuno (MST20). En este estudio también se detectaron genotipos diferentes
en una misma explotacién (Astobiza et al., 2012b).

Paralelamente, en el trabajo realizado por Jado et al. (2012) para la caracterizacion
molecular de C. burnetii mediante la técnica de PCR y RLB (Reverse Line Blot hybridization

assay) a partir de muestras humanas, animales o ambientales procedentes de diversas zonas de
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Espana, se identifico un total de 10 genotipos diferentes. La técnica clasifico los 16 genotipos
diferentes de Coxiella disponibles en el estudio, en 8 grupos genoémicos (GG I al GG VIII). Las
muestras problema de origen ovino se englobaron dentro de los grupos GG I, II, III, IV and VIII
y las de caprino en los GG IlI, IV y VIII. Las muestras humanas se englobaron en los grupos GG
I, IV, VIl y VIII. En el GG III, se incluian las muestras de origen bovino, y algunas ovinas y
caprinas, pero no muestras humanas. Estos resultados sugieren que el ganado ovino y caprino
serfan principalmente los responsables de la transmisiéon de C. burnetii a humanos en Espaiia
(Jado et al., 2012).

En lo que respecta a otros paises, durante el brote de Holanda, se detectaron 13
genotipos MLVA a partir de muestras de rumiantes domésticos que habian sufrido abortos. El
genotipo CbNLOI1 fue el genotipo asociado al brote humano de fiebre Q, y fue detectado de
forma mayoritaria en el ganado caprino y de forma puntual en el ovino, seguido en frecuencia
por el genotipo CbNLIO aislado en ambas especies (Roest et al., 2011b). El genotipo CbNLO1
MLVA de Roest et al. (2011b), correspondié con el SNP1 (Mori et al., 2013) y el MST33 (Tilburg
et al., 2012). Este genotipo fue detectado también en un estudio de prevalencia de C. burnetii en
leche de tanque de explotaciones caprinas de Bélgica (Boarbi et al., 2014). El genotipo MST33
ha sido ademads aislado en ganado ovino en Alemania y en muestras clinicas humanas en Francia

(https://ifr48.timone.univ-mrs.fr/mst/coxiella_burnetii/strains.html), pudiendo haberse

extendido desde Alemania a los Paises Bajos a través de Francia (D'Amato et al.,, 2014).
Recientemente, el genotipo MST33 ha sido detectado también en el ganado caprino en el Reino
Unido (Hemsley et al., 2019). De momento este genotipo no se ha detectado en Espafia.

Por otro lado, Pearson et al. (2014) infirieron una relacién entre los genotipos hallados
por Huijsmans et al. (2011) y Tilburg et al. (2012), que indicaba que los genotipos SNP 1, 2,4, 5y
8 corresponderian a los genotipos MST ST33, ST20, ST20, ST8 y ST18, respectivamente.

En otros brotes de fiebre Q humana relacionados con pequefios rumiantes, se
identificaron los genotipos MST8 y MSTI8. El MST8 fue detectado en el brote ocurrido en
Estados Unidos relacionado con ganado caprino y que afecto a 21 personas (Kersh et al., 2013),
y el MSTI8 en un brote relacionado con el ganado ovino en Hungria, y que afecté a 70 personas
(Gyuranecz et al., 2014).

En el brote que ocurrio en el Pais Vasco en 2014 entre los trabajadores de una planta de
tratamiento de basuras, el estudio de genotipado (genotipo MLVA AE) sugeria que la fuente
mas probable de infeccién habia sido el ganado caprino (Alonso et al., 2015). Posteriormente,
también el Pais Vasco, mediante el andlisis de genotipado se pudo determinar que la fuente de
infeccion de un brote de fiebre Q en trabajadores de una fabrica de polipastos y cadenas tuvo

también su origen en el ganado caprino (SNP8 y MSTI8) (Hurtado et al., 2017). Recientemente,
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en el ultimo brote ocurrido entre los trabajadores de una empresa de transportes en el Pais
Vasco, se sospechd que la fuente de infeccion pudo ser el ganado caprino, y el genotipo
detectado fue el SNP1/MST13 (Alonso et al., 2019).

Las diferentes técnicas de caracterizacion y tipado de Coxiella burnetii desarrolladas a lo
largo de los ultimos afios han servido para el mejor conocimiento de la fiebre Q. Tal y como se
ha detallado, estas técnicas han generado diferentes clasificaciones de los genotipos, han
mostrado la variabilidad genética de las diferentes cepas de Coxiella circulantes, ademas de
proporcionar informacién sobre la diversidad existente en una region o pais, sobre las cepas que
infectan a humanos y animales y sobre las cepas que son compartidas entre especies (Adzitey et
al., 2013; Eldin et al., 2017; Gonzdlez-Barrio et al., 2016; Jado et al., 2012; Massung et al., 2012).
No obstante, lo ideal seria realizar la secuenciacion del genoma completo (Hemsley et al., 2019;
Kuley et al., 2016; Millar et al., 2017; Seshadri et al., 2003; Walter et al., 2014), lo que permitiria
poder comparar las diferentes cepas de Coxiella con técnicas como la hibridacion gendmica
comparativa (CGH) basada en microarrays de genoma completo, y asi poder explicar las
diferencias biologicas existentes entre cepas, e incluso las diferencias existentes con otras
bacterias (Beare et al., 2006; Beare et al.,, 2009; Sidi-Boumedine and Rousset, 2011). De
momento la secuenciacion masiva no se hace de forma rutinaria debido al conocimiento
especializado que precisa, el coste econémico que conlleva, y la dificultad en la obtencion de
ADN de alta calidad y libre de células hospedadoras (Mori et al., 2017). Solamente hay 14

genomas completos descritos hasta la fecha para C. burnetii

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/543), y del resto de cepas existentes, de las
cuales no esta disponible todo el genoma, se va recopilando la informacion parcial que se va
obteniendo (Mori et al., 2017).

También existen otros métodos de caracterizacion de las cepas de Coxiella, como el
estudio de los plasmidos. Se han descrito 4 plasmidos diferentes en C. burnetii (QpH1, QpRS,
QpDV y QpDG) y una secuencia homdloga a un plasmido integrado en el cromosoma (cepas
plasmidless) (Jager et al., 2002; Samuel et al., 1985; Valkova and Kazar, 1995; Willems et al.,
1997), lo que ha permitido clasificar los aislados de C. burnetii en 5 grupos gendmicos. Al inicio,
se creia que existia una correlacion entre el tipo de plasmido y las manifestaciones clinicas
(asociando el plasmido QpHI a la fiebre Q aguda y el QpRS a la crénica) (Hendrix et al., 1991;
Samuel et al., 1985). Sin embargo, esa idea no ha sido apoyada en estudios posteriores, ya que,
tras analizar nuevas muestras no siempre se ha detectado el plasmido QpHI en las formas
agudas de la enfermedad, si no que se ha detectado también en casos crénicos (Stein and
Raoult, 1993; Thiele and Willems, 1994). También se han identificado nuevos pldsmidos, como

el QpDV, asociado a ambas formas de enfermedad (Valkova and Kazar, 1995).
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Afios mas tarde, en 2005, la presencia el gen adaA (acute disease antigen A), que codifica
a una proteina de membrana externa de C. burnetii (Zhang et al., 2005a), fue asociada a las
formas agudas de fiebre Q y su ausencia a las formas cronicas. Sin embargo, recientemente se ha
visto que existen 5 variantes gendmicas del gen adaA: gen “wild-type”, una variante con
repeticion en tdndem, otra con la presencia de un SNP y dos con diferentes deleciones, que se
han detectado tanto en aislados de casos agudos como de casos cronicos poniendo en duda la
asociacion (Frangoulidis et al., 2013), ademads de haber detectado la ausencia del gen en aislados
de casos agudos (Frangoulidis et al., 2013; Jado et al., 2012). La presencia de este gen, adaA, si
que mostro una correlacion con la presencia de determinados plasmidos, asi, toda cepa positiva
al gen adaA tenia presente el plasmido QpH]I, exceptuando el caso de la cepa Dugway positiva a
adaA, pero con el plasmido QpDG. Mientras que las cepas con plasmido QpRS fueron adaA
negativo, y coincidian con casos crénicos de enfermedad (Frangoulidis et al., 2013).

Entre otras técnicas para caracterizar las diferentes cepas de C. burnetii, se encuentra la
técnica PCR-RFLP (PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism), que se basa en la digestion
del genoma de C. burnetii con las enzimas de restriccion EcoR y BamHI, para el estudio de
polimorfismos, visualizados mediante la técnica de electroforesis SDS-PAGE. En funcion de la
longitud de los fragmentos generados las cepas se clasifican en 6 grupos con plasmidos
diferentes (los aislados de los grupos I, II y III mostraban el plasmido QpH]I, los aislados del
grupo IV tenian el QpRS, el V era “plasmidless” y el VI el plasmido QpDG) (Hendrix et al., 1991).
Posteriormente, la implementacién de la técnica de electroforesis en campo pulsado (PFGE), y
el uso de otras enzimas de restriccién, como Notl, generaron mapas del genoma de C.burnetii
obteniendo un mayor nimero de patrones de restriccion cuando se incluyeron en el estudio
aislados de animales y humanos de todo el mundo (Heinzen et al., 1990; Jager et al., 1998;
Thiele et al., 1993). Estas clasificaciones estdn actualmente en desuso debido a varios motivos: la
necesidad de realizar cultivo previo de las cepas de C. burnetii, la dificultad de comparar los
perfiles generados con cientos de fragmentos obtenidos, la falta de reproducibilidad entre
laboratorios, y por su escaso poder de discriminacion (D'Amato et al., 2016; Massung et al.,
2012; Sidi-Boumedine and Rousset, 2011).

La secuenciacién de genes como coml, mucZ (djlA) o icd, ha permitido también
diferenciar los aislados de C. burnetii. En el caso de coml, tras el andlisis de 21 aislados, se
identificaron 4 grupos de cepas (Zhang et al., 1997), y mds tarde en un estudio realizado con el
andlisis conjunto de coml/mucZ, a partir de 37 aislados se describieron 5 grupos (Sekeyova et
al., 1999). En esta ultima clasificacién no se observo correlacién alguna entre los grupos hallados
y el origen geogréfico o el curso de la enfermedad (fiebre Q aguda o cronica), a diferencia de lo

que ocurria con el andlisis de coml, en el que los grupos establecidos parecian estar
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relacionados con la patogenicidad de los aislados (Zhang et al., 1997). Respecto al gen icd, se
analizaron 19 aislados que se clasificaron en 3 grupos, el primero constituido por aislados de
casos agudos, y los otros dos con aislados de fiebre Q crénica (Nguyen and Hirai, 1999). Sin
embargo, para considerar la secuenciacion de estos genes como una técnica robusta y util para
el diagndstico y caracterizacion de la infeccion por C. burnetii, y para la clasificacion de los

diferentes aislados de C. burnetii, seria necesario analizar un mayor niumero de muestras.

I1.4.4 Investigacion de la infeccion por C. burnetii en el entorno medioambiental

de la explotacion

Debido a la importancia de la via aerégena en la transmisién de la fiebre Q en humanos,
el estudio de la presencia de esta bacteria en el medio ambiente (polvo y aerosoles) es
fundamental para conocer el riesgo de infeccion (Clark and Soares Magalhaes, 2018). En
explotaciones afectadas por fiebre Q, se ha detectado ADN de C. burnetii en muestras
ambientales durante largos periodos de tiempo (Astobiza et al., 201la; Joulié et al., 2015; Kersh
et al., 2013), existiendo una buena correlaciéon de la carga bacteriana ambiental con el namero
de ovejas excretoras de C. burnetii (Astobiza et al., 2011lb; Joulié et al., 2015). La positividad
obtenida en el andlisis de estas muestras ambientales mediante la técnica de PCR indica la
presencia de ADN de C. burnetii, pero es dificil interpretar el significado de estos hallazgos y
saber si la deteccién de ADN va pareja a la viabilidad de la bacteria (Kersh et al., 2010b; Kersh et
al., 2013). Asi, en un estudio realizado en Estados Unidos sobre la presencia de C. burnetii en el
medio ambiente (Kersh et al., 2010b), se detecté6 ADN de Coxiella en el polvo recogido en
diferentes localizaciones donde habia ganado (granjas, hospitales veterinarios,...), asi como en
zonas urbanas (bancos, comercios, colegios), confirmandose en varios casos la viabilidad de la
bacteria.

Durante el brote de fiebre Q que padecieron en Holanda en el periodo 2007-2010, los
estudios medioambientales realizados hallaron una alta prevalencia de C. burnetii en aerosoles y
polvo, llegando a detectar en algunos casos el 100% de positividad en zonas y periodos de mayor
actividad ganadera. También se detectéo una mayor positividad dentro de las instalaciones que
en el exterior de las mismas (de Bruin et al., 2011; de Bruin et al., 2012; de Bruin et al., 2013; de
Rooij et al., 2016; Hogerwerf et al., 2012; Whelan et al., 2012). Asi mismo, se detecté ADN de C.
burnetii en muestras ambientales de explotaciones en las que no se habian registrado abortos
por fiebre Q y que no habian mostrado positividad ni en los andlisis seroldgicos, ni en los

andlisis moleculares realizados en la leche de tanque (de Bruin et al., 2012).
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Un estudio reciente realizado en Francia (Carrié et al., 2019) demostr6 que el ADN de C.
burnetii estaba presente en el polvo del 75% de las explotaciones ovinas y del 68% de las
explotaciones caprinas estudiadas, mientras que unicamente el 18% de las explotaciones de
ganado bovino eran positivas a la presencia de Coxiella. Lo mas interesante de este estudio es
que, tras cuantificar los GE de C. burnetii en las muestras positivas, se observo que un 15% de las
explotaciones (11 rebafios ovinos y 5 caprinos) mostraron elevadas cargas bacterianas (>10° GE),
y de éstas, el 75% eran sospechosas de haber pasado un brote reciente de fiebre Q. Por lo tanto,
la toma de muestras ambientales es extremadamente interesante para tener una idea, en primer
lugar, de la distribucion de Coxiella en las explotaciones de rumiantes domésticos, y en segundo

lugar, para identificar los rebafios en los que puede existir una infeccion activa por fiebre Q.

I1.4.5 Investigacion de la viabilidad de C. burnetii

El aislamiento de C. burnetii a partir de muestras problema es la mejor opcion para
demostrar que la infeccion estd activa, y que la bacteria es viable. No obstante el cultivo y
aislamiento de C. burnetii no se realiza de forma rutinaria en los laboratorios de diagnostico
debido a la complejidad de la técnica, y a que precisa de instalaciones con nivel de bioseguridad
3. Ademas, el éxito de estas técnicas depende de la calidad de la muestra, ya que las muestras
tomadas de animales abortados (placentas, fluidos, etc), a pesar de albergar una elevada carga
de C. burnetii, estan altamente contaminadas (Fournier et al., 1998; Mori et al., 2017).

Existen varias opciones para el aislamiento de C. burnetii como son el uso de huevos
embrionados y los cultivos celulares convencionales (OIE, 2018). En el caso de disponer de
muestras con poca carga bacteriana, o de tejidos muy contaminados, se puede hacer un pase
previo en animales de laboratorio, que de alguna manera actian como un sistema de filtracién
eliminando el resto de microorganismos presentes, y permitiendo la multiplicaciéon de C.
burnetii en sus tejidos (Mori et al., 2017; OIE, 2018; Roest et al., 2013a). Cuando se precisa el uso
de animales de laboratorio, las cobayas y los ratones son los mas apropiados (Lagier et al., 2015;
Mori et al., 2017; OIE, 2018). Tras la inoculacién de la muestra problema, C. burnetii se puede
multiplicar en bazo, higado y pulmén dependiendo de la ruta de infeccion elegida
(intraperitoneal o intranasal) (Maurin and Raoult, 1999; Mori et al., 2017; OIE, 2018; Oyston and
Davies, 2011). En el caso de los ratones, la susceptibilidad a la infeccién dependera de la cepa de
ratéon elegida (Oyston and Davies, 2011). Asi, las cepas A/] y SCID muestran una mayor
sensibilidad a la infeccion, y pueden desarrollar signos severos de enfermedad, o incluso puede

ocasionarles la muerte. Sin embargo, los ratones BALB/c y C57BL/6 muestran signos mas leves
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tras la infeccion y no se mueren (Eldin et al., 2017; Lockhart et al., 2012), por lo que los ratones
BALB/c han sido la cepa de eleccién en diversos estudios de viabilidad de C. burnetii en
muestras medioambientales (Kersh et al., 2010b; Kersh et al., 2013; Kersh et al., 2016) asi como
en productos lacteos (Eldin et al., 2013; Hirai et al., 2012; Loftis et al., 2010). Las cepas de raton
mas susceptibles a la infeccion (SCID o A/]) o las cobayas (éstas ultimas son en general mas
proclives a desarrollar fiebre Q), son normalmente utilizadas como modelos de infeccién y en
estudios de patogenicidad y virulencia de cepas de C. burnetii, asi como en pruebas de eficacia
de antibidticos y vacunas (Eldin et al.,, 2017; Long et al., 2019; Maurin and Raoult, 1999;
Melenotte et al., 2019; Oyston and Davies, 2011).

La inoculacién de muestras problema en huevos embrionados ha sido uno de los
métodos clasicos de cultivo de C. burnetii. La inoculacion ha de realizarse en huevos libres de
patogenos de 5-7 dias de edad e incubados a 35°C, comprobando la ausencia de contaminacién y
la presencia de C. burnetii a los 10-15 dias post-infeccion, mediante tincién o PCR de los sacos
vitelinos (Lagier et al., 2015; Mori et al., 2017; OIE, 2018). Este método de cultivo muestra una
alta susceptibilidad a la contaminacion, falta de sensibilidad, y ademas tiene la dificultad
afadida de poder disponer de huevos embrionados libres de antibidticos, por lo que es un
procedimiento que se ha ido sustituyéndo por otros protocolos in vitro u otras técnicas in vivo
(Lagier et al., 2015).

En cuanto a los cultivos celulares, existen diferentes lineas celulares eucariotas, basadas
en macrodfagos, fibroblastos o células epiteliales, por ejemplo, y en las que C. burnetii puede
multiplicarse (células Vero, DH82, 1929, XTC-2, P388D], J774). Sin embargo, las diferentes
lineas pueden mostrar diferente sensibilidad y susceptibilidad para la infeccion segtn la cepa de
C. burnetii (Lagier et al., 2015; Lockhart et al., 2012; Lockhart et al., 2013). Los fibroblastos
pulmonares embrionarios humanos (células HEL) se han utilizado por su facil mantenimiento y
por presentar una susceptibilidad alta a la infeccion por C. burnetii que se inocule (Lagier et al.,
2015; Raoult et al., 1990). Las células L929 (fibroblastos murinos) y las células Vero (células
epiteliales del rindn de mono) también son dos lineas celulares muy utilizadas (OIE, 2018). Las
células Vero han sido descritas junto a las HEL como las lineas celulares de mamiferos mas
susceptibles para el cultivo de C. burnetii (Lagier et al., 2015).

Una version del cultivo celular es el sistema de microcultivo celular conocido como
Shell-vial cell culture que en un inicio fue propuesto para cultivo de virus y mas tarde se adapto
para el aislamiento de bacterias intracelulares (Gouriet et al., 2005; Lagier et al., 2015; OIE,
2018). Se ha utilizado para el aislamiento de cepas de C. burnetii provenientes de muestras
humanas (Raoult et al., 1990), animales (Gouriet et al., 2005), y de garrapatas (Psaroulaki et al.,
2006; Spyridaki et al., 2002).
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El medio axénico ACCM (acidified citrate cysteine medium) ha sido desarrollado
recientemente (Omsland et al., 2009), y se ha ido mejorando con el paso de los afios hacia el
medio ACCM-2 (Omsland et al., 2011). Esta nueva técnica de cultivo de C. burnetii se basa en el
crecimiento de la bacteria en un medio libre de células hospedadoras, bajo condiciones
microaerdfilas, imitando el ambiente 4cido existente en el fagolisosoma de la célula donde se
replica C. burnetii (Omsland et al., 2011; Omsland, 2012). Entre los inconvenientes que presenta
la técnica es que necesita un incubador especial para las condiciones que se requieren (37°C,
2,5% O,y 5% CO,), y que algunas cepas de C. burnetii crecen poco o incluso no crecen en este
medio (Kersh et al., 2011; Kersh et al., 2016). En el caso de que las cepas crezcan poco en este
medio, la solucién seria combinar esta técnica con la inoculacién en modelo murino donde se
multiplique previamente la bacteria (Kersh et al., 2011). Otra alternativa es hacer un pase previo
en huevos embrionados. De esta forma se logro aislar C. burnetii en cultivo axénico ACCM-2 a
partir de tejido de valvula cardiaca de un paciente (Boden et al., 2015). En un estudio publicado
recientemente, se ha estudiado con éxito la multiplicacion de C. burnetii en placas de agarosa
con medio ACCM-2 (Hartley et al., 2019) a partir de homogeneizados de 6rganos (bazo y
pulmon) y sangre de ratones infectados con la cepa Nine Mile de Coxiella burnetii.

Los pases sucesivos de C. burnetii en huevos embrionados, en cultivos celulares o en
medio axénico, pueden dar lugar a que C. burnetii pase de la fase I a la fase II, que es la forma
avirulenta (Kersh et al., 2011; Oyston and Davies, 2011), por lo que es necesario no perder la
capacidad de virulencia de los aislados, manteniendo Coxiella en fase I a través de pases en
modelo animal (Mori et al., 2017; OIE, 2018).

Recientemente, se han desarrollado técnicas que utilizan los métodos citados
anteriormente, como son la técnica ICC-PCR (Integrated cell culture-PCR assay) (Stewart et al.,
2015) que combina cultivo celular y PCR aplicadas a estudios de viabilidad de Coxiella en leche,
y otros que han combinado el medio axénico y la técnica MPN-PCR (Most probable number-PCR
assay) (Shi et al., 2018). Ambas técnicas permiten analizar la viabilidad de C. burnetii
directamente de muestras clinicas, en este caso leche, sin necesidad de infectar animales de
laboratorio.

Para el estudio de la viabilidad también se han aplicado técnicas moleculares, como el
analisis de ARN mensajero o técnicas basadas en la integridad de la membrana de la bacteria
(Cangelosi and Meschke, 2014; Zeng et al., 2016). La deteccion de ARN mensajero mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con transcriptasa inversa es una de las técnicas
utilizadas para la deteccion de viabilidad ya que los transcriptos bacterianos son labiles y se
degradan facilmente, y desaparecen de forma rdpida tras la muerte celular, por lo que su

deteccion se limitaria a las células vivas (Cangelosi and Meschke, 2014; Zeng et al., 2016). Sin
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embargo, esta técnica no es robusta debido a que la expresidn de los genes puede variar bajo
diferentes situaciones de estrés, ademas, el manejo del ARN es tedioso y complicado debido su
naturaleza labil, hay muchas probabilidades de contaminacién, y en ocasiones se detecta
después de haber muerto la bacteria (Cangelosi and Meschke, 2014; Keer and Birch, 2003; Zeng
et al,, 2016).

Respecto a las técnicas basadas en la integridad de la membrana, se han utilizado dos
compuestos quimicos, EMA (ethidium monoazide) y PMA (propidium monoazide). Ambos son
agentes intercalantes que se unen al ADN de doble cadena de las células muertas (las cuales
tienen dafada su membrana) de forma covalente tras la fotoactivaciéon e impiden que la PCR
realizada posteriormente amplifique el ADN de las células donde se unen los compuestos,
haciendo que solamente se detecte la sefial de las células vivas (Nocker et al., 2006). El uso de
estos compuestos combinado con la PCR cuantitativa se le denomina viability PCR o v-PCR y ha
sido utilizado con otras bacterias intracelulares como Legionella pneumophila, ademas de otros
patogenos (Cangelosi and Meschke, 2014; Zeng et al., 2016). En el caso de C. burnetii su
aplicacion ha sido limitada (Kuley et al., 2015; Mori et al., 2013). Entre estos dos compuestos es
preferible el uso de PMA, ya que se ha visto que EMA genera falsos negativos (Kuley et al., 2015;
Zeng et al., 2016). Esta técnica requiere de una optimizacion compleja por lo que ya se estan
buscando nuevas alternativas quimicas tales como compuestos con actividad 1abil o el uso de
compuestos con platino que no dependen de la luz para actuar y no son caros, y que ademas de
suprimir completamente la sefial de las células muertas, evitarian el tratamiento con protocolos
laboriosos como ocurre con el PMA (Cangelosi and Meschke, 2014; Kuley et al., 2015; Mori et
al., 2013; Zeng et al., 2016).

I1.5 Control de la fiebre Q en explotaciones de pequefios rumiantes

Una vez que se ha confirmado la existencia de la infeccion por C. burnetii en una
explotacion, se han de implementar diferentes medidas para prevenir y controlar la infeccion lo
antes posible. Ademads de considerar la posible aplicacion de tratamiento antibiotico y de la
vacunacion, han de llevarse a cabo medidas de higiene y de bioseguridad, para asi evitar la
expansion y dispersion de la bacteria dentro de la explotacion y también para evitar que salga al

exterior de la misma.
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I1.5.1 Tratamiento antibiotico

La aplicacion de tratamiento antibiotico ha sido una de las estrategias utilizada en
rumiantes para intentar reducir tanto los abortos asociados con la infeccion como la excrecién
de C. burnetii. No obstante, son escasos los estudios realizados sobre la eficacia del tratamiento,
todos ellos con compuestos y disefios diferentes, que han dado lugar a resultados
contradictorios, y dificilmente comparables (Taurel et al., 2014).

El tratamiento antibidtico se ha basado principalmente en el uso de tetraciclinas. En un
inicio, se realizaron estudios aplicando clortetraciclina en ganado vacuno infectado de forma
natural (Behymer et al., 1977; Luoto et al., 1951). Sin embargo, tras el tratamiento, y mediante
inoculacion de leche de animales tratados en cobayas, se seguia detectando la presencia de C.
burnetii (Luoto et al., 1951) . En la misma linea, Behymer et al. (1977) analizaron diversos tipos
de muestras (leche, calostro, placenta, tejidos y fluidos mamarios) recogidas de vacas que
habian sido tratadas con antibiotico por via oral, y las inocularon en ratones. Se detecto la
presencia de C. burnetii en ratones inoculados con muestras de una vaca a los 7 dias después del
tratamiento y en otro animal 28 dias después. Por lo tanto, en ninguno de los dos estudios
mencionados se obtuvo la supresion total de la bacteria tras el tratamiento con clortetraciclina.

En los ultimos afios, el antibidtico utilizado de forma rutinaria para tratamiento de fiebre Q
en rumiantes ha sido la oxitetraciclina (OTC). El tratamiento antibidtico con OTC no ha
mostrado eficacia en ovino ya que no ha logrado reducir el periodo de excreciéon de Coxiella, ni
la carga bacteriana excretada a través de fluidos vaginales, leche y heces (Astobiza et al., 2010;
Astobiza et al., 2013; Berri et al., 2001). Sin embargo, no se han realizado estudios para
comprobar si las bacterias excretadas por diferentes vias tras el tratamiento con OTC son
viables. Respecto al efecto del tratamiento antibiotico en la reduccién de la tasa de abortos,
algunos estudios citan cierta mejora tras el tratamiento (Astobiza et al., 2010; Berri et al., 2001)

En el caso del ganado caprino, no existen ensayos de campo bien controlados donde se haya
podido demostrar el beneficio de este tipo de tratamiento (Plummer et al., 2018). En ganado
vacuno se han llevado a cabo diferentes estrategias para el control de la fiebre Q administrando
OTC en el periodo de secado, con objeto de reducir la excrecion de C. burnetii tras el parto. Sin
embargo, el tratamiento no tuvo efecto significativo en la reducciéon de la excrecion de C.
burnetii a través de los fluidos uterinos en animales infectados, independientemente del namero
de dosis aplicadas (Taurel et al., 2012). En un estudio posterior estos autores comprobaron la
falta de eficacia del tratamiento antibidtico en la reduccidon de la excrecién de C. burnetii a

través de la leche (Taurel et al., 2014).
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En resumen, hasta no disponer de evidencias claras sobre la eficacia del tratamiento
antibiotico, ha de hacerse un uso racional y controlado de éste en los casos de fiebre Q (EFSA,
2010; Plummer et al., 2018; Roest et al., 2013a; Taurel et al., 2012; Taurel et al., 2014). De esta

forma, se evitara agravar el problema actual de las resistencias a los antibidticos.

I1.5.2 Vacunacion

Otra estrategia aplicada para la prevencién de los abortos y para minimizar de forma
mads rapida la excrecidn de C. burnetii en los rebafos infectados, es la vacunacion (Eldin et al.,
2017; OIE, 2018). Las vacunas compuestas de C. burnetii purificada en fase I (forma virulenta)
mostraron una proteccion entre 100 y 300 veces mayor que las preparadas con la bacteria en
fase II (forma avirulenta), segiin un estudio realizado con cobayas (Ormsbee et al., 1964).
Posteriormente, en una infeccion experimental realizada en ganado caprino gestante y que
habia sido vacunado antes de la inseminacion, se comprob6 que la vacuna inactivada compuesta
por C. burnetii en fase I era mas efectiva que la vacuna inactivada compuesta por C. burnetii en
fase II, que no mostré ningtn efecto protector (Arricau-Bouvery et al., 2005). Los animales
vacunados con la vacuna inactivada en fase I mostraron una reduccién significativa de los
abortos y de la excrecidn bacteriana. Esta vacuna contiene la cepa Nine Mile en fase I, y es la que
se comercializa desde el 2010 para uso veterinario en Europa (Coxevac®, CEVA Santé Animale,
Francia). Se recomienda su uso de forma preventiva en rebafios no infectados, y al ser una
vacuna inactivada requiere la aplicacion anual de una dosis de recuerdo (EFSA, 2010).

Esta vacuna se ha ensayado en rebafios naturalmente infectados y ha mostrado buenos
resultados cuando se ha aplicado en animales no infectados, y no gestantes (Guatteo et al.,
2008; Hogerwerf et al., 2011; Pifiero et al., 2014b), si bien no hay efectos negativos de la vacuna
si se aplica durante la gestacion. En ganado vacuno, la vacunacién reduce en 5 veces la
probabilidad de excreciéon de Coxiella en los animales vacunados en comparaciéon con los no
vacunados (Guatteo et al., 2008). En el caso de que la infeccion por C. burnetii esté
ampliamente extendida en el rebafo, la vacunacion ha de concentrarse exclusivamente en la
reposicion, vacunando y revacunando a los animales jovenes susceptibles a los 3 meses de edad
(Guatteo et al., 2008; Plummer et al., 2018).

En algunos estudios realizados en ganado caprino, la vacuna no pudo prevenir la
infeccion de animales vacunados a los 3-4 meses de edad (de Cremoux et al., 2012b; Rousset et
al., 2009b), si bien el nivel de excrecién respecto a los animales no vacunados, fue

sensiblemente menor (de Cremoux et al., 2012b; Rousset et al., 2009b). Por ello se ha sugerido
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que seria conveniente adelantar la vacunacion a la octava semana de vida, para evitar asi forma
infecciones tempranas, pero para ello habria que realizar ensayos experimentales para analizar
la eficacia y viabilidad de esta estrategia (Muleme et al., 2017).

En general, la aplicacidn de esta vacuna conlleva una reduccién del niamero de abortos y
de la excrecion de C. burnetii, aunque, su aplicacion a corto plazo no suprime la excrecion de C.
burnetii en los rebafios infectados (Astobiza et al., 201la; Astobiza et al., 2011b; Astobiza et al.,
2013; de Cremoux et al., 2012b; Hogerwerf et al., 2011; Pifiero et al., 2014b; Rousset et al., 2009b;
Taurel et al., 2014). La vacunacion, por tanto, se considera una opcion de control a medio-largo
plazo (EFSA, 2010), ya que, aunque la infeccion en la poblacién animal se reduce hasta niveles
minimos tras la aplicacion de la vacuna durante varios afios consecutivos, las formas de
resistencia de C. burnetii podria persistir durante largos periodos de tiempo, en el entorno de la
explotacion (Astobiza et al., 2011a; Astobiza et al., 2011b). Una excelente estrategia es combinar
la vacunacién con el desvieje selectivo de los animales infectados (Camuset and Remmy, 2008;
Pifiero et al., 2014b), ya que la excrecion de Coxiella a nivel de rebafo se suprime mas
rapidamente. Un estudio realizado mediante el uso de modelos matematicos para comparar
diferentes estrategias de vacunacién en un rebaiio bovino, predijo que la opcidn mas efectiva de
control era la vacunacion del rebafio completo durante al menos 10 afios (Courcoul et al., 2011).
La vacunacion de al menos el 80% de los animales resultd ser la estrategia que obtuvo un mayor
efecto en la reduccion de la excrecion de C. burnetii en leche (Taurel et al., 2014). Otro modelo,
desarrollado en Holanda, para evaluar el efecto de las diferentes medidas de control aplicadas
en el brote de fiebre Q segun el manejo de los rebaiios (Bontje et al., 2016), mostré que la
estrategia mas eficaz para la disminucion de la prevalencia de fiebre Q y/o la erradicacion de la
enfermedad en las explotaciones seria la vacunacion preventiva anual de los rebafios, en
segundo lugar estaria la vacunacién de los rebanos infectados y con abortos por fiebre Q, y en
tercer lugar, la vacunaciéon de aquellas explotaciones cuya leche de tanque es positiva a la
presencia de ADN de C. burnetii. Aunque el sacrificio de animales gestantes durante un brote de
fiebre Q puede reducir de forma drastica la excrecion de C. burnetii al medio ambiente, no se
evita totalmente la excrecidn en el rebarfio, ya que puede haber otros animales no gestantes en la
explotacion que excreten Coxiella de forma intermitente (Bontje et al., 2016).

Tras la vacunacioén se observa en general una reduccién importante de la excrecion de C.
burnetii tras 2-4 afos de vacunacién, pero se puede seguir detectando ADN de Coxiella en
muestras ambientales (aerosoles, polvo y estiércol) (Astobiza et al., 2011a; Astobiza et al., 2011b;
Pifiero et al., 2014b). Sin embargo, no hay estudios que hayan interpretado el significado de la
deteccion de ADN de C. burnetii en muestras ambientales, es decir, si C. burnetii permanece

viable o no en el transcurso de las parideras. A pesar de ello, se recomienda mantener la
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vacunacion durante varios afios en los rebafios infectados al menos hasta la renovacion
completa del rebafio con individuos no infectados y vacunados (de Cremoux et al., 2012b), a la
par que se aplican medidas de limpieza y desinfeccion, junto con otras medidas de bioseguridad
que se comentardn en el siguiente apartado, evitando de esta forma la reinfeccion de los
animales y reduciendo el riesgo de infeccién en personas (EFSA, 2010; OIE, 2018).

