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FIEVRE Q EXPERIMENTALE DES BOVINS

M. PLOMMET, M. CAPPONI*, J. GESTIN et G. RENOUX#**
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Nouzilly BP 1, 37380 Monnaie

*Laboratoive des Rickettsioses,
Institut Pasteur,

75015 Paris

** [ aboratoive d’'Immunologie,
Faculté de Médecine,
37000 Tours

RESUME

Douze génisses dgées de 8 & 11 mois (tabl. 1) ont été inoculées par voie intradermique, avec
trois doses, 3, 3 X 1071, 3 X 1072 ml d'une suspension de Coxiella burneti souche C, titrant 3 ooo
doses minima létales pour le cobaye par ml. Une pneumonie franche s’est déclarée & partir de 24
et jusqu'a 36 heures sur tous les animaux, et aprés une phase aigué de 7 jours, a évolué vers
une guérison spontanée. La croissance des génisses n’a pas été affectée par la maladie ; des sé-
quelles pulmonaires et cardiaques, avec un cas de mort cardiaque, ont €té observées.

Onze génisses ont été inséminées & partir de 16 mois. Deux ont avorté, 3 sont restées stériles,
6 ont été fécondées normalement, dont 2 ont été abattues avant terme. La fécondité exprimée
en gestation normale a €té de 6 sur 11 (55 p. 100) contre 43 sur 53 (81 p. 100) dans un groupe
analogue.

Aprés le vélage, ou & la méme période, les génisses ont été abattues ; les veaux ont été sacrifiés
a la naissance.

C. burneti a été recherchée par la coloration de Stamp, par immunofinorescence, par ino-
culation au cobaye : pendant la phase aigué, dans les mucus nasal et vaginal ; au moment du
part, dans le mucus vaginal et le colostrum ; aprés autopsie, dans les ganglions et organes des
vaches et des veaux.

Une souche a été réisolée d’un ganglion rétromammaire d’une vache ; plusieurs souches ont
été mises en évidence a partir du mucus vaginal, de plusieurs ganglions de vaches et sur un veau.
Tous les prélévements de colostrum ont été négatifs.

Les réponses sérologiques suivies par microagglutination et par fixation du complément
deviennent positives entre le 6¢ et le 13¢ jour aprés U'inoculation, puis diminuent progressivement,
sauf 4 la période de vélage et d’avortement, ot il y a quelques remontées. La réaction de fixation
du complément devient négative 15 mois aprés I'inoculation, sauf dans le lot ayant recu la dose
la plus élevée ; la réaction de microagglutination reste positive sur la plupart des vaches jusqu’a
la fin de I'expérience.
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INTRODUCTION

Chez les bovins, la Fiévre Q provoque des accidents pulmonaires et des avor-
tements. Malgré les résultats de quelques enquétes épidémiologiques (GIBERT, 1955 ;
PITRE, 1960; SEIGNEURIN ¢t al., 1g66) cette maladie n’est pas considérée, en France,
comme présentant, pour les bovins, quelque importance sur le plan sanitaire ou sur
le plan économique. Des travaux sur 'immunisation contre la brucellose ont conduit
a I'hypothese d’une intarférence entre I'existence d’une Fiévre Q latente et I'éta-
blissemant de I'immunité anti-brucellique (PLOMMET ef al., 1970), hypothése ren-
forcée par une expérience sur la Souris (RENOUX, 196g).

1’étude de la Fiévre Q a la fois en tant que maladie ou en tant que facteur de
parturbation de l'immunisation exige comme étape préliminaire la mise au point
d’une méthode d’infection expérimentale contrélée.

I’infection expérimentale des animaux (BABUDIERI, 1959 ; GIROUD et CAPPONI,
1966), y compris les bovins, par Coxiella burnet: a fait I'objet de nombreux travaux
(DERRICK, SMITH et BROWN, 1940 ; PARKER, BELL et LACKMAN ; 1948 ; BLANC, MARTIN
et BRUNEAU, 1949 ; BELL, PARKER et STOENNER IQ49Q ; STOENNER, IQ5I, 1953 ;
ORMSBEE, 195I ; BADIALI, 1952 ; STOENNER et LACKMAN, 1952 ; ZOTOV ¢t al., 1956),
mais des modalités d’inoculation trop différentes (4ge des animaux, mode d’inocula-
tion, virulence de I'inoculum) ne permettent d’établir des régles générales ni sur la
sensibilité des bovins a la Fievre Q, ni sur I'évolution clinique, bactériologique ou
sérologique de la maladie. Pour obtenir une infection expérimentale chez des génisses
dgdes de 8 4 1T mois, nous avons injecté des doses présentant une progression géo-
métrique décimale par voie intradermique, voie la plus favorable chez d’autres
espéces et utilisée avec succés au moins une fois chez les bovins (STOENNER, I05I).
Nous avons ensuite suivi ’évolution de l'infection sous ses aspects cliniques, séro-
logiques et bactériologiques jusqu’a la fin de la gestation des génisses inséminées a
I'dge de 16 4 19 mois.

MATERIEIL, ET METHODES

1. — Plan expérimental

Douze génisses de race frisonne pie-noire, nées a la Station d’un troupeau indemne de brucel-
lose, dgées de 8 a 11 mois et négatives aux épreuves sérologiques de la Fiévre Q) ont été réparties
par tirage au sort en 3 lots. Aprés avoir été introduites dans 1'étable étanche, le 20 octobre 1969,
elles ont été inoculées le lendemain (tabl. 1). L’étable étanche utilisée au cours de cette expérience
a €té décrite précédemment (PLOMMET et al., 1970).

Le 25 novembre 1969, aprés la phase aigué de I'infection, les génisses sont placées dans une
unité d’isolement en stabulation libre avec accés en pature.

