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INTRODUCTION 1

1. INTRODUCTION

Une maladie infectieuse du bétail bovin atteint les troupeaux de certaines régions
de la Suisse, en particulier dans ['Oberland bernois, & I'ouest du lac de Thoune.

Dans le Niedersimmental, Bas-Kandertal, Bas-Kiental, Stockental, Diemtigtal,
Frutigtal, ainsi que dans les régions de Wimmis, Spiez et Aeschi {cf. Fig. 3),
l'infection, communément appelée, fizvre de piture, mais aussi fidvre de Wattenwil
ou fievre & tiques ("Weidefieber", "Wattenwilfieber” ou "Zeckenfieber"}, est un
probléme endémique. Cette maladie bovine apparait toutes les années, lors de
larrivée au printemps, des animaux sur les paturages. Les symptomes qu'elle
provoque sont principalement une forte fizvre et une baisse de la production laitidre
chez les vaches. On la soupgonne fortement de causer également des avortements.

La maladie est connue depuis des décennies par les propriétaires de bétail. Malgré
cela, l'agent pathogene responsable, une bactérie, Ehrlichia phagocytophila
{Rickettsiales, Rickettsincene), m'a que récemment été isolée dans les granulocytes d'un
bovin (Pfister et al., 1987).

La fizvre de piture est saisonnitre, les cas les plus nombreux apparaissent au
printemps et en automne. Cette apparition est intiment liée a l'activité des tiques,
Ixodes rivinus (Ixodotdea, Ixodidae). La répartition annuelle particuliére, le caractere
endémique de l'infection, les signes cliniques, ainsi que la présence massive des
tigues sur les animaux sont des indices incontestables de fidvre de pature pour les
propriétaires de bétail.

I ricinus est la tique la plus commune en Suisse. En dehors d'E. phagocytophila, elle
est porteuse de nombreux autres micro-organismes, dont certains sont pathogtnes
pour les humains ou les animaux: Borrelin burgdorferi, virus FSME, filaire
(Dipetalonema rugosicauda), trypanosome (Trypanosoma therleri), et d'autres rickettsies
(Ricketisia helvetica, R. slovaca et Coxiella buraetii) (Wyler et al., 1973; Aeschlimann et
al., 1979; Matile, 1982; Burgdorfer ef al., 1983; Beati, 1993). Elle joue également un rbie
majear dans la transmission de piroplasmose bovine dans le Clos du Doubs, dans la
plaine du Rhéne ainsi que dans le sud du Tessin et dans les Grisons (Morisod et al.,
1972; Aeschlimann et al., 1975; Brossard et Aeschlimann, 1975; Brossard, 1976; Gern &
al., 1982, Gern, 1984; Gern et al., 1988).
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2 ENERALIT
2.1, Caraciéristiques et aspects systématiques des Ehrlichiege

Ehrlichin phagocytophile  Philip, 1962, est une bactérie appartenant a l'ordre des
Rickettsiales Gieszczkiewick, 1939, et A la famille des Rickettsinceae Pinkerton, 1936,
(Fig. 1). Cette famille de rickettsies constitue un groupe important d'organismes
intracellulaires obligatoires, mais relativement pauvre en especes. Ce sont de petites
bactéries Gram négatif de forme ronde ou en bétonnet, mais le plus souvent
polymorphes. Leurs sites de prédilection sont les cellules nucléées sanguines et les
cellules endothéliales vasculaires. Ce choix les différencie des deux autres familles de
Rickettsioles: les Bartonellacene et les Anaplasmataceae, parasitant les érythrocytes
(Weiss et Moulder, 1984).

Leurs h&tes naturels sont des vertébrés et des invertébrés. Les vecteurs ne sont pas
connus pour chaque espdce de Rickettsitceae, néanmoins, les arthropodes semblent
jouer un rdle primordial dans la transmission (Weiss et Moulder, 1984).

La famille des Rickettsincene se divise en trois tribus: les Ehrlichiene, las Rickettsieae
et les Wolbachiene. .

Beaucoup d'especes de Rickettsiene sont pathogénes pour las humains. Par contre
les membres des Wolbachieae sont des agents infectieux ou des symbiotes,
uniquement inféodés aux arthropodes.

La tribu des Ehrlichiene Philip, 1957, regroupe des micro-organismes qui différent
des autres rickettsies par leur prédilection pour les cellules réticulo-endothéliales, en
particulier les leucocytes circulants. Le spectre d'hétes naturels varie pour chaque
espéce; il comprend principalement: les chiens, les bovins, les moutons, les chévres,
les chevaux et les &tres humains (Ristic et Huxsoll, 1984). Le mode de transmission
n'est pas encore connu pour toutes les especes. 11 semble que les tiques soient des
vecteurs dominants dans la transmission des agents pathogenes (Smith et Ristic,
1977; Ristic et Huxsoll, 1984). Dans un seul cas, celui de Nanophyetus salmincola, un
trématode a été impliqué.

La tribu est divisée en trois genres suivant leurs cellules-hdtes, leur vecteur et leur
répartition géographique (Tabl. 1): Ekrlichin, Cowdria et Neorickettsia.



Caracrétistiques 1. EAriichia T Cowdria 3. Neorickettsis
Maladies Ehrichioses Cowdriose, Heartwater™ “Seimon poisoning disense”
Hites Chiens, bovins, moutoms,  Moutons, chiwvres, bovine Crnidés

chevauy, hutnains
Cellules-hbtes. Leucocytes circulants Cellules endothéliates Lymphocytes et macrophages
et réticulo-endothéliales
Vecteurs Tiques: Rhipicephalus spp,  Tiquess Amblyomma spp. Trématodes:
Exodes spp,, Hyalomma spp. Nanophyetus sdmincola
Distribution Cosmopolite Afrique, Caraibes Céte ouest des Etats-Unis
glographique

Tabl. 1. Caractéristiques différentielles des genres de la tribu des Ehrlichiene

{(d'aprés Ristic et Huxsoll, 1984)
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Dans la dernitre édition du "Bergey's Manual of Systematic Bacteriology” (Ristic et
Huxsoll, 1584}, quatre espécés dans le genre Ehrlichiz Moshkovski, 1945, sont décrites
(Tabl. 2): E. canis, E. phagocytophila, E. equi et E. sennetsu

Récemnment, trois autres especes, acceptées par le "International journal of
Systematic Bacteriology", se sont jointes 2 ce groupe: E. risticii (Holland et af., 1985b),
E. chaffeensis (Anderson ef al., 1991) et E. ewingii (Anderson et al., 1992b).

Les principales caractéristiques des espéces constituant le genre Ehrlichia et des
infections (ehrlichioses) qu'elles provoquent seront succinctement exposées dans le
Chap.2.3.

2.2, Ehrlichin pha tophila
2.2.1 rphologie et ultrastructure

La morphologie et l'ultrastructure d'E. phirgocytophila (Tuomi et von Bonsdorff,
1966, Woldehiwet et Scott, 1982b) sont similaires 2 celles décrites chez d'autres
esplces d' Ehrlichiens: E. canis (Simpson, 1972, 1974; Hildebrandt et al., 1973a), E. equi
(Gribble, 1969; Sells et al., 1976), E. ondiri (Piercy, 1953; Haig et Danskin, 1962; Krauss
et al., 1972) et chez un groupe de baciéries proche des Rickeitsiales: les Chlamydiae
. (Mitsui et al., 1964; Anderson et al., 1965; Armstrong, 1968; Cullip, 1970).

Chez I'héte vertébré, E. phagacytophila infecte les neutrophiles et les osinophiles, et
plus rarement les monacytes. On les trouve isolés ou en groupes, dans une vacuole
membranaire (phagosome) qui les différencie des Rickettsia spp. qui se développent
librement dans le cytoplasme ou dans le noyau (Sells et al., 1976). Les Ehrlichieae
possédent deux membranes trilaminaires: une paroi cellulaire externe ondulée et une
membrane cytoplasmique interne. A Y'intérieur, les ribosomes et 'ADN sont bien
distincts. Les amas de ribosomes sont distribués de maniere homogéne, mais de
préférence sous la membrane cytoplasmique (Rikihisa, 1991).
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2.2.2. Historique

Au début des années 1930, des recherches entreprises sur l'encéphalomyélite du
mouton (louping-ill, zoonose due 3 un virus et iransmise par I. ricinus}, en Ecosse,
ont permis de mettre en évidence une nouvelle infection chez cet animal.
Poursuivant les investigations sur la transmission de I'encéphalite, MacLeod (1932)
récolta des nymphes non gorgées de tiques [. ricinus, provenant de piturages oil la
maladie sévissait et les fit se gorger sur des moutons. Les animaux développérent
une forte fitvre, apparemment non provoquée par le virus. Aprés guérison, les
moutons ne présentaient pas d'immunité contre l'encéphalite. Cette réaction fébrile
pouvait ensuite étre reproduite chez d'autres moutons, aprés inoculation de sang
provenant d'animaux infectés. MacLeod (1932) conclut que cette réaction était
provoquée par un agent pathogene différent du virus de la louping-ill. 11 venait de
produire le premier cas expérimental de cette nouvelle infection chez le mouton.

Quelques temps plus tard, Gordon et al. (1932a) remarquérent que l'arrivée de
moutons, précédemment inmunisés contre 'encéphalite, sur des paturages infestés
de tiques, provoquait chez eux des infections fébriles. Pour la premitre fois, cette
nouvelle maladie du mouton fut décrite et nommée fidvre 3 tiques ("Tick-borne
fever*) (Gordon et al., 1932b). _

Gordon et al. {1940) mirent en évidence l'organisme responsable dans le
cytoplasme des granulocytes et des monocytes des animaux infectés.

Par la suite, des descriptions plus détaillées furent alors publiées en microscopie
optique {McEwen, 1947; Hudson, 1950; Foggie, 1951; Gordon et al., 1962). Les études
décrivaient la variété des formes rencontrées dans les cellules-hétes. Ces observations
furent complétées par des études en microscopie électronique (Tuomi et von
Bonsdorff, 1966; Woldehiwet et Scott, 1982b). '

Taylor et al. (1941) étuditrent les altérations hématologiques provoquées chez des
moutons et remarquérent qu'un des signes pathologiques caractéristiques de
l'infection était le développement d'une leucopénie, et plus particuliérement d'une
neutropénie, suivant la phase fébrile.

En enquétant sur des maladies respiratoires, Hudson (1950) décrivit les premiers
cas de fievre 2 tiques chez le bétail en Angleterre.

Tuomi {1965) établit que ce que l'on appelait la figvre de pature ("Pasture fever")
chez les bovins en Finlande, était en fait ce que les Anglo-saxons appelaient "tick-



ﬁ/ corps élémentaire

Fig.2. Multiplication d' Ekrlichin sp dans un leucocyte
{d'apres Davoust, 1993)
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borne fever”. Il entreprit des recherches de grande envergure sur l'infection dans son
pays (Tuomi, 19672, 1967b, 1967¢, 1967d, 1967e).

Foggie (1951} apporta d'importantes contributions 2 la description de l'organisme
et A la connaissance de I'immunité contre l'infection. L'auteur suggéra, d’aprés la
localisation intracellulaire, son association avec un vecteur arthropode et sa
ressemblance morphologique avec les membres du genre Rickettsiz, que I'on classifie
l'agent responsable de la fidvre de pature dans le genre Rickettsia, sous le nom de
Rickettsin phagocytophiia. A cause de la similitude avec Cytoecetes microti, rickettsie
observée dans les leucocytes d'un rongeur aux Etats-Unis (Tyzzer, 1938), il proposa
plus tard d'inclure le micro-organisme dans le genre Cytoeceles et de l'appeler
Cytoecetes phagocytophila.

Par la suite, ce genre fut éliminé et inclus dans le genre Ehrlichia (Ristic et Huxsoll,
1984); I'espce fut alors appelée Ehrlichia phagocytophila.

2.2.3. i iclogi

2.2.3. 1. Multiplication dans I'h&te vertébré

La diversité des formes d' E. phagocytophila observée en microscopie optique dans
les leucocytes suggéra & de nombreux chercheurs (McEwen, 1947; Foggie, 1951;
Gordon et al.,, 1962) l'existence d'un cycle complexe, comparable a celui des
Chlamydine (Bedson et Bland, 1932).

Il faut attendre les travaux en microscopie électronique 2 transmission (MET) de
Tuomi et von Bonsdorff (1966) sur deux souches, I'une ovine et l'autre bovine, pour
avoir une idée plus précise du mode de multiplication d' E. phagocytophila. Les
auteurs ont démontré qu' E. phagocytophila présentait trois stades de développement
distincts de tailles différentes: des petites formes, des formes intermédiaires et des
formes larges ("small, intermediate and large particles").

Le mode de multiplication d* E. phagocytophila, proposé par les auteurs, est
schématisé sur la Fig. 2.
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Des organismes bactériens que l'on appelle des particules ou des corps
élémentaires (0.2 4 0.6 pm, "elementary bodies") sant phagocytés par les leucocytes.
La membrane d'invagination les entoure et se développe en phagosome. Ces
vacuoles cytoplasmiques contiennent un organisme isolé du cytoplasme de la cellule-
hote. A cause de sa taille, ce stade est raremnent observé en microscopie optique. Les
particules augmentent de taille et se divisent par fission binaire pour former des
particules intermédiaires que 1'on appelle des particules ou corps initiaux (0.4 3 2.0
pm, "initial bodies"). Les micro-organismes formant ces particules vont se diviser 3
leur tour et donner de larges inclusions cytoplasmiques qui apparaissent alors en
microscopie optique comme des grappes et portent le nomn de morula (3.0 4 6.0 um).
Ces morulas sont les formes de développement caractéristiques. Plusieurs morulas
peuvent coexister dans un méme neutrophile. Elles peuvent &tre si larges qu'elles
remplissent complétement le cytoplasme, déplagant le noyau et causant la rupture de
la cellule-héte, initiant alors une nouvelle infection.

Les travaux, en microscopies optique et électronique, de Woldehiwet et Scott
(1982b) montrerent que le développement d' E. phagocytophila n'est pas aussi
complexe que I'on croit. Les auteurs ont observé deux stades morphologiques: une
petite forme et une forme plus large, en amas, similaire au stade morula décrit
auparavant. Dans leurs expériences menées sur des moutons infectés
expérimentalement, ils ont utilisé des échantillons sanguins, soit frais, soit aprés
24 heures d'incubation dans un milieu de croissance (Woldehiwet et Scott, 1982a).
Les petites formes sont plus nombreuses dans le sang frais, et les formes en amas
dominent dans les cultures. Selon les auteurs, les petites particules représentent les
premiers stades de F'infection qui vont se diviser par fission binaire dans les vacuoles
pour donner des formes en grappe. Le mode de multiplication d' E. phagocytophila ne
peut pas, d'aprés eux, éire assimilé & un cycle.

2.2.3.2. Hotes et réservoirs

La maladie affecte naturellement les moutons (Gordon et al., 1932b) et les bovins
(Hudson, 1950). Au Royaume-Uni, E. phagocytophila infecte également des ruminants
sauvages: le cerf rouge, Cervus elaphus (Foggie, 1962), le daim, Dama dama et le
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chevreuil, Capreolus capreolus (MacDiarmid, 1965), ainsi que des chévres vivant a
1'état sauvage (Foster et Greig, 1969).

E. phagocytophila a été transmis expérimentalement par inoculation de sang infecté
4 des chévres (MacLeod, 1932; MacLeod et Gordon, 1933). Foggie et Hood (1961) ont
adapté l'agent pathogéne & des cobayes et des souris. Ces auteurs ont effectué le
premier passage chez des animaux splénectomisés, puis les passages suivants chez
des animaux intacts. Chez ces rongeurs, les infections ont toujours été bénignes et
irrégulitres. Des infections expérimentales chez le lapin, le furet, le pore, le cheval et
I'élan ont échoué (Hudson, 1950; Foggie, 1951; Tuomi, 1967a).

2.2. 3.3 Vecteurs

Les recherches entreprises sur E. phagocytophila et son vecteur la tique, I. ricinus,
sont rares.

Des expériences, mises en oeuvre par MacLeod (1932), MacLeod et Gordon (1932,
1933) et MacLeod (1936), ont établi que la fizvre de pature était transmise par
I ricinus.

Lewis (1977) a utilisé des techniques d'immunofluorescence directe (IFD) et
indirecte (IFT) sur des frottis de tissus d' I. ricinus. 11 a pu observer des rickettsies sur
des frottis d'hémolymphe et d'intestin, cing jours aprés un repas sanguin infectieux.
Lewis (1979) a également mis en évidence, en MET, des organismes présentant une
ultrastructure similaire a celle d' E. phagocytophila décrite par Tuomi-et von Bonsdorff
(1966) chez l'hdte vertébré, dans l'intestin, les glandes salivaires et les ovaires
d' I. ricinus. Des broyats de glandes salivaires et d'intestin provenant de ces
expériences (Lewis, 1977, 1979) ont ensuite été inoculés & des moutons provoquart
les signes cliniques caractéristiques de la fizvre de péture. '

En microscopie électronique, Webster et Mitchell {1589) ont démontré
E. phagocytophila dans des tiques expérimentalement infectées ou récoltées dans la
nature. Is ont pu effectuer une estimation quantitative des I. ricinus infectées
naturellement par E. phagocytophiln en Ecosse.
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2.2.3. 4. Répartition géographique

La distribution géographique d' E. phagocylophila est limitée aux pays tempérés
européens.

Apres la premitre description de la maladie chez le mouton en Ecosse (Gordon et
al., 1932b), la fievre de péture a été décrite dans d'autres régions du Royaume-Uni,
aussi bien chez le mouton que chez le bétail (Hudson, 1950; Tutt et Loving, 1955). Des
cas cliniques ont ensuite été signalés et 'agent pathogéne isclé en Norvége (bétail et
mouton: Thorshaug, 1940; Overds, 1959), aux Pays-Bas (bétail et mouton: Bool and
Reinders, 1964), en Finlande (bétail et mouton: Tuomi, 1965), en Irlande (bétail et
mouton: Collins et al., 1970), en Autriche (bétail: Hinaidy, 1973), en Suisse (bétail:
Pfister et al., 1987; mouton et chévre: Pfister, 1993, comm. pers.), en Espagne {mouton:
Juste et al., 1986; bétail: Juste et al., 1989) et dans le nord de I'Allemagne (bétail:
Frdedhoff, 1981).

En fait, dans de nombrenx pays, les manifestations cliniques de la maladie étaient
connues des personnes liées aux troupeaux, bien avant l'isolation de l'agent
responsable.

2.2.4. Manifestations cliniques

Comme le nom de la maladie I'indique (fi*vre de péature ou fidvre a tiques), le
symptOme le plus important chez les bovins et les montons est une forte fidvre,
coincidant avec le commencement de l'infection. Le temps de latence, la température
maximale et la durée de la phase fébrile sont variables d'un animal a l'autre et
dépendent également de la souche infectieuse.

Les premiéres observations faites du tablean fébrile chez le mouton infecté
expérimentalement (MacLeod, 1932; Gordon et al., 1932a, 1932b; MacLeod et Gordon,
1933; Foggie, 1951) peuvent &tre résumées de la manidre suivante: la maladie est
caractérisée par une période d'incubation d'environ quatre jours, suivie d'une
augmentation brusque de la température. Cette période fébrile, souvent irrégulizre,
dure généralement 10 jours. Des températures atteignant 42 °C sont communément
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rencontrées. Chez les bovins, naturellement ou expérimentalement infectés, la
période d'incubation s'étend de 4 a 17 jours (Hudsen, 1950; Tuomi, 1966; Kuil et .,
1972; Taylor et Kenny, 1980).

On remarque un autre symptéme important chez les vaches: la diminution
considérable et brusque de la production laititre (Hudson, 1950; Tutt et Loving, 1955;
Venn et Woodford, 1956; Foggie et Allison, 1960; Overas et Hunshamar, 1962; Bools
et Reinders, 1964; Tuomi, 1966, 1967a; Kuil et al,, 1972; Cranwell et Gibbons, 1986;
Juste et al., 1989; Streit, 1993).

Les travaux de Tuomi {1966) en Finlande ont montré que sur 276 vaches infectées
naturellement, 30.4 % présentaient une baisse d'au moins 3/4 de la production
laitire normale, 67 %, une baisse de 1/4 3 3/4 et 2.5 % moins de 1/4 ou pas de
diminution. La production laitiére normale s'est ensuite rétablie dans les 6 jours,
pour environ la moitié des cas, avec ou sans traitement; mais 25 % des animaux n'ont
pas retrouvé leur niveau de pré-infection. Cranwell et Gibbons (1986) observerent,
chez 42 vaches en Angleterre, que 14.3 % d'entre elles présentaient une baisse d'au
moins 3/4, 61.9 %, de 1/4 4 3/4 et 23.8 %, moins de 1/4 de la production laiti¢re
normale. Kuil ef al. (1972) remarquerent qu'apréds cing jours, 50 % des animaux
retrouvent leur niveau initial.

Chez le bétail, la forte fidvre et la diminution de la production laiti¢re sont
accompagnées parfois de symptdmes généraux plus bénins que l'on rencontre
également chez les moutons. Les plus importants sont: apathie, perte d'appétit, toux,
diarrhée (Gordon et al., 1932b; Hudson, 1950; Tuomi, 1965, 1966, 1967a; Kuil et al.,
1972; Streit, 1993). Il est trés possible que certains de ces signes cliniques soient
provoqués par des infections secondaires (Tuomi, 1965).

Chez les ch2vres, on remarque une tachycardie et une inhibition modérée des
contractions du rumen (van Miert et al., 1989}

Taylor et Kenny (1980} ont constaté une réduction significative du taux de
croissance chez des veaux, durant quatre 2 cing semaines, aprés des infections
expérimentales ou naturelles.



GENERALITES 10

2.2.5. Pathologie

Aussi bien chez le mouton que les bovins, les 1ésions histopathologiques les plus
couramunent observées sont des splénomégalies (Gordon et al., 1932b; Hudson, 1950).
Microscopiquement, la rate et les ganglions lymphatiques apparaissent comune vidés
de leurs lymphocytes (Hudson, 1950). La rate pourrait &tre le principal site de
multiplication d' E. phagocytophila (Weiss et Dasch, 1992},

Mais les changements pathologiques les plus remarquables ont lieu dans les
leucocytes circulants. Durant la période fébrile, les organismes sont détectables ent
grand nombre dans les leucocytes. Le taux de cellules infectées est variable, mais
plus de 90 % des neutrophiles peuvent étre atteints. Les monocytes sont infectés & un
degré bien moindre et généralement durant les derniers jours de l'infection. L'aspect
hématologique caractéristique provoqué par la fidvre de pature est une forte
diminution des leucocytes, et surtout des neutrophiles. Cette leucopénie est due,
chronologiquement, & une forte baisse du nombre des lymphocytes circulants, puis
des neutrophiles et des éosinophiles. Des thrombocytopénies ont aussi été observées
chez des agneaux infectés expérimentalement (Taylor et al., 1941; Foggie, 1951,
Tuomi, 1967a; Foster et Cameron, 1968b; Cranwell et Gibbons, 1986).

Malgré quelques cas de mortalité en condition naturelle ou expérimentale décrits
chez les moutons (Jamieson, 1947, 1950; Foggie et Allison, 1960} et le bétail bovin
(Wilson et al., 1964; Purnell et Brocklesby, 1978), les infections 4 E. phagocytophila sont
rarement létales et la plupart des animaux atteints guérissent spontanément, en
général dans les deux semaines suivant le déclenchement de la maladie (Foggie,
1951).

L'aspect peut-étre le plus important de la fidvre de pature est son implication
comme facteur prédisposant & d'autres infections bactériennes ou virales. Les
recherches & ce sujet ont essentiellement été entreprises sur des moutons en utilisant
des souches ovines d' E. phagocytophila.
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rlichi tophila et la mie 3 Hques

La pyémie & tiques ("tick pyaemia") est une infection grave  staphylocoques chez
les jeunes moutons. Elle est commune dans les foyers 4 I. ricinus au Royaume-Uni et
provoque des abcds généralisés. Foggie (1956) suggéra qu' 1. ricinus n'était pas le
vecteur direct des staphylocoques, mais que les symptémes immunodépresseurs
provoqués par E. phagocytophila, spécialement les sévéres neutropénies, permettaient
aux staphylocoques naturellement présents sur la peau d'envahir les tissus.

Les travaux de Brodie ef al. (1986) montrérent que 20 % (4/20) des moutons chez
qui on avait injecté Staphylococcus aureus, développaient une pyémie. Lorsque les
moutons étaient infectés avec les staphylocoques, lors de la phase fébrile d'une
infection & E. phagocytophila, 1a proportion s'élevait 4 90 % (9/10).

Ehriichia phagocytophile et 'encéphalite 3 louping-ill

On a suggéré que la maladie de louping-ill, transmise également par 1. ricinus,
pouvait 8tre aggravée par la présence simultanée d' E. phagocytophila et du virus de
louping-ill (MacLeod et Gordon, 1933; Gordon et al., 1962; Foggie, 1962; Brodie et al.,
1986; Reid et al., 1986).

Des expériences ont été menées sur des moutons adultes pour confirmer ces
affirmations (Brodie ef al. 1986). Huit moutons ont été infectés par le virus seud et huit
autres ont été infectés par le virus, cinq jours aprés une infection expérimentale a
E. phagocytophila. Dans le premier groupe, trois animaux développérent des
symptdmes passagers de louping-ill et guérirent spontanément. Dans le deuxi®me
groupe, tous les animaux montr2rent des symptémes sévéres de louping-ill et
moururent ou durent étre abattus en dernier recours.

Une autre expérience (Brodie ef al., 1986) menée sur 10 agneaux infectés par le
virus de louping-ill, cinq jours aprés une infection expérimentale A E. phagocytophila,
se conclut par la mort de neuf d'entre eux. Les auteurs suggérérent que la fidgvre de
pature facilitait I'invasion du systéme nerveux par le virus, et qu'elle augmentait la
durée et la virulence de la virémie.

Reid et al. (1986) inoculérent les deux agents pathogénes 4 huit béliers adultes.
Ceux-ci présentérent des signes séveres de louping-ill et moururent ou durent 8tre
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abattus. Dix autres animaux, infectés soit par E. phagocyfophila, soit par le virus,
développérent de légdres réactions.

Ehrlichiq phagocytophila et la pasteurellose

En entreprenant des recherches sur la fi¢vre de pature, des chercheurs ont observé
que des cas de pneumonies ¥ Pasteurella haemolytica se déclaraient 2 la suite
d'infections 3 E. phagocytophila (Foggie, 1951, Foster et Cameron, 1970a). On suggéra
alors que I'ehrlichiose prédisposait le mouton 2 la pasteurellose (Overds, 1972;
Gilmour et al., 1982).

Gilmour et al. (1982) confirmerent cette hypothése en infectant sept jeunes moutons
avec un aérosol de P. hnemolytica pendant une infection 2 E. phagocytophila. Les signes
cliniques et les lésions pulmonaires provoquées étaient significativement plus
sévdres que chez sept moutons infectés seulement avec Pasteurella.

D'autres maladies pulmonaires sont aggravées par la présence d'une infection 2
E. phagocytophila : Jes infections 2 virus parainfluenza (Batungbacal et Scott, 1982c) et
a Chlamydia psittact (Munro et al,, 1982).

Chez le bétail, il serable que I'ehrlichiose joue un réle majeur dans un syndrdme
complexe incluant des infections des muqueuses et une déficience en cabalt chez des
jeunes veaux en Ecosse (Greig et al., 1977).

Par ailleurs, d'autres complications peuvent se produire, Des ¢cas d'avortement ou
d'animaux mort-nés, survenus 2 la suite d'une infection naturelle a E. phagocytophila,
ont été signalés chez des brebis (Stawart, 1936; Overds, 1959) ou des vaches (Hudson,
1950; Venn et Woodford, 1956; Wilson et al., 1964; Juste et al., 1989). Des avortements
ont été provoqués expérimentalement apras infection d' E. phagocytophila chez des
moutons, mais aucune trace de 'agent responsable n'a été découverte dans les foetus
examinés (Stamp, 1950; Stamp et Watt, 1950; Jamieson, 1950). Des investigations sur
une vague d'avortements et d'animaux morts-nés dans un groupe de jeunes vaches
portantes en Ecosse conclurent 3 la responsabilité d' E. phagocytophila (Wilson et al.,
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1964}, Sur 120 animaux se déplagant sur des nouveaux piturages, 28 avortérent ou
mirent bas des veaux morts dans les mois qui suivirent leur arrivée. En Espagne, des
avortements chez des vaches ont été attribués A E. phagocytophila; la présence
d‘anticorps spécifiques de classe 1gM, indiquaient une récente infection (Juste et al.,
1989).