Uno de los inconvenientes de la vacunacién de C. burnetii en fase I es que las técnicas de
diagnostico seroldgico no permiten distinguir entre animales vacunados de los infectados de
forma natural (Porter et al., 2011). Y por otro lado, tras la vacunacidn, se puede detectar ADN de
la vacuna en leche durante al menos 9 dias, por lo que es necesario establecer un periodo
minimo de al menos 15 dias entre la administracion de la vacuna y el andlisis de la leche de
tanque para poder determinar el estatus de infeccién de un rebafio en relacién a Coxiella

(Hermans et al., 2011).

I1.5.3 Otras medidas de control y profilaxis

En los ultimos afios, a raiz del brote de Holanda, se ha hecho énfasis en una serie de
medidas de higiene y bioseguridad para la prevencion y control de la fiebre Q en las
explotaciones, desde la perspectiva de la sanidad animal, medioambiental y humana (One health
approach) (Mori and Roest, 2018; Rahaman et al., 2019).

En primer lugar, y debido al riesgo de infeccion que existe en el momento que ocurren los
partos/abortos, hay que confinar a los animales abortados separdndolos de los animales
gestantes y de los de menor edad para evitar asi la diseminacion de la infeccion en el resto del
rebafio (Angelakis and Raoult, 2010; EFSA, 2010; Plummer et al.,, 2018). Asi mismo, es
importante evitar que los partos tengan lugar en el exterior de la cuadra ya que la
contaminacion ambiental y dispersion de la bacteria por el viento podria ser mayor (Angelakis
and Raoult, 2010; EFSA, 2010; Vranakis et al., 2020).

En un estudio realizado en explotaciones caprinas de Estados Unidos que habian sufrido
brote de fiebre Q, se encontraron las mayores concentraciones de C. burnetii en el polvo del
interior de las cuadras, y en concreto, en los cubiculos de los partos, mientras que en zonas de la
explotacion alejadas de estos lugares se detecté menos cantidad de bacterias (Kersh et al., 2013).
Por ello es importante retirar las placentas de la forma mas rapida posible, con las medidas de
proteccién oportunas ya que éstas albergan millones de bacterias (entre 10° y 10" C. burnetii por

gramo de tejido)(EFSA, 2010; Plummer et al., 2018). Las placentas y fetos hay que destruirlos
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mediante incineracion o enterramiento (EFSA, 2010; Plummer et al., 2018). También pueden
congelarse hasta que sean recogidos por empresas autorizadas para la gestion de residuos con
riesgo bioldgico. La mala gestion de placentas o productos de los abortos pudo ser el origen de
un brote de fiebre Q que afecté a un gran numero de trabajadores de una empresa de
separacion de residuos urbanos y rurales (Alonso et al., 2015).

La desinfeccion de forma periodica de las instalaciones con productos eficaces es otra de
las medidas a tomar. En explotaciones afectadas se puede aplicar Virkon®S (peroxido 1%) e
hipoclorito 1:100, que han mostrado mds de un 90% de reduccion tras 30 minutos de
exposicion. MicroChem-Plus™ (amonio cuaternario/detergente) proporciona una inactivacion
completa tras 30 minutos de actuaciéon (Plummer et al., 2018). Ademas, hay que tener en cuenta
que la temperatura y el pH durante el proceso afectan en la eficacia del desinfectante. Asimismo
si el material a desinfectar estd muy contaminado o tiene mucha materia organica es mas dificil
de esterilizar (Frentzel et al., 2013; Scott and Williams, 1990).

Dentro de la explotacion es necesario el uso de ropa y calzado exclusivo para el trabajo
con el rebafio (mono, calzas, mascarillas, guantes...). Existen estudios que han evidenciado que
si no se siguen estas normas bdsicas, se pueden arrastrar restos infecciosos con el calzado a
lugares ajenos a la explotacion, dando lugar a brotes de fiebre Q en personas que no han tenido
contacto con ganado (Hurtado et al., 2017).

Tal y como se ha visto anteriormente, en los pequefios rumiantes se excreta una gran
cantidad de C. burnetii a través de las heces, por lo que el manejo del estiércol procedente de
una cuadra infectada es clave para evitar la difusion de C. burnetii. Hay que evitar su uso como
abono ya que puede ser una fuente potencial de infeccion (Berri et al., 2003; Clark and Soares
Magalhaes, 2018; Plummer et al., 2018). Es aconsejable no sacarlo fuera de la cuadra antes de
transcurridos 3 meses desde el dltimo parto, para que la temperatura que se alcanza en el
interior de la pila del estiércol, actie durante un tiempo suficiente para que se pueda inactivar a
la bacteria (EFSA, 2010; Plummer et al., 2018; van den Brom et al., 2015c). Si por problemas de
espacio ha de sacarse al exterior de la cuadra, esta operacion ha de realizarse en dias sin viento,
y tapar la pila de estiércol de la forma mds segura posible. También existen tratamientos
quimicos del estiércol con cal (CaO) o cianamida célcica, Ca (CN), 0,4% (Angelakis and Raoult,
2010; EFSA, 2010).

Mantener el suelo humedo, cambiar el tipo de pavimento para no generar polvo, asi como
disponer de vegetacion alta como barrera en torno a las explotaciones, son otras medidas
propuestas para evitar la contaminacién ambiental y la dispersion de C. burnetii (Clark and

Soares Magalhaes, 2018).
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La ventilacidon deficiente en las explotaciones, y que estas tengan una disposicion que
dificulte la limpieza y desinfeccién, conlleva a una mayor prevalencia y un mayor riesgo de
infeccion por C. burnetii (Plummer et al., 2018; Schimmer et al., 2011; Schimmer et al., 2012). La
filtracion del aire es un punto de mejora para la instalaciones ganaderas, manteniendo presiéon
negativa en las zonas con animales respecto a las que no supongan un riesgo bioldgico
(Anderson et al., 2013).

También es de interés incidir en la calidad del agua por la posible dispersion de C. burnetii
a través de este medio, ya que se conoce que C. burnetii puede permanecer viable en agua
corriente durante 30 meses (van Woerden et al., 2004). De hecho, en el brote de Holanda se
detect6 ADN de C. burnetii en plantas de tratamiento de aguas que recibian vertidos
procedentes de explotaciones positivas (Schets et al., 2013).

Deberia evitarse el acceso de visitas a las explotaciones afectadas por fiebre Q, sobre todo
en la época de la paridera, por el riesgo de inhalacidon de aerosoles contaminados con la bacteria
(Clark and Soares Magalhaes, 2018; EFSA, 2010; Georgiev et al., 2013).

Impedir el acceso de los vehiculos a las explotaciones (Clark and Soares Magalhaes, 2018)
evitaria el desplazamiento de C. burnetii desde explotaciones positivas y la introduccion de la
infeccion en las no infectadas. En consecuencia, la limpieza y desinfeccion de los vehiculos seria
otro punto de mejora en la bioseguridad de las explotaciones. Ademas, como se ha podido
comprobar recientemente en una empresa de transportes (Alonso et al., 2019), el transporte de
animales infectados supondria también un riesgo de infeccion.

En el caso de la compra o incorporacion de nuevos animales en un rebafio infectado por
fiebre Q, éstos deberian de introducirse ya vacunados, ya que de otra manera podrian volver a
reactivar la infeccion en el rebafio. Igualmente, si se quiere vender animales de una explotacién
que ha pasado la fiebre Q, solo se podrian vender animales no infectados y que desde los 3
meses de edad hayan seguido la pauta de vacunacion recomendada. Existen ejemplos claros de
diseminacion de la infeccion entre rebafios debido a la compra de animales y asociado a brotes
humanos de fiebre Q (Anderson et al., 2015; Kersh et al., 2013).

El pastoreo conjunto con otros rebafnos de rumiantes puede suponer también una posible
fuente de infeccion, especialmente si a esta zona de pastoreo comunal accede algtn rebafio con
un brote activo de fiebre Q (Barlozzari et al., 2020; Bok et al., 2017; Cardinale et al., 2014;
Muema et al., 2017; Obaidat and Kersh, 2017; Rizzo et al., 2016). Por ello aquellos rebafios que
tengan este tipo de manejo semi-extensivo deberian de ser vacunados antes de acceder a la zona
de pastoreo. A estas zonas también pueden acceder especies silvestres que pueden ser
reservorios de C. burnetii, pero el control de la infeccion en estas especies es dificil. Asi mismo,

también es imposible el evitar la interaccion entre las especies domésticas y las silvestres.
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Lo que si es posible, es controlar las poblaciones de garrapatas mediante el uso de
acaricidas, ya que pueden ser reservorios de C. burnetii (Clark and Soares Magalhaes, 2018;
EFSA, 2010; Plummer et al., 2018). Estos compuestos hay que aplicarlos en los momentos
estratégicos en los que las especies de garrapatas de estén mas activas.

Otro factor importante a tener en cuenta, es el posible papel de los roedores como
reservorios de C. burnetii (Barandika et al., 2007) por lo que es necesario controlar la presencia
de éstos en el entorno de explotaciones, asi como en zonas urbanas y periurbanas, tal y como
sugieren los resultados obtenidos en otros estudios (Abdel-Moein and Hamza, 2018; Reusken et
al., 2011), ya que pueden representar un factor afiadido a la dispersion y mantenimiento de la
fiebre Q (Schimmer et al., 2014b).

Aunque la via oral no es la ruta principal de infeccion para las personas (Eldin et al., 2017),
el consumo regular de leche cruda y productos derivados (queso) se han relacionado con
seroconversion, asi como con casos clinicos de fiebre Q (Benson et al., 1963; Fishbein and
Raoult, 1992; Signs et al., 2012), pero todavia no hay evidencias concluyentes (Gale et al., 2015).
Por lo que otra medida a tener en cuenta en las explotaciones de rumiantes de aptitud lechera
afectadas por fiebre Q, es la pasteurizacion de la leche, ya que C. burnetii puede permanecer
viable en leche cruda durante periodos de tiempo prolongados (EFSA, 2010). Muy
recientemente, se ha comprobado que la inoculacién de diferentes cepas de C. burnetii por via
oral en modelo murino, dio lugar a la multiplicacion de Coxiella en los tejidos de los ratones, y
éstos también presentaron seroconversion. Dependiendo de la cepa inoculada se obtenia
diferente grado de infeccion, lo que sugiere que la ruta oral podria ser también un modo de
transmision de la fiebre Q (Miller et al., 2020).

Finalmente, existen otras medidas mas drasticas para erradicar la infeccion activa por C.
burnetii, como son los sacrificios de animales gestantes y de machos infectados, y la prohibiciéon
de cualquier actividad de inseminacién y reproduccion del ganado, que fueron puestas en
practica en Holanda en el gran brote de fiebre Q que padecieron durante 2007-2010. También
se restringié el movimiento de animales, y se impuso la vacunacion obligatoria, financiada por
los propios ganaderos. Las explotaciones lecheras también estuvieron obligadas a realizar de
forma regular analisis de leche de tanque para conocer su estatus de infeccion, en funcion del
cual se tomaban las medidas citadas (EFSA, 2010; Roest et al., 201la; van den Brom et al., 2015a).
Asi, tras varios afos aplicando estas medidas, se logré reducir la incidencia de C. burnetii en los
rebafos caprinos de Holanda de manera significativa (Dijkstra et al., 2012; van den Brom et al.,
2015a).

Debido al problema que la fiebre Q causa en la Salud Publica, algunos paises europeos

como Finlandia, Bulgaria, Noruega, Bélgica, Dinamarca y Rumania estan llevando a cabo planes
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de vigilancia de esta enfermedad mediante muestreos periddicos de muestras de sangre y/o
leches de tanque, para investigar la presencia de anticuerpos frente a Coxiella burnetii en las
explotaciones de rumiantes. Italia ha reportado que ademas de realizar andlisis serologicos en
muestras de sangre mediante la técnica ELISA, también llevan a cabo andlisis microbiologicos
para la deteccion de C. burnetii en muestras de organos/tejidos de animales domésticos y

silvestres (EFSA and ECDC, 2019).

En lo que respecta a la Comunidad Autéonoma Vasca, se ha publicado recientemente (BOPV
n? 42, 2 de marzo de 2020) el Plan de Vigilancia y Control de la Fiebre Q en Euskadi, elaborado
por el Gobierno Vasco, las Diputaciones Forales de Alava, Guiptizcoa y Vizcaya, y las
instituciones ELIKA-Fundacién Vasca para la Seguridad Agroalimentaria) y NEIKER- Instituto

Vasco de Investigacion y Desarrollo Agrario) (http://www.euskadi.eus/plan/plan-de-vigilancia-

y-control-de-la-fiebre-g-en-euskadi/webOl-a2nekabe/es/). Dicho plan tiene como objetivo

realizar el seguimiento de la enfermedad en el ganado ovino y caprino del Pais Vasco, y
establecer acciones que permitan reducir la prevalencia de la fiebre Q, ademas de la formacion y
sensibilizacion del personal en contacto con los animales. Dentro del programa se describe la
vigilancia pasiva, en la cual se investigard sistemdticamente la presencia de Coxiella burnetii
cuando se declaren problemas de abortos en las explotaciones, y asi como la vigilancia activa,
que servird para investigar la presencia de Coxiella en explotaciones no sospechosas, a través del

examen de muestras de sueros animales y de leche de tanque.

En 25 paises europeos es obligatoria la declaracion de los casos humanos de fiebre Q. En
concreto, y en lo que se refiere a Espania, la enfermedad pasé de ser de declaracidn voluntaria a
obligatoria en el afio 2015. Esta mejora en la deteccion y vigilancia de casos humanos a nivel
estatal y europeo serd util para conocer la prevalencia, y la distribucion temporal y geografica de
la enfermedad, segtin indica el dltimo informe disponible de la Red Nacional de Vigilancia

Epidemiolodgica (2016) (https://publicaciones.isciii.es/unit.jsp?unitld=cne) y el ultimo informe

de las organizaciones EFSA y ECDC (EFSA and ECDC, 2019). La informacion generada permitira
realizar una investigacion de las posibles fuentes de infeccion de los brotes y actuar de forma
rapida para controlar la diseminacion de Coxiella. Ademads, el hecho de conocer las regiones y
periodos del afio con mayor incidencia de la enfermedad, ayudara a poder dirigir y aplicar de

forma mas adecuada las medidas de vigilancia, prevencion y control.
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II1.1 Seleccion de las poblaciones de estudio y toma de muestras

Estudio 1: Estudio de la prevalencia y genotipos de Coxiella burnetii en explotaciones ovinas

lecheras y cambios observados en un periodo de 10 afos.

La raza Latxa es la raza ovina predominante en el Pais Vasco, es de aptitud lechera y
tiene un parto al afio. Los partos tienen lugar principalmente durante los meses de invierno
(diciembre-febrero). Los corderos se destetan cuando tienen aproximadamente 1 mes de edad, y
a partir de ese momento las ovejas se ordefian durante 3-4 meses. La leche producida esta

principalmente destinada a la elaboracién de queso.

Entre los meses de marzo y abril de 2015, meses en los que la mayoria de ovejas y
primalas se encuentran en ordefio, se tomaron muestras de leche de tanque (LT) en un total de
8l rebafios ovinos pertenecientes a la Asociacion de Criadores de Raza Latxa. La toma de
muestras fue organizada por la entidad Artzai Gazta, que realizé 3 envios diferentes de muestras
de LT de explotaciones de Alava, Guiptizcoa y Vizcaya, cuyos ganaderos quisieron participar de
forma voluntaria en el estudio porque estaban interesados en conocer el estatus de infeccion de
fiebre Q de su rebafio. En cada explotacion se tomaron 50-100 ml de LT en un bote estéril y
convenientemente identificado. Las muestras se acompafiaban de una sencilla encuesta sobre
los datos de la explotacidn, censo y manejo. Tras su llegada a NEIKER, un volumen de la
muestra se congelaba a -80°C para realizacion de estudios moleculares (extraccion de ADN,
PCR a tiempo real y genotipado de las cepas). El resto se sometia a centrifugacion para extraer
el suero lacteo, para poder llevar a cabo la investigacion de la presencia de anticuerpos mediante
la técnica ELISA. Los sueros lacteos se mantuvieron a -20°C hasta el momento de su analisis.

Estas técnicas se detallardn en el apartado I11.2.1y I11.2.2.

Para evaluar posibles cambios, tanto en la prevalencia como en los genotipos de C.
burnetii en el plazo de 10 anos, periodo de tiempo transcurrido desde que se habia realizado un
estudio similar en 154 rebafios ovinos (Garcia-Pérez et al., 2009; Ruiz-Fons et al., 2011), se
recuperaron, tanto la base de datos de los resultados obtenidos en 2005 con las técnicas PCR y

ELISA, como las muestras de ADN disponibles, que se mantenian conservadas -20°C.
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Estudio 2: Cinética de la infeccién por C. burnetii v estudio de su viabilidad en rebafios ovinos

lecheros naturalmente infectados a lo largo de cuatro parideras consecutivas.

En los rebafios del Estudio 1 que habian mostrado un resultado positivo a la presencia de
ADN de C. burnetii en LT en la campaiia 2014/2015 se tomaron muestras de sueros (15 sueros de
primalas y 15 sueros de ovejas) (datos no incluidos en esta tesis doctoral). Los resultados
positivos en LT junto con una seroprevalencia alta en el grupo de primalas sugerian que la
infeccion por C. burnetii era reciente en esos rebafios. Con esta informacion, la entidad Artzai
Gazta nos ayudd a identificar cuatro rebafios, cuyos propietarios estuvieron interesados en
colaborar y estudiar la evolucion de la infeccion a lo largo de las parideras 2015/16, 2016/17,
2017/18 y 2018/19. Cabe destacar que en el inicio de este estudio habia rotura de stock en la
producciéon de la vacuna en fase I Coxevac (CEVA), por lo que no se pudo contemplar la
inclusion de la vacunacion en el programa de control de C. burnetii. Al inicio del estudio se
realizo una encuesta para recopilar datos sobre censo, caracteristicas de la explotacion, manejo,
historial de abortos y medidas de higiene y bioseguridad llevadas a cabo en la explotacion. En
cuanto a la percepcion que tenian del problema que supone la fiebre Q, ninguno de los
ganaderos reporto una alta incidencia de abortos durante los afios previos. Sin embargo, uno de
ellos si que informd que un miembro de la familia habia padecido neumonia la temporada
productiva 2014/15, pero al no ser necesaria la hospitalizacién, no hubo un diagnoéstico

confirmado.

Para la correcta gestion de las placentas, y en su caso, fetos, se ofrecio a los ganaderos la
disponibilidad de un arcon congelador con contenedores en su interior, que, una vez llenos, se
retiraban para su incineracion. El objetivo era eliminar de la cuadra de forma rdpida el material
potencialmente infectivo, y reducir asi, la posible contaminaciéon ambiental. Tres de los 4
ganaderos realizaron este procedimiento. El cuarto (rebafio 2) tenia un tipo de emparrillado que

hacia que las placentas cayeran directamente al foso de purines.

Asi pues, durante 4 parideras consecutivas, se hicieron una serie de visitas a los rebafios.
Las visitas claves se realizaron en plena paridera de las ovejas, y semanas mas tarde, durante la
paridera de las primalas. En estas dos visitas se tomaban muestras de un maximo de 40 ovejas y
40 primalas. Durante la cuarta paridera, solamente se recogieron muestras de las primalas. Las
muestras consistian en la toma de exudados vaginales (con hisopos sin medio), leche y heces,
que se analizaron mediante PCR a tiempo real para verificar tanto el porcentaje de animales
excretores, como la carga bacteriana excretada. En estas visitas también se tomaron 8-10
muestras de polvo de diferentes superficies de las instalaciones ganaderas. El objetivo de esta

accion fue comprobar la presencia de C. burnetii en el ambiente. Las muestras de polvo se
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tomaron por duplicado, una para el estudio molecular por PCR a tiempo real, y la segunda para

el estudio de la viabilidad de Coxiella.

Ademads, mensualmente y hasta finalizar el ordefio, se tomaba una muestra de LT para
comprobar el periodo de excrecion de C. burnetii en el rebafio, asi como otras muestras
medioambientales consistentes en muestras de aerosoles internos y externos (dentro y fuera de
la explotacion), mediante el muestreador de aire “MD8” Sartorius (Goettingen, Germany),
realizando una aspiracion de 100 litros aire/minuto durante 10 minutos. El aire aspirado, pasa a
través de un filtro de gelatina que se encuentra adaptado al equipo, y que es el material que
posteriormente se analiza en el laboratorio por PCR a tiempo real, con objeto de detectar la

presencia de ADN de C. burnetii en los aerosoles generados en la explotacion.

En resumen, se realizaron una serie de muestreos en la poblacién animal y en el entorno
de la explotacion con objeto de conocer la cinética de la infeccién en rebafos no vacunados y la
persistencia de la viabilidad de Coxiella en el ambiente. En el laboratorio, tras analizar las
muestras mediante PCR a tiempo real, se hizo una seleccion de las muestras que tenian una
mayor carga bacteriana para analizar el genotipo, tal y como se detallarad en el apartado 111.2.1.3.
Por otro lado, las muestras de leche individual se centrifugaron, y los sueros lacteos obtenidos
se analizaron mediante la técnica ELISA, para comprobar la cinética de anticuerpos frente a C.
burnetii tras la infeccion. En cuanto al estudio de viabilidad de C. burnetii en muestras
ambientales, se realizo mediante el uso de modelo animal y cultivo celular, que se detallaran en

el apartado I11.2.3.

Estudio 3: Estudio de un brote de abortos por fiebre Q en una explotacion caprina, seguimiento
de la infeccion en la poblacién animal y estudio de la viabilidad de C. burnetii en el entorno de
la explotacion.

En enero de 2017 se recibieron en el laboratorio de diagnostico de Sanidad Animal de
NEIKER muestras de abortos (sueros, exudados vaginales y placenta) procedentes de un rebafio
caprino, que habia ocasionado un brote de fiebre Q en los trabajadores de la explotacion. En
contacto con Salud Publica, OSALAN (Instituto Vasco de Seguridad y Salud Laboral) y el
Servicio de Ganaderia se organizo un plan de control que incluia varias medidas, incluida la
vacunacion. Para conocer mejor la cinética de la infeccién por C. burnetii en la poblacion
caprina, a lo largo de 7 meses y con periodicidad mensual, se tomaron muestras de exudados
vaginales, leche y heces de 35 cabras recién abortadas para el estudio de la excrecion de C.

burnetii por PCR a tiempo real. También se tomaron mensualmente muestras de LT para
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comprobar el nivel de excrecion de C. burnetii a nivel de rebafio y muestras medioambientales
consistentes en muestras de aerosoles internos y externos (dentro y fuera de la explotacién), tal
y como se ha explicado en el Estudio 2. Ademads de aerosoles, también se tomaron muestras de
polvo en diferentes superficies del interior de las instalaciones, utilizando hisopos estériles y
haciendo la toma por duplicado. Esta toma de muestras se realizé en 4 ocasiones: en el
momento algido del brote, cuando se registrd el mayor niumero de abortos, y a los 2, 3 y 4 meses
desde que tuvo lugar el daltimo parto. El objeto de tomar las muestras por duplicado era para, al
igual que en el Estudio 2, dedicar una muestra al estudio de detecciéon de ADN de C. burnetii, y
la segunda, conservada a -802 hasta su procesado, para realizar la investigacion de la viabilidad

de C. burnetii en el ambiente, tal y como se detallara en el apartado II1.2.3.

Todas las muestras (exudados vaginales, leche, heces, filtros de gelatina y polvo) se
analizaron mediante PCR a tiempo real para la deteccion de C. burnetii. Las muestras de leche
individual se centrifugaron y los sueros lacteos obtenidos se analizaron mediante la técnica
ELISA. El estudio del genotipo de Coxiella responsable del brote se llevd a cabo mediante las

técnicas de genotipado descritas en el apartado I11.2.1.3.

Esta parte del estudio de la infeccion por C. burnetii en el rebafo caprino se
complementé con los datos del brote humano de fiebre Q, facilitados por Salud Publica y

OSALAN. Estos resultados apareceran en detalle en el capitulo correspondiente.

Estudio 4: Estudio de la viabilidad de Coxiella burnetii en quesos de oveja elaborados con leche

cruda sin pasteurizar.

En este trabajo se realizé6 un analisis de prevalencia de C. burnetii en 67 quesos
elaborados de forma artesanal con leche de oveja sin pasteurizar, comprados en mercados y
supermercados, y que procedian de diferentes Comunidades Auténomas. La presencia de ADN
de Coxiella se analizé6 mediante PCR a tiempo real. Para el estudio de la viabilidad de C. burnetii
se seleccionaron 5 quesos positivos con un grado de maduracién entre 2 y 3,1 meses. En una
segunda fase, y con objeto de comprobar la viabilidad de la bacteria a lo largo del proceso de
maduracion, se incluyeron 12 quesos (de 2,2 a 10,1 meses) procedentes de una explotacion ovina

que habia padecido de forma reciente un brote de fiebre Q.

Ademas, a los quesos incluidos en el estudio de la viabilidad de C. burnetii se les analizd
el pH y la actividad de agua (ay). Los andlisis fueron realizados por una empresa externa
(AENOR), con el objetivo de conocer mejor las caracteristicas de resistencia de C. burnetii

durante el periodo de maduracién del queso.
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II1.2 Procesado y analisis de las muestras
II1.2.1 Técnicas moleculares

[11.2.1.1 Extraccion de ADN

Para la obtencion de ADN de las diferentes muestras (LT, exudados vaginales, leches
individuales, heces, filtros de gelatina, polvo y quesos) se utilizo el kit comercial de QIAGEN
“QIAmp DNA Blood Mini Kit” (Qiagen Hilden, Germany) utilizando las instrucciones del

fabricante con algunas modificaciones, detalladas a continuacion.

II1.2.1.1.a Leche: Tanto para las muestras de leche de tanque como para las muestras de
leche individual, se procesé una alicuota de 200 pl. A esos 200 pl de muestra se le afladian 180
pl de tampén ATL y 20 pl de proteinasa K (8 mg/ml). Tras su homogeneizacion mediante el uso
de un agitador tipo vortex, la mezcla se sometia a una incubaciéon de 30 minutos a 70°C.
Después se afiadian 200 pl de tampon AL, se homogeneizaba y se incubaba de nuevo a 70°C
durante 10 minutos. Tras esta segunda incubacion se afiadian 200 pl de etanol absoluto, y se
transferia la mezcla a las columnas de extraccidon del kit, siguiendo a continuaciéon con las

recomendaciones del fabricante.

II1.2.1.1.b Heces: Se pesaba 1 gramo de heces y se mezclaba con 4 ml de tampo6n TE (Tris

Base 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8). Se homogeneizaba la mezcla con el agitador tipo vortex y se
centrifugaba a 3000 x g durante 3 minutos. Se recogian 200 pl del sobrenadante y se mezclaban
con 180 pl del tampon ATL y 20 pl de proteinasa K (8 mg/ml). Tras homogeneizar la mezcla, se
incubaba 30 minutos a 70°C, y se continuaba con el procesado y la extraccion de ADN tal y

como se ha explicado en el punto anterior.

II1.2.1.1.c Hisopos (exudados vaginales y muestras de polvo): Los hisopos vaginales se

cortaban por la mitad, y se usaba una parte para la extracciéon de ADN y la otra se conservaba a -
80°C, por si fuera necesaria la realizacion de estudios complementarios. En el caso de los
hisopos de polvo se procesaban enteros ya que se disponia de un duplicado. Al hisopo se le
afiadian 300 pl de tampdn TE (Tris Base 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8), 180 pl del tampoén ATL y
20 pl de proteinasa K (8 mg/ml). La muestra se homogeneizaba mediante el uso de un agitador
tipo vortex y se incubaba a 56°C durante 1 hora, agitando ocasionalmente. Posteriormente se
afadian 200 pl de tampdn AL, se homogeneizaba de nuevo y se incubaba la mezcla 10 minutos,

a 70°C. Después, se aiiadian 200 pl de etanol absoluto y la mezcla (retirando el algodon del
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hisopo) se pasaba a las columnas de extraccion del kit, para continuar el proceso segun las

instrucciones del fabricante.

[I1.2.1.1.d Filtros de gelatina (muestras de aerosoles): Los filtros de gelatina se colocaban

en una placa de Petri estéril y se afiadian 2 ml de tampdén ATL hasta conseguir una masa
gelatinosa que se transferia a un tubo de 15 ml. A la mezcla se le daba un pulso en la centrifuga
para que sedimentara, y se colocaba en un bafio con agua caliente unos minutos para licuar la
gelatina. Una vez liquido, se transferia 1 ml a un tubo eppendorf que se conservaba a -20°C. Al
mililitro restante se le afiadian 500 pl de tampon ATL y 50 pl de proteinasa K (8 mg/ml)
agitando bien la mezcla en el vortex. Posteriormente se incubaba a 56°C durante 1 hora,
agitando ocasionalmente. Tras estos pasos se afiadian 500 pl de tampoén AL, y tras agitar se
incubaba la mezcla a 70°C durante 10 minutos. Tras esta segunda incubacién se afadian 500 pl
de etanol absoluto, y una vez agitada la mezcla, era transferida a las columnas del kit. En este
caso, la transferencia tenia que hacerse en dos veces, por el exceso de volumen final. A

continuacion se seguian los pasos indicados por el fabricante.

III.2.1.1.e Queso: Para el queso se siguié el procedimiento publicado por Hirai et al.
(2012) aunque con unas pequeiias modificaciones. Se cortaban 10 gramos del queso y se
incubaban con 15 ml de tampdn fosfato salino (PBS) a 56°C durante 30 minutos. Tras la
incubacidn, se homogeneizaba en un homogeneizador Stomacher® durante 1 minuto y se
transferia la mezcla a un tubo de 50 ml que se centrifugaba a 900 x g a 4°C durante 20 minutos.
Tras la centrifugacion los componentes del queso eran separados en varias fases, tal y como se

puede observar en la Figura 4.

Errrrrrrea—» (Grasa

—® Fase acuosa

Pellet

Figura 4. Separacion de las distintas fases del queso tras la centrifugacion.

Tras la centrifugacién, se transferia la fase acuosa a un tubo nuevo y al volumen
remanente se le afiadian 10 ml de PBS, y la mezcla se incubaba a 45°C durante 20 minutos. Tras
esta segunda incubacion, la mezcla se homogeneizaba vigorosamente y se centrifugaba de

nuevo a 900 x g a 4°C durante 20 minutos. De nuevo, la fase acuosa se recogia y se mezclaba
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con la recogida previamente. Por tltimo, esta mezcla se centrifugaba a 11.000 rpm a 4°C durante
30 minutos para concentrar la Coxiella presente. Una vez eliminado el sobrenadante, el pellet se
resuspendia en 300 pl de PBS para iniciar el proceso de extraccion de ADN. Se afiadia 180 pl de
tampon ATL y 20 pl de proteinasa K (8 mg/ml), y tras homogeneizar la muestra, se incubaba 30
minutos a 70°C, y posteriormente se continuaba con el proceso de extraccion de ADN tal y

como se ha explicado para las muestras de leche.

El pretratamiento de todas las muestras y los pasos hasta la primera incubacién previa a
la extraccion del ADN se realizaron en una cabina de flujo laminar de bioseguridad nivel 2. Por
otro lado, para el control de posibles contaminaciones, se incluyé un control negativo de
extracciéon cada 5-10 muestras. En este control negativo se afiadian todos los reactivos utilizados

en el proceso de extraccion de ADN excepto la muestra, que se sustituia por tampén TE o PBS.

I11.2.1.2 PCR a tiempo real

La diana utilizada para la deteccién del ADN de Coxiella burnetii mediante PCR a tiempo
real fue la secuencia de insercion que codifica para la transposasa ISII1I de Coxiella. Se utilizé un
cebador forward y otro reverse y una sonda marcada en el extremo 5 con FAM (Schets et al.,
2013). Esta diana también se us6 para la cuantificacion de la carga bacteriana en las muestras de

interés.

Para detectar la presencia de posibles inhibidores de la reaccion, la PCR a tiempo real
también contenia un control interno de amplificaciéon (TagMan ® Exogenous Internal Positive
Control, Thermo Fisher Scientific) que incluia cebadores y sonda especificos. El volumen final
de la PCR era de 20 pl (Tabla 6), de los cuales 5 ul eran de ADN problema (o H>O estéril libre de
DNAasas y RNAasas (Sigma-Aldrich) en el caso del control negativo de PCR). El master mix
utilizado para la PCR fue el Universal Master Mix (Applied Biosystems). El proceso de
amplificaciéon era llevado a cabo en un termociclador ABI PRISM 7500 FAST (Applied
Biosystems) y el programa de PCR constaba de una fase digestion a 50°C 2 minutos, seguida de
una fase de activacion de la Taq polimerasa a 95°C 10 minutos, y una ultima fase con un paso de
desnaturalizacion 15 segundos a 95°C seguido del paso de la unién de cebadores y extension de 1
minuto a 60°C, ambos repetidos 40 ciclos. En general, las muestras se consideraron positivas
cuando el valor de Ct (Cycle threshold) en PCR era menor de 40. Es decir, el resultado se expresa
en Cts, que es el numero de ciclos de la PCR en los que la muestra se revela como positiva. Un

Ct bajo indica una carga bacteriana alta en la muestra problema. En el caso de usar el gen de
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multiple copia (ISII1I), hay autores que consideran el resultado como no concluyente en el caso
de que ese valor de Ct sea mayor de 35 (Mori et al., 2017), ya que estas muestras, cuando se
analizan con una PCR que tiene como diana un gen de unica copia (coml, por ejemplo), son

negativas.

En el caso de no obtener amplificacién en la muestra, pero si del control interno, la
muestra se considera negativa. Y si no hay amplificacion de ningtn tipo, indica la presencia de
inhibidores, por lo que hay que diluir la muestra y repetir la PCR, y si se mantiene la inhibicion

se recomienda repetir la extraccion de ADN.

Tabla 6. Reaccion de la PCR para la deteccidn de C. burnetii.