Pour éviter la contamination du personnel et des animaux du Centre, outre des précautions
vestimentaires rigourcuses, les interventions ont €té réduites au minimum. Dans la mesure du
possible, les observations sont effectudes a distance : ces conditions sont a V’origine d’une erreur
(la génisse 5 a été abattue gestante alors qu’elle était présumée vide) et de difficultés dans la
détection des cestrus. Aprés synchronisation des cestrus, 11 génisses ont été inséminées le 16 juin
1970, puis & nouveau lors des retours de chaleur, une génisse étant morte avant 'insémination.
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Les veaux, feetus et avortons ont été autopsiés immédiatement aprés leur naissance ou
12 heures aprés. Les génisses ont été abattues, sauf exception, 1 & 2 mois aprés le vélage, soit
15 mois et demi & 20 mois aprés l'inoculation.

2. — Animaux témoins

Quatre-vingt dix-huit génisses du méme age, nées a la Station ou provenant de troupeaux
indemnes de Brucellose, ont été élevées, dans des conditions analogues, dans des installations
traditionnelles pour animaux non contagieux. Douze d’entre elles, choisies par tirage au sort,
ont servi de contrdle négatif pour les épreuves sérologiques, et ont été prélevées a ce titre a la
méme fréquence que les génisses en expérience. Elles ont également servi de contrdle de crois-
sance, par pesées mensuelles. Deux d’entre elles, choisies par tirage au sort, ont €té abattues
comme controle des épreuves bactériologiques. Toutes les épreuves sérologiques et bactériolo-
giques de la Fievre Q) sont restées négatives dans ce groupe. Le controle de la fécondité a été effec-
tué sur 'ensemble des 98 génisses tandis que le controle de la durée de gestation a été établi sur
53 génisses, les 45 autres ayant €té utilisées, aprés insémination, dans une autre expérience.

3. — Inoculation

L’inoculum virulent est constitué par une suspension de Coxiella burneti, souche C,y (Institut
Pasteur), isolée de I’homme, titrant 1 ooo doses minimales létales pour le cobaye aprés injection
intrapéritonéale (DMI. cobaye). Des doses de 0,03, 0,3 et 3 ml sont injectées respectivement dans
les lots 1, 2 et 3, en un (lots I et 2) ou trois points (lot 3) par voie intradermique au niveau de
I’encolure.

4. — Contvdle

Pendant toute la durée de Uinfection, les génisses ont été soumises & des examens et des
préléevements :

a) Examens cliniques.

Apreés 'inoculation, les examens cliniques biquotidiens comportaient, en particulier, le relevé
thermique et la mesure du rythme respiratoire. Aprés la phase aigué de la maladie, seule une
observation & distance était effectuée. A la suite de la mort par défaillance cardiaque de la génisse
n° 3, des examens électrocardiographiques ont été pratiqués le 26 juin 1970.

b) Examens sévologiques.

Les prélévements de sang ont été effectués a la fréquence suivante : deux fois par semaine
pendant les trois semaines aprés l'inoculation, toutes les deux semaines pendant quatre mois,
une fois par mois pendant six mois et, enfin, toutes les deux semaines pendant la période de
gestation, de septembre 1970 a 'abattage. Quelques prélévements supplémentaires ont été faits
au moment du vélage et sur les veaux.

c) Examens bactériologiques.

Pendant la période aigué de 'infection, des prélévements de mucus vaginal et de mucus
nasal ont été obtenus & I'aide d’'un tampon de coton deux fois par semaine pendant un mois.
Apres le part, des préléevements de mucus vaginal et de colostrum ont été effectués. Lors de I'au-
topsie des veaux, foetus et avortons, et dans chaque cas, du liquide stomacal, la rate et les gan-
glions de la téte, précruraux, préscapulaires et iliaques sont prélevés. Sur les génisses sacrifiées,
ce sont les ganglions iliaques, rétromammaires et scapulaires qui ont €té prélevés.

5. — Examens sérologiques
a) Fiévre Q.

Réaction de fixation du complément. — Le sérum est d’abord dilué au 1/5 en tampon véronal pH 7,4,
puis décomplémenté & 56°C pendant 30 minutes; 0,05 ml de cette dilution sont placés dans la
premiére cupule d’'une plaque Microtiter, contenant le méme volume de tampon. Le sérum est
ensuite dilué A ’aide d’un microdiluteur de 0,05 ml, de 1/10 (1¢r¢ cupule) a 1/1 280. On ajoute 0,05 ml
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du mélange a parties égales de Vantigéne C. burneti dilué au 1/4 (Italdiagnostic, O. S. 1., Paris)
et de complément titré & 2 unités par ml. Aprés incubation d’une nuit a 4°C, on ajoute 0,025 ml
d’une suspension a 1 p. 100 de globules de mouton sensibilisés, puis on met & incubera 37°C. La
lecture est faite 10 minutes aprés la lyse des témoins, en considérant comme positive la dilution
(exprimée en dilution du sérum) donnant une hémolyse inférieure a 50 p. 100. Un sérum positif,
titrant de 1/320 a 1/640, est ajouté a chaque série comme témoin de la réaction.

Les résultats sont exprimés par les numéros des cupules, 1 pour < /10, 2 pour 1/10, 3 pour
1/20. La réaction est considérée comme positive au titre de 1/10.

Réaction de micvoagglutination sur lame. — Technique de GIRouD (GIROUD et CAPPONI, 1966).
L’antigéne est constitué par la souche inoculée, Coxiella burneti, souche C4 (Institut Pasteur).
Les résultats sont exprimés par la dilution donnant une aggiutination positive et notés comme
suit : 3 pour la dilution au 1/20 (dilution finale avec I'antigéne). Les valeurs inférieures sont consi-
dérées comme non significatives et notées 1.

Rappelons que les vaches témoins sont, selon ces interprétations, restées négatives aux deux
réactions.

b) Chlamydiose.

Réaction de microagglutination sur lame : dans ce cas, I'antigéne utilis€ est I’antigéne Q18
de Chlamydia (Neorickettsia) ovis. Seuls, les sérums de la phase aigué ont été soumis a cette réac-
tion. Sauf pour une série de titrages (concernant six génisses, la premiére semaine), cette réaction
est restée négative.