Chez les moutons, comme chez les bovins, il semble que ces avortements ont lieu
chez des animaux auparavant jamais ou peu exposés  des tiques, et infectés durant
les dernier mois de gestation (Stamp et Watt, 1950; Cranwell et Gibbons, 1986).

Des stérilités temporaires ont également été remarquées chez des béliers et des
taureaux a la suite d'infections a E. phagocytophiln (Watson, 1964; Retief ¢t al., 1971).

2.2 6. Culture in pitro

La propagation in vitro des Ehrlichiene a préalablement été nécessaire pour le
développement d'un test efficace pour le sérodiagnostic, ainsi que pour des
recherches de base, aussi bien au niveau cellulaire que moléculaire.

Actuellement, ni E. phagocytophila ni aucun autre Ehrlichia sp. granulocytaire n'ont
pu étre culbivés sur des lignées cellulaires continues.

Des essais d'infections, & partir de sang complet, de plasma ou de concentrations
leucocytaires, provenant de moutons infectés, ont éié réalisés, sans succés, sur
différents substrats: oeufs embryonnés de poule, fibroblastes embryonnaires de
poutet, cellules rénales foetales de moutons, cellules L de souris et cultures de
macrophages pulmonaires de moutons (Tuomi, 1967a; Thrusfield et al., 1978). Des
fusions cellulaires, & partir de concentrations leucocytaires infectées, ont aussi été
tentées avec des fibroblastes embryonnaires de poulet, des cultures de macrophages
pulmonaires de moutons et des cellules BHK-21, mais également sans résuliats
{Thrusfield et al., 1978}

L'aptitude des cellules-hdtes a se multiplier est une exigence essentielle au
développement de systémes de culture de rickettsies qui parasitent des leucocytes
(Ristic, 1986).
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Plus tard, des cultures & court terme d' E. phagocytophila dans des granulocytes de
moutons et de chévres ont été réalisées (Woldehiwet et Scott, 1982a; Jongejan et al.,
1989).

Woldehiwet et Scott (1982a) ont propagé E. phagocytophila dans des cultures de
sang hépariné complet additionné de Medium 199 enrichi.

Jongejan et al. (1989) se sont servis d'une technique adaptée de celle auparavant
décrite pour la culture de neutraphiles infectés par C. ruminantium (Logan et al.,
1987). Les neutrophiles infectés sont d'abord isolés, par centrifugation et lyse
cellulaire, puis incubés dans un milieu de culture RPMI 1640 enrichi. Il semble que
I'élimination des érythrocytes avant la mise en culture augmente d'une fagon
importante la production d'organismes rickettsiens.

Dans ces cultures & court terme, le nombre de neutrophiles infectés, ainsi que celui
des inclusions d' E. phagocytophila par cetlule, augmentent dramatiquement aprés 24
heures, puis les cellules dégénérent rapidement. Pourtant, les Ehrlichieae continuent &
se multiplier méme en dehors des cellules-hotes.

2.2.7. Immunité

Bien qu'on ait soupgonné trés tot une immunité protectrice (Gordon et al., 1932b;
Hudson, 1950), les connaissances sur le statut immunologique des animaux infectés
par E. phagocytophila sont trés spéculatives. Des infections naturelles et
expérimentales sur des ovins et des bovins ont mis en évidence l'existence d'une
immunité chez les animaux aprés une primo-infection. Les questions suivantes
restent ouvertes: 4 quel moment se développe-t-elle, combien de temps dure-t-elle,
est-elle dépendante de la persistence d' E. phagocytophila dans le sang de I'héte ?
(Gordon et al., 1932b; McEwen, 1947; Jamieson, 1947; Hudson, 1950; Stamp et Watt,
1950; Foggie, 1951; Tuomi, 1967a; Kuil ¢t al., 1972).

Des recherches ont montré que la durée de I'immunité semble lie aux titres
d'anticorps circulants. Woldehiwet et Scott (1982d) signalent que les moutons infectés
expérimentalement développent en deux semaines des anticorps de classe IgM,
suivis d'IgG. Ces anticorps, détectés par un test de fixation du complément,
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persistent 3 un niveau bas plus d'un an. Les moutons sont résistants i la réinfection
lorsque des anticorps sont détectés 2 une dilution supérieure 3 1:16. Six A huit
semaines apres l'infection, les animaux ont des titres inférieurs et développent lors
d'une réinfection une parasitémie faible, avec ou sans fitvre. Webster et Mitchell
(1988) ont détecté des anticorps chez des moutons, 9 & 11 jours aprés une infection
expérimentale. L'apparition de ces anticorps coincide avec la disparition des
Ehrlichiene du sang périphérique, Les anticorps atteignent leur niveau maximum au
152me jour, puis restent A des niveaux bas pendant 6 2 10 semaines (1:1 2 1:8). Aprés
ce laps de temps, des réinfections ont pu étre réalisées, provoquant une
symptomatologie et une parasitémie faible.

E. phagocytophila induit des immunosuppressions et prédispose ainsi les animaux a
d'autres infections. Des travaux ont montré que la présence de l'agent pathogéne
réduit la capacité phagocytaire des neutrophiles (Woldehiwet, 1987a), diminue le
nombre des lymphacytes B circulants (Batungbacal et Scott, 1982a) et inhibe la
réponse humarale (Batungbacal et Scott, 1982b),

Il existe des différences immunologiques entre les souches ovines et bovines, mais
également au sein des souches ovines et bovines (Foggie, 1951; Tuomi, 1967¢; Foster
et Cameron, 1970a). Des infections expérimentales de bovins avec des souches ovines
prot2gent I'animal centre une deuxizme infection de souche bovine. Par contre les
moutons préalablement infectés avec une souche bovine ne semblent pas étre
résistants 3 une infection avec une souche ovine (Hudson, 1950; Tuomi, 1967¢; Foggie
et Allison, 1960}

2.2.8. Diagnostic

La mise en évidence des infections A E. phagocytophila se fait chez I'hdte vertébré,
soit par 'observation directe des agents pathogénes dans le sang, soit par la détection
d'une réaction antigéne-anticorps.

- L'observation directe des micro-organismes en microscopie optique est ie moyen
le plus simple et le plus sir pour diagnostiquer E. phagocytophila. Les frotiis sont
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préparés A partir de concentration leucocytaire de sang périphérique. Les colorations
classiques de Romanowski sont utilisées (May-Griinwald-Giemsa, Giemsa, Wright).
E. phagocytophila apparalt alors, dans le cytoplasme des granulocytes, comme des
amas de petits points plus ou moins serrés, couleur lilas foncé ou comme des grappes
de points a I'apparence de mires. Malheureusement, ce type d'observation n'est
possible que durant 1a phase aigué, période bréve de la maladie.

- Comme techniques sérologiques, des méthodes d'immunofluorescence directe
sur des frottis ou des gouttes épaisses sanguins ont d'abord été utilisées (Tuomi,
1967d; Woldehiwet, 1981, in Paxton et Scott, 1989). Lewis (1980, in Webster et
Mitchelt, 1988) préfere employer des frottis de concenirations leucocytaires 4 du sang
complet; de cette manidre, la contamination par les érythrocytes est minimale.
Malgré tout, Lewis (1980) et Woldehiwet (1981) remarquérent la présence de
fluorescence non-spécifique.

D'autres chercheurs ont appliqué des techniques de détection d'anticorps
spécifiques dirigés contre E. phagocytophila dans le sérum des animaux infectés. Il faut
souligner que tous les agents ehrlichiens induisent une réponse immunitaire
humorale spécifique. Toutefois, étant donné qu'une réponse sérologique survient
chez chaque animal exposé & Ehrlichin sp, sans que l'infection soit démontrée, les tests
sérologiques seuls, sans l'appui d'informations cliniques, sont insuffisants pour le
diagnostic de la maladie (Rikihisa, 1991).

Snodgrass et Ramachandran (1971) développérent un test de fixation du
complément. Webster et Mitchell (1988) décrirent un test d'immunodiffusion. D'apreés
Paxton et Scott (1989), ce test détecterait seulement les anticorps durant une courte
période aprés l'infection; il serait donc utile pour le diagnostic d'infections récentes.

Entre 1987 et 1989, trois travaux ont été publiés utilisant des tests IFI (Alani et al.,
1987; Paxton et Scott, 1989; Jongejan et al.,1983). La source de I'antigéne est constituée
de neutrophiles, de moutons ou de chévres, infectés expérimentalement, puis isolés
par des méthodes de centrifugation et de lyse cellulaire.

L'utilisation de neutrophiles isolés et concentrés est 1a source d'antigéne la plus
efficace pour les tests IFI, étant donné que le nombre de neutrophiles infectés est
supérieur 2 celui des neutrophiles contenant des micro-organismes fluorescents
(Lewis, 1980, in Alani ¢t al., 1987; Alani et al., 1987).
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Ces derniers auteurs utilisent comme antigéne des neutrophiles infectés & plus de
45 %, isolés selon la technique de Naylor et Little, 1975. Le taux des neutrophiles
infectés doit étre supérieur 2 20 % pour que le test soit efficace. La périphérie des
cellules infectées flucresce légerement. Cette derniére constatation 2 également été
observée par Lewis (1980, in Alani et al., 1987).

Paxton et Scott (1989) isolent les granulocytes selen la méthode de Carlson et
Kaneko (1973) et emploient comme antigéne des préparations de neutrophiles
centrifugées sur des lames de microscope ("cytospin”). Grice 4 cette cyto-
centrifugation, les cellules sont concentrées sur une petite‘ surface, donnant une
"impression bidimensionnelle” & la préparation. D'aprés les auteurs, cette technique
semble diminuer et parfois éliminer la flucrescence non-spécifique.

Jongejan et al. {1989), lors d'une étude sur des réactions sérologiques croisées entre
E. phagocytophila et C. ruminantium, utilisérent comme antigéne, une culture & court
terme d' E. phagocytophila dans des neutrophiles. 1l semble qu'une pré-incubation de
l'antigéne avec un tampon glycine acide (Montenegro-James et al., 1985), avant de
déposer les immun-sérums, ainsi qu'une contre coloration au bleu d'Evans, réduisent
considérablement la flucrescence non-spécifique.

En utilisant des tests IFL, on n'observe pas de réactions sérologiques croisées entre
les Ehrlichiene et les Rickettsiene ou les Chlamydiae (Ristic et al., 1972; Holland et al.,
1987; Holland et Ristic, 1951). Cette constatation est également valable entre E.
phagocytophila et Babesin motasi, B. divergens, Theilerin recondita, Sarcocystis cvicanis et
Toxoplasma gondii (Alani et af., 1987).

Certaines souches de Cowdrin ruminantium partagent des déterminants
antigéniques avec E. phagocytophiln. Des réactions croisées ont été détectées en IFl
entre Cowdria ruminantium et E. phagocytophila (Camus, 1987, in Jongejan et al., 1989;
Du Plessis et al., 1987). Jongejan et al. (1989) ont signalé une légére réaction croisée
bilatérale entre Cowdria et E. phagocytophiln. La relation sérologique entre Cowdria et
E. phagocytophila ne confére pas une immunité croisée (Jongejan et Wassink, 1991).
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2.2.9. Traitement

Des antibiotiques du groupe des tétracyclines, comme l'oxytétracycline, sont trés
efficaces pour le traitement d' E. phagocytaphila.

Administrés chez des vaches lajtizres malades, ils provogquent une rapide baisse de
la fievre, généralement dans les 24 heures; mais la récupération de la production
laitizre est variable (Tutt et Loving, 1955; Venn et Woodford, 1956; Foggie et Allison,
1960; Tuomi, 1966). Etant donné que les effets secondaires de I'oxytétracycline sent
incertains et que le lait des animaux traités ne peut étre consommé immédiatement,
le traitement par antibiotiques n’est pas obligatoirement employé (Cranwell et
Gibbons, 1986).

Taylor et al. (1980}, lors d'essais de vaccination contre la piroplasmose (Babesia
divergens) en lrlande du Nord, ont démontré que l'injection d'oxytétraxycline a des
veaux diminuait également la sévérité de lehrlichiose sur les valeurs
hématologiques.

L'administration d’oxytétracycline, lorsque l'infection & E. phagocytaphila est bien
établie, n'a pas d'impact sur le développement d'une immunité protectrice (Kuil ef al.,
1972; Brodie et al. , 1988; Cranwell, 1990).

2.3. Revue des connaissances actuelles des autres Ehrfichia spp.

Ehrlichia canis

Découverte en 1935 dans le sang d'un chien 2 I'Institut Pasteur d'Alger (Donatien
et Lestoquard, 1935), E. canis, espdce type du genre Ehrlichia, est responsable de
I'ehrlichiose canine ou, pour les formes graves, de la pancytopénie tropicale canine.
E. canis est transmis par la tique Rhipicephalus sanguineus (Groves et al., 1975).
Actuellement, I'infection est cosmopolite. Sa distribution semble se superposer a celle
du vecteur entre le 50° de latitude Nord et le 357 de latitude Sud (Davoust, 1993). En
Europe, elle sévit dans les pays du pourtour méditerranéen. C'est & partir de la
guerre du Vietnam, ol des chenils de I'armée américaine furent décimés par
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I'ehrlichiose canine, que des moyens importants ont alors été consacrés  son étude
{Huxsoll et al., 1970; Walker et al., 1970; Nims ef al., 1971).

E. canis envahit les leucocytes mononucléaires, principatement les monocytes. On
retrouve l'agent pathogene dans les organes contenant des cellules phagocytaires, en
particulier la rate, le foie et les ganglions lymphatiques.

La maladie se divise en trois phases: aigué, subclinique et chronique. Les signes
cliniques et anomalies clinico-pathologiques associés avec chaque phase de la
maladie ont largement été décrits apres des infections expérimentales ou naturelles
(Walker et al., 1970; Huxsoll et al., 1972; Buhles et al., 1974; Troy et al., 1980; Reardon
et Pierce, 1981; Kuehn et Gaunt, 1985; Waddle et Littman, 1988; Woody et Hoskins,
1991). La forme aigué est caractérisée principalement par une hyperthermie brutale,
de l'anorexie, une perte de poids et de l'asthénie. Des thrombocytopénies sont
fréquemment observées, zinsi que des leucopénies et des anémies. Cette phase est
suivie d'une phase subclinique, ol les symptémes s'atténuent, puis d'une forme
chronigue, symptomatique ou grave. Les formes sévéres se distinguent par une
amplification des signes présents lors de la phase aigué. On observe des lésions
oculaires, un amaigrissement extréme et une évidente hyperplasie médullaire. Des
hémorragies ou des infections secondaires peuvent mener 4 une issue fatale. Cette
phase chronique grave se développe plus facilement chez des chiens de race berger
allemand (Hildebrandt et al., 1973b).

Les canidés sauvages et domestiques sont les seu} hétes naturels connus (Groves e
al., 1975). '

Le diagnostic des infections A E. canis est réalisé par une mise en évidence directe
d' E. canis dans les monocytes lors de la phase aigué de I'infection ou en utilisant des
tests sérologiques: test IFI (Ristic et al., 1972; Weisiger et al., 1975) et dosage immuno-
enzymatique (ELISA) (Rikihisa et al., 1992).

Ehrlichig equi

L'agent responsable de l'ehrlichiose équine a2 pour la premiére fois été décrit en
Californie (Gribble, 1969; Stannard e al., 1969). En Europe, des cas ont été signalés en
Allemagne (Bischer et al., 1984}, en Suisse (Hermann ef al., 1985) et en Sudde
{Bjdersdorff et al., 1990).
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On trouve E. equi uniquement dans le cytoplasme des neutrophiles et des
éosinophiles. L'infection est généralement bénigne ou de sévérité moyenne, rarement
mortelle. Les signes cliniques de l'infection sont une forte fizvre, anorexie, apathie,
ataxie, une augmentation du rythme cardiaque et de la respiration. Durant cette
phase fébrile, des leucopénies, thrombocytopénies et anémies sont observées. Des
oedémes et des hémorragies sont des signes pathologiques couramment détectés
{(Gribble, 1969).

Le seul hote nature] est le cheval, mais de nombreuses infections expérimentales
ont été réussies chez les moutons, les chevres, les chiens, les chats, les singes et les
anes. Chez ces animaux, les symptomes sont absents ou bénins (Gribble, 1969; Lewis
et al. 1975).

Les vecteurs et les réservoirs ne sont pas connus.

Le diagnostic se fait soit par mise en évidence directe de l'agent dans les
granulocytes, soit par un test IFI (Nyindo ef al., 1978).

hrlichin risticii

E. risticii cause une infection séveére chez les chevaux: I'ehrlichiose équine
monocytaire ou fidvre équine du Potomac. Décrite pour la premi2re fois en 1979, prés
du fleuve Potornac aux Etats-Unis, l'agent responsable n'a été isolé que quelques
années plus tard (Holland et al, 1985a; Rikihisa et Perry, 1985). Depuis lors, elle a é1é
signalée dans d'autres régions d’Amérique du nord, ainsi qu'en France (Rikihisa,
1991).

Les symptbmes associés avec I'infection sont les suivants: fidvre, apathie, anorexie,
leucopénie, oedtmes, coliques et diarrhées. La mortalité chez les chevaux peut
atteindre 30 % (Holland et al., 1985a).

E. risticii montre une prédilection pour les cellules de 1'épithélium intestinal,
provoquant des problémes de transport membranaire. Les monocytes sanguins, les
macrophages tissulaires et les mastocytes sont également infectés {Rikihisa, 1991).

Le mode de transmission d' E. risticii reste inconnu.

Des tests sérologiques, 1FI { Ristic et al, 1986) et ELISA (Pretzman et al., 1987), sont
utilisés pour le diagnostic. Une technique d'identification rapide par amplification
génomique (PCR} est en cours d'¢valuation (Biswas et al., 1990).
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Ehrlichin sennetsu

E. sennetsu est l'agent responsable de la rickettsiose humaine de Sennetsu dans
l'ouest du Japon et d'autres régions du Sud Est Asiatique. Elle a été isolée pour la
premiére fois au Japon, en 1953, chez des souris infectées par du sang, de la moelle
osseuse ou des broyats de ganglions lymphatiques provenant d'un patient. Les
signes cliniques sont une forte fidvre, des malaises, des maux de téte, de l'anorexie et
une adénopathie (Fukuda et al., 1954; Misac et Kobayashi, 1954; Ristic, 1986).

Des infections ont £té reproduites chez des singes (Ohtaki et Shishido, 1965).

Le mode de transmission est inconnu.

Les souris sont trés sensibles & E. sennetsu et sont utilisées pour isoler les
organismes provenant d'échantillons humains. E. sernetsu est visible dans les cellules
péritonéales aprés coloration avec des méthodes de Romanowsky ou par marquage
en immunofluorescence (Fukuda et al., 154; Misao et Kobayashi, 1955}.

Ehrlichia chaffeensis

Jusqu'a récemment, E. sennetsu était la seule espéce connue d' Ehrlichia pouvant
infecter les &tres humains. Les premiers cas d'ehrlichiose humaine, en dehors d'Asie,
sérologiquement et cliniquement différents de l'ehrlichicse de Sennetsu, sont apparus
aux Etats-Unis (Maeda et al., 1987). Depuis, plus de 260 cas confirmés
sérologiquement ont £té signalés aux Etats-Unis, mais aussi en Espagne, au Portugal
et au Mali (Dawson et al., 1991; Guerrero et al., 1991; Morais et al., 1991; Uhaa et al,,
1992).

Les signes cliniques sont proches de ceux provoqués par Rickettsia rickettsii, agent
de la figvre pourprée des Montagnes Rocheuses (Fishbein et al., 1987; Maeda et al,,
1987). Les bouleversements hématologiques, leucopénie et thrombocytopénie,
ressemblent a ceux provoqués par E. canis (Eng et al., 1988; McDade, 1990). Cette
similitude est renforcée par le fait que les diagnostics de I'ehrlichiose humaine,
jusqu'en 1991, utilisaient comme antigéne, E. canis.

Les monocytes sont les cellules-hotes principales (Dunn et al., 1992; Dumler et al.,
1993).
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Des réactions séralagiques croisées et, depuis peu, des méthodes PCR utilisées sur
la séquence du géne de 'ARNr 165, ont montré que l'agent responsable de
I'ehrlichiose humaine aux Etats-Unis est proche d' E. canis et d' E. ewingii (Anderson
et al., 1991; Anderson et al., 1992). 1solé en 1991, il a été appelé E. chaffeensis (Anderson
et al., 1951). Depuis lors, la création d'amorces spécifiques (Anderson ef al., 1991) a
permis d’'amplifier YADN d' E. chaffeensis et de le mettre en évidence dans des extraits
de liquide céphalorachidien, moelle osseuse, sang et plasma prélevés chez des
patients (Dunn ef al., 1992, Anderson ¢t al., 1992a).

Des recherches utilisant également ces amorces, ont montré que les adultes de la
tique Amblyomma americanum, peuvent &tre les vecteurs de l'infection (Anderson et
al., 1993).

Ehrlichia ewingii

En 1971, une nouvelle souche d' E. canis a été décrite dans les granulocytes,
principalement les neutrophiles, d'un chien (Ewing et al., 1971). Elle provoque chez
I'animal une forme atténuée d'ehrlichigse canine aigué et une forme chronique
associée avec des polyarthrites, différente de celle rencontrée dans I'ehrlichiose
canine classique, appelée ehrlichiose canine granulocytaire (Ewing et al., 1971; Carillo
et Greene, 1978; Stockham et al., 1985; Bellah et al., 1986; Cowell ¢t al., 1988; Anziani ef
al., 1990). Antigéniquement apparentée d E. equi et E. canis, cette Ehrlichia
granulocytaire canine est néanmoins distincte (Rikihisa et al., 1992). L'analyse du
géne codant pour 'ARNr 165 a révélé une séquence différente de celles des autres
Ehrlichieae (Anderson et al,, 1992b). Les observations génomiques et phénotypiques
ont justifié la création d'une nouvelle espéce, E. ewingii {(Anderson et al., 1992b).

Quelques autres micro-organismes apparentés au genre Ehrlichia ont plus ou
moins bien été caractérisés: E. bovis (Donatien et Lestoquard, 1936, 1940), E. ovina
(Donatien et Lestoquard, 1936), E. (=Cytoecetes) ondiri {Haig et Danskin, 1962; Krauss
et al.,, 1972), E. platys (Harvey et al, 1978; French et Harvey, 1983; Glaze et Gaunt,
1986; Baker et al., 1987 et 1988; Hoskins et al., 1988; Gaunt et al., 1990; Simpson et al.,
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1991), E. (=Cytoecetes) microti (Tyzzer, 1938), E. kurlovi (Moshkovski, 1937) et
E. (=Cytoecetes) kamichouilli (Gretillat et al., 1981).

Le genre Cytoecetes, une rickettsie envahissant les granulocytes, a été éliminé et
inclus dans le genre Ehrlichia (Ristic et Huxsoll, 1984).

Des études sur le génome, et en particulier I'analyse comparative des séquences
amplifiées de 'ADNr 165, reconnaissent parfaitement la classification actuelle du
genre Ehrlichia, & une seule exception prés. En effet, il semblerait qu' E. phagocytophila
et E. equi soient des souches différentes d'une méme espéce. En comparant les
séquences 165 des deux organismes, on trouve une homologie de 99.9 % (Anderson
et al., 1991; van Vliet et al, 1992).

2.4, Les infections & Ehrlichin spp. en Suisse

Excepté E. phagocytophila, deux autres Ehrlichin spp ont été isolés en Suisse chez des
anirnaux.

Hermann et 2l. (1985) citent, pour la premigre fois, un cas d'ehrlichiose chez une
jument suisse. Les symptdmes cliniques (anorexie, fi2vre, ataxie, oed2mes aux
membres), les résultats hématologiques {leucopénie, légére anémie, bilirubine élevée
et présence d'organismes ehrlichiens dans les neutrophiles) font penser & une
infection a E. equi, agent responsable de I'ehrlichiose équine. Aprés des traitements 2
l'oxytétracyclire, quatre jours aprés la déclaration de la maladie, animal se rétablit.

Deux études sérologiques et épidémiologiques sur E. canis et E. equi ont é¥ menées
chez des chiens et des chevaux en Suisse.

Les sérums de 25 chiens fiévreux et anémiques ont été examinés en IFI pour
E. canis et E. equi (Winkler et al., 1988). Sur ces 25 sérums, 11 présentaient une réaction
positive a la présence d'anticorps contre E. canis et 11 contre E. equi. Parmi ces chiens,
quatre montraient également des symptémes de leishmaniose ou de babésiose.
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Aucur corps d'inclusion d' E. canis dans les monocytes périphériques n'a été décelé.
Par contre, la mise en évidence d'inclusions dans des neutrophiles, dans un des cas
sérologiquement négatif & E. canis, a été réussie. Les auteurs conclurent 2 la présence
d' E. egui, T'agent de l'ehrlichiose équine. Ce chien présentait bien une réaction
sérologique positive contre des antigénes d' E. equi. I} est connu qu' E. equi peut
engendrer une forme atténuée de l'ehrlichiose chez le chien (Lewis et al., 1975).

La source de I'infection des chiens n'a pu étre mis en évidence. On ne sait pas s'ils
se sont infectés en Suisse ou A l'occasion d'un séjour dans le sud de I'Europe ou en
Asie.

Des recherches sur la séroprévalence d' E. equi dans la population équine suisse ont
€té entreprises (Bretscher, 1990). 1645 sérums provenant de chevaux sans signes
cliniques ont été testés en IF, afin de mettre en évidence des anticorps contre E. equi.
66 chevaux (4 %) présentaient des titres positifs, s'étalant de 1:40 & 1:1280. Ils
provenaient de 16 cantons. A Bale Campagne, Schaffhouse et Vaud, les
séroprévalences étaient marquées, respectivement 17.9, 12.1 et 9.1 %.

D'aprés 'auteur, la relation entre les résultats positifs et 'exposition a des tiques,
ou & un historique d'infestation par les tiques, renforcent fertement I'hypothése
qu' I ricinus est responsable de la transmissiond' E. equi en Suisse.
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2. B D VAIL

Notre but principal dans ce travail est d'approfondir les connaissances
épidémiologiques, sérologiques et hématologiques de l'infection a E. phagocytophila
chez les bovins en Suisse.

Pour cela, nous avons entrepris:

- larecherche de foyers d'infections a E. phagocytophilz, afin d’avoir une meilleure
idée de la distribution géographique et de la fréquence de la maladie

- une enquéte sérologique sur le cheptel bovin dans l'ouest de 1'Oberland bernois,
afin d'évaluer la présence de la fidvre de pdture au sein du cheptel bovin et de
détecter l'évolﬁtion saisonnidre des anticorps, dans une région ol I'on rencontre
les cas les plus nombreux d'infections a E. phagocytophila

- I'étude du role joué par les animaux sauvages dans le cycle de l'infection
- lisolation d’ E. phagecytophila chez son vecteur, L. ricinus
- des infections expérimentales chez des veaux, afin de mettre en évidence les

bouleversements hématologiques provoqués par des souches suisses

d’ E. phagecytophila.
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4. MATERIEL ET METHQDES
4.1. Hbétes
4.1.1. Lesbovins

4. 1. 1. 1. Recherche des foyers dinfections & E. phagocytophile en Suisse

Afin d'avoir une idée plus précise de la répartition géographique et de la fréquence
des infections & E. phagocytophila en Suisse, des questionnaires ont été envoyés a
l'ensemble des vétérinaires de Suisse s'occupant de gros bétail (Annexe I}. Nous leur
avons demandé s'ils avaient déja observé des animaux présentant des symptémes de
fizvre de pature. Pour répondre au questionnaire, un résumé des signes cliniques de
linfection avait été établi A leur attention. Dans un deuxiéme temps, les vétérinaires
ayant répondu positivement ont & nouveau été contactés pour l'envoi de tout
échantillon sanguin, provenant de bovins suspectés de fidvre de pature. Dans
plusieurs cas, nous nous sommes déplacés pour les prélévements.

