CAPITULO 3.1.16.

FIEBRE Q

RESUMEN

Definicién de enfermedad: La fiebre Q (o Coxielosis) es una zoonosis presente en la mayoria de
los paises. En general, el ser humano contrae la infeccion transmitida por el aire a partir de
reservorios animales, sobre todo de rumiantes domésticos, aunque también pueden estar
involucrados otros animales domésticos o salvajes (mascotas, conejos, aves, etc.). El agente
causal es la bacteria intracelular estricta, Coxiella burnetii, que presenta distintas morfologias a lo
largo de su ciclo de desarrollo. Algunas formas pueden sobrevivir extracelularmente e incluso
acumularse en el medio. Todas las manipulaciones de material que pueda estar infectado o
contaminado deben llevarse a cabo en instalaciones que cuenten con un nivel adecuado de
bioseguridad y contencién, que se establecera en base a un andlisis del riesgo bioldgico.

Descripcion de la enfermedad: En los humanos, esta enfermedad presenta un gran
polimorfismo. La fiebre Q puede cursar de forma aguda o crénica grave tras una infeccion inicial
gue puede pasar desapercibida. La forma aguda se resuelve rapidamente después de una terapia
antibidtica adecuada, pero la manifestacion crénica requiere una terapia antibiética prolongada
(durante 2 afios 0 mas), junto a un seguimiento serologico. En Australia, se dispone de una vacuna
para grupos de poblacién expuestos laboralmente.

En los rumiantes domésticos, la fiebre Q se asocia principalmente a abortos esporadicos o brotes
de abortos y nacidos muertos o débiles, seguidos de una recuperacion sin complicaciones.
Ademas, existen indicios de que la fiebre Q interviene en la infertilidad o en problemas como la
metritis en el ganado bovino. La infeccion por C. burnetii persiste durante varios afos, y es
probable que dure toda la vida. Las ovejas, las cabras y las vacas son principalmente portadores
subclinicos, pero pueden diseminar la bacteria en distintas secreciones y en los excrementos.

Identificacion del agente: Para el diagnostico de laboratorio en el contexto de abortos seriados
ylo nacidos muertos, pueden tomarse muestras de la placenta, secreciones vaginales y tejidos de
fetos abortados (bazo, higado, pulmén o contenido gastrico). Para estudiar la diseminacion
bacteriana, pueden tomarse muestras de la vagina, la leche y el calostro.

Como bacteria intracelular estricta, Coxiella burnetii se puede aislar por inoculacién de muestras en
cultivos celulares convencionales, en el saco vitelino de huevos embrionados o en animales de
laboratorio. La inoculacion de animales de laboratorio (cobaya, ratén, hdmster) es util en los casos
que requieren un aislamiento a partir de muestras de tejidos, heces, leche o el ambiente
contaminadas con distintos microorganismos.

La bacteria se puede visualizar mediante tincion en de tejidos, o en flujo vaginal mediante un
microscopio con objetivo de inmersion. Debido a que es resistente a los acidos, la bacteria se
puede tefiir por diversos métodos: el de Stamp, el método modificado de Ziehl-Neelsen, el de
Giménez, el método de Giemsa, y el método de Koster modificado. Dada la falta de especificidad,
un resultado positivo indica que supuestamente hay fiebre Q, en cuyo caso deben llevarse a cabo
pruebas de confirmacion.

Se considera que la demostracion del agente por tincién inmunohistoquimica, mediante una
hibridacién in-situ o por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es mas especifica y sensible
gue los métodos clasicos de tincion. No existen anticuerpos especificos para inmunoquimica a
nivel comercial, pero se han propuesto preparaciones de PCR para rumiantes y se pueden utilizar
facilmente en laboratorios debidamente equipados. La PCR se considera una prueba util y fiable
como método de deteccidon sistematico en gran cantidad de muestras de distintos tipos.
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Actualmente, la PCR se ha convertido en la herramienta de eleccién para el diagnostico de la
fiebre Q.

Cada vez se utilizan mas dos métodos de tipificacién basados en la PCR, el MLVA (andlisis
multilocus de repeticiones en tandem de numero variable) y la tipificacion de la secuencia
multiespacio (MST), que permite la tipificacion de C. burnetii sin necesidad de aislar el
microorganismo. Ademas, recientemente se ha descrito la genotipificacion por SNP (polimorfismo
de nucledtido Unico).

Pruebas serologicas: Se pueden usar varias pruebas, en particular la prueba de la
inmunofluorescencia indirecta (IFAT), el enzimoinmunoanalisis (ELISA), y la prueba de fijacién de
complemento (FC). La presencia de anticuerpos IgG especificos demuestra la exposicion reciente
0 pasada a C. burnetii. Los ensayos ELISA son los de elecciéon por motivos practicos y por su
mayor sensibilidad.

Los antigenos seroldgicos se basan en las dos principales formas antigénicas de C. burnetii: fase
1), se obtienen de bazos tras la inoculacion de animales de laboratorio, y fase 1) se obtienen tras
repetidos pases por huevos embrionados o cultivos celulares. Las pruebas comerciales de las que
se dispone actualmente permiten la deteccion de anticuerpos anti-C. burnetii de fase Il o bien de
ambas fases.

Requisitos para las vacunas: Se han desarrollado varias vacunas inactivadas contra la fiebre Q,
pero solo deben considerarse como protectoras las que contengan C. burnetii en fase | o estén
preparadas a partir de ella. Se dispone comercialmente de una vacuna inactivada de fase I. En las
zonas de alto riesgo se recomienda la repeticion anual de la vacunacion, sobre todo de animales
jovenes.

A. INTRODUCCION
1. Definicién de la enfermedad y vias de transmision

La fiebre Q (o Coxielosis) tiene una amplia distribucion por todo el mundo, excepto en Nueva Zelanda, y aunque
esta practicamente presente en todo el reino animal, incluyendo los artropodos, la enfermedad afecta sobre todo
al hombre, al ganado bovino, al ovino y al caprino (Lang, 1990). Los rumiantes domésticos se consideran el
principal reservorio de C. burnetii, pero se ha observado que gatos, perros, conejos, aves, etc. pueden intervenir
también en la enfermedad/infeccion humana. Existen claros indicios epidemioldgicos y experimentales de que esta
infeccion se transmite principalmente por inhalacion de particulas de aerosol desecadas y mediante la exposicion
cercana a animales infectados, a sus tejidos reproductivos o a otros productos de origen animal, como la lana
(ECDC, 2010). También se ha sugerido que la ingesta podria ser una via de infeccion, sobre todo en casos de
consumo de productos lacteos derivados de leche cruda contaminada, pero no hay pruebas fehacientes que
demuestren una transmision significativa al ser humano a través de los alimentos. También parece ser muy
infrecuente la transmisién entre personas, aunque es posible la exposicion durante el parto, la transmisiéon sexual o
la exposicion mediante transfusiones de sangre. En los animales, puede producirse una transmision vertial y por via
sexual, pero no se sabe qué trascendencia tiene. Por Ultimo, es posible que ciertos artropodos, principalmente
garrapatas, intervengan en la transmisién de la fiebre Q. El riesgo de transmisién parece estar vinculado a animales
salvajes. Podria asociarse a acaros asi como a polvo contaminado procedente de excrementos desecados.

2. Descripcion del agente etiol6gico

El agente etiol6gico, Coxiella burnetii, es una bacteria gramnegativa intracelular estricta, adaptada para
desarrollarse en el interior del fagolisosoma del fagocito. Histéricamente se ha clasificado dentro de la familia
Rickettsiaceae; sin embargo, los estudios filogenéticos basados principalmente en el analisis de la secuencia de
de ARN de la subunidad ribosémica 16S indican que el género Coxiella esta lejos del género Rickettsia en la
subdivisién alfa de las Proteobacterias (Drancourt & Raoult, 2005). Coxiella burnetii se clasifica ahora en la
familia Coxiellaceae, en el orden Legionellales de la subdivision gamma de las Proteobacterias. Recientemente
se ha logrado la secuenciacién completa del genoma de C. burnetii, que confirma su posicién sistematica
(Seshadri et al., 2003). En general, los genomas de cepas de C. burnetii de gran variedad de procedencias
bioldgicas y geograficas se conservan mucho, pero existe un considerable polimorfismo, como la reorganizacion de
bloques sinténicos (Beare et al., 2009). Esta plasticidad gendmica podria contribuir a la aparicién de distintos
fenotipos y resulta muy interesante para los métodos de genotipificacion (Massung et al., 2012; Sidi-Boumedine &
Rousset, 2011). A diferencia de las ricketsias, C. burnetii produce una forma pequefia, densa y muy resistente
tipo espora (Heinzen et al., 1999; Minnick & Raghavan, 2012). Esta capacidad se ha atribuido a la existencia de
variantes en el ciclo de desarrollo de C. burnetii, descritas en estudios in-vitro: células grandes (LCV), células
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pequefias (SCV) y células densas pequefias (SDC) que miden 0,2 um de ancho y entre 0,5y 2 um de largo o
entre 0,4y 0,7 um de diametro (Heinzen et al., 1999; Minnick & Raghavan, 2012). Las SDC y las SCV representan
las variantes morfolégicas pequefias de la bacteria que probablemente sobreviviran extracelularmente como
particulas infecciosas, un rasgo que es importante para la persistencia en el medio y para la transmision (ECDC
2010; Kersh et al. 2010).

Otra caracteristica esencial es que C. burnetii tiene dos formas antigénicas: la fase | patégena, cuando se aisla
de animales o humanos infectados, y la fase Il atenuada, que se obtiene mediante repetidos pases in ovo o in-
vitro. Durante los pases seriados, se produce un cambio en el LPS (lipopolisacéarido): las células en fase I, que
contienen cadenas O de una longitud completa en el LPS, cambian a fases intermedias disminuyendo la longitud
de las cadenas O del LPS, y luego a la fase Il, con un LPS incompleto. Asi, el LPS largo de fase | contiene la
parte de la fase Il. El segundo se ha descrito como un importante determinante inmunégeno. Las pruebas
comerciales de las que se dispone actualmente permiten la deteccién de al menos los anticuerpos anti-C. burnetii
de fase I, que parecen estar presentes sea cual sea la fase o forma de la infeccion. Por el contrario, la
vacunacion es eficaz con una vacuna de fase | pero no con una vacuna de fase Il (O'Neil et al., 2013).