6. — Examens bactéviologiques

Coloration par la technique de Stamp.

Les échantillons, mucus ou ganglions, sont étalés sur lame, fixés a la flamme puis colorés.
Réaction d’immuno fluovescence.

Les frottis sont traités a ’acétone, puis par un sérum de lapin anti-C. burneti présentant un
titre élevé d’anticorps (1/320 en microagglutination et 1/640 en immunofluorescence). Ce sérum,
mis sur les lames a la dilution de 1/20, est enlevé au bout de 30 minutes ; la lame est lavée en
tampon pH 7 ; un sérum fluorescent anti-lapin est déposé pendant 30 minutes, puis, aprés lavage
et montage, 'examen est fait & I’aide d’un microscope Labor-Lux Leitz, a fond noir, avec un
filtre BG 12 de 3 mm. Dans ces conditions, tout élément rickettsien est d'un dépistage possible
mais délicat ; cependant tous les prélévements ont été pratiquement négatifs, sauf un ganglion.

Tous les ganglions des génisses ont en outre fait I'objet d’inoculation a la Souris et, le cas
échéant, au Cobaye.

7. — Brucellose

Des travaux sur la brucellose étant effectués dans des installations voisines, les prélévements
obtenus a partir de ces animaux ont aussi été examinés pour la recherche d’anticorps anti-brucel-
liques ou de Brucella. Les microtechniques d’agglutination et de fixation du complément utilisées
ont déja été décrites (RENoOUX, PLOMMET et PHILIPPON, 1971). Tous les échantillons ont été ense-
mencés sur milieu WE pour la recherche des Brucella. Aucune Brucella n’a pu étre mise en évi-
dence et les épreuves sérologiques ont toujours été négatives a I’exception de six génisses qui-
présentaient des réactions post-vaccinales aprés administration du vaccin H 38.

RESULTATS

I. — Résultats cliniques

a) Période aigué : accidents pulmonaives.

Vingt-quatre heures aprés l'inoculation, nous notons une hyperthermie impor-
tante sur 'ensemble des génisses ayant recu la plus grande quantité d’inoculum, le
lot 3 : température matinale 38,9, 38,9, 39,7 et 40,3°C. La température moyenne du
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lot 3 est 39,4°C tandis que celle des lots T et 2 est, respectivement : 38,7 et 38,6°C (fig. 1)
Trente-deux heures aprés Uinoculation, deux animaux du lot T et un animal du
lot 2 n’avaient pas encore réagi et la température moyenne par lot est de 38,9, 39,4 et
40°C. Nous ne notons pas d’autre symptome.

Quarante-huit heures aprés 'inoculation, nous enregistrons une hyperthermie
trés importante chez tous les animaux : la température moyenne par lot, relevée
le soir, est de 40,8, 40,0 et 41,1°C (fig. 1), la température individuelle maximale
observée est, dans chaque lot, 41,4, 40,8 et 41,7°C. Le rythme respiratoire, relevé
pour la premiére fois quarante-huit heures aprés I'inoculation est trés élevé : en
moyenne, par lot, 76, 8o et 84 mouvements respiratoires par minute. Une valeur
maximale de 100 mouvements respiratoires est observée chez une génisse du lot 1.
Les animaux du lot 3, qui ont présenté une hyperthermie précoce et marquée, ont
une respiration plus lente, plus profonde mais pénible. A I'auscultation, toutes les
génisses présentent des signes pulmonaires a des degrés divers (souflle, mais peu ou
pas de rles). Au point d’inoculation, on note une réaction cedémateuse du volume
d’une noix dans les lots 1 et 2, tandis que dans le lot 3 ot U'inoculation a été faite
en trois points distants de quelques centimetres, la réaction cedémateuse a la dimen-
sion, en surface et en épaisseur, d'une main (posée a plat).

T1G. 3. — Les génisses, au 38¢ jour aprés Dimoculation,
aprés une tempéte de neige

Fiévre et rythme respiratoire sont 4 l'acmé deux jours aprés l'inoculation,
mais dyspnée et signes pulmonaires atteignent leur maximum le troisiéme jour.
A partir du troisiéme jour, on constate une diminution de la fiévre ; la tempé-
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rature redevient normale le cinquiéme jour dans les lots T et 2, et le septiéme jour
(avec quelques remontées plus tardives) dans le lot 3. Le rythme respiratoire diminue
rapidement jusqu'a 50 environ, mais se maintient plus d'un mois autour de 40. Le
troisiéme jour, toutes les génisses ont une respiration pénible, avec souffle intense,
et un jetage peu abondant et clair. I appétit est nul ; 'aspect général, trés mauvais.
Du quatriéme au sixiéme jour, 'aspect général reste trés mauvais, malgré la chute
de la fievre, surtout dans le lot 3, ot la respiration reste plus rapide, mais aussi trés
pénible.

Le septiéme jour, toutes les génisses retrouvent simultanément leur appétit ;
seules, celles du lot 3 présentent encore des difficultés respiratoires et un souffle net.
Le jetage reste clair et peu abondant. A aucun moment, on ne note de signes de
bronchite ou de défaillance cardiaque.

Par la suite, malgré la persistance des signes respiratoires pendant trois semaines
sur le lot 3, la convalescence s’installe rapidement. Les génisses, mises en plein air
le 33¢ jour, supportent sans aucun trouble la tempéte de neige du 1¢r décembre
(38¢ jour, fig. 3).

On peut, en résumé, décrire cette maladie comme une pneumonie franche a
évolution extrémement rapide, allant sans complication vers la guérison spontanée.
Les conditions d’hygiéne dans 1'étable étanche sont, certes, excellentes (température
constante, 14-15°C, air filtré a taux de renouvellement élevé), ce qui explique peut-
étre 'absence de complications qui nous ont paru, & un moment, comme inévitables.

b) Période chronique : troubles cardiaques.