Les prises de sang sont effectuées avec une aiguille hypodermique au niveau de la
veine du lait ou de la veine jugulaire chez les vaches, et de la veine jugulaire chez les
génisses et les veaux. Le sang est recueilli dans des tubes de 5 mi contenant un
anticoagulant (K-EDTA: 1.6 mg EDTA/mi, n® 34.343, Sarstedt).

Le diagnostic est effectué par détection directe d' E. phagocytophila dans le sang
(cf. Chap. 4.2.1.)

4. 1. 1. 2. Enquéte sérologique dans I'oues ['Oberland bemmnois

Entre septembre 1988 et décembre 1989, nous avons effectué régulierement des
prises de sang chez des bovins pravenant de 24 exploitations disséminées dans
I'Oberland bernois, au nord et a I'ouest du lac de Thoune (Fig,. 3 et Tabl. 3).

Ces exploitations sont situées dans le Niedersimmental (n" 6, 8,9, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 18, 19), Stockental (2, 3, 4, 5, 17), Diemtigtal (7, 103, Frutigtal (23), Kiental (24),
ainsi que dans la région de Aeschiried (20, 21, 22) et au nord de Thoune (1). -



1. H. BACHHOFNER
3114 Wichtrach

2. P.HEGER
Eschli, 3638 Blumenstein

3. V. SCHWENDIMANN
Bachtelen, 3611 Pohlern

4. H. KRE8S
Moosacher, 3647 Reutigen

5.P. KAFPFELER
Stadi, 3647 Reutigen

6. W. KUNG
Ansmatte, 3753 Oey

7. P. TRUMMER
Bachlen, 3753 Oey

8.%. scHUTZ

Qeyachern, 3758 Latterbach

9. M.GFELLER
Kreuzgasse, 3758 Latterbach

10. A. KLOSSNER
Thalweid,, 3754 Diemtigen

11. D, REBER
Eschlenallmand, 3762 Erlenbach

12, K. SEILER
Balzenberg, 3762 Erlenbach

13. F. SCHMOCKER
Gattenfeld, 3762 Erlenbach

14. H. JUTZELER
Thal, 3762 Erlenbach

15. A. ESCHLER
3762 Ringoldingen

16. A. WIDMER
Zieg, 3762 Ringoldingen

17. J. WIEDMER
3611 Pohlern

18. O. KUPFER
Romberg, 3763 Dérstetten

19. H. TREUTHARDT
Klostermatte, 3763 Dirstetten

20. U. LUGINBUHL
Sandgruben, 3703 Aeschiried

21, H. LUGINBUHL
3703 Aeschiried

22. C. DAPP
Senn, 3703 Aeschiried

23, K. OSWALD
Alte Str., 3711 Emdthal

24. R. VON KANEL
Schrazenbiihi, 3761 Scharnachtal

Tabl. 3. Localisations et propriétaires des exploitations examinées
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Tous les bovins composant les troupeaux appartiennent aux races tachetées
Simmental, Red Holstein et aux croisements issus de ces deux races.

Les prises de sang sont effectuées comme décrit dans le Chap. 4. 1. 1. 1. Le sang est
prélevé dans des tubes de 10 mi contenant des granulés activant la coagulation
(n® 26.323, Sarstedt). Les échantillons sont stockés dans un endroit frais, puis 4 la fin
de la journée, sont centrifugés a 2000 x G pendant 20 min. Les sérums sont conservés
au congélateur (- 20 °C).

Chaque échantillon sanguin est accompagné d'informations sur 'animal:

- numéro

- nom

code racique

mois et année de naissance

lorsque l'animal est né en 1988 ou 1989, nom ou le numéro de sa mare est

demandé

- I'animal est-il né A la ferme ou a-t-il &té acheté ?

- lorsque I'animal a été& acheté, la date de l'achat (mois et année) et sa
provenance sont demandées

- l'animal a-t-il déja &té malade de la fidvre de pature, si oui, quand ?

Toutes ces informations sont normalement indiquées dans la fiche d'identité
accompagnant chaque animal. Trés souvent, les renseignements sont fournis par le
propriétaire,

4.1.1. 3. Infections expérimentales

Des infections expérimentales & E. phagocytophila (Infex) ont été entreprises sur des
bovins de races croisées Simmental-Red Holstein. Nous avons utilisé des veaux
méles Agés de trois A cing mois et pesant au début des expériences, entre 110 et 130
kg. Les animaux sont isolés par deux et installés dans des enclos de 20 m2, prévus 2
cet effet. Ces enclos sont maintenus a une température de 23 °C, une humidité
relative de 60 4 70 % et éclairés pendant 12 heures de 06.00 2 18.00. Les animaux sont



Fig.4. Provenances des échantillons sanguins de chamois et de cheyreuils

Régions Sociétés de chasse Lots distribués

OB

Oberland bernois Jagdverein Kandertal 150
Jégerverein Niedersimmental 150
Natur-, Jagd- und Wildschutzverein Stockental 120

MO

Région de Moutier Société des chasseurs du district de Moutier 150

NE

Canton de Neuchétel La Diana et la Cantonale neuchiteloise 152

VD

Estdu canton de Vaud | Section Aigle de la Diana vaudoise 150

Tabl. 4. Sociétés de chasse participant aux prises de sang
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nourris, durant leur séjour avec des cubes de mais et des granulés pour bétail. Avant
chaque expérience, les jeunes bovins ont été soumis A une période d'adaptation de
deux & trois semaines.

Pendant toute la période des expériences, les animaux n'ont subit aucun traitement
thérapeutique.

Toutes les prises de sang sont effectuées par ponction dans la veine jugulaire.

Pour les examens sérologiques, le sang est prélevé dans des tubes a prélévement
sous vide de 10 mi sans additif (Vacutainer® n® 606430, Becton Dickinson). Les
échantillons reposent une heure A température ambiante, puis sont centrifugés & 2000
x G pendant 20 min. Les sérums sont ensuite conservés au congélateur (- 20 °C).

Pour les examens hématologiques, le sang est recueilli dans des tubes 2
prélevement sous vide de 4.5 ml contenant un anticoagulant (EDTA X3 15 %,
Vacutainer® n® 606452, Becton Dickinson).

A la fin des expériences, les veaux sont traités A la tétracycline (Oxysentin®,
Ciba-Geigy).

Toutes les infections expérimentales, excepté les infex ¢ et 10 {chez F. Pfister,
Niederwangen b. Bern/Be) oni eu lieu au Centre de Recherches Agricoles de CIBA-
GEIGY SA 2 St Aubin (Fribourg).

4.1. 2. mammiféres sauvage

Des prélevements sanguins sur des chamois (Rupicapra rupicapra) et sur des
chevreuils (Capreolus capreolus), provenant de régions ol la figvre de pature sévit
chez le cheptel bovin, ont été réalisés (Fig. 4).

Pour cela, lors des réunions précédant Ia période de chasse en automne, nous
avons distribué 912 sets (Tabl. 4) affranchis 2 forfait et déj2 adressés, contenant: une
feuille d'information sur la maladie, un questionnaire (Annexe II}, deux tubes pour
les échantillons sanguins (un tube de 5 ml K-EDTA pour 'hématologie (Sarstedt} et
un tube de I0 mi pour la sérologie (Sarstedt)), une seringue de 20 ml et son aiguille
hypodermique pour le prél2vement du sang.
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Fig. 5. Qberland bernois: localisations des piégeages de micromammiféres

et des récoltes de tiques (1 carré = 100 k@)
1. Hézli 3. Rosselstein 5, Gattenfeld

2. Stierenweid 4. Im Zil
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Nous avons demandé expressément aux chasseurs de prélever le sang par
ponction cardiaque 2 l'aide de la seringue, le plus rapidement et le plus proprement
possible, et d'éviter de prendre du sang souillé des cavités thoracique ou abdominale.
Ensuite, aprés avoir été deux ou trois fois 1égérement remués, les tubes sont mis dans
l'enveloppe, ainsi que le questionnaire rempli, et postés au plus vite. Dans le canton
de Neuchétel, la plupart des échantillons ont &té récupérés directement par nos soins
aux lieux de contrdles de la chasse.

4.1.3. Les micromammiferes sauvages

Dans l'ouest de I'Oberland bernois, ol I'étude sérologique sur les bovins a été
entreprise, nous avons capturé des micromammiféres aux alentours directs de
paturages "réputés” pour étre des lieux d'infection (information donnée par les
propriétaires de bétail) (Fig. 5):

Hozli B70m (6052 - 175.4), prés de Blumenstein (Stockental)
Stierenweid  880m (604.9 - 175.7}, prés de Blumenstein (Stockental)
Rdésselstein 650m (611.9 - 173.1), prés de Niederstocken (Stockental)
Im Zil R0m (6042 - 167.9), prés de Darstetten (Niedersimmental)
Gattenfeld 760m (6082 - 167.0), prés de Erlenbach (Niedersimmental)

Lol W

Les deux premiers paturages sont fréquentés par les troupeaux de M. Heger, les
autres sont visités, respectivement, par les animaux de MM. Kappeler, Schmocker et
Treuthardt.

Les micromammiféres sont capturés vivants & l'aide de piéges "tchéques", pieges
en bois & porte latérale métallique basculante. lls n'ont pas été disposés de maniere a
estimer la population des rongeurs, mais simplement 4 des endroits jugés propices.

Nous avons placés 100 4 120 piges, en lignes paralléles, dans les sous-bois
longeant les aires de piture. Leurs relevés ont eu lieu le matin et le soir, pendant
deux jours et une nuit, par lieu et par mois. Les rongeurs ont ét¢ appatés avec des
graines de tournesol et des granulés.

Les micromammiféres capturés sont manipulés aprés narcose & l'éther. Les
animaux sont marqués A l'oreille (encoche) et leur espéce déterminée. Tout
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micromammifére recapturé est reliché. Le sang est ensuite prélevé dans le sinus
rétroorbital & l'aide d'une pipette Pasteur (Ryley, 1960). Aprés coagulation et
centrifugation des échantillons sanguins (20 min & 2000 x G), les sérums sont déposés
dans des Eppendorf ® et congelés (- 20 °C).

4.1.4.  Lestiques

Les tiques ont été récoltées sur les paturages cités dans le Chap. 4. 1. 3., aux
endroits accessibles aux bovins (Fig. 5).

Elles sont collectées sur le terrain & l'aide de la technique du drapeau, puis
déterminées et stockées au congélateur (- 20 °C) {cf. Chap. 4. 3. 2. 3.) dans des tubes 3
vis de 1.5 ml (n® 72694008, Sarstedt).

4.2 Mige en évidence d' E. pha tophila

" 4.2.1. Détection directe

Chez I'héte vertébré, le diagnostic des infections aigués 3 E. phagocytophila se fait
par l'observation directe des agents pathogenes dans le sang périphérique.

L'examen direct des frottis sanguins est long et fastidieux. Grace & une méthode de
concentration leucocytaire, on peut sur un méme champ microscopique observer de
trés nombreux globules blancs. Une meilleure visualisation est donc obtenue, & faible
grossissement, des cellules infectées.

La méthode est la suivante:

Le sang est recueilli dans un tube de 5 m! contenant un anticoagulant (K-EDTA,
Sarstedt) et centrifugé (5 min a 2000 x G). Le plasma est éliminé et, & l'aide d'une
micro-pipette, une petite quantité de la couche intermédiaire leucocytaire est
prélevée. Un étalement est effectué avec ces leucocytes. Le frottis est séché 3 'air et
fixé¢ 10 min au méthanol. Il est ensuite coloré avec une solution Giemsa (Merk,
n®* 9204; 5 ml Giemsa dans 30 ml tampon PBS pH 7.2: 2.45 g de KH;PO4 +5.45 g de
Na;HPQO4- 2H;0, dans 51d'eau distillée) pendant 12 min. Le frottis est ensuite rincé
4 l'eau courante et séché.
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Infex | N®de Datede | Isolat | mt | DMSO| Passages Conservation Présence
I'animal | l'infection -80°C) d' E. phagocytophila
{en semaines) dans le sang
de l'animal

9 | "Sepp’ W8%| SR | S0 | + 1 1 5
10 737 19119 R 100 - 2 - +
n 204 249 CH 50 - 1 39 +
12 205 22491 R 50 - 2 3 +
13 206 2891 SR 50 + 3 15 +
14 207 9891 SR 50 + 3 15 -
15 239 281191 SR 40 + 3 30 -
16 240 28.11.91 R 35 + 3 30 *
17 250 51291 R S50 - 4 16 -
18 253 51291 SR | 50 - 4 16 "
19 274 31.1.92| SR1 50 + - 78

20 273 31.1.92| SR2 S50 - - 80 -
21 295 21492 R 50 - 5 18 +
22 296 21492 SR 50 - 5 18 +
3 493 44693 SR 50 - [ 77 +
1] 494 11693 SR 50 [ 7 +

Tabl. 5. [nfections expérimentales {Infex) de bovins

#* Infex 10: Tanimal a été infecté avec 100 ml de sang provenant de “Sepp” (Infex 9}
prélevé le méme jour,
#*  Ces deux veaux ont, une premidre fois, 6t€ infectés avec des tiques (cf. Chap. 4. 3. 3)

SR

SR1

SR2

Provenant d'une génisse, née en déc. 1987 a Malleray (BE)
Prise de sang effectuée le 18.07.90

Provenant d'une vache (Senta MM 4148} de Oey (8E)
Prise de sang effectuée le 20.05.90

Provenant d'une vache (Lerche} de Wimmis (BE), née en nov. 85
Prise de sang effectuée le 31.07.90

Provenant d'une vache (Fichte MM 9914) de Erlenbach (8E)
Prise de sang effectuée le 12.08.90

Tabl. 6. Isolats sanguing utilisés pour les infections expérimentales
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Les formes caractéristiques d' E. phagocytophila apparaissent colorées en violet dans
le cytoplasme des granulocytes. Les organismes se différencient facilement, surtout
lorsqu'ils sont nombreux, des autres compuosants de la cellule { Annexe XI Photos).

La fine couche leucocytaire contient un nombre trés important de cellules
mononucléaires; la grande majorité des neutrophiles se trouve, aprés centrifugation,
dans la fraction érythrocytaire (Carlson et Kaneko, 1973). Malgré cela, le nombre
restreint de granulocytes est amplement suffisant pour le diagnostic
d' E. phagocytophila lors de la phase aigué de l'infection.

4.2.2. Détection indirecte

La détection indirecte se fait, soit par détection d'anticorps de classe IgG dirigés
contre E. phagocytophila dans le sérum des hotes vertébrés (cf. Chap. 4.5.1,4.5.2,,
4. 5. 3.), soit chez le vecteur par marquage des micro-organismes avec un immun-
sérum provenant de veaux expérimentalement infectés n'ayant jamais eu de contact
avec des tiques, associé dans un deuxidme temps, & une antiglobuline fluorescente
(cf. 4.5.4.).

4.3. Infections expérimentales (Infex)

4.3.1.  Infection de bovins avec du sang contaminé par E. phagocytophila

4. 3. 1. 1. Souches utilisées

a. Provenance

Pour toutes les infections expérimentales (Tabl. 5), nous avons utilisé quatre isolats
sanguins provenant de vaches malades infectées naturellement (Tabl. 6): un

provenant du Jura bernois (CH) et les trois autres de 'Oberland bernois (SR, SR 1 et
SR 2).
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b. Isolation

Avant la prise de sang, le cou de l'animal est désinfecté. A l'aide d'une canule de
prélavement (Capsa®, n® 260000024, Bichsel AG), 100 ml de sang sont recueillis, au
niveau de la veine jugulaire, dans une bouteille stérile d capuchon caoutchouc,
contenant de 1'héparine comme anticoagulant (5'000 ua/ml de sang, Liquémine &,
Roche SA).

¢. Conservation

Trés rapidement, le sang est ensuite réparti par doses de 10 ml, sous condition
stérile, dans des tubes A fermeture A vis de 16 ml (n® 46.26100, ABS). Ces tubes sont
conservés au congélateur (- 80 °C). Certains échantillons sanguins stockés, en vue
d'une longue conservation, sont additionnés d'un cryoprotecteur (DMSO,
diméthylsulfoxyde, n¢ 802912, Merck} jusqu'd une concentration finale de 10 %.
L'adjonction du DMSO dans le sang doit &tre effectuée lentement, par petites
quantités. Le mélange doit constamment étre maintenu A froid.

4.3.1: 2. Inoculation des animaux

Avant Finoculation, les tubes contenant {e sang infecté sont rapidement décongelés
dans de l'eau titde. Ensuite, aprés avoir rasé et désinfecté le cou de l'animal
(Vioform® spray, Ciba-Geigy), on injecte lentement le sang infecté, a I'aide d'une
seringue dans la veine jugulaire.

4, 3. 1. 3. Contrfles des infections

La température des veaux est contrélée quotidiennement trois fois par jour avant
l'apparition de la phase fébrile, puis deux fois par jour. Lorsque la température
redevient normale, un seul contréle, le matin, est effectué jusqu'a la fin de
I'expérience. Toute température supérieure ou égale A 39.5 °C est considérée comme
de la fidvre (Tschudi, 1985).
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Lorsque la température augmente, des frottis sanguins sont effectués afin de
détecter E. phagocytophila (cf. Chap. 4. 2. 1).

4.3.2. Repas sanguin des tiques sur les animaux infectés

Les tiques utilisées sont des [xodes ricinus provenant de |'élevage de I'Institut de
Zaoologie de Neuchdtel.

4,3.2. 1. Adultes

Autant de miles que de femelles sont déposés dans des chambres en mousse
synthétique {6x6 cm de c6té et 3 cm de hauteur) collées sur les hanches
préalablement rasées de I'animal. La partie supérieure de ces chambres est recouverte
d'une gaze 3 fermeture rapide Velcro®. Ces chambres sont fixées quelques jours
avant la mise des tiques. Les adultes sont déposés le jour de l'inoculation de l'animal
et les chambres sont quotidiennement contrdlées. Par la suite, des tiques adultes ont
&galement ét¢ placées sur la queue {cf. Chap. 4.3.2.2).

4. 3.2 2. Nymphes et larves

Les nymphes et les larves prennent leur repas sanguins sur les deux tiers
supérieurs de la queue de l'animal. Celle-ci est préalablement tondue, puis le jour olt
la présence d' E. phagocytophila est détectée dans le sang, les tiques y sont déposées.
La queue est ensuite entourée d'un sac en nylon fermé a ses deux extrémités par une
bande adhésive. Le fourreau est contrélé une a deux fois par jour. Les tiques gorgées
et détachées sont recueillies en ouvrant son extrémité inférieure.

4. 3.2. 3. Conservation des tiques

Les tiques gorgées sont mises dans des tubes 2 une température de 22 °C et une
humidité de 95 %, jusqu'a la mue ou la pente des femelles, puis I'éclosion des larves.



Infex N de Date de Inoculum
I'animal T'infection
15 239 7.11.91 * 78 nymphes ¢ larves gorgtes surle
veau 2065 (infex 12}
16 240 7.nan ** 40 nymphes + 35 femelles récoltées
sur le terrain

Tabl. 7. Infections expérimentales de bovins avec des broyats de tiques

*  Nymphes stockées au congélateur ( - 20 °C)
** Rdsselstein (sept. 91). Tiques conservées vivantes.
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Les tiques sont ensuite congelées (- 20 °C). Les tiques sont conservées dans des tubes
contenant un milieu RPMI 1640 additionné de tampon Hepes 25 mM et L-Glutamine
{n* 041-02400, Gibco) complété de 20 % de sérum foetal de veau (n® 011-06290,
Gibco).

4.3.3. Infection de bovins avec des tiques

Deux veaux ont été inoculés avec des tiques I. ricinus (Tabl. 7). Les deux lots de
tiques sont finement broyés dans un mortier et mélangés avec un milieu RPMI 1640
additionné de tampon Hepes 25 mM et L-Glutamine {n® 041-02400, Gibco). Aprés
filtration & travers une gaze fine, 10 ml sont injectés dans la veine jugulaire des
animaux. La température rectale des animaux est contrélée et des analyses sanguines
(cf. Chap. 4. 6) sont effectuées quotidiennement.

4.4 Production de l'antigéne

L'antigéne est produit & partir de cultures & court terme d' E. phagocytophila dans
des neutrophiles de bovins provenant de veaux infectés expérimentalement avec la
souche SR {cf. Chap. 4.3.1.).

4.4.1. Prélevernent du sang chez les animaux infectés

Apres avoir rasé et désinfecté le cou de l'animal (Vioform® spray, Ciba-Geigy), les
prélevements sanguins se font comme décrit dans le Chap. 4. 3. 1. 1. b. Pour une
culture, 300 ml de sang sont récoltés 4 chaque fois.

4.4.2.  Isolation et cujture d' E. phagocytophila dans des neutrophiles

La technique d'isolation et de culture d' E. phagocytophila dans les cellules de
bovins est adaptée de la méthode décrite par Jongejan ef al. (1989), effectuées avec des
cellules caprines. ' :
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Le sang prélevé est divisé en parts de 35 m! réparties dans six tubes a fond conique
de 50 ml (BlueMax™, ne 2070, Falcon®, Becton Dickinson) et centrifugé {15 min 4 1500
x G). Le plasma, la couche intermédiaire leucocytaire et la partie supérieure de la
fraction érythrocytaire sont éliminés. Le contenu restant (globules rouges et
leucocytes) est bien mélangé. Les érythrocytes sont lysés avec 20 ml d'H;O distillée
que l'on laisse agir 30 secondes en mélangeant doucement. L'isotonicité est rétablie
en ajoutant 10 m! de NaCl 2.7 %. Le niveau du tube est alors complété & 50 ml avec
du tampon saccharose-phosphate-glutamate (Tampon SPG) (Annexe III). La
suspension cellulaire est centrifugée de nouveau (10 min 4 200 x G). Une partie du
surnageant est éliminée jusqu'a laisser environ 5 ml. Aprés avoir bien décolié les
cellules du culot, on recommence une deuxidme lyse cellulaire, avec adjonction de
NaCl 2.7 % et de tampon SPG. On centrifuge de nouveau (10 min 4 200 x G). Le
surnageant est éliminé et les cellules sont bien décollées du culot. Le contenu des six
tubes est ensuite réparti dans deux tubes. Le culot est lavé avec du tampon SPG et
centrifugé (10 min 3 200 x G). 1l est ensuite resuspendu dans un milieu de culture
RPMI 1640 enrichi (Annexe III). Les cultures sont incubées 12 - 24 heures 2 37 *C et
5 % CO; dans des bouteilles de culture de 75 mil {n® 3375, Costar ®),

Les manipulations se font sous hotte stérile. Tous les produits utilisés doivent étre
stériles et conservés froid.

4.4.3.  Contréles des cultures

Aprés 12 heures d'incubation, les cultures sont examinées régulidrement par
cytocentrifugation (Préparation "cytospin” Shandon, centrifugeuse Hettich, Universal
30 RF, Inotech SA). On préleve 100 pl de culture que I'on centrifuge 10 min 4 200 x G.
Les lames sont ensuite séchées, fixées et colorées au Giemsa (cf. Chap. 4. 2. 1.) Les
préparations "cytospin” ont l'avantage de concentrer les cellules infectées sur une
petite surface (@ env. 4 mm), ainsi beaucoup plus de cellules peuvent étre vues dans
le champ du microscope. De cette maniére, on connait la concentration de la culture
et le taux de neutrophiles infectés.

Apres 24 heures d'incubation, le nombre d'inclusions d' E. phagocytophila dans les
cellules, ainsi que le nombre de cellules infectées, augmentent et les cultures
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dégénerent rapidement. Nous avons préféré, pour une meilleure lecture des lames en
IFi, laisser les cultures incuber 18 & 24 heures. De cette maniere, un nombre moins
important de cellules est détruit et les neutrophiles restent fortement infectés par
E. phagocytophila (Annexe XI Photos).

4.4.4. Préparation des lames d'antigéne

Les culturss sont lavées avec du tampon PBS pH 7.2 (Annexe I11), centrifugées
(10 min & 200 x G), puis de nouveau resuspendues dans du tampon PBS. Elles sont
alors appliquées avec un "technical pen” (Leroy®, Keuffel & Esser Co.), muni d'un
réservoir que l'on remplit avec de l'antigéne, sur des lames porte-objets pourvues de
masques imprimés standard (30 cercles, @ 2 mm, n?4016, Semadeni). On fait de cette
maniére 30 spots d’'environ 1 mm de diameétre. Apres les avoir séchées, les lames sont
fixées A l'acétone 100 % (10 min). Elles sont alors prétes a &tre utilisées ou stockées
(- 80°C).

4.4.5. nservation de Fantigén
Les-lames d'antigenes sont'conservées par groupes'de-une a quatre lames, selon le -

besoin. Les lots sont enveloppés dans du papier de laboratoire, mis dans des
enveloppes plastiques hermétiques et stockés au congélateur (- 80 °C).

4.5, rologie: test d'immungfluorescence indirecte (IFT

4.5.1. Lesbovins
4.5.1. 1. Déroulement du test
Le déroulement du test est adapté de la méthode décrite par Jongejan et al. (1989).

Les lames d'antigéne sont laissées a temnpérature ambiante dans leur sachet
pendant 45-60 min. Ensuite, elles sont incubées pendant 45 min dans du tampon
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glycine acide pH 2.8 (Annexe [11), puis de nouveau trois fois pendant-5.min dans le
méme tampon. On restitue le pH en les lavant trois fois pendant 5 min dans du
tampon PBS pH 7.2. Les sérums 2 tester sont dilués, en progression géométrique de
deux, dans du tampon PBS pH 7.2 et appliqués sur I'antigéne pendant 30 min & 37 °C
et humidité saturée. Les lames sont ensuite lavées comme précédemment avec du
tampon PBS et incubées, pendant 30 min a 37 °C et humidité saturée, avec le
conjugué. Elles sont de nouveau lavées et montées avec deux gouttes de glycérine
tamponnée (glycérine/ tampon PBS: 9/1).

Les observations s'effectuent au microscope & fluorescence, en lumitre U.V.
{365 nm), 2 un grossissement en immersion de 400 x. (Microscope Olympus BH2,
équipement de fluorescence BH-RFL-W).

4.5.1. 2. Conjugué fluorescent

Nous avons utilisé un conjugué FITC (Fluorescein IsoThiccyanate Conjugate, ICN,
ImmuncBiologicals) contre des immunoglobulines IgG {H+L} de bovin, préparé a
partir de sérum de lapin. Le conjugué est dilué 1:80 dans du tampon PBS pH 7.2
additionné de 0.2 % de bleu d'Evans (Fluka, n® 46160) comme contre-coloration.

4.5.1. 3. Contréles

Des neutrophiles isolés A partir de sang provenant d'animaux sains sont utilisés
comme antigéne contrdle négatif.

Les sérums de bovins, n'ayant jamais eu de contacts avec des tiques, ou des veaux
utilisés dans les infections expérimentales, juste avant l'inoculation, sont utilisés
comme contréle négatif.

Les sérums de bovins, infectés expérimentalement ou naturellement, sont utilisés
comme contréle positif.
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4.5. 1. 4. Seuil de spécificité

Des tests IFI sur 17 veaux, n'ayant jamais en de contacts avec des tiques, ont été
effectués. Expérimentalement, le seuil de spécificité a éte fixé a 1:40. Tout titre égal cu
supérieur chez les sérums de bovins est considéré comme positif. Nous avons
considéré comme négative la dilution du sérum ol1 aucune fluorescence du micro-
organisme est observée (Annexe XI Fhatos).

4.5. 1. 5. Analyses de sérums de bovins sur d'autres antigénes rickettsiens

Des analyses en IFI ont été entreprises avec 50 sérums bovins, possédant des titres
élevés d'anticorps IgG dirigés contre E. phagocytophila, sur des antigénes de
E. chaffeensis, E. canis, Coxiella burnetti et Rickettsia helvetica.