Volumen (ul)

Reactivo (concentracion) Concentracion final para 20 ul reaccién
Master MIX control interno (10x) 1x 2

Control interno (50x) 1x 0,4
Universal Master Mix (2x) 1x 10
Cebador slISpri_f (20 uM) 0,6 uM 0,6
Cebador sISpri_r (20 uM) 0,6 uM 0,6

Sonda Tqpro_sIS1 (10 yM) 0,2 uyM 0,4

BSA (20 mg/ml) 0,5 uM 0,5

H2O estéril libre de DNAasas y RNAasas - 0,5

ADN muestra (o control +, o control -) - 5

En el caso de tener que estimar la cantidad de C. burnetii presente en una muestra
positiva, se repetia el mismo ensayo de PCR, pero sin el control interno y su master mix. En cada
ensayo de qPCR se incluian diluciones seriadas por triplicado de un control positivo con
concentraciones conocidas para elaborar de esta forma una recta patron y asi poder estimar la

cantidad de bacteria presente en las muestras problema.

I11.2.1.3 Técnicas de genotipado

Las muestras animales y medioambientales seleccionadas para el estudio de los
genotipos (Estudios 1, 2 y 3) tenian que tener valores de Ct <31 en PCR a tiempo real, ya que, de

lo contrario, no se obtenian resultados éptimos.
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Las técnicas de genotipado utilizadas para conocer los genotipos de C. burnetii presentes

en la CAPV fueron las técnicas SNP y MST:

II1.2.1.3.a Single Nucleotide Polymorphism (SNP) Genotyping: Esta técnica consiste en la

clasificacion de las diferentes cepas de Coxiella burnetii mediante el analisis de la presencia o
ausencia de alelos determinados para una serie de polimorfismos de nucledtido simple (SNP).
Siete de ellos estdn localizados en genes de una tnica copia (SNP 769, 2287, 4439, 4557, 4844,
5423 y 6025) y 3 (SNP 7087, 7726 y 7974) en el gen multicopia ISIIII. De esta forma se pueden
identificar hasta 9 genotipos diferentes (Huijsmans et al., 2011). Cada uno de los SNP se analizo
mediante la tecnologia Tagman PCR a tiempo real utilizando un cebador forward y otro reverse
y dos sondas MGB®Tagman marcadas con VIC/6FAM en el extremo 5, especifico para cada
marcador a analizar. La utilizaciéon de 2 sondas diferentes permite distinguir entre un alelo u

otro segun la sefial detectada en el termociclador.

Se siguio el protocolo de Huijsmans et al., (2011) con algunas modificaciones descritas a
continuacion. La PCR se realizé a un volumen final de 20 pl, en los que 5 pl eran de la muestra
problema. Las concentraciones de los primers fueron de 625 mM vy de las sondas 125 nM, y se
utilizo 1xTaq Mix ABsolute (Thermo Scientific). El programa de PCR utilizado en un
termociclador BioRad (CFX96™ RTi-PCR Detection System) fue de 1 ciclo de 15 minutos a 95°C

y 45 ciclos de 3 segundos a 95°C y 30 segundos a 60°C.

I11.2.1.3.b Multispacer Sequence Typing (MST): Esta técnica se basa en el analisis de las

secuencias de 10 espaciadores del genoma de Coxiella burnetii que muestran variaciones en su
secuencia entre las distintas cepas de la bacteria (Glazunova et al., 2005). Los espaciadores
analizados en el Estudio 3 fueron Cox 2, Cox5, Cox18, Cox 22, Cox 37, Cox 51, Cox 56 y Cox 61.
En el Estudio 2 se incluy6 ademas el Cox 57. La amplificacion del ADN fue realizada mediante
PCR convencional con un cebador forward y otro reverse especificos para cada una de las
secuencias (Glazunova et al., 2005), y posteriormente los productos fueron purificados en geles
de agarosa y secuenciados. Las secuencias una vez analizadas fueron lanzadas a la base de datos

de MST existente en la pagina web del IHU (Institut Hospital-Universitaire) Méditerranée

Infection de Marsella (https://ifr48.timone.univ-mrs.fr/mst/coxiella_burnetii/blast.html) que
permite saber si las secuencias obtenidas coinciden con las ya conocidas, y disponibles en la
base de datos. A dia de hoy se conocen 72 genotipos diferentes obtenidos tanto a partir de

muestras humanas como animales.
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II1.2.2 Técnicas serologicas

Para detectar la presencia de anticuerpos frente a Coxiella burnetii en suero lacteo, tanto
de las muestras de LT del Estudio 1, como en leches individuales procedentes de los Estudios 2 y
3, la técnica utilizada fue el kit de ELISA comercial “PrioCHECK™ Ruminant Q Fever Ab Plate
ELISA Kit” (Thermo Fisher Scientific), antes comercializado bajo la denominacién “LSIVet™
Ruminant Q fever Serum/Milk ELISA Kit” (Thermo Fisher Scientific). En estos kits, los pocillos
de las placas contienen una mezcla de antigenos fase I y fase II de una cepa de Coxiella burnetii
obtenida a partir de muestras de abortos ovinos, aislada en el INRA (French National Institute

for Agricultural Research) en Nouzilly (Francia).

La valoracion de los resultados de ELISA se hace en funcion del ratio S/P obtenido, que

es calculado con la siguiente férmula:
S/P= (DO muestra'DO CN)/ (DO Cp~ DO CN)

En la que: “DO muestra” es la densidad o6ptica de la muestra problema, “DO CN” es la
densidad optica del control negativo (CN) y “DO CP”, la densidad optica del control positivo
(CP).

Titulo= S/P x100

En el suero de leche de tanque el titulo limite entre muestras negativas y positivas es el
valor de 30. Si el titulo es < 30 la muestra se considera negativa, y con valores > 30, positiva. Y lo
mismo ocurre para la el suero de leches individuales, pero el limite es el valor de 40. Ademas,
segun el titulo S/Px100, se pueden clasificar las muestras positivas, como débilmente positivas

(+), positivas (++) o muy positivas (+++) (Tabla 7).

Tabla 7. Categorias establecidas por el fabricante de los kits comerciales de ELISA en funcion

del titulo (S/Px100) y segtn el tipo de muestra.

RESULTADO A
INTERPRETACION
LECHE TANQUE LECHE NDIVIDUAL
Titulo <30 Titulo <40 Negativo
30 < Titulo <100 40< Titulo <100 Positivo +
100< Titulo <200 100< Titulo <200 Positivo ++
Titulo >200 Titulo >200 Positivo +++
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I11.2.3 Estudio de la viabilidad de C. burnetii

Para el estudio de viabilidad de C. burnetii en muestras de polvo y quesos
correspondientes a los Estudios 2, 3 y 4, se optd por la infeccién experimental de las muestras
problema en modelo murino BALB/c seguida del cultivo en la linea celular Vero. Ambos
desarrollos se realizaron en laboratorios con nivel de contencion de bioseguridad 3. La infeccién
experimental se realizo en NEIKER, y los cultivos celulares a partir de muestras de bazo de
ratones positivos a PCR, se realizaron en el Laboratorio de Referencia e Investigacion en
Patégenos Especiales en el Centro Nacional de Microbiologia del Instituto de Salud Carlos III,
bajo la direccion de la Dra. Isabel Jado. Los pasos que se siguieron fueron los siguientes: 1)
Seleccion de las muestras; 2) Preparacidn de indculos para la infeccion experimental en ratones;
3) Infeccién experimental y seguimiento de la misma; 4) Sacrificio de los animales
experimentales y analisis de las muestras de bazo por PCR a tiempo real; y 5) Cultivo celular de

los bazos positivos y confirmacion de la viabilidad de C. burnetii.

Todos estos experimentos tuvieron el visto bueno y aceptacion, primero por el Comité
de Etica y Experimentacion de NEIKER, y posteriormente por el Organo Competente en materia
de Experimentacién Animal (Bizkaiko Foru Aldundia- Diputacion Foral de Vizcaya, documento
NEIKER-OEBA 2017-001, numero de autorizacion 15.328 del 22 de febrero de 2017, y NEIKER-
OEBA 2017-001 v02, namero de autorizacion 32243 del 25 de junio de 2018).

1) Seleccion de las muestras:

En lo que respecta al Estudio 2 se partia de 15 “pooles” de polvo (cada pool consistia en
una mezcla de 8-10 hisopos) recogidos tras las cuatro parideras de las primalas (3 rebafios x 4
anos; 1 rebafios x 3 afios). En el Estudio 3, el nimero de “pooles” de polvo a investigar fueron 4,
uno tomado en el periodo de los abortos, y el resto a los 2, 3 y 4 meses desde que tuvo lugar el
ultimo parto. En el Estudio 4 se seleccionaron 17 quesos positivos a PCR, con cargas bacterianas

altas y de diferentes estados de maduracion (entre 2 y 10 meses).

2) Preparacién indculos para la infeccidén experimental en ratones:

El tratamiento de las muestras para la preparacion de los indculos de polvo y queso se ha
explicado en parte en el apartado II1.2.1.1 (donde se detalla el diferente tratamiento de las
muestras previo a la extraccién de ADN), sin embargo en el caso del queso hubo que hacer
ligeras modificaciones, como la supresion de los periodos de incubacion de 56°C y 45°C, con

objeto de evitar la pérdida de posible Coxiella viable existente en las muestras de queso. Otra
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modificacion fue la adicién de mayor volumen de PBS al pellet final para la preparacion de los

in6culos.

En cuanto a las muestras de polvo se prepararon “pooles” con los 8-10 hisopos de polvo
recogidos en cada rebafio y muestreo (duplicados que se mantenian conservados a -80°C). Se
siguid el protocolo publicado por Kersh et al. (2010b) con algunas modificaciones. En un tubo
de 50 ml se afiadian 15 ml de PBS y se introducian los hisopos de polvo (solo el algodén). Tras
agitar varias veces, se daba un pulso en la centrifuga y se retiraban los algodones con unas
pinzas. Se centrifugaba de nuevo la mezcla durante 5 minutos a 200 x g, para la sedimentacion
de las particulas de mayor tamafio, y se recogia el sobrenadante con cuidado, transfiriéndolo a
un tubo de 15 ml. El sobrenadante se centrifugaba durante 30 minutos a 10.000 rpm para
concentrar el pellet de C. burnetii y se descartaba el sobrenadante. El pellet se resuspendia en

PBS y ya se tenia listo el material para los indculos.

Seguidamente, se tomaban 200 pl de indculo (polvo o queso) para realizar la extraccion
de ADN para cuantificar el nimero de equivalentes genomicos (EG) de C. burnetii presentes por
inoculo. Y en funcidn de estos resultados y de lo que se pretendia inocular en ratén, se ajustaba

el namero de EG por in6culo modificando el volumen de PBS.

3) Infeccion experimental y seguimiento de la misma:

La infeccién experimental realizada en los Estudios 2, 3 y 4 fue realizada en ratones
machos BALB/c de 6 semanas de edad. La inoculaciéon en los ratones fue realizada por via
intraperitoneal, inoculando volimenes entre 200 y 500 pl. Se inocularon entre 4 y 6 ratones por
muestra problema, dos por cada dia de sacrificio. A los ratones control negativo se les inoculaba

el mismo volumen con PBS.

4) Sacrificio de los animales experimentales y andlisis de las muestras de bazo por PCR a

tiempo real:

Los ratones se sacrificaron los dias +14 y +21 p.i. (Estudio 2), los dias +7 y + 21 p.i.
(Estudio 3) y los dias +7, +14 y +21 p.i. (Estudio 4). Una vez sacrificados los animales, se pesaban
y se les extraia el bazo, el cual también se pesaba, ya que el cociente “peso bazo/peso raton”
permite valorar la existencia de esplenomegalia. El bazo era cortado por la mitad, y una mitad se
procesaba por qPCR y el resto se congelaba a -80°C para, en el caso de ser positivo por qPCR,

realizar cultivo celular para confirmar la viabilidad de C. burnetii.
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En lo que respecta a la extraccion de ADN a partir de muestras de bazo, presenta ligeras
diferencias respecto a los otros tipos de muestras mencionadas en el apartado I11.2.1.1. El bazo se
pesaba y se homogeneizaba con 1000 pl de tampon TE (Tris Base 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) en
un TissueLyser (Qiagen). Se tomaba una alicuota de 200 pl para la extraccion de ADN vy el resto
se guardaba a -20°C. A los 200 pl del homogeneizado se les afiadian 180 pl de tampén ATL y 20
pl de proteinasa K (8 mg/ml) y tras agitarlo se ponia 3 horas a incubar a 55°C, homogeneizando
la mezcla ocasionalmente. Tras esa primera incubacion, se le afiadian 200 pl de tampon AL, se
incubaba a 70°C durante 10 minutos, y posteriormente se afiadian 200 pl de etanol absoluto. El

protocolo de extraccion finalizaba continuando los pasos recomendados por el fabricante.

5) Cultivo celular de los bazos positivos y confirmacion de la viabilidad de C. burnetii:

Para confirmar los resultados positivos obtenidos en la qPCR de los bazos de los ratones,
se procedio al cultivo celular con la segunda mitad de los bazos que se mantenia conservada a -

80°C.

La técnica utilizada fue la denominada Shell vial. En primer lugar se propago la linea
celular Vero C1008 (Vero 76, clone E6, Vero E6 ATCC CRL-1586), que son células epiteliales de
mono verde africano, en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium; Lonza Biologics
Porrifio S.L., Pontevedra) suplementado con 1% de L-glutamina Lonza Biologics Porrifio S.L.,
Pontevedra), 0,4% de aminodcidos no esenciales (Sigma-Aldrich Quimica, S.L., Madrid) y un
10% de suero fetal bovino (Sigma-Aldrich Quimica, S.L., Madrid) a 37°C al 5% de CO,. Tras
obtener crecimiento, las células se pasaron a los viales shell vial. Se homogeneizé el bazo con
700 pl de medio DMEM y 2% de suero fetal bovino mediante el TissueLyser LT (Qiagen). Se
afnadieron 100 pl del homogeneizado de bazo al shell vial, ya tapizado con las células Vero, y el
resto se preservo para realizar extraccion de ADN y qPCR y para guardar stock a -80°C en caso
de necesitar repetir el cultivo. Los shell vial inoculados se centrifugaban 1 hora a 600 x g a 20°C
para favorecer la infeccion de las células. Tras esa centrifugacion se afadian 700 pl medio
DMEM vy 2% de suero fetal bovino y se incubaban a 37°C con 5% de CO, durante 6 dias.
Transcurrido este periodo, se recogian las células del shell vial y se hacian pases semanales de 1
ml (3 pases en total), a matraces de cultivo T25 tapizados con células Vero. Antes de realizar
cada pase se recogian alicuotas de 200 pl para extraccion de ADN y qPCR, y asi poder valorar si
habia habido crecimiento de Coxiella en los sucesivos pases. Se confirmd la viabilidad de C.

burnetii, caando hubo multiplicacion de la bacteria en el segundo o tercer pase.
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II1.3 Analisis estadisticos

Para realizar los diferentes andlisis estadisticos que se detallan en los capitulos de los
Estudios 1, 2 y 4, se utiliz6 el programa SAS Enterprise Guide 7.1 o el software libre R (versién

3.6.2).
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ABSTRACT

Bulk-tank milk (BTM) samples were collected from 81 sheep flocks in the Basque
Country, Spain, in 2015 and were analysed for antibodies against Coxiella burnetii by ELISA and
for C. burnetii DNA by real-time PCR. Thirty-two percent of the flocks had BTM antibodies
against C. burnetii. Presence of C. burnetii DNA in BTM was detected in 23% of the flocks,
suggesting recent C. burnetii infections. Retrospective data of BTM samples obtained from 154
sheep flocks investigated in 2005 in the same geographic area were compiled to assess temporal
changes in C. burnetii infection. The overall percentage of infected sheep flocks did not
significantly change after the 10-year period. Among the 46 flocks sampled in both periods, 11
flocks that were negative in 2005 were positive in 2015, 18 maintained their initial status
(positive or negative), and 17 positive flocks were negative in 2015. These findings indicate that
C. burnetii infection is a dynamic process in dairy sheep in northern Spain. Single Nucleotide
Polymorphism (SNP) genotyping of positive samples identified three genotypes, SNP1 being the
most prevalent in 2015 and SNP8 in 2005; SNP4 was only detected once in 2005. These results

suggest possible changes in the pattern of genotype infection over time.

Keywords: Coxiella burnetii, Dairy sheep, Bulk-tank milk, SNP genotyping

FINDINGS

Q fever is a worldwide distributed zoonosis caused by Coxiella burnetii. Domestic
ruminants are the main reservoir and source of infection for humans (Eldin et al., 2017). C.
burnetii can produce abortion in domestic ruminants such as cattle, sheep and goats (Agerholm,
2013). To prevent Q fever outbreaks both in animals and in people, it is important to monitor
the presence and prevalence of C. burnetii in livestock farms to establish effective control
measures. Serological tests on bulk-tank milk (BTM) samples are very useful for the
epidemiological surveillance of some infections in dairy livestock. In the case of C. burnetii,
detection of antibodies in BTM is indicative of previous contact of the herd with the pathogen,
whereas detection of the pathogen would be indicative of a current and active infection. The
evolution of infection can be also monitored by periodic analyses of BTM samples, as shown for
dairy cattle (Pifiero et al., 2014c) and goats (van den Brom et al., 2015b). C. burnetii DNA
obtained from positive BTM samples can be genotyped to determine strains present (Dal Pozzo

et al., 2016; Roest et al., 2011b).
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In the Basque Country, northern Spain, dairy sheep attains both the highest C. burnetii
flock seroprevalence (74%) and the highest within-flock seroprevalence (11.8%) compared to
other domestic ruminants (Ruiz-Fons et al., 2010), suggesting that sheep could be the main
reservoir of infection in this area. Lambing in Latxa sheep flocks occurs once a year with an
early peak between November and February for ewes in their second and subsequent lactations
and a second peak in March-April for yearlings. Lambing is followed by a milking period of 3-4
months. Once milking finishes, many flocks have access to communal mountain pastures
during summer and autumn where they widely interact with other grazing sheep flocks, goats,
cattle and wildlife. According to the last census (2015) there were 259,569 Latxa breed sheep in

northern Spain, showing a reduction of 30% in the last 10 years (354,445 sheep in 2005)

(http://www.eustat.eus/banku/id 4017/indexLista.html). A survey carried out in 2005 in 154
dairy sheep flocks indicated that C. burnetii was actively circulating in the region (Garcia-Pérez
et al., 2009). In this context, 10 years later, this study was aimed at i) identifying changes in the
prevalence of C. burnetii in dairy sheep after a period of 10 years in the area, and ii)
characterizing the genotypes infecting dairy sheep in the region in both time points to evaluate
changes over time. No compulsory control actions against Q fever had been taken during the

10-year period.

BTM samples were collected from 81 sheep farms in March-April 2015, when both, ewes
and yearlings, were being milked. Serological analyses were performed by an enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) (PrioCHECK™ Ruminant Q Fever Ab Plate ELISA Kit, Thermo
Fisher Scientific, USA) according to the manufacturer’s instructions. DNA was extracted using
the QIAmp DNA Blood Mini Kit (Qiagen Hilden, Germany), with modifications already
described (Pifiero et al., 2014c), and presence of C. burnetii DNA was investigated by real-time
PCR, targeting the transposon-like repetitive region ISIIII of C. burnetii (Schets et al., 2013),
including a commercial internal amplification control (TagMan® Exogenous Internal Positive

Control, Thermo Fisher Scientific) to monitor for PCR inhibitors.

The percentage of flocks with antibodies against C. burnetii in BTM samples was 32.1% (26/81)
and the percentage of flocks with C. burnetii DNA in milk was 23.5% (19/81). Three flocks were
BTM negative by ELISA but low levels of bacterial shedding were detected by real-time PCR (Ct
33-35).

In order to assess changes in C. burnetii infection after a 10-year period, BTM ELISA and
PCR results from 154 sheep flocks sampled in March-April 2005 (Garcia-Pérez et al., 2009;
Ruiz-Fons et al., 2010), were compiled and Chi-square tests were used to compare infection

prevalence (2015 vs. 2005). The ELISA test used in both studies was the same (commercialized
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by LSI, France in 2015), but the PCR method differed (conventional PCR was used in 2005, real-
time PCR in 2015). The number of sheep flocks surveyed in both studies represented 30% of the
professionally managed flocks with over 100 reproductive ewes in the study region. ELISA and
PCR results obtained in 2015 did not significantly differ from those obtained in 2005 (Table 8).
However, a slight decrease in the prevalence of flocks with antibodies against C. burnetii (40.3%
in 2005 vs. 32.1% in 2015; x°= 1.51, df=1, p >0.05) and a slight increase in the percentage of flocks
with C. burnetii DNA in the BTM were observed (22.1% in 2005 vs. 23.5% in 2015; x’= 0.06,
df=1, p >0.05).

Table 8. Percentage of C. burnetii positive flocks and SNP genotypes identified in bulk-tank

milk samples collected in 2005 and 2015 in northern Spain.

BTM analyses Single Nucleotide Polymorphism (SNP)
ELISA PCR SNP1 SNP4 SNP8
Year N  positive Positive Ref. N positive Positive Positive Ref.
(%) (%) (%) (%) (%)
Garcia-Pérez et al., this
2005 154 62(40.3) 34(22.1) 2009; Ruiz-Fons et 16 3(18.8) 1(6.3) 12 (75.0) stud
al., 2011 y
2015 81 26 (32.1) 19(23.5) this study 12 10(83.3) 0(0.0) 2 (16.7) tst::Jde

Comparison of both series of data identified 46 flocks which were sampled in both
surveys. Again, non-significant differences similar to those described for the whole dataset of
farms were observed when considering seroprevalence (43.5% in 2005 vs. 37.0% in 2015; x’=
0.41, df=1, p >0.05) or bacterial (DNA) shedding (21.7% in 2005 vs. 28.3% in 2015; y’= 0.47, df=l,
p >0.05). The different molecular techniques used in both periods, conventional PCR vs. real-
time PCR, the latter being more sensitive (Galiero et al., 2016), could have contributed to the
slight but non-significant increase in shedding. Unfortunately, the small amount of DNA
available from BTM samples collected in 2005 prevented us from reanalysing them with real-
time PCR. Changes in the C. burnetii status of some flocks were observed between samplings
when considering a flock as “negative” when BTM was negative by ELISA and PCR, and as
“positive” when positive by ELISA or PCR, (Table 9). Thus, 11 flocks that were negative in 2005
were positive in 2015, 18 maintained their initial status (positive or negative), and 17 positive
flocks were negative in 2015. Interestingly, 8 of the 25 positive flocks in 2005 were still positive
in 2015. Had vaccination been implemented, the prevalence of C. burnetii might have decreased

significantly as happened in The Netherlands (van den Brom et al., 2015b). In the region of the
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current study, an inactivated vaccine has only been used at an individual basis by a scarce
number of sheep breeders and no specific collective control actions were implemented from
2015 to 2015. The results may suggest that infectious stages of C. burnetii persisted in the farm
environments during this period in the 8 flocks that remained positive. Alternatively,
reinfections could have also occurred during this 10-year period e.g., due purchase of infected
animals, contact with other infected flocks, wildlife, etc., with an unnoticed period of infection

clearance between samplings.

Table 9. C. burnetii infection status in 2005 and 2015 of the 46 sheep flocks from northern

Spain analysed in both periods.

Number of examined C. burnetii status C. burnetii status

sheep flocks in 2005 in 2015
11 negative positive
10 negative negative
17 positive negative
8 positive positive

Geographical coordinates of the 46 farms sampled in 2005 and 2015 were recorded
using a global positioning system (GPS) device. Data on Q-fever status of each flock
(positive/negative) were geographically represented using QGIS Las Palmas 2.18.16
Geographical Information System to visualize changes in the spatial distribution of C. burnetii
overtime (Figure 5). Considering that C. burnetii can be dispersed by the wind, flocks in the
vicinity of a positive flock would be expected to be also positive. However, in 2005, negative
and positive farms were homogeneously located throughout the sampled territory. Conversely,
in 2015, infection seemed to have cleared in some flocks from the eastern part of the region.
Mapping the epidemiological status of C. burnetii in the studied flocks showed that in some
areas the infection seemed to clear out without specific control measures while in other areas it
seemed to persist for years. The analysis of more than one BTM sample per lactation period and
additional intermediate controls during the 10-year time-frame should have been performed to
get more accurate data on C. burnetii persistence over time. However, this was a first approach
using this methodology that will be further developed for the evaluation of the efficacy of
vaccination-based control measures that will be soon implemented in the Basque Country,

Spain.
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Figure 5. Spatial geographical location of 46 sheep farms in northern Spain sampled in 2005
and 2015 and their C. burnetii status. Negative flocks (ELISA and PCR negative on bulk-tank
milk) are represented as green dots, where as positive flocks (ELISA and/or PCR BTM-positive)

are shown as red dots.

A subset of real-time PCR positive samples with a Ct <31 was selected and genotyped by
single nucleotide polymorphism (SNP) analysis, implementing the 10 SNP determination
already described (Huijsmans et al., 2011), a highly discriminatory technique that has
demonstrated to be valuable for direct genotyping of field samples with low bacterial burdens,
such as milk samples (Huijsmans et al., 2011). A total of 28 real-time PCR positive samples were
genotyped, 16 from 2005 and 12 from 2015, all from different flocks. Three SNP genotypes were
identified: SNP1 and SNP8, found both in 2005 and 2015, and SNP4, found only once in 2005
(Table 8). Genotype SNPI1 has been detected in goats, sheep, or cattle in several countries such
as France, Belgium and The Netherlands (Boarbi et al., 2014; Dal Pozzo et al., 2016; Huijsmans
et al., 2011), and in human patients in the Q fever outbreak from the Netherlands (Huijsmans et
al., 2011). SNP8 has been described in human infections in Italy and Slovakia, and has been also
found in ticks from Russia, and in ticks and small mammals from Slovakia (Huijsmans et al.,
2011). Recently, we found SNPI (MST13) and SNP8 (MSTI18) in Spanish goat farms identified as
the most probable sources of two outbreaks of Q fever infections in humans experiencing fever
and pneumonia (Alvarez-Alonso et al., 2018b; Hurtado et al., 2017). Therefore, sheep carrying C.

burnetii genotypes SNP1 and SNP8 could also pose a risk for human infections in the study area.
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Comparison of frequencies of genotypes by Chi-square tests revealed that distribution of
SNP genotypes changed significantly in the two periods. Hence, whereas in 2005 SNP8 was the
predominant type (12/16), in 2015 SNP1 was the most prevalent (10/12) (Fisher exact test, p
<0.01), indicating changes in the pattern of genotype infection over time, possibly due to the
infection by co-circulating C. burnetii strains, and/or the evolution of previously detected
strains (Gurtler et al., 2014). In fact, the presence of multiple C. burnetii strains within a single
sheep flock has been reported previously (Joulié et al., 2015). Also, SNP1 dominance in 2015
might be the result of a recent adaptation of this genotype in sheep and a rapid dispersal within
the sheep population. However, this hypothesis should be confirmed in further studies.
Interestingly, SNP4, recovered from human blood in Slovakia (Huijsmans et al., 2011), was also
identified in one flock in 2005 and was not detected thereafter. These results show the
importance of understanding the natural dynamics of this zoonotic pathogen in its major
reservoirs to efficiently prevent the negative effects caused by Q fever to animal production and

public health.

In conclusion, C. burnetii infection presents a dynamic pattern in the studied sheep
population. However, the observed trend indicated a stability in the overall percentage of
infected sheep flocks in a region where no collective intervention measures have been yet
implemented. The analysis of BTM samples in dairy ruminants is an easy strategy to identify
infected flocks. Antibody levels in BTM are consistent with findings in serum of dairy ewes over
time (Joulié et al., 2017a). In addition, PCR analysis of BTM allows identification of animal
shedders in the flock (Garcia-Pérez et al., 2009), but only if BTM samples are collected soon
after the start of the milking period of ewes and yearlings since C. burnetii shedding through
milk in small ruminants is shorter compared to other excretion routes (Alvarez-Alonso et al.,

2018b; Joulié et al., 2017a).
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ABSTRACT

Progression of Coxiella burnetii infection in four naturally-infected sheep flocks, and in
their farm environment, was monitored throughout four lambing seasons. Flocks with an active
infection were selected based on the presence of C. burnetii DNA in bulk-tank milk (BTM)
during the previous milking-period (Spring 2015) and a high seroprevalence in yearlings. During
four consecutive lambing seasons (2015/16-2018/19), samples were collected within one week
after each lambing period from animals (vaginal swabs, milk and feces from ewes and yearlings)
and the environment (dust inside farm premises). BTM samples and aerosols (outdoors and
indoors) were monthly collected between lambing and the end of milking. Real-time PCR
analyses showed different trends in C. burnetii shedding in the flocks, with a general progressive
decrease in bacterial shedding throughout the years, interrupted in three flocks by peaks of
infection reactivation associated to specific management practices. A significant relationship
was found between C. burnetii fecal shedding and the bacterial burden detected in dust,
whereas shedding by vaginal route affected the detection of C. burnetii in indoors aerosols.
Three genotypes were identified; SNP8 (3 flocks, 52.9% of the samples), SNP1 (2 flocks, 44.8%
samples), and SNP5 (1 flock, two environmental samples). C. burnetii viability in dust measured
by culture in Vero cells was demonstrated in two of the flocks, even during the fourth lambing
season. The results showed that infection can remain active for over 5 years if effective control

and biosafety measures are not correctly implemented.

Keywords: Coxiella burnetii, Q fever, sheep, goats, genotypes, viability, environment

INTRODUCTION

Q fever is a widespread zoonosis caused by the intracellular bacterium Coxiella burnetii.
Goats and sheep are considered the main reservoir of C. burnetii, and both have a significant
role as human infection sources (EFSA, 2010; van den Brom et al., 2015a). Q fever causes
abortions in small ruminants (Agerholm, 2013), and once C. burnetii entries into a flock
infection spreads rapidly. Infected animals shed C. burnetii through birth products, vaginal
fluids, feces, milk and urine for several weeks after abortion or normal parturition (Alvarez-
Alonso et al., 2018b; Astobiza et al., 2010; Berri et al., 2001; Berri et al., 2005b; Berri et al., 2007;
Joulié et al., 2015; Rodolakis et al., 2007), but the bacterial load shed by aborted animals is
higher than that shed by those that deliver normally (Joulié et al., 2015). Abortion rates due to

C. burnetii are especially high in goats (up to 70-90%) (Alvarez-Alonso et al., 2018b; Rousset et
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al., 2009b), but lower in sheep (usually below 6%) (Dijkstra et al., 2012). These low rates can be
considered normal by the farmer, and consequently, samples of aborted animals are not
submitted to the laboratory. Therefore, Q fever is not diagnosed, control measures are not
implemented, and the infection can be maintained in a sheep flock throughout consecutive
lambings. In a recent study carried out in dairy sheep flocks, C. burnetii shedding through milk
was still observed in several flocks 10 years after first detection (Alvarez-Alonso et al., 2018a).
This suggests that flock management practices together with lack of control measures
implemented can cause periodical reactivation of C. burnetii infection (Barlozzari et al., 2020;

Muema et al., 2017; Plummer et al., 2018; Rizzo et al., 2016).

C. burnetii shedding by infected animals together with their movements inside animal
premises, promote the formation of contaminated aerosols. Bacterial load in aerosols is the
highest at the peak of abortions (Alvarez-Alonso et al., 2018b) and also correlates with the
number of shedders in the flock (Astobiza et al., 2011b). The progression of natural infection by
C. burnetii in sheep flocks during several breeding seasons has not been fully investigated, thus,
the length of time the infection remains active in the flock is unknown. It is known that in the
breeding seasons that follow an outbreak of abortion by Q fever, abortions are rare in sheep,
and C. burnetii shedding naturally decreases (Berri et al., 2002). Vaccination with phase I
vaccine helped to decrease bacterial shedding in ewes and yearlings from infected flocks in the
two first years, giving a complete clearance of the infection after four years of vaccine
implementation (Astobiza et al., 2011a). However, C. burnetii DNA was still detected in dust
samples in the fourth season after vaccination (Astobiza et al., 201la). Presence of Coxiella DNA
in dust collected in farm premises has been reported in several studies (Alvarez-Alonso et al.,
2018b; Astobiza et al., 2011a; Joulié et al., 2015; Kersh et al., 2013), but the time Coxiella remains
viable has been scarcely investigated (Alvarez-Alonso et al., 2018b; Kersh et al., 2013). In fact,
the small-cell variant (SCV) is a spore-like form of C. burnetii which can survive during long
periods of time in the environment (Angelakis and Raoult, 2010). Results pointed out that loads
of viable C. burnetii are at the highest level during lambing/abortion period, and progressively
decrease thereafter until no viable bacteria are detected two months after the last parturition
(Alvarez-Alonso et al., 2018b). However, (Kersh et al., 2013) still found viable Coxiella in a goat

farm in the kidding season that followed an abortion outbreak.

The genotype of C. burnetii could affect the course of infection (Eldin et al., 2017;
Melenotte et al., 2019). In Spain, there is no much information about genotypes of C. burnetii
involved in Q fever cases, neither in humans nor in animals. Recent studies carried out in

Northern Spain identified goats rather than sheep as the main source of Q fever for humans,
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with pneumonia as the main symptom (Alonso et al., 2015; Alonso et al., 2019; Alvarez-Alonso
et al., 2018b; Hurtado et al., 2017), but, interestingly, sheep and goats share the same C. burnetii
genotypes in this area (Alvarez-Alonso et al., 2018a; Alvarez-Alonso et al., 2018b; Hurtado et al.,
2017). Therefore, further studies are needed to better understand the epidemiological features
of C. burnetii infection in sheep. This work was aimed at studying the progress of Coxiella
infection throughout four lambing seasons in four dairy sheep flocks in semi-extensive
management systems in which no vaccination program was implemented. Genotyping of the
strains involved and the investigation of C. burnetii viability in consecutive breeding seasons

would help to better understand Q fever infection in sheep.

MATERIAL AND METHODS
Selection of flocks and sampling approach

Latxa breed is the dairy breed of sheep in the Basque Country. Lambing takes place once
per year, between November and January in ewes, and between March and April in yearlings.
Animals are housed permanently in winter and at night and in rainy weather during the milking
season, which ends in June-July. After that period, flocks are moved to communal mountain

pastures where animals share grazing areas with livestock and wildlife.

Four sheep flocks that tested real-time PCR positive to C. burnetii on bulk-tank milk
(BTM) samples collected in March-April 2015 were selected. These flocks also showed a high
seroprevalence against C. burnetii by ELISA in yearlings (Table 10). Both results suggested that
C. burnetii infection was recent. Farmers were interested in collaborating and studying the
evolution of the infection throughout four lambing seasons: 2015/16, 2016/17, 2017/18 and
2018/19. It should be noted that at the beginning of this study there was a stock rupture in the
production of the Phase I inactivated vaccine, so vaccination could not be considered. A
questionnaire was conducted to collect data on census, farm characteristics, management
system, abortion history, and hygiene and biosecurity measures implemented in each farm.
According to farmers’ perception, significant abortions were not reported in the years prior to
the study. However, one of them reported that a family member had suffered from pneumonia
in the 2014/15 productive season, but since hospitalization was not needed, the etiological agent
was not identified. For the correct management of the placentas, farmers were offered a freezer
and biohazardous waste disposal containers, which, once filled, would be removed for
incineration of infectious material. The goal was to quickly remove potentially infective material

from the farm environment, thereby reducing possible environmental contamination. Three of
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the farmers performed this procedure, while the fourth (Flock 2) had a type of slatted floor that
favored placentas to fall directly into the slurry pit. Table 10 summarizes information about
selected flocks. Two of the flocks (Flock 2 and Flock 3) used to buy animals from other flocks.