3. Descripcion de la enfermedad en seres humanos

La fiebre Q es una zoonosis. En los humanos, la infeccién puede cursar de forma aguda, crénica o subclinica
(Anderson et al., 2013; ECDC, 2010). El diagnéstico y el tratamiento suelen retrasarse debido a las distintas e
inespecificas manifestaciones clinicas. En general, las formas agudas van de un sindrome gripal autolimitante a
una neumonia o hepatitis granulomatosa que puede requerir hospitalizacion. El principal signo clinico de la fiebre
Q crénica es una endocarditis valvular, infecciones vasculares o aneurisméaticas, hepatitis, neumonia o sindrome
de fatiga crénica. La forma aguda se resuelve rapidamente mediante una terapia antibiética adecuada, pero la
manifestacion crénica requiere una terapia antibiodtica prolongada (durante 2 afios o0 mas), junto a un seguimiento
serolégico. Las complicaciones de la forma aguda pueden ser graves o fatales si no se aplica un tratamiento
adecuado con antibiéticos. Ademas, la infecciébn de mujeres embarazadas por C. burnetii puede provocar
inflamacién de la placenta y comporta nacimientos prematuros, limitaciones del crecimiento, aborto espontaneo o
muerte fetal. En general, la enfermedad crénica es mas probable que dé lugar en individuos con factores de
riesgo alto (como los inmunocomprometidos o con valvulopatia). La infeccién es endémica en muchas é&reas,
originando casos esporadicos o epidemias explosivas. Su incidencia es posiblemente mayor que la descrita. La
fiebre Q afecta a personas de cualquier edad, pero principalmente a las de edades comprendidas entre los 30 y
los 60 afios. Durante los brotes humanos de fiebre Q, que en general son temporales y casi nunca consisten en
més de 300 casos agudos, se tiene mayor conciencia de la enfermedad. Sin embargo, en los Paises Bajos
tuvieron lugar en 2007 los mayores brotes jamés notificados. Durante los siguientes afios, el pico de incidencia
entre febrero y septiembre ha aumentado y la zona geografica se ha ampliado progresivamente. El pais notifico
mas de 4000 casos humanos con una tasa de hospitalizacién del 20%, y se espera que en los proximos afios
aparezcan mas casos de fiebre Q en los grupos de riesgo (ECDC, 2010). Las pérdidas causadas por esta
epidemia se estima que son de alrededor de 307 millones de euros (van Asseldonk et al., 2013).

4. Descripcion de la enfermedad en los animales

En las vacas, las ovejas y las cabras, la fiebre Q se ha asociado fundamentalmente a trastornos reproductivos,
como partos prematuros, nacidos muertos o débiles (Lang, 1990). Ademas, en ganado bovino C. burnetii podria
asociarse a metritis e infertilidad. Dada la falta de especificidad de estos Ultimos signos, no se recomienda
basarse en ellos para el diagnoéstico clinico de la fiebre Q. Los rumiantes domésticos son principalmente
portadores subclinicos, pero pueden diseminar la bacteria en distintas secreciones y en los excrementos. En el
ambiente, C. burnetii puede sobrevivir durante periodos variables y diseminarse. Se han determinado los niveles
de contaminacion bacteriana en el medio mediante PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) cuantitativa para
detectar ADN de C. burnetii, pero se requiere una prueba rapida que evalle la viabilidad para evaluar el riesgo
infeccioso en el medio ambiente (Kersh et al., 2010). Por el momento, la falta de conocimientos sobre los
patrones de diseminacién entre los rumiantes ha dificultado el determinar el estado de infeccion por fiebre Q.
Podria ser infrecuente la excrecién a la leche, las heces y el moco vaginal (Guatteo et al., 2007; Rousset et al.,
2009). En las cabras, la excrecion por via vaginal el dia del parto podria ser la mas frecuente (Arricau-Bouvery et
al., 2005). En rebafios que presentan problemas de abortos causados por C. burnetii, la mayoria de animales
podria estar expulsando cantidades masivas de bacterias hayan abortado o no. Asi pues, las cantidades totales
son claramente mas altas que en los rebafios infectados de forma subclinica. En los partos posteriores a una ola
de abortos, se hallaron secreciones bacterianas mas altas en hembras primiparas que en otras hembras (de
Cremoux et al., 2012; Guatteo et al., 2008). Ademas, la excrecion podria persistir durante varios meses,
describiendo un patron de cinética intermitente o continua. Los animales con patrones de excrecion continua
podrian expulsar grandes cantidades. Estos Ultimos animales parecen presentar principalmente un perfil
seroldgico altamente seropositivo (Guatteo et al., 2007). Es importante destacar que la diseminacién y respuesta
seroldgica van asociadas a nivel de grupo, pero no a nivel de individuo.
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5. Diagnéstico diferencial en los rumiantes

El diagnéstico de fiebre Q en rumiantes, que incluye la diferenciacion de otras causas de aborto, tradicionalmente
se ha llevado a cabo en funcién de la imagen microscépica de muestras clinicas, junto con un resultado
serolégico positivo (Lang, 1990). En el momento actual, no se dispone de ninguna técnica de referencia, pero la
deteccion directa y la cuantificacion mediante PCR y ELISA serolégico (enzimoinmunoanalisis) deben
considerarse los métodos de eleccién para el diagnéstico clinico (Niemczuk et al., 2014; Sidi-Boumedine et al.,
2010). Recientemente se han elaborado propuestas para el desarrollo de esquemas de seguimiento y
notificacion normalizados para la fiebre Q, con el fin de posibilitar comparaciones a lo largo del tiempo y entre
paises (Sidi-Boumedine et al., 2010). Las pruebas de diagndstico de la fiebre Q también resultan necesarias para
los analisis epidemiolégicos de poblaciones ‘de riesgo’ o sospechosas en areas limitadas (después de brotes
recientes en el hombre o en animales), o para intercambios entre rebafios 0 manadas. Se anima a seguir
trabajando para la validacion de los métodos para cada fin (véase la Tabla 1) y para el desarrollo de materiales
de referencia con fines de control de calidad, competencia y harmonizacion (véase el Capitulo 1.1.6 Principios y
métodos de validacion de las pruebas de diagnéstico de las enfermedades infecciosas).

6. Riesgo zoonético y requisitos de bioseguridad

En Europa han surgido preocupaciones relativas a los riesgos que supone la fiebre Q, donde la Comision
Europea ha pedido consejo cientifico y evaluacion del riesgo para humanos y animales (ECDC, 2010). Las
principales conclusiones han sido que las acciones necesarias para detener un brote deben ser llevadas a cabo
por parte de las autoridades sanitarias, junto con las autoridades veterinarias a nivel nacional y local. El impacto
global de la infeccion por C. burnetii en la salud piblica es escaso, pero se necesita un mejor sistema de
vigilancia. En situaciones de epidemia humana, una vigilancia activa de la fiebre Q aguda es la mejor estrategia
para evitar casos cronicos. Deben implementarse medidas para el control de la fiebre Q animal, sobre todo en los
animales domésticos. Solo es esperable obtener eficacia a partir de una combinacién de medidas. Las opciones
son la vacunacién preventiva, la gestion del estiércol, los cambios en las caracteristicas de la explotacion, la
gestiéon del esquilado de lana, disponer de una zona de partos independiente, la eliminacion del material de
riesgo, la prohibicién de visitas, el control de otros reservorios animales y el control de garrapatas. Asimismo, el
desvieje de los animales gestantes, una prohibicion temporal de la reproduccion, la identificacién y desvieje de
los rebafios o manadas que eliminan la bacteria y el control de los movimientos de animales podrian desempefiar
un papel en caso de brotes humanos.

Debido a su capacidad de causar una enfermedad incapacitadora en grandes grupos de personas, a su
resistencia en el medio ambiente como pseudo-espora y a su diseminacion natural en forma de aerosol,
actualmente se considera que C. burnetii es una posible arma de bioterrorismo y esté clasificada por el Centro
para el Control y la Prevencién de Enfermedades como un agente biolégico del grupo B (Drancourt & Raoult,
2005; Kersh et al., 2010).