Les résultats sont exposés dans I' Annexe 1V.

a. Provenance des antigdnes

Ces antigénes proviennent de 'Unité des Rickettsies de Marseille (CHU La
Timane, Prof. D. Raoult). Les antigdnes sont canservés dans 0.1 % d'azide de sodium,
deux ou trois meis au réfrigérateur (4 °C), ou stockés durant plusieurs mais au
congélateur (- 20 °C).

C. burnetti, E. chaffeensis et E. canis ont été produits A partir de cultures sur des
lignées cellulaires de macrophages canins (DH82).

Rickettsin helvetica provient d'infections expérimentales chez des souris & partir
d'une souche snisse isolée d' I. ricintus.

b. Déroulement des tests

Les lames d'antigénes sont préparées juste avant l'usage (Méthode utilisée dans
I'Unité des Rickettsies, Marseille).
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L'antigtne est appliqué a la, pointe de plume sur des lames porte-objets pourvues
de masques imprimés standard (10 cercles, @ 6 mm, n® 4012, Semadeni). Plusieurs
antigénes peuvent étre mis dans le méme cercle. Les lames sont séchées (10 min 2
I'étuve 37 °C), puis fixées 10 min & l'acétone 100 %. Les sérums dilués 1:25 et 1:50
dans du tampon PBS pH. 7.4 - lait 3 % (Annexe I11) y sont déposés. Aprés 30 min &
I'étuve (37 °C} et humidité saturée, les lames sont lavées (deux fois 10 min PBS pH.
7.4 - Tween Standard 0.1 % {Annexe II1) et une fois H20 distillée). On les séche et on
dépose le conjugué (30 min a l'étuve et humidité saturée), Les lames sont ensuite
lavées comme précédemment, puis séchées. On dépose deux gouttes de
glycérine/PBS (1/9) et une lamelle.

Les observations s'effectuent comme précédemment décrit dans le Chap. 4.5. 1. 1.

¢. Conjugués fluprescents

Les conjugués fluorescents contre des immuneglobulines IgG de bovin, chévre et
souris utilisés sont ceux cités dans les Chap. 4.5.1.2,,4.5. 2. et 4. 5. 3..

Nous avons également utilisé pour les contréles positifs (cf. Chap. 4. 5. 1. 5. d), des
conjugués FITC (ICN Biomedicals, Inc.) contre des immunoglobulines [gG (H+L} de
chien (dilut. 1:200), préparé & partir de sérum de lapin et un conjugué FITC
- {BioMérieux) contre dés-immuncglobulines IgG (H+L) humaines {dilut. 1:200},
préparés a partir de sérum de chevre.

Tous ces conjugués sont dilué dans du tampon PBS pH 7.2 additionné de 0.2 % de
bleu d'Evans.

d. Contrdles

Les sérums positifs de contréle utilisés, ainsi que les titres 1gG homologues en TFI
et les seuils de spécificité, sont les suivants:

- antisérum humain  C burnetti (phase 2) 1:40'960 1:100
- antisérum souris R. helvetica 1:256 1:128
- antisérum humain  E. chaffeensis 1:5129 1:50

antisérum canin E. canis 1:200 1:50
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4.5.2. Les mammiféres sauvages

Pour les mammiféres sauvages (chamois et chevreuils), le déroulement des tests
IFI est semblable & celui effectué pour les bovins (cf. Chap. 4. 5. 1).

Nous avons utilisé un conjugué FITC (ICN Biomedicals, Inc¢.} contre des
immunoglobulines G {H+L) de chévre, préparé & partir de sérum de lapin. Le
conjugué est ditué 1:80 dans du tampon PBS pH 7.2 additionné de 0.2 % de bleu
d'Evans.

Des sérums de chévres n'ayant jamais eu de contact avec des tiques ont servi de
contrdle négatif.

Des sérums de__f.;hevreuils ont également été testés sur des antigénes de Rickettsin
helvetica (cf. Chap. 4.5.1. 5. '

1

4.5.3. Les micromammiféres sauvages

Pour les micromammiféres sauvages, le déroulermnent des tests IFI est identique &
celui effectué pour les bovins (cf. Chap. 4. 5. 1).

Nous avons utilisé un conjugué FITC (ICN Biomedicals, Inc.) contre des
immunoglobulines G (H+L) de souris, préparé 3 partir de sérum de lapins. Le
conjugué est dilué 1:80 dans du tampon PBS pH 7.2 additionné de 0.2 % de bleu
d'Evans.

Des sérums de souris de laboratoire, n'ayant jamais eu de contact avec des tiques,
ont servi de contréle négatif.

4.5.4. Lestiques

4.5. 4. 1. Préparation des lames d'antigdne

Sous la loupe binoculaire, les organes internes des tiques sont étendus 2 l'aide de
pinces fines sur des lames préalablement dégraissées. Deux types de lames ont été
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utilisés: des lames porte-objets pourvues de masques imprimés standard {10 cercles,
2 6 num, n° 4012 ou 30 cercles, @ 2 mm, n° 4016, Semadeni) et des lames sur lesquelles
des cercles ont été gravés manuellement. Ces dernidres doivent &tre bien nettoyées
avec de I'alcool pour enlever les particules de verre provoquées par la gravure. Le
matériel doit étre étalé le plus uniformément possible sur tout le cercle, afin d'en
rendre la lecture plus facile. Parfeis, pour mieux étendre le contenu de la tique, on
ajoute un peu de tampon PBS5 pH 7.2. Les lames sont ensuite laissées quelques heures
dans une étuve & 37 °C, puis sont fixées dans un bain d'acétone 100% pendant 20
min. Elles peuvent étre stockées ainsi 4 4 °C ou pour plus longtemps au congélateur
{-20°C).

4.5, 4. 2. Dérouvlement du test

Pour les tques, le déroulement des tests IFI est identique A celui effectué pour les
bovins (voir Chap. 4. 5. 1), 4 la seule différence prés qu'une d'incubation préalable
des lames dans le tampon glycine n'est pas nécessaire.

Les immun-sérums proviennent des veaux infectés expérimentalement et sont
dilués dans du PBS pH. 7.2 (1:80 et 1:160}. Les anticorps contre E. phagocytophiia sont
associés dans un deuxidme temps & un conjugué FITC (cf. Chap. 4.5. 1. 2)

4.5.4. 3. Contrdles

Des tiques non infectées, provenant de I'élevage d' I. ricinus de 1'Institut de
Zoologie de Neuchatel, sont utilisées comme contréle négatif.
On utilise également des neutrophiles infectés comme antigéne contrdle positif.

4. 6. Hématologie

Les prises de sang chez les veaux infectés expérimentalement, sont effectuées
quotidiennement entre 7h00 et 8h00. La premi2re est accomplie juste avant
I'noculation (Jour 0).
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4.6. 1. umérgtation des érythrocytes leu s et des thromb

Le comptage des érythrocytes, des leucocytes et des thrombocytes est effectué
automatiquement et électroniquement a l'aide d'un compteur cellulaire Sysmex E-500
(TOA Medical Electronics Co., Ltd).

Les érythrocytes sont exprimés en x 1012/1, les leucocytes et les thrombocytes, en
x10°/1.

4.6.2. Détermination de I'hématocrite et dosage de I'hémoglobine

La détermination du voiume des glabules rouges par rapport au volume de sang
total et le dosage de I'hémoglobine ont été réalisés égalernent par un Sysmex E-500.
L’hématocrite est exprimée en % et I'hémoglobine en g/dl.

4.6.3. Etablissement dela formule leucocytaire

L'établissement de la formule leucocytaire est accompli sur un étalement mince sur
lame microscopique effectué 4 'aide d'un appareil " Uni - Smear Spinner * (Coleman
90, Perkin Elmer). Aprés avoir séché la lame, elle est colorée au May-Griinwaid-
Giemsa. Les frottis sanguins sont d'abord colorés et fixés dans une solution filirée de
May - Griinwald (Merck, n® 1424) pendant 5 min, puis rincés 2 l'eau bidistillée. Ils

"sont ensuite plongés dans une solution Giernsa (1/30 PBS pH 7.0: Na;HPQO4 0.041
mel /1 et KH,;POy 0.028 mol/1. Solution Ciba-Geigy)} pendant 15 min, puis rincés a
l'eau du robinet et séchés par ventilation.

Les préparations sont examinées au microscope (Olympus BH-2} a4 un
grossissement 400 x.

Pour chaque lame, deux comptages différentiels de 100 cellules sont effectués, Les
valeurs relatives gbtenues sont transformées également en valeurs absolues (x 10°/1).
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4.6.4. Détection du taux de cellules infectées

Afin d'évaluer le pourcentage de cellules infectées, les préparations, réalisées pour
les comptages différentiels leucocytaires sont utilisées (grossissement 1000 x). Pour
chaque frottis, 100 neutrophiles sont examinés. La présence d' E. phagocytophila chez
d'autres cellules est également notée.

4. 6.5  Valeurs hématologiques normales de référence

Pour mettre en évidence des valeurs hématologiques pathologiques chez des
veaux expérimentalement infectés par E. phagocytophila, nous les avons comparées 4
des valeurs provenant de bovins sains (Tables de référence, Tschudi, 1985) { Annexe
IX). Toute valeur s'écartant des références sera considérée comme anormale. Les
suffixes -cytose ou -philie et -pénie correspondront toujours respectivement 4 une
augmentation ou une diminution d'un type de cellules par rapport a ces tables de
référence. Dans I'Annexe IX, des valeurs hématologiques normales sont présentées
pour des veaux de deux & quatre mois et des bovins adultes. Les animaux que nous
avons infectés peuvent atteindre, 4 la fin des expériences, six mois, nous avons alors
considéré cornme ancrmale toute valeur hématologique en dehors des limites; et ceci,
aussi bién pour la catégorie deux 3 quatre mois que pour la cafégorié adulte.

4.7. Tests statistiques

- Dans les Chap. 5. 2 et 5. 3., nous avons appliqué le test du chi-carré (X?) pour la
comparaison des fréquences (différence significative: p £0.05).

- Dans le Chap. 5. 2., pour exprimer le titre moyen mensuel d'anticorps chez les
bovins, nous avons eu recours 4 la moyenne géométrique des titres d'anticorps
{Annexe V). D'autre part, pour mettre en évidence les variations de la distribution
des titres d'anticorps, nous avons utilisé des figures "box plots” (Annexe V).
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- Dans le Chap. 5. 5., pour confirmer les résultats sur la variatior des valeurs
hématologiques aprés des infections expérimentales 4 E. phagocytophila, des
statistiques ont également &té utilisées.

Pour chaque animal, nous avons pris la moyenne des valeurs sur une péricde
donnée (P). Suivant la durée de l'expérience, on aura quatre ou cing périodes, de
quatre ou cing jours.

lére période (P13 jours0a3, correspondant au début de l'expérience

2¢me période (P2):  jours4a7

32me période (P3):  jours8a1l

d42me période (P4):  jours124 16, correspondantla fin de l'expérience,
si l'expéﬁence dure 15 0u 16 jours

S&me période (P5):  jours17221, correspondant la fin de l'expérience,
si I'expérience dure 21 jours.

Les valeurs de la période P1 sont considérées comme des valeurs de début
d'expérience.

Un test T de Student est utilisé pour comparer les valeurs P1 (début de
Fexpérience) avec les valeurs des périodes suivantes (P2 & P5). Lorsque les variances
entre deux périodes sont significativement différentes (p < 0.05), le rombre de degré
de liberté du test de Student devient trop petit; dans ce cas, nous avons employé le
test U de Mann-Whitney (test non paramétrique) (différence significative: p <0.05).
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Fig.6. Régions endémiques d'infections 4 E._phagocyfophila en Suisse
Cas diagnostiqués /Cas déclarés entze 1988 et 1990

(Les Fig. 7 2 10 présentent les localisations exactes des cas diagnostiqués)
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5. R TATS ET DISCUSSIONS

5. 1. artition géographique des cas d'infection

4 E. phagocytophiln chez les bovins en Suisse

5.1.1. Enquéte auprds des yétérinaires

Au début de nos recherches, nous nous sommes mis en contact avec des
vétérinaires s'occupant de gros bétail, afin de saveir s'ils avaient déja remarqué des
animaux présentant des symptémes de la maladie. Sur les 850 questionnaires que
nous leur avons envoyés, 390 vétérinaires, provenant de toutes les régions de Suisse,
nous ont répondu. Parmi eux, 51 avaient constaté des cas cliniques suggérant une
fitvre de pature. Ces derniers provenaient de 12 cantons (Argovie, Appenzell, Berne,
Grisons, Jura, Lucerne, Neuchitel, Saint-Gall, Soleure, Tessin, Vaud et Valais). La
grande majorité citaient des bovins {48) comme animaux atteints d’ehrlichiose, mais
quelques uns indiquaient également des moutons (3) et des chevaux (2).

5.1.2.  Cas diagnostiqués

Grace A l'examen des échantillons collectés ou envoyés dans un deuxi?dme temps

par les vétérinaires, nous avons pu détailler les aires contaminées et la fréquence de - -

I'infection en Suisse. Entre 1988 et 1990, 265 prél2vements sanguins provenant de
bovins suspects originaires de six cantons (Berne, Neuchitel, Soleure, Vaud et Valais)
furent analysés afin de mettre directement E. phagocytophila en évidence. L'examen
des frottis sanguins nous a permis de détecter la rickettsie dans 143 échantillons.

Une premidre carte de la distribution géographique des aires endémiques a pu étre
réalisée. La Fig. 6 signale les cinq régions oi la fidvre de pature sévit chez les bovins:

A. Oberland bernois, 4 I'ouest du fac de Thoune

B. Jura bernois, dans la région de Moutier

C. Chablais vaudois et valaisan

D. Plateau de Diesse, dans les cantons de Neuchatel et de Berne
E. Jura soleurois
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Sur les Fig. 7 & 10 sont indiqués, par région, les lieux d'origine des bovins infectés.
Chaque point blanc sur les cartes représente un ou plusieurs cas de fidvre de pature
diagnostiqués. Tous les cas proviennent d'endroits situés entre 400 et 1300 m.

A part les trois petites aires isolées dans le nord et nord-ouest du pays, dans les
cantons de Neuchatel, Berne et Soleure, la presque totalité des cas diagnostiqués
{88.8 %) se situe dans 2 larges zones, une dans le Chablais vaudois et valaisan, l'autre
4 Y'ouest du lac de Thoune. Jusqu'd ce jour, cette dernidre constitue la région la plus
touchée (73.4 %) par la fidvre de pature.

5.1.3. Discussion

Jusqu'a présent, les quelques cas d'infections & E. phagocytophila inventoriés en
Suisse provenaient de I'ouest de 'Oberland bernois. Bien que I'agent responsable
nait été isolé qu'en 1987 (Pfister ef al., 1987), la fizvre de pature est connue dans cette
région depuis le début du sikcle, et est toujours intimement associée A une présence
massive de tiques sur les bovins.

Dans I'Oberland, le Chablais vaudois et valaisan, ainsi que dans la chaine du Jura,
les aires de répartition de la fizvre de pature et de la piroplasmose bovine, & cause de
la présence du mé&me vecteur, se superposent. Dans ces régions, 1. ricinus est la seule
tique présente sur les bovins (Morisod ef al., 1972; Aeschlimann et al., 1975; Brossard,
1976; Gern et al. 1982; Gern, 1984).

Dans le Chablais, plus précisément dans la basse plaine du Rhéne, région située en
aval de Martigny et s'étendant jusqu'au lac Léman, 1. ricinus transmet la
piroplasmose; l'agent responsable a été identifié par Morisod et al. (1972} comme
Babesia bovis. Entre 1969 et 1973, Brossard (1976} a recensé 26 cas de piroplasmose,
dont la plupart {21/26) ont été confirmés par la présence du sporozoaire dans les
érythrocytes des animaux malades. Du fait de la forte similarité des signes cliniques
entre les deux infections: apathie, température élevée, manque d'appétit, baisse de la
preduction laitizre chez les vaches et surtout absence d'’hémoglobinurie, certains cas
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cliniques de fievre de pature ont, auparavant, trés bien pu passer pour des cas de
piroplasmose.

Les symptomes atténués de piroplasmose {absence d'hémoglobinurie) pourraient
également nous faire penser 2 une infection double, Purnell et al. {1976a, 1977) ont
démontré chez des veaux splénectomisés que les altérations hématologiques
provoquées par une infection simultanée d' E. phagocyfophila et B, divergens, sont
moins graves que celles causées par une unique infection de babésie et ressemblent
plus & une fidvre de pature. D’apres les auteurs, en présence des Ehrlichieae dans le
sang, la parasitémie érythrocytaire produite par le piroplasme est diminuée.

La chaine jurassienne est également connue comme zone endémique de
piroplasmose bovine. Dans le canton du Jura, en particulier dans le Clos-du-Doubs,
ol1 se développent encore régulierement des cas typiques de piroplasmose, I. ricinus
est le vecteur de Babesin divergens (Aeschlimann et af., 1975; Quenet, 1978; Gern et al,
1982; Gern, 1984; Gern ef al., 1988). Wyssmann (1922) décrit également des cas de
piroplasmose dans les régions de Laufon, Tavannes et Roggenburg. Les formes
graves de piroplasmose se différencient clairement de la fidvre de pature par la
présence dhémoglobinurie. Malgré tout, certains cas, diagnostiqués comme des
formes bénignes de piroplasmose, pourraient éire en fait des ehrlichioses.

La piroplasmose bovine a également été citée dans la région de Thoune par
Wyssmann {1922). Depuis lors, un cas de piroplasmose A B. divergens a été décrit chez
un veau (9 mois) présentant une 1égére hémoglobinurie (Pfister, 1992, comm. pers.).

Cette superposition entre la répartition géographique d' E. phagocytophila, celle
d' I ricinus et des maladies que le vecteur transmet (piroplasmose chez les bovins,
pyémie et louping-ill chez les mouton) a été abondamment décrite (MacLeod, 1932;
Gordon et al., 1932a; Foggie, 1956; Tuomi, 1965, 1966; MacKellar et Donnelly, 1968;
Collins et al.,, 1970; Kuil ef al., 1972; Purnell ef al., 1976a, 1977; Purnell et Brocklesby,
1578; Friedhoff, 1981; Webster et Mitchell, 1989).

Cette premiere distribution géographique des cas d'infections a E. phagocytopkila
n'est pas exhaustive et de nouveaux foyers apparaitront dans le futur, lorsqu'un
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nombre pius impeortant de vétérinaires seront sensibilisés, Derniérement,
E. phagocytophila a été isolé dans le sang de moutons a Cressier {(Neuchétel) et dans le
Val Maggia (Tessin), ainsi que chez des bovins dans le Rheintal (Saint Gall} et dans la
vallée de Joux (Vaud) (Pfister, 1993, comm. pers.). D'autre part, cette carte est
incomplete, car elle ne tient compte que des infections graves ayant exigé
lintervention d'un vétérinaire. L'existence de guérisons spontanées chez certains
animaux fournissent une raison pour ne pas appeler le praticien. Des cas de fidvres
de péture, surtout chez les animaux non-lactants, passent également fréquemment
inaperqus des propriétaires. Pour toutes ces raisons, le nombre des cas déclarés doit
étre certainement trés inférieur au nombre réel total des infections 2
E. phagocytophila en Suisse.

e
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Fig. 10. Localisation des cas_d'infections 3 E. phagocytophila:

Région du plateau de Diesse (D) {1 carré = 100 kod)
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5.2. La fidvre de pature dans 'ouest de 'Oberland bernois
5.2.1. Répartition annuelle des cas de maladie

Dans cette région de I'Oberland bernois, entre 1988 et 1990, comme en général
_toutes les années, les animaux sont arrivés sur les paturages au printemps, selon les
exploitations, entre le 20 avril et la premi2re semaine de mai. A la fin du mois de juin,
ainsi qu'en juillet et ao(lt, certains animaux, en particulier des génisses, estivent sur
des alpages d'altitude. En automne, entre la derniére semaine de septembre et la
premigre semaine d'octobre, les bovins rentrent dans les étables pour passer I'hiver
(6 - 7 mois, d'octobre & avril).

Pendant ces trois ans, 176 prélévements sanguins de bovins, présentant des
symptomes cliniques d'infection a E. phagocytophila, nous sont parvenus (Fig. 11). Les
agents pathogenes ont pu directement &tre mis en évidence dans 105 échantillons
(59.7 %).

Quelle que soit I'année, les premiers cas.ont été diagnostiqués en mai, puis leur
nombre atteint des maximums en juin. En juillet et en aoqQt, ils diminuent
brusquement ou disparaissent, puis réapparaissent & nouveau en septembre et en
octobre. Aucun cas de fidvre de pdture, diagnostiqué par détection directe
d' E. phagocytaphila, n'est survenu pendant la période hivernale. Néanmoins, pendant
fes mois de novembre 1989 2 avril 1990, des vétérinaires nous ont signalés 20 bovins
présentant des signes cliniques &'infection.

La différence entre le nombre de cas cliniques déclarés en 1588 (85), 1989 (60) et
1990 {31) s'explique par le fait que les vétérinaires de la région deviennent de plus en
plus familiers avec les symptémes de la maladie et traitent ainsi de plus en plus les
animaux sans envoyer d'échantiilons sanguins au laboratoire pour le diagnostic.



1988 1989
MOIS Sept | Oct | Nov | Fév | Avr | Mai | Juin | Aofit | Sept [ Oct | Déc
SERUMS TESTES 43 185 | 291 | 287 | 344 | 275 | 118 | 211 | 165 [ 200 | 390
SEROPREVALENCE (%) | 256 | 48.6 | 326 | 21.6 &1 251 | 127 | 370 | 479 | 340 | 400

Tabl. 8.

Nombre de sérums testés et séroprévalences mensuelles chez des

bovins dans l'ouest de 'Oberland bernois
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522 rologigue du cheptel bovin

Les animaux infectés par E. phagocytophila présentent une infection démontrable de
durée trés limitée, En dehors de la phase aigué de la maladie, les Ehrlichiene ne sont
plus décelables par le simple examen des frottis sanguins en microscopie. Le
diagnostc sérologique est alors nécessaire, permettant la mise en évidence
d'anticorps spécifiques, signes d'un contact passé avec l'agent responsable.

En recherchant des anticorps 1gG dans le sang des bovins, nous tentons d'évaluer
la prévalence d' E. phagocytophila au sein des troupeaux, ainsi que I'évoijution
saisonniére de ces anticorps.

5.2.2.1. Evolution salsonnidre de la séroprévalence

La séroprévalence et les titres moyens d'anticorps (moyenne géométrique)
mensuels chez les bovins sont exposés dans la Fig. 12,

La répartition mensuelle des titres d'anticorps (de < 1:20 & 1:5120) est présentée
sous forme de "plots box" dans la Fig. 13. Dans ce cas précis, le haut des rectangles,
représentant le troisi®me quartile, indique le titre d'anticorps maximum fixant la
limite des 75 % de l'ensemble des données, que nous considérerons comme la
majorité des données. De plus leurs distributions sont précisées par la médiane.

Tous les sérums testés (Tabl. 8) proviennent d'animaux d'dges et de races
différents, achetés ou nés dans les exploitations inspectées, mais qui ont la
particularité d'avoir déja fréquenté les paturages de ces exploitations durant l'année
1988.

Lors de la prise de sang en octobre 1988, tous les animaux étaient déja rentrés des
pAturages et 48.6 % d'entre eux possédaient des anticorps. Pendant les mois
d'hivernage, en l'absence de stimulation antigénique occasionnée par les tiques, les
anticorps sont catabolisés (demi-vie des [gG bovines sériques: 17 & 22 jours, Tizard,
1987). On remarque que ce phénoméne intervient assez rapidement et se refléte déja
sur les titres d'anticorps détectés en novembre (32.6 %, p < 0.001}, un mois aprés le
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retour des paturages. Cette destruction naturelle des anticorps se manifeste 4
nouveau sur les titres de février 1989 (20.3 %, p < 0.01). En avril juste avant la sortie
des animaux, seulement 8.1 % (p < 0.001) des animaux ont des d'anticorps IgG
contre E. phagocytophila. Au mois de mai, au moment de [a prise de sang, les bovins
sont en contact depuis quelques semaines avec des tiques infectées. Cela se fraduit
par une augmentation de la présence des anticorps chez les animaux (25.1 %,
p < 0.001). La séroprévalence chute en juin (12.7 %, p < 0.01). Cette baisse peut
s'expliquer par le départ de génisses vers les alpages d'été. On remarque clairement,
dans le Tabl. 9 (animaux de la classe G2 et certains de G3), que l'effectif des génisses
en juin est inférieur & celui du mois précédent. Comme nous le verrons dans le
chapitre suivant, un nombre important de ces génisses, qui ont déja au moins une
année de plture, sont séropositives en mai. Ensuite la séroprévalence augmente en
aolt (37 %, p < 0.001) et atteint son maximum annuel en septembre (47.9 %). Lorsque
les animaux rentrent dans les étables pour passer I'hiver, 34 % des bovins sont
séropositifs (p < 0.05). En décembre, pour des raisons inexpliquées, on remarque que
la séroprévalence ne diminue pas, mais augmente légérement (40.0 %).

Les titres moyens (Fig. 12) et la distribution {Fig. 13} des anticorps mensuels
accompagnent étroitement les variations de la séroprévalence.

Les titres moyens diminuent pendant l'hivernage et la majorité des données se
concentrent significativernent de plus en plus vers des titres d'anticorps faibles
{p < 0.001). Les valeurs extrémes passent de 1:5120 en octobre & 1:320 en avril. Les
titres moyens atteignent leur minimum annuel en avril; 75 % au moins des animaux
ont des titres inférieurs 4 1:20. D&s la sortie des animaux au printemps 1989, les titres
moyens et maximums augmentent {p < 0.001}, le troisidme quartile s*étend vers 1:40.
En juin, comme pour la séroprévalence, on retrouve une baisse des titres moyens et,
si certains animaux ont des titres élevés (1:2560), la majorité des données (2 75 %) est,
comme en avril, en-dessous de 1:20. A partir de 13, et jusqu'en septembre, on observe
une élévation des titres moyens et la répartition des titres s'étire vers le haut
{p < 0.001). Dés la rentrée des animaux, si les titres moyens d'anticorps et les
troisidmes quartiles diminuent en octobre {p < 0.01), ils réaugmentent en décembre
{p < 0.001).
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5.2. 2. 2. Influence de I'ige sur I'évolution des titres d'anticorps

Pour étudier l'influence de I'dge sur 'évolution des anticorps, et donc du contact
plus ou moins répété des animaux avec les vecteurs, nous avons réparti les bovins,
tous nés dans les exploitations suivies, en trois classes d'dge appelées G1, G2 et G3
(Tabl. 9). Dans ces groupes, les animaux se différencient par le nombre d'années de
fréquentation des paturages endémiques:

G1 - bovins nés entre septembre 1988 et janvier 1989,

sortant pour la premiére fois sur les paturages en mai 1989
G2 - bovins nés entre septembre 1987 et mai 1988,

sortant pour la deuxi2éme fois sur les paturages en mai 1989
G 3 - bovins nés avant mai 1987 et sortant, au moins,

pour la troisiéme fois sur les paturages en mai 1989,

G1 G2 G3
SEPT 0/1 00 5/14 3587 3/27 111
1988 | OCT 5/13  38S 28/38 737 43/106 406
NOV 9/48 188 35/76 461 | 417140 293
FEV 13/90 144 14/76 184 35/170 206
1989 | AVR 4132 30 8/90 89 19/187 102
MAI 9/62 145 24/51 473 23/95 242
JUIN 0/31 0.0 /7 143 9/57 158
AQUT 29/65 446 5/10 500 27/84 321
SEPT 24/46 S22 16/26 €15 23/51 451
ocCT 18/37 4Bs 21/40 525 22/81 272
DEC 4/86 s12 37/79 468 43/141 305

Tabl. 9. Séroprévalences mensuelles (%) par classes d'age chez des bovins
dans l'ouest de ]! rland bernois

{sérums positifs/sérums testés  séroprévalence)
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L'évolution mensuelle de la séroprévalence, ainsi que la distribution des titres
d'anticorps décrits dans le chapitre précédent, se retrouvent également, lorsqu'on
considére les animaux par classes d'age préalablement définies (Fig. 14 et 15).

