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Summary

Title: New aspects of the part of the vector played by Ixodes ricinus L. in
Switzerland. Preliminary note

The authors, after having recalled their recent work on fxodes ricinus
ecology, give the new results about the part played by this species in the trans-
mission of different infectious agents in Switzerland. J. ricinus was already
known 10 be the most imporiant vector of the lick borne encephalitis virus, and
of protozoans of the Babesia genus. In this article, we describe the existence in
the hemolymphe of different I. ricinus populations, of a ricketisia species relat-
ed to the RMST group (Recky-Mouniain Spotted Fever), of a irypanosome,
which is close to T rheileri, and of an infectious larval form (L3) of Dipetaio-
nema rugosicauda. An oultline is suggested with the object of illustrating the
functioning of a natural foci of tick encephalitis. The biological significance of
the unusual presence of irypanosomes and of larval filariae in ticks is aiso dis-
cussed. The authors underline the fact that ricketisia, rypanosomes and filarial
forms are observed for the first time in Swiss [, ricinus,
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Introduction

Dans un précédent iravail, et exprimé dans son sens trés général, nous
posions la question de savoir si les tiques de Suisse transmettaient des agents
pathogénes (Aeschlimann et al.. 1969). Depuis lors, 'inventaire des espéces
d’Ixodoides récoltés en Suisse a été établi. 1l ressort de cette étude qu'fxodes
ricinus est la tique la plns répandue. Elle colonise tous les milieux oi la végéia-
tion offre les conditions microclimatiques nécessaires a sa survie. On [a trouvera
donc dans des biotopes oi le couvert végétal est abondant: foréts a riche sous-
bois, bosquets, buissons, haies, etc. I ricinus est rare dans les paturages 4 ciel
ouvert; il disparait dans les champs cultives; sa limite de distribution en altitude
ne dépasse guére 1200 m (Aeschlimann, 1972). L'espéce s’accommode d’hotes
aussi divers que les reptiles, les oiseaux et les mammiféres les plus variés.

En 1969, 4 la suite des résnltats d’études entreprises dans les pays limi-
irophies, on pouvait admettre qu'f. ricinus, en Suisse aussi, jouait un réle dans la
transmission d’agents pathogénes, particuliérement duv virus de I'encéphalite a
liques (Frihsommer-Meningoenzephalitis: FSME) et des babésies. Nous avons
donc élaboré un programme de recherches destiné & démontrer qu'f. ricinus est
porteur de tels agents pathogénes, Les observations enregistrées a ce jour
laissent supposer qu'l. ricinus joue également un rdle imporiant dans ’épidé-
miologie d’autres microorganismes gue ceux évoqués ci-dessus. Aussi, cet ar-
ticle est-il destiné & présenter nos premiers résultats et a les comparer avec les
données de la lictérature,

Yirus 4 tiques (FSME)

En 1969 déja. Krech et al. ainsi que Spiess et al. ont rapporté quelques cas
cliniques et sérologiques de FSME. Cependant, c’est en 1972 seulement que fe
virus est isolé par Wandeler et al.. mais 4 partir du cerveau d’un chien. En 1973,
Wandeler et al. récolte le sérum de carnivores sauvages: 91 des 560 séra exami-
nés présentent des anticorps contre e virus FSME. Enfin, Wyler et al., toujours
en 1973, isole pour la premiére fois le virus A partir de liques récoltées sur la
végétation dans la région de Schafthouse (voir aussi Schmidtke, 1973 et Radda
et al, 1974). Depuis lors, des anticorps FSME ont ét¢ mis en évidence dans des
séra humains provenant des régions de Schaffhouse, Winterthour, Thoune et
Neuchatel (Munzinger et al., 1977). L'un des auteurs du présent article® a
d’autre part isolé une souche de virus FSME 4 partir d'un Apodemus flavicolis £t
des anticorps ont ét¢ reprérés dans le sang de 4 antres rongeurs (1 Clethriononys
glareolus et 3 Microtus agresiis). Ces mammiféres provenaient de la région de
Thoune (Zwieselberg).