En cuanto a la bioseguridad y la bioproteccion, C. burnetii es extremadamente peligrosa para el ser humano. Por
lo tanto, la fiebre Q es una zoonosis ocupacional reconocida. Todas las manipulaciones de laboratorio con
cultivos vivos o material que pueda estar infectado/contaminado deben llevarse a cabo a un nivel de
bioseguridad y contenciéon adecuado, que se establecera en base a un analisis del riesgo bioldgico (véase el
Capitulo 1.1.4. Bioseguridad y bioproteccion: norma para la gestion del riesgo bioldgico en el laboratorio
veterinario y en las instalaciones de los animales). Deben aplicarse precauciones con C. burnetii tanto de fase |
como de fase Il. Aunque las bacterias de fase Il se consideren avirulentas, durante su preparacion puede haber
también algunas de fase |. Se aconseja en concreto vestir indumentaria protectora de cobertura total y proteccion
respiratoria equipada con una pieza facial de filtro de clase 3 (FFP3), asi como manipular el material infeccioso o
gue pueda serlo con doble guante y en una cabina de seguridad bioldgica (CSB). La centrifugacion del material
infectado debe realizarse en recipientes cerrados y situados en cabinas de seguridad selladas, o bien en rotores
gue se descarguen en una CSB. En cuanto al uso de agujas, jeringas y demas instrumental afilado, debe estar
estrictamente limitado. Tras cualquier manipulacién en que se sepa que hay una exposicion conocida o posible a
aerosoles de C. burnetii viable, el personal debera ducharse a la salida del laboratorio. Se recomienda utilizar
desinfectantes esporicidas. Para realizar un seguimiento de la evoluciéon del estado inmunitario del personal de
laboratorio, seria de ayuda un estudio seroldgico. En algunos paises, se lleva a cabo una vacunacion del
personal con exposicion ocupacional, como los trabajadores de los mataderos, los veterinarios o el personal de
laboratorio. Las vacunas de fase | son efectivas, pero la vacunacion esta contraindicada en personas que hayan
seroconvertido o que hayan estado expuestas a C. burnetii antes de la vacunacion.
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B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

Tabla 1. Métodos analiticos disponibles para el diagnéstico de la fiebre Q y su propésito

Propésito
Demostrar .
: Determinar .
ausencia de - Determinar el
Método Demostrar ; Iy Contribuir a ' la : -
” infeccion en - Confirmar . estado inmunitario
ausencia de ; las politicas prevalencia .
. L animales casos en animales o
infeccibnenla | . . . de Py de la ]
- individuales antes I, clinicos . it poblaciones tras la
poblacion erradicacion infeccién — s
de los S . vacunacion
. vigilancia
desplazamientos
Identificacion del agente
PCR +++ - +++ +++ ++ +1
Cultivo + - + - + -
Tincién + - + + + -
. _G‘eno_-, - - - - ++ -
tipificacion
Deteccién de respuesta inmunitaria

ELISA +++ - +++ +++ +++ +++
IFA ++ - ++ ++ ++ ++
CF - - - +4— + +

Clave: +++ = método recomendado para este propoésito; ++ = método recomendado pero tiene limitaciones;
+ = método adecuado en muy pocas situaciones; — = no adecuado para este propdsito
PCR = reaccioén en cadena de la polimerasa; ELISA = enzimoinmunoandlisis;
IFA = inmunofluorescencia indirecta; CF = fijacion del complemento

Sin duda, una identificacién positiva confirmada de C. burnetii de un animal aislado respaldaria un diagnéstico.
No obstante, por normal general, los métodos de diagndstico de la fiebre Q solo permiten una interpretacion a
nivel de la poblacién, y no a nivel individual. Ademas, los resultados de las pruebas de laboratorio deben
interpretarse en el contexto de los antecedentes del rebafio o0 manada (abortos, vacunaciones, desplazamientos
e introducciones, etc.).

Se puede comprobar la presencia de Coxiella burnetii de varios modos, dependiendo del tipo de muestra y del
propésito del estudio (Sidi-Boumedine et al., 2010). La capacidad de detectar y cuantificar ADN de C. burnetii
mediante PCR en tiempo real ha mejorado drasticamente el diagnostico y los enfoques de estudio. Pueden
tomarse muestras vaginales, de leche o de calostro o bien leche de tanque para determinar si los animales estan
excretando la bacteria. No obstante, la deteccion de animales que excretan el microorganismo es dificil porque la
dinamica de la excrecién no se conoce del todo (de Cremoux et al., 2012; Guatteo et al., 2007; Rousset et al.,
2009). De hecho, la PCR no sirve para determinar si un animal esta o no infectado, debido a la variabilidad de la
excrecion entre individuos (distintas vias y tal vez excreciones intermitentes). Pueden emplearse andlisis
serolégicos, como el ELISA, la inmunofluorescencia indirecta (IFA) o la fijacion del complemento. En varios
trabajos publicados se ha comprobado que la CF es menos sensible que las otras pruebas, pero, por el contrario,
tiene una especificidad alta para los altos niveles de anticuerpos anti-C. burnetii que genera un rebafio o manada
con abortos por fiebre Q (Emery et al., 2014; Horigan et al., 2011; Kittelberger et al., 2009; Niemczuk et al., 2014;
Rousset et al., 2007; 2009). La IFA tiene el inconveniente de que es menos reproducible entre opearios y, por lo
tanto, entre laboratorios. Aunque el ELISA no esta del todo validado y armonizado, es robusto y puede
automatizarse, y se recomienda para las pruebas seroldgicas ordinarias de animales destinadas a detectar la
fiebre Q.

1 La confirmacion del estado inmunitario debe acompafiarse de pruebas que establezcan la ausencia de excrecion del
microorganismo por via vaginal.
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Un estudio serolégico es una buena forma de determinar la prevalencia de la enfermedad. La presencia de
anticuerpos anti-C. burnetii proporciona una prueba de infeccién reciente, asi como de una exposicién en el
pasado. Las pruebas serolégicas son adecuadas para el cribado de rebafios y manadas, pero no puede
realizarse una interpretacién a nivel de animal. De hecho, una proporcién considerable de los animales que
excretan C. burnetii, e incluso algunos animales abortados por fiebre Q, se observa que son seronegativos (de
Cremoux et al., 2012; Guatteo et al., 2007; Rousset et al., 2007, 2009). Deben tomarse muestras de un ndmero
representativo de animales (en concreto, de distintas categorias de edades). Si en la zona no se han realizado
estudios de prevalencia, la estrategia de muestreo debera tener en cuenta la posibilidad de que dicha
prevalencia sea baja. Como alternativa, para estimar la prevalencia pueden realizarse pruebas con leche de
tanque o muestras combinadas (es decir, muestras de hisopos vaginales o de leche), pero deberan evaluarse en
relaciéon con la prevalencia de excrecion intra-rebafio o intra-manada. Por ejemplo, desde 2009, en los Paises
Bajos se han realizado PCR de leche de tanque cada 2 meses para llevar a cabo un seguimiento de rebafios o
manadas con signos clinicos comprobados.

El estado del rebafio o manada puede evaluarse serolégicamente mediante ELISA en todos los animales (o en
un numero significativo). No obstante, empleando distintos kits de ELISA pueden obtenerse resultados
incongruentes (Horigan et al., 2011). Una opcién es utilizar al menos tres kits para determinar el estado de un
suero. Lamentablemente, con los métodos serolégicos existentes no se puede distinguir entre rumiantes
infectados y vacunados. Es necesario un andlisis mediante PCR de leche de tanque o de muestras individuales
(hisopos vaginales, preferiblemente del momento del parto), y tal vez tenga que repetirse si el objetivo es
determinar que el rebafio esta libre de la infecciéon. Solo se puede determinar que un animal determinado esta
libre de la infeccion si el rebafio 0 manada lo est4 y no tiene antecedentes serolégicos ni clinicos de fiebre Q. Es
dificil asegurar que el estado del animal no haya cambiado con el tiempo debido a una transmision por el aire.

La PCR es la herramienta méas confiable para el diagndstico de abortos infecciosos (Sidi-Boumedine et al., 2010).
Para el diagnéstico de laboratorio en el contexto de abortos en serie y mortinatos, las muestras deben tomarse
de fetos abortados, placenta y descargas vaginales poco después del aborto o el parto. En caso de estallido de
abortos en un rebafio o manada, la deteccion temprana y la implementacion de las medidas adecuadas son
fundamentales para la manipulacion de la transmision tanto a nivel de la explotacion como del medio ambiente.
La confirmacion de casos clinicos siempre debe incluir un diagndstico diferencial de los principales agentes
abortivos y tener por objetivo al menos dos animales abortados. Los resultados solo pueden interpretarse a nivel
de grupo. Un caso positivo es un rebafio o manada con signos clinicos (aborto y/o nacidos muertos) en el que se
ha confirmado la presencia del agente. Siempre que sea posible deben tomarse hisopos vaginales del dia del
aborto (0 en un plazo de menos de 8 dias tras el parto) con el fin de reducir el nUmero de fasos negativos en la
PCR. Efectivamente, la carga bacteriana vaginal puede disminuir progresivamente tras el aborto o el parto. En la
placenta, deben analizarse al menos tres cotiledones para comprobar si presentan Coxiella, ya que la
colonizacion puede ser heterogénea. La cuantificacion bacteriana resulta Util en hisopos vaginales o placentarios,
ya que los niveles altos se asocian con mayor frecuencia a casos clinicos. Los érganos fetales pueden constituir
muestras Utiles, pero los resultados negativos pueden ser cuestionables. Es probable que las bacterias se
diseminen a distintos 6rganos (bazo, pulmén, higado, contenido géastrico, etc.) en funcién del avance de la
infeccion, de tal modo que la ausencia en un érgano no excluye la presencia en los demas.

Cuando aparezcan dificultades en la interpretacién de los resultados del diagnéstico, es Gtil contar con un
resultado seroldgico positivo a nivel del rebafio o de la manada. Para analizar casos clinicos puede emplearse
ELISA, IFA o CF, pero es fundamental definir las caracteristicas de la prueba (sensibilidad, especificidad,
exactitud alrededor del punto de corte y reproducibilidad) en las condiciones locales. Los puntos de corte
serolégicos que se emplean para el diagndstico de la fiebre Q son los que proporcionan los proveedores de los
kits. La interpretacion de los resultados requiere tomar muestras de al menos seis ovejas o cabras y de diez
vacas (priorizando los animales que hayan abortado).

La determinacién del estado inmunitario de las poblaciones post-vacunacion debera basarse en las pruebas mas
sensibles (ELISA o IFA); en la medida de lo posible, debera evaluarse mediante una PCR de hisopos vaginales
que se obtendran en el momento del parto. Si hay una alta presion de infeccion, es posible que la vacunacion
solo sirva para reducir la magnitud de la infeccién y de la excrecion y que no induzca una verdadera proteccion.
La combinacién de seroconversidon con ausencia de excrecion vaginal en el siguiente parto indica proteccion
inmunitaria.