Six mois et demi aprés l'inoculation, la génisse 3 est morte de défaillance
cardiaque, sans aucun signe prémonitoire. I’examen nécropsique a montré un ceeur
flasque, légérement dilaté, et présentant a I'examen histopathologique des zones de
dégénérescence et de sclérose du myocarde, avec microthromboses organisées, ainsi
que des zones inflammatoires dans les espaces conjonctivo-vasculaires avec infiltra-
tion lymphocytaire.

A la suite de cet accident, des examens électrocardiographiques en dérivation VF
ont été pratiqués par M. Dusors huit mois aprés I'inoculation : sur huit génisses, les
tracés sont normaux ; sur deux génisses (n° 2 et 12), il y a un aplatissement général
du tracé. Cette image traduit habituellement chez les bovins, comme chez 'Homme,
I'existence d’adhérences cardiopéricardiques ou d’exsudation péricardique (DUBOIS
et CaucHy, 1962; DUBOIS, 1963) ; sur une génisse (n° g), on note une augmentation
significative de Uamplitude de 'onde R, sans autre anomalie. Cette image n’a pas
de signification pathologique précise, mais traduit une modification probable de
la conductivité du myocarde.

A l'abattage, en moyenne 17 mois aprés l'inoculation, poumons et cceur de tous
les animaux sont anatomiquement normaux, sauf un. La génisse n® I présentait une
sclérose généralisée au poumon gauche. A 'examen histopathologique, on observe
sur les génisses n°s 6 et 12 des 1ésions inflammatoires aigués des espaces conjonctivo-
vasculaires du myocarde, traduisant vraisemblablement des lésions vasculaires.

c) Période chronigue : troubles de la rveproduction (tabl. 1).

Quatre génisses sur IT ont eu, aprés insémination, une gestation normale, avec
mise-bas d'un veau vivant. Deux ont été abattues en cours de gestation et les feetus
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étaient normaux ; on peut donc admettre que ces génisses devaient normalement
conduire leur gestation a terme. Deux ont avorté, a 87 jours (n° 11), et a 124 jours
(n° 12). Trois génisses, enfin, considérées comme gestantes aprés une ou deux insé-
minations en raison du non-retour des cestrus se sont révélées, en définitive, non
gestantes. Les retours de chaleurs ayant été observés aussi attentivement que possible
au cours des cycles suivant Uinsémination, il nous semble vraisemblable qu’il y a
eu des avortements précoces, que nous n’avons pas détectés. Des arguments d’ordre
sérologique appuient ce point de vue, pour une (n°8) et peut-étre deux (n° 6) génisses.

“’ol Poids: Kg -
o
350
300
O/ e FievreQ
o Témoin
250
2001 //
o//)
Age a linoculation
Age:Jours
150 } — y r
200 236 300 326 400 500
Fi6. 4. — Croissance moyenne des 12 gémisses inoculées et des 12 gémisses témoins

Le potds est rapporté a Pdge

La comparaison de ces résultats avec ceux du groupe témoin n’est pas trés rigou-
reuse : dans le groupe témoin, les inséminations n’ont pas été pratiquées systémati-
quement sur tous les retours d’cestrus comme dans le groupe Fiévre Q, et, par ailleurs,
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pour ce groupe, nous avons été amenés a faire des hypothéses concernant certains
résultats. Pour ces deux raisons, les différences réelles tendent a s’atténuer. Si 'on
considére queles deux gestations interrompues par abattage comme des gestations nor-
males, et que la génisse n° 8, non gravide, a fait un avortement précoce, le taux de
fécondité (gestation pour une ou plusieurs inséminations) est dans le groupe de la
Fieévre Q de 73 p. 100 (8/11), dans le groupe témoin de go p. 100 (88/98) ; le taux d’avor-
tement est respectivement de 37 p. 100 (3/8) et 1,9 p. 100 (1/53) ; le taux de gestation
normale, de 55 p. 100 (6/11) et 8T p. T00 (43/53).

d) Influence de la Fiévre Q sur la croissance.

Les courbes moyennes de croissance, rapportées a I'age, des 12 génisses en expé-
rience et des 12 génisses témoins, sont données sur la figure 4. Bien que la comparaison
ne soit pas rigoureuse, les animaux n’étant pas dans les mémes installations, il est
clair que la Fiévre Q n’a pas eu d’'influence sur la croissance, malgré I'anorexie totale
de six jours.

2. — Résultats sérologiques

Les figures 5 et 6 donnent I'évolution en fonction du temps des titres moyens
des anticorps par lots déterminés parles réactions de fixation du complément et de mi-
croagglutination sur lame. Le tableau 2 exprime ces résultats en nombre de sérums
positifs par rapport au nombre de génisses dans chaque lot au cours des prélévements
successifs. Le tableau 3 donne les titres par génisse, soit au moment de 'avortement
ou du part et 'évolution de ce titre dans le mois suivant, soit au moment de 'abattage
dans le cas des génisses vides ou gestantes.

a) Période aigué.

Durant cette période, on observe une montée des titres d’autant plus rapide
et intense que la dose de 'inoculum est élevée. Les titres des agglutinines montent
un peu plus vite que ceux de la fixation du complément : aprés six jours, six génisses
atteignent ou dépassent le 1/20, alors que deux seulement sont positives en fixation
du complément. Les deux réactions sont positives sur les quatre génisses dés le
neuviéme jour dans le lot 3, le seiziéme jour dans les lots 1 et 2.

b) Période chronique.