Entre septembre 1988 et avril 1989, les veaux G1 n'ont jamais eu de contact avec
l'extérieur. Malgré cela, des jeunes animaux séropaositifs sont détectés. L'acquisition
des anticorps est sans doute uniquement passive et due a lingestion du colostrum
maternel. Chez les ruminants, le placenta, de type syndesmochorial, empéche le
passage de toutes les immunoglobulines vers le foetus. Le veau nouveau-né est donc
entidrement dépendant des anticorps colostraux qu'il prend tout de suite aprés sa
naissance en tétant {Tizard, 1987). Pour les autres groupes, lars de la rentrée en
octobre 1988, les animaux ont déjA eu des contacts durant l'année avec des tiques
infectées. La séroprévalence (73.7 %, p < 0.001) et les titres sont plus élevés chez les
animaux G2 (3éme quartile 4 1:640, p < 0.05), venant de passer leur premire année
de péture, que dans le groupe G3.

Malgré ces différences, i la fin de 'hivernage, les trois classes d'dge, se retrouvent.
avec des séroprévalences ne se différenciant significativement pas les unes des autres
(G1: 3.0 %, G2. 89 % et G3: 10.2 %). Bien que les titres d'anticorps soient plus élevés
dans le groupe G2 (p < 0.05) (jusqu'a 1:640), quelle que soit la classe d'dge, 75 % au
moins des animaux présentent des titres faibles, inférieurs a 1:20.

En mai, l'arrivée des animaux sur les piturages endémiques se répercute sur les
titres d'anticorps. 5i dans les trois classes d'dge, on détecte une augmentation
significative des titres par rapport au mois précédent (G1: p < 0.01, G2: p < 0.001, G3:
p < 0.01), c’est parmi les animaux G2 que la stimulation antigénigue pravoque la plus
forte réponse sérologique. Cette classe d'age se différencie des autres par sa
séroprévalence {(47.1 %, p < 0.001) et ses titres d'anticorps plus élevés (p < 0.001).
Dans le groupe G1, la majorité des titres reste en-dessous de 1:20.

En juin, chez tous les groupes, la séroprévalence et les titres d'anticorps chutent
(G1: p < 0.05, non significatif pour G2 et G3). Au mois d'aout, les séroprévalences
augmentent et les titres s'élévent, mais aucune différence significative entre les trois
groupes n'est observée, Pour les classes G2 et G3, les valeurs du mois d’aoit ne se
différencient non plus pas de celles relevées lors de la sortie des animaux en mai. Par
conire, l'augmentation la plus forte est observée dans le groupe G1, la séroprévalence
et les titres d'anticorps sont plus élevés qu'en juin et méme qu'en mai (p < 0.001). En



Titres

1:320
1:160
1:80
1:40

1:20 i T ]-

] i B

azo L i = i

. 5 6 7

Mois aprés la déclaration de la maladie
Fig. 16. Evoluti es ti moyens d'anticorps |

anti- E.pha tophila chez des bovins malad

de septembre (0} 1988 A avril (7) 1989

{moyenne géométrique t erreur standard)




RESULTATS ET DISCUSSIONS A

septembre, il n'existe toujours pas de différence significative entre les trois groupes.
Par contre, en octobre et en décembre, la séroprévalence (p < 0.01), ainsi que les titres
d'anticorps {oct. : p < 0.01; déc. : p < 0.001) sont inférieurs chez les animaux G3.

Pour les trois classes d'ages, les séroprévalences maximales sont détectées au mois
de septembre. Ceci est également valable pour les titres d'anticorps des groupes G1
et G3; octobre pour G2. Néanmoins, 2 partir du mois d'aofit et pour chaque classe,
aucune différence significative n'est observée d'un mois a Fautre.

5.2.2. 3. Evolution des titre d'anticorps chez les bovins malades

Nous avons suivi I'évolution des titres d'anticorps chez sept animaux atteints de
fibvre de péture. La premiére prise de sang a été effectu¢e le jour méme du
diagnostic, puis tous les mois, durant sept mois, de septembre 1988 2 avril 1989.
Durant cette période, les bovins sont restés a l'intérieur des étables et n'ont subi
aucun traitement thérapeutique contre l'infection.

L'origine, ainsi que I'dge des animaux, sont divers (Annexe V1),

En septembre, lors de la premiére prise de sang, tous les bovins présentaient des
signes cliniques d'ehrlichiose et E. phagocytophile était présent dans leur sang. Un
mois plus tard, I'agent pathogéne n'était plus détectable.

Les titres d'anticorps sont variables d'un animal a l'autre (Annexe VI).

La Fig. 16 montre |'évolution mensuelle des titres moyens d'anticorps IgG contre
E. phagocytophila. A la premitre analyse, tous les animaux présentaient des titres
d'anticorps inférieurs a 1:20, saul pour une génisse (1:80) provenant du canton de
Neuchitel. Les titres moyens maximums sont atteints le 28me mois (1:176). Les titres
maximums individuels sont détectés, un A trois mois aprés la déclaration de la
maladie (de 1:40 4 1:1280}. Quatre animaux possédent des titres positifs entre le 4éme
et 7éme mois (ne 1, 2, 3 et 4), mais I'ensemble des bovins deviennent séronégatifs des
le 42me mois.
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TabL 10, Transmission cologtrale des anticorps IgG anti-E. phagocytophils

Chaque couple de bovins est représentt par la mére et son/ses veau(x),
Ia mére est indiquée par son prénom et les veaux par la lettre V

-

mois de naissance du veau
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5.2.2. 4. Les anticorps colostraux

Nous avons vu précédemment que, pendant les mois d'hivernage, plusieurs veaux
n'ayant jamais eu de contact avec I'extérieur, montraient des anticorps 1gG contre
E. phagocytophilz  (Tabl, 9: G1). Enire septembre 1988 et avril 1989, 14.2 % de ces
jeunes animaux {24/169) ont, été au moins une fois, séropositifs. On retrouve un
pourcentage similaire (14.3 %, 10/70), entre septembre et décembre 1989, pour des
veaux nés 2 cette période. Les titres des anticorps colostraux, prélevés le mois de la
naissance, varient de 1:160 a 1:320.

Dans le Tabl. 10, nous avons pu montrer un transfert d'immunoglobulines
maternelles aux veaux par ie colostrum.

Pour les exempies 1, 2 et 9, le sang de la mere et du veau ont été prélevés le méme
jour. 5i dans I'exemple 1, le titre d'anticorps chez le veau est supérieur & celui de sa
mere {1:160 et 1:40), dans l'exemple 2, les titres mesurés chez la mere et ses jumeaux
sont identiques (1:320). Dans certains cas, il nous a été impossible de prélever du
sang le mois de la naissance du veau. Malgré cela, et méme 4 quelques mois
d'intervalle, en comparant les titres de la méare, du veau et son mois de naissance,
l'origine des anticorps du jeune animal ne fait aucun doute.

En avril, avant leur sortie, la presque totalité des veaux ne présente plus
d'anticorps IgG contre E, phagocytophila. Sur 132 jeunes bovins contrdlés, quaire
seulement étaient séropositifs et montraient des titres faibles {1:40) (Tabl. 9). Dans le
Tabl. 10, on remarque que tous les veaux examinés en avril sont déja séronégatifs.
Des ie mois d' aolit, on détecte des séroconversions dues, cette fois-ci, au contact des
animaux avec des iques infectées.

5.2.3. Discussion

En Suisse, la plus grande abondance de tiques, I. ricinus, se rencontre au printemps
(avril et mai). En été, les tiques disparaissent des strates aériennes de la végétation et
s'enfouissent dans des microbiotopes nécessaires 2 leur survie. C'est la premitre
phase endophile de I'espéce au cours de l'année. Avec l'automne, les conditions de
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température et d’humidité favorables réapparaissent et permettent & nouveau la
sortie des tiques. Mais l'activité des tiques en automne est généralement moins
importante qu'au printemps. L'activité extérieure durant I'hiver est nulle {seconde
phase endophile de I'année) (Aeschlimann, 1972).

Dans 1'Oberland bernois, i'ehrlichiose bovine est toujours intimement lide a
I'apparition saisonniére des tiques. En 1988, 1989, ainsi qu'en 1990, malgré le nombre
restreint d'échantillons analysés, les cas apparaissent durant 'année en deux vagues
" successives, 'une au printemps et I'autre, de moindre importance, en automne. Cette
répartition particuliére de la maladie correspond bien aux deux pics classiques
d'activité du vecteur (Aeschlimann, 1972; Mermod et al., 1973).

Des récoltes bimensuelles de tiques, I ricinus, sur 28 bovins de Emdtal (Kandertal,
Oberland bernois, 1989) confirment la forte activité du vecteur dans la région en mai
et en aolt-septembre (Fig. 17, d'aprés Streit, 1993). Ces mois précédent les périodes
de forte fréquence de cas d'ehrlichiose bovine dans cette région, exposées dans la
Fig. 11. Le mois de juin, avec 40 % (26/65), 48 % (15/31) et 78 % (7/9) des infections
totales diagnostiquées respectivement en 1988, 1989 et 1990, est le moment de I'année
oi1 l'on rencontre le plus fréquemment des infections & £. phagocytophila parmi les
troupeaux bovins. Des constatations similaires sont faites dans les autres régions de
Suisse ot la maladie sévit (50 %, 13/38, Fig. 18, d'apres la Fig. 6).

Entre 1988 et 1989, le nombre de cas déclarés de fidvre de pature dans |'Oberland
bernois a, pour des raisons étrangéres A I'épidémiologie de l'infection, diminué. Au
cours de la premiére année, l'agent responsable étant nouveau pour la région,
Pintérér porté par les vétérinaires était considérable et les demandes de diagnostic
affluaient.

La résurgence de cas cliniques de fidvre de phture signalés pendant les mois
d’hiver, malgré des diagnostics négatifs sur frottis, s'expliquent éventuellement de
deux maniéres, D'une part, les animaux rentrant 4 'étable au mois d'octobre peuvent
transporter des tiques infectées, plus précisément des nymphes. Celles-ci
retrouveraient dans l'étable une température et une humidité adéquate et, aprés leurs
mues, seraient en mesure de transmettre de nouveau E. phagocytophila 3 un autre
animal. D'autre part, des rechutes spontanées, aprés une primo-infection, ont été
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signalées chez des moutons (Foggie, 1951) et des bovins (Tuomi, 1966). Sans la
confirmation de la présence de l'organisme pathogéne dans le sang des animaux, le
diagnostic d'une fidvre de péture est toujours contestable. Mais trois cas d'infection 4
E. phagocytophila indiscutables ont eu lieu en novembre, trois semaines au moins
apras le retour des bovins dans les étables.

Le sang d'animaux ne présentant plus de signes cliniques, infectés
expérimentalement ou naturellement, reste infectieux pendant une péricde de durée
variable. Chez les moutons, E. phagocyfophila peut persister jusqu'a 25 mois dans le
sang périphérique (Foggie, 1951). Ce dernier précise qu'un échantillon sanguin pris
au hasard, A n'importe quel moment de l'année chez des ovins écossais vivant dans
des régions 2 tiques, est toujours infectieux. Hudson (1950) et Tuomi (1967a)
décrivent des durées plus courtes chez les bovins (9 2 14 jours). Nous avons pu isoler
E. phagocytophila dans les neutrophiles et provoquer un accés fébrile chez un veau de
quatre mois (Infex 10), infecté par 100 m} de sang provenant d'un autre veau inoculé
101 jours auparavant (Infex 9) (Tabl. 5).

Des constatations similaires sont également décrites chez des animaux infectés
avec d'autres espces d' Ehrlichiene. Des chiens inocuiés, avec du sang prélevé chez
des chiens infectés cing ans plus tdt avec E. canis, ont développé trds rapidement une
ehrlichiose canine (Lewis, 1976). E. risticii a été isolé chez des chevaux plus de deux
ans aprés une premidre infection (Gordon et al., 1988).

Des recherches en médecine vétérinaire menés par Streit (1993) apportent des
informations complémentaires sur la fizvre de pature dans la région.

Les premiers cas annuels de l'infection se déclarent 11 4 15 jours aprés l'arrivée des
animaux sur les péaturages; d'aprés Streit (1993), cette durée est inversement
proportionnelle 4 I'age. Si on considére les animaux par classe d'age (<1,1242,223
et 2 3 ans), les animaux de trois ans cu plus sont significativement les premiers a
tomber malades (32/51). C'est également dans cette méme classe que l'on rencontre
les cas les plus nombreux de fidvre de pature (42/72); les moins fréquents se situant
chez les plus jeunes (5/72). Expérimentalement, il semblerait que les veaux, dgés de
moins de six mois, soient plus résistants & l'ehrlichiose bovine que les adultes
(Hudsen, 1950; Tuomi, 1966). Nos infections expérimentales, toutes réussies sur des
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veaux 4gds de trois & cing mois, ne concordent pas avec les résultats oblenus par ces
deux auteurs.

Les résultats de Streit (1993) dans des conditions naturelles vont 4 I'encontre de la
notion généralement admise que la résistance aux infections chez le bétail augmente
avec I'age. Dans le Jura, Gern et al. {1982} et Gern {(1584) constatent une plus grande
résistance 4 la babésiose chez les bovins les plus jeunes. Les animaux 4gés de moins
de un an tombent tras rarement malades. Ce peoint de vue est également adopté par
dautres auteurs cités par Gern (1984). Il faut attirer l'attention sur le fait que les
infections naturelles a E. phagocytophiln passent souvent inapercues chez les animaux
non lactants et que les propriétaires ne portent pas la méme attention aux jeunes
bovins qu'atix vaches laitiéres.

Streit (1993) signale que le risque de tomber malade est plus élevé pour les bovins
arrivant pour la premiére fois sur les piturages endémiques (50/71}. Mais certains
animaux, ayant déji fréquenté six fois ces lieux, peuvent également faire une fiévre
de péture (4/71). Des récidives, d'une annde A l'autre, sont également gbservées.

Tl est un fait bien établi, aussi bien chez les bovins que chez les ovins, que la fiévre
de pature est répandue chez les animaux nouvellement arrivés dans une exploitation
ou lors de déplacement des troupeaux vers d'autres paturages (Hudson, 1950;
Jamieson, 1950; Littlejohn, 1950; Tutt et Loving, 1955; Venn et Woodford, 1956;
Foggie et Allison, 1960; Watson, 1964; Wilson ef al., 1564; Tuomi, 1966; Kuil et al.,
1972; Cranwell et Gibbons, 1986; Juste et al., 1989).

Lorsqu'on fait un parali¢le entre les résultats de Streit {1993} et les titres d’anticorps
que nous avons détectés parmi le cheptel bovin étudié, certains faits marquants
peuvent &tre soulignés. Chez les bovins les plus 4gés, ceux de la classe G3, une plus
grande fréquentation des paturages endémiques, et donc des contacts répétés avec
les vecteurs, ne se traduisent pas directement par une augmentation des anticorps
1gG contre E. phagocyfophifa. Au moment ol les animaux sortent au printemps, les
séroprévalences des trois classes d'dges définies ne se différencient pas
significativement. Mis & part les mois de mai et de juin, ol les animaux de la classe
G1 qui sortent pour la premiére fois ont les titres d'anticorps les plus bas, le reste de
l'année, la séroprévalence et les titres d'anticorps des animaux les plus dgés restent
toujours inférieurs aux deux autres classes, G1 et G2. C'est parmi les animaux de la
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classe G3, bovins exposés aux vecteurs depuis au minimum deux saisons de pature,
que Streit {1993) a rencontré le plus grand nombre de cas de fidvre de pature dans
I'Oberland bernois.

Notre enquéte sérelogique a montré qu'il existe durant l'année, au sein du cheptel
bovin, une variation de la séroprévalence et des titres d'anticorps IgG contre
E. phagocytophila. Malheureusement, les résultats obtenus sont difficilement
comparables avec d'autres déja publiés. A notre connaissance, la seule étude
séroépidémiologique a été entreprise chez des troupeaux ovins provenant de foyers &
1. ricinus dans le nord du Royaume-Uni (Webster et Mitchell, 1988). Les auteurs ont
testé 440 sérums ovins par immunoprécipitation. Ils ont également remarqué une
variation saisonnidre du taux des anticorps totaux avec des séroprévalences
maximales en juin (29.3 %, n= 92) et juillet (31.4 %, n=51). Aucun détail n'est donné
sur I'ige des moutons.

Certaines études ont montré qu'il existe une bonne corrélation entre Ies titres
d'anticorps, détectés par des tests de’ fixation du complément ou par
immunodiffusion, et la résistance aux infections & E. phagocytophila (Woldehiwet et
Scott, 1982d; Webster et Mitchell, 1988). En général, les animaux sont plus résistants
& des réinfections avec des souches homologues qu'avec des souches hétérologues.

Chez d'autres espece d' Elrlichigne, des expériences sur des chiens infectés par
E. canis, ont révélé que des anticorps détectés en IFI sont simplement témoins de
infection et n'assurent pas de protection lorsque les animaux sont réinoculés avec la
souche homologue (Buhles ef al., 1974; Davoust, 1991). Par contre, Lewis et al. {1978)
ont démontré in pifre que des immun-sérums canins inhibent légérement la.
multiplication d' E. canis dans les monocytes.

Dans Youest de I'Oberland bernois, la grande majorité des mises bas a lieu dés
P'automne et durant la premidre partie de ['hivernage. Suivant I'état immunitaire des
vaches venant de véler, leurs veaux peuvent bénéficier d'un apport passif d'anticorps
contre E. phagocytophila. Ces anticorps colostraux ont une durée de vie courte.
Lorsque les jeunes animaux sortent et sont en contact avec des tiques infectées, ils
n'ont plus d'anticorps. 5i les anticorps colostraux ont un réle protecteur contre la
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figvre de pature, cette protection est inexistante dans les conditions épidémiologiques
de 'Oberland bernois.

Mame si des réponses, aussi bien 2 médiation cellulaire qu'a médiaticn humorale,
ont été observées chez des chiens infectés par E. canis (Nyindo et al., 1980, il est trés
incertain que l'immunité humerale joue un réle prédominen: dans les mécanismes de
défense contre des réinfections.

Le pouvoir des anticorps contre un organisme intracellulaire strict est limité. On
sait que les Ehrlichieae se multiplient & Vintérieur de vacucles phagocytaires
{(phagosomes) de la cellule-héte. Leur survie est possible en inhibant, par des
mécanismes encore inconnus, la fusian lysosomiale avec le phagosome (Williams et
Vodkin, 1987). Si les anticarps peuvent éliminer les micro-organismes pendant leur
phase libre d'invasion des cellules et ainsi réduire la propagation de l'agent
pathogéne, ils ont peu ou pas d'influence sur les formes intracellulaires.
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5.3 Les réservoirs sauvage tentiels d' E, pha tophila

Nous avons entrepris ces enquétes sérologiques dans des régions ol la maladie est
présente chez les bovins, afin de mieux connaitre le rdle des mammifares sauvages
dans le cycle de Iinfection 3 E. phagocytophila,

Pour les chevreuils (Capreolus capreolus) et les chamois (Rupicapra rupicapra), nous
avons également tenté de détecter directement I'agent pathogéne dans le sang, ainsi
que de mettre en relation les animaux possédant des anticorps avec la distribution
présumée d' I. ricinus.

5.3.1. Chamaois et chevreuils

Sur les 912 sets distribués pour les prises de sang durant les réunions des sociétés
de chasse, 180 échantillons nous ont été renvayés. Les examens hématologiques et
sérologiques n' ont pas pu étre effectués, vu l'état de décomposition, sur 8 d'entre
eux.

Au total, 172 échantillons provenant de 39 chamois et de 133 chevreuils ont éié
analysés afin de mettre en évidence des contacts entre les animaux et

E. phagocytophila.

5.3. 1. 1. Détection directe de I'agent infectieux

Les examens en microscopie optique des 172 frottis sanguins provenant des
animaux abattus ne nous ont pas permis d'observer directement E. phagocytophila.

5.3.1. 2. Tests sérologiques

Nous avons établi par des tests IFI la distribution des titres d'anticorps IgG
anti-E. phagocytophila chez les chamois et les chevreuils (Fig. 19).



alt. > 1000 m

alt. < 1000 m total (%)
OB - 5/17 5/17 (29.4)
MO 1/1 1/1 2/2(100.0)
NE 4/4 12/16 16/20 (80.0)
vD - - -
total 5/5 18/34 23/39 (59.0)
Tabl. 11. révalen hamoi vatre régions de Suisse

(sérums avec des titves 2 1:5/sérums testés)

alt, <1000 m | alt. > 1000 m total (%}
OB 20/21 10/17 30/38 (78.9)
MO 31/37 1/2 32/39(81.1)
NE 25/29 9/18 34/47 (72.3)
vD 5/5 4/4 9/9{100.0})
total 81/92 23/41 104/133(78.2)

Tabl 12, Séroprévalences chez des chevreuils dans quatre régions de Sujsse

(sérums avec des titres 2 1:5/s6rums testés)
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La distribution détaiilée de ces titres dans chague région est exposée dans la
Fig. 20.

Dans limpeossibilité de déceler la présence d' E. phagocytophila dans le sang de ces
ruminants sauvages et d’entreprendre des infections expérimentales sur ces animaux,
un seuil de séroconversion a été placé arbitrairementa un titre de 1:3.

Sur le total des résultats, 59 % des chamois (23/39) et 78.2 % des chevreuils
{104/133) possédent des anticorps IgG dirigés contre E. phagocytophila (Tabl. 11 et
12). Les séroprévalences sont significativement plus élevées chez les chevreuils
{p < 0.05).

Chez le chamois, les séroprévalences dans le canton de Neuchatel (80 %, 16/20)
sont supérieures & celles rencontrées dans I'Oberland bernois (29.4 %, 5/17) (p < 0.01)
{Tabl. 11). On ne tient pas compte des valeurs provenant de la région de Moutier, les
échantillons analysés étant trop faibles (n=2).

Si on excepte les 100 % obtenus chez un nombre restreint de chevreuils (n=9) dans
le canton de Vaud, les séroprévalences des chevreuils dans les autres régions varient
de 72.3 2 81.1 % et ne se différencient significativement pas entre eiles (Tabi. 12).

Les anticorps décelés chez les animaux se répartissent entre des titres inférieurs a
1:5 et 1:2560 pour les chevreuils, 1:1280 pour les chamois (Fig. 19). Pour les
chevreuils, un nombre important d’animaux ont des titres = 1:80 (60.9 %, 81/133).
Pour les chamais, le nombre réduit d'échantillons recueillis ne privilégie pas certains
titres en particulier, néanmoins, 36.7 % (12/39} des chamois possédent des titres
2 1:80. La présence de ces titres plus élevés est significativement supérieure chez les
chevreuils {p < 0.01).

5.3.2. Rongeurs

Pendant les mois de mai, juillet et septembre 1990, dans cing lieux de {'ouest de
'Oberland bernois, nous avens capturé 279 micromammiféres, appartenant 3 trois
espaces de rongeurs muridés: 125 mulots ordinaires ( Apodemus sylvaticus ), 66 mulots



<1/5 1/5 1/10 <1/5 1/5 1/10 <i/5 Y5 1/10
MAI (n=46} JUILLET (n=80) SEPTEMBRE (n=141}

Fig. 21. Distribution des titres d'anticorps IgG anti-E.phagocytophila
chez des micromammiféres en mai, juillet et septembre 1990
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a collier roux (A. flavicollis ), 15 mulots dont ont a pas pu déterminer l'espéce
{(Apodemus spp) et 73 campagnols roussatres (Clethrionomys glareolus ).

Le bilan des captures est détaillé dans I' Annexe V1I. Le nombre des rongeurs
piégés augmente du meis de mai au mois de septembre (respectivement 16.5, 31.2 et
53.3 %) (p < 0.001).

La Fig. 21 montre la distribution des titres d'anticorps 1gG anti-E. phagocytophila .
détectés dans 267 sérums analysés.

Quelques soit I'époque des piégeages, les titres d'anticorps sont faibles et varient
de <1:52 1:10.

5.3.3. Discussion

Le chamois et le chevreuil sont des hotes naturels d' /. ricinus. Le chevreuil, malgré
son caractére éminemment opportuniste, a un territoire vital optimum (foréts pas
trop denses & sol riche, dominées par des feuillus) coincidant avec le biotope du
vecteur. Dans beaucoup de régions d'Europe, cet ongulé est considéré comme I'héte
naturél sauvage principal d' I ricinus {Aeschlimann, 1972; Jaenson et Talleklint, 1992;
Gilot ef al., 1994).

Certains chasseurs nous ont spontanément envoyé des tiques récoltées sur les
animaux abattus; toutes étaient des femelles d' I. ricinus plus ou moins gorgées.

Chez les chamois et les chevreuils, nous avons remarqué une baisse des titres
d'anticorps avec l'altitude. Cette diminution pourrait étre en relation avec la
fréquence et Ja densité du vecteur dans la nature.

L'altitude est un facteur limitant d'une extréme importance pour la distribution
géographique d' I. ricinus en Suisse (Aeschlimann, 1972). En effet, au-dessus de
900 - 1000 m, la densité des populations de tiques diminue rapidement; le vecteur
devient rare au-dessus de 1200 m et est absent dés 1500 m.



Chamois (4.8 %) Chevreuils (45.6 %)
alt. £1000m | alt. > 1000 m | alt. £31000 m | alt. » 1000 m
OB - 1/17 15/21 5/17
MO 0/1 0/1 23/39 1/2
NE 1/5 0/18 10/30 7/18
vD - - 0/5 1/4
total 1/6 1/36 48/95 14/41
Tabl.13. [résence de tiques chez Jes chamois et les chevreuils

Rem.:

(animaux avec tiques/animaux examinés)

le nombre d'animaux examinés dans ce tableau différe parfois de celui des
Tabl. 11 et 12, car les sérums de certains animaux n'ont pu &tre testés,

a. Tiques + Tiques -

oB 18/21 17/34

MO 18/32 16/18

NE 15/18 34/49

vD 1/1 8/8

total (%} 52/63 (82.5 %) 75/109 (68.8%)

{sérums avec des titres 2 1:5 / sérums testés)

b Tiques + Tiques -

OB 16/21 13/34

MO 12/23 11/18

NE 12/18 21/49

VD 1/1 6/8

total (%)} 41/63 (65.1 %) 51/109 (46.8 %)

{sérums avec des titres 2 1:80 / sérums testés)

Tabl. 14, Relation entre les titres d'anticorps IgG anti-E. phagocytophiln
>1:5 et 1:80) et la présence de tiques sur les animaux_ -

{chamois et chevreuils)
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En fixant une limite arbitraire & 1000 m, on remarque que 88.7 % des animaux
(86/97: 5 chamois et 81 chevreuils sur 5 chamois et 92 chevreuils) abattus au-dessous
de cette limite possdédent des anticorps, contre 54.7 % (41/75: 18 chamois et 23
chevreuils sur 34 chamois et 41 chevreuils) abattus au-dessus de 1000 m (p < 0.001)
{Tabl. 11 et 12). On a également constaté des titres 2 1:5 plus nombreux chez les
chevreuils que chez les chamois, mammiftres que l'on rencontre de préférence A des
altitudes supérieures, ol l2 densité des chevreuils est nulle ou plus faible.

Si les séroprévalences chez les chevreuils sont comparables d'une région a une
autre, il n'en va pas de méme pour les chamois. Les séroprévalences plus élevées
rencontrées dans le canton de Neuchatel par rapport & I'Oberland bernois
s'expliquent peut-étre par les différences d'altitude rencontrées dans ces deux régions
et influengant les habitats des deux especes. Dans I'Oberland bernois, les chamais
peuvent vivre A des altitudes supérieures 3 2000 m; tous les animaux ont &té tirés
au-dessus de 1000 m et certains au-dessus de 2200 m. Dans le canton de Neuchatel,
les altitudes maximales sont bien inférieures et par conséquent le contact des chamois
avec les tiques est forcément plus fréquent.

Cette diminution des tiques avec [altitude est confirmée par la présence des
vecteurs sur les animaux: 48.5 % des animaux abattus en-desscus de 1000 m
(49/101: 1 chamais et 48 chevreuils sur & chamais et 95 chevreuils) étaient porteurs
de tiques, contre 19.5 % (15/77: 1 chamais et 14 chevreuils sur 36 chamois et 41
chevreuils) abattus au-dessus de 1000 m {p < 0.001) (Tabl. 13}.