1. ldentificacion del agente etiolégico
1.1. Aislamiento del agente

Para determinadas investigaciones de laboratorio, puede ser necesario aislar el agente. Cuando el
examen microscopico revela un gran nimero de células de C. burnetii y un bajo nivel de
contaminacion con otras bacterias, es posible el aislamiento directo por inoculacion de huevos de
gallina embrionados o de cultivos celulares. Para lograr el aislamiento, se recomienda una
concentracion superior a las 10° bacterias por ml.
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ii)

Huevos de gallina embrionados

Se homogeneiza una porcion de la placenta en solucién salina tamponada con fosfato (PBS)
gue contenga antibiéticos (100—200 pg/ml de estreptomicina y 50-100 pg/ml de penicilina o
gentamicina). Después de centrifugar a baja velocidad, se inoculan diluciones del sobrenadante
en huevos de gallina embrionados de 6 a 7 dias a través del saco vitelino. Preferiblemente, los
huevos deben ser de gallinas libres de patdgenos especificos (SPF). Se desechan los
embriones que mueren durante los primeros 5 dias después de la inoculacién. Los sacos
vitelinos se recogen después de 10-15 dias de incubaciéon. Se examinan frotis del saco vitelino
tefiidos para comprobar la ausencia de contaminacion bacteriana y para determinar la
presencia de C. burnetii y realizar un seguimiento del proceso de aislamiento. Para detectar la
presencia de C. burnetii, también se puede utilizar un analisis por PCR. Se pueden necesitar
varios pases para obtener un aislamiento en cultivo puro.

Cultivo celular

Se ha adaptado un sistema de microcultivo celular de un método comercial utilizado para el
cultivo de virus, el vial cerrado de cultivo celular?, para el aislamiento de bacterias intracelulares
estrictas o facultativas, como C. burnetii. Tal método se describié en 1990 para C. burnetii
(Raoult et al., 1990). Se inoculan suspensiones de la muestra en fibroblastos de pulmon de
embrién humano (células HEL) que se cultivan sobre un cubre de 1 cm? dentro de un vial
cerrado. Pueden utilizarse varias lineas celulares para poder observar las vacuolas
caracteristicas de la multiplicacion de C. burnetii La centrifugacién a 700 g durante 1 hora
favorece la fijacion y la penetracion de la bacteria en las células. Para la misma muestra se
utilizan tres viales cerrados, y los dias 3, 10 y 21 se examina el efecto citopatico (ECP) — es
decir, las vacuolas caracteristicas de C. burnetii en las células HEL — mediante un microscopio
invertido. Sobre el cubre situado dentro del vial cerrado se puede realizar directamente a los 10
dias la deteccion de C. burnetii creciendo en el interior de las células, por medio de una prueba
de inmunofluorescencia directa con anticuerpos policlonales anti-C. burnetii y un anticuerpo
secundario apropiado conjugado con isotiocianato de fluoresceina (ITCF). Las células del
Gltimo vial cerrado se recogen y se transfieren a un recipiente de cultivo de 25 cm?. Se puede
incubar durante 3 meses, cambiando el medio de cultivo una vez a la semana (no se utiliza
tripsinizacion). La infeccion puede seguirse mediante la microscopia de las células
centrifugadas de un sobrenadante del cultivo y tefiidas por la tincién de Giménez y andlisis por
PCR del sobrenadante del cultivo. Cuando las observaciones del ECP y las de la tincién de
Giménez, o los resultados de la PCR son positivos, se realiza un pase a un recipiente de cultivo
de 75 cm? Luego se inocula el sobrenadante en capas confluentes de células Vero o de
células L929 de fibroblastos de ratén en un recipiente de cultivo de 150 cm? para establecer un
aislamiento de C. burnetii. Este método fue desarrollado para los casos humanos pero podria
adaptarse a los de los animales.

Animales de laboratorio

Con muestras muy contaminadas, como las derivadas de la placenta, secreciones vaginales,
heces o leche, puede ser necesaria la inoculacion en animales de laboratorio como sistema de
filtracion. Los roedores infectados de forma experimental deben alojarse en condiciones de
bioseguridad y contenciéon adecuadas, que se estableceran en base a un andlisis del riesgo
biologico (véase el capitulo 1.1.4). Los animales de laboratorio mas apropiados a tal efecto son
los ratones y los cobayas (Scott et al., 1987). Se controla la temperatura corporal y el estado de
anticuerpos después de la inoculacion intraperitoneal de una dosis de 0,5 ml por animal. Este
método debe realizarse siempre en paralelo con las pruebas seroldgicas en otros cobayas o
ratones que se hayan inoculado con las mismas muestras. Se recogen sueros 21 dias después
de la inoculacion. Un resultado positivo en un suero confirma un diagndstico de infeccién por C.
burnetii. Si aparece pirexia, el animal es sacrificado y se extrae el bazo para aislar el agente
mediante inoculacién en huevos embrionados de gallina o en cultivos celulares. El examen
microscopico de C. burnetii se puede llevar a cabo utilizando frotis y tinciones de los bazos
recogidos. Como alternativa, este proceso puede simplificarse llevando a cabo una PCR para
la deteccion de ADN de C. burnetii (véase abajo) en muestras de bazo.

1.2. Tincién

En el caso de un aborto en el que se sospeche de causa infecciosa, se preparan frotis de cotiledones
placentarios sobre portas de microscopio. Igualmente puede usarse el contenido del bazo, pulmén,
higado o rumen de los fetos abortados o las secreciones vaginales. Estas muestras se tifien siguiendo

varios métodos: Tincién de Stamp, Giménez, Macchiavello, Giemsa y Koster modificada (Gimenez,

2

Sterilin, Bibby Sterilinvo celular Ltd, Stone, Staffordshire ST15 O5A, Reino Unido
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1964; Quinn et al., 1994). Con las tres primeras técnicas se obtienen los mejores resultados. Estos
métodos son similares al de Ziehl-Neelsen modificado, y se realizan con una solucién de fucsina
basica para tefiir las bacterias. Por ejemplo, el método de tincion de Stamp se realiza con una solucion
de fucsina basica al 0,4%, seguida de una decoloracion rapida con una solucién de acido acético al
0,5%, y haciendo una tincién de contraste con una solucién de azul de metileno o de verde de
malaquita al 1%. Los frotis se examinan microscépicamente con objetivo de inmersién (x500 o mas
aumentos). La tincion de Stamp es la preferida en los laboratorios veterinarios de diagnoéstico,
mientras que el método de Giménez se utiliza mucho para el seguimiento de los cultivos celulares
infectados en los laboratorios de investigacion. EI método de Giménez es mas rapido de realizar,
puesto que no incluye una solucién acida para la diferenciacion. Coxiella burnetii se caracteriza por la
presencia de un niumero muy alto de delgadas bacterias tefiidas de rosa en forma de cocobacilos,
destacando sobre un fondo azul o verde. El método de la tincion es rapido. El limite de deteccién es
alto (>10° bacterias/ml) y adecuado para el diagnéstico clinico ya que en las muestras positivas hay
grandes cantidades de bacterias. A veces pueden ser dificiles de detectar por su pequefio tamafio,
pero esto se compensa con sus grandes cantidades; a menudo aparecen dentro de la célula
hospedadora inclusiones como manchas rojizas sobre un fondo azul o verde. Se debe tener cuidado
con la interpretacion de los resultados, ya que se puede confundir microscoépicamente C. burnetii con
Chlamydia abortus o con Brucella spp. Sin embargo, usando el mismo proceso de tincién, Chlamydia
tiene perfiles mas definidos, se trata de células ovaladas, pequefas y pueden parecer glébulos. Las
células de Brucella spp. son méas grandes (0,6-1,5 pym de largo x 0,5-0,7 pm de ancho), més
claramente definidas y se tifien mas intensamente. Se deben de usar portas con controles positivos de
C. burnetii, Chlamydia abortus y Brucella para su comparacion. El diagndstico de casos clinicos
realizado por microscopia, junto a los resultados seroldgicos positivos, suele ser adecuado a efectos
de utilizacion sistematica. Cuando la tincién bioldgica no resulte concluyente, se debe utilizar algin
otro método especifico como prueba confirmativa. Los métodos basados en la PCR son los de
eleccion.

1.3. Métodos especificos de deteccién

También puede lograrse la detecciéon de C. burnetii en muestras mediante la inmunodeteccion
especifica (ELISA de captura, inmunohistoquimica), hibridacion in-situ o amplificacion del ADN
(Jensen et al., 2007; Thiele et al., 1992). La inmunohistologia se puede llevar a cabo con tejidos
incluidos en parafina o en frotis fijados con acetona (Raoult et al., 1994). El método es una prueba de
inmunofluorescencia o inmunoperoxidasa en la que se utilizan anticuerpos policlonales especificos de
C. burnetii producidos en animales de laboratorio (conejo o cobaya). Para visualizar la bacteria, a
continuacion se utiliza un conjugado anti-lgG obtenido en otra especie (conejo o cobaya), que esté
marcado con ITCF o con peroxidasa. Se debe disponer de portas control positivos de antigeno de C.
burnetii con fines de comparacion. No existen anticuerpos especificos para inmunoquimica a nivel
comercial.

Puede utilizarse hibridacién in-situ fluorescente (FISH) mediante sondas de oligonucleétidos
especificos dirigidas al ARNr de la subunidad 16S en tejidos incluidos en parafina, sobre todo en
muestras de placenta (Jensen et al., 2007).