Flock 4 had old animal premises and moved to a new farm in the lambing season 2018/19.

Table 10. General information of the sheep flocks included in the study: management practices,
characteristics of animal premises, biosecurity measures implemented in the farms, and Q fever

status prior to the study started.

Flock 1 Flock 2 Flock 3 Flock 4

Census

Ewes 416 250 543 411

Yearlings 80 50 87 83
Communal pastures Ewes Ewes & Yearlings Ewes Ewes & Yearlings
Cattle in the farm Yes No No No
Goats in the farm Yes No No No
Purchase of animals No Yes Yes No
Abortions >3% No No No No
Characteristics of the farm
premises
Year of construction 1995 2009 2007 1975*
Ventilation Regular Bad Regular Bad
Slatted floor Yes Yes No No
Straw bedding Yearlings No Yes Yes
Water source Well Well Tap water Tap water
Frequency of manure removal Daily 1/year 2/year 2/year
Biosecurity measures
Management of placentas Cremation Manure Cremation Cremation
Exclusive cloth No No No No
Access of visits Yes Yes Yes Yes
Other measures No No No No
Q fever status (2014/15)
Seroprevalence (%)

Ewes 26.7 40.0 13.3 26.7

Yearlings 66.7 46.7 46.7 53.3
BTM ELISA Positive Positive Positive Positive
BTM PCR Positive Positive Positive Positive

*new farm premises for the period 2018/19

Flocks were visited at lambing time during the 4 consecutive lambing seasons. During

the first 3 seasons samples were collected from ewes and yearlings, and purchased animals (if
any). During the last lambing season only yearlings were sampled. Vaginal exudates (collected
with swabs without medium), milk and feces were taken from a maximum of 40 ewes and/or 40
yearlings to evaluate C. burnetii shedding. During these visits, environmental samples consisting

on duplicates of 8-10 dust samples were also taken from different surfaces of the animal
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premises to detect the presence of C. burnetii DNA, and for further viability studies (one
duplicate kept at -80°C). In addition, monthly visits were made until the end of the milking
period, and a BTM sample was collected to monitor C. burnetii shedding at the flock level, as
well as aerosols collected inside and outside the farm premises. The air sampler "MD8" Sartorius
(Goettingen, Germany) was used, performing an aspiration of 100 liters/minute air for 10
minutes. The air passed through a gelatin filter adapted to the equipment, which was analyzed
in the laboratory by real-time PCR in order to detect the presence of C. burnetii DNA in the

aerosols generated at the farm.

Molecular analyses
DNA extraction and real-time PCR

DNA was extracted using the QIAmp DNA Blood Mini Kit (Qiagen Hilden, Germany)
with some modifications. Briefly, milk and feces were mixed with 180 pul of ATL buffer (Qiagen,
Hilden, Germany) and digested with 20 pl of proteinase K (8 mg/ml) for 30 minutes at 70°C
before DNA extraction. Vaginal and dust swabs were treated with 300 pl of TE buffer (Tris Base
10 mM, EDTA 1 mM, pH8) before being mixed with ATL and proteinase K for 1 hour at 56°C.
The initial treatment of the gelatin filters from de air sampler was done as previously described
(Astobiza et al., 2011b). Negative extraction controls were included every 10 samples to rule out
DNA contamination. Presence of C. burnetii DNA was investigated by a real-time PCR
procedure targeting the transposon-like repetitive region ISIIII of C. burnetii genome (Schets et
al., 2013). A commercial internal amplification control (IAC) (TagMan® Exogenous Internal
Positive Control, Thermo Fisher Scientific) was included in the assay to monitor for PCR

inhibitors.

Genotyping

A selection of animal and environmental samples positive in real-time PCR with Ct < 31
were analyzed by Single-Nucleotide-Polymorphism (SNP) discrimination using real-time PCR
(Huijsmans et al., 2011), and by Multispacer Sequence Typing (MST) (Glazunova et al., 2005)

with some modifications described elsewhere (Hurtado et al., 2017).
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Serological analyses: Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

In order to evaluate seroprevalence against C. burnetii, individual milk samples were
centrifuged and milk sera were tested for Q fever antibodies using ELISA test (LSIVET
Ruminant Serum/Milk Q Fever kit; Thermo Fisher Scientific). An index (S/P) of the tested milk
serum optical density to optical density of the positive control ratio was calculated according to
the manufacturer’s instructions. Individual milk samples with S/P indices <0.4 were considered

negative, while samples with S/P >0.4 were considered positive.

Viability studies
Ethics

Experimental studies were carried out in BSL3 building facilities, and consisted on
experimental inoculations in 6 week-old BALB/c male mice combined with culture in Vero cells.
Permissions were obtained from the Ethical & Animal Welfare Committee (Bizkaiko Foru

Aldundia, document 3/2017 v02, Reg. 32243 25 June 2018).
Isolation

Viability studies of C. burnetii in environmental samples were carried out by passage
throught mice and culture on Vero cell line. Dust samples collected at lambing of yearlings were
homogenized and prepared as detailed elsewhere (Alvarez-Alonso et al., 2018b). Quantification
of C. burnetii genome equivalents (GE) in each homogenate was carried out by quantitative real-
time PCR (qPCR) using 5ul of DNA (in triplicates) and specific primers and a probe targeting
the ISIIII gene as described elsewhere (Schets et al., 2013). In each qPCR run, a standard curve
was generated using 10-fold serial dilutions of a known concentration of Nine Mile (RSA439)
phase II strain of C. burnetii DNA. After quantification, aliquots of 200-500 pl were prepared
from each homogenate of dust, containing approximately 10>-10°> C. burnetii GE. These aliquots
were inoculated intraperitoneally in 4 mice each; a homogenate of dust with viable C. burnetii
(Alvarez-Alonso et al., 2018b), collected in a goat farm in 2017 and kept at -80°C, was used as
positive control. According to results obtained in previous studies (Alvarez-Alonso et al., 2018b;
Barandika et al., 2019), mice were euthanized on days +14 and +21 p.i., and the spleens were
removed. The level of splenomegaly was determined from the ratio of the spleen weight to the
body weight. Half of the spleen from each mouse was processed for DNA extraction and real-
time PCR amplification as fully detailed elsewhere (Alvarez-Alonso et al., 2018b). Positive
samples were subjected to qPCR to quantify the number of C. burnetii GE detected in spleen in

order to compare it with the number of GE inoculated; when the number of C. burnetii GE
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recovered from the spleen was equal or higher than the GE inoculated, C. burnetii was

considered to be multiplied in vivo.

For qPCR-positive samples, the second half of the spleen was homogenized with 700 pl
DMEM medium and 2% FBS in a TissueLyser. A hundred microliters of each homogenate were
placed on shell vials containing Vero cells [African green monkey epithelial cells VERO C1008
(Vero 76, clone E6, Vero E6 ATCC" CRL-1586")], as fully detailed elsewhere (Alvarez-Alonso et
al., 2018b). Briefly, after harvesting C. burnetii from shell vial on day 6 p.i., three passages of
1,000 pl of harvested cells were transferred at weekly intervals into T25 culture flasks
containing a Vero layer. At day 6 p.i. and before each passage, 200 pl were collected for DNA
extraction and qPCR, following procedures described above. Cultures that maintained C.
burnetii growth during the second or third passage were considered to be positive. Uninfected

control cells were kept close to infected cells to rule out possible cross-contaminations.

Statistical analyses

The possible influence of the different factors studied, i.e., flock (categorical; Flock 1,
Flock 2, Flock 3, Flock 4), period of lambing (categorical; ewes/yearlings) and lambing season
(categorical; 2015-16, 2016-17, 2017-18, 2018-19) over positive or negative C. burnetii animals
shedding through vaginal fluids, feces or milk was analyzed using a logistic regression. The final
model was selected as the one with the lowest AIC value from all of the models performed.
Odds ratio values were computed by raising ‘e’ to the power of the logistic coefficient over the
reference category.

Cohen Kappa statistics were used for assessing agreement between shedding by different
excretion routes and ELISA results. The symmetry of disagreement between them was evaluated
with McNemar’s Chi square test.

The risk of environment (dust, indoors/outdoors aerosols) contamination by C. burnetii
was evaluated with a data mining classification tree using ‘rpart’ package (Therneau and
Atkinson, 2019); dust, indoor aerosols and outdoor aerosols were continuous dependent
variables (expressed in Ct values in real time PCR). Classification and regression tree (CRT)
identifies variables that divide environmental (dust/aerosols) results in homogeneous
subgroups with distinct patterns of C. burnetii contamination. The CRT model provides a way to
identify main factors. CRT evaluates all the values of the potential factor using as a criterion the
significance of a statistical ANOVA test and split maximizing the between-groups sum-of-

squares, selecting the best predictor variable to form the branch in a classification tree;
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successively splitting in data set makes increasingly homogeneous nodes in relation to the
dependent variable. This process continues until the classification tree is fully grown. Figures
for CRT were performed by ‘rpart.plot’ package (Milborrow, 2019).

The degree of splenomegaly in experimental mice was evaluated with a Welch two
sample t-test to correct homoscedasticity. Linear regression was performed with the purpose of
analysing any relationship between C. burnetii GE load present in the inoculum injected to mice
and the GE of C. burnetii recovered from the spleen of experimental animals. Log-transformed
data were used in both analyses. All statistical analyses were performed using the statistical

software R version 3.6.2 (R Core Team, 2019).

RESULTS

C. burnetii shedding and serological response in ewes and yearlings

Real-time PCR results showed different trends in Coxiella shedding throughout the
four-year study in the studied flocks (Figure 6). Overall, the percentage of C. burnetii shedders
was significantly higher in the first lambing season (2015/16) (Table 11). In the first lambing
season, Flock 1 showed a high-moderate percentage of ewes shedding C. burnetii by different
routes (vaginal fluids>feces>milk), but no shedders were detected in the group of yearlings. The
following lambing seasons (2016/17 and 2017/18) ewes did not shed C. burnetii whereas
yearlings showed a reactivation of the infection in the second and fourth lambing seasons.
Situation in Flock 2 was affected by the reported purchase of a group of 30 pregnant ewes in
December 2015. These animals became infected when they entered into the contaminated
animal premises and shed high C. burnetii loads at lambing. This caused the reactivation of
infection in the flock, which mainly affected the yearlings while the proportion of ewe shedders
that season was low (Figure 6). Afterwards, in the following seasons, Flock 2 showed a decrease
in the percentage of animal shedders. Patterns of infection in Flock 3 were the opposite, with a
low proportion or absence of C. burnetii shedders during the first two lambing seasons, and
reactivation of infection in yearlings in the last two seasons. Flock 3 introduced a new group of
pregnant ewes (N=62) on the 20th March 2017, one week before the lambing of yearlings. Later
on, purchased animals showed to be infected at lambing (7 % animal shedders, 2/28, in
samplings carried out between 27" March and 19™ April). Flock 4 showed a high percentage of
shedders during the first lambing season, in both ewes and yearlings, but a significant decrease
occurred in the following lambings and no shedders were detected in the last two seasons

(Figure 6).
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Figure 6. Percentage of C. burnetii shedders (ewes, yearlings and, if applicable, purchased
animals) throughout the four lambing seasons in the four studied flocks, through vaginal fluids
(V), milk (M) and faeces (F) with mean Ct values +SD, represented with diamonds. The circles
represent the mean of the Ct values +SD obtained in real-time PCR from dust samples taken
during ewes lambings (grey circles) and yearlings lambings (red circles). Ewes were not sampled

in the fourth lambing season and are not represented.
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Overall, Flock 4 had a significantly higher number of animal shedders than Flocks 2 and
Flock 3, but lower than Flock 1 (Table 11). Shedders were more frequently found among yearlings
than among ewes, but to a lesser extent than among newly introduced animals (purchased
group) (Table 11). Regarding C. burnetii shedding loads expressed as Ct values in real-time PCR,
the highest excretion levels (lowest Ct) were detected in yearlings, especially through vaginal

fluids (Figure 6).

Table 11. Logistic regression model for the prevalence of shedders.

Estimate Z-value Pr(>[t]) OR Cl 95%
Intercept 0.4718 2.233 0.0255 1.60 1.06-2.43
Flock 4 (Ref.)
Flock 1 0.6048 2.816 0.0050 1.83 1.20-2.80
Flock 2 -1.1090 -3.775 0.0001 0.33 0.18-0.58
Flock 3 -1.7177 -5.553 0.0001 0.18 0.10-0.32
Yearlings (Ref.)
Ewes -0.7806 -3.762 0.0001 0.46 0.30-0.68
Purchased 1.2847 4.353 0.0001 6.20 2.74-14.26
Lambing.season 2015-2016 (Ref.)
Lambing.season 2016-2017 -1.7405 -7.708 0.0001 0.18 0.11-0.27
Lambing.season 2017-2018 -2.4730 -8.327 0.0001 0.08 0.05-0.15
Lambing.season 2018-2019 -0.6371 -2.166 0.0303 0.52 0.30-0.93

Comparison of seroprevalence in ewes throughout the lambing seasons showed marked
differences between flocks (Figure 7). Thus, in Flock 1 seroprevalence in ewes ranged between
58-80%, in Flock 2 and Flock 4 between 30-60%, and the lowest seroprevalences were found in
Flock 3 (35-40%). Thirty two percent of the recently purchased ewes (9/28) in Flock 3 had
antibodies against C. burnetii, suggesting that ewes were already infected when introduced into

the flock.

In yearlings, seroprevalence increased or decreased according to the trends of C. burnetii
infection in each flock, showing in general lower seroprevalences than ewes. In Flock 4,
yearlings showed an increase of seroprevalence in the third lambing season. Only Flock 2
showed a progressive decrease in seroprevalence during the study period, with yearlings being
seronegative in the last lambing season (Figure 7). Independently of the shedding route
(vaginal, feces or milk), a high percentage of C. burnetii shedders was not always positively
correlated with seroprevalence (Figure 7). Cohen Kappa (Kappa=0.114) and McNemar's test
(McNemar’s Chi-squared=17.45, df=1, p=0.0001) statistics showed a poor relationship between
C. burnetii shedding and ELISA results.
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Figure 7. Percentage of shedder animals by at least one excretion route (vaginal fluids, faeces or
milk), and seroprevalence observed corresponding to ewes and yearlings of the four studied
flocks during four lambing season (bars). C. burnetii DNA present in aerosols taken outside
(empty triangles) and inside (black triangles) animal premises from lambing to the end of
milking season are also represented. Ewes were not sampled in the fourth lambing season and

are not represented.

93



ARTICULO/ESTUDIO 2

The evolution of C. burnetii DNA presence in BTM samples during the four milking
seasons is shown in Figure 8. In the first lambing season bacterial shedding was very low in the
four herds, always with Ct >30. In all milking seasons, bacterial load in BTM was higher after
yearlings were included in milking (from February onwards). The highest bacterial load (Ct =
30) was found in Flock 1 in the second lambing season. The reactivation of C. burnetii infection
observed in yearlings from Flock 1 and Flock 3 (see above) was also reflected in the bacterial

load detected in BTM samples (Figure 8).
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Figure 8. Evolution of C. burnetii shedding through milk measured by BTM real-time PCR

analyses throughout the four milking periods.

C. burnetii in environmental samples

Dust samples taken from different surfaces of animal premises at ewes and yearlings
lambings were C. burnetii DNA-positive throughout the four years of the study (ranges of Ct 26-
33), the only exception being Flock 4, which became negative in the fourth lambing season. This
flock had moved to new animal premises before lambing season 2018/2019 started, and C.
burnetii DNA was not detected in dust thereafter. In the other three flocks, sporadic increases in
dust bacterial load with respect to previous years were associated to increases in the number of
shedders (Figure 6). The CRT algorithm stratified variables that played an important role in the
amount of C. burnetii in dust (Figure 9A) and identified two determining factors for higher
amounts of C. burnetii in dust (Ct 29, 32% samplings), i.e., a percentage of fecal shedders higher
than 1.2% (node 1), followed by the presence in the flock of more than 10% of shedders by
vaginal route (node 3). When presence of fecal shedders was low (node 2), presence of C.

burnetii in dust was determined by the lambing of ewes rather than yearlings (Figure 9A).
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Figure 9. Classification and regression tree (CRT) showing determining risk-factors for C.

burnetii detection in dust (A), indoor aerosols (B) and outdoor aerosols (C).
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Results for the aerosols taken monthly inside and outside the farm from lambing until
the end of the milking period are shown in Figure 7. Flocks 2 and 4 showed a progressive
decrease in environmental contamination inside the farm in the course of the study, and in the
fourth season aerosols taken at yearlings lambing were negative. On the contrary, Flocks 1 and 3
showed sporadic increases of bacterial loads in aerosols due to the reactivation of the infection
in the flocks, and in the last lambing season positive aerosols were still detected inside the farm.
Presence of C. burnetii in indoors aerosols was determined by the percentage of vaginal
shedders (node 1) (Figure 9B), and when the percentage of shedders was below 10% (node 2),
lambing season was pointed out as a determining factor (node 3); in the first lambing season,
mean Ct value in dust was higher than in the following seasons. From the second lambing
period onwards, Ct values in dust were determined by C. burnetii load shed through feces (node
5). Contamination of outdoors aerosols was less frequent, and when positive, the bacterial load
was always lower (Ct>32) than in aerosols taken inside the farm (Figure 7). Based on CRT
algorithm results, rates of seroprevalence higher than 61% (node 1) determined the presence of
positive aerosols outside animal premises (Figure 9C), and when seroprevalence in the flock was
lower, a higher excretion of C. burnetii through feces (Ct<40) (node 3) was the determining

factor.

Genotypes of C. burnetii

A selection of samples (vaginal fluids, feces, milk, dust and aerosols), with low Ct values
in real-time PCR, were analyzed by SNP genotyping. The number of genotyped samples in each
flock depended on the infection status shown in the course of the study. Thus, a total of 87
DNA samples could be genotyped (Flock 1, 27 samples; Flock 2, 25 samples; Flock 3,18 samples;
Flock 4, 17 samples), mainly from animals (61%) and dust (28%), and to a lesser extent, aerosols
(11%). In Flocks 1 and 4 only one genotype was identified (SNP8 in Flock 1 and SNP1 in Flock 4).
In Flock 2 three genotypes were identified (SNP1, SNP5, SNP8), but SNP1 was the predominant
genotype. In Flock 3, two genotypes were identified (SNP1 and SNP8), but SNP8 was the
predominant in both, animals and environmental samples (Table 12). Overall, SNP8 was the
most widespread genotype, found in three flocks and accounting for 52.9% of the samples; SNP1
was found in 2 flocks and 44.8% of the samples. For a selection of DNA samples (N=4) the MST
genotype was also determined. Two SNP1 samples from Flock 2 and Flock 4 belonged to the
MSTI3 genotype, while two SNP8 samples from Flock 1 and Flock 2 corresponded with MSTIS8.
Unfortunately, no complete MST results were obtained from the only sample (dust) with SNP5

genotype.
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Table 12. SNP genotyping results from selected DNA samples obtained in each flock from

animals and the environment (dust and aerosols) during the four lambing seasons.

Lambing Origin of Flock1 Flock 2 Flock 3 Flock 4
season samples
SNP8 SNP1 SNP5 SNP8 SNP1 SNP8 SNP1
2015-2016  Ewesl/yearlings* 5 13 - 1 1 - 12
Dust - 3 - - - 3 3
Aerosols - 1 1 - - 1 1
2016-2017 Ewesl/yearlings* 6 1 - 1
Dust 2 1 1 - 1 1
Aerosols 3 1 -
2017-2018 Eweslyearlings* - - - - - 2
Dust 2 - - 1 - 2
Aerosols 1 - - - - 1
2018-2019 Ewesl/yearlings* 6 1 - - - 4
Dust 2 - - - - 2
Aerosols - - - - - -

*vaginal fluids / milk / faeces

Viability of C. burnetii in dust

The duplicates of dust samples collected at each yearling lambing were pooled and
processed to study C. burnetii viability using mouse model and cell line culture. Ct values of
dust homogenates in real-time PCR ranged between 28.7 and 35.5 (Table 13). Each dust
homogenate was inoculated in four 6 week-old BALB/c mice. C. burnetii DNA was detected in
the spleen of 13 of the 16 mice inoculated with dust collected in Flock 1 (3 mice with lower GE
than inoculated) corresponding to dust collected in the four lambing seasons. In Flock 2, only
the spleen of one mouse inoculated with a dust sample taken in the second lambing season was
real-time PCR positive. In Flock 3, six mice inoculated with dust collected in the first and fourth
lambing seasons were positive in real-time PCR. Mice inoculated with dust homogenates from
Flock 4, were all negative. The four mice of the positive control were all positive (1 mouse with
lower GE than inoculated).

SNP genotypes were analyzed in positive spleens, and SNP8 was identified in mice
inoculated with dust samples from Flock 1 and Flock 3, whereas SNP1 was identified in the only
mouse positive from Flock 2. Interestingly, SNP5 detected in two environmental samples in
Flock 2, was not recovered from mice.

A significant correlation was observed between the C. burnetii GE inoculated and the C.
burnetii GE recovered from spleen (adjusted R-squared=0.4398, p=0.0042). To assess
splenomegaly the ratio spleen weight / live weight of mice was compared between positive mice

(C. burnetii DNA detected in spleen by real-time PCR) and negative mice. Significant differences
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were observed (t=-3.6449; df=29.512; p=0.0010) and positive mice showed a ratio 1.53 times
greater than negative mice.

Cultures in Vero cells of homogenates of spleens from the 20 real-time PCR positive
mice resulted in growth in seven mice (Table 13). Only when the number of C. burnetii GE
inoculated into shell vials was 9.5x10° or above was growth in cell cultures observed for at least
two passages. C. burnetii isolates were successfully cultured from dust collected in Flock 1 in the
second and fourth lambing season, whereas in Flock 3, viable C. burnetii was only recovered in

dust collected in the fourth lambing seasons.

DISCUSSION

This study showed the patterns of C. burnetii infection in 4 naturally infected dairy
sheep flocks throughout four lambing seasons. Presence of animal shedders in the previous
milking season, and high seroprevalence in yearlings suggested at the beginning of the study
that infection was active in all flocks (EFSA, 2010; Plummer et al., 2018). It is known that
shedding of C. burnetii by vaginal fluids, feces and milk an persist in the breeding season that
follows infection onset in small ruminant farms, even when vaccination has been implemented
(Astobiza et al., 2011a). In this study, the low percentage or even absence of shedders among
ewes (Flock 2, Flock 3) and yearlings (Flock 1) during the first lambing season supported the
suspicion that C. burnetii infection had been present in these flocks before the 2014/15 season.
Besides, infection was still active in some flocks in the fourth lambing season (Flocks 1 and Flock
3), leading to think that C. burnetii infection can remain in a flock for more than 5 years,
probably due to periodical reactivations. In fact, a previous study hypothesized that infection
could be maintained for ten years (Alvarez-Alonso et al., 2018a). The outcome of infection
showed the most desirable progression in Flock 4, which started with the highest percentage of
animal shedders and the highest bacterial shedding in ewes and yearlings during the first
lambing season, followed by a significant decrease in the following years until the infection
disappeared in the fourth lambing season. Movement of the flock to new uncontaminated farm
premises before lambing season 2018/2019 undoubtedly helped to keep the flock free of
infection.

The fact that the bacterial load shed throughout the 4-years of the study was lower in
ewes than in yearlings also supports the idea that infection had established in the flocks some
time before the study started. Had the infection onset occurred before, ewes would have had
time to develop immunity whereas yearlings would have been more susceptible to the infection

(Joulié et al., 2015).
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Table 13. Investigation of viable C. burnetii in dust collected at yearling lambings in the studied flocks throughout the study using Balb/c mice and

culture in Vero cell lines.

Balb/c mice inoculation Culture in cell lines (Vero E6) (GE/ml)
Ct real- No. of No. of mice No. of mice No. of No. of
Flock Lambing  time GE® inoculated  inoculated positive Inoculated Day 1° 2™ 3t Viable
period PCR iniected at day +14 at day mice soleen 6 p.i. passage passage passage C. burnetii
(mean) J p.i. +21p.i. (day p.i.) P
1 2015-2016 329  3.8x10° 2 2 2(+14) 1.7x10° 1.00 x10° 0.0 0.0 0.0 0.0 No
1.0 x10° 1.00 x10° 0.0 0.0 0.0 0.0 No
1(+21)  1.3x10* 1.00 x10° 0.0 0.0 0.0 0.0 No
2016-2017 288  5.8x10° 2 2 2(+14) 3.4x10* 1.54 x10>  3.44 x10° 0.0 0.0 0.0 No
1.2 x10° 142 x10°  3.71x10° 5.80 x10° 0.0 0.0 No
2(+21) 1.1x10° 1.00 x10°>  2.01 x10° 0.0 0.0 0.0 No
9.8 x10° 9.50 x10°  8.16 x10° 1.43x10° 2.88x10° 226 x10°  Yes
2017-2018 296  3.4x10° 2 2 2(+14) 25x10° 1.00 x10° 0.0 0.0 0.0 0.0 No
, 4.1 x10° 1.00 x10° 0.0 0.0 0.0 0.0 No
2018-2019 287  6.2x10° 2 2 2 (+14) 7.0x10° 1.20 x10*  1.11x10* 9.10 x10° 0.0 0.0 No
4.5x10" 9.45x10°  4.23x10° 1.94x10° 2.22 x10° 0.0 Yes
2 (+21)  2.7x10° 3.82x10° 2.18x10°  4.70x10° 5.24x10° 1.00x10° Yes
5.5x10° 9.49 x10°  2.76x10°  3.65x10°  3.65x10° 0.0 Yes
2 2015-2016  29.8  2.9x10° 2 2 0 0
2016-2017 319  7.5x10° 2 2 1(+21)  8.8x10° 2.52x10°  2.10 x10° 0.0 0.0 0.0 No
2017-2018 342 1.7 x10° 2 2 0 0
2018-2019 347  1.2x10° 2 2 0 0
3 20152016 305  2.0x10° 2 2 1(+14) 8.5x10° 1.00 x10? 0.0 0.0 0.0 0.0 No
2 (+21)  7.1x10° 451x10°  9.86x10° 1.89 x10° 0.0 0.0 No
1.2 x10* 519x10°  1.42x10* 1.85x10* 0.0 0.0 No
2016-2017 355 9.4 x10' 2 2 0 0
2017-2018 329  3.9x10° 2 2 0 0
2018-2019 294  3.9x10° 2 2 1(+14) 7.1 x10” 4.45x10°  1.11x10° 4.63x10° 4.46 x10° 1.00 x10°  Yes
2(+21)  15x107 3.79x10°  1.25x10° 1.99x10° 3.30 x10° 1.32x10°  Yes
54 x107 9.03x10° 1.95x10" 1.19x10" 6.92x10° 6.03x10°  Yes
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Table 13. Cont.

Balb/c mice inoculation Culture in cell lines (Vero E6) (GE/ml)
Ct real- No. of No. of mice No. of mice No. of No. of
Lambing  time a inoculated inoculated positive . Day 1° 2™ 3t Viable
Flock . GE . GE in Inoculated . "
period PCR injected at day +14 at day mice spleen 6 p.i. passage passage passage C. burnetii
(mean) p.i. +21p.i. (day p.i.)
4 2015-2016 319 7.4 x10° 2 2 0 0
2016-2017 308 1.6 x10° 2 2 0 0
2017-2018 332  3.2x10° 2 2 0 0
Positive 2017 209  10.7x10° 2 2 2 (+14) 3.0x10" 1.82x10*  4.88x10* 5.33x10* 8.53 x10* 0.0 Yes
%%rg{:)' 9.1 x10° 2.88x10°  6.90 x10° 8.37x10° 276 x10° 6.91x10°  Yes
2 (+21) 4.8x10° 230 x10*  2.05x10* 2.86 x10* 0.0 0.0 No
5.0 x10* 3.00 x10° 0.0 0.0 0.0 0.0 No

3GE, genome equivalents of C. burnetii determined by quantitative real-time PCR targeting /S77717;°p.i., post-inoculation; NA, not applicable; ND, not done
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This study also highlighted the risk of introducing naive animals into an infected flock,
which as shown in Flock 2, can cause a re-activation of the infection. Purchasing infected
animals also poses a risk when introduced into a negative flock (Anderson et al., 2015; Pandit et
al., 2016). This was probably the situation in Flock 3, where purchased pregnant ewes could
have been the source of a new infection. After lambing, one week after purchase, presence of
shedders was detected and moderate seroprevalence was recorded, suggesting that those
animals could have been infected previously and be the source of the infection reactivation
observed in yearlings during the third and fourth lambing seasons.

The four flocks were managed under a semi-extensive system where animals are housed
during lambing and milking, and afterwards graze on communal mountain pastures in contact
with livestock and wildlife. In a region like the Basque Country, where Q fever is endemic and
vaccination is not frequently implemented, this system poses a risk for infection and re-
infection (Barlozzari et al., 2020; Muema et al., 2017; Rizzo et al., 2016). Nevertheless, the
infection peak observed in yearlings in Flock 1 during the second and fourth lambing seasons is
difficult to explain since yearlings did not share grazing pastures with other flocks. Roe deer
frequented yearlings grazing fields, however their role as infection source was ruled out after
testing Coxiella-negative by PCR analysis of their feces (data not shown). Besides, this was the
only farm where beef cattle and goats were also present. However, and though they could not be
tested, management practises confirmed that beef cattle and goats were hardly in contact with
sheep. In any case, inappropriate implementation of biosafety measures is a risk factor for flock
infections that cannot be ruled out (EFSA, 2010; Pandit et al., 2016; Plummer et al., 2018).

The interpretation of the humoral immune response against C. burnetii is complex and
has little value at individual level because a percentage of infected animals (25-50%) do not
seroconvert (Berri et al., 2001; Berri et al., 2005a; Reichel et al., 2012; Rousset et al., 2009a). In
this study, a commercial ELISA kit was used to measure C. burnetii antibodies in milk samples,
since a good correlation between the level of antibodies detected in individual milk with those
present in blood serum has been reported (Joulié et al., 2017a; Ruiz-Fons et al., 2011). The
marked differences in seroprevalence observed in ewes and yearlings throughout the four
lambing seasons among flocks were probably associated to the exposure of animals to different
loads of viable bacteria. However, as seen in this study and others (Plummer et al., 2018),

seroprevalence is not correlated with bacterial shedding.

The abovementioned factors, like animal purchase or grazing in communal pastures, can
favour not only C. burnetii infection but also the probability of infection with more than one

genotype. Presence of several Coxiella genotypes in a farm has been previously described
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(Astobiza et al., 2012b; Dal Pozzo et al., 2016; Joulié et al., 2015; Pifiero et al., 2015). Here, only
one genotype was detected in Flock 1 and Flock 4, whereas in Flock 2 and Flock 3, three and two
different genotypes were detected, respectively. Interestingly, flocks with more than one
genotype were those that had purchased animals. Regardless of the flock, in all cases the more
frequently found genotypes were SNP1/MSTI3 and SNP8/MSTI8. Both genotypes had been
found in the region in sheep flocks (Alvarez-Alonso et al., 2018a) or in Q fever outbreaks of
caprine origin associated with pneumonia in humans (Alvarez-Alonso et al., 2018b; Hurtado et
al., 2017). In Europe, SNP1 and SNP8 genotypes have also been associated to Q fever outbreaks
(Dal Pozzo et al., 2016; Huijsmans et al.,, 2011), and SNP5, only detected here in two
environmental samples (1 dust, 1 aerosol) from Flock 2, has been found in goats in Belgium and
France (Dal Pozzo et al., 2016; Huijsmans et al., 2011). Regarding any possible association
between genotype and infection pattern, it is noteworthy that SNP1/MSTI3 was the
predominant genotype in flocks where infection progressed towards a gradual decrease (Flock 2
and Flock 4), whereas genotype SNP8/MSTI8 predominated in the two flocks where infection
reactivated in yearlings (Flock 1 and Flock 3). However, the effect of purchase of animals on that
reactivation hampers any further conclusions. Similarly, since abortion rates were very low, no

associations can be inferred between pathogenicity and genotype.

Inhalation of aerosols contaminated with C. burnetii is the main infection route in
humans (Eldin et al., 2017). Wind can easily spread Coxiella resistance forms when climatic
conditions are favourable, and, therefore, environmental contamination of the surroundings of
infected farms is a hotspot of concern that has been addressed by many studies (Alvarez-Alonso
et al., 2018b; de Bruin et al., 2012; de Bruin et al., 2013; Joulié et al., 2015; Kersh et al., 2013). In
this study, Coxiella loads were higher in aerosols taken inside farm facilities than in those taken
outdoors, and levels progressively decreased during the weeks that followed the lambing
seasons. These results are in agreement with those found in similar studies (Alvarez-Alonso et
al., 2018b; Astobiza et al., 2011b; de Bruin et al., 2012; de Bruin et al., 2013; Kersh et al., 2013).
Interestingly, detection of C. burnetii in indoor aerosols was dependent on the proportion of
animal shedders through vaginal fluids, as reported elsewhere (Astobiza et al.,, 201lb). C.
burnetii excretion by vaginal fluids is normally higher compared to feces or milk (Joulié et al.,
2015), especially when infection is recent in the flock. This study also pointed out that a high
seroprevalence in the flock could be an indication of a recent infection by Q fever with a higher

risk of detecting contaminated aerosols by C. burnetii outside farm facilities.

Coxiella accumulates in the dust of infected farms and its DNA remains in dust for long

periods (Astobiza et al., 2011a; Kersh et al., 2013). Here, levels of C. burnetii in dust seemed to
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depend mainly on the intensity of fecal shedders, and to a lesser extent of shedders by vaginal
exudates. Nevertheless, the bacterial loads detected in dust samples were low in all four sheep
flocks (Ct mean = 27-33) compared to the loads found in other goat and sheep flocks (Alvarez-
Alonso et al., 2018b; Carrié et al., 2019; Kersh et al., 2013), but similar to the Ct values obtained
in some farms from the Netherlands during the large Q fever outbreak (de Bruin et al., 2012; de
Bruin et al., 2013). The fact that in the study herein farmers rapidly discharged the placentas
contributed to reduce environmental contamination at the farm premises. Even though the
inoculation procedure in mice was carried out at the same time and using the same conditions
for all samples, inoculation of dust homogenates collected during the first lambing season of
yearlings in flocks 2 and 4 did not produce positive results. Inoculated GE loads (2.9x10’in flock
2 and 7.43x10” in flock 4) were similar to those used with samples collected from the other two
flocks that multiplied in mice tissues. Interestingly, the genotype identified in these samples
was SNPI which might suggests that multiplication of low concentrations of this particular

genotype is not enough to grow in mice tissues.