On retrouve également plus souvent des tiques sur les chevreuils (45.6 %, 62/136),
que sur les chamois (4.8 %, 2/42) (p < 0.001) (Tabl. 13).

Si des titres d'anticarps 2 1:5 ne sont pas significativement plus nombreux chez les
animaux porteurs de tiques (Tabl, 14a), les chevreuils et les chamaois possédant des
titres supérieurs (2 1: 80) sont plus abondants chez les animaux infestés de tiques
(p < 0.03) (Tabl. 14b).

Les recherches concernant I'existence d'hftes réservoirs sauvages
d' E. phagocytoplila sont rares.



Sérums de chevreuils {(Neuchitel) Présence de Titres
tiques*
sur les
n® Lieux des tirs (< 1000 m) animaux | E.phagocytophila| R.helvetica
44 | Bellevue sur Bevais +++ 1: 320 <1:25
51 |Savagnier, Val de Ruz + 1: 160 <1:25
55 | La Rouvraie, Boudry + -1: 640 <1:25
67 | Gorgier ++ 1: 640 <1:25
91 |Le Landeron + 1: 20 <1:25
122 [ Le Louverain, Val de Ruz +++ 1: 640 <1:25
125 [Combes, Le Landeron ++ 1. 160 <1: 25
144 | Bellevue, Le Landeron + 1: 10 <1:25
147 | Bevais ++ 1: 160 <1:25
158 | Au-dessus de Perreux, Boudry + 1: 10 <125
Tabl. 15. Anal érologique rum chevreuils provenant du canton

de Neuchiatel sur des antigénes de R. helvetica

" a=<10 ++=10320

+++ = 20 tiques sur ['animal
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E. phagocytophila a été isolé dans les granulocytes d'un cerf élaphe (Cervus elaphus)
tiré dans l'ille de Rhum (Ecosse). L'inoculation du sang de l'animal provoqua une
fitvre de pature chez des moutons (Foggie, 1962).

Des études chez le daim (Dama dama) et le chevreuil entreprises dans le sud de
I'Angleterre par McDiarmid (1965) n'ont pas permis d'isoler E. phagocytophila dans le
sang de ces animaux. Par contre, l'inoculation chez des bovins et des moutons,
de sang provenant de ces ruminants sauvages, produisent des réactions fébriles avec
la présence d'inclusions typiques du micro-organisme dans les granulocytes.

Foster et Greig (1965) ont démontré que des chevres devenues sauvages en Ecosse
peuvent naturellement s'infecter si on les déplace dans des régions on sévit
I'ehrlichiose chez les moutons. Le sang de ces chévres, injecté chez un mouton,
provoque chez I'animal des signes cliniques caractéristiques de la maladie et les
agents responsables sont alors observables dans le sang. Les auteurs concluent que
les chévres sauvages sont susceptibles d'étre infectées naturellement par des souches
ovines d' E. phagocytophiln.

E. phagocytophila n'a pu &ire détecté dans le sang des chevreuils et des chamois
abattus. Malgré cela, différents arguments suggéreraient que les ruminants sauvages,
en particulier les chevreuils, peuvent étre des hdtes réservoirs potentiels de cet agent
pathogéne:

- hétes naturels du vecteur, J. ricinus,

- bitre élevés d'anticorps, atteignant 1: 2560,

- sang infectieux pouvant provoquer une fidvre de pature chez un héte naturel et
isolation de l'agent responsable chez un cerf élaphe (Foggie, 1962; McDiarmid,
1965, Foster et Greig, 1969).

En Suisse, des recherches ont démontré que le chevreuil posséde des anticorps
contre une autre rickettsie, Rickettsia helvetica, transmise par [. ricinus (Péter, 1985;
Beati et al., 1993).

Les travaux menés dans le canton de Neuchatel par Péter (1985) ont montré que
30.7 % (27/88) des chevreuils possedent des anticorps contre cette rickettsie. Ces
anticorps diminuent avec l'altitude et ont également été détectés chez d'autres

animaux sauvages et des bovins de la région.



RESULTATS ET DISCUSSIONS 66

Des réactions sérologiques croisées en immunofluorescence n'ont jamais été mises
en évidence entre les genres Ehrlichia et Rickettsin (Ristic et el., 1972; Holland et al.,
1985a; Holland et ¢l., 1987). Les sérums choisis de chevreuils (Tabl. 15) ont été testés
sur de 'antigene de R. helvetica. Les titres obtenus sur R. helvetica sont tous inférieurs
2 1:20 alors que des titres plus élevés sont constatés sur E. phagocytophile.

A notre connaissance, les seuls micro-organismes classés dans le genre Ehrlichia,
décrits comme infectant naturellement des rongeurs sont: Ekrlichia kurlovi
(Moshkovski, 1937) chez le cobaye, Ehrlichia(=Cytoecetes) microti (Tyzzer, 1938) chez
Microtus pensyloanicus aux Etats-Unis et Ehrlichin(=Cytoecetes} kamtchoulii {Gretillat
et al., 1981) chez le rat de Gambie (Cricetomys gambianus ) au Sénégal. Des recherches
sur les hotes reservoirs potentiels d' E. risticii aux Etats-Unis ont permis de déceler
des anticorps IgG (1:20) chez des rongeurs du genre Peromyscus (Gordon et al., 1988).
Dermniérement un micro-organisme, morphologiquement similaire & Ehrlichia sp et
donnant des réaction croisées en IFI avec E. canis, a été isolé dans la rate d'un
campagnol (Eothenomys kageus) au Japon (Kawahara et al., 1993).

Chez des souris de laboratoire, E. risticii cause des infections cliniques (Rikihisa et
al., 1987) et E. sennetsu injecté & des souris peut étre réisolé (Misao et Kobayashi,
1955). Dans l'intention d'avoir une source d' E. phagocytophila et des animaux
experimentaux plus adéquats, Foggie et Hood (1961) ont adapté en laboratoire une
souche ovine de l'agent pathogéne A des cobayes et des souris splénectomisés, puis,
aprés plusieurs passages, A des rongeurs intacts. Chez le cobaye intact, la souche a
tenu 67 passages; chez la souris, elle a été perdue aprés 23 passages.

Les premiers travaux sur la fibvre de piture chez les moutons (MacLeod, 1932;
MacLeod et Gordon, 1932, 1933; Macleod, 1936} démontrérent que s'il existait une
transmission transtadiale, il n'y avait pas transmission transovarienne de l'agent.
pathogene chez le vecteur, Des recherches en microscopie électronique et des récaltes
sur le terrain, études menés quelques années plus tard, ont confirmé cette hypothése
(Lewis, 1977, 1979; Webstier et Mitchell, 1989).

Des conclusions similaires ont été formulées pour E. canis, transmis par la tique
Rhipicephalus sanguineus (Groves et al., 1975; Lewis et al., 1977).
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A la vue des trés faibles titres d'anticorps rencontrés et de l'impossibilité pour
I'agent de passer d'une génération de vecteur & une autre, on peut supposer que le
rdle joué dans le cycle d' E. phagocytophila par les trois espéces de micromamumiféres
que nous avons capturés, soit Apodemus sylvaticus, A. flavicollis et Clethrionomys
glareolus, est négligeable.

Si tous les rongeurs capturés dans I'Oberland bernois sont des hotes naturels
d' I ricinus, ce sont uniquement les stades subadultes et plus particuliérement les
larves qui les parasitent (Aeschlimann, 1972; Mermod et al. 1973, Gern, 1984;
Matuschka, 1991). Ainsi, la seule manigre pour ces micromammiféres d'étre infectés,
serait par une nymphe doni le stade antérieur aurait pris un repas infectieux sur un
ruminant domestique ou sauvage, uniques animaux connus susceptibles d'héberger
E. phagocytophila. Les mammiferes de grande taille sont généralement considérés
comme des hotes habituels d'adultes et de nymphes d' I ricinus (Aeschlimann, 1972),
Mais des études récentes, en France, en Allemagne et en Sudde, ont montrés que le
chevreuil peut héberger des larves en grande quantité (Jaenson et Télleklint, 1992;
Matuschka et al., 1993; Gilot et al., 1994).

5i la dissémination de la fiévre de pature 'p;zut-étre assurée par les déplacements
des chevreuils et des chamois, servant d'hdtes & I'agent pathogene et aux vecteurs, le
réle des micromammiferes dans la propagation de l'infection est encore sujet a
discussion.



Infex N M F L
11 0/46 0/15 0/25 0/50
12 - 0/10 0/20 0/50
13 - 3/27 7/24 -
14 - 1/18 6/15 -
21 - 0/13 0/27 0/50
22 - 11/14 7/25 0/50
23 - 6/6 18/18 0/50
24 - 20/20 20/20 0/50

Tabl. 16. &1 ]ygeg en IF] ge ugugg ricinus 3 jeun, dont les stades antérieurs
oving expérimentalem infec infex

(tiques positives/tiques testées)  * larves provenant de différentes femelles

larves
nymphes
méles
femelies

mEZc

 honon
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5.4 . fla chez I, fcil

5.4.1. her ' E. pha tophila dans des tiqu ur bovin
expérimentalement infectés

Avant de commencer les analyses en IFI des nombreuses I. ricinus récoltées sur le
terrain, il nous a paru nécessaire d'avoir un contréle positif qui puisse confirmer la
technique utilisée pour détecter E. phagocytophila dans les tiques. Le but de ces
expériences était donc d'avoir des lots de iques "positives”,

Les résultats de ces infections expérimentales sont exposés dans le Tabl. 16. On
remarque que la fréquence de la transmission d' E. phagecytophila de U'hdte au vecteur
est trés variable d'une expérience 4 I'autre. Par contre, la transmission transstadiale,
de la nymphe A l'adulte, réussit totalement dans les infex 23 et 24. L'agent
responsable de la fisvre de pAture n'a jamais été détecté chez des larves provenant de
différentes femeiles.

Le nombre de tiques examinges a ét¢ limité, d'une part parce que nous ne voulions
pas faire une étude sur la transmission d' E. phagecytophila, d'autre part parce que de
grandes pertes de tiques sont survenues lors des repas sanguins ou lors de la mue.
Les tiques utilisées proviennent de l'élevage de l'institut de Zoologie et se gorgent
depuis de nombreuses générations, suivant les stades, sur des souris ou des lapins.
Cette pratique a peut-8tre sélectionné des populations de tiques, particuliérement
des adultes, qui prennent ensuite difficilement un repas sanguin sur des gros
mammiféres.

5.4.2.  Recherche d' E. phagocytophils dans des tigues récoltées sur le terrain

Dans les cinq paturages de I'Oberland bernois ol nous avons récolté des tiques, les
prés sont entourés sur une bonne partie par des foréts de feuillus et de coniféres. Les
cldtures délimitant les lieux de patures sont adossées directement 2 la lisiére des bois.
Les bordures des paturages, riche en végétation, ainsi que les haies, les arbustes ou
les bosquets, disséminés dans les prés, sont souvent fréquentés par les animaux qui
recherchent de I'ombre. C'est dans ces biotopes que nous avons fait la presque
totalité de nos captures. Trés rarement des tiques sont récoltées en plein péturage;
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lorsque cela arrive, c'est généralement sur des lieux plats oit I'herbe couchée trahit les
fréquentations coutumizres des bovins venant se reposer.

Pendant les mois de mai, juillet et septembre 1990, nous avons récoltés, & l'aide de
la technique du drapeau, 1655 1. ricinus. (Annexe VII1). L'examen en IFI de ces tiques
nous a jamais permis de détecter E. phagocylophila.

5.4.3. ai d'infection de bovins avec des tigues

Deux veaux ont été infectés avec des organes broyés d' I. ricinus, un lot provenait
de nymphes et d’adultes récoltés dans la natures et l'autre, de nymphes, dont les
larves s'étaient nourries sur un bovin préalablement infects,

Nous n'avons jamais constaté de réaction fébrile chez les animaux et aucune
E. phagocytophila n'a été détecté dans leur sang. Les examens sérclogiques sont restés
également négatifs et les valeurs hématologiques normales.

5.4.4. Discussion

Notre objectif principal était de connaitre la prévalence des tiques I. ricinus
infectées, récoltées sur des paturages réputés pour étre des lieux d'infection pour les
bovins. Nous avons été surpris par les résultats. Les tests [FI ont déja été employés
auparavant pour mettre en évidence E. phagocytophila (Lewis, 1977, 1979) et E. canis
(Smith et al, 1976) chez leur vecteur. Dans nos expériences, la détection
d' E. phagocytophila chez des tiques, dont les stades antérieurs se sont gorgés
expérimentalement, prouve le bon fonctionnement de la méthode. L'explication est
peut tre que les tiques récoltées sur le terrain ne sont pas assez infectées pour que E.
phagocytophila puisse étre détecté par 1FL. Smith et al. (1976) et Lewis et al. {1977) ont
montré qu'un gorgement partiei des nymphes de R. sanguineus, infectées en tant que
larves, est un traitement préliminaire nécessaire pour mener a bien des infections d'
E. eanis chez des chiens avec des tiques. Il est trés vraisemblable que le repas sanguin
puisse déclencher la multiplication des rickettsies dans les tissus des tiques.
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A notre counaissance, la seule étude connue sur les infections & E. phagocytophila
dans une population d' /. ricinus est celle de Webster et Mitchell {1989). Ils ont isolé
E. phagocytophila dans des tiques grace & une méthode associant la microscopie
électronique A transmission 4 des immun-sérums de moutons ("Antiserum coated
grid method"). L'examen des tiques récoltées en Ecosse a montré que 32 % (n=37) des
adultes, 44 % (n=54) des nymphes et aucune larve (n=21) d' I. ricinus étaient infectés

par E. phagocytophila.

En fait, dans des conditions naturelles, la transmission des micro-organismes
appartenant au genre Ehrlichia est mal connue. Les tiques sont indéniablement les
vecteurs pour quelques espéces, E. canis et E. phagocytophila, mais pour les autres
membres du genre, leur réle est indirectement reconnu et les données en leur faveur
sont manquantes.

Deés les premiére recherches sur la fievre de pature, I. ricinus a été impliqué comme
responsable de la transmission (MacLeod, 1932; MacLeod et Gordon, 1932, 1933
MacLleod, 1936). Ces différents auteurs ont remarqué que les repas sanguins pris par
les Hques sur des moutons ou l'inoculation d'organes broyés d' I ricinus, provenant
de foyers & louping-ill, provoquaient chez I'animal, une forte poussée de fievre. Par
contre, les injections d'organes provenant des larves ne provoquaient aucun
symptome. MacLeod et Gordon (1933) transmirent la maladie & des moutons en leur
déposant des adultes et des nymphes dont les stades antérieurs s'étaient gorgés sur
des animaux infectés. Tous ces auteurs conclurent que s'il existait une transmission
transstadiale, il n'y avait pas de transmission transovarienne chez la tique. Les
travaux de Lewis (1977, 1979) et Webster et Mitchell (1989), ainsi que nos propres
observations confirment ces résultats. Des conclusions similaires ont été faites sur la
tique R. sanguineus, responsable de la transmission d' E. canis (Groves et al., 1975;
Smith ef al., 1976).

Des études en microscopie électronique, en IFI et IFD ont montré que

'E phagoeytophila envahit les cellules de I'épithélium intestinal, les glandes salivaires,
I'hémolymphe et les ovaires d' 1. ricinus (Lewis, 1977, 1979), Trds communs dans le
cytoplasme des oocytes, Lewis (1979) les a signalé dans les mitochondries de ces
cellules. Egalement par des techniques de microscopie électronique et
d'immunofluorescence, Smith et al. {1976) retrouvent les mémes sites d'infection pour
E.¢anis chez R. sanguineus, mais jamais dans les ovaires.
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5.5 Les infections expérimentales

Des animaux ont été infectés expérimentalement (Infex) pour mettre en évidence
les bouleversements hématologiques provoqués par des infections & E. phagocytophila
de souche suisse.

Un total de huit veaux ont été infectés (infex 11, 12, 13, 14, 17, 18. 23 et 24). A
chaque fois, les inoculations ont simultanément été menées sur un couple d'animaux.

L'examen des frottis sanguins, réalisés 4 partir du sang des animaux donneurs, a
montré que les deux isolats initiaux utilisés, SR et CH, contenaient respectivement
63 % et 77 % des neutrophiles infectés par E. phagocytophila. Les agents pathogénes
ont également pu étre observés dans des éosinophiles et des monocytes.

Tous les inocula possédent, au minimum, 50 % de leurs neutrophiles infectés. Ils se
différencient par leur provenance, le type et la durée de conservation, ainsi que par le
nombre de passages effectués précédemment chez d'autres veaux. A part les
animaux des infex 11 et 12, chaque couple d'infections expérimentales a requ le
méme inoculum.

5.5.1.  Analyses hématojogiques et biologigues
5.5.1. 1. Présentation des résultats

Dans les chapitres suivants, sont présentés uniquement les résultats obtenus chez
des veaux manifestant des symptomes cliniques d'infection & E. phagocytophila (infex
11,12,13, 14, 17, 23 et 24).

L'absence d' E. phagocytophila dans les neutrophiles, de réaction fébrile et
d'altérations significatives des valeurs hématologiques suggerent fortement que
I'infection a échoué chez l'infex 18.

Les résultats marquants, sous forme de graphiques, sont exposés a4 la fin du
Chap. 5. 4. 1. Ces graphiques sont disposés de maniére i mettre en évidence la
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variation des valeurs (température, parasitémie, types cellulaires) les unes par
rapport aux autres. La durée de la parasitémie est constamment indiquée.

La totalité et le détail des résultats bruts sont présentés dans I'Annexe X,

5.5. 1. 2. Parasitémie (Fig. 22, 23, 24, 25 et Annexe X}

a) Neutrophiles

Les granulocytes neutrophiles sont les principales cellules sanguines envahies par
les agents pathogenes. E. phagocytophila apparait dans leur cytoplasme le 42me (infex
11, 12, 13 et 14) ou le 62me jour {infex 17, 23 et 24) aprés I'infection (= p. i.). En deux a
trois jours, 46 4 64 % des neutrophiles sont infectés. Les micro-organismes rencontrés
se présentent comme de simples particules ou des amas plus cu moins importants. A
partir de ces parasitémies maximales, le nombre des cellules atteintes va diminuer
progressivement. Les agents pathogénes resteront présents dans le sang, suivant les
infex, jusqu'au 112me ou 132me jour.

Pour les infex 11 et 12, la distribution de la parasitémie, tout le long de
I'expérience, différe des autres. Au 132me jour, aprés la disparition
d' E. phagocyfophila chez linfex 11 et un taux trés réduit de cellules infectées chez
I'infex 12 (1 %), les micro-organismes réapparaissent dans le sang. A la fin de
Fexpérience (17 jours p. i.), on ne retrouve plus de rickettsies chez l'infex 12, mais ¢ %
des neutrophiles de l'infex 11 sont encore infectés.

Pour l'infex 17, aprés une absence le 142me jour, E. phagocytophila est de nouveau
observé le dernier jour de I'expérience (15 jour p. i.).

b) Autres cellules

Nous n'avons pas pu mettre en évidence E. phagocytophila dans d'autres types de
cellules.
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5.5.1. 3. Température rectale (Fig. 22, 23, 24, 25 et Annexe X)

La moyenne des températures relevée chez les animaux avant le début des
expériences, pendant leur période d'adaptation, est de 38.7 £0.2 °C.

Une augmentation de la température rectale apparait brusquement quatre a sept
jours p. i.. Des températures supérieures 4 39.4 °C persistent un a cinq jours. Pendant
cette phase fébrile, les températures maximales varient, entre le 52me et le 7éme jour,
de 39.8 2 40.8 °C, puis diminuent, pour retrouver, ¢ 2 12 jours p. i, des valeurs
normales.

L'augmentation de l2 température est liée & I'apparition d' E. phagocytophila dans le
sang des animaux. Des températures supérieures 2 39.4 °C apparaissent soit le méme
jour (infex 13, 14 et 23}, soit un jour aprés (infex 11, 12 et 17), soit un jour avant (infex
24) la détection des rickettsies.

Les taux les plus élevés de neutrophiles infectés se rencontrent durant la phase
fébrile; sauf pour l'infex 24, ol la parasitémie maximale correspond a une
tempéréture redevenue normale. Pour les infex 11, 13, 14 et 23, les températures
maximales concordent méme, jour pour jour, aux parasitémies maximales .

La chute des températures vers des valeurs normales n'est pas associée a la
disparition d' E. phagocytophila du sang. Parfois méme, des températures de 38.6 et
39 °C correspondent A des parasitémies non négligeables, respectivement, de 37
et 45 % (infex 11 et 12).

Pour toutes les autres infections, des températures redevenues normales annoncent
une disparition des Ehrlichieae dans les trois jours qui suivent.

Chez les infex 11 et 12, la deuxiéme vague de parasitémie ne provoque pas une
nouvelle hyperthermie.



Les valeurs des Tabl. 17 2 31 sont en exprimées en moyenne + erreur standard

Pl: jours023 Différences significatives: » = ps005
P2: jours4a’7 par rapport & la période 1 = = ps50.01
P3: jours8all ) ™ = ps0.00]
P4: joursi2als
P5: jours17221

INFEX Fl F2 F3 P4 P5
11 9.65+0.41 728+ 056 *7.58+ 043 968+ 0.30 -
12 9.28+053 678+ 1.13]  **510:032] 6182030 -
13 1265+086] *~585+1.04| *630£042] = 7424066] * 93271051
14 1170£005] *643:+1.20| =5682040] =764+069| *10.321020
17 8181033 6.683 +0.81 4,50+ 034 *5.9%0+027 -
18 6.13+0.36 6.85 £ 0.43 6031017 5530016 -
23 13421028 9.93+1,28( **1001021 *11.26 £ 0.66 13.12+0.24
24 12.18 + 0.57 *718%x1.12 * 6831029 "*8.00+0.18 *1034 2021

Tabl. 17. Valeurs des leucocytes  {x 10%/1)

INFEX P1 P2 P3 P4 P5
11 6.11+0.39 "4.13%052 5.77 £ 0.60 703£041 -
12 5674059 *325+0.60 *386+0.21 458028 -
13 4891 031] *2.44:053 445032 524+ 025 *6.11£019
14 6241033] 2901069 4361 050 566+ 0.22 6.17 £ 0.13
17 429012 334+ 048 *2.70+0.46 4281016 .
18 2861021 3341027 3152018 306015 -
3 858+036 *58251.06 752030 B66+035 9.16 £ 030
7! 608+ 0.16 3.01£1.00 v481031 557 0.19 5.69 +0.19

Tabl. 18. Valeurs des lymphocytes {(x109/1)
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5.5.1. 4. Leucocytes (Fig. 22, 23, 24, 25 et Annexe X}

Entre le 3éme et le 62me jour p. i., on remarque une diminution du nombre des
leucocytes dans le sang. Les valeurs minimales, comprises entre 3.9 et 7.6 x 10%/],
sont atteintes un 2 cing jours aprs, entre le 5eme et le 102me jour p. i.. A partir de ce
moment, le nombre des leucocytes augmente.

Cette hausse progressive du nombre des leucocytes n'atteint pas les valeurs
initiales des expériences. Les périodes P4, excepté pour l'infex 11, restent
significativement inférieures aux périodes P1. Pour les expériences poursuivies sur
21 jours, les périodes P5 demeurent, excepté pour l'infex 23, également en-dessous
des périodes initiales F1 (Tabl. 17).

Certaines valeurs du début des infex 13, 14, 23 et 24, ainsi qu'a la fin de l'infex 23
sont supérieures aux valeurs des tables de référence (Annexe VI1il}.

Excepté pour l'infex 13 (5 jours p i 3.9 x 10%/1}, nous n'avons pas observé de
leucopénie chez les animaux.

La diminution des leucocytes coincide, & un jour prés, avec l'augmentation de la
terpérature rectale et l'apparition d' E. phagocytophila dans le sang. Chez les infex 17
et 23, cette baisse a lieu avant la phase fébrile.

De plus, lorsque le nombre de leucocytes est faible, la parasitémie est élevée,

a}) Lymphocytes (Fig. 26, 27, 28, 29 et Annexe X)

Une diminution des lymphocytes a lieu entre le 42me et 62me jour p.i.. Des valeurs
minimales, comprises entre 1.705 & 3.767 x 10? /1, sont décelées entre le 52me et 9éme
jour p. i.. Pendant cette période, des lymphocytopénies sont détectées. Elles sont
absolues pour les infex 12, 13, 14, 17 et 24 et relatives pour les infex 11, 12, 13, 14, 17
et 24. Ensuite, le nombre des lymphocytes, en valeur absplue, augmente
progressivement, et 11 & 15 jours apras l'inoculation, les valeurs redeviennent
normales. On n'observe plus de différences significatives entre les périodes P4 et PS
{excepté l'infex 13), et les périodes P1 (Tabl. 18).



INFEX Pl P2 P3 P4 P35
11 63.13+1.74 56,88 + 5.67 75751492 * 7250+ 2.77 -
12 60.88 +3.99 " 4750+ 2.09 *75.8811.31 *7410+2.54 -
13 38.75+1.27 4088 £3.63| **7200+367| **71.90%3.67{ *~659011.87
14 53381586 4488+6541F 76251464 75401370 " 5980+ 0.20
17 52631157 49.63 + 2.81 5713+ 9.86] " 7275276 -
18 46.75+2.93 48.75 + 2.40 52251196 *5550+1.40 -
23 66.58 + 1.68 57.50+4.07| **7513+1.69| ** 77201168 " 69801140
b 50.25 +2.47 39.00+674| **7038+216] **69.00+205 3500091

Tabl. 19, Valeurs des lymphocytes (%)
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Par contre, en valeur relative, 2 partir des faibles valeurs atteintes le 62me et 72me
jour (entre 25 et 46.5 % de la formule leucocytaire), 'augmentation va étre trés
rapide; un a quatre jours aprés ces seuils minimaux, on observe des lymphocytoses
relatives chez les animaux 5i des pourcentages de lymphocytes supérieurs a 65 %
sont présents chez tous les animaux, 3 partir du 10¢me jour p. i., une seule
lymphocytose absolue est observée (infex 24). Pendant cette période, de nombreux
lymphocytes atypiques sont détectés.

Excepté pour les infex 11 et 17, toutes les périodes P3 et P4, cette fois-ci sans
exception pour toutes les infex, sont significativement supérieures aux périodes P1.
Cela est encore valable pour les périodes P5 des infex 13, 14 et 23 (Tabl. 19).

On peut remarquer que les valeurs relatives des lymphocytes avant 'inoculation,
chez les infex 13 et 24, sont en-dessous des valeurs de référence. Chez l'infex 13, ces
valeurs basses persisteront jusqu'au é&me jour p. i..

Si pour certaines infex (11, 12, 13 et 14), la baisse du nombre des lymphocytes a lieu
en méme temps que Iaugmentation de température, pour les autres (infex 17, 23 et
24), elle la précede.

La diminution des lymphocytes débute, soit le méme jour que l'apparition
d' E. phagocytophila {Infex 12, 13, 14 et 17), soit un jour avant (infex 11, 23 et 24}. Elle
correspond toujours au déclin de la température.