Se han utilizado métodos basados en la PCR con éxito para detectar ADN de C. burnetii en cultivos
celulares y en muestras biolégicas. Antes de realizar la PCR, se pueden inactivar las muestras
biologicas para garantizar la seguridad del personal de laboratorio calentandolas a 90°C entre 30 y
60 minutos, dependiendo de la naturaleza, el tamafio o el peso de la muestra. El proceso de
inactivacion debe comprobarse y validarse en condiciones locales, antes de cada uso. La PCR se
puede realizar en los laboratorios debidamente equipados, usando cebadores derivados de varias
dianas, como por ejemplo, una secuencia 1S1111 de insercion de multicopias (humero de acceso
M80806), la mas utilizada (Berri et al., 2000). El uso de estos cebadores para la amplificacion de la
mencionada secuencia proporciona un aumento de la sensibilidad de la prueba debido a la presencia
de varias copias en los genomas de Coxiella. Se ha publicado que los otros genes que pueden usarse
como diana en la PCR especifica de C. burnetii son: el gen de la superéxido dismutasa (sodB)
(nimero de acceso M74242); el gen coml, que codifica una proteina de 27 kDa de la membrana
externa (nimero de acceso AB004712); y el operén de choque térmico que codifica dos proteinas de
choque térmico (htpA y htpB) (nimero de acceso M20482). La isocitrato deshidrogenasa (icd) (nimero
de acceso AF069035); y la proteina potenciadora de la infectividad del macréfago (cbmip) (nimero de
acceso U14170). Algunas de las secuencias de cebadores y sondas pueden obtenerse en la pagina
web del centro nacional de referencia para la fiebre Q de Francia®.

La PCR en tiempo real constituye otro medio de deteccion y cuantificacion (Klee et al., 2006; Stemmler
& Meyer, 2002). Como ocurre con la PCR convencional, se utilizan varios genes diana, como 1S1111,

3 http://ifr48.timone.univ-mrs.fr/Fiches/Fievre Q.html#toc22
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1S30, com1 e icd. A fin de cuantificar las bacterias en muestras biolégicas mediante la utilizacion de la
PCR en tiempo real, se recomienda amplificar una secuencia Unica y especifica. De hecho, algunos
datos recientes ponen de manifiesto que el nUmero de secuencia de insercion (1IS1111) vari6 mucho
(entre 7 y 110) dependiendo de la cepa (Klee et al., 2006). Aunque el uso de esta secuencia podria
aumentar la sensibilidad de la prueba, puede que no sirva para obtener una cuantificacion exacta
cuando hay varias cepas involucradas. Sin embargo, es suficientemente informativa y exacta para
obtener un diagnéstico en casos de aborto cuando hay grandes cantidades de bacterias (es decir, 104
por hisopo vaginal) (Sidi-Boumedine et al., 2010). En cuanto a las matrices complejas, debe
comprobarse si los eluatos de ADN son capaces de inhibir una PCR afiadiendo un control de ADN
interno (como una secuencia de GAPDH a modo de diana) o un control externo.

En el mercado existen kits listos para su uso, que permiten detectar las bacterias en varios tipos de
muestras. Para el diagndstico de abortos se han validado métodos cuantitativos especificos basados
en kits de PCR, de acuerdo con una nueva norma francesa para la validacion de la PCR en tiempo
real (Rousset et al., 2012). En el laboratorio de referencia nacional de Francia se dispone de material
de referencia externo de bacterias cuantificadas, Util tanto para la validacion del método como para un
esquema de control destinado al seguimiento sistematico de la calidad de las pruebas.

1.4. Métodos de genotipificacién

La epidemiologia de la fiebre Q es compleja, como se deduce de su gran variedad de hospedadores,
su capacidad de resistir en el ambiente y su multifactorial transmisién por el aire. Aunque la
caracterizacion de las cepas parece necesaria para comprender las variaciones de la epidemiologia
de la fiebre Q en funcién de la zona geografica, se estd avanzando en la evaluacién de los métodos de
tipificacion discriminatoria para la epidemiologia molecular (Massung et al., 2012; Sidi-Boumedine &
Rousset, 2011). Estas herramientas son muy utiles para la investigacion epidemioldgica, sobre todo
para aclarar los vinculos en cuanto a la fuente de la infeccién, para comprender mejor los factores
epidemioldgicos emergentes y, en menor medida, para evaluar las medidas de control.

Para la caracterizacion de las cepas de C. burnetii se han utilizado varios métodos de tipificacion,
como la endonucleasa de restriccion del ADN gendmico, la PFGE (electroforesis en gel de campo
pulsatil), y el andlisis de la secuencia y/o mediante PCR-RFLP (polimorfismo de la longitud del
fragmento de restriccion) de los genes icd, coml y mucZ. Méas recientemente se han descrito dos
métodos de tipificacion basados en la PCR, el MLVA (analisis multilocus de repeticiones en tAndem de
namero variable) y la tipificacion de la secuencia multiespacio (MST), que permiten la tipificacion de C.
burnetii sin necesidad de aislar el microorganismo. Se sigue investigando para el desarrollo de nuevos
métodos, como el polimorfismo de nucledtido Unico (SNP), y para comparar las capacidades de
discriminacion y el valor informativo.

Hasta la fecha, el MLVA y la MST se consideran los métodos mas discriminantes para C. burnetii, que
permiten la identificacién de hasta 36 genotipos bien diferenciados. Ademas, se han establecido las
bases de datos http://mlva.u-psud.fr/MLVAnet/ y http://ifr48.timone.univ-mrs.fr, respectivamente, para
el MLVA y la MST. La disponibilidad de estas bases de datos permite comparaciones entre
laboratorios facilmente, y ello conducird a una mejor comprensién de la propagacion de las cepas de
C. burnetii o para identificar nuevas cepas emergentes. Ademas, cada vez se utilizan mas para
caracterizar muestras o cepas naturales y se deben potenciar los trabajos destinados a conseguir un
esquema estandarizado para el MLVA (basado en decisiones comunes relativas a como denominar el
alelo y a los conjuntos de marcadores que deben utilizarse), para que pueda listo en un futuro proximo
(Massung et al., 2012; Sidi-Boumedine & Rousset, 2011).

2. Pruebas serolégicas
2.1. Enzimoinmunoanalisis (ELISA)

Esta técnica presenta una gran sensibilidad y una buena especificidad segun evaluaciones
comparativas que se han realizado entre métodos (Emery et al., 2014; Horigan et al., 2011;
Kittelberger et al., 2009; Niemczuk et al., 2014; Rousset et al., 2007; 2009). Es facil de realizar en
laboratorios que tienen el equipo (un espectrofotometro) y los reactivos necesarios. Es preferible el
ELISA a la IFA o la FC, sobre todo en el diagnostico veterinario, puesto que es comodo para la
deteccién a gran escala y es el mas robusto. Existen kits comerciales listos para usar con los que se
pueden detectar mezclas de anticuerpos de fase | y de fase Il. El control de calidad de algunos kits
ELISA se ha mejorado recientemente empleando un material de referencia externo, que puede
conseguirse en el laboratorio de referencia nacional de Francia, demostrando la estandarizacion entre
lotes de kits.
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El antigeno de Coxiella burnetii para el EISA se prepara mediante crecimiento de cepas estandar en
huevos de gallina embrionados o bien en cultivo celular, como se describe abajo el apartado sobre la
IFA. Los pocillos de la microplaca se recubren con el antigeno inactivado de células enteras de
C. burnetii. Se afiaden a los pocillos muestras de suero diluido que reacciona con los antigenos unidos
al soporte so6lido. El material no unido se elimina mediante un lavado después de un periodo adecuado
de incubacion. El conjugado (lg anti-rumiante marcada con peroxidasa de rabano) reacciona con los
anticuerpos especificos unidos al antigeno. El exceso de conjugado que no reacciona se elimina
mediante el lavado después de un periodo adecuado de incubacion. Se afiade el sustrato de la
enzima. La velocidad de conversion del sustrato es proporcional a la cantidad de anticuerpos unidos.
La reaccion se termina después de un periodo adecuado de tiempo y el color desarrollado se mide
mediante espectrofotometria.

2.1.1. Materiales y reactivos

Placas de microtitulacion con 96 pocillos de fondo plano, recién recubiertas o recubiertas de
antemano con antigeno de C. burnetii; lector de microplacas (espectrofotémetro; filtros de 405
ylo 450 y/o 492 nm); incubador con humidificador a 37°C; pipetas de 8 y 12 canales con puntas
desechables de plastico; agitador de microplacas (opcional).

Sueros control positivos y negativos; conjugado (anticuerpo anti-lgG de rumiante o proteina
A/G marcados con peroxidasa); diluyente diez veces concentrado (PBS-Tween); agua
destilada; sustrato o cromégeno (TMB tetrametilbenzidina), ABTS [2,2"-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico] para la peroxidasa); peréxido de hidrogeno.

2.1.2. Procedimiento de la prueba

i)  Se diluyen las muestras de suero, incluyendo los sueros control, a una dilucién apropiada
(1/100 o 1/400 dependiendo del kit que se utilice) y se distribuyen por duplicado 0,1 ml por
pocillo. Los sueros control son sueros positivos y negativos suministrados por el
fabricante, y un suero positivo de referencia interna del laboratorio para comparar los
titulos obtenidos entre distintas pruebas.

i)  Se cubre la placa con la tapa y se incuba a temperatura ambiente durante 30—90 minutos.
Se vacia el contenido y se lava tres veces a temperatura ambiente con solucion de
lavado.

i) Se afiade a los pocillos la dilucion adecuada de conjugado recién preparado (0,1 ml por
pocillo).

iv) Se cubre cada placay se incuba como en el paso ii. Se lava de nuevo tres veces.

v) Se afiade a cada pocillo 0,1 ml de sustrato cromdgeno recién preparado (por ejemplo:

TMB en acido acético 0,1 M y solucion de H202 al 2% [0,2 pl/ml] al 30%; o ABTS
0,25 mM en tampon citrato fosfato, pH 5,0, y solucion de H202 al 30% [0,1 pl/ml]).

vi) Se agita la placa; se incuba segun las recomendaciones de la casa comercial, se detiene
la reaccion afiadiendo solucion de parada a cada pocillo, por ejemplo 0,05 ml de acido
sulfdrico 2 M para la TMB o dodecilsulfato sédico al 10% para el ABTS.

vii) Se lee la absorbancia de cada pocillo con el lector de microplacas a 405 nm (ABTS) o a
450 nm (TMB). Los valores de absorbancia se utilizan para calcular los resultados.
2.1.3. Interpretacién de los resultados
En el caso de kits comerciales, las interpretaciones y los valores se suministran con el kit.