Durant cette période, on observe d’assez larges fluctuations des moyennes d'un
prélévement au suivant, résultant de fluctuations bréves sur un ou deux animaux
par lot. La tendance générale est une baisse progressive des titres qui respecte cepen-
dant les écarts notés précédemment entre les lots : les lots I et 2 deviennent en totalité
négatifs a4 15 mois en fixation du complément ; des génisses du lot 3 présentent une
réaction positive jusqu’a 'abattage. Les titres des agglutinines restent positifs sur
plusieurs vaches jusqu’a la fin de 'expérience (tabl. 2).

c) Période du part (tabl. 3).
Les génisses ayant avorté ont une réaction positive aux deux tests au moment

de l'avortement et présentent une élévation des titres dans les semaines qui suivent.
Les génisses ayant mis-bas 4 terme sont négatives en fixation du complément,
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mais trois sur quatre sont positives en microagglutination. Dans le mois suivant
le vélage, il y a élévation des titres des deux réactions. Seul, un veau sur quatre exa-

minés est positif en microagglutination 4 la naissance. Remarquons aussi que la
setle vache sur laquelle C. burneti ait été réisolée 4 'abattage a présenté une remontée

temporaire nette des titres en fixation du complément et en microagglutination.

Titres
[
3 - Lot 1 o
Lot 2 =&
7 - Lot 3 o
—————————— D\D
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Fic. 6. — Evolution des titres moyens, par lot, des anticorps agglutinants

. Cela

d) Cas particuliers (tabl. 3).
Les deux génisses gestantes sont négatives au moment de l'abattage
appuie 'hypothése qu’elles auraient pu mener leur gestation a terme.

Les trois génisses non gravides constituent trois cas différents
— la génisse n° 8 est restée positive pendant toute la durée de I'observation ; la courbe
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des titres de fixation du complément est analogue 2 celle des génisses ayant avorté.
Cela nous renforce dans I'hypothése d’un avortement précoce non décelé;

— la génisse n° 6 est devenue négative en fixation du complément le 12¢ mois, mais
est restée positive en microagglutination. Il est possible qu’il y ait eu avortement,
sans qu’'on puisse 'affirmer;

— la génisse n° 10 est devenue négative en fixation du complément, & 12 mois, et en

microagglutination, 4 14 mois. Il paralt peu vraisemblable que cette derniére ait fait
une gestation avec avortement.

3. — Résultats bactériologigques

De trés nombreux examens par coloration de Stamp ou en immunofluorescence
se sont révélés d’interprétation difficile. Cela est dfi en partie a nos conditions de
travail, les prélévements étant expédiés de Nouzilly & Paris pour examen, et en

TABLEAU 3

Evolution des titres des anticorps fixant le complément et agglutinants aprés le part
(— : signifie : < 1/10 en FC et < 1/20 en microagglutination)

a) au moment du part (PN) ou de l'avortement (A), ou de 'abattage (G et NG),
b) dans le mois suivant le part ou ’avortement,
¢) sur les veaux a la naissance

‘ FC | AGG
Vache Gestation —— — _
‘ a b ‘ ¢
S T T TR A R D
11 r ‘ VRO (17160 | 1760 ‘ 17820 |
12 ‘ 1/20 1/1 200 [ 1740 | 1/40 ‘
7 N [1/>u | = f 17160 | Veau : —
2 PN 1/160 | 1/320 | Veau : 1/80
4 % PN — ‘ 140 1/80 | 1/320 | Veau: —
9 PN — ’ 1/10 \ 1/320 | 1/320  Veau : non fait
G — — ‘ ‘ Veau : ——
I3 G _ ‘ o ‘
8 NG 1/80 ) 1/320 |
6 NG — 1/320
10 NG | - ‘ — ‘ |
e ‘

* Vache chez laquelle Coxiella burneti a été réisolée.

partie 4 la difficulté de mettre en évidence des éléments rickettsiens indiscutables

dans des prélévements peu riches 4 c6té de nombreuses bactéries de contamination.
P P

D’ailleurs, 'immunofluorescence ne met bien en évidence ces éléments rickettsiens

que s'ils sont assez nombreux, mais difficilement s’ils sont rares et dispersés.
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a) Période aigué.

Sur les sept prélévements successifs des mucus vaginal et nasal des 12 génisses
en phase aigué de la maladie, deux prélévements vaginaux peuvent étre considérés
comme positifs (génisse no 3, le 10¢ jour et ne 5, le 23° jour). Les autres sont: 110 néga-
tifs, 56 douteux. Cependant, si l'on ne tient compte que des résultats totalement
négatifs, le nombre de ces échantillons négatifs diminue avec le temps : 21 sur 24
les sixiéme et dixiéme jours, puis 15, I9, 17, 7 et g sur 24, les 13¢, 16°, 20°, 23°et
30¢ jours.

b) Période du part et de I'abattage.

Un seul prélévement de la période du part est considéré comme positif : le mucus
de la vache n° g. A I'abattage, plusieurs ganglions ont présenté des éléments rickett-
sioides : le veau de la vache n° 4, ainsi que les vaches n% 2, 4, 5, 6, 7, 10 et II.
Tous les prélévements de colostrum ont été négatifs.

Quatre vingt-huit ganglions ont été inoculés a des souris. Un seul ganglion de la
vache n° 8 a induit une réponse sérologique par microagglutination au titre de
1/40-1/80, sans toutefois que l'on retrouve les rickettsies. Il faut, dans un tel cas,
penser qu’il y avait trop peu d’antigéne actif pour déceler les germes, mais suffi-
samment cependant pour provoquer la formation d’anticorps (GIROUD). Des passages
répétés auraient sans doute pu permettre d’isoler la rickettsie.

Enfin, deux ganglions de la derniére série d’abattage, positifs ou suspects a la
coloration de Stamp, ont été inoculés a des cobayes.

Le premier, de la génisse n° 2, est resté négatif.

Le second, de la génisse n° 4, a permis de réisoler la souche de C. burneti, dénom-
mée souche Y 45.