Les valeurs lymphocytaires les plus basses correspondent aux parasitémies les plus
élevées (Infex 11, 12, 13, 14, 17 et 23). Pour l'infex 24, elles les précédent de deux
jours.

b) Neutrophiles (Fig. 26,27, 28, 29 et Annexe X}

Entre le 52me et 96me jour p. i., on remarque une diminution des neutrophiles.
Cette baisse des neutrophiles est significative, pour certaines expériences (infex 13 et
24), d&s la période P2, puis s'accentue fortement dans la période P3 (Tabl. 20). Cette
chute continuera les jours suivants pour atteindre, des valeurs minimales & partir du



INFEX Pl P2 P3 P4 P5
11 2491019 2511048 *1.07+0.26 192+0.25 -
12 2491032 2.92+0.42 3511008 1081021 -
13 651+ 0.62 283 +0.53 073022 1551 0.44 2421029
14 4451043 28810.72 0631017 =1.101£0.31 * Y hh1015
17 3021026 2691030 1.56 + 0.61 = 1141018 -
18 2.64 030 2911027 228+0.13 1.94 +0.08 -
23 3561018 3.9+ 043 119+ 0.08 ** 1551036 2701011
4 490045 *343100 T 1012009 **1.66+0.19 * 3561006
Tabl. 20. Valeurs des neutrophiles  (x 109/
INFEX Pi P2 P3 P4 P5
11 26.00+225 M.25+607 1450+ 4.8 19.90+2.70 -
12 27132373 ** 436531148 **310.00% 1.24 1750 +3.30 -
13 5125+156 4850+ 250 11631354 | **1940+440| " 25.60+1.92
14 37.88+2.38 4388+ 662] ""11.50+3.52| ***13.50+ 2.46 = 257011.10
17 36.75+£2.15 4063 £2.11 31381 10.71 **19.00+ 2.45 -
18 42 B8 13.08 42.38 1 2.55 3788+ 1.66 3538+ 1.48 -
px] 266311584 751407 " 1200%1.06 ** 1330+ 225 * 2060 +0.95
24 40.00 £1.95 4938+ 455| *"*1488+156} *** 20601213 * 34,50 0.76
Tabl. 21. Valeurs des neutrophiles (%)
INFEX P1 P2 P3 P4 P5
11 0.00+0.00 0.4 + 0.02 001 £0.01 0.01+0.01 -
12 0.00 2000 006+ 003 002+ 001 0.03 £0.02 -
13 005+ 003 017+ 0.09 002 +0.01 007 2006 0.08+£0.03
14 (.12 + 006 0.27 £ 0.11 0021 0.01 012+ 0.06 0.09 +002
17 0.01 2 00N 005+ 0.05 007 +0.03 007 £ 0.04 -
18 0.01 £ 0.00 0.00 £ 0.00 001 001 0.03 + 0.00 -
23 0.03 £ 003 0.22 +£0.09 0.10 £ 0.05 0.8 + 0.05 0.04 10,02
24 014014 0.16 £ 0.06 0.08 + 0.03 0.020.01 0.00+ 0,00
Tabl. 22, Valeurs des neutrophiles immatures {x 10°/1)
INFEX P1 P2 P3 P4 PS
11 0.00 £ 0.00 0.63 +0.24 0131013 0.10£0.10 -
12 0.00 £ 0.00 1001 0.4 03810.24 0.60+ 037 -
13 0.38+0.24 3631249 0.25+0.14 090+ 056 0.901+ 037
14 1.00 1 ).46 4.63+2.13 038 £ 0.24 150+ 0.76 0.90+0.24
17 0313+£013 100 + 1.00 150+ 0.61 1.1310.66 -
18 0131013 000 + 0.00 0.25+0.14 0.50+0.00 -
23 0.25+0.25 2631 1.4 100054 0.80 £ 0.46 031012
24 0.13+0.13 275+ 1.09 "1.13£0.38 0201012 0.00 £ 0.00

Tabl, 23. Valeurs des neutrophiles immatures (%)
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Séme jour (0.256 2 0.876 x 107 /1 et 4 4 11 % de la formule leucocytaire). Durant une
période de quatre 2 huit jours, survenant entre le 82me et 158me jour, on observe
chez tous les animaux une neutropénie. Des seuils inférieurs & 10 % et égalant 4 %
sont atteints. Les valeurs restent 3 des niveaux bas jusqu'au t3eme et 15¢me jour p. i.,
puis le nombre de neutrophiles augmente, mais sans atteindre les valeurs du début
de l'expérience. A partir de la période P4, puis de la période PS5, les valeurs
remontent, mais restent, sauf pour l'infex 11 (période P4), significativement
inférieures aux valeurs des périodes initiales (Tabl. 20). On retrouve des résultats
cornparables en valeur relative (Tabl, 21).

Cette diminution du nombre des neutrophiles, en valeur absolue, entre le 52me et
9eme jour, est précédée par une augmentation du pourcentage des neutrophiles dans
le sang. Durant un ou deux jours, les valeurs atteignent leur maximum (entre 45.5 et
60 %), et, pour les infex 13, 14, 17 et 24, dépassent les valeurs supérieures des tables
de référence (neutrophilies). Ces augmentations en valeur relative sont moins
discernables en valeur absolue, excepté peut-étre chez les infex 11 et 12.

L'abaissement du nombre absolu de neutrophiles a lieu aprés celle des
lymphocytes. Cette baisse des lymphocytes est compensée par une augmentation du
pourcentage de neutrophiles dans le sang. De méme, lorsque les neutrophiles
atteignent leurs seuils les plus bas, les valeurs relatives des lymphocytes augmentent.

Par rapport A la parasitémie, si la prolifération relative des neutrophiles a Jieu le
méme jour {infex 23 et 24) ou un A deux jours aprés l'apparition d' E. phagocytophila
{infex 11, 12, 13, 14 et 17), les valeurs les plus basses correspondent déja a la
diminution des agents pathogénes dans le sang.

<) Neutrophiles immatures (ou juvéniles) (Fig. 26, 27, 28, 29 et Annexe X)

Bien qu'il n'y ait pas de différences significatives entre les périodes P1 et les autres
périodes, aussi bien en valeur absolue qu'en valeur relative (Tabl. 22 et 23), on
remarque sur les graphiques (surtout chez les infex 13, 14, 17 et 23), une
augmentation du nombre des neutrophiles immatures & des moments bien précis des



INFEX 2] 7] P3 Pd P5
11 025 0.06 016 0.04 *0.07 £0.01 0,141 0,03 -
12 028 £ 0.08 013003 *0.03 +0.01 * (.04 + 001 -
13 002 0.02 0.00 £ 0.0 0.0320.01 0.04+001] *~026+003
14 025+ 0.09 012001 0.05 £ 0.01 042:0.19] *101£013
17 0.01 + 0.01 0.00 % 0.00 0.00 £0.00 0.02+0.01 B
18 0.01 * 0.01 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00£0.00 -
23 0.00 + 0.00 0.00+0.00 (.00 £0.00 0.00 £ 0.00 0.08 £ 010
24 0.06 Q.02 0.0d £ 0.02 0051003 0,06+ 0.03 *** (131003
Tabl. 24. Valeurs des éosinophiles  {(x 109/1)
INFEX P F2 ) P4 PS5
11 263+ 075 2.13+ 043 0.88 + 0.24 150032 B
12 288+ (049 1.88+0.13 *0.63+024 *0.60+0.19 .
13 013013 0.50+0.20 0,50+ 020 060+ 019 2 80 + 020
14 2,25+ 088 2.0010.20 0.85 £ 031 490+ 1.68 *090%139
17 013x0.13 0,00+ 0.00 0.00 £ 0.00 033+ 0.13 -
18 013013 0.00+ 0,00 0.00 £ 0.00 000+ 0.00 -
3 0,00+ 0.00 0,00+ 0.00 0.00+0.00 0,00 + 0.00 060037
24 D50+ 020 0.75 032 0.75+ D48 D70+ 037 300+ D27
Tabl, 25. Valeurs des éosinophiles (%)
INFEX P1 2 F3 P4 PS5
11 0.15 £ 0.07 0.02 £ 0.02 0.02x 0.0 0.06 % 0.02 -
12 0.102 005 0.05+ 0.05 003001 0.04 £ 0.02 B
13 0121015 0.01 £ 0.00 ©.00 £ 0.00 0.00£0.01 0.06 + 0.2
14 004 2042 001 £0.00 0.02+0.02 * (.01 001 0.02 001
17 0.07 + 001 004+0.02] *0.01:0D *0.08 +0.01 .
13 D04 002 002+ 0.1 0.09 +0.02 003+ 0.02 -
2 0.10+0.02 *0.01x0.01 =001 £ 001 *0.00 £ 0.00 0.05+ 0.03
L) 009002 *0.021 001 *0.02+001 *0.02 £ 0.01 0.09 £ 0.02
Tabl. 26. Valeurs des basophiles (x10°/1)




RESULTATS ET DISCUSSIONS 77

expériences, Cette hausse du nombre des neutrophiles juvéniles dans le sang a lieu
au moment ot la proportion des neutrophiles dans la formule leucocytaire est la plus
£levée, '

Ce phénoméme chez les neutrophiles juvéniles se répéte lorsque le nombre des
neutrophiles matures, vers la fin des expériences, commence a s'accroitre.

Pour toutes les infex, excepté I'infex 11, certaines valeurs, relevées entre le S2me et
le 92me jour p. i. et, le 112me (infex 23), le 152me (infex 13) et le 162me jour (infex 14),
dépassent les valeurs de référence.

d) Eosinpphiles (Fig. 30, 31,32, 33 et Annexe X)

Malgré que les éosinophiles soient potentiellement des cellules-hdtes pour
E. phagocytophila, nous n'avons pas détecté de changements marqués dans le nombre
des éosinophiles durant les expériences. Vers la fin des expériences, & partir du
152me jour, pour les infex 13, 14 et 24, il y a un accroissement du nombre
d'éosinophiles. Les valeurs des périodes P5 sont significativement plus élevées que
celles des périodes P1 (Tabl. 24 et 25).

Le nombre d'éosinophile, en valeur absolue ou relative, reste toujours dans les
valeurs de référence.

¢} Basophiles (Fig. 30, 31,32, 33 et Annexe X}

Comme pour les éosinophiles, des variations convaincantes dans le nombre des
basophiles n'ont pas €té relevées.

Excepté chez les infex 11, 12 et 13, au début des expériences, le nombre de
basophiles ne dépasse pas les valeurs de référence {Tabl. 26).



INFEX Pl P2 P3 P4 PS5
1 0,60+ 0.03 *0.40 £ 0.05 050+ 0.03 050£0.14 -
12 0732002 (.36 £ 0.07 0611007 * (.40 £ 0.08 .
13 1,00+ 005 037 +0.10 093+£0.09] 0471005 » .40 0.05
14 0.58 £ 0.05 * (.24 £ 0.08 0.54 1 0.07 * (.30 £ 0.05 034 £ 0.08
17 0,75 0.05 052 +0.13 *0441007] 034104 -
18 0551 0.02 056 +0.02 0.48 £ 0.05 (.42 20.02 -
23 111x0.14 * .58+ 0.07 1.11+0.10 085 0.08 1.04 £ 005
24 1001015 *0.51 £ 005 0.78 £ 0.06 0631007 067 1005

Tabl 27, Valeurs des monocytes  {x 10%/1)

INFEX Pl P2 P3 P4 P5
n 10.77 £ 0.24 *914+038] **869+0.06 *89310.18 -
12 10904 0.1 *068+055] *~789:x0n| *8Mm1012 -
13 1077 £021 *919+045| "*8.66+020 913103 = 937+0.18
1 11.02+0.12 *B97£056| '"7941032( **B67:008} **932:0.05
17 10,55 + 0.14 *9713026] **B891:411] **9.05+019 .
18 987+ 0.28 9.21+0.10 9.18 1 .04 9101034 -
23 10,11 £0.15 9131£0.43) *** 8191016 "895:029] 8401008
24 E23:0.11 738048 v76910.14 7711002 8.340.19

Tabl. 28, Valeursd thr (x 1012/1)
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f Monocytes (Fig. 30, 31, 32, 33 et Annexe X)

Une diminution du nombre des monocytes apparait dés le 4éme jour p.i.
atteignant des valeurs minimales, comprises entre 0.132 et 0.440 x 10%/], entre le
4eme et 62me jour. Cette baisse est significative entre les périodes P2 et P1 pour les
infex 11, 12, 13, 14, 23 et 24 (Tabl. 27). A partir de ces valeurs, les monocytes
augmentent et leur nombre redevient normal entre le 8#me et 10éme jour. Mais les
valeurs ne se stabilisent pas. On retrouve des valeurs faibles, entre le 12éme et 15¢me
jour {infex 12, 13, 14, 17 et également 18). Pour ces infex, les périodes P4 sont
significativement inférieures aux périodes F1 (Tabl. 27).

La premidre diminution du nombre de monocytes a lieu dés l'apparition
d’ E. phagocytophila et la deuxidéme sembie coincider avec la fin de la parasitémie.

Chez tous les animaux, méme celui de l'infex 18, les valeurs sont, de fagon
inexpliquée, trés en-dessus des valeurs de référence.

5.4.1. 5. Erythrocytes (Fig. 34, 35, 36, 37 et Annexe X)

Le nombre des érythrocytes commence a chuter entre le 4éme et 62me jour p. i..
Les seuils les plus bas (6.37 2 8.84 x10'2/1) sont atteints entre le Vame et 82me jour. A
partir de 13, les valeurs augmentent légérement, mais sans atteindre les valeurs
initiales. Les périodes P4 sont significativernent inférieures aux périodes P1. Pour les
expériences dépassant les 16 jours, les périodes P5, excepté pour l'infex 24, restent
également en-dessous des périodes P1 {Tabl. 28).

Par contre, les valeurs observées ne s'écartent pas des valeurs de référence.
Cette légere baisse des globules rouges coincide avec l'apparition

d’ E. phagocytophila dans le sang (infex 14, 17, 23 et 24) ou intervient un ou deux jours
apras (infex 11, 12 et 13).



INFEX P1 P2 P3 P4 PS5
11 32921023 * 28401 1.04 *23.00+032 ** 29.68 1 040 -
12 33421023 3080+1.84] **25253+086| ™ 26901049 -
13 3191075 *2092+£127| *™26021062 27841104 *29.00 + 048
14 M.771038 *2790+1.72) ™ 6512 29908 32444022
17 31401056 *2882+081) ** 26871046 *2757+058 -
18 34351095 *N621 0.0 31.80£0.12 *315210.49 -
3 13.65+052 X2+148] " 279707 N.1441.07| **29.28+0.30
24 28.45 0.4 2572+ 1.64 2757054 28021007 3032 £0,69
Tabl. 29. Valeurs de 'hématocrite (%)
INFEX Pl P2 P3 P4 PS5
11 1110+ 023 * 962+ 038 *937:0.19 **988+0.12 -
12 1132411 10.25+0.63 *** 837+ 0.30 *** 868 +0.11 -
13 1042 £ 021 *9.12x10.39 ** §5720.21 *9.12+0.27 9421019
14 11.75 £ 0.09 *9.751£0.58 *870+044| **10.00+0.31) *=10920.05
17 1087 £ Q.15 *1025+0.24 *+9351 Q.12 *+950%0.15 -
18 11871029 1117 0.12 11,121 006 "11.00£0.14 -
23 10021912 10.92 + 0.46 **g3921 018 11.08+0.40| **104010.09
24 9.97 1+ 0.20 9.12+0.57 .65+ 0.18 9.76 £ (.02 1060 10.22
Tabl. 30, Valeurs de I'hémoglobine (g/dl)
INFEX Pi 72 P3 P4 P5
1 6B00E57593| *37175¢ 8136 449,75281.02] 91167 5961 -
12 52375+ 54.69| *275.00+£74.91| *246.25+65.60 511.67 £ 12.68 -
13 54050 + 49.49| 326.25 +115.62 47250 £3950| *756.67 5636 | *659.20%29.28
14 713001 14.68| * 37200+ 8651 *582.00 £ 54.00 73367 £ 14.75}F *794.40% 356
17 61050 £ 11.50 511.25 +47.86 378.00 £ 78.00 636,75+ 36,63 -
13 490.00 % 31.00 44150+ 11,95 4250+ 450 41750+ 0.9 -
23 97254745 29675+ 64.041 *192.75 + 33.81 416601 15611 *~ 44000457
24 67450 £ 8.67| 467 £25+98.93] *32425+50.02 65920+ 24.90] * 75760 + 11.12
Tabl. 31, Valeurs des thrambocytes {(x 10%/1)
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Les valeurs de I'hématocrite (Tabl. 29 et Annexe X) et de I'hémoglobine (Tabl. 30 et
Annexe X) accompagnent étroitement la variation des érythrocytes.

3.4.1. 6. Thrombocytes (Fig. 34, 35, 36, 37 et Annexe X)

Les thrombocytes chutent brusquement entre le 52me et le 62me jour p. i.. Les
seuils minimums sont atteints entre le 62me et le 82me jour (86 a 300 x 10°/1). Pour
toutes les infex, les valeurs sont trés proches du seuil inférieur de référence ou en-
dessous (infex 12, 14 et 24). Le nombre des thrombocytes redevient normal aprés 11 2
13 jours p.i. Ala fin des expériences, excepté pour les infex 11 et 13, s'il n'y a plus de
différences significatives entre les périodes P4 et ’1, les valeurs des périodes P53 sont
toutes supérieures A celles des périodes 1 (Tabl. 31).

La diminution du nombre de thrombocytes est passag?re, les valeurs initizles des
expériences sont atteintes, chez toutes les infex, avant la disparition
d' E. phagocytophila du sang périphérique.

Cette baisse des plaguettes sanguines coincide avec I'apparition d' E. phagecytophila
dans le sang (infex 23 et 24) ou a lieu un a deux jours aprds {infex 11,12, 13, 14 et 17).
Elle préctde de un & trois jours celle des neutrophiles. Lorsque les thrombocytes
retrouvent des valeurs du début de l'expérience, les seuils les plus bas sont atteints
par les neutrophiles.
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5.5.2. Discussion

Dans nos infections expérimentales, l'inoculation de souches suisses
d' E. phagocytophila a provoqué chez sept veaux une fizvre de pature. Chez ces
animaux, la présence des agents responsables dans le sang, uniquement dans les
neutrophiles, a été dévoilée par une brusque hyperthermie et des altérations
hématologiques significatives. Ces changements affectent le nombre des cellules et
touchent les leucocytes, les thrombocytes et les érythrocytes.

Au niveau hématologique, on remarque une diminution du nombre des leucocytes
coincidant avec le début de la phase fébrile ou parfois le précédant. Cette baisse des
globules blancs totaux est d'abord provoguée par une réduction du nombre des
lymphocytes, qui précéde celle des neutrophiles. Lorsque la température redevient
progressivement normale, le nombre des lymphocytes augmente, tandis que celui
des neutrophiles continue & baisser. La diminution des lymphocytes est compensée
par une augmentation relative des neutrophiles circulants, provoquant chez certains
animaux, des neutrophilies. De la méme fagon, lorsque les neutrophiles atteignent
leurs seuils les plus bas, le pourcentage des lymphocytes s'accroit, produisant des
lymphocytoses relatives, sans entrainer néanmoins un accroissement du nombre
absolu des lymphocytes. Des valeurs anormalement élevées de neutrophiles
juvéniles apparaissent au cours de l'infection. Cet afflux de cellules, arrivant du
compartiment marginal, survient lorsque tes neutrophilies sont détectées, puis au
retour des neutrophiles matures vers des valeurs normales. Des lymphocytopénies et
des neutropénies sont décelées chez les animaux. '

En régle générale, les résultats obtenus correspondent a ceux décrits auparavant
chez des animaux, entiers ou splénectomisés, infectés naturellement ou
expérimentalement: bovins (Hudson, 1950; Tuomi, 1967a; Foster et Cameron, 1968b;
Collins et al., 1970; Purnell et al., 1976a, 1977; Purnell et Brocklesby, 1978; Taylor et
Kenny, 1980; Cranwell et Gibbons, 1986), ovins (Taylor et al., 1941; Foggie, 1956, 1957;
Juste et al., 1986) et caprins (van Miert et al., 1984).

Les mécanismes par lesquels E. phagocytophile provoque ces leucopénies ne sont
pas clairement démontrés. Les premiéres recherches proposérent comme causes
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responsables une aplasie médullaire (Taylor et al. , 1941; Greig et al., 1977} ou
simplement une destruction des cellules infectées (Hudson, 1950). Des études plus
récentes ont montrés que des moutons atteints de fidvre de piture, et traités par des
corticostéroides, présentent une quantité importante de neutrophiles juvéniles, au
moment méme ol la parasitémie diminue (Woldehiwet et Scott, 1982c). Cette
dernidre constatation, concordant avec nos propres résultats et ceux de Streit (1993),
suggérerait que les cellules ne sont pas infectées avant leur arrivée dans le sang
périphérique et qu'il n'y a donc pas d'aplasie médullaire.

La présence des agents infectieux pendant une phase fébrile et l'altération du
nombre des leucocytes sont également des signes hématologiques fréquemment
rencontrés chez d'autres infections provoquées par E. canis (Buhles et al., 1974; Kuehn
et Gaunt, 1984), E. risticii (Holland et al., 1985b), E. equi (Gribble, 1969; Stannard ef al.,
1969), E. ondiri (Danskin et Burin, 1963) et l'agent responsable de I'ehrlichiose
humaine américaine (Eng et al., 1988), ultérieurement appelé E. chaffeensis {Anderson
et al, 1991).

Dans nos expériences, aucun effet de I'infection n'a été observé sur le nombre des
basophiles et des éosinophiles. Par contre, une baisse des monocytes semble
coincider avec l'apparition d' E. phagocytophila dans le sang,

Pour Tuomi (1967a), les éosinophiles semblent é&tre autant affectés que les
neutrophiles chez des bovins expérimentalement infectés. Hudson (1950) et Tuomi
(1967a) observent une chute du nombre des monocytes; l'un, trois a quatre jours
apres V'apparition d' E. pliagocytophila, I'autre, vers la fin de la réaction clinique et
durant quatre jours. Comme nous, Tuomi (1967a) signale aussi des valeurs
monocytaires trés élevées chez d'autres bovins.

Purnell et al., (1977) ont également observé, vers les 62me ou 7&éme jours, une baisse
des monocytes chez des moutens incculés.

Le nombre des thrombocytes varie également au cours des infections
expérimentales. A la différences des neutrophiles et des lymphocytes, la baisse des
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thrombocytes est passagére et les valeurs initiales sont atteintes avant la fin des
expériences. '

Des diminutions importantes des thrombocytes ont été décrites par Foster et
Cameron {1968b} et sont partiellement associées & des entérites hémorragiques chez
des moutons expérimentalement infectés (Foster et al., 1968).

Si les leucopénies sont des signes hématologiques importants caractéristiques des
ehrlichioses, les thrombocytopénies prédominent dans les infections a E. equi
(Gribble, 1969; Stannard et al., 1969), E. platys (Harvey et al., 1978), E. ondiri {Danskin
et Burin, 1963) et E. canis (Buhles et al., 1974; Kuehn et Gaunt, 1984).

Malgré qu'il y ait une stimmulation de la production des plaquettes sanguines,
provoquée par la thrombocytopénie, au niveau de la moelle osseuse, une destruction
précoce des nouvelles cellules formées, surtout au niveau de la rate, empéche
l'accumulation des plaquettes sanguines dans la circulation (Smith et al., 1973).

Chez les chiens atteints d'ehrlichiose, ces thrombocytopénies seraient dues i une
destruction périphérique d'origine immunologique (Kakoma et af., 1978, 1980).
Lorsque les monocytes sont infectés par E. canis, les lymphocytes B activés se
différencient en plasmocytes produisant des anticorps spécifiques et un facteur
inhibant la migration plaquettaire (immunoglobuline G différente des anticorps
spécifiques anti-E. canis), Ce facteur agit sur les thrombocytes en inhibant la
formation des pseudopodes et en accélérant leur agrégation. Les lymphocytes T
activés se différencient en cellules effectrices capables de détruire les monocytes
infectés et les thrombocytes. Ces mécanismes visant & détruire £. eanis contribuent 4
la pathogénie de Ia pancytopénie tropicale canine aigué, mais par contre n'éliminent
pas complétement l'agent étiologique. L'évolution se fait vers un état d'équilibre
entre un hote immunocompétent et l'agent virulent.

L'atteinte par E. phagocytophila de cellules jouant un réle primordial dans la défense
de I'animal prédispose celui-ci & d'autres infections secondaires, bactériennes ou
virales.

En fait, le role immunosuppresseur d’ E. phagocytophila est un fait admis depuis
longtemps {Foggie, 1951). Ce n'est que plus tard que des études sur des infections
mixtes et sur les fonctions leucocytaires, menées essentiellement sur des moutons,
ont tenté d'expliquer les mécanismes responsables de cette immunosuppression.
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L'inhibition de la réponse immunitaire humorale contre certains antigénes, comme
le virus de la parainfluenza ou le vaccin clostridial {Batungbacal et Scott, 1982b,
1982c), est attribuée 3 la réduction du nombre des lymphocytes B circulanis,
lymphocytes les plus touchés lors des lymphocytopénies induites par
E. phagocytophila (Batungbacal et al., 1982a). Pour leur part, Brodie et al. {1982),
vaccinérent des moutons contre la louping-ill, pendant une infection 2
E. phagocytophila, pour mesurer les effets de l'ehrlichiose sur la capacité des moutons
3 développer une réponse humorate. La production d'anticorps, détectés par
hémagglutination, démontra que la fievre de pature n'avait aucun effet inhibiteur sur
la réponse immunitaire humorale.

D'aprés Foggie (1956, 1957), la prédisposition aux infections & staphylocoques chez
Jes jeunes moutons serait due A la diminution de I'action bactériostatique, provoguée
par la sévére réduction des granulocytes circulants. C'est pourquoi, il remarqua que
la pyémie 3 tiques était plus sévére durant la période de neutropénie. Les travaux de
Woldehiwet (1987a} renforcent ceux de Foggie {1956, 1957). Les granulocytes infectés
avec E. phagocytophila ont une capacité réduite & phagocyter et a tuer les
staphylocoques.

Les conclusions de Woldehiwet (1987a) sont en accord avec les travaux de Foster et
Cameron (1970b) qui ont remarqué que l'intégrité fonctionnetle des neutrophiles est
inhibée. La diapéd@se des neutrophiles est significativemnent diminuée. De méme,
Woldehiwet et Scott (1982¢) constatérent que la migration in vitro des leucocytes
infectés chez des ovins était sévérement réduite. Des études similaires, menées avec
des lymphocytes de moutons infectés, ont montré que la réponse a certains
mitogenes (phytohémagglutine et lipopolysaccharide d' Escherichia coli) est
significativement diminuée (Woldehiwet, 1987b).

Chez les Ehrlichieae, mis & part E. phagocyfephila, des immunosuppressions sont
également assaciées aux infections provoquées par E. risticii chez les chevaux
(Rikihisa, 1991).

Tuomi (1967a), Purnell et al. (1977), Taylor et Kenny (1580) décrivent, également
chez des bovins, une légére baisse des érythrocytes, accompagnée simultanément
d'une diminution de Fhématocrite et de I'hémaglobine. Des résultats similaires ont
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été constatés chez des moutons (Taylor ef al., 1941} et des chévres (van Miert et al.,
1984).

E. phagocytophiln a une préférence certaine pour les neutrophiles, les fortes
parasitémies relevées dans nos expériences l'attestent; Foggie (1951) mentionne 95 %
de neutrophiles infectés chez un mouton et Tuomi (1965) 90 % chez un bovin.
Hudson (1950}, Tuomi (1967a) et Furneli et al. (1976a, 1978) indiquent également des
invasions secondaires de monocytes succédant A celles des neutrophiles. Le fait de
n'avoir pas rencontré d'éosinophiles ou de monocytes infectés par E. phagocytophila
peut étre simplement dd A la faible participation de ces cellules dans la formule
leucocytaire. D'autre part, la circulation périphérique, comparée au compartiment
tissulaire, renferme une petite partie des monocytes et une infime fraction des
éosinophiles totaux.

D'aprés Purnell et Brocklesby (1978), certaines souches bovines d' E. phagocytophila
sont trés pathogénes et causent des infections mortalles aussi bien chez des animaux
entiers que splénectomisés. Sur les quatre veaux infectés par Purnell et Brocklesby
(1978), un animal splénectomisé ainsi qu'un animal entier, sont décédés aux 152me et
178me jours aprds l'inoculation. Ces souches virulentes se distinguent également des
autres souches bovines par leur aptitude 4 envahir un nombre élevé de mMonocytes.
Les auteurs relévent des parasitémies de 10 a 24 % pour ces cellules.

Tuomi (1967a} a remarqué que les veaux splénmectomisés infectés
expérimentalement réagissaient plus fortement que les autres animaux entiers de
méme 4ge. Les splénectomies et des doses immunosuppressives de corticostéroides
(Foggie, 1951; Foggie et Hood, 1961, Woldehiwet et Scott, 1982c) sont également
responsables de récidives d'infections & E. phagocytophila.