Despite these low contamination loads in dust, isolation of C. burnetii was obtained from
dust collected in the second and fourth lambing seasons in Flock 1, and the fourth lambing
season in Flock 3. These results suggest that C. burnetii environmental contamination in the
premises and surrounding areas of farms where the infection has been present for several years
and the number of shedders is low, is markedly lower than at farms suffering a Q fever outbreak
(Alvarez-Alonso et al., 2018b). However, despite the low loads of C. burnetii in dust, infection
risk was still present since viable C. burnetii were detected during the fourth lambing season in

two of the studied sheep flocks.

In conclusion, this study provided valuable epidemiological data on C. burnetii infection
in sheep and opened new questions that require further investigation. The results obtained
demonstrated that if C. burnetii infection is not controlled using a combination of vaccination
and implementation of adequate biosafety and managing procedures, an active infection and

continuous shedding of viable bacteria can persist in sheep flocks for over 5 years.
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ABSTRACT

This study describes a Q fever outbreak in a herd of 77 Alpine goats which suffered a
high rate of abortions (81%, 58/72) in January 2017, and presents the results of monitoring
contamination and viability of Coxiella burnetii in the farm environment several months after
the outbreak. Bacterial shedding was studied in 35 aborted dams during seven months to
monitor C. burnetii infection dynamics and duration of excretion. The highest bacterial
shedding load was observed in vaginal mucus, followed by feces and milk. Conversely, duration
of C. burnetii shedding was longer through feces (five months after abortion) than milk (three
months). C. burnetii DNA was detected throughout the study in aerosol samples periodically
collected indoors and outdoors the animal premises. Mice inoculation and culture in Vero cells
demonstrated presence of viable isolates in dust collected from different surfaces inside animal
facilities at the highest peak of abortions, but not in dust collected two, three and four months
after the last parturition. Some workers and visitors were affected by Q fever, with an attack rate
of 78% (7/9) and 31% (4/13), respectively. Affected people mostly showed fever and
seroconversion along with myalgia and arthralgia in two patients and pneumonia in the index
case. The genotype identified in animal and environmental samples (SNP1/MST13) turned out to
be very aggressive in goats but caused only moderate symptoms in people. After diagnosis of
abortion by Q fever in goats, several control measures were implemented in the farm to prevent

contamination inside and outside animal facilities.

Keywords: Coxiella burnetii, goats, SNP, MST, viability, dust

IMPORTANCE

This work describes for the first time a 7-month follow-up of the excretion by different
routes of C. burnetii genotype SNP1 / MSTI3 in a herd of goats that suffered high rate of
abortions (81%), generating high environmental contamination. Some of the workers and
visitors who accessed the farm were infected, with fever as the main symptom but low incidence
of pneumonia. The detected strain (SNP1 / MSTI3 genotype) turned out to be very aggressive in
goats. Viability of C. burnetii was demonstrated in the environment of the farm at the time of
abortions, but two months after the last parturition no viable bacteria were detected. These
results highlighted the importance of implementing good biosafety measures in farms and

avoiding the entrance of visitors to farms several months after the end of the kidding period.
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INTRODUCTION

Coxiella burnetii is an intracellular bacterium of the gamma-Proteobacteria that causes
Q fever, a widespread zoonosis. Domestic ruminants are considered the most important source
of infection for humans (EFSA, 2010; Georgiev et al., 2013; Porter et al., 2011). Although 60% of
human infections are asymptomatic, C. burnetii can cause a simple febrile syndrome, or a febrile
syndrome accompanied by pneumonia and/or hepatic involvement after an incubation period
of 2-3 weeks (Eldin et al., 2017). Q fever is endemic in the Basque Country (northern Spain), and
notification of cases to the System of Microbiological Information (Sistema de Informacion
Microbioldgica, SIM) for an epidemiological assessment is compulsory. In endemic areas,
occasional outbreaks of QQ fever occur in people, and the attack rate depends on the exposure of
non-immune population to the infection source. Most human Q fever outbreaks have been
related to goats and sheep (EFSA, 2010; Tissot-Dupont et al., 2004; van den Brom et al., 2015a),
and direct or indirect contact with infected herds through the inhalation of contaminated
aerosols is the most common source of infection (Eldin et al., 2017). In fact, some authors stated
that a single C. burnetii is enough to infect and produce clinical disease (Madariaga et al., 2003;
Tigertt et al., 1961). When C. burnetii infection appears in a herd, control measures must be
quickly implemented and biosafety is essential to prevent the propagation of infection outside
animal facilities. These measures include the collection and destruction of placentas and
fetuses, correct management of manure, application of general hygiene procedures including

periodic disinfections, and vaccination, among others (EFSA, 2010; van den Brom et al., 2015a).

Q fever in small ruminants has been mostly associated with late abortions, stillbirths
and delivery of weak offspring (Agerholm, 2013). Q fever abortions in caprine herds are more
important than in sheep flocks, affecting sometimes up to 90% of females (Palmer et al., 1983).
After abortion or normal birth, infected animals shed the bacteria through the placenta and
fetal fluids, which contain millions of bacteria (Arricau-Bouvery et al., 2003), and represent a
high-risk infectious material. In addition, infected animals shed the bacteria through vaginal
fluids, feces, milk, and urine. Some studies described that the most important route for C.
burnetii shedding in goats was the milk (Rodolakis et al., 2007), whereas in an experimental
infection C. burnetii was excreted through feces and vaginal mucus up to 95 days postpartum,
with a shorter period of excretion through milk (Roest et al., 2012). Bacterial shedding by
different routes together with the movement of the animals inside the stable, generate the
formation of C. burnetii contaminated aerosols which pose a risk for people that have access to
an infected farm at kidding period (de Bruin et al., 2012; Kersh et al., 2013; Whelan et al., 2012).

In addition, C. burnetii can be displaced several kilometers by the wind affecting people living
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far from the infected farms (Tissot-Dupont et al., 2004), thus hampering the epidemiological

investigation of the source of infection.

Although Coxiella can survive in the environment during long periods of time (Gurtler et
al., 2014; Reimer, 1993), scarce data are available about viability of C. burnetii in the farm
environment after an outbreak of Q fever in ruminants (Kersh et al., 2013). Knowledge on the
duration of C. burnetii viability in animal premises is essential to elaborate recommendations
for farmers concerning minimum periods of time before handling the manure, receiving visitors
at the farm, etc. This paper describes a 7-month follow-up of the excretion of C. burnetii by
different routes in a herd of goats that suffered high rate of abortions, generating high
environmental contamination and affecting workers and visitors of the farm. Results of the
epidemiological investigation of the outbreak in the herd and the environment are presented,
along with the identification of the genotype of C. burnetii involved, and its viability in dust
collected in the farm. Also a description of the Q fever cases in workers and visitors of the farm

is provided. Control measures taken after the outbreak are detailed and discussed.

MATERIAL AND METHODS
Case presentation

On January 27, 2017, the General Practitioner from a municipality in Gipuzkoa (Basque
Country, northern Spain), notified a case of Q fever to the Epidemiology Surveillance Unit. A
57-year-old male presented with an acute respiratory infection with onset of symptoms in the
middle of December 2016. The radiological study confirmed pneumonia, and the patient was
treated with amoxicillin/clavulanic acid. C. burnetii infection was confirmed by Phase II IgM and
IgG detection. The patient worked and lived in a dairy goat farm. He mentioned that in the
previous weeks there had been 20 abortions in the herd and that the veterinarian attending the
farm had collected and sent to the laboratory different samples for diagnosis. The patient
reported that, besides him, another 10 people were living in the farm, including 8 adults and
two children aged 1 and 5 years. He also mentioned that in January 16, a group of 13 visitors (12
students and one teacher) from an Agricultural School visited the farm, spending 2-3 hours
inside and outside the animal facilities. In addition, in the surroundings of the farm there were
cottages, occupied during the weekends and holiday periods by two different families. The same
day the case was notified, the Occupational Health Authority (OSALAN) was informed. A

multidisciplinary group that included microbiologists, veterinarians, occupational health
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technicians and epidemiologists was gathered to investigate the case and design an

epidemiological investigation.

Epidemiological study in the dairy goat farm

The worker affected by Q fever (index case) worked at a dairy goat herd composed of 77
Alpine breed goats. The herd had no contact with other flocks and the owner did not buy
animals from other flocks (produced its own replacements). The females were usually mated in
autumn, in September and November, and the kidding season extended from February to April.
After kidding, the dams had a long lactation period before being retained for subsequent
parturition. The animals were fed on grazing supplemented with hay and concentrate. Different
types of dairy products, including yoghurts and fresh and cured cheese made with raw milk

were produced in the farm.

Sampling and laboratory analyses for abortifacient agents

On January 24 (three days before the case notification), the farm veterinarian had sent
to the Department of Animal Health of NEIKER 1 placenta, 6 vaginal swabs and 12 sera after
observing an outbreak of abortions at the end of the gestational period (21 abortions since
January 15). Bacteriological analyses consisting on Stamp staining (placenta) and bacteriological
cultures (vaginal fluids and placenta) in general media (blood agar, MacConkey agar and Farrell
selective agar), were done to rule out causes of bacterial abortion. Histopathological study of
placenta was also performed to evaluate lesions associated to infectious abortifacients. If the
histopathological study revealed lesions compatible with Q fever, the placenta samples were
also analyzed by real-time PCR for the detection of Coxiella DNA (Schets et al., 2013). Sera
samples were analyzed using ELISA for the detection of antibodies against C. burnetii (LSIVET
Ruminant Milk/Serum Q Fever kit; Thermo Fisher Scientific), Pestivirus (Border disease)

(IDEXX Laboratories, Maine, USA), and Chlamydophila abortus (Complement Fixation test).

Follow-up of C. burnetii infection in goats and the farm environment

After diagnosis of Q fever abortion by bacteriological, molecular and histopathological
methods, control measures were recommended to the farmer by the farm veterinarian and the
Animal Health Authorities. To estimate the infection prevalence within the herd and the

duration of C. burnetii shedding in infected goats, the farm was visited monthly from February
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to August. Samples collected included vaginal fluids (3 first visits), milk and feces taken from 35
goats with recent abortions, along with a bulk-tank milk sample (BTM) per visit. Environmental
samples consisted of aerosols monthly taken inside and outside the animal premises with an air
sampler (MD8 Airscan air Sampler, Sartorius), and dust samples taken in duplicates from 10
different surfaces inside the animal premises in the first visit (February 2) and two, three and
four months after the last parturition (April 21*). Animal and environmental samples were
processed for DNA extraction as previously described (Astobiza et al., 2011b) and analyzed by
real-time PCR targeting the gene (Schets et al., 2013). A commercial internal amplification
control (IAC) (TagMan® Exogenous Internal Positive Control, ThermoFisher Scientific) was

included in the assay to monitor for PCR inhibitors.

In order to evaluate seroprevalence against C. burnetii, individual milk samples were
centrifuged and milk sera were tested for Q fever antibodies using ELISA test (LSIVET
Ruminant Milk/Serum Q Fever kit; Thermo Fisher Scientific), following the protocol
recommended by manufacturers for milk samples. A cocktail of antigen phases I and II was used
in this assay to detect total anti-C. burnetii immunoglobulin G antibodies (IgG). An index (S/P)
of the tested milk serum optical density to optical density of the positive control ratio was
calculated according to the manufacturer’s instructions. Milk samples with S/P indices <0.4

were considered negative, while samples with S/P >0.4 were considered positive.

Genotyping

A selection of animal and environmental samples with a positive real-time PCR result
and a low cycle threshold (Ct) value were genotyped by Multispacer Sequence Typing (MST)
(Glazunova et al., 2005) with some modifications described elsewhere (Hurtado et al., 2017),
and by Single-Nucleotide-Polymorphism (SNP) discrimination using real-time PCR (Huijsmans

et al., 2011).

Studies of C. burnetii viability

These studies were carried out in BSL3 building facilities, and consisted on experimental
inoculations of mice and culture in Vero cells. Once permissions were obtained from the Ethical
& Animal Welfare Committee (Bizkaiko Foru Aldundia, document 3/2017, Reg. 15.328,
22/02/2017), twenty 6 week-old Balb/c male mice were included in the experiment to test 4

samples along with a negative control, with 4 replicates. Samples consisted of four homogenates
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of pooled dust, collected in the abovementioned periods, and prepared following procedures
already published (Kersh et al., 2010b) of C. burnetii genome equivalents (GE) in each
homogenate was carried out by quantitative real-time PCR (qPCR) using 5 pl of DNA (in
triplicates) and specific primers and a probe targeting the ISIIII gene (Schets et al., 2013). In
each gqPCR run, a standard curve was generated using 10-fold serial dilutions of a known
concentration of Nine Mile (RSA439) phase II strain of C. burnetii DNA. Four aliquots of 400 pl
were prepared from each homogenate of pooled dust, containing 87.5-100.0 x 10’ C. burnetii GE.
These 4 aliquots were inoculated intraperitoneally in 4 mice each; negative control mice (n=4)
were inoculated intraperitoneally with 400 pl PBS. Mice were euthanized on days 7 post-
inoculation (p.i.) (2 mice) and 21 p.i. (2 mice), and the spleens were removed. The level of
splenomegaly was determined from the ratio of the spleen weight to the body weight. Spleens

were stored at -80°C for further analyses.

Half of the spleen from each mouse was processed for DNA extraction and real-time
PCR amplification. Briefly, spleen was mixed with Tris EDTA (TE) buffer (10 mM Tris Base, 1
mM EDTA, pH 8) and homogenized with TissueLyser (Qiagen Hilden, Germany). Two-hundred
pl of the mixture were treated with 180 pl of ATL, and digested with 20 pl of proteinase K (8
mg/ml) for 3h at 55°C before DNA extraction with QIAmp DNA Blood Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Germany). Presence of C. burnetii was assessed by real-time PCR targeting the ISIIII
gene (Schets et al., 2013), and positive samples were subjected to qPCR (Schets et al., 2013), as
mentioned above, to quantify the number of C. burnetii GE detected in spleen and compare it

with the number of GE inoculated.

African green monkey epithelial cells VERO C1008 [Vero 76, clone E6, Vero E6 ATCC’
CRL-1586"] were grown in T75 culture flasks containing DMEM medium (Lonza Biologics
Porrifio S.L., Pontevedra, Spain) supplemented with 1% L-glutamine (Lonza Biologics Porrifio
S.L., Pontevedra, Spain), 0.4% non-essential amino acids (SIGMA Aldrich Quimica, S.L.,
Madrid, Spain) and 10% Fetal Bovine Serum (FBS) (SIGMA Aldrich Quimica, S.L., Madrid,
Spain) at 37°C in 5% CO,. The second half of the qPCR-positive spleen was homogenized with
700 pl DMEM medium and 2% FBS in a TissueLyser. A hundred microlitres of each
homogenate were placed on shell vials containing Vero cells, and centrifuged at 600 x g for 1
hour at 20°C. Then, 700 pl of fresh DMEM medium with 2% FBS were added to the shell vial,
and incubated at 37°C in 5% CO, for 6 days. After harvesting C. burnetii from shell vial on day 6
p.i., three passages of 1000 pl of harvested cells were transferred at weekly intervals into T25
culture flasks containing a Vero layer. At day 6 p.i. and before each passage, 200 pl were

collected for DNA extraction and qPCR, following procedures described above. Cultures with
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unchanged or increased GE during the procedure were considered to be positive. Uninfected

control cells were kept close to infected cells to rule out possible cross-contaminations.

Epidemiological investigation of the human outbreak

An epidemiological investigation including the people working at the farm, the visitors
and other population at risk was carried out. The Primary Health Care Centre of the municipality
was contacted and requested to collect information regarding additional patients with clinical

symptoms compatible with C. burnetii infection.

Two levels of risk were considered with different degree of exposure to infection. Level 1
included people that had had a high risk of exposure in the farm from early December 2016:
workers living in the farm (9 adults) and visitors (the group of students and teacher). An
epidemiological questionnaire and a serological study were conducted in this group. Level 2
included people who stayed on weekends or vacations at the two cottages in the surrounding
area. The group of holidaymakers was contacted by telephone to be informed of the situation
and to identify individuals who could belong to level I (people who had had access to the stable)
and/or could suffer other risk factors (immunosuppression, pregnancy, valvulopathy, etc.).The 1
and 5 year-old children whose parents worked in the farm but showed no symptoms during the

study period, were also included in level 2.

Laboratorial investigation

Blood samples were obtained from level I group for serological determination of C.
burnetii phase II IgM and IgG antibodies. To evaluate seroconversion a second blood sample
was obtained 3-4 weeks later. Blood samples from farm workers were analyzed by indirect
immunofluorescence antibody test (IFAT) in the Microbiology Laboratory of the Hospital
Universitario de Donostia-San Sebastian, considering positive titles of phase II IgM = 1/256 and
those of phase II IgG = 1/128 (C. burnetii IFA IgG and IFA IgM, Vircell SL®, Espafia). PCR for
detection of C. burnetii DNA was also performed in the first blood extraction sample (Klee et al.,
2006; Schneeberger et al., 2014). Blood samples from the visiting students group were analyzed
in the Microbiology Laboratory of the Hospital Universitario de Basurto (Bilbao) and serological
methods used included indirect chemiluminescent immunoassay (C. burnetii Virclia® IgM

Monotest, Vircell SL®, Spain) for detection of phase II IgM antibodies (expressed as positive,
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negative or doubtful) and IFAT for phase II IgG considering as positive titers = 1/128 (C. burnetii
IFA IgG Vircell SL®, Spain).

A confirmed human case was defined as a person who belonged to a group of risk level I,
had access to the farm after early December 2016 and had a positive result in laboratorial
analyses (PCR positive, or positive results in the first determination of Phase II IgG or IgM, or

seroconversion, always with Phase II IgM positive), with or without compatible clinical

symptoms.

RESULTS

Confirmation of Q fever abortion in the goat herd and implementation of control

measures

The goat herd suffered an outbreak of abortions at the end of gestation that at the end of
the season had affected 81% of pregnant females (58 of 72), the highest peak occurring between
January 18 and January 31 (39 abortions). Q fever was diagnosed based on the observation of C.
burnetii-compatible bacteria in placenta and vaginal fluids (Stamp staining), and the detection
of C. burnetii DNA in these samples. Additionally, the histological study of the placenta showed
foci of necrosis in the cotyledon villi, accompanied by an inflammatory infiltrate and presence
of large numbers of bacteria in the cytoplasm of the trophoblasts. Also, presence of an
inflammatory infiltrate composed mainly of lymphocytes and neutrophils was found in the wall
of arterioles. The presence of other bacteria causing abortions was ruled out. Eleven of the 12

sera from goats with recent abortions analyzed by ELISA had antibodies against C. burnetii.

As soon as C. burnetii was diagnosed as the cause of the abortions (26" January), control
measures were immediately implemented and access of visitors was forbidden. Personal hygiene
measures were imposed including the use of exclusive clothing and footwear when work was
done inside animal premises. Control measures included antibiotic treatment (double
treatment with oxytetracycline) of pregnant animals, and confinement of the herd inside the
premises to prevent placentas and fluids being expelled outside the farm. The placentas were
collected with gloves and placed in watertight containers, adding lime on the surface for the
inactivation of C. burnetii. The manure was not removed from the animal facilities until four
months after the last parturition, and afterwards, cleaning and disinfection of the premises with
Virkon® was carried out. Three month-old replacements were vaccinated and revaccinated (18
kids) with inactivated phase I vaccine (Coxevac, Ceva Santé Animale). Finally, milk for cheese

production was pasteurized.
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C. burnetii shedding and serological response in goats

C. burnetii shedding was studied along seven months (February-August 2017) in 35 of
58 goats with recent abortion. The bacterial load detected was higher in vaginal fluids and feces
than in milk (as inferred by Ct values). In May, four months after the abortion peak, bacterial
excretion was still significant in feces, whereas in milk it was low (Figure 10). The evolution of C.
burnetii DNA shedding in BTM samples followed the same decreasing trend and became

negative in August (Ct >40) at the end of the study (data not shown).
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Figure 10. Dynamics and duration of C. burnetii shedding (mean Ct + SD) through different

excretion routes in 35 goats with recent abortions.

The seroprevalence estimated in individual milk samples by ELISA was high, and most
of the examined goats seroconverted. Antibodies persisted at least for seven months after

abortion (Figure 11).

100 200
90 +—— ] —— —+ 180
R g0 -1 160
& 70 — — 140 o
o 60 - 120 g
© ¢
S 50 - 100 %
% 40 +— - 80 f
2 30 - 60 &
s 5
S 20 |+ 40 @
S
3 10 + -+ 20

0 T T T T T T 0

February March  April May June July  August

0% animals with C. burnetii antibodies & ELISA - S/P x100 (mean * SD)

Figure 11. Evolution of seroprevalence against C. burnetii in the 35 goats with recent abortions

studied.
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C. burnetii in environmental samples

The bacterial load (expressed in Ct values) found in aerosols was high at the peak of
abortions, as shown in Figure 12. C. burnetii was detected in aerosols taken outside animal
facilities during all the samplings, but always with lower bacterial loads than those detected
inside the farm. Coxiella DNA was also detected in all dust samples collected in the 4 samplings
from different surfaces of the animal facilities. Ct values obtained by real-time PCR
amplification of the ISIIII gene were always low indicating a high bacterial burden. The highest
load (Ct 18.9) corresponded to the sample collected immediately after the highest peak of

abortions in February, whereas the bacterial burden in dust samples taken in later samplings

was lower (Ct 22.1-24.2).
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Figure 12. Dynamics of C. burnetii DNA in aerosols taken inside and outside animal premises,
and relationship with abortions and normal parturitions. Dark bars represent weekly
accumulated number of abortions and dashed bars, weekly accumulated number of
parturitions. C. burnetii load, as determined by real-time PCR (Ct values) analysis of aerosol
samples is represented by triangles (inside animal premises) and squares (outside animal

premises). No aerosol samples were collected outside the premises in July, due to the rain.

SNP and MST genotyping

Genotyping analyses of 4 samples of vaginal fluids from goats with recent abortions and

2 dust samples identified type SNP-1 / MST-13.
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Viability of C. burnetii in dust

Spleens of the four mice inoculated with the dust homogenate collected in February
were positive to the real-time PCR showing lower Ct values in the two mice euthanized 21 days
p.i. (30.6 and 32.6) than those euthanized 7 days p.i. (35.3 and 35.9). The number of C. burnetii
GE recovered in the spleen of one mice euthanized 21 days p.i. was slightly higher than the GE
injected (Table 14), suggesting that C. burnetii was viable and bacteria multiplied in vivo. In the
homogenates of dust collected two, three and four months after the last parturition, C. burnetii
was not detected in the spleen of mice even when targeting the multiple-copy ISIIII gene. No
relevant splenomegaly was detected in mice (Table 14). Culture in Vero cells of homogenates of
spleens from mice inoculated with dust collected at the highest peak of abortions (C. burnetii
real-time PCR-positive spleens) was positive for the two mice euthanized 21 days p.i.; no
bacterial growth was obtained in those sacrificed on day +7 p.i. The bacterial loads (GE)

recovered at each passage are shown in Table 14.

Q fever in farm workers and visitors

After the initial case of pneumonia by Q fever in one of the workers, an epidemiological
survey was conducted on the group of farm workers, i.e., 5 men and 3 women, aged between 22
and 57 years old. All of them participated in different tasks in the farm, and although two of
them were mostly in charge of the goats, the other 6 workers could not rule out sporadic visits
to the stable after early December 2016. Five of the 8 workers had a self-limited febrile illness
with onset of symptoms between mid-December and mid-January, and two of them presented
also with myalgia and arthralgia for 2-3 days. At the time of the survey (end of January), they
were all asymptomatic. Taking into account the first case, the patient with pneumonia, a total of
6 workers had compatible symptoms with Q fever. Serological results showed an indicative
response of acute infection in 7 workers, all met the definition of "case", 3 of them without
clinical symptoms (Table 15). Despite having compatible clinical symptoms, one worker was
considered no-case since he tested negative to Phase II IgM. PCR was negative in all cases. The

attack rate in this group was 78% (7/9).

An epidemiological survey was also conducted in mid-February on 12 students and one
teacher, aged 18 - 35 years, from the Agricultural school that visited the farm on January 16. Five
students had fever, with onset of symptoms between the end of January and the beginning of

February. All were asymptomatic at the time of the survey (February 14). The serological study
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Table 14. Results of the viability study of C. burnetii in dust using Balb/c and cultivation in Vero cells lines.

Collection date Balb/c mice inoculation Spleen Culture in cell lines (Vero E6) Viable
weight/
g}“:g‘:ts after  No.of GE*  Days No, of GE® in body GE/ml GE/ml at GE/ml at 1% GE/ml at2™ GE/ml at 3" C.
parturition) injected p.i.° spleen weight inoculated day 6 pi passage passage passage burnetii
+7 66.7x10° 0.0032 8.8x10° 0.0 0.0 0.0 0.0 No
3 +7 93.2x10° 0.0040 0.0 0.0 - - - No
February (0) 87.5x10 5 3 3 . 5 5
+21 80.9x10 0.0040 4.9x10 5.0x10 4.5x10 2.7x10 2.9x10 Yes
+21  79.3x10* 0.0054 3.6x10* 1.2 x10° 2.3x10° 1.7x10° 4.7x10° Yes
+7 0.0 0.0037 ND NA NA NA NA No
3 +7 0.0 0.0039 ND NA NA NA NA No
June (2) 100x10
+21 0.0 0.0045 ND NA NA NA NA No
+21 0.0 0.0043 ND NA NA NA NA No
+7 0.0 0.0046 ND NA NA NA NA No
3 +7 0.0 0.0041 ND NA NA NA NA No
July (3) 100x10
+21 0.0 0.0049 ND NA NA NA NA No
+21 0.0 0.0041 ND NA NA NA NA No
+7 0.0 0.0041 ND NA NA NA NA No
3 +7 0.0 0.0042 ND NA NA NA NA No
August (4) 100x10
+21 0.0 0.0044 ND NA NA NA NA No
+21 0.0 0.0046 ND NA NA NA NA No
+7 0.0 0.0038 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 No
Negative control +7 00 0.0033 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 No
(PBS) +21 0.0 0.0037 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 No
+21 0.0 0.0033 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 No

®GE, genome equivalents of C. burnetii determined by quantitative real-time PCR targeting 1S1117; bp.i, post-inoculation; NA, not applicable; ND, not done.
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showed an indicative response of acute infection in 4 of them, but 2 of them did not have any

symptoms. In this group the attack rate was 31% (4/13) (Table 15). PCR was negative in all cases.

The group of people included in level 2 consisted on 34 members of 2 families (24 male
and 10 female, aged between 5 and 73 years), with residence outside the municipality where the
farm was located, but who spent weekends and/or vacations in houses nearby the farm. A
telephone survey done in mid-February confirmed that they had not had direct contact with the
goats. No risk factors (immunosuppression, pregnancy, valvulopathy, vascular prosthesis) were
identified in this group, but they were advised to visit the doctor in case of suffering fever, flu or
any symptoms compatible with Q fever. They were also asked to report any news concerning
any worsening condition on their health status. At the time of writing this manuscript, none

was reported.

DISCUSSION

In Europe, most Q fever outbreaks in humans originate from small ruminants after the
inhalation of aerosols contaminated with C. burnetii (EFSA, 2010; Eldin et al., 2017). Herein we
present an outbreak of Q fever associated to a goat herd which suffered 78% of abortion in a
short period of time, generating an aerosol-borne spread of C. burnetii that contributed to the
infection of the farm workers and visitors who entered the animal premises during the kidding
period. The follow up of 35 goats with recent abortions provided useful epidemiological
information on the dynamics of C. burnetii excretion through different routes, and the duration
of bacterial shedding. Until recently, milk was considered, in terms of duration, the main
excretion route of Coxiella in goats (Rodolakis et al., 2007). This study has demonstrated that
the bacterial load shed through milk is lower than the quantity shed through vaginal mucus or
feces, and the shedding period is shorter in milk. Thus, three months after abortion, C. burnetii
was not present in milk, whereas C. burnetii shedding in feces, albeit at low levels (Ct<35), was
still detected five months after abortion. Similarly, an experimental infection in goats with the
strain causing a large outbreak in The Netherlands (Roest et al., 2012) also identified fecal and
vaginal as the major shedding routes. Taking into account similar studies carried out in sheep
flocks (Astobiza et al., 2010; Joulié et al., 2015), it seems that C. burnetii excretion patterns and

duration of shedding are very similar in goats and sheep.
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Table 15. Epidemiological and serological data compiled in level 1 risk group.

Serology Serology

Gender Age Access Symptoms 1% blood extraction 2"’ blood extraction Case Attack

to the stable 5 5 rate

IgM IgG IgM IgG
Farm workers
Man?® 57 No Yes 1/128 1/128 1/256 1/1024 Yes
Man 57 No Yes Neg Neg Neg Neg No
Man 59 No No 1/1024 1/512 ND ND Yes
Man 34 Yes Yes Neg 1/512 Neg 1/1024 No
Woman 35 No Yes 1/64 1/64 1/128 1/512 Yes
Man 38 No Yes 1/1024 1/2048 ND ND Yes 8%
Woman 29 No Yes 1/128 1/2048 ND ND Yes
Man 22 Yes No 1/512 1/128 ND ND Yes
Woman 43 Yes No Neg Neg 1/512 1/128 Yes
Visitors

Woman 18 Yes Yes Neg Neg Neg Neg No
Man 21 Yes No Neg Neg Neg Neg No
Man 18 Yes No Neg Neg ND ND No
Man 25 Yes Yes Neg Neg Pos 1/256 Yes
Man 18 Yes Yes Neg Neg Neg Neg No
Man 18 Yes No Neg Neg Neg Neg No
Man 18 Yes No Pos Neg Pos 1/128 Yes 31%
Man 20 Yes Yes Neg Neg Pos 1/128 Yes
Man 18 Yes No Neg Neg Neg Neg No
Man 19 Yes No Pos Neg Pos Neg No
Man 19 Yes No Neg Neg Pos 1/256 Yes
Man 30 Yes Yes Neg Neg Neg Neg No
Man 35 Yes No Neg Neg Neg Neg No

?Index case; ° IgM determined by IFAT (farm workers) or indirect chemiluminescent immunoassay (visitors); Neg, negative; Pos, positive; ND, not done.
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Bacteria released to the environment, together with the movement of the animals inside
the barn, generate high levels of environmental contamination for long periods of time, which,
as shown in this study, sometimes is longer than the duration of the kidding period. The
presence of C. burnetii DNA in aerosols highlighted the risk of inhalation of the bacterium by
people who entered the affected farm. Therefore, among other biosafety measures, access for
visitors should be prohibited during the parturition period (Schneeberger et al., 2014; Whelan
et al., 2012), as C. burnetii in the environment, even at low numbers, poses a public health risk
(Brooke et al., 2013). As expected, the highest bacterial load in air was detected in the first
sampling after the peak of abortions; afterwards, there was a progressive but slow decrease, with
Ct levels inside the barn remaining below 30 until the end of the experiment. The biological
significance of PCR-positive aerosols is not clear since the detection of C. burnetii DNA in
environmental samples does not necessarily imply that these bacteria are viable. There are
many studies that investigated the presence of C. burnetii DNA in the environment (Astobiza et
al., 2011b; de Bruin et al., 2013; de Rooij et al., 2016; Kersh et al., 2010b), but only a few studied
its viability (Kersh et al., 2010b; Kersh et al., 2013; Kersh et al., 2016). The laboratory methods to
investigate C. burnetii viability include cell culture, the use of animal models, and in vitro
methods (ethidium monoazide-PCR [EMA-PCR]) (Mori et al., 2013). The assessment of bacterial
viability in environmental samples is not easy, since they are contaminated with a variety of
microbes. Mice have the ability of clearing contamination in this type of samples and C. burnetii
can be recovered from the spleen 21 days after inoculation (Kersh et al., 2010b). In this study,
mice were experimentally inoculated with dust samples that had low Cts in real-time PCR,
indicating that they contained a high Coxiella load (Eldin et al., 2013). The combination of
inoculation in Balb/c and cultivation of spleen homogenates in Vero cells showed that C.
burnetii was viable in the dust collected at the time of abortions (February). C. burnetii was not
detected from mice inoculated with dust samples collected 2, 3 and 4 months after the last
parturition, suggesting that bacteria were no longer viable. The time C. burnetii remains viable
in dust has not been fully investigated but current results agree with some reports that stated
that it could be viable for 2 months (EFSA, 2010). This is valuable information for sheep and
goat herds that receive visits (schools, tourists, etc.) as an extra income in-farm activity, and will
help to establish the minimum period when affected farms should not receive visitors. However,
it would be necessary to investigate if all Coxiella genotypes remain viable for the same period

of time, a key aspect to establish correct control measures.

Additional biosafety measures are essential to prevent the spread of infection.

Management of manure is a crucial aspect in infection spread control because aerosols
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containing C. burnetii can be generated while removing the bedding. Thus, in the outbreak of
The Netherlands removing the manure from the stable within 30 days after the ending of
kidding was prohibited (Schneeberger et al., 2014). In the studied farm, manure was kept inside
the stable for 4 months after the last parturition to avoid environmental contamination. Fetuses
and placentas were immediately removed and treated with lime in a watertight container. Trade
or transport of animals was prohibited and pasteurization of milk was imposed by Public Health
authorities. These farming practices contributed to reduce risks for the local population, since

no new cases were detected in the municipality.