1,5 ml du broyat de ce ganglion (rétromammaire), franchement positif au Stamp,
a été inoculé par voie intrapéritonéale. Le cobaye a réagi par une perte de poids
et des signes généraux pathologiques dés le 6° jour; il a été autopsié mourant le
8¢ jour. La rate, hypertrophiée et friable, était recouverte d’'un enduit fibrineux
contenant de trés nombreuses rickettsies. La sérologie était positive au 1/80; ce
faible taux est dfi au fait que 'animal a été sacrifié in extremis et que la souche isolée
était en phase I, donc répondant mal 4 un antigéne de microagglutination, en phase II.
Les rickettsies isolées s’avéraient bien étre C. burnetr en immunofluorescence. Réino-
culée a I'ceuf incubé, on a, aprés trois passages, retrouvé la souche, identifiable au
Stamp et en immunofluorescence. Deux lapins ont été inoculés par voie intrader-
mique avec cette derniére souche : tous les deux ont donné une réponse sérologique
en microagglutination avec la souche C,, I'un a bien supporté I'inoculation (avec
4 ml) Pautre (avec 6 ml) est mort le septiéme jour, en présentant une splénomégalie
et des rickettsies sur le péritoine.

11 faut noter que la souris inoculée avec le broyat de ce méme ganglion de la
génisse n° 4 n’offrait pas signes particuliers lors de 'autopsie, le septiéme jour, soit que
Pautopsie ait été trop précoce, soit que la réponse & des rickettsies en phase I n’ait
pas été nette avec 'antigéne utilisé.
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DISCUSSION

1 objet principal de ce travail était la mise au point d’'une méthode d’inocula-
tion de C. burnets & la génisse qui permette d’obtenir une infection expérimentale
contrélée. On a pu aussi étudier partiellement le déroulement de la Fiévre Q) bovine
pendant 18 mois au moins, y compris une gestation induite huit mois aprés I'inocu-
lation virulente.

Les travaux antérieurs ne fournissaient que peu de renseignements exploitables
a nos fins. Ils ne portaient en général que sur un trés petit nombre de bovins, ou bien
utilisaient un inoculum difficile 4 étalonner, tel que des organes d’animaux infectés
(DERRICK, SMITH et BROWN, I940; BLANC, MARTIN et BRUNEAU, 1940 ; PARKER,
BELL et LACKMAN, 1948 ; ZOTOV et al., 1956).

Les voies d’inoculation orale, conjonctivale, aérienne, pigiires de tiques, ont
souvent conduit & des résultats inconstants (BELL, PARKER et STOENNER, 1049 ;
STOENNER, 1951, 1953). La voie intramammaire donne, par contre, des résultats
trés constants, reproduisant une maladie analogue a4 une infection mammaire avec
excrétion de Coxsella dans le lait pendant une période fort longue (PARKER, BELL
et LLACKMAN, 1948 ; BELL, PARKER et STOENNER, 1949 ; STOENNER, I95I ; ORMSBEE,
1951 ; BADIALI, 1952); toutefois cette voie ne semble pas jouer un role important
dans la nature, car contrairement a Streptococcus agalactiae, I'infection ne se transmet
pas d’'une mamelle & l'autre par simple contamination externe du trayon (STOEN-
NER et LACKMAN, 1952).

L’inoculation intradermique de C. burnets aux bovins provoque une maladie
générale (STOENNER, I95I). En outre, ce mode d’inoculation accroit singuliérement
la virulence de C. burneti pour le Lapin: il provoque avec la souche C, une maladie
mortelle (Giroup et CarpoNI, 1966). Ces comstatations ont orienté notre choix.

Compte tenu du nombre d’animaux en expérience, il apparait que la sensibilité
des génisses a I'infection expérimentale par C. burneti est trés grande. En effet, I'ino-
culation intradermique de 3 ml de suspension de C. burnetr, souche C,, représentant
3 ooo DML cobaye, crée chez les génisses frisonnes, dgées de 238 a 277 jours (lot 3),
une infection expérimentale a début précoce et brutal, se manifestant dés le lende-
main par une pneumonie franche qui évolue vers une guérison clinique spontanée en
un mois environ. Cependant, les tracés d’électrocardiogramme montrent la persis-
tance pendant de longs mois de quelques anomalies. A la suite d’inoculations plus
faibles, respectivement 300 et 30 DML cobaye (lots I et 2), les signes cliniques et
leur évolution sont similaires, sinon identiques, mais légérement décalés durant la
phase aigué.

La Fiévre Q aigué des jeunes bovins entraine cinq jours d’inappétence compléte.
Cependant, malgré sa sévérité, elle n’a pas eu de répercussion notable sur la crois-
sance des génisses.

La sensibilité des bovins a C. burneti se retrouve dans les manifestations
chroniques. Les génisses ayant été inséminées au plus tot huit mois apreés I'infection
expérimentale ont donné : quatre sur onze, un part normal 2 terme ; deux avaient
des feetus normaux lors de leur abattage ; deux sur onze ont avorté ; sur les trois
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derniéres, une a trés probablement avorté, les deux autres sont restées infécondes
sans qu’on puisse en déterminer la cause. Ces résultats sont trés différents de ceux
obtenus sur un groupe témoin de génisses élevées dans des conditions analogues.
Il n’y a pas de relation directe entre la présence, certaine ou probable, de Coxiella
dans les prélévements (mucus vaginaux, ganglions) et les avortements ou mises-bas
a terme. Par exemple, la vache n° 4, bactériologiquement positive, a mené a bien sa
gestation. La encore, le nombre de génisses en expérience et l'écart entre les doses
infectantes ne mettent pas en évidence de différences entre les trois lots sur l'infec-
tion chronique par C. burneti.

Les difficultés matérielles de 'analyse bactériologique n'ont pas permis d’étudier
avec précision les voies d’excrétion et la persistance de C. burneti dans une infection
de longue durée sur les vaches gestantes. Cependant, la présence pendant 20 mois au
minimum de Coxiella dans les ganglions, démontrée pour la premiere fois, ressemble
a ce qui se passe dans U'infection brucellique et apporte un élément important a la
connaissance de I'épidémiologie de la Fiévre Q. La sérologie positive d'un veau, la
présence dans les prélévements de plusieurs veaux d’'éléments rickettsiens, rappellent
également les modalités de l'infection brucellique, de méme l’excrétion vaginale de
Coxtella dans la phase aigué de la maladie, avant toute fécondation. Contrairement
a ce qui se passe dans la brucellose, et & ce qui est observé dans l'infection naturelle,
I'excrétion de Coxiella par le colostrum n’a pas été mise en évidence. Il est possible
que ceci tienne a 1'dge des génisses au moment de la phase aigué de l'infection ;
4 8-11 mois la mamelle peu développée n’est pas propice & la colonisation bacté-
rienne, comme c’est le cas chez la vache adulte.