Por ejemplo: calcular la absorbancia (Ab) media de la muestra de suero y de los sueros control
positivos (Abpos) Y negativos (Abneg), y calcular el porcentaje para cada suero

Ab - Abneg
Abpos - Abneg x 100

Interpretar los resultados del siguiente modo:
Ab <30% suero negativo
Ab >30% suero positivo

Se prepara un diagrama de control y se estima la incertidumbre de la medicién alrededor del
punto de corte para interpretar los resultados que se sitlen cerca de punto.
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2.2. Prueba de la inmunofluorescencia indirecta (IFA)

En medicina humana, la IFAT adaptada como una técnica de micro-inmunofluorescencia es el método
actual para el serodiagnéstico de la fiebre Q (Tissot-Dupont et al., 1994). El procedimiento se puede
adaptar para realizar una prueba de inmunoperoxidasa. En resumen, se utilizan antigenos de
C. burnetii tanto de fase | como de fase ll; el antigeno de fase Il se obtiene cultivando la cepa de
referencia C. burnetii Nine Mile (ATCC VR 615) en cultivo celular, mientras que el antigeno de fase |
se obtiene del bazo de animales de laboratorio. El antigeno se diluye, se deposita en los pocillos de un
porta de vidrio para microscopio, se deja secar y se fija con acetona. Las dos formas de la infeccién
humana, la aguda y la crénica, presentan perfiles serolégicos distintos: durante la fiebre Q aguda, los
anticuerpos IgG aumentan solo contra la fase Il, mientras que durante la fiebre Q crénica se observan
niveles elevados de anticuerpos IgG contra las fases | y Il de la bacteria (Tissot-Dupont et al., 1994).
Ademas, se pueden comprar a suministradores portas con pocillos antigenados con antigeno de fase
Il, o de fases | y Il de C. burnetii. Estos se pueden adaptar cambiando el conjugado humano por un
conjugado adaptado a la especie animal. No obstante, la interpretacion como forma aguda o crénica
no se ha validado para rumiantes.

2.2.1. Preparacion del antigeno

A continuacion se presenta un ejemplo de preparacion de C. burnetii para el diagnoéstico
seroldgico basado en antigenos de fase Il y de fase |, pero en todo el mundo se utilizan otros
protocolos modificados. Pueden obtenerse cantidades considerables C. burnetii (>10%
bacterias) de C. burnetii en 2-5 semanas mediante huevos embrionados o de cultivos celulares.
Una infeccién en ratones puede requerir 7-14 dias. La purificacion de bacterias a partir de
material del hospedador incluye centrifugaciones diferenciales y tarda 1 o 2 dias.

Se cultivan C. burnetii Nine Mile de fase Il en capas confluentes de células Vero o L929 en
frascos de cultivo de 150 cm? a 35°C y un 5% de CO2, con medio minimo esencial (MEM)
suplementado con L-glutamina 2 mM y suero fetal bovino al 4%. Se realiza un seguimiento de
la infeccion mediante examen microscopico de las vacuolas intracelulares o recogiendo células
de los sobrenadantes de los frascos y tifiéndolas con la tincion de Giménez. Para el
seguimiento sisteméatico, ha resultado extremadamente Gtil una reciente PCR cuantitativa en
tiempo real especifica. Cuando se observa una infeccion intensa por C. burnetii, los
sobrenadantes de 15 frascos se precipitan de manera individual mediante centrifugacion
(5000 g, 15 minutos), se resuspenden en 1 ml de PBS con formaldehido al 0,1% y se incuban
durante 24 horas a 4°C. Tras combinarlos, las células restantes se rompen mediante
sonicacion. Los detritos celulares se eliminan mediante dos pasos sucesivos de centrifugacion
(100 g, 10 minutos cada uno). A continuacion, la suspension de 15 ml se centrifuga con 20 ml
de PBS con sacarosa al 25% (6000 g, 30 minutos, sin pausa). El precipitado resultante se lava
tres veces en PBS (6000 g, 10 minutos), se resuspende en el menor volumen posible de agua
destilada estéril, y se ajusta a 2 mg/ml mediante espectroscopia UV. Se afiade un conservante
antibacteriano, como la azida sddica, a una dilucién final del 0,1%, o tiomersal al 0,01%. El
antigeno preparado de esta forma se congela a —20°C.

Para obtener antigeno de fase |, se inocula C. burnetii cultivado en células (principalmente en
fase Il) a ratones. Se extirpan los bazos 9 dias después de la infeccién, y cada uno se tritura en
7,5 ml de MEM y se inocula en tres frascos de cultivo de 75 cm? que contengan monocapas de
células L929 o Vero (2,5 ml por frasco). Durante 4 semanas, se lleva a cabo una amplificacion
de C. burnetii de fase I, con un cambio de medio de cultivo a la semana. A continuacion, las
células infectadas se recogen y las bacterias se purifican como se ha descrito anteriormente
(principalmente en fase I).

El antigeno también puede producirse mediante cultivo de C. burnetii en huevos embrionados
SPF. A los 6-7 dias de edad, el microorganismo se inocula en el saco vitelino de los huevos
embrionados, y se recoge a los 10-15 dias de incubacién. Los sacos vitelinos infectados tienen
un color amarillo paja caracteristico y unas manchas blancas, mientras que los no infectados
son de color naranja y tienen una consistencia viscosa. Todos los embriones que hayan muerto
antes de los 5 dias de incubacién se desechan. La cepa utilizada para la inoculacién de los
huevos es un homogenado a 1/100 de saco vitelino en PBS con penicilina (500 Unidades
Internacionales/ml) y estreptomicina (0,5 mg/ml). Los sacos vitelinos se combinan y
homogenizan con tres partes de PBS. La suspension se inactiva exponiéndola a formaldehido
al 1,6% durante 24 horas a 37°C. El liquido sobrenadante lipidico se desecha. A continuacion,
la suspensién se centrifuga a una velocidad moderada (~500 g) durante 30 minutos. Tras la
extraccion del sobrenadante, se aflade mas PBS y se repite la centrifugacion. La suspension
final se diluye con PBS. Se afiade azida sddica o tiomersal como conservante antibacteriano.
La abundancia de C. burnetii y la ausencia de contaminantes bacterianos en los homogenados
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2.3

.

2.2.2.

2.2.3.

2.2.4.

de sacos vitelinos suspendidos en PBS se verifican mediante examen microscépico de un frotis
en un portaobjetos, tefiido con la tincién de Stamp. Para obtener antigeno de fase |, puede
propagarse C. burnetii rcuperado de bazo de animales de laboratorio infectados, ya que los
extractos de bazo triturado a continuacion se transfieren en los sacos vitelinos, dado que la
cantidad de células en fase | sigue alta hasta el sexto pase por huevo.

La titulacién del antigeno con al menos tres sueros conocidos diferentes (con titulos alto,
moderado y bajo, respectivamente) es suficiente para determinar la dilucién adecuada para
posteriores pruebas de inmunofluorescencia.

Materiales y reactivos

Microscopio equipado para fluorescencia, incubador con humidificador, pila de lavado.

Se necesitan portas adecuados para el antigeno. Este puede prepararse en el laboratorio o
comprarse a un proveedor (véase mas arriba). EI método descrito esta adaptado del kit
comercial de BioMérieux, y se indica a titulo de ejemplo. Los portas preparados contienen
12 pocillos cada uno, que miden 7 mm de didmetro y estan recubiertos de antigeno de fase Il
obtenido de cultivos en células Vero; pueden guardarse a 4°C o a —20°C.

Conjugado fluorescente concentrado, para ser diluido cuando sea necesario con PBS + azul de
Evans al 1%, a las diluciones recomendadas por la casa comercial.

PBS, glicerina tamponada, colorante azul de Evans en solucién al 1%.

Procedimiento analitico

Sobre portaobjetos de inmunofluorescencia con pocillos previamente recubiertos con uno o
ambos antigenos, se depositan diluciones a la mitad del suero problema. Si este contiene
anticuerpos especificos, seran fijados por el antigeno. A continuacién, el complejo se detecta
mediante un examen con un microscopio de fluorescencia afiadiendo un conjugado
fluorescente que reconoce las inmunoglobulinas especificas de especie.

i)  Se realizan diluciones seriadas de los sueros en PBS de 1/40 a 1/640.

i)  Se deja que los portas recubiertos con el antigeno alcancen la temperatura ambiente. No
deben tocarse los pocillos.

iii)  Se depositan en los pocillos 20 pl de cada diluciéon de suero. Se afiaden sueros de control
positivo y negativo. A un pocillo, se afiaden como control de antigeno 20 pl de PBS.

iv) Se incuba en una camara humeda 30 minutos a 37° C. Se lava el porta dos veces con
PBS durante 10 minutos cada vez. Se lava con agua destilada y se deja secar al aire.

v)  Se depositan en los pocillos, incluidos los controles, 20 pl del conjugado dirigido contra la
especie en cuestion (por ejemplo, anticuerpo de conejo anti IgG de cabra o de oveja y
conjugado con ITCF [H+L]), acabado de diluir en PBS + azul de Evans. Se incuba en una
camara humeda durante 30 minutos a 37°C. Se lava con agua destilada y se deja secar al
aire. Se afladen unas cuantas gotas de glicerina tamponada y se tapa con un cubre. Se
examina en un microscopio de fluorescencia con aumentos de x400 o0 mas.

Interpretacion de los resultados

Una reaccion positiva se manifiesta por la presencia de pequefios puntos brillantes en un fondo
oscuro. Hay que comprobar que el conjugado solo y el suero control negativo dan un resultado
negativo (ausencia de los pequefios puntos brillantes). La fluorescencia inespecifica suele
tomar forma de manchas de tamarfio irregular. El control positivo debe dar el titulo conocido +
un orden de dilucion.