Foggie (1951) fut le premier & indiquer l'existence de souches ovines se
différenciant par leur virulence. Des souches bovines, se distinguant par la sévérité
de la réaction fébrile, la persistance d' E. phagocytophila dans le sang, la durée de la
période d'incubation (Tuomi, 1967b), et des souches ovines, par leur degré de
neutropénie (Foster et Cameron, 1970a), furent décrites par la suite. La virulence chez
une infection parfois bénigne comme la fidvre de pature, est difficilement
quantifiable. Certains parametres, telle que la durée de la période fébrile, peuvent
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également étre influencés par des infections secondaires opportunistes (Foster et
Cameron, 1970a).

Si toutes les infections expérimentales, mise & part I'infex 18, ont provoqué chez les
veaux des manifestations adhérant & un méme schéma, on peut souligner, malgré
tout, certaines variations d'un animal 2 l'autre.

L'origine des inoculums et la résistance naturelle des animaux ne semblent pas étre
responsables de ces variations; les symptémes hématologiques, la parasitémie et la
courbe de température concordent pour les infex 11 et 12 (inoculums de provenances
différentes), ainsi que pour les autres couples d'infex (13-14 et 23-24) (inoculums
identiques).

Les constatations sur la variation de la température et de la parasitémie pourraient
nous faire croire que les passages répétés ou une longue conservation, sans
cryoprotecteur, pourraient atténuer la virulence d' E. phagocyfophila. 11 a été démontré
chez E. canis (Huxsoll, 1976) et E. ondiri (Danskin et Burdin, 1963) que le maintien
d'un isolat, par des passages répétés en laboratoire chez I'h3te naturel, peut altérer sa
virulence,

Néanmoins, le nombre restreint de veaux infectés ne nous permet pas de savoir si
ces altérations observées sont causées par I'animal, l'inoculum utilisé, ou sont le fait
d'autres facteurs.



CONCLUSIONS 94

6. N IONS

La fizvre de piture a toujours été étreitement liée & la présence massive de tiques
sur les bovins. Mais il faut attendre la fin des années 1980 pour qu’ E. phagocytophila
soit identifié comme bagent responsable de l'infection en Suisse (Pfister et al.,, 1987).

Au début de ces recherches, et d'aprés les informations que nous possédions, se
limitant 3 Yexpérience que les vétérinaires ou les éleveurs de bétail avaient du
tableau clinique de ['infection, [a fiévre de pature était uniquement connue chez les
bovins de I'ouest de I'Oberland bernois.

La présente étude a d'abord montré que la répartition géographique ne se
confinait pas uniquement 2 I'Oberiand berncis, mais que d'autres régions dans les
cantons de Berne, Vaud, Valais, Neuchatel et Soleure, étaient également touchées par
la maladie (Liz et Pfister, 1989; Liz ef al., 1991). Plus tard, de nouvelles infections ont
été confirmées, par la détection de l'agent responsable dans le sang d'animaux
provenant du Tessin, de Saint-Gall et de Vaud (Pfister 1993, comm. pers.). Ces cas
récents font fortement penser que cette distribution n'est pas exhaustive et que de
nouveaux foyers apparaltront dans le futur, aussi bien chez les bovins que chez les
petits ruminants.

Cependant, les cas diagnostiqués les plus nombreux proviennent de la zone
endémique historiquement fa plus ancienne. Dans l'ouest de I'Oberland bernois, la
distribution annuelle des cas d'infection révele sans conteste la relation qui unit
E. phagocyiophila A 1. ricinus. La dynamique de l'apparition de la fitvre de pature chez
les bovins durant l'année correspond en tout point & l'activité saisonniére des iques.
En outre, les régions ol sévit la fitvre de pature sont réputées pour 8tre des zones o0
L ricinus parasite fréquemment le bétail bovin, suggérant ainsi le role de vecteur
potentiel joué par cette tique.

L'enquéte sérologique au sein du cheptel bovin autochtone, mené entre septembre
1988 et décembre 1989, a démontré certains aspects que l'on peut souligner.

En octobre, lorsque les animaux rentrent dans les étables pour passer 'hiver,
48.6 % d'entre-eux possédent des anticorps IgG contre E. Lplmgocytophi[a. Cette
séroprévalence est due aux contacts répétés, durant 'année, des animaux avec les
tiques. Suivant la classe d'age, 38.5 3 73.7 % des bovins ont des anticorps. Durant
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I'tivernage, la séroprévalence chute et atteint, au printemps lorsque les troupeaux
sortent, 8.1 %. A ce moment de 'année, et quelle que soit 1a classe d'3ge considérée,
les séroprévalences ne sont pas significativement différentes (3 & 102 %). La
diminution des titres d'anticorps [gG spécifiques, entre le début et la fin de
'hivernage, est certainement due a la dégradation naturelle des anticorps, pendant
ces six & sept mois ol les bovins ne subissent pas de stimulation antigénique par les
tiques. L'évolution des anticorps chez sept bovins infectés par E. phagocytophila a
montré une cynétique typique d'anticorps IgG spécifiques. Les anticorps ne
persistent pas longtemps. Le titre moyen maximum est atteint le deuxiéme mois,
diminue dés le mois suivant et devient négatif le quatridme mois apreés la déclaration
de l'infection.

Les bovins les plus agés (> 2 ans), malgré des contacts répétés depuis plusieurs
années avec l'agent pathogeéne, ne présentent pas des titres d'anticorps mensuels plus
élevés que les jeunes animaux; en octobre, les titres sont méme significativernent
inférieurs. 1 est possible que des phénoménes d'immunosuppression induit par
E. phagacytophila soient responsables de cette faible production d‘anticorps chez des
animaux qui sont chroniquement stimulés.

La transmission par le colostrum d'anticorps IgG anti-E. phagocytophila entre la
mere ef son veau a été démontrée. En suivant l'évolution des anticorps colostraux,
nous avons constaté qu'ils sont rapidement catabolisés et qu'ils sont absents lorsque
les jeunes animaux, nés en automne ou en hiver, sont mis en contact avec les tiques
infectées. A ce moment, les faibles titres d'anticorps détectés confirment qu'il n'y a
pas de restimulation chez les veaux. On peut conclure que ces anticorps ne peuvent
donc pas participer A la protection de I'animal contre l'infection.

Méme s'il n'était pas possible de mettre en évidence E. phagocytophila chez les
I. ricinus récoltdes dans la nature, certains indices s'associent pour impliquer
indirectement cette tique dans la transmission de l'infection en Suisse. I. ricinus est la
tique la plus abondante dans notre pays et parasite trés fréquemment les bovins
(Aeschlimann, 1972). En plus des similitudes dans les distributions géographique et
saisonniére rmentionnées auparavant, l'isolation par des tests IFI d' E. phagecytophila
dans des tiques, qui se sont nourries sur des veaux expérimentalement infectés,
démontre bien que la transmission entre 1'héte et le vecteur est possible. Le taux
d'infection des tiques dans la nature est peut étre trés faible; la détection
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d' E. phagocytophila par des tests IFI est alors difficile. Une explication plausible pour
‘un tel phénomene serait qu'un gorgement partiel est nécessaire pour déclencher la
multiplication des rickettsies dans les tissus des tiques; comme les expériences de
Smith ef al. (1976) 'ont démontré avec E. canis et son vecteur, R, sanguineus.

A la suite de nos observations, les ruminants sauvages, et plus particuliérement les
chevreuils, sont des réservoirs potentiels pour E. phagocytophila. Dans les infections
véhiculées par des tiques, une population d’hdte est considérée comme réservoir
lorsqu'elle remplit certaines conditions (Mather ef gl., 1989): étre relativement
abondante, servir d’héte 2 un grand nombre de vecteurs, héberger, puis transmettre
l'agent pathogene aux vecteurs. 5i le chevreuil, et 3 un moindre degré le chamois en
raison de son domaine vital, satisfont aux deux premigres exigences, nos résultats ne
confirment pas les deux derni2res. Le fait de détecter des titres élevés d'anticorps IgG
spécifiques chez ces animaux ne permet pas de conclure qu'ils hébergent
habituellement I'agent pathogene. Vu le nombre restreint d'animaux abattus (n=172),
la probabilité de rencontrer un chevreuil ou un chamois au moment de la phase
2igué de l'infection, période oit E. phagocytophila s'observe dans le sang, est minime. It
faut néanmoins relever que dans le sud de I'Angleterre, le sang de chevreuil a été
décrit, aprés transfusion sanguine, comme infectieux chez des moutons (McDiarmid,
1965). Les résuitats sérologiques obtenus chez les rongeurs, par contre, ne permettent
pas de tirer des conclusions significatives sur le réle des micromammiféres dans le
cycle épidémiologique de I'infection.

Nous avons pu reproduire expérimentalement des fi2vres de piture a partir
d'échantillons sanguins de bovins naturellement infectés. Ces expériences ont été,
une source d'antigéne, d'immun-sérums et de sang infectieux pour les tests
sérologiques. Elles ont permis également d'isoler l'agent infectieux et de maettre en
évidence les altérations hématologiques provoqués par E. phagocytophila. Ces
changements, accompagnés de fidvre, affectent principalement le nombre des
leucacytes, en particulier des neutrophiles et des lymphocytes, et des thrombocytes.



7. RESUME

I;'objectif principal de ce travail était d'apporter des éléments nouveaux d'ordre
épidémiologique, sérologique et hématologique sur E. phagocytophila, responsable de
la fizvre de pature chez les bovins en Suisse.

- Entre 1988 et 1990, 269 préldvements sanguins provenant de bovins originaires
de cinq cantons {Berne, Neuchitel, Soleure, Valais et Vaud), et qui présentaient des
signes cliniques de l'infection, ont éié analysés afin de mettre directement en
évidence E. phagocytophila. L'examen des frottis a permis de diagnostiquer 143 cas de
fitvre de pdture.

- L'ouest de I'Oberland bernois est la région en Suisse qui posséde le nombre le
plus élevé de cas diagnostiqués (73.4 %). Les infections & E. phagocyiophila
apparaissent en deux vagues annuelles, une au printemps, dés le mois de maij, et une
autre, de moindre importance, en automne. Cette répartition particulire correspond
A l'activité saisonnidre d' I. ricinus. Dans cette région, comme dans les autres régions
ol1 sévit l'infection, le mois de juin est 1a période de I'année ol les cas de fievre de
pature sont les plus nombreux.

Entre septembre 1988 et décembre 198%, nous avons mené une enquéte sérologique
(IFT) au sein du cheptel bovin autochtone. Plus de 2500 prises de sang ont été
effectuées dans 24 exploitations. En octobre, lors de la rentrée des animaux dans les
étables, la séroprévalence est de 48.6 % (titres 2 1:40). Pendant les mois d'hivernage,
les titres d'anticorps IgG spécifiques chutent et en d'avril, juste avant la sortie vers les
paturages, 8.1 % des animaux sont séropositifs. Un mois plus tard, la séroprévalence
augmente (25.1 %) et atteint son maximum annuel en septembte (47.9 %).

Pour étudier l'influence de I'dge sur les titres d'anticorps, nous avons réparti les
bovins en trois classe d'age. A la fin de I'hivernage les trois classes se trouvent avec
des séroprévalences ne se différenciant pas significativement les unes des autres. En
mai, l'arrivée des animaux sur les piturages se répercute sur les titres d'anticorps.
C'est parmi les animaux débutant leur deuxiéme année de pdturage, que la
stimuiation antigénique proveque la plus forte réaction sérologique. Ensuite, si aux
mois d'aoit et septembre, les trois classes ne se différencient pas significativernent
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entre elles, aux mois d'octobre et de décembre par contre, la séroprévalence et les
titres d'anticorps sont inférieurs chez les bovins les plus agés.

Pendant les mois d'hivernage 1988/89, 14.2 % des veaux qui n'ont jamais eu de
contact avee 'extérieur montrent des anticorps IgG spécifiques; les titres varient de
1:160 & 1:.320. On retrouve un pourcentage similaire (14,3 %) entre septembre et
décembre 1989, pour des animaux nés pendant cette période. L'acquisition de ces
anticorps est passive et due 2 l'ingestion du colostrum maternel.

Nous avons surveillé mensuellement les titres d'anticorps de sept bovins malades
durant les sept mois d’hivernage suivant la déclaration de I'infection. A la premi?re
analyse, six animaux sur sept présentaient des titres d'anticorps inférieurs a 1:20. Le
titre moyen maximurm est atteint le 22me mois et redevient inférieur & 1:40 dés le
4éme mois.

- les sérums de 39 chamois et de 133 chevreuils ont été analysés en [FL. Les fitres
d'anticorps IgG contre E. phagocytophila se répartissent entre < 1:5 et 1:1280 pour les
chamois et jusqu'a 1:2560 pour les chevreuils; 59 % des chamois et 78.2 % des
chevreuils possédent des titres d'anticorps z 1:5. Lorsqu’on établit arbitrairement un
seuil 3 un titre de 1:80, leur séroprévalence est respectivement de 36.7 % et de 60.9 %.
Chez le chamois et le chevreuil, nous avons remarqué une diminution des anticorps
avec l'altitude. Cette baisse est vraisemblablement en relation avec la fréquence et la
densité d' I ricinus dansla nature. En fixant une limite & 1000 m, 88.7 % des animaux
abattus au-dessous de cette limite possddent des titres = 1:5, contre 54,7 %, abattus
au-dessus de 1000 m. Les titres sont également plus élevés chez les chevreuils que
chez les chamois, mammif2res que l'on rencontre de préférence 2 des altitudes
supérieures,

- Les sérums de 267 rongeurs (Apodemus sylvaticus, A. flavicollis et Clethrionomys
glareolus) capturés dans I'ouest de I'Oberland bernois ont été analysés en IFL. Les
titres d'anticorps 1gG anti-E. phagocytophila détectés, variant de < 1:5 4 1:10, ne
semblent pas étre significatifs.

- Linoculation de souches suisses d* E. phagocytophila a provoqué chez sept veaux
des altérations hématologiques. La présence des agents responsables dans le sang,
uniquement dans les neutrophiles, a été dévoilée par une brusque hyperthermie et
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des altérations hématologiques significatives. Ces changements affectent le nombre
des cellules et touchent les leucocytes, les thrombocytes et les érythrocytes. Une
diminution du nombre des leucocytes coincide avec le début de la phase fébrile ou
parfois la précede. Cette baisse des globules blancs totaux est d'abord provoquée par
une réduction du nombre des lymphocytes, anticipant une diminution du nombre
des neutrophiles. Des lymphocytopénies et des neutropénies sont décelées chez les
animaux. Des valeurs anormalement élevées de neutrophiles immatures apparaissent
au cours des infections. Le nombre des thrombocytes varie également au cours des
infections, mais leur baisse est passagere. Les valeurs érythrocytaires, accompagnée
simultanément par celles de I'hématocrite et de l'hémoglobine, diminuent
légerement.

- Des larves, des nymphes et des adultes d’ [. ricinus ont pris des repas sanguins
sur des veaux expérimentalement infectés. Aprés la mue ou l'éclosion des oeufs,
E. phagocytophila a pu alors étre détecté en IFI chez des males et des femelles. Aucune
des larves examinées était positive. La méme technique a été appliquée a 1655
I ricinus non gorgées (différents stades). Les tiques proviennent de lieux connus pour
étre des foyers 2 infection pour les bovins. E. phagocytophila n'a jamais pu étre isolé
dans ces tiques. Des infecticns expérimentales chez deux veaux avec des injections d'
organes broyés d' I. ricinus, provenant soit de récoltes dans la nature, soit de tiques
dont les stades antérieurs ont pris un repas infectieux, ont également échoué.
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8 ANNEXES

ANNEXE I ionnaire sur la "fidvr E] " chez 1 vin
Vi t n Suisse

(Ce questionnaire, exemplaires en francais et en allemand, est accompagné d'un
texte présentant le but des recherches entreprises et un résumé sur la fidvre de
pature)

Nom du vétérinaire:
Lieu:

Téléphone:
Date:

Avez-vous déj remarqué des cas suspects de "fidvre de pature” {forte fidvre et/ou
rétention de lait inexpliquées) dans la région 2:

oui [ non [] je ne sais pas O

Si oui, chez quel animal 2 bovin O ovin [J caprin O
je ne sais pas O

Commune/Village:

(Ferme ou propriétaire du bétail):

Avez-vous déja observé des tiques sur le bétail ?:

oui [J non [J je ne sais pas O
Si oui: rarement [ souvent [ je ne sais pas O
A quelle époque: Déc. -Mars [ Avril -Juin O
Juillet-Sept. O3 Oct.-Nov. 0

je ne sais pas O
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ANNEXE 01 ionnaire envoyé aux chasseu

(Ce questionnaire, exemplaires en frangais et en allemand, est accompagné d'un
texte présentant le but des recherches entreprises et un résumé sur la figvre de péture
en Suisse} ’

ANALYSES SANGUINES
DANS LE CADRE D'UNE ETUDE
SUR LA FIEVRE DE PATURE EN SUISSE

Réle des ruminants sauvages dans le cycle de la maladie

QUESTIONNAIRE
Date: e
Nom
Adresse T s
Téléphone
Animal tué:  chevreuil O chamois O cerf O
Liew:
Sexe: femelle O mile O _
Age: faon O  de l'année passée O plusde2ans O
L'animal a-t-il des tiques 7: oui®O nonO

8i oui, combien 7

moins de 10 O entre 10 et 20 O plus de20 O
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ANNEXE MI  Milieu de culture et tampons
a} Milieu de culture RPMI 1640

RPMI 1640 Medium (Gibco n® 041-02400) 90
avec 25 mM Hepes Buffer et L-Glutamine
Fecal Calf Serum (Gibco n® 011-06290} 10
L-Glutamine (Gibco n® 043-05030) 1
Fungizone (Gibco n® 043-05290) 0.5

Penicilline/Streptomycine (Gibco n® 043-05070) 2

b) Tampon SPG (saccharose-phosphate-glutamate) (pH 7.1)

saccharose 7462 g
KH,FOy 0517 g
K,HPO, 1643 g

A

K-Glutamate .907

Compléter 1] avec H,O dist. et ajuster le pH.

<) Tampon Glycine {pH 2.8)

Glycine 15.014 ml
NaCl 1260 ml
HQO M 24 ml

Compléter 2 21 avec H,O dist. et ajuster le pH.

d) Tampon PBS {pH 7.2)

Na(Cl 80 g
KCl 02 g
NasHPQ, . 2H,0 145 g
NaH,PQ4. H0 02 g

compléter & 1 1 avec H;O dist. et ajuster le pH.

ml

mli
mi
ml
ml
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e} Tampon PBS (pH 7.4)
NaCl 80 g
KA 02 g
Na;HPQO,.2H;0O 145 g
KH;FO.; 0.2 g

compléter 3 1| avec H,O dist. et ajuster le pH.

f) Tampon PBS -1ait3 % (pH 7.4)

ajouter du lait (Rapidlait, Migros) jusqu'a une concentration finale de 3 %,
4 du tampon PBSpH 7.4

g} Tampon PBS - Tween Standard 0.1 H74

ajouter du Tween Standard 20 ® {n®$3773 Fluka), jusqu’a une
concentration finale de 0.1 %, & du tampon PBS pH 7.4

ANNEXE IV nal rologique {IF] érum bovin
antigénes rickettsiens autres que E. tophila

Des sérums de bovins avec des titres d'anticorps IgG contre E. phagocytophila allant
de 1:320 & 1:5120 ont té testés en IFT sur d'autres antigénes rickettsiens: E. canis,
E. chaffeensis, C. burnetti et R. helvetica. A part un sérum {n® 2351} douteux au titre de
1:50 sur de 'antigéne de C. burnetli, tous les autres sérums présentent des titres
d'anticorps faibles, inférieurs A 1:25.

ANNEXE V Statistiques

a} La moyenne géométrique des titres d'anticorps (Ambroise-Thomas, 1969)

En sérologie, pour obtenir le titre moyen des anticorps mensuels, nous avons
utilisé la moyenne géométrique des titres d'anticorps (G.M.R.T,, " Geometrical Mean
Reciprocal Titer ").



—_—— maximum

3éme quartile (75 %)
médiane (50 %)

—|— —=——ler quartile (25 %)
———— minimum

Fig. A. Exemple de"box plot”
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N
La formule est la suivante: G.M.RT. = antilog Y logx; /N
=l

ol X; représente I'inverse des différents titres d'anticarps et N le nombre total d*
examens.

Par convention, les titres d’anticorps qui ne sont pas définis, par exemple < 1:20,
prennent la valeur de la moitié du premier titre d'anticorps défini, dans ce cas précis
1:20 et deviennent alors 1:10. _

La GM.R.T. permet de faire un rapprochement rapide entre plusieurs séries de
résultats. Néanmoins, pour des questions de non normalité, il est impossible
statistiquement de les comparer enire elles en utilisant un test de Student. Pour
effectuer ces comparaisons, nous avons donc utilisé le test de %2 sur le détail de la
distribution des titres d'anticorps. Dans certains cas, lorsque I'échantillon est trop
petit, le test a été appliqué apres regroupement des résultats.

" box _plat box graphs")  (Tukey, 1977; Chambers et al., 1983)

Certains résultats sérologiques montrant la répartition mensuelle des titres
d'anticorps chez les bovins sont exposés en "box plots”. Il nous semblait, d'une part,
inutile d'exposer tout le détail des résultats, et d'autre part, ce type de figure est une
excellente maniére de visualiser rapidement 1a distribution des données.

Dans un "box plot” (Fig. A}, les quartiles inférieur (25 % des données) et supérieur
(75 %) des données sont représentés par la partie inférieure et supérieure d'un
rectangle et la médiane, par un trait horizontal a l'intérieur du rectangle. Les lignes
placées au-dessus et au-dessous du rectangle, expriment les valeurs extrémes
observées.

Les "box plots” donnent un résumé des particularités marquantes d'une
distribution. La médiane désigne le centre de la distribution. La répartition de la
majeure partie des données (50 %) est symbolisée par la longueur du rectangle
{interquartile). La longueur relative des lignes, en-dessous et en-dessus de
l'interquartile, montre 'étendue de la distribution.

Si la distribution des données est symétriques, la figure l'est également.



Titres

1:1280+ 1 1:1280 2
1:640 1:640
1:320 + 1:320
1:160 N 1160
180 - 1:80
140 o 1:40
1:20 10
<1:20 <1:20 o
- .

11280 3 1:1280 ' 4
1:640 1:640
1:320 1:320
1:160 1:160
1:50 1:80
1:40 1:40
1:20 1:20
<1:20 <1:20
0 1 2 3 4 5 6
1:1280+ 5 1:1280 5
1:640 1:640
1:320 1:320
1:160 - 1:160
B0 o 1:80
1:40 1:40
120 1:20
1:1280 7
1:640 ~
1:320
11160 cr. Tabl. A pour des informations surles animaux
:fg Certains mois, les prises de sang n'ont pu 8tre réaliséc
120
<1:20

1] 1 2 3 4 5 6 7
Mois

Fig. B. Evolution des titres d'anticorps IgG anti-E.phagocytophila chez des bovins malades

de septernbre {0) 1988 3 avril (7) 1989
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ANNEXE VI

Evglution

‘anticorps chez d vins malad

La Fig. B présente I'évolution des titres d'anticorps IgG anti-E. phagocytophila chez
sept bovins malades, d'age et d'origine différents (Tabl. B), provenant de l'ouest de
I'Oberland bernois. Les signes cliniques de fidvre de pature se sont déclarés, et
E. phagocytophila détecté, en septembre 1988. Les prises de sang ont été effectuées
durant Fhivernage, de septembre (0) 1938 & avril (7) 1989.

Nede Annéede [ Code Provenance

Panimal | naissance | racique et date de I'achat
1 2753 nov. 85 73 Erlenbach (BE}, 85
2 7881 fév. 81 60 né A la ferme
3 4672 fév. 85 60 Diemtigtal {(BE), oct. 87
4 9672 mars 87 72 Le Cachot (NE), printemps 88
5 9442 fév. 84 60 né a la ferme
6 2718 sept. 82 60 Grandson (VD), sept. 88
7 1096 sept. 87 60 Le Cachot (NE), sept. 88

Tabl. A. Liste et origine des bovins malades
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ANNEXE VI Captures de micromammifires
I. 2. 3. 4. 5.
éces Hozli Stierenweid | Résselstein ImZil Gattenfeld | Total
MIT[SIMII][SIMI[IT]SIMITIS IMIJIT]S
demus sylvaticus 6 15 157 5 15/ 5 9 9{2 10 17|12 6 2 125
demus flavicollis 303 134 1 1412 6 4|0 4 8|0 1 3 66
demus sp. 1 0 12 o0 O3 1 210 1 341 0 0 15
hrionomysglareolus | 3 6 911 5 152 1 7|10 5 2}12 8 7 73
al 13 24 38(14 11 4412 17 2202 20 30| 5 15 12| 279

Tabl. C. Bilan des captures de micromammiféres pendant les mois de mai (M), juillet (T)

et septembre (S) 1990 dans cing lieux de 1'Oberland bernois

4 5

MAI (n=46)

par lieu et période de piégeage

1 2

3 4

5

JUILLET (n=87)
Fig. C. Distribution des micromammiféres par espéces,

1

3 4 5

SEPTEMBRE (n=146)

L

A. sylvaticus
A. flavicollis
A sy

C. glareolus
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ANNEXE VNl Récolte de tiques I. ricinus
1. Hozli 2. Sterenweid 3. Rosselstein
LINIMJF|[LI[NJMJF[L[N[MJF
Mai 40 43 10 23| 0 65 17 16| 0 82 11 40
Juillet 0 19 17 201 0 47 3 8 (41 53 0 45
Septembre 34 39 10 47|36 51 7 12|17 103 20 33
4. Im Zil 5. Gattenfeld Total
LIN[M[F|L]IN[MJEF|[L]N[MJ[F
0 62 27 2610 78 15 45 40 330 80 150
23 3% 11 10|14 60 17 43 78 215 48 126
0 41 12 20| 0 40 31 35 87 274 80 147
205|819|208[423
Tabl. C. Liste des tiques [. ricinus récoltées dans cing lieux

larves
nymphes
males
fermelles

i uon

de V'ouest de I'Oberland bernois {1990}
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ANNEXE X Val atologiques de référen z les veaux {2-4 moi
| vins adult ain
(D'aprés Tschudi, 1985)
{en moyenne + déviation standard}
Tabl. D.
X-25] X [X+32s
Hématocrite (1/1) 0.23 0.31 0.39
Hémoglobine (g/dl) 4.59 6.52 8.44
Erythrocytes (1012/1 6.5 8.4 103
Thrombocytes (10° /1) 200 D) 1080
Leucocytes (10%/1) 4 7 12
Valeurs absolues %
(10%/1) X-2s] ¥ | X+2s

Neutrophiles 1.0 245 5.4 25 35 45
Neutr. imumatures (stab) 0 3 0.24 0 A 2
Eosinophiles 0 0.05 0184 1 5 10
Basophiles 0 0.05 0.17 0 0.5 1
Monocytes 0 0.16 0.45 2 5 8
Lymphocytes 3.1 5.8 8.5 45 55 65

Tabl, E.

X-25] X [x+32s
Hématocrite (1/1) 0.28 0.35 0.38
Hémoglobine (g/dl) 5.59 6.83 8.69
Erythrocytes (1012/] 5 6.5 8
Thrombocytes (10% /1) 200 a 800
Leucocytes (10%/1) 4 7 10
Valeurs absolues %
(10/1) ¥-25] X [X+2s

Neutrophiles 1.0 22 35 20 35 50
Neutr. immatures (stab) 0 a 0.2 0 a 2
Eosinophiles 03 0.6 1.5 1 5 10
Basophiles 0 a 0.1 0 05 2
Monocytes 0 a 033 2 5 6
Lymphocytes 2.5 4.0 5.5 45 55 65
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ANNEXE X Valeurs hématologiques, températures rectales
et parasitémie chez des veaux infectés expérimentalement

par E. phagocytophila
Légende des TabL F 3 Tabl. M_
T : jours post-infection
Temp température
Ninf neutrophiles infectés
Leu : leucocytes
Eryt : érythrocytes
Hgb : hémoglobine
Hct : hématocrite
Thr : thrombocytes
Neu : neutrophiles
NeuS : neutrophiles immatures (stab)
Eos : éosinophiles
Bas : basophiles
Mon : monocytes

Lym : lymphocytes
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