The Q fever outbreak had an attack rate of 78% among farm workers and 31% in the
group of students who spent 2-3 hours inside and around the farm. All blood samples collected
from human patients were PCR negative, probably because C. burnetii DNA becomes
undetectable in serum when serological response develops (Schneeberger et al., 2010), and,
therefore, it was not possible to isolate C. burnetii for genotyping. Fortunately, samples
collected from the animals and the farm environment, were positive and some of them could be
genotyped. The genotype identified, SNP1/MSTI13, has been previously found in humans from
Spain, Portugal and France (Eldin et al., 2017), and also in sheep and cattle from the region
(Astobiza et al., 2012b). The clinical presentation of C. burnetii infections depends on both the
virulence of the infecting strain and the specific risk factors of the patient (Eldin et al., 2017).
Here, despite the high air contamination with C. burnetii inside and outside the animal
premises at the time of abortions, none of the workers or visitors needed hospitalization.
Similarly, the group of people at level 2 that frequented the area during weekends or vacations
did not report any compatible symptoms, in spite of the aerosol contamination detected
outdoors. Although this would suggest that SNP1/MSTI3 genotype causes milder clinical
symptoms in humans, risk factors specific to the patient or the region (endemic vs. non-
endemic) cannot be disregarded. On the other hand, infection of goats with genotype
SNP1/MST13 resulted in a severe outbreak that almost reached 80% of abortions, suggesting
that this is a very virulent genotype for goats. The source of infection in the affected herd could
not be established, since the herd produced its own replacement and did not share grazing
pastures with other domestic ruminants. Likely, infection could have come through the
purchase of food/hay or through wildlife. Interestingly, most of the human cases concentrated
between mid-December and mid-January, before the abortion storm began in the goat herd. It
is known that pregnant infected goats can shed C. burnetii through feces weeks before abortion
or parturition occurs (Arricau-Bouvery et al., 2003), being this the possible moment and source

of infection for the affected people. In this study, most of the aborted goats seroconverted,
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indicating that SNP1/MSTI13 genotype induced a high humoral response with long lasting
antibodies, as demonstrated by the observation that 7 months after abortions 97% of the goats
still had antibodies. This high seroprevalence, together with the vaccination plan applied to
replacement kids, albeit not completely, should reduce significantly the percentage of abortions
in subsequent farrowing periods, as suggested by other authors (Berri et al., 2007; de Cremoux

et al., 2012a).

In conclusion, once Q fever appears in a herd, control measures should be maintained
for a long period of time and the access of visitors avoided at least for two months after the end
of parturition. This study is an example of a holistic One Health approach in which medical and
veterinary institutions collaborate in the investigation of zoonotic outbreaks in which people
and animals are involved, with the aim of protecting the health of the citizens and the

consumers.
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ABSTRACT

Q fever is a bacterial zoonosis caused by Coxiella burnetii whose main reservoir are small
ruminants. Infected animals shed the bacteria into the environment through the products of
abortion as well as through feces, urine, and milk. Susceptible people are mainly infected by the
inhalation of contaminated aerosols, while food-borne infection is unclear. High prevalence of
C. burnetii DNA in cheeses from cattle, sheep or goat has been reported, but studies on viability
of C. burnetii in hard cheeses are scarce. In this study, 67 sheep handicraft hard cheeses of
different geographic origins made with unpasteurized milk were analyzed for the presence of C.
burnetii DNA. To investigate viability of C. burnetii in cheese, 5 cheeses were selected among
the 20 that tested DNA positive. Presence of viable C. burnetii was demonstrated in one cheese
by experimental inoculation in BALB/c mice and culture in Vero cells. To further investigate the
effect of cheese ripening in C. burnetii viability, another 12 cheeses elaborated in the same farm
and season, and ripened for between 2.0 and 10.1 months were investigated. Results showed
presence of C. burnetii DNA in all of them and viable C. burnetii in 5, indicating that C. burnetii
can remain viable after at least 8 months of ripening in hard cheeses made with unpasteurized
milk under the acid pH (4.96 - 5.41) and low water activity (0.9065 - 0.9533) conditions

observed.

Keywords: Coxiella burnetii, Viability, Cheese, Sheep, PCR, Cell culture

INTRODUCTION

Coxiella burnetii is a zoonotic bacterium worldwide distributed that causes Q fever in
animals and humans. Susceptible people in contact with infected livestock can become infected
by the inhalation of aerosols contaminated with the bacteria. Domestic ruminants are
considered the main reservoirs of the infection, and infected animals release large amounts of
bacteria into the environment after abortion or normal parturition, especially through placenta
and fetal fluids, but also through milk, feces, urine, etc. This means that, after a Q fever
outbreak, the lambing period represents the time of greatest risk of infection for humans. Milk
is the main route of Coxiella shedding in cattle (Rodolakis et al., 2007), and excretion remains
active at least throughout two lactation periods (Pifiero et al., 2014b). In addition, studies
carried out worldwide (Astobiza et al., 2012a; Kim et al., 2005; Muskens et al., 2011) have shown
that 51.4%-94.3% of bovine farms have C. burnetii milk shedders. In small ruminants, feces are

the main route of excretion but C. burnetii shedding through milk also occurs and can last up to
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several weeks (Alvarez-Alonso et al., 2018b; Astobiza et al., 2010). However, the risk associated
with the ingestion of raw milk products from farms affected by Q fever is unclear (EFSA, 2010;
Eldin et al., 2017). Several studies confirmed the viability of C. burnetii in raw milk obtained
from cattle (Loftis et al., 2010; To et al., 1998a). but pasteurization temperatures have been
shown to destroy the bacteria (Maurin and Raoult, 1999). However, unpasteurized milk and
milk products elaborated with raw milk are consumed in many parts of the world (Loftis et al.,
2010). In Europe, several types of cheese with high quality and gastronomic value are made with
unpasteurized raw milk. Several dairy sheep breeds are reared in European Mediterranean
countries, and ewes are milked for several months for cheese production. A number of studies
have shown a high prevalence of C. burnetii DNA in cheeses from sheep (27%-32%) (Capuano et
al., 2012; Eldin et al., 2013; Galiero et al., 2016), goats (51%) (Eldin et al., 2013) or cattle (15%-
82%) (Capuano et al., 2012; Eldin et al., 2013; Hirai et al., 2012). In general, prevalence of C.
burnetii DNA in handicraft cheeses is reported to be lower than in non-handicraft cheeses
(made with a milk mixture from different farms) (Galiero et al., 2016). First data on C. burnetii
viability in milk, butter and cheese were obtained from experiments carried out in the 1940s
and 1950s and, C. burnetii viability was only detected in cottage-type cheese after 42 days
(reviewed by Gale et al., 2015). However, in two recent viability tests (Eldin et al., 2013; Hirai et
al., 2012) C. burnetii detected in cheeses were not viable. In one of these studies (Eldin et al.,
2013) that combined experiments in animal model and cell-line culture assays, mice inoculated
with cheese homogenates were sacrificed at 7-days post-inoculation (p.i.) and culture of their
spleens in Vero cell line produced negative results. Conversely, similar viability studies carried
out on environmental samples (dust, manure) showed multiplication of C. burnetii in mice
tissues 9-21 days p.i. (Alvarez-Alonso et al., 2018b; Berri et al., 2003; Kersh et al., 2010b). These
results suggest that experimental infection protocols need to be adapted to the type of sample
and the bacterial load and, that animals might need to be kept alive for longer periods to
successfully achieve C. burnetii growth in mice tissues. The objectives of this study were: i) to
investigate presence of C. burnetii in handicraft sheep hard cheeses made with raw milk bought
at supermarkets from different geographic areas of Spain, and ii) to study its viability in a
selection of positive cheeses (Stage I) and assess the effect of different ripening periods on

viability (Stage II).
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MATERIAL AND METHODS

Sample collection and detection of C. burnetii DNA

A total of 67 handicraft sheep hard cheeses with more than 2 months ripening, made
with unpasteurized milk, and from different geographical origins were bought in Spanish
supermarkets. If available, date of fabrication was recorded to calculate ripening. Before DNA
extraction, cheese sample preparation followed a protocol already published (Hirai et al., 2012)
with some modifications. Briefly, 10 grams of cheese were incubated with 15 ml phosphate
buffered saline (PBS) at 56°C for 30 minutes. Then, the sample was homogenized in a
Stomacher for 1 minute and placed into 50 ml screw cap tubes. Tubes were centrifuged at 900 x
g for 20 minutes at 4°C. The aqueous layer was preserved, and the pellet and the fat layer were
washed with 10 ml of PBS and incubated at 45°C for 20 minutes. Tubes were vortexed,
centrifuged at 900 x g for 20 minutes at 4°C, and the aqueous layer was collected and mixed
with the one previously preserved. The mixture was centrifuged at 11,000 rpm for 30 minutes at
4°C, the aqueous layer was discarded and the remaining pellet was resuspended in 300 pl of
PBS. DNA was then extracted using QIAmp DNA mini kit (Qiagen Hilden, Germany), and
presence of C. burnetii was analyzed by real-time PCR targeting the ISIIII gene (Schets et al.,
2013). A commercial internal amplification control (IAC) (TagMan® Exogenous Internal Positive
Control, ThermoFisher Scientific, USA) was included in the assay to monitor for PCR inhibitors.

Cheese samples were considered real-time PCR-positive when producing a Ct < 35.

Viability studies

Viability studies were carried out in BSL3 building facilities, and consisted on
experimental inoculations in 6 week-old BALB/c male mice combined with culture in Vero cells.
Permissions were obtained from the Ethical & Animal Welfare Committee (Bizkaiko Foru
Aldundia, document 3/2017, Reg. 15328, 22/02/2017). Cheese homogenates were prepared
following the above mentioned procedure but without the incubations at 56°C and 45°C to
preserve the viability of the possible bacteria present in the cheese samples. Quantification of C.
burnetii genome equivalents (GE) in each homogenate was carried out by quantitative real-time
PCR (gPCR) using 5 pl of DNA (in triplicates) and specific primers and a probe targeting the
ISIIII gene as described elsewhere (Schets et al., 2013). In each qPCR run, a standard curve was
generated using 10-fold serial dilutions of a known concentration of Nine Mile (RSA439) phase
II strain of C. burnetii DNA. After quantification, aliquots of 500 pl were prepared from each

homogenate of cheese, containing approximately 10>-10* C. burnetii GE. These aliquots were
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inoculated intraperitoneally in 4-6 mice each; a homogenate of cheese positive to the presence
of C. burnetii DNA in real-time PCR (Ct 24.1) was pasteurized and 500 pL used as negative
control, inoculating intraperitoneally mice (n = 6). Mice were euthanized on days 7, 14 and 21
p.i., and the spleens were removed. The level of splenomegaly was determined from the ratio of
the spleen weight to the body weight. Half of the spleen from each mouse was processed for
DNA extraction and real-time PCR amplification as fully detailed elsewhere (Alvarez-Alonso et
al., 2018b). Positive samples were subjected to qPCR to quantify the number of C. burnetii GE
detected in spleen in order to compare it with the number of GE inoculated. For qgPCR-positive
samples, the second half of the spleen was homogenized with 700 pL. DMEM medium and 2%
FBS in a TissueLyser. A hundred microlitres of each homogenate were placed on shell vials
containing Vero cells [African green monkey epithelial cells VERO C1008 (Vero 76, clone E6,
Vero E6 ATCC" CRL-1586")], as fully detailed elsewhere (Alvarez-Alonso et al., 2018b). Briefly,
after harvesting C. burnetii from shell vial on day 6 p.i., three passages of 1,000 pL of harvested
cells were transferred at weekly intervals into T25 culture flasks containing a Vero layer. At day
6 p.i. and before each passage, 200 pL were collected for DNA extraction and qPCR, following
procedures described above. Cultures with unchanged or increased GE during the procedure
were considered to be positive. Uninfected control cells were kept close to infected cells to rule

out possible cross-contaminations.

Physico-chemical analyses

Two hundred grams of cheeses included in the study of viability were submitted to
AENOR laboratory (Miguel Yuste 12, Madrid, Spain) for physico-chemical analyses. These
analyses included pH determination by potentiometry, and water activity (a,) by hygrometry.

Before the analyses cheeses had been kept at -80°C.

Statistical analysis

SAS Enterprise Guide 7.1 software was used for statistical analyses. To evaluate the
degree of splenomegaly, the mean spleen weights in positive vs. negative mice were compared
by non-parametric Wilcoxon two-sample test. Student’s t-test was used to check differences in
pH or water activity in cheeses with viable Coxiella compared to negative cheeses. Probability

values less than 0.050 (p<0.050) were considered significant.
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RESULTS

C. burnetii DNA was detected in 29.9% (20 out of 67) of the sheep hard cheeses
elaborated with raw milk. A selection of 5 DNA positive cheeses with 2.0-3.1 months of
ripening, were included in the study of C. burnetii viability using mice model and cell line
culture (Stage I). Selected cheeses, with Ct values in real-time PCR ranging between 24.1 and
32.7, were homogenized and inoculated in 6 weeks-old BALB/c mice (4-6 replicates per cheese
homogenate). The spleen of one mouse inoculated with a 3.1 months ripened cheese was PCR-
positive at 14 day p.i. (Table 16). C. burnetii GEs recovered from the spleen of this mouse were
higher than the GE inoculated, suggesting that C. burnetii was viable and bacteria multiplied in
vivo. Culture in Vero cells of the homogenate of the spleen of this mouse was also positive, and
bacterial loads (GE) recovered at each passage are shown in Table 16 No C. burnetii DNA was
detected in the spleen of mice inoculated with the remaining 4 cheese homogenates. To further
investigate the effect of cheese ripening in C. burnetii viability, another 12 cheeses elaborated in
the same farm and season as the positive cheese, with ripening ranging between 2.2-10.1
months, were investigated (Stage II). Results showed presence of C. burnetii DNA in all 12
cheeses with Ct values in real-time PCR ranging between 23.5 and 30.8. Inoculation of 6 week-
old BALB/c male mice resulted in viable C. burnetii being recovered 21 days p.i. from the spleens
of 6 mice inoculated with homogenates of 5 different cheeses (Table 16). Cultures in Vero cells
of homogenates of spleens from the 6 real-time PCR positive mice resulted in growth in all cases
but one. Thus, C. burnetii GEs recovered through the different passages in Vero cells were
higher than the GEs inoculated in shell vials in homogenates of spleens from 5 mice. Spleen of
one mouse with C. burnetii GEs below 1x 10* did not show growth in cell cultures. The bacterial
loads (GE) recovered at each passage are shown in Table 16 Spleens from negative control mice
were also negative. No relevant splenomegaly was detected in positive mice (p=0.0737). Cheeses
with viable C. burnetii (6 of 13 cheeses from one sheep farm, 1 at Stage I and 5 at Stage II)
covered a wide range of ripening (2.7-8.7 months) and bacterial loads expressed as Ct values in
real-time PCR (Ct 24.1-30.3) (Table 16). Table 16 shows the pH and a,, values of 15 of the 17
cheeses included in the viability study. No clear trend in the evolution of pH throughout the
ripening process was observed. On the contrary, a decrease in a,, was observed along ripening.
In the cheeses with viable Coxiella pH ranged between 4.96 and 5.41 (mean 5.11 + 0.18), and did
not statistically differ from pH of the negative cheeses which ranged between 4.56 and 5.42
(5.05 + 0.23) (p=0.6915). Similarly, cheeses with viable C. burnetii had a,, between 0.9065 and
0.9533 (mean 0.9387 + 0.02) and differences with respect a,, of cheeses without viable Coxiella
(range between 0.9040 and 0.9688; mean 0.9388 +0.03) were not significant (p=0.6352).
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Table 16. Results of the viability study of C. burnetii in unpasteurized cheeses using BALB/c mice and culture in Vero cell lines.

Cheese selection Experimental Infection - mice BALB/c model Culture in cell lines (Vero E6) (GE/ml)

No. of mice/cheese and No. of

Ripening rgatl- day of sacrifice (p.i.)° positive No. of ond 3th Viable
Cheese pH a,® time mice GE®in Inoculated Day6 p.i. 1% passage assage bassage c
(months) +7 p.i. +14 p.i. +21p.i. (day spleen P ge P 9 .
PCR p.i.) burnetii
Stage |
1 2 5.24 0.9688 24.4 - 2 2 0 0 NA NA NA NA NA No
2 29 495 0.9539 26.4 2 2 2 0 0 NA NA NA NA NA No
3 3.1 5.04 0.9533 24.1 2 2 2 1(+14) 5.8x10° 28x10°  43x10° 9.1x10° 2.1x10° 0 Yes
4 2 5.02 0.9680 32.7 2 2 2 0 0 NA NA NA NA NA No
5 23 513 0.9542 314 2 2 2 0 0 NA NA NA NA NA No
Neg.control 3.1  5.04 0.9533 24.1 2 2 2 0 0 NA NA NA NA NA No
Stage Il
6 22 456 0.9573 27.1 2 2 2 0 0 NA NA NA NA NA No
7 27  4.96 0.9508 26.8 2 2 2 1(+21) 7.8x10° 9.4x10"  26x10° 22x10° 7.3x10° 5.2x10° Yes
8 3.1 5.00 0.9484 28.9 2 2 2 1(+21) 1.4 x10° 3.1x10° 1.3x10° 1.6x10° 3.9x10° 2.1x10° Yes
9 36  5.00 0.9407 30.4 2 2 2 0 0 NA NA NA NA NA No
10 45 502 0.9236 30.8 2 2 2 0 0 NA NA NA NA NA No
11 4.8 ND ND 303 2 2 2 1(+21) 1.3x10" 13x10®  35x10° 4.6x10®° 1.3x10° 1.1x10° Yes
12 5.1 ND ND 281 2 2 2 0 0 NA NA NA NA NA No
13 53  5.16 0.9344 28.0 2 2 2 1(+21) 2.3x10° 1.2 x 10 0 0 0 0 No
14 87 541 0.9065 25.7 - 2 2 2 (+21) 2.3x10° 48x10"  15x10° 1.7x10° 1.3x10° 0 Yes
1.3x10° 1.0x10"  49x10" 55x10" 46x10" 5.0x10" Yes
15 89 542 09074 255 - 2 2 0 0 NA NA NA NA NA No
16 101 525 0.9101 235 - 2 2 0 0 NA NA NA NA NA No
17 101 4.56 0.9040 28.8 - 2 2 0 0 NA NA NA NA NA No
Neg.control 3.1  5.04 0.9533 24.1 2 2 2 0 0 NA NA NA NA NA No

2 aw, water activity; ° p.i., post-inoculation; ° GE, genome equivalents of C. burnetii determined by qPCR targeting /S17111; © GE, genome equivalents inoculated in shell vial, and
recovered at following passages in Vero cells; NA, not applicable; ND, not done, insufficient amount of cheese available for analysis (<200g).
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DISCUSSION

C. burnetii is a Gram negative intracellular bacterium that in its life cycle <asses through
two phases, the large cell variant and the small cell variant. The latter is highly resistant to
physical and chemical stresses, and allows Coxiella to survive for months in the environment or
in different types of matrices such 7 to 10 months in wool, one month in fresh meat and more
than 40 months in fresh milk (Eldin et al., 2017). Viability of C. burnetii in milk has been widely
demonstrated (Loftis et al., 2010; To et al., 1998a), viability in cheese is uncertain. Whereas
backdated studies (1940s-1950s) demonstrated viability in cottage-cheese (reviewed by Gale et
al., 2015), more recent investigations were unable to demonstrate C. burnetii viability in cheese
manufactured with unpasteurized milk (Eldin et al., 2013; Hirai et al., 2012). However, only 5
and 7 cheeses were analyzed in those studies, respectively. Here, C. burnetii real-time PCR-
positive cheeses, with high-moderate bacterial loads (Ct 23.5-32.7) and 2.0-10.1 months ripening
were analyzed for viability studies. Intraperitoneal inoculation of these cheese homogenates in
BALB/c mice and culture in Vero cells of the spleens of mice euthanized at 7, 14 and 21 days p.i.
showed that Coxiella remains viable in raw milk cheeses for almost 9 months of ripening. C.
burnetii was viable in 6 of 17 cheeses tested and positivity was revealed in mice at 14 and 21 days
p.i., but not at 7 days p.i. Similarly, authors who failed to demonstrate viability in cheese,
sacrificed mice at 7 days p.i (Eldin et al., 2013). According to the results reported herein,
ripening periods of up to 9 months did not seem to efficiently kill C. burnetii present in raw
milk. The acid pH (4.9-5.5) reached during the hard cheese elaboration process (Gale et al.,
2015), apparently allowed C. burnetii survival. In agreement with this, the pH values obtained in
this study in cheeses with viable Coxiella were within the above mentioned range (4.96-5.41),
confirming that acid pH allows Coxiella to remain viable along ripening. The water activity
trend observed in this study along ripening was in agreement with values reported for Spanish
sheep hard cheeses, which decreased from 0.9880 (on ripening day 1) to 0.9130 (on ripening
day 240) (Etayo et al., 2006). In this study, a,, ranged between 0.9688 (on ripening day 60) and
0.9040 values (on ripening day 300). It is noticeable that Coxiella viability was not affected by

low a,, since viable Coxiella was detected in cheeses with a,, values as low as 0.9065.

It is difficult to explain why 4 of the 5 cheeses initially tested showed negative results
and lack of growth in mice tissues despite having similar Ct values and ripening times. One
hypothesis is that cheeses would have a different proportion of viable / non-viable bacteria,
both undistinguishable by PCR. Also, bacteria growth would had been unnoticed if

multiplication in mice tissues occurred outside the pre-established sacrifice days (7, 14 and 21
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p.i.). Moreover, the limited number of animals that can be used in experimental studies (here 2

mice per day of sacrifice and cheese), reduces chances of isolation.

Although these results would confirm exposure of cheese-consumers to C. burnetii, no
clear evidences of human oral infection by consumption of infected unpasteurized milk and
milk products have been found (EFSA, 2010; Eldin et al., 2017; Gale et al., 2015). Some studies
have shown high seroprevalences and clinical disease in people consuming raw milk (Benson et
al., 1963; Eldin et al., 2017), but it is difficult to ascertain if patients that reported consumption
of raw milk products were previously exposed to aerosol inhalation of C. burnetii. In fact, most
Q fever cases in humans occur after inhalation of C. burnetii-infected aerosols in livestock-
associated environments around the parturition period (EFSA, 2010; Eldin et al., 2017; Maurin
and Raoult, 1999). Evidences suggest that the oral route is of minor relevance in Q fever
acquisition. A recent risk assessment study concluded that the risk of infection by the
consumption of unpasteurized milk would be relatively low in comparison with the aerial route,
but not negligible (Gale et al., 2015). In spite of the high prevalence of livestock farms positive
to C. burnetii in bulk-tank milk (Astobiza et al., 2012a; Kim et al., 2005) and high prevalence of
C. burnetii DNA in cheeses (Capuano et al., 2012; Eldin et al., 2013; Galiero et al., 2016; Hirai et
al., 2012), even higher is the bacterial load found in placentas (millions of C. burnetii per gram
of placental tissue) (EFSA, 2010) and expelled to the environment by infected animals. This
situation results in a high environmental contamination that leads to high risk of Q fever
outbreaks. In addition, human infection by the digestive route does not seem to be as efficient
as infection by inhalation of contaminated air, probably due to the small number of
macrophages, which are the major targets for Coxiella multiplication, in the digestive tract in

comparison to those found in lung tissues (Gale et al., 2015).

In summary, the prevalence of C. burnetii DNA estimates reported here in sheep
cheeses are within the ranges obtained in other similar European studies (Capuano et al., 2012;
Eldin et al., 2013; Galiero et al., 2016), in agreement with the worldwide distribution of C.
burnetii infection in domestic ruminants. While the airborne route is the main route for C.
burnetii infection, contribution of dairy products to Q fever epidemiology should not be
neglected particularly after demonstrating the survival of the bacterium in hard cheese along
the ripening period. Consequently, efforts should be made to implement control methods based
in vaccination and biosafety implementation in order to progressively decrease infection levels
in dairy farms and obtain Coxiella-free milk and milk products. This study has been carried out
with sheep cheeses made with unpasteurized milk, but the results would be applicable to all

hard cheeses made with raw milk regardless of the ruminant species.
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La fiebre Q es una zoonosis endémica en la CAPV (Montes et al., 2006), en la que el
papel de los rumiantes domésticos es clave en la transmisidén de la infeccion a la poblacién
humana (Roest et al.,, 2013a; van den Brom et al., 2015a). Los casos humanos de fiebre Q
declarados en la CAPV han ocurrido por lo general en zonas rurales durante los meses de
primavera (Pérez-Arellano et al., 2018), coincidiendo con la época de partos del ganado ovino
(Cilla et al., 2008). Esto mismo se ha observado en un estudio reciente realizado en Grecia
(Vranakis et al., 2020), ya que, tras analizar los casos humanos de fiebre Q durante 13 aiios, se
ha hallado una relacién estacional entre la aparicion de casos clinicos y la época de partos. Asi,
debido a la importancia que tiene el ganado ovino en la produccién ovina de la CAPV, se
llevaron a cabo varios estudios epidemioldgicos para conocer la prevalencia de C. burnetii en
esta especie (Garcia-Pérez et al., 2009; Ruiz-Fons et al., 2011), en los que se observo que un 22%
de las explotaciones tenian animales excretores de C. burnetii a través de la leche. Ademas, un
estudio de seroprevalencia realizado en las tres especies de rumiantes domésticos (Ruiz-Fons et
al., 2010), determin6 que el ganado ovino mostraba una seroprevalencia a nivel de rebaiio (74%)
y a nivel individual (11,8%) superior a la observada en el ganado caprino (45% y 8,7%
respectivamente) y bovino (43% y 6,7% respectivamente). Por ello, y debido a que el ganado
ovino y bovino lechero tienen los censos ganaderos mas altos en la CAPV, hasta el comienzo de
esta tesis los esfuerzos se habian centrado en el estudio de la infeccion por C. burnetii en estas
dos especies de rumiantes (Astobiza et al., 2010; Astobiza et al., 201la; Astobiza et al., 2011b;
Astobiza et al., 2013; Pifero et al.,, 2014b; Pifiero et al.,, 2014c). Conforme se ha ido
profundizando en la epidemiologia de la infeccion por Coxiella en estas especies, han ido
surgiendo una serie de cuestiones, poco estudiadas en la literatura cientifica, y que han

constituido los objetivos de este trabajo de tesis.

En relacién con el primer objetivo “Estudio de la prevalencia de C. burnetii en las

explotaciones ovinas lecheras de la CAPV 'y su evolucién en un periodo de 10 arios”, se ha realizado
el Estudio 1. En él se han evaluado posibles cambios en la prevalencia de la infeccion por C.
burnetii en un intervalo de 10 afios (2005 y 2015). Para ello se utilizaron muestras de leche de
tanque. Este tipo de muestra se viene utilizando ampliamente para evaluar la prevalencia de
diferentes agentes patogenos en explotaciones lecheras (Plummer et al., 2018; Soltau et al.,
2017), porque la toma de muestras es sencilla y no invasiva, y proporciona informacion sobre el
estatus de infeccion un rebafo sin elevado coste economico. Puede utilizarse como método de
cribado, para diferenciar explotaciones positivas o negativas a un determinado agente patdgeno.
En muestras de leche de tanque se pueden realizar analisis serolégicos, cuyos resultados

positivos indican el contacto previo del rebafio con Coxiella, asi como analisis moleculares, cuyo
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resultado positivo indica la presencia de animales excretores de C. burnetii a través de la leche,
lo que sugiere que la infeccion es reciente (Plummer et al., 2018). Asi, en los muestreos de leche
de tanque realizados en los afios 2005 y 2015 se observé que la infeccién por C. burnetii estaba
ampliamente distribuida en la poblacion ovina de la CAPV, con un 22,1% y 23,5% de rebarios
positivos a la presencia de ADN de Coxiella mediante el andlisis por PCR, respectivamente. En
46 rebafos se tomaron muestras en ambos muestreos (2005 y 2015), y comparando los
resultados obtenidos se observd un incremento en el porcentaje de explotaciones que tenian
animales excretores en leche (21,7% y 28,3%, respectivamente), lo que pudo achacarse a la
mayor sensibilidad de la técnica de PCR a tiempo real utilizada en las muestras del afio 2015, en
relacion con la PCR convencional usada en 2005 (Galiero et al., 2016; Topcuoglu et al., 2013;
Zemtsova et al., 2015). Sin embargo, este incremento no fue estadisticamente significativo, por
lo que a nivel general, parece que en el lapso de tiempo de 10 afios transcurrido entre ambos
estudios, la prevalencia se mantuvo estable. El hecho de no haber observado un aumento en la
prevalencia podria achacarse a que en estos ultimos 10 afios el censo ovino ha disminuido en
94.000 cabezas, lo que ha podido evitar una mayor expansion de la infeccion entre rebafios. Por
otro lado, el hecho de no haber observado tampoco una reduccion en la prevalencia en este
periodo de tiempo, es consistente con la ausencia de planes especificos de control de la fiebre Q
en la cabafia ovina de la CAPV, ya que hasta 2020 no ha existido un Plan de Vigilancia y Control
de la fiebre Q en Euskadi.

La implantacién de medidas de control, incluyendo la vacunacién obligatoria, podria dar
lugar a descensos significativos de la prevalencia de C. burnetii en las explotaciones de pequerios
rumiantes, como ocurrio en Holanda donde, en 2009 se partia de un 20,5% de muestras de
leche de tanque positivas en PCR, y, cinco afios mas tarde, en 2014, el porcentaje de positividad
descendio a niveles minimos (0,3%) (van den Brom et al., 2015b). Asi pues, una de las formas de
evaluar el éxito del programa de control en ese pais fue mediante el andlisis de muestras de
leche de tanque. Estos resultados ponen de manifiesto la validez del método para el seguimiento

epidemioldgico de la infeccion por C. burnetii (van der Hoek et al., 2012).

En lo que respecta a la presencia de anticuerpos frente a C. burnetii, un 32,1% de rebafios
presentaron anticuerpos durante el muestreo realizado el afio 2015, siendo este porcentaje
ligeramente menor al observado en 2005 (40,3%) (Ruiz-Fons et al., 2011). Sin embargo, estas
tasas fueron netamente inferiores a las obtenidas en un estudio de seroprevalencia realizado con
muestras de suero sanguineo de 46 rebafios (74%) en el periodo 2007-2008 (Ruiz-Fons et al.,
2010). Estas diferencias pueden ser debidas al tipo de muestra utilizado en cada estudio, suero

lacteo procedente de leche de tanque o suero sanguineo. De hecho, en el estudio de Ruiz-Fons
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et al. (2010), se consider6 una explotacién positiva cuando al menos un animal de los analizados
(1/30) presentaba anticuerpos, por lo que estas bajas tasas de anticuerpos podrian no detectarse
en una muestra de leche de tanque. En cualquier caso, las seroprevalencias obtenidas en el
Estudio 1 fueron superiores a las detectadas en 2008 en los Paises Bajos al inicio del brote de
fiebre Q, en el que se detectod en torno a un 20% de rebarios seropositivos (van den Brom et al.,
2012), pero se encuentran dentro de los rangos hallados en otros paises, 10,2-52,1% (Anastacio

et al.,, 2016; Cruz et al., 2018b; Obaidat and Kersh, 2017).

En este Estudio 1, se consideré que un rebafio era positivo cuando al menos una de las
dos técnicas realizadas, ELISA para el andlisis de anticuerpos frente a Coxiella, o PCR para el
andlisis de la presencia de ADN de la bacteria, eran positivas (Guatteo et al., 2011; Mori and
Roest, 2018). Asi, otro resultado de interés fue el comprobar que algunas explotaciones positivas
en 2005 mantenian la positividad 10 afios mas tarde. Este hallazgo es dificil de explicar ya que
no se conocia el periodo de tiempo durante el cual la infeccién puede permanecer activa de
forma natural en un rebafio. Por ello, en el Estudio 2 se realizd el seguimiento de la infeccién
por C. burnetii a lo largo de 4 parideras consecutivas en 4 rebafios que habian mostrado un
resultado positivo en leche de tanque en el muestreo realizado en el afio 2015. Se ha podido
comprobar que cada explotacion ha mostrado un patrén de infeccion diferente, y que algunas
practicas de manejo han podido favorecer la reactivacion de la infeccién en los rebafios, como
por ejemplo la compra de animales, o realizar pastoreo en proximidad con otros rebarios,
manteniendo la infeccion activa por C. burnetii a lo largo del estudio. Por ello, estos resultados
sugieren que el mantenimiento de la infeccion por C. burnetii durante 10 afios, podria ser

posible.

Es interesante destacar que también es posible que un rebaiio infectado logre eliminar la
infeccion en un plazo de tiempo determinado, ya que en el Estudio 1 se comprobd que 17
rebafios que eran positivos en 2005, en 2015 fueron negativos tanto a la presencia de

anticuerpos como a la presencia de ADN de C. burnetii en leche de tanque.

La alta prevalencia de C. burnetii en los rebafios ovinos de la CAPV precisan de la
aplicacion de medidas de prevencion y control, como por ejemplo, la vacunacidn, el evitar la
introduccién de nuevos animales en el rebafo, no realizar pastoreo conjunto con otros rebafios
de los que no se conozca su estatus de infeccion, asi como llevar a cabo medidas de higiene y
desinfeccion dentro de las explotaciones (EFSA, 2010; Plummer et al., 2018; van den Brom et al.,
2015a). De esta manera se podria conseguir, primero minimizar y, posteriormente, eliminar la

infeccion en los rebaiios.
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El segundo objetivo de esta tesis ha consistido en “Estudiar la cinética, persistencia y
progresion de la infeccién por C. burnetii en explotaciones lecheras de pequeiios rumiantes de la
CAPV”, y para ello se ha realizado un seguimiento de la infeccion en cuatro rebafios ovinos y en
un rebafio caprino, a lo largo de periodos de tiempo variables. En lo que respecta al ganado
ovino, se seleccionaron rebafios ovinos que habian mostrado resultados positivos (ELISA y PCR)
en leche de tanque en el muestreo realizado en Marzo-Abril 2015 (Estudio 1), y que presentaron
también una alta seroprevalencia en primalas, lo que denotaba la existencia de una infeccién
reciente en la explotacién (EFSA, 2010; OIE, 2018; Plummer et al.,, 2018). El objetivo ha
consistido en profundizar en el conocimiento de la evoluciéon de la infeccidén natural por C.
burnetii en explotaciones ovinas, a través de su seguimiento a lo largo de cuatro parideras,
trabajo que ha dado lugar al Estudio 2. La rotura de stock de la vacuna en fase I en el momento
de iniciar este estudio, impidioé aplicar la vacunaciéon como medida de control. Cabe destacar
que, segun las observaciones de los ganaderos, estos 4 rebafios no tenian problemas de abortos,
y cumplian, en general, las pricticas de manejo habituales en la raza Latxa, con estancias
prolongadas en zonas de sierra compartiendo pastos con otros rumiantes domésticos. Hasta la
fecha, en la CAPV, se habia realizado seguimiento de la infeccion en explotaciones ovinas en las
que se habia llevado a cabo algun tipo de control (antibidticos y/o vacunacion) (Astobiza et al.,
2010; Astobiza et al., 20lla; Astobiza et al., 20llb; Astobiza et al., 2013), pero no en
explotaciones con las caracteristicas citadas.