Prueba de fijacién de complemento (CF)

Como se ha mencionado anteriormente, la CF se considera menos sensible que el EISA o laIFA 'y en
veterinaria se utiliza cada vez menos.

Este micrométodo de fijacion en frio, semejante al desarrollado por Kolmer, se realiza en placas de
microtitulacion con 96 pocillos de fondo en forma de U. Mediante esta prueba, se detecta la presencia
de anticuerpos fijadores de complemento en el suero. En este método se utiliza antigeno de fase | con
antigeno de fase |l preparada a partir de una cepa humana o Nine Mile.
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La reaccion se lleva a cabo en dos etapas. Primero se mezcla el antigeno con los anticuerpos
fijadores del complemento, y se incuban durante toda una noche a 4°C. Al dia siguiente, se afiaden
eritrocitos de oveja que estan sensibilizados por suero anti-eritrocitos de oveja. Durante el primer
paso, la fijacion del complemento por el complejo antigeno/anticuerpo no permite la lisis de los
eritrocitos; por el contrario, si no existen anticuerpos fijadores del complemento, el complemento
induce entonces la lisis de los eritrocitos sensibilizados. Por consiguiente, la velocidad de la hemdlisis
es inversamente proporcional al nivel de anticuerpos especificos que estan presentes en la muestra
de suero.

2.3.1. Reactivos

Tampon Veronal/calcio/magnesio (VB), pH 7,2

El sistema hemolitico: una mezcla a partes iguales de una suspensioén de eritrocitos de oveja al
2% en VB; y suero hemolitico diluido en VB segun un titulo especifico.

Complemento: Un kit comercial liofilizado de suero fresco de cobaya.

Antigeno: Usar antigenos comerciales al titulo recomendado por el fabricante, si la titulacion del
antigeno se realiza por este método.

Sueros control positivos y negativos.

2.3.2. Pre-titulaciones
i) Se diluyen los eritrocitos de oveja a una concentracion final de 2% en VB.

i) Se titula el suero hemolitico en una microplaca: 25 pl de complemento a una
concentracién hemolitica conocida (por ejemplo, 1/30); 25 pl de diluciones crecientes de
suero hemolitico + eritrocitos de oveja al 2%. Se incluyen los controles sin complemento.
Se incuba 30 minutos a 37°C. Se establece la dilucion equivalente a 2 unidades
hemoliticas.

iii) Se diluye el antigeno como recomienda el fabricante. El antigeno también puede titularse:
se hacen diluciones crecientes de antigeno (25 ul horizontalmente) y un suero positivo de
titulo conocido (25 pl verticalmente). Se afiaden 25 pl de la suspension de eritrocitos
sensibilizados y se incuba 30 minutos a 37°C. El titulo del antigeno es la dilucion mas alta
gue produce una reaccion positiva con la dilucion mas alta del suero. Se debe comprobar
la ausencia de actividad anti-complementaria del antigeno a diferentes diluciones.

iv) Se titula el complemento en una microplaca: se hacen diluciones seriadas del
complemento o del suero de cobaya en VB, por ejemplo de 1/15 a 1/200. A cada pocillo
con 25 pl de esta dilucion, se afiaden 25 pl de antigeno y 25 pl del sistema hemolitico. Se
incuba 30 minutos a 37°C y se establece la dilucion equivalente a 2 unidades hemoliticas
de complemento.

2.3.3. Procedimiento analitico

i) En seis pocillos se hacen diluciones a la mitad, de 1/10 a 1/320, del suero problema
inactivado y en otros cuatro pocillos diluciones de 1/10 a 1/80 para detectar actividad anti-
complementaria (25 pl por pocillo).

i) Se afaden 25 pl de antigeno diluido o 25 pl de VB a los pocillos de suero control.

iii) Se afladen 25 pl de complemento a todos los pocillos. Se cubre la placa con una lamina
de plastico adhesivo y se incuba 18 horas a 4°C.

iv) Se sacan las placas de la nevera, se deja que alcancen la temperatura ambiente, y se
afaden 25 pl de sistema hemolitico recién preparado. Se incuban a 37°C durante
30 minutos. Se centrifugan las placas a 500 g durante 5 minutos a 4°C. Se examinan los
controles y se leen los resultados.
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C1.

1.

2.

2.3.4. Interpretacién de los resultados

Los titulos comprendidos entre 1/10 y 1/40 son caracteristicos de una infeccion latente. Los
titulos de 1/80 o0 mas, en uno o mas sueros de un grupo de cinco a diez animales, revelan una
fase evolutiva de la infeccién.

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS

Vacuna inactivada
Antecedentes

1.1. Fundamentos y uso previsto del producto

Para el control de la infeccién por C. burnetii, tanto en humanos como en animales, se pueden
vacunar los rumiantes empleando vacunas contra C. burnetii inactivadas. El objetivo de esta
vacunacion es reducir la excrecion de la bacteria y el riesgo de aborto. Por ahora, contra C. burnetii
solo se dispone de vacunas inactivadas. Las vacunas inactivadas que estan a la venta derivan de
cepas de C. burnetii en fase | (Nine Mile) o en fase I, pero se ha comprobado cientificamente que el
antigeno protector de C. burnetii es el LPS de fase | de longitud completa (Arricau-Bouvery &
Rodolakis, 2005; Okimoto et al., 2004; Ormsbee et al., 1964; To et al., 1998; Williams et al., 1992).
Para generar una respuesta inmunitaria adecuada y al mismo tiempo minimizar las amenazas a la
seguridad, la produccion de vacuna, si se desea que sea eficiente, debe ir encaminada a vacunas que
contengan antigeno de fase | (Elliott et al., 2015; Zhang et al., 2013).

Descripcion de la produccién y requisitos minimos para las vacunas
2.1. Caracteristicas del inéculo

2.1.1. Caracteristicas bioldgicas

La cepa de C. burnetii que vaya a incluirse en las vacunas deberd estar bien caracterizada,
proceder de un origen conocido, ser pura y pertenecer exclusivamente a la fase escogida. Para
consultar las directrices sobre los inoculos primarios, véase el Capitulo 1.1.8 Principios de
produccion de vacunas veterinarias.

2.1.2. Criterios de calidad (esterilidad, pureza, ausencia de agentes extrafios)

Los in6culos de Coxiella burnetii deben constituir cultivos puros y estar libres de bacterias
contaminantes y de hongos (véase el Capitulo 1.1.9 Pruebas de esterilidad y ausencia de
contaminacion en los materiales biolégicos de uso veterinario). La produccion debe llevarse a
cabo siguiendo el sistema de lotes de siembra (véase el capitulo 1.1.8). EI método de
produccion de los inéculos es el mismo que el de la produccién de antigeno hasta el paso de la
inactivacion. Los in6culos pueden liofilizarse o bien conservarse a temperaturas inferiores a los
-40°C. En los in6culos se realizan pruebas de titulo vivo, de identidad y de pureza (véase el
capitulo 1.1.9).

2.1.3. Validacién como cepa vacunal

La idoneidad como cepa vacunal se comprueba mediante pruebas de eficacia y de inocuidad.
2.2. Método de fabricaciéon

2.2.1. Procedimiento

Dado que las cepas que se utilizan actualmente en la produccion de la vacuna derivan de
cepas naturales virulentas, la propagacién de bacterias vivas debe llevarse a cabo aplicando
los procedimientos de bioseguridad y bioproteccion apropiados, que vendran determinados por
un analisis del riesgo bioldgico (véase el Capitulo 1.1.4 Bioseguridad y bioproteccion: Norma
para la gestion del riesgo biolégico en el laboratorio veterinario y en las instalaciones de los
animales). El personal involucrado en esta tarea deberd haber recibido la correspondiente
formacion y estar vacunado contra la fiebre Q.
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El proceso de produccion incluye el cultivo de C. burnetii en membrana de saco vitelino de pollo
embrionado libre de patégenos especificos (SPF). Tras 5-9 dias de incubacién, los huevos se
ponen a enfriar y los sacos vitelinos se recolectan. El material recolectado se homogeneiza, se
diluye en tampo6n y se inactiva con un agente inactivante adecuado (como el formaldehido)
para asegurar que no quede ningdn microorganismo vivo. El antigeno inactivado se somete a
una concentracion a 5-10x, seguida de una combinacion de pasos de extraccidon quimica y
centrifugacion para que el huevo no arrastre tanto material de la matriz. Ello dara lugar a un
antigeno mas purificado y evitara reacciones post-vacunales en las especies de destino
vacunadas con el producto final.

El antigeno purificado concentrado se diluye y se formula a la dosis protectora establecida. La
formulacion vacunal se basa en la cuantificacion del antigeno (por ejemplo, por peso o ELISA)
y puede contener tiomersal como conservante.

En algunos laboratorios se estan desarrollando otros procesos de produccion de antigeno de la
fiebre Q empleando cultivos celulares o crecimiento celular en medios axénicos (Lockhart et al.,
2013; Omsland et al, 2009). También se han publicado estudios de desarrollo de antigeno
peptidico mimético (Peng et al., 2012).

2.2.2. Requisitos para los ingredientes

Véase el capitulo 1.1.8.

2.2.3

.

Controles durante el proceso

Como se hace con todas las vacunas inactivadas, se determina el titulo vivo antes de la
inactivacion, con el fin de garantizar que sea inferior al valor maximo para el cual se valido el
proceso de inactivacion. El titulo se puede determinar mediante inoculacion en huevo o por
PCR cuantitativa. La pureza microbioldgica de los cultivos se determina en todas las etapas de
produccién antes de la inactivacion. El éxito de la inactivacion debe determinarse mediante la
prueba del cultivo utilizando medios lo suficientemente sensibles (como huevos embrionados o
cultivos celulares).