Les réponses sérologiques a l'infection sont similaires avec les deux techniques
utilisées. La microagglutination est cependant un peu plus précoce et surtout plus
persistante. Dés le sixiéme jour, la moitié des génisses ont réagi en microagglutination
contre deux en fixation du complément ; le treiziéme jour, les titres moyens sont
respectivement I/72 et 1/24. A l'abattage, trois génisses sur 11 seulement étaient
négatives en microagglutination, contre neuf sur II en fixation du complément.
I1 faut noter que la génisse chez laquelle C. burneti a été réisolée (n°4) était négative
en fixation du complément et positive au 1/40 en microagglutination. Les deux
réactions mettent en évidence une montée rapide des titres pendant la phase aigué
de l'infection, d’autant plus rapide et plus forte que I'inoculum est important. Il y a,
ensuite, en fixation du complément, un plateau pendant cing mois, oit la différence
se maintient entre le lot ayant regu l'inoculum le plus grand et les deux autres. Il y a,
enfin, une phase de diminution progressive des titres, suivie d'une remontée tempo-
raire au moment des avortements et vélages mais la différence entre le lot 3 et les
deux autres reste la méme.

Du point de vue du diagnostic, les deux réactions ont & peu prés la méme valeur
pendant un an ; elles permettent 'une et 'autre le diagnostic de la Fiévre Q aigué
comme son diagnostic rétrospectif. Dans la phase ultime, pour autant qu'il soit pos-
sible de conclure sur des résultats obtenus a partir d’'un nombre restreint de génisses,
la réaction de microagglutination pour C. burneti demeurerait positive plus longtemps
que la réaction de fixation du complément. La valeur a attribuer a ces réactions n’est
d’ailleurs pas évidente a ce stade j sauf dans un cas, nous n’avons pas la preuve indis-
cutable que ces génisses aient été encore infectées. La spécificité des deux réactions
est, avec nos antigénes, excellente : en effet, avant l'inoculation, les réactions avec
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I'antigéne C. burncti et avec les antigénes Chlamydia sont négatives ; aprés l'inocu-
lation, alors que microagglutination et fixation du complément sont devenues posi-
tives, la microagglutination avec Chlamydia ovis Q) 18 reste négative, sauf sur quelques
animaux au cours de la premiére semaine de l'infection ; la fixation du complé-
ment avec un antigéne Chlamydia (antigéne Ornithose, Italdiagnostic), étudiée
sur quelques sérums reste négative. Iin microagglutination, le titre retenu comme
significatif (1/20) est donc correct ; les dilutions inférieures donnent les réactions
non spécifiques. En fixation du complément, nous pensions retenir le 1/20, comme
cela est généralement recommandé (quelquefois on retient méme un titre plus élevé,
MuRrPHY, I970), mais nos résultats montrent que le I/10 est, du point de vue de la
spécificité, significatif, comme le propose GRANITOV (197I); c’est en définitive ce
titre que nous avons retenu.

D’un point de vue théorique, les antigénes utilisés sont vraisemblablement en
phase II, révélant, par conséquent, les anticorps correspondants : la rapidité de la
réponse, et la persistance des agglutinines caractéristiques des anticorps contre cet
antigéne, observées chez le Cobaye, se retrouveraient donc chez les bovins, bien que,
dans linfection, ce soit essentiellement la phase I que l'on rencontre (FIsser et
ORMSBEE, 1968). La nature des immunoglobulines impliquées dans chaque réaction
(agglutination ou fixation du complément) n’a pas été étudiée ; elle pourrait aussi
expliquer les différences observées pendant la phase ultime de 'infection si, comme
dans la brucellose, des classes différentes interviennent dans chaque réaction (Diaz
et LEVIEUX, 1972). Chez le Lapin, IgM et IgG sont en cause dans les deux réactions
(SEIGNEURIN et al., 1972).

Quoi qu’il en soit, la présente expérience montre la trés grande sensibilité des
jeunes bovins a l'infection par C. burnetr puisque 30 DML, cobaye suffisent pour
infecter quatre génisses sur quatre et déclencher une affection aigué typique. Elle
montre également 'importance de 1'évolution chronique de la Fiévre QQ capable de
réduire chez les bovins la fécondité et I'évolution normale des gestations aprés insé-
mination plus de huit mois aprés 'inoculation infectante.

Enfin, C. burnet peut survivre pendant une trés longue durée, au moins égale
a 2o mois, dans des gites ganglionnaires. C. burneti peut étre éliminée par les mucus
vaginaux, et aussi transmise de la vache au veau. Ces constatations rapprochent
I’étio-pathogénie de la Fiévre Q de celle de la brucellose, I'une et 'autre étant des
maladies dues a des germes pathogénes a tropisme intra-cellulaire.

Ces premiers résultats incitent a4 recommander la mise en ceuvre d’enquétes
épidémiologiques nombreuses et approfondies pour mieux connaitre I'existence et
I'incidence de la Fiévre Q) chez les bovins.

Recu pour publication en février 1973
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SUMMARY

EXPERIMENTAL Q FEVER IN CATTLE

Twelve heifers, cight to eleven months old, (tabl. 1), were inoculated by the intradermal
route with 3 doses, 3, 3 X 107Y, 3 X 1072 ml of a suspension of Coxiella burnets strain C g titrated
to 3 ooo lethal doses for the guinea pig per litre (DML guinea pig). A definite pneumonia was
seen to be beginning from the 24th to 36th hour in all the animals, and after an acute phase of
seven days developed towards a spontancous cure. The growth of the heifers was not affected
by the illness, but pulmonary and cardiac after-effects with one case of cardiac death have been
observed.