Cada rebafio mostré una dindmica de infeccion por Coxiella diferente, con diferentes
porcentajes de animales excretores y diferente grado de excrecion bacteriana durante la primera
paridera. Ademas, la negatividad en el grupo de primalas y/u ovejas en algunos rebafios, sugiere
que la infeccion pudo entrar en cada rebafio en momentos diferentes. También la escasa
excrecion a través de la leche durante la primera paridera, que es la via de eliminacion de
Coxiella que dura menos en el tiempo, tiene menor carga bacteriana y que antes desaparece, en
comparacion con las heces y los fluidos uterinos, es otro de los indicadores para apoyar esta
hipdtesis (Astobiza et al., 2010; Astobiza et al., 201la; Astobiza et al., 2013; Berri et al., 2001,
Joulié et al., 2015; Rodolakis et al., 2007).

Antes de comenzar esta tesis se conocia que la excrecion de C. burnetii en rebafios
ovinos naturalmente infectados puede durar al menos 2 parideras consecutivas con un descenso
importante de la excrecién en la segunda paridera, y que también existen animales infectados de
forma cronica que pueden mantener la infeccion y permanecen como excretores durante mads
tiempo, pudiendo ser el origen de nuevas reinfecciones en el rebafio (Berri et al., 2002). En el
rebafo 4, a pesar de no estar vacunado, la infeccion fue desapareciendo progresivamente con el

paso de los afios, no habiendo apenas excrecion en la segunda paridera y desapareciendo en la
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tercera y cuarta. Sin embargo, en los otros 3 rebafios, a pesar de ser rebafios en los que parecia
que la infeccion ya estaba remitiendo, ocurrieron nuevas reinfecciones. En los rebafios 2 y 3 se
compraron lotes de ovejas gestantes, afectando de una u otra forma a la reactivaciéon de la
infeccion en estos rebafios. En el caso del rebafio 2, los animales gestantes introducidos unos
meses antes del momento de los partos eran susceptibles a la infeccion y al no estar vacunados
antes de su entrada, al introducirse en un ambiente contaminado, tras la infeccion,
experimentaron una alta excrecion de Coxiella en el momento del parto. En el caso del rebafio 3,
los resultados obtenidos indicaban que los animales comprados procedian de un rebaiio
positivo. Ambos casos han afectado de forma negativa al transcurso de la infeccion en los
rebafos 2 y 3. Estos resultados no sorprenden, puesto que la compra de animales es una de las
causas mas habituales de introduccion de ésta y otras infecciones en un rebafio (Anderson et al.,
2015; Pandit et al., 2016). El uso de pastos comunales donde se pasta en estrecho contacto con
otros rebafos, o con fauna silvestre (Barlozzari et al., 2020; Muema et al., 2017; Rizzo et al.,
2016), ha podido ser el caso de las reinfecciones experimentadas por el grupo de primalas del
rebano 1, pero tras hablar con el ganadero, en este caso no se daba esta circunstancia. Podria ser
que otras especies de rumiantes (cabras y vacas) existentes dentro de la explotacion pudieran

haber introducido la infeccidn, pero esta hipdtesis tampoco pudo ser confirmada.

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, hay que evitar la compra de animales,
asi como el contacto con otros rebafios de los que no se conoce el estatus de infeccion, restringir
los partos a zonas exclusivas de la explotacidon y extremar la limpieza y desinfeccion de las
instalaciones, podrian evitar las reinfecciones impidiendo que se prolongue en el tiempo la
infeccién dentro del rebafio. Ademas de las medidas citadas, la vacunacién con la vacuna
inactivada en fase I, reduciria el riesgo de reinfecciones durante el tiempo que C. burnetii
permaneciera activa en el rebafio (EFSA, 2010). No obstante, para que la vacunacion tenga un
efecto en la reduccion de la infeccion en la poblacion animal y en el entorno de la explotacion
infectada, ha de aplicarse durante varios afios consecutivos (Astobiza et al., 201la; Astobiza et
al., 2011b). Asimismo, la vacunacién es mas eficiente si se comienza a aplicar en los animales
jovenes no infectados, a los 3 meses de edad, cuando éstos son mas susceptibles a la infeccion
(de Cremoux et al., 2012b; Guatteo et al., 2008; Hogerwerf et al., 2011; Rousset et al., 2009b). En
el Estudio 2 se ha observado que las reactivaciones de la infeccion, con una mayor excrecion de
la bacteria, afectaron principalmente al grupo de las primalas. Por ello, algunos autores
recomiendan la aplicacion de la vacunacion en la reposicidon, con dosis de recuerdo anual,
durante varios afios hasta que todo el rebafio esté compuesto de animales vacunados (de

Cremoux et al., 2012b). Ademas, cabe sefialar que la vacunacion preventiva de los rebafios
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resultd ser la estrategia mas eficaz para la disminucion de la prevalencia de la fiebre Q en
Holanda, segin un modelo desarrollado para evaluar el efecto de cada una de las medidas de
control llevadas a cabo en este pais (Bontje et al., 2016). En cualquier caso, la opciéon mas
efectiva seria la vacunacion del rebafio completo al menos durante 10 afios, tal y como se ha
mostrado en un estudio donde se predice la evoluciéon de la infeccion en el ganado vacuno
(Courcoul et al., 2011). Los resultados obtenidos en los rebafios del Estudio 2, indican la
conveniencia de aplicar la vacunaciéon junto con una exhaustiva desinfeccion de las
instalaciones, para evitar el riesgo de sucesivas reactivaciones de la infeccion por Coxiella,
porque de lo contrario, existe el riesgo de que la infeccién se mantenga durante mas de 5 afos,

tal y como se ha observado en alguno de los rebafios estudiados.

En lo que respecta al ganado caprino, en los ultimos afios esta especie se ha visto
involucrada en importantes brotes humanos de fiebre Q (Bjork et al., 2014; Bond et al., 2016;
van der Hoek et al., 2012). Hasta el comienzo de esta tesis apenas se habia investigado el papel
del ganado caprino en el ciclo doméstico de la fiebre Q en la CAPV. Unicamente disponiamos
de un estudio de seroprevalencia (Ruiz-Fons et al., 2010), que indicaba que el 45% de los
rebafios tenia al menos un animal seropositivo, y que el 27% de estos rebafios tenia
seroprevalencias superiores al 20%, lo que sugeria que el ganado caprino también podria tener
vinculos con los brotes humanos de fiebre Q en la CAPV. No obstante, se habia asumido que al
tener un escaso censo en relaciéon al ganado ovino y vacuno, podria tener menos implicaciones
en la transmision de la fiebre Q a la poblacién humana. Sin embargo, los ultimos brotes de
fiebre Q investigados en la CAPV han tenido como posible fuente de infeccion a esta especie
(Alonso et al., 2015; Alonso et al., 2019; Hurtado et al., 2017), lo que ha creado la necesidad de
estudiar la epidemiologia de la infeccion por C. burnetii en esta especie, tal y como se ha hecho

en el Estudio 3.

La explotacion caprina estudiada padecio un alto porcentaje de abortos (81%), dentro del
rango de la tasa de abortos hallada por otros autores (Palmer et al., 1983; Rousset et al., 2009b).
La alta contaminacién ambiental generada por las excreciones de C. burnetii expulsadas por los
animales abortados a través de placentas, heces y otros fluidos, dio lugar a un brote de fiebre Q
entre los trabajadores y visitantes de la explotacion. Los brotes explosivos de abortos que
experimentan las cabras distan bastante de lo que se observa en la especie ovina, en la que las
tasas de abortos son sensiblemente mas bajas (Agerholm, 2013; Dijkstra et al., 2012; van den
Brom et al., 2015a). De hecho, tal y como se ha podido comprobar en el Estudio 2 de este trabajo
de tesis, los ganaderos no habian observado problemas de abortos significativos en las

explotaciones ovinas estudiadas.
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En los trabajos realizados en los rebafios ovinos del Estudio 2 y en otros trabajos previos,
se ha ido discerniendo cuales son las vias de excrecion de C. burnetii mas importantes y que
pueden contribuir mas a la contaminacién ambiental en el entorno de una explotacion afectada.
Se ha comprobado que, en el ganado ovino, los fluidos vaginales y las heces son vias de
excrecion mas duraderas en el tiempo a la vez que presentan niveles de excrecion bacteriana
mas elevados que a través la leche (Astobiza et al., 2010; Astobiza et al., 201la; Astobiza et al.,
2013; Berri et al., 2001; Joulié et al., 2015; Rodolakis et al., 2007). En lo que respecta al ganado
caprino, varios estudios definieron la leche como la via de excrecién de C. burnetii mas relevante
en esta especie (Arricau-Bouvery et al., 2003; Arricau-Bouvery et al., 2005; Rodolakis et al.,
2007), en comparaciéon con la excrecion a través de los exudados vaginales o las heces. Sin
embargo, estudios posteriores, han demostrado que Coxiella se excreta tanto a través de los
fluidos vaginales como de las heces, incluso durante periodos mas prolongados que a través de
la leche (Berri et al., 2005b; Roest et al., 2012). Los resultados observados en el Estudio 3, tras el
seguimiento de la infeccion en 35 cabras abortadas durante 7 meses, nos permitieron llegar a las
mismas conclusiones. Las muestras de exudados vaginales presentaron las mayores cargas
bacterianas, seguidas de las heces y por tltimo la leche. La excrecién de Coxiella en leche fue
practicamente nula al cuarto mes, tras el pico de abortos, mientras en heces la carga bacteriana
todavia era importante hasta el quinto mes. Por lo tanto, la cinética de excrecion de C. burnetii
en la especie caprina es similar a lo que ocurre en ganado ovino (Astobiza et al., 2010; Astobiza
et al., 2011a; Joulié et al., 2015; Rodolakis et al., 2007). La contribucién de los exudados vaginales
y las heces a la contaminacion ambiental generada en los aerosoles y polvo acumulado en la
explotacion, es clave para explicar el brote de fiebre Q que hubo entre los trabajadores y

visitantes del rebafio caprino.

Se ha comprobado que, en un rebafio infectado, tanto los animales que abortan como los
que tienen un parto normal, excretan Coxiella al medio exterior. Sin embargo, la excrecion
siempre es mayor en animales abortados (Joulié et al., 2015; Rousset et al., 2009a). Por lo que,
un rebafio infectado con tasas elevadas de abortos supondria un alto riesgo alto de contagio
para las personas que frecuenten la explotacion. Este hecho fue patente en el Estudio 3, ya que
un 78% de los trabajadores de la explotacion y un 31% de los visitantes, mostro sintomas
compatibles con fiebre Q y/o seroconversion. El origen del brote, que alert6 a Salud Publica, fue
el caso de neumonia en uno de los trabajadores, que es la manifestacién de la fiebre Q mas
comun en el norte de Espafia en casos graves agudos (Alende-Castro et al., 2018). También en el

Estudio 2, el ganadero propietario del rebafio 2 comenté al inicio del estudio que una persona
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de la explotacion habia padecido neumonia el afio previo al comienzo del estudio, pero, al no

requerir hospitalizacion, su etiologia no pudo ser determinada.

En el contexto de este brote de fiebre Q, los epidemiologos de Salud Publica instaron a
pasteurizar la leche de este rebafio caprino, ya que la destinaban a la produccion de queso
artesanal. La evolucion de la presencia de Coxiella en leche de tanque siguié logicamente la
misma cinética que se observo en la poblacion de cabras que se examinaba mensualmente, pero
se siguieron detectando bajos niveles de C. burnetii desde el tercer mes hasta la finalizacién del
estudio. El hecho de que la leche de tanque se negativizara mas tarde que en los animales en
seguimiento, no es contradictorio, ya que la leche de tanque es una muestra representativa de
todo el rebafo, por lo que algunas de las cabras no analizadas todavia podrian haber estado
excretando bajas cantidades de bacterias a lo largo del periodo de ordefo. En definitiva, el
seguimiento de muestras de leche de tanque en una explotacién, muestra la evoluciéon de la
excrecion en el rebafo. Asi mismo, en el Estudio 2, los resultados de la presencia de ADN de C.
burnetii en la leche de tanque, han sido un reflejo de cémo iba evolucionando la infeccion en
cada rebano, con aumentos puntuales de la carga bacteriana, relacionados con reinfecciones

puntuales que se iban sucediendo en algunos rebafios.

En cuanto a la cinética de anticuerpos tras la infeccion, en el caso del Estudio 3, el grupo
de cabras abortadas examinado mostré una respuesta humoral importante frente a C. burnetii, y
los anticuerpos se mantuvieron al menos durante los 7 meses que duro6 el estudio. A pesar de
que se sabe que tras la infeccién por Coxiella hay un porcentaje variable de animales que no
seroconvierte (Berri et al., 2001; Berri et al., 2005a; de Cremoux et al., 2012a; Reichel et al.,
2012; Rousset et al., 2009a), en este caso hubo una alta tasa de seroconversion, proxima al 100%
en algunos muestreos. En el Estudio 2, aunque el planteamiento del seguimiento de la infeccién
en los 4 rebarios fue diferente, con s6lo un muestreo a las ovejas y primalas en cada paridera, si
que se observo que las tasas de seroconversion fueron variables entre rebafios, y no superaron el
80%. En algunos rebafios ovinos del Estudio 2, el grupo de ovejas presentd niveles constantes de
la seropositividad a lo largo de 3 afios, lo que indica que la respuesta humoral frente a C.
burnetii puede durar largos periodos de tiempo, tal y como observaron Berri et al. (2005b), que
detectaron anticuerpos en ganado caprino durante los 15 meses de duracién del estudio.
También observaron que algunas ovejas que habian sido excretoras de C. burnetii en la paridera
del brote, seguian siendo seropositivas en las 2 parideras consecutivas (Berri et al., 2002). Tal y
como cabia esperar no hubo concordancia entre los resultados de los analisis de fluidos
vaginales, heces y leche mediante PCR a tiempo real, y los resultados de ELISA (Plummer et al.,

2018).
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En la fiebre Q, la via principal de infeccion es la aerégena (Eldin et al., 2017), por lo que
la existencia de aerosoles contaminados con C. burnetii supone un riesgo para las personas y los
animales susceptibles. La excrecion de la bacteria a través de las heces y otras secreciones por
parte de los animales infectados en plena paridera origina aerosoles contaminados con la
bacteria, que acaban depositandose en diferentes superficies de la explotacion, lo que conlleva
al acumulo de Coxiella en el polvo, donde la bacteria puede resistir viable en su forma SCV
(Plummer et al., 2018). Estas bacterias que se encuentran en el ambiente pueden desplazarse
por corrientes de aire, y movimientos de los propios animales, y pueden ser desplazadas a otras
explotaciones cuando el clima es seco y ventoso, favoreciendo la dispersion de C. burnetii (Clark
and Soares Magalhaes, 2018; de Rooij et al., 2016; Mori and Roest, 2018; Vranakis et al., 2020).
El andlisis de las muestras de polvo ha sido descrito como un parametro indicativo de infeccion
en las explotaciones, sobre todo en los rebafios de pequefios rumiantes (Carrié et al., 2019).
Ademads de haber detectado contaminacion ambiental en el entorno de explotaciones infectadas
(Joulié et al., 2015; Kersh et al., 2013), también se ha detectado C. burnetii en entornos urbanos
alejados de zonas ganaderas (Kersh et al., 2010b; Kersh et al., 2016). Durante el brote de
Holanda, se detecté ADN de C. burnetii en el 100% de las muestras de polvo tomadas en las
explotaciones localizadas en los focos principales de infeccion (de Bruin et al., 2012; de Bruin et
al., 2013). También se ha detectado la presencia de ADN de Coxiella en polvo en explotaciones
ovinas infectadas tras 4 afios de vacunacion, a pesar de que la excrecion de C. burnetii en la
poblacion animal era inexistente (Astobiza et al., 201la). Teniendo en cuenta lo expuesto, se
considero necesario dilucidar el significado de la presencia de ADN de C. burnetii en el polvo de

las explotaciones de pequefos rumiantes, y averiguar si las bacterias se pueden encontrar

viables, y durante cudnto tiempo. Para ello, se plante6 el tercer objetivo de la tesis, que ha
consistido en el “Estudio la viabilidad de C. burnetii en muestras medioambientales tomadas en
explotaciones afectadas por fiebre Q”. Asi, tanto en el Estudio 2 como en el Estudio 3, se
tomaron muestras medioambientales (polvo y aerosoles) a la par que se monitorizaba la
evolucion de la infeccidn en los animales. Al igual que lo observado en un estudio holandés (de
Bruin et al., 2013), y con la excepcion del muestreo realizado en la cuarta paridera del rebafio 4
(Estudio 2), el andlisis mediante métodos moleculares mostré que el 100% de muestras de polvo
tomadas en el interior de las explotaciones eran positivas a la presencia de ADN de Coxiella. Se
observé cierta variacion en la carga bacteriana, expresada con el valor de Ct obtenido en la
técnica de PCR a tiempo real. Asi, en el polvo tomado en las diferentes superficies de las
instalaciones del rebafio caprino (Estudio 3), se obtuvo un Ct promedio de 18,9, indicativo de la

existencia de millones de bacterias en el ambiente. Sin embargo en el Estudio 2, en el que los
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rebafos ovinos no habian sufrido abortos, al menos recientemente, y los animales mostraban
excreciones de C. burnetii moderadas-bajas, los valores de Ct promedio estuvieron dentro del
rango entre 27 y 33. Sin embargo, un resultado positivo en PCR no es indicativo de que la
bacteria se encuentre viable, por lo que ha sido necesario recurrir a otros métodos.

Pocos estudios hasta el momento han analizado la viabilidad de la bacteria en este tipo
de muestras ambientales, y los que existen han utilizado la inoculaciéon de homogeneizados de
polvo en modelo murino, con el posterior cultivo del bazo en cultivos celulares (Kersh et al.,
2010b; Kersh et al., 2013; Kersh et al., 2016). En este trabajo seguimos este tipo de
procedimiento con un doble objetivo, por un lado analizar durante cudnto tiempo permanece
Coxiella viable tras los abortos, a lo largo del periodo de la paridera y ordefio en un rebafio
caprino (Estudio 3), y, por otro, evaluar cuanto tiempo se puede detectar Coxiella viable a lo
largo de sucesivas parideras (Estudio 2).

En el estudio 3 se realizaron cuatro muestreos de polvo, y los indculos que se prepararon
con los homogeneizados de polvo tenian una cantidad de equivalentes genémicos (EG) de C.
burnetii acordes a la gran contaminacién ambiental presente (10° EG). Teniendo en cuenta los
resultados de estudios ya publicados (Kersh et al., 2010b; Kersh et al., 2013; Kersh et al., 2016;
Mori et al., 2013; Zhang et al., 2005b), se utilizé6 un niimero minimo de ratones BALB/c por
homogeneizado que se sacrificaron los dias +7 (2 ratones) y +21 post-inoculacién (2 ratones).
Los bazos que fueron positivos con la técnica PCR, se cultivaron en la linea celular Vero, donde
se pudo comprobar la multiplicacién de Coxiella a partir de las muestras de polvo tomadas en el
momento algido de los abortos, pero no se detect6d crecimiento de C. burnetii en muestras de
polvo tomadas a los 2, 3 y 4 meses desde que tuvo lugar el altimo parto. Estos resultados son de
gran interés a la hora de establecer recomendaciones a los ganaderos que reciben visitas en la
explotacion, para que no autoricen la entrada de personal ajeno durante el periodo de paridera y
durante semanas después, hasta que al menos no se cumpla un periodo minimo de 2 meses
desde el dltimo parto. Estos resultados son de gran utilidad prdctica a la hora de establecer
medidas de bioseguridad en las explotaciones, ya que en la CAPV, la entrada de visitantes al
interior de las cuadras es una practica habitual, y en algunos casos, el hecho de recibir visitas
puede originar ingresos economicos.

El estudio de viabilidad correspondiente al Estudio 2 fue realizado con posterioridad al
del Estudio 3, ya que comprendia muestras de 4 parideras. Los inoculos de polvo se
mantuvieron a -80°C hasta el momento de realizar la infeccion experimental en modelo murino.
Esta se realizé con las muestras de polvo tomadas en cada rebafio y afio, durante la paridera de
las primalas, consecutiva a la paridera de las ovejas. Se tomd la decisién de investigar la

viabilidad en las muestras en dicho periodo pensando en que estas muestras acumularian una
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mayor carga bacteriana, procedente de ambas parideras. Para cada homogeneizado de polvo se
inocularon 4 ratones BALB/c que se sacrificaron los dias +14 (2) y + 21 p.i. (2). Los EG de
Coxiella de los inéculos fueron sensiblemente inferiores (10%-10%), a los obtenidos en el Estudio
3, debido a la menor concentracion de C. burnetii en el polvo de las explotaciones ovinas, como
ya se ha comentado. Sin embargo, se detectaron varios ratones positivos los dias +14 y +21 p.i. en
los rebafios 1, y 3, confirmando que todavia en la cuarta paridera habia suficiente numero de
Coxiella viables capaces de multiplicarse en modelo murino y células Vero.

En el Estudio 3 no se detectdé crecimiento de C. burnetii en las muestras de polvo
recogido a los 2, 3 y 4 meses desde que tuvo lugar el altimo parto, a pesar de que los indculos
albergaban aparentemente una alta carga bacteriana. Por lo tanto, teniendo en cuenta que en el
Estudio 2 se detecto viabilidad de Coxiella en muestras de polvo con concentracion bacteriana,
sensiblemente mas baja, esto indicaria que efectivamente los resultados obtenidos en el Estudio
3 serian correctos y que Coxiella permaneceria viable en muestras de polvo durante un periodo
limitado de tiempo, tal y como han hallado otros autores, que indican una viabilidad en
muestras de polvo de 2 meses (revisado por EFSA, 2010).

Otras muestras ambientales, como los aerosoles tomados tanto fuera como dentro de las
explotaciones, también han aportado informacién sobre la intensidad de la contaminacién
ambiental en las explotaciones ovinas y caprina, investigadas en los Estudios 2 y 3. En el Estudio
2, en el que la poblaciéon animal mostréd en general una baja excrecion de C. burnetii, la
contaminacion detectada en los aerosoles externos fue en general muy baja, o nula. Los
aerosoles tomados en el interior de las explotaciones, mostraron por lo general una mayor carga
de C. burnetii, que fue descendiendo progresivamente en los rebafios 2 y 4, mientras que en los
otros dos rebafios (rebaiios 1y 3) hubo repuntes debidos a las reinfecciones que experimentaron
los grupos de primalas. Sin embargo, en el Estudio 3, todas las muestras de aerosoles tomados
tanto dentro, como fuera de la cuadra, fueron positivas durante los 7 meses de seguimiento de
la infeccién, y las cargas bacterianas fueron altas, especialmente en el interior de las
instalaciones. La contaminacién ambiental de los aerosoles siguid la misma cinética que el
transcurso de la infeccion en los animales, altas cargas en el momento de los abortos y un
descenso progresivo durante los meses sucesivos. Estos resultados corroboran lo observado en

otros estudios realizados en explotaciones ovinas (Joulié et al., 2015).

La persistencia del ADN de C. burnetii en el entorno de la explotacion, puede ser debida
a varias causas, y entre ellas, a la ausencia de medidas de limpieza y desinfeccion. De hecho, en
un estudio en el que se observo la ausencia de excrecion bacteriana por parte de los animales

tras 4 afos de vacunacidn, se seguian detectando aerosoles y polvo contaminado con C. burnetii
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(Astobiza et al., 2011a). En otro estudio llevado a cabo en la CAPV, en 2 rebafios ovinos que
habian presentado abortos por fiebre Q, s6lo uno de los rebafios presentaba aerosoles
contaminados, y estas diferencias se achacaron al diferente manejo que se hacia con el estiércol
(Astobiza et al., 2011b), ya que el rebafio que mostré negatividad a la presencia de ADN de
Coxiella, utilizaba un sistema que no generaba aerosoles reduciendo de esa forma la
contaminacion ambiental. Estos resultados ponen de manifiesto el riesgo que conlleva el
incorrecto manejo del estiércol en una explotacion infectada. Ademads, en el estudio 2, se ha
observado que la carga bacteriana detectada en el polvo acumulado en el interior de las cuadras
estaba determinada por el nimero de animales excretores de C. burnetii en heces, material que

constituye mayoritariamente el estiercol.

El hecho de que los aerosoles contengan menos carga bacteriana que el polvo recogido
de superficies puede ser debido a que los aerosoles representarian la contaminacion puntual
existente en el momento del muestreo. Por el contrario, las muestras de polvo tomadas en las
superficies pueden contener un acimulo continuo de bacterias, por lo que es complicado
comparar los resultados en ambos tipos de matrices (de Bruin et al., 2012). Es interesante
destacar que en Holanda, un afio después del gran brote, casi un 30% de los aerosoles tomados
en diferentes zonas residenciales del drea mas afectada, seguian siendo positivos a la presencia
de Coxiella, aunque la carga bacteriana detectada era muy baja (de Rooij et al., 2016). En ese
mismo periodo, los muestreos realizados en las explotaciones (de Bruin et al., 2013), detectaron
que todas las muestras tomadas en el interior de las instalaciones eran positivas y tenian un
grado de contaminacion bacteriana significativamente mayor que las muestras de aire tomadas
fuera de las explotaciones. Sin embargo, la positividad se mantenia a 1 kilémetro de distancia
desde las explotaciones afectadas (de Bruin et al., 2013). Esta informacion indica la necesidad de
extremar las precauciones en el manejo de los animales en una explotacion afectada, ya que el
movimiento de animales entre el interior y el exterior de la cuadra, asi como permitir que los
partos tengan lugar fuera de las instalaciones, o apilar el estiércol fuera de la cuadra en dias
secos y ventosos, implicarian un mayor perimetro de contaminacion del aire, por lo que todas
esas actividades deberian realizarse en el interior de la cuadra. Ademads, la contaminacién que se
origina en el exterior de la cuadra puede ser transportada por el viento o vehiculos que entren
en la explotacién hacia otras zonas alejadas, dispersando asi C. burnetii (Clark and Soares
Magalhaes, 2018). Desafortunadamente, en este trabajo no se ha realizado la evaluacién de la
contaminacion ambiental presente en el perimetro de las explotaciones afectadas, pero si que se
pudo hacer un seguimiento de la posible aparicion de casos humanos de fiebre Q en el entorno

de la explotacion caprina investigada en el Estudio 3. Alrededor de esta cuadra habia una serie
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de casas y caserios cuyos propietarios solian acudir los fines de semana, y a los que se les explicé
la importancia de hacer un seguimiento de cualquier sintoma compatible con la fiebre Q que
pudiera darse. No hubo ninguna notificaciéon de casos o sospechas de fiebre Q entre los
habitantes del vecindario, lo que parece indicar que la presencia de la contaminacion exterior
por C. burnetii no tuvo consecuencias relevantes. Sin embargo, en las valoraciones
retrospectivas realizadas por los epidemidlogos de Salud Publica acerca de las visitas que habian
frecuentado la explotacion en el periodo de riesgo, se comprob6 que un grupo de estudiantes y
profesores de una Escuela Agraria habia visitado la explotacion durante unas pocas horas
durante la época de partos. En el grupo hubo casos confirmados de fiebre Q, aunque la tasa de
ataque fue inferior a la observada en los trabajadores. Tal y como se ha comentado, algunas
explotaciones en la CAPV reciben una remuneracion extra aceptando visitas profesionales o de
grupos de turistas, por lo que se deberia de evitar la entrada de personal ajeno durante el
periodo de la paridera, ya que es un factor de riesgo y causa de brotes de fiebre Q, tal y como

han indicado también otros autores (Kersh et al., 2013; Whelan et al., 2012).

En relacién con el cuarto objetivo, “Identificacion de los genotipos de C. burnetii

presentes en muestras animales y medioambientales de las explotaciones de pequerios rumiantes,
su evolucién en el tiempo y su relacion con brotes humanos de fiebre Q”, los Estudios 1, 2 y 3 han
definido cudles son los genotipos de C. burnetii predominantes en las explotaciones ovinas y
caprinas estudiadas, y estos hallazgos pueden ser extrapolables al conjunto de la poblacion de
pequeiios rumiantes de la CAPV. Tal y como se ha comprobado, las especies ovina y caprina
comparten genotipos de C. burnetii (SNPI/MSTI3 y SNP8/MSTI8), hecho que ya se habia
observado con anterioridad en un estudio realizado en la CAPV sobre los genotipos circulantes
en los rumiantes domésticos mediante la técnica MLVA y MST (Astobiza et al., 2012b). Estos

genotipos también se han identificado en brotes de fiebre Q en humanos (Eldin et al., 2017).

El estudio de los genotipos se ha llevado a cabo mediante la técnica de genotipado SNP
(Single Nucleotide Polymorphism) (Huijsmans et al., 2011) y la técnica MST (Multispacer
Sequence Typing) (Glazunova et al., 2005). Se ha preferido utilizar estas dos técnicas, en
detrimento de la técnica MLVA (Multilocus variable number of tandem repeats - VNTR -
analysis) (Arricau-Bouvery et al., 2006; Svraka et al., 2006), porque esta ultima, a pesar de ser
mas discriminatoria, conlleva cierta dificultad para poder comparar los resultados entre
laboratorios, y por su dificil estandarizacién. Ademas, las técnicas de SNP y MST son mas
sencillas y permiten comparar los resultados obtenidos con los obtenidos por otros grupos de
investigacion (Eldin et al., 2017; Sidi-Boumedine and Rousset, 2011). Tanto el Estudio 1 como el

Estudio 2 han revelado que los genotipos predominantes en el ganado ovino de la CAPV son el

149



V. RESUMEN DE RESULTADOS Y DISCUSION GENERAL

SNPI y el SNP8, aunque también se detectaron el SNP4 (Estudio 1) y el SNP5 (Estudio 2), de
forma esporadica. Los dos primeros han correspondido con MSTI3 y MSTI18, respectivamente,
pero desafortunadamente, no se han podido obtener los perfiles completos de MST de los
genotipos SNP4 y SNP5 ya que el ADN disponible tenia una baja carga bacteriana. Ambas
técnicas de genotipado tienen la ventaja de poder aplicarse en muestras clinicas, sin necesidad

de realizar aislamiento previo en cultivo celular (Sidi-Boumedine and Rousset, 2011).

En el transcurso de la tesis se ha podido estudiar el impacto clinico de estos genotipos de
C. burnetii en la salud humana. Asi en el Estudio 3, se produjo un brote de fiebre Q entre
trabajadores y visitantes de una explotacién caprina, que estaba infectada por el genotipo
SNP1/MST13. Tal y como ya se ha comentado solo uno de los trabajadores presenté neumonia,
mientras el resto mostro sintomas poco especificos (fiebre, mialgia, etc), lo que sugiere que este
genotipo podria causar sintomas moderados en la enfermedad. Sin embargo, recientemente,
hemos tenido la oportunidad de realizar el seguimiento de otro brote de fiebre Q entre los
trabajadores de una empresa de transporte autorizada para el transporte de mascotas (Alonso et
al., 2019), en la que se identificé el genotipo SNP1/MST13 como fuente de infeccion, y en este
caso hubo un porcentaje alto de neumonias entre los trabajadores. Por otra parte, el
SNP8/MSTI8 también ha sido detectado en la CAPV en el transcurso de otros brotes humanos
de fiebre Q, con neumonia como principal manifestacion clinica (Hurtado et al., 2017). Por lo
tanto, podemos decir que los genotipos predominantes en los pequefios rumiantes darian lugar
a cursos agudos de la enfermedad, con neumonia en casos graves, tal y como se ha venido
observando en la CAPV y en otras comunidades del norte de Espaiia (Alende-Castro et al., 2018;
Pérez-Arellano et al., 2018). Es de interés destacar que en otras zonas de Espafia predomina otro
tipo de sintomatologia asociada a la fiebre Q, con afectacién hepdtica, entre otros sintomas
(Alende-Castro et al., 2018), por lo que seria de interés conocer cudles son los genotipos

asociados a otras sintomatologia.

Si nos fijamos en los resultados obtenidos en muestras de casos humanos, los genotipos
MST predominantes en el ganado ovino y caprino de la CAPV se han detectado en pacientes de
varios paises del sur de Europa (Eldin et al., 2017). En lo que respecta a los rumiantes
domésticos, haciendo una recopilacion de los hallazgos previos, el genotipo SNP1 ha sido
descrito en ganado caprino en Francia y Bélgica, en ganado ovino en Marruecos y en ganado
caprino, ovino, vacuno, asi como en pacientes de Holanda (Boarbi et al., 2014; Dal Pozzo et al.,
2016; Huijsmans et al., 2011). EI genotipo SNP8, detectado en muestras clinicas humanas en

Holanda, Italia y Eslovaquia (Huijsmans et al., 2011), se ha asociado con el genotipo MSTI8
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(Pearson et al., 2014), tal y como se ha observado en las muestras genotipadas del Estudio 2 de

esta tesis.

El SNP5 encontrado en el Estudio 2, se ha identificado previamente en Bélgica y Francia
en muestras de origen caprino (Dal Pozzo et al., 2016; Huijsmans et al., 2011) y el MST
correspondiente podria ser el MST8 (Pearson et al., 2014), responsable también de brotes de
fiebre Q en ganado caprino reportados en Estados Unidos (Kersh et al., 2013). Si asumimos que
el SNP5 puede corresponder al MSTS, éste seria el tercer genotipo compartido entre el ganado
ovino y caprino de la CAPV segtn lo observado por (Astobiza et al., 2012b), aunque este

genotipo seria, seguin los resultados obtenidos, poco frecuente.