Dado que es esencial diferenciar entre antigenos de fase | y antigenos de fase Il, desde el
inicio del proceso de desarrollo de la vacuna debe determinarse qué métodos analiticos se
utilizarédn. Véase el apartado A.2 de este capitulo. Estos métodos deben incluir pruebas de
control de la calidad para realizar tanto durante el proceso como en el producto final. En el caso
de las vacunas de Fase |, son muy importantes tanto la diferenciacion como la cuantifiacion del
antigeno de fase I. A nivel celular, se puede diferenciar entre antigenos de fase | y de fase Il
ya sea mediante PCR o mediante ELISA, y a nivel de antigeno purificado o de vacuna,
mediante métodos inmunoquimicos (por ejemplo, con transferencia de puntos, ELISA o IFA)
empleando antisueros especificos de fase. EI método cualitativo méas sencillo para este fin es la
comprobacion cruzada de la muestra mediante transferencia de puntos con antisueros
especificos de fase | y de fase Il. Los antisueros de fase | contienen anticuerpos especificos
tanto de antigenos de fase | como de antigenos de fase I, mientras que los antisueros de fase
Il solo contienen anticuerpos especificos de fase Il. Asi pues, las bacterias de fase | daran un
doble resultado positivo en la transferencia de puntos, mientras que las bacterias de fase Il
daran positivo solo con los antisueros de fase Il. La PCR y ciertos métodos inmunoquimicos
también puede servir como sistemas de identificacion.

La cuantificacion del antigeno purificado para la formulacion de la vacuna puede determinarse
por peso, por densidad 6ptica o mediante un ELISA. La mejor opcién para cuantificar el
antigeno es el ELISA, debido a su alta sensibilidad y especificidad. Dado que estas pruebas no
son faciles de conseguir, deben ser los propios fabricantes de vacuna los que las desarrollen y
validen.

2.2.4. Pruebas en lotes de producto final

i) Esterilidad/pureza

En el producto final se realizan pruebas de esterilidad. Cada lote debe superar unos
requisitos de esterilidad, por ejemplo, los indicados en la monografia de la Farmacopea
Europea 2.6.1 (véase también el capitulo 1.1.9).

i) Identidad

La identidad de los antigenos de los productos inactivados se garantiza gracias al
concepto lotes de siembra y a los controles establecidos por las buenas practicas de
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ii)

iv)

v)

fabricacién. La identidad y el tipo de fase deben validarse en distintos puntos de todo el
proceso de produccion, por ejemplo, mediante ELISA o PCR.

Inocuidad

En muchas regiones, para poner en circulacion los lotes no se precisan pruebas de
inocuidad en las especies de destino. Cuando si se precisan, en general se llevan a cabo
procedimientos estandar empleando menos animales que en las pruebas de seguridad
exigidas para la aprobacién por parte de las autoridades reguladoras, y animales de la
menor edad de vacunacion recomendada.

Potencia del lote

La efectividad de las vacunas de uso veterinario contra la fiebre Q se demuestra mediante
la vacunacién y la posterior exposicién a la bacteria en las especies de destino,
empleando una cepa heter6loga durante la fase central de la gestacion. Por motivos
evidentes de seguridad, estos estudios deben llevarse a cabo en instalaciones para
animales aplicando procedimientos de bioseguridad y bioproteccién apropiados, que
vendran determinados por un andlisis del riesgo biologico (véase el Capitulo 1.1.4.). Los
dos parametros principales a evaluar son: una disminucion significativa en la tasa de
abortos y una disminucion en la excrecién de la bacteria. Las pruebas de potencia de los
lotes que se utilizan se correlacionan con la dosis minima protectora garantizada y con el
periodo de validez de la vacuna. Los métodos in vitro de determinacion de la potencia son
preferibles a las pruebas in vivo. Se prefieren las pruebas que permiten al mismo tiempo
la cuantificacién de la pontecia y la obtencién de una identificacién a nivel de especie
(como el ELISA).

Contenido en formaldehido

En las vacunas inactivadas con formaldehido se realizan pruebas para comprobar el nivel
de formaldehido residual.

2.3. Requisitos para la aprobacion por parte de las autoridades reguladoras

El siguiente apartado se basa en los requisitos establecidos en la Unién Europea en cuanto a las
vacunas inactivadas contra C. burnetii. Es posible que en otros paises haya requisitos ligeramente
distintos.

2.3.1. Proceso de fabricacién

2.3.2

El fabricante debe demostrar que el método de produccién preserva la antigenicidad protectora
y que el procedimiento empleado para inactivar la bacteria es suficiente para una inactivacion
completa. El proceso de inactivacion debe comprobarse al maximo titulo antigénico posible. La
sensibilidad de la prueba de inactivacion debe demostrarse en la matriz antigénica de tal forma
gue se evidencie que la prueba podria detectar titulo antigénico por debajo de la dosis minima
infecciosa. Debe demostrarse la inactivacion en todos los lotes de produccién.

Requisitos de inocuidad

i)

Inocuidad en especies de destino y no de destino

La inocuidad del producto debe demostrarse durante la fase de desarrollo de la vacuna
administrando a animales de la especie de destino una dosis normal, sobredosis y dosis
repetidas, asi como en estudios de campo a gran escala con animales de la minima edad
de vacunacion y animales gestantes. Todas las pruebas de laboratorio relativas a la
inocuidad se llevan a cabo en animales de la edad minima recomendada para la
primovacunacion. Los animales de esta edad se consideran los mas sensibles a todos los
posibles signos de intolerancia a la vacuna.

Las pruebas de laboratorio se llevan a cabo en entornos controlados, mientras que los
estudios de campo se realizan en las condiciones de uso normal de la vacuna con pocos
animales no tratados o animales control tratados con placebo. La inocuidad de la vacuna
se demuestra tras descartar signos de reacciones locales y signos generales durante 21
dias tras la primovacunacion.

El impacto de la vacunacién en el rendimiento reproductivo se valora en funcién de datos
obtenidos en estudios de campo y de las cifras de partos de animales vacunados durante
las distintas etapas de la gestacion con vacuna contra Coxiella o con placebo. Si se
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utilizan cantidades de animales estadisticamente relevantes, no debe haber diferencias
estadisticamente significativas entre los datos de los animales tratados con placebo y los
de los animales vacunados con vacuna contra Coxiella.

i) Reversibn a la virulencia de las vacunas atenuadas/vivas y consideraciones
medioambientales

No es aplicable.

iii)  Precauciones (peligros)

Es frecuente observar una reaccion palpable de algunos centimetros de diametro en el
punto de inyeccion. Esta reaccion se reduce y desaparece sin mas en cuestion de pocos
dias. Es frecuente que se produzca un ligero aumento de la temperatura rectal durante un
periodo de hasta 4 dias tras la vacunacion.

2.3.3. Requisitos de eficacia

La eficacia de las vacunas debe demostrarse en las especies de destino. El lote de producto
utilizado en el estudio de desafio debe ser representativo del proceso de produccion industrial
final con el maximo namero permitido de pases desde el in6culo primario. La eficacia del
producto se demuestra por una diferencia estadisticamente significativa en los datos relativos a
abortos y excrecion de la bacteria entre el grupo vacunado y el grupo control. Por jemplo, en el
caso de los pequefios rumiantes, se puede aplicar el siguiente protocolo: los animales
seronegativos se vacunan en el momento méas cercano posible (permitido) a la inseminacion
artificial (por ejemplo, 3 semanas antes). Estos animales se exponen por via subcutanea a
media gestacion a una cepa de desafio heterdloga calibrada en ratones y cabras. Se realiza un
seguimiento de los niveles de anticuerpos especificos mediante ELISA a partir de los sueros
durante la gestacion y a partir de la leche tras el parto, con el fin de demostrar la aparicion de
inmunidad protectora. Se realiza un seguimiento semanal de la excrecién de la bacterias
mediante PCR a partir de muestras de heces durante la gestacion, y tras el parto, a partir de
moco vaginal y leche, o placenta en caso de aborto. Se comprueba la tasa de abortos del
grupo vacunado y del grupo no vacunado. El grupo vacunado debe presentar una reduccion
estadisticamente significativa de la excrecion de la bacteria y de la tasa de abortos respecto a
las del grupo control no vacunado.

Las afirmaciones en cuanto a eficacia también pueden estar respaldadas por estudios de
campo a gran escala cuando se cuenta con una exposicion a una cepa natural, mediante un
andlisis estadistico de la excrecién de la bacteria y de las tasas de abortos y empleando
métodos analiticos similares a los que se aplican en los estudios de laboratorio. Guatteo et al.
(2008) demostraron con éxito que el ganado vacuno no gestante vacunado presentaba una
probabilidad cinco veces menor de ser excretor de la bacteria que los animales no vacunados.

2.3.4. Vacunas que permiten una estrategia DIVA (deteccién de infeccién en animales vacunados)

No es aplicable a esta enfermedad.

2.3.5. Duracién de la inmunidad

La duracién de la inmunidad se puede demostrar mediante datos serolégicos, por desafio o
mediante datos de fertilidad obtenidos en estudios de campo.

2.3.6. Estabilidad

La estabilidad de la vacuna se valida mediante pruebas de puesta en circulacion de la vacuna a
intervalos periédicos durante el periodo de validez previsto para el producto. Para demostrar
estabilidad, deben utilizarse al menos tres lotes de producto representativos.
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NB: Existe un Laboratorio de Referencia de la OIE para la Fiebre Q
(puede consultarse la pagina web de la OIE:
https://www.oie.int/es/que-ofrecemos/red-de-expertos/laboratorios-de-referencia/#ui-id-3)
Por favor, contacte con el Laboratorio de Referencia de la OIE Para obtener mas informacion sobre las pruebas
de diagnéstico, los reactivos y las vacunas para la Fiebre Q

NB: ADOPTADO POR PRIMERA VEZ EN 1990. ULTIMAS ACTUALIZACIONES ADOPTADAS EN 2015 (SOLO EL APARTADO SOBRE
DIAGNOSTICO) Y 2018 (APARTADO SOBRE VACUNAS).
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