Illeven heifers were inseminated at 16 months. Two aborted, three remained infertile, six
have been normally fecund, two of which have been killed before term. The fecundity of normal
gestation was six of the eleven (55 p. 100) against an analogous group of 43 out of 53 (81 p. 100).

After calving, or the same period of time, the heifers were killed ; the calves were killed at
birth.

During the acute phase, in the nasal and vaginal mucus ; at parturition in the vaginal mucus
and the colostrum ; after autopsy in the glands and viscera of the cows and calves, C. burneti
was looked for by the colouration of Stamp, by immunofluorescence, by inoculation of the
mouse and the guinca pig. One strain has been re-isolated from a retro-mammary gland of a
cow ; several strains have been recovered from the vaginal mucus, from several glands of cows
and in one calf. All the examinations of colostrum have been negative.

The serological responses followed by microagglutination and by complement fixation be-
came positive between the sixth and the thirteenth day after inoculation, then diminished pro-
gressively except at the time of calving or abortion when there arc some rises. The reaction of
complement fixation became negative 15 months after inoculation except in the group that
received the highest dosage ; the microagglutination rcaction remained positive in the majority
of cows until the end of the experiment.

PE3IOME
IKclepuMeHTabHAA JuXopanka Q KPYMHOro poraToro CKOTa.

JBenaanaTa TEJKaM OT BOCBMH IO OIMHagUaTu MecAleB (Tabsa. 1) Beeau,
BHYTPHMKOKHBIM IIyTeM, TP N03bI, 3, 3 X 107!, 3 x 1072 ma. cycrnenaum Coxiella
burneti wiramma C, turpoBaHHBIEe B 3.000 MHHUMAJBHBIX J03 JIETAJBHBIX A
MopcKoit cBuHkM (MJL]L cBuHKA) Ha Mil... IIpusHaku KpYNoO3HOH ITHEBMOHMM
NOABWINCH Y BCeX »XMBOTHBIX 4Yepe3 CYTKM, IOJITOPH CYTKH, M IIOCJE OCTpOil
$assl B ceM AHell, HACTYIMJIO CIIOHTAaHHOE BHI3JOPOBJIeHME. PasButue Téxok
He GbLIO IMOoKoJe6JeHo GoaesHb (puc. 4); HaAGII0IAI0Ch HECKOMbKO Cly4yaeB
JIErOYHBIX U CePAEYHBIX OCJIOKHEeHHI 1 OJWH CMepTeJbHHIi cayuail B cieqcTBUA
CepJeYHBIX OCJOMKHEeHUM.

OnuHaguaTh TEJOK GBLIM UCKYCCTBEHHO ONJIONOTBOPEHEHI ITociie 16 MecAleB.
W3 HuX y ABYX ObLI BHIKHUABI, TPU OCTAJIUCh GECIJIOMHBEIMY, 11€CTh HOPMaJbHO
OILIOJOTBOPEHBI, ABYX y6uiu no cpoka (taba. 1). B miectm caydasax Ha omqu-
HAAUAaThb, OIMJIONOTBOPeHHe NAJI0 HOpMallkHyilo OepemeHHoCcTh (55 na 100),
TOra KAk B aHAJIOTMYHON rpyHIle TO ke ABJenue HaliaiogaeTcs B 43 caydaax
Ha 53 (81 Ha 100).

ITocsie oténa, Iy B TOT ke NEePHOX, KOPOB YOI M, TeNAT jKke YOMIM npu
POMKIICHUN.
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MeroaMu OKpAamIMBAHUA STAMP MMMYHOQJIYOPECHEHTHOCTHIO, IIPUBUBKOHN
MBIIIAM WJIM MOPCKHUM CBHUHKaM, passickuanu C. burneti B HA3aJbHBIX M BATU-
HaJbHBIX CJHM3HUCTBIX BBHIJEJIEHMSAX; B MOMEHT OTEJIAa, B BAarMHAJBHBIX BhIIeJIe-
HHAX U B KOJOCTPYMe; IIO0CNIe BCKPBITUA B HeJle3aX U OpraHaxX KOpPOB U TEJIAT.
W3 perpomaMMuiIspHOil Kejie3pl OIHOI M3 KOPOB M30JUPOBAJIA HOBBII IITAMM;
13 BarMHAJbHBIX BBIJEJEHUI U U3 HECKOJIBKUX jKelle3 KOPOB U OJHOTO TEJEHKA
BBIABMJIM HECKOJIBKO IITAMMOB. Bce B3ATHA HA KOJOCTPYMe 0Ka3ajuch OTpuUila-
TEeJbLHBIMH. : '

CepoJioruyeckue peakiuu HaGIIOZATUCH METONAMH MUKPOATTIIOTHHAIMI
U QUKcaIeil KOMILIEMeHTa, OHU CTAHOBATCA MOJIOKUTENIBHBIMYA MEKAY IeCThIM
M TPUHAMNATHLIM fHEM [OCJe TPUBUBKHU, II0CJE YEro IPOTPECCUBHO YMEHb-
IIalTCA, KpoMe Ilepuoga oTéna uiam abopTa, KOrga 3aMeuyaeTcsi HEKOTOpoe
ycuiaeHue peaxnun. Ha TATHaguaroM Mecslle Iocsie MHOKYJIALMH, peakUUsA
(uKcanMM KOMIIJIEMEHTA CTAHOBUTCS OTPUIIATENLHOH, KpoMe TOH Tpyririe rie
HUBOTHBIE OJYYUAN (ojiee BBICOKYIO JI03Y; PeaRIMsA 0CTAeTCA IOJIOKUTEeIbHOMN
Yy 6oJBIIMHCTBA KOPOB 0 KOHIIA OIEITA.
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