Respecto al SNP4 detectado de forma esporadica en el Estudio 1, se ha detectado en
leche de tanque caprina en Holanda Huijsmans et al., 2011). Pearson et al. (2014) infirieron que
el SNP4 podia corresponder al MST20, genotipo asociado principalmente con el ganado bovino
(Astobiza et al., 2012b; Kersh et al., 2016; Pearson et al., 2014). Sin embargo, el genotipo MST20,
también se ha detectado de manera minoritaria en muestras de leche caprina (Pearson et al.,
2014), en productos de aborto de un rebafio caprino del Reino Unido (Reichel et al., 2012), y
recientemente, también en una muestra de placenta ovina (Hemsley et al., 2019). Es de interés
destacar que el genotipo MST20 ha sido detectado en algunas muestras de origen humano en

Espaiia, Francia 0 Portugal (https://ifr48.timone.univ-

mrs.fr/mst/coxiella_burnetii/strains.html), y el SNP4 en sangre de pacientes en Eslovaquia

(Huijsmans et al., 2011). Por lo tanto, teniendo en cuenta los hallazgos de esta tesis, y su relacion
con los hallazgos obtenidos en otros estudios, la infeccion por C. burnetii en poblacidon ovina y
caprina de la CAPV podria estar causada por cuatro genotipos diferentes, siendo los mas
prevalentes el SNP1/MST13 y SNP8/MSTIS8, y los menos frecuentes SNP5 (posible MST8) y SNP4
(posible MST20). En el futuro, seria de interés conocer el impacto clinico de cada uno de estos
genotipos en los casos de fiebre Q de los pequefios rumiantes, asi como su relevancia en el
origen de brotes humanos. De momento, sabemos que el SNP1/MSTI3 causa graves brotes de
abortos en la poblaciéon caprina, segun lo observado en el Estudio 3. Sin embargo, en la
poblacion ovina (rebafios 2 y 4 del Estudio 2) este genotipo no parece tener impacto como causa
de abortos, y ademds, parece que la infeccion no permanece tanto tiempo activa en las
explotaciones, en comparacidén con el genotipo SNP8/MSTI8. No obstante, en estos rebafios
hubo reactivaciones de la infeccion a partir de la segunda paridera, lo que pudo causar que
todavia hubiera abundante cantidad de C. burnetii viable en el ambiente de las explotaciones

durante la cuarta paridera.
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Por ello, otro aspecto de interés observado en las pruebas de viabilidad realizadas con las
muestras de polvo, es que unicamente el polvo de las explotaciones infectadas con el genotipo
SNP8/MSTI8 mostré que las C. burnetii presentes eran capaces de multiplicarse en la
combinacion de modelo murino y cultivo celular. Sin embargo, la cantidad de EG de C. burnetii

en los inoculos del polvo con genotipo SNP1/MST13 fue ligeramente inferior.

Otra explicacién podria ser la mayor facilidad del genotipo SNP8/MSTI8 para
multiplicarse en los tejidos del ratén, y posteriormente en las lineas celulares, ya que la
propagacion de C. burnetii varia significativamente segtn la cepa de que se trate (Mori et al.,
2013). En este dltimo estudio, la cepa de referencia Nine Mile (SNP3) mostré una mayor
capacidad de crecimiento que las cepas aisladas en brotes de fiebre Q en ganado caprino (con
genotipo idéntico al SNP1/MST33 de la cepa causante del brote de Holanda) y en ganado bovino
de Bélgica (SNP2), las cuales tuvieron un ratio de multiplicacion similar (Mori et al., 2013). Sin
embargo, hay que tener en cuenta que en ese estudio (Mori et al., 2013), la inoculacion se
realiz6 con concentraciones de C. burnetii viables conocidas, por lo que las respuestas generadas
en las infecciones experimentales llevadas a cabo con muestras de campo podrian no ser
comparables. En un estudio reciente también se comprobd que el grado de esplenomegalia
observado en los ratones infectados, y el tiempo en el que se detectaba la infeccion, variaba
entre cepas de C. burnetii (Miller et al., 2020). Estos autores concluyeron que aunque las cepas
de C. burnetii presenten diferente virulencia, también es posible que generen diferente
respuesta inmune, favoreciendo que la infeccion permanezca mas o menos tiempo, y con mas o
menos intensidad, en el curso de la infeccidon experimental. La diferencia de virulencia entre
diferentes cepas ha sido analizada también recientemente en otros estudios (Long et al., 2019;
Melenotte et al., 2019). En el estudio de Melenotte et al. (2019), al igual que lo observado en el
estudio de Miller et al. (2020), hubo diferencias en los niveles de virulencia en funcion de la
cepa, observando una mayor variabilidad entre cepas si se utilizaban los ratones BALB/c de una
sensibilidad intermedia, en comparacién con los ratones SCID (inmunodeficientes) (Melenotte
et al., 2019). Esto explicaria la variabilidad obtenida en el crecimiento de C. burnetii en los

tejidos de ratones inoculados con un mismo inéculo, observada en los Estudios 2, 3y 4.

Respecto a la coexistencia de diferentes genotipos de C. burnetii en una misma
explotacion, existen trabajos previos que ya lo habian confirmado (Astobiza et al., 2012b; Bauer
et al., 2015; Dal Pozzo et al., 2016; Joulié et al., 2015; Pifiero et al., 2015). En el Estudio 2, se ve
claramente que este hecho se da especialmente en los rebanos que tienen la practica de comprar
animales. Lo que también llama la atencién son los resultados del Estudio 1, en el que en el

lapso de tiempo de 10 afios, se comprobd que en la poblacion ovina hubo variaciones en el
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genotipo predominante, pasando del predominio del SNP8 en 2005 al predominio del SNP1 en
el afno 2015. Estos resultados merecen ser confirmados con un nuevo estudio, ya que se deberian
de repetir los mismos anadlisis al cabo de unos afios, pero en los mismos rebafios, ya que en el
Estudio 1 no se pudo disponer de ADN suficiente para genotipar las muestras de los rebafios
positivos en ambos periodos de tiempo. No obstante, la explicacion a estos resultados podria
estar ligada a los cambios en el censo ovino, que disminuyé en 94.000 cabezas en dicho periodo
de tiempo, lo que habria permitido la expansion de un genotipo a costa de la supresion del otro.
También seria de interés realizar estudios de prevalencia en fauna silvestre, que completen los
conocimientos ya disponibles en esta zona (Astobiza et al., 201lc), para conocer los genotipos
que afectan a los ungulados silvestres y que comparte zonas de pastoreo con el ganado ovino de
la CAPV, ya que durante los ultimos afios la poblacién de corzos y de jabalies en la CAPV ha
sufrido un incremento significativo, y ambas especies parecen ser reservorios de C. burnetii

(Astobiza et al., 2011c).

En la caracterizacion de cepas de C. burnetii, ademas del estudio de los genotipos,
existen otras clasificaciones basadas en el estudio de diferentes genes y plasmidos. En el Estudio
2, se realizo6 la caracterizacion mediante el andlisis del gen adaA y el plasmido QpHI en las
muestras con genotipos SNP1/MST13 y SNP8/MSTI8 (datos no publicados). En ambos se detectd
la presencia del plasmido QpH]I, confirmando hallazgos previos. Ademas, debido a la relacién
entre los MST identificados por Glazunova et al. (2005) y los grupos gendmicos definidos por
Hendrix et al. (1991), tanto el MSTI3 como el MSTI8 se situarian en el grupo genémico II
(Hornstra et al., 2011), grupo genomico con presencia del plasmido QpHI (Hendrix et al., 1991).
La correlacion entre la presencia de este plasmido y el gen adaA fue observada en un estudio
realizado por Frangoulidis et al. (2013). Esta correlacién ha sido observada también en las
muestras del Estudio 2, ya que ambos genotipos mostraron presencia del gen adaA.
Inicialmente, tanto el gen adaA como la presencia del plasmido QpHI fueron relacionados con
casos agudos de fiebre Q en humanos (Hendrix et al., 1991; Samuel et al., 1985; Zhang et al.,
2005a), sin embargo esto no siempre se ha cumplido (Frangoulidis et al., 2013; Jado et al., 2012;
Stein and Raoult, 1993; Thiele and Willems, 1994). Ademads, existen otros pldasmidos
relacionados también con adaA como el plasmido QpDG (Frangoulidis et al., 2013). En
resumen, los genotipos identificados en el Estudio 2, SNP1/MST13 y SNP8/MSTI8, presentan el
gen adaA y el plasmido QpHI (datos no publicados), y se han asociado con casos humanos de
fiebre Q aguda, con sintomatologia respiratoria (neumonia), tal y como se ha observado en el
Estudio 3, y en otros trabajos realizados recientemente en la CAPV en el curso del seguimiento

de brotes humanos de fiebre Q (Alonso et al., 2019; Hurtado et al., 2017) .
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Como ya se ha comentado previamente, la via oral no parece ser una via importante de
transmision de la fiebre Q (Gale et al., 2015), en relacién a la importancia de la via aerogena,
pero no se puede descartar totalmente. Hay numerosos estudios en los que se ha detectado
ADN de C. burnetii en leche y diferentes tipos de productos lacteos (Abdali et al., 2018; Capuano
et al,, 2012; Eldin et al., 2013; Fretz et al., 2007; Galiero et al., 2016; Hirai et al., 2012; Tatsumi et
al., 2006). Ademads, se ha confirmado que C. burnetii permanece viable en algunas de esas
matrices (leche, mantequilla, queso fresco tipo cottage) durante periodos de tiempo variable
(Gale et al., 2015; Loftis et al., 2010; Olivas et al., 2016; To et al., 1998a). Por ello, y debido a la
alta prevalencia de la infeccion por C. burnetii observada en la poblacién ovina de la CAPV, cuya

produccion principal es el queso, el quinto objetivo de esta tesis consistié en “Investigar la

prevalencia de C. burnetii en quesos elaborados con leche cruda, y su viabilidad a lo largo del
proceso de maduracién”. En relacion a los estudios de viabilidad en el queso, se habia detectado
la viabilidad de C. burnetii en quesos frescos tipo “cottage” de 42 dias (revisado por Gale et al.,
2015), pero en el resto de estudios recientes no se habia demostrado la viabilidad de C. burnetii
en quesos curados elaborados con leche cruda (Eldin et al., 2013; Hirai et al., 2012).

En el Estudio 4 de este trabajo de tesis se investig6 en primer lugar la presencia de ADN
de C. burnetii en quesos curados elaborados de forma artesanal con leche de oveja sin
pasteurizar con diferentes origenes dentro de la peninsula y comprados en mercados y
supermercados. Se hall6 que el 30% de los quesos analizados eran positivos, y que esta cifra
estaba dentro del rango de prevalencia observado en otros estudios realizados en Europa
(Capuano et al., 2012; Galiero et al., 2016). Tras confirmar que la prevalencia era elevada, el
siguiente paso fue demostrar la viabilidad de Coxiella, y evaluar los cambios experimentados en
la viabilidad a lo largo del proceso de maduracién. Para ello, se seleccionaron 5 quesos que
habian mostrado un valor de Ct bajo en PCR a tiempo real, y con una maduracién entre 2y 3,1
meses. Se utilizo el modelo animal BALB/c y cultivo celular, al igual que se hizo en los estudios
de viabilidad de C. burnetii en muestras de polvo. Se detectaron C. burnetii viables el dia +14 p.i.
en un ratén inoculado con un queso que habia mostrado un Ct de 24,1 en PCR a tiempo real, de
3,1 meses de maduracion, y procedente de una explotacion que habia reportado abortos
recientes por fiebre Q. El posterior andlisis de quesos de diferentes grados de maduracion, de
esta misma explotacion, reveld que ratones que habian sido inoculados con homogeneizados de
queso de diferentes grados de curacion eran positivos el dia +21p.i.. Por lo tanto los resultados
de este estudio han proporcionado una de las aportaciones mas relevantes de este trabajo de
tesis, que es la confirmacion de que C. burnetii puede mantenerse viable en quesos de hasta casi
9 meses de maduracién, en condiciones de pH acido y con una baja actividad de agua,

parametros que suelen analizarse en el control de calidad de alimentos (Etayo et al., 2006;
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Trmcic et al., 2017). Todo ello confirma que C. burnetii tiene una alta capacidad de resistencia
en pH &cido, similar al que se encuentra en la vacuola parasitéfora tardia (pH 4,5) donde se
multiplica (EFSA, 2010; Minnick and Raghavan, 2011), ademas de ser capaz de soportar
condiciones de estrés osmotico, y desecacidn, entre otros factores (EFSA, 2010; Oyston and
Davies, 2011). Esta adecuacion de C. burnetii al pH acido, es compatible con las observaciones
hechas en un estudio reciente que demostré que Coxiella muestra un mayor crecimiento a pH
comprendido entre 4,5 y 5,5, mientras que a pH 6 o superior, no se detecté crecimiento en
medio axénico (Smith et al., 2019).

En el conjunto de todas las infecciones experimentales realizadas en esta tesis (Estudios
2, 3y 4) para el estudio de la viabilidad de C. burnetii, se ha observado que hay una serie de
ratones en los que Coxiella no se multiplica, a pesar de que los mismos in6culos son capaces de
reproducir la infeccion en otros animales del mismo lote. Esto podria deberse a la sensibilidad
intermedia que presentan los ratones BALB/c tal y como se ha comentado anteriormente, y
también a que en cada indculo procedente de muestras de campo (polvo, quesos), habria
diferente nimero de bacterias viables lo que haria que la infeccion progresara de diferente
forma en cada individuo inoculado. La razén por la que en otros estudios no se ha detectado
viabilidad de C. burnetii en quesos (Eldin et al., 2013) ha podido radicar en que tras la
inoculacion, han mantenido los ratones con vida hasta el dia +7 p.i., y este periodo de tiempo no
parece ser suficiente para que se multiplique C. burnetii en los tejidos de raton, tal y como
hemos comprobado en los Estudios 3 y 4, donde la multiplicacion se ha revelado siempre los

dias +14 o +21 p.i..

Existen algunos estudios en los que el consumo regular de leche sin pasteurizar de vaca
o cabra y queso elaborado con leche cruda de cabra ha dado lugar a seroconversiéon y/o a
sintomas compatibles con fiebre Q en personas con o sin relacion con ganado doméstico
(Benson et al., 1963; Fishbein and Raoult, 1992; Signs et al., 2012). Las evidencias de que el
consumo de C. burnetii viable por via oral ocasione la enfermedad, no son del todo claras (Gale
et al., 2015), ya que en ninguno de los trabajos se ha podido descartar la posible co-transmision
por via aerdgena (Fishbein and Raoult, 1992; Signs et al., 2012). A pesar de lo anteriormente
expuesto, el riesgo de contagio por via oral ha sido confirmado recientemente en modelo
murino (Miller et al., 2020), si bien parece que la infeccidn es menos severa por esta via en
comparacion con la inoculacién por via intraperitoneal, por lo que la diseminacién de la
infeccion a través de la via oral parece ser menos eficiente (Miller et al., 2020). Teniendo en
cuenta los resultados de los estudios de viabilidad de C. burnetii en leche sin pasteurizar, en los

que han detectado bacterias viables (Gale et al., 2015; Loftis et al., 2010; Olivas et al., 2016; To et
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al., 1998a), y los obtenidos en esta tesis en muestras de quesos, todos ellos sugieren que, aunque
el riesgo de infeccidn con C. burnetii por via oral sea bajo, no habria que descartarlo totalmente
(Gale et al., 2015). Por ello, una de las medidas a tomar en rebafios de aptitud lechera, tras un
brote por fiebre Q y con un grado de excrecion alto de la bacteria en leche, es la pasteurizacion,

tal y como se llevo a cabo en el Estudio 3.

En resumen, los resultados de los cuatro estudios que conforman este trabajo de tesis
han aportado informacion de gran interés sobre la epidemiologia de la fiebre Q en los pequerios
rumiantes, y sobre los genotipos de C. burnetii predominantes en la CAPV, compartidos por
estas especies y asociados a casos de fiebre Q humana. También se han aportado novedosos
resultados sobre el tiempo que C. burnetii permanece viable en el entorno de las explotaciones,
asi como en los productos derivados de la produccion lechera. Ademas de los trabajos previos
realizados por el grupo de Sanidad Animal de NEIKER, los trabajos de esta tesis han aportado
cuestiones practicas de interés tanto para los profesionales de la Salud Publica como para los
gestores de la Sanidad Animal desde la perspectiva de una Unica Salud (One Health approach),
que han sido claves para que a fecha de hoy ya se haya publicado un Plan de Vigilancia y Control

de la fiebre Q en Euskadi (BOPV n°42, 2 de marzo de 2020).
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El andlisis de muestras de leche de tanque ha mostrado su validez para realizar la
vigilancia activa de la infeccién por Coxiella burnetii en el ganado lechero. La prevalencia
de C. burnetii en la poblacién ovina de la CAPV se ha mantenido estable durante 10 afios
(2005-2015), periodo en el cual no se han aplicado medidas especificas para el control
de la infeccién y en el que algunos rebafios han pasado por diferentes estatus de

infeccion.

El seguimiento de la infeccion por C. burnetii en 4 rebafios ovinos naturalmente
infectados durante 4 parideras consecutivas, ha permitido comprobar que, sin la
aplicacidon de medidas de control, higiene y bioseguridad, la infeccion por C. burnetii en
el rebafo puede perdurar al menos 5 afos. Ciertas actividades del manejo del rebafio,

como la entrada de nuevos animales, contribuyen a reactivar la infeccion.

Conforme se va superando la fase inicial de la infeccion, en las sucesivas parideras la
infeccion por C. burnetii se mantiene en la poblaciéon animal, pero con un bajo
porcentaje de animales excretores, y una baja excrecion bacteriana, lo que se traduce en
un descenso de la contaminacion ambiental. Durante este periodo las ovejas adultas
presentan seroprevalencias que flucttian entre el 30 y el 80%. El grupo de primalas, mas

susceptibles a la infeccion, puede presentar nuevos repuntes de la infeccion.

Tras el brote de abortos por fiebre Q en el rebafio caprino estudiado, los exudados
vaginales y las heces han sido las principales vias de excrecion de C. burnetii, mientras
que la leche ha sido la ruta con menor excrecidon y la menos duradera. El patrén de
infeccion por Coxiella en la especie caprina ha resultado ser similar al observado en

estudios previos en la especie ovina.

Tras el brote de abortos, la excrecion de C. burnetii por los animales infectados origina
una elevada contaminacion ambiental, que se mantiene durante meses en el entorno de
la explotacion y puede dar lugar a un brote de fiebre Q en personas que accedan a las
instalaciones ganaderas, tal y como se ha observado en esta tesis. Sin embargo, la
cantidad de Coxiellas viables en el ambiente va descendiendo progresivamente hasta
alcanzar niveles bajos, no detectables tras inocular muestras de polvo en modelo murino

y cultivo celular, una vez transcurridos dos meses desde el final de la paridera.
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10.

La contaminacion ambiental por C. burnetii en el entorno de las explotaciones que
padecen la infeccion desde hace varios afios, y que muestran un bajo numero de
animales excretores, es sensiblemente inferior a la hallada en explotaciones que estan
experimentando un brote de fiebre Q. Sin embargo, a pesar del bajo numero de C.
burnetii en el polvo ambiental, el riesgo de infeccidon existe ya que se han detectado

Coxiellas viables durante la cuarta paridera en dos de los rebafios ovinos estudiados.

Se ha observado una variacion temporal de los genotipos de C. burnetii que afectan a la
poblacion ovina de la CAPV. Los genotipos predominantes son el SNP1y SNP8, que se
corresponden con los genotipos MSTI3 y MSTI8 respectivamente. En una misma
explotacion se pueden detectar 2 o 3 genotipos diferentes, situacién observada en los

rebafos que tienen la practica de comprar animales.

Ninguno de los dos genotipos predominantes en el ganado ovino de la CAPV se han
podido asociar, en el transcurso de esta tesis, con porcentajes significativos de abortos.
Sin embargo, el genotipo SNP1/MST13 es capaz de causar un elevado niumero de abortos

en el ganado caprino.

La prevalencia de ADN de C. burnetii en quesos ovinos elaborados con leche cruda esta
dentro del rango de prevalencias observadas en otros paises europeos, y en consonancia
con la amplia distribucién mundial de la infeccion por C. burnetii en los rumiantes

domeésticos.

El estudio de la viabilidad de C. burnetii en muestras de quesos elaborados con leche
cruda, procedentes de una explotacion ovina que habia padecido de forma reciente un
brote de fiebre Q, ha mostrado que C. burnetii puede permanecer viable a lo largo de
todo el periodo de maduracidn, en condiciones de pH acido y baja actividad de agua.
Estos hallazgos complementan los conocimientos previamente existentes sobre la gran

resistencia de Coxiella en productos de origen animal.
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RESUMEN

La fiebre Q es una zoonosis de distribucion mundial causada por la bacteria Coxiella
burnetii. Los pequefios rumiantes son los principales reservorios de la infeccion, y son las
especies que se asocian principalmente a los brotes de fiebre Q humana. Por ello, en esta tesis
hemos centrado la atencién en el estudio de la epidemiologia de la infeccion por C. burnetii en
estas especies domésticas. Se han realizado cuatro estudios que han intentado alcanzar los
objetivos planteados inicialmente. Por un lado, se ha actualizado la informacién existente sobre
la distribucion de C. burnetii en la poblacion ovina de la CAPV, y se ha comprobado que en un
periodo de 10 afios no ha habido cambios significativos en la prevalencia. Sin embargo, si que se
ha detectado un cambio temporal de los genotipos predominantes. En este primer estudio se
observé como algunos rebafios mantenian su positividad a Coxiella durante el periodo de
estudio (10 afios), lo que nos llevo a plantear el segundo estudio, en el que se ha realizado un
seguimiento de la infeccion por C. burnetii en cuatro rebafios durante 4 parideras consecutivas.
Los resultados han revelado cinéticas diferentes en la poblacion animal de cada rebafio, que ha
podido ser consecuencia del momento en que entrd inicialmente la infeccion en cada rebafio,
asi como de las practicas de manejo llevadas a cabo en los mismos. Asi, la compra de animales
puede originar la reactivacidon de la infeccion, tal y como se ha visto en este trabajo. Se ha
comprobado también como la excrecidn por via vaginal y fecal determinan la carga bacteriana
ambiental, en aerosoles y polvo respectivamente. Otro resultado relevante ha sido la deteccién
de Coxiella viable en el polvo de rebafios durante la cuarta paridera, en cantidad suficiente para
propagarse, primero en modelo murino y, posteriormente, en cultivo celular. Asi pues, ambos
estudios indican que la infeccion por C. burnetii puede permanecer de forma activa en un

rebafo durante varios afios si no se aplican las medidas de control oportunas.

El impacto de la fiebre Q en la produccion animal y en la sanidad humana ha quedado
patente en el Estudio 3, en el que un rebafio caprino padecié aproximadamente un 80% de
abortos, dando lugar a episodios de fiebre Q entre los trabajadores de la explotacion, y entre los
visitantes a la misma. La contaminacién ambiental por C. burnetii originada por los animales
abortados a través de placentas, otras excreciones y heces fue muy elevada. Se detectd la
presencia de C. burnetii viable en el polvo tomado en el periodo élgido de la paridera, pero a los
2, 3 y 4 meses tras la finalizacién de la paridera ya no se detecto la presencia de bacterias viables
en suficiente cantidad como para obtener crecimiento en modelo murino y cultivo celular. Por
lo tanto estos resultados son de gran utilidad para hacer recomendaciones relativas al periodo
en el que se debe de prohibir la entrada de personal ajeno a una explotacion con fiebre Q. Este

estudio también mostré que el patrén de infeccion en la especie caprina es similar al de la
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especie ovina, con periodos de excrecion de C. burnetii prolongados a través de fluidos vaginales

y heces, y en menor medida la leche.

Los Estudios 1, 2 y 3 han revelado que los genotipos predominantes en el ganado ovino
(SNP1/ MST13 y SNP8/ MSTI8), y pueden ser compartidos por el ganado caprino, tal y como se
ha comprobado en esta tesis y en otros brotes de fiebre Q humanos, ya publicados, y que
tuvieron como posible fuente de infeccion el ganado caprino. Ademads de estos genotipos
predominantes, también se detectaron otros 2 genotipos poco frecuentes en las explotaciones
ovinas (SNP4 y SNP5), asi como la presencia de 2 o mas genotipos diferentes en una misma
explotacion. En general esta situacion se dio en las explotaciones en las que la compra de

animales era una prdctica habitual.

Por ultimo, la raza Latxa es la principal raza ovina en la CAPV y es de produccién
lechera, por lo que, el estudio de la viabilidad de Coxiella burnetii en los quesos elaborados de
forma artesanal con leche cruda ha sido uno de los objetivos de esta tesis. La prevalencia de
ADN de C. burnetii en quesos de oveja de diferentes origenes geograficos fue del 30%. El estudio
de viabilidad realizado con una seleccién de quesos positivos por PCR, demostré que C. burnetii
es una bacteria muy resistente en condiciones de baja actividad de agua y pH 4acido,
manteniéndose viable a lo largo del periodo de maduracién (hasta casi 9 meses). Estos
resultados aportan nueva informacidén sobre la persistencia de C. burnetii en productos
destinados al consumo humano obtenidos en explotaciones que han pasado un brote de fiebre
Q de manera reciente. Aunque la infeccion por via oral a través de productos contaminados con

C. burnetii no estd plenamente demostrada, el riesgo, aunque bajo, no debe de ignorarse.

Por lo tanto, teniendo en cuenta los resultados de esta tesis, podemos concluir que el
ganado ovino y caprino representan un papel importante en el ciclo doméstico de la fiebre Q en
la CAPV, por lo que las explotaciones infectadas, en funcion de la fase de infeccién en la que se
encuentren, pueden suponer un riesgo tanto para para la poblacion animal, como humana.
Asimismo, ha quedado de manifiesto la necesidad de la aplicacion de medidas de prevencion y

control para reducir la incidencia de la fiebre Q en la CAPV.
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SUMMARY

Q fever is a worldwide distributed zoonosis caused by the bacterium Coxiella burnetii.
Small ruminants are the main reservoirs of the infection, and they have been primarily
associated with Q fever outbreaks in humans. Therefore, this Thesis was focused on the study of
the epidemiology of C. burnetii infection in these domestic species. Thus, this work gathers the
results of four studies that were carried out in order to answer several research questions
initially presented. The first study provided updated information about the C. burnetii
distribution in the ovine population in the Basque Country, and evidenced no significant
changes in the prevalence after a 10-year period. However, temporal changes in the
predominant genotypes were detected. In this study, some ovine flocks remained positive to
Coxiella infection during the study period (10 years) that led us to propose the second study, in
which C. burnetii infection was monitored in four sheep flocks during 4 consecutive lambing
seasons. The results revealed different kinetics of infection in the animal population among
sheep flocks, possibly due to the time at which the infection initially entered each flock, as well
as the management practices implemented in farm. Thus, the purchase of animals may lead to
the reactivation of the infection, as seen in this study. It was also proven that vaginal and faecal
excretion determined the environmental bacterial load in aerosol and dust, respectively.
Another relevant result was the detection of viable Coxiella in dust samples collected in farms
from the fourth lambing season, at sufficient loads to replicate in a murine model and, later, in
cell culture. Therefore, both studies indicated that C. burnetii infection can actively remain in a

sheep flock during several years if appropriate control measures are not applied.

The impact of Q fever on animal production and human health was highlighted in Study
3, in which a goat herd that suffered approximately an 80% of abortions, led to a Q fever
outbreak among farm workers and visitors. The environmental contamination due to C. burnetii
through placentas, excretion fluids and faeces originated from the aborted animals was very
high. Viable C. burnetii was detected in dust samples taken during the peak of
abortions/parturitions in the lambing season, but levels of viable bacteria able to cause infection
in murine model and cell culture were no longer detected at 2,3 and 4 months after the end of
the parturitions. Therefore, these results are very useful to make recommendations regarding
the period when the entry of non-employees to a farm with Q fever should be restricted. This
study also showed that the infection pattern of C. burnetii in the caprine species was similar to
ovine, with prolonged periods of excretion through vaginal fluids and faeces, and to a lesser

extent, through milk.
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Studies 1, 2 and 3 identified the predominant genotypes in sheep (SNP1/ MSTI3 and
SNP8/ MSTI8), and they can be shared with goats, as has been proven in this Thesis and in
other human outbreaks of Q fever, already published, and in which the possible source of
infection was the caprine. In addition to these predominant genotypes, 2 other genotypes were
rarely detected in sheep flocks (SNP4 and SNP5), and the concomitant presence of 2 or more
different genotypes in the same farm was also observed. Overall, this situation occurred in those

farms where the purchase of animals was a regular practice.

Lastly, Latxa is the main breed of sheep in the Basque Country for dairy production, so
the study of the Coxiella burnetii viability in cheeses made from raw milk was one of the aims of
this Thesis. The prevalence of the C. burnetii DNA in cheeses from sheep with different
geographical origins was 30%. The viability study carried out with a selection of PCR positive
cheeses, demonstrated that C. burnetii is highly resistant under conditions of low water activity
and acid pH, remaining viable throughout the ripening period (up to almost 9 months). These
results provide new information about the persistence of C. burnetii in products for human
consumption obtained from farms that have recently suffered a Q fever outbreak. Even though
the oral infection though contaminated products with C. burnetii is not fully demonstrated, the

risk, although low, should not be ignored.

Consequently, taking into account the results of this Thesis, we can conclude that sheep
and goats play an important role in the domestic cycle of Q fever in the Basque Country.
Therefore, infected farms, depending on the phase of infection they are going through, may
pose a risk to both the animal and human population. Likewise, the need to apply prevention

and control measures to reduce the incidence of Q fever in the Basque Country was highlighted.
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LABURPENA

Q sukarra Coxiella burnetii bakterioak sortzen duen eta mundo osoan barreiaturik
dagoen zoonosia da. Hausnarkari txikiak infekzioaren gordailu nagusi eta batez ere gizakien Q
sukarraren agerraldiekin lotzen diren espezieak dira. Honen ondorioz, etxe-abere espezie
hauetan C. burnetii-ren infekzioaren epidemiologia ikertzea izan da tesi honen helburu nagusia.
Erabakitako helburuak betetzeko asmoz lau ikerketa egin dira. Alde batetik, Euskal Autonomia
Erkidegoko (EAE) ardi aziendetan dagoen C. burnetii-ren intzidentziren informazioa eguneratu
da eta 10 urtetan prebalentziaren aldaketa esanguratsurik gertatu ez dela egiaztatu da. Hala eta
guztiz ere, denboran zehar genotipo nagusien aldaketa antzeman da. Lehenengo lan honetan,
ikertutako denbora tartean (10 urte), artalde batzuk Coxiella-ren estatus positiboa mantentzen
zutela erreparatu da. Honek bigarren ikerketa antolatzera eraman gaitu, bertan lau artalderen
elkarren segidako 4 erditze garaien jarraipena egin da. Emaitzek, artalde bakoitzeko animali
populazioan zinetika desberdinak ezagutzera eman dituzte, zinetika hau artalde bakoitzean
infekzioaren sarreraren garaiaren araberakoa izan daiteke, baita hauetan egiten den manejuaren
araberakoa ere. Era berean, infekzioaren indarberritzea ekar dezake animalien erosketak, lan
honetan jakitera eman den moduan. Gainera inguruneko bakterio kargak, aerosol eta hauts
laginetakoak, bagina eta gorozkien bidezko eskrezioaren eragina duela egiaztatu da hurrenez
hurren. Beste emaitza nabarmenetako bat laugarren erditze garaiean jasotako hauts laginetan
oraindik Coxiella bideragarriak antzematea izan da, barreiatzeko kopuru nahikoan, lehenengo
Muridae familiako ereduetan eta geroago zelulen kultiboetan. Bi ikerketa hauek, artaldeetan
kontrol neurri egokiak hartu ezean, C. burnetii-ren infekzioak era aktiboan hainbat urte iraun

ditzakeela erakutsi dute.

Hirugarren ikerketan gizakien osasunean eta animalien ekoizpenean QQ sukarrak izan
dezakeen eragina agerikoa izan da, bertan ahuntz-talde batek %80ko ume botatze tasa izan
zuen, bertako langileetan eta baita ustialekura joandako bisitarien artean Q sukar kasuak
sortuz. Ume galtzea izan zuten animalien karenaren, gorozkien eta beste eskrezioen bidez
sortutako C. burnetii-ren ingurunearen kutsadura oso altua izan zen. Erditze garaiaren punturik
gorenean jasotako hauts laginetan C. burnetii bideragarriak antzeman ziren kultibo zelularretan
eta Muridae familiako animaliatan egindako modeluetan, baina erditze garaia bukatu eta 2, 3
eta 4 hilabetetara hartutako hauts laginetan ez zen hazkuntzarik hauteman teknika horiekin.
Emaitza hauek laguntza handikoak dira Q sukarra duten ustialekuetan, bertakoak ez diren
langile/bisitarien sarreraren debekuaren denbora epearen gomendioak egin ahal izateko.

Ikerketa honek erakutsi zuenez ahuntzek ardi-azienden antzeko infekzio eredua dute, gorotzen
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eta fluxu baginalen bidezko C. burnetii-ren eskrezio denboraldi luzeekin eta denbora tarte

txikiagoan esnearen bidez.

Ardi-aziendetan nagusi diren genotipoak (SNP1/MSTI3 eta SNP8/MSTI8) ahuntzekin
partekatu daitezkeela jakinarazi dute 1, 2 eta 3 ikerketek, tesian eta gizakien Q sukarraren
agerraldietan (dagoeneko argitaratu direnak eta zihurrenik ahutz-aziendak izan dituztenak
infekzio iturri) egiaztatu den moduan. Genotipo nagusi hauez gain, ardi ustialekuetan ez
ohikoak diren beste 2 genotipo topatu dira (SNP4 eta SNP5), baita 2 genotipo desberdinen edo
gehiagoren agerpena ustialeku berdinean. Gehienetan egoera hau animalien erosketa jarduera

ohikoa den ustialekuetan gertatu da.

Azkenik, EAE-ko ardi arraza nagusia Latxa ardia izanik eta arraza hau esne
ekoizpenerako erabiltzen denez, tesiaren helburuetako bat artisau-eran eta esne gordinarekin
egindako gaztetan Coxiella burnetii-ren bideragarritasuna ikertzea izan da. Jatorri geografiko
desberdineko ardi gazten %30etan antzeman da C. burnetii-ren DNA. PCRan positibo ateratako
gazten aukeraketa batekin bideragarritasun ikerketa bat egin zen, bertan pH azido eta ur
aktibitate baxuko egoeratan oso ondo iraun dezakeen bakterioa dela frogatu da, bideragarri
mantenduz gaztaren heltze prozesuan (ia 9 hilabetera arte). Emaitza hauek berriki Q
sukarraren agerraldia jasan duten ustialekuetatik lortutako eta gizakiak jateko bideratutako
elikagaietan C. burnetii-ren iraunkortasunaren inguruko informazioa eransten dute. Nahiz eta
C. burnetii-rekin kutsatutako produktuen ondorioz sortutako aho bidezko infekzioa ez dagoen

guztiz argi, arriskua, baxua izan arren, ez da alde batera utzi behar.

Hortaz, tesi honetan lortutako emaitzak kontuan izanik, EAEn Q sukarraren etxe-
zikloan ahuntz eta ardi abereek duten papera garrantzitsua dela ondorioztatu daiteke. Hori dela
eta, ustialeku kutsatuak, aurkitzen diren infekzio garaiaren arabera, animalia eta gizakientzako
arriskutsuak izan daitezke. Halaber, garbi dago EAEn Q sukarraren intzidentzia gutxitzeko,

beharrezkoa dela kontrol eta prebentzio neurrien ezarpena.
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