L'ensemble des résultais évoqués ci-dessus démontre que le virus FSME
est installé en Suisse dans divers foyers, par ailleurs écologiquement caractéris-

# Cenains des résullass présentés dans ce chapire fonl l'objet de 1a thése de H. Maiile.
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tiques pour /. ricirus. Tout laisse supposer que cette tique est le vecteur et assure
ia transmission du virus 4 I"homme, 4 des animaux domestiques (chien) et 4 des
animaux sauvages (carnivores, rongeurs). Comme les carnivores et les rongeurs
sont ¢galement les hétes d’autres tiques du genre fxodes (1. hexagenus pour les
premiers et 1. trianguliceps pour les seconds), on ne doit pas négliger le réle
possible que ces espéces endophiles pourraient jouwer dans la circulation du
virus dans la nature.

La Fig. 1 et sa légende renseigne le lecteur sur notre hypothése de travail.
D’autres travaux sont donc indispensables pour mieux comprendre la distribu-
tion et I'écologie de ce virus dans les conditions suisses, 11 faut cependant souli-
gner que si Nos connaissances i ce sujet restent encore minces, c'est que 'encé-
phalite & tiques n"apparait toujours pas, dans notire pays, comme une maladie
aussi importante qu'en Europe centrale.

Ricketisies

l. Coxiella burnetii. La «Q-fever» est la seule rickettsiose connue en Suisse.
Encore I'histoire naturelle de ce microorganisme n’a-t-elle pas ¢t étudiée. En
principe, tous les cas humains signalés {environ 120 cas par année) sont dus 4 la
manipulation d’animaux domestiques infectés (bovins, ovins, caprins). En effet,
linfection se fait par aérosol et il est inutile de rappeler ici la (rés grande résis-
tance de Coxiella burnerii aux conditions externes défavorables. La rickettsie
survil don¢ pour de longues périodes dans le miliew ambiant, permettant la
résurgeance brutale e1 accidentelle de I'infection chez 'homme alors que la
source primaire (les animaux domestiques infestés} a é1é éloignée depuis long-
ternps.

Cependant. la présence de C. burnetii a é1¢ démontrée dans Dermacentor
reticulatus en Allemagne voisine (Liebisch et al., 1978). Brossard et Aeschli-
mann (1976) ont d’autre part obtenu une seuche de cette rickettsie & partir du
rongeur Cleihrionomys glareolus et ont réussi son passage par I. ricinus. On peut
donc concevoir pour C, burneii, moyennant quelques modifications, un cycle
naturel en Suisse comparable a celui envisagé pour le virus FSME. Ceci reste
évidernment & démontrer (Fig. 1)

2. Auires microorganismes de la famille des Rickettsias. D’autres microorga-
nismes de «lype rickettsien» ont pu &re mis en évidence dans 1. ricinus, comme
le démontre le Tableau | et la Fig. 2. En rait, selon le biotope ot les tiques ont
£té capturées. le pourcentage d'infection d*f. ricinus par des agenis rickettsiens
varie de 1,.8-11,7%¢.

L'identification de ces microorganismes n‘a pas encore €i€ établie mais, par
immunofluorescence directe, une parenté avec les rickettsies de la fiévre pour-
prée des Montagnes Rocheuses a ét¢ démonirée. Nous n'oublions pas que

¢ Cerlains des résullats présenlés dans ce chapitre fonl I'objel de la thése d°0. Peler.
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Tableau 1. Présence de microorganismes de Lype ticketisien dans les Tiques fxodes ricinus captorées
sur la végétavion de phusieurs régions de Suisse

Lieu Nombre de liques Nombre de liques %
examinées posilives
Boisd'Hopial NE . ... .. ... ... 11 NN 3 l
13143 ] l kR
17953 5
Staaswald BE .. ... .. ...... 520NN 35 l
42] 43 27 l 8.3
903 22 88
LeChablaisBE ... ... ... ... 23053 19 | 93
42099 a1 :
Seewald BE................... 27T3INN 27 ‘
116 &3 15 l 1.7
41] %% 53
Schachenwald ZG . ... .. . ... M NN 2 ‘
9644 9 6.7
123 9% 6 l
SinsAG . ...l 5743 | } 18
65 8% J :
KappebZH ................... 924 I } 77
498 ’
WinzwilenZG ... ... 5438
ChamauwaldZG . ... ... ... ... 432
39%
Towaos ... ... 4104 344 8.3

NN = Résultats bases sur I'étude de froutis des lissus de nymphes

ep = Résultats basés sur I'éwde de 'hémolymphe des tiques adulies

d’autres collégnes (Rehacek el al.. 1976) ont décrit, sous le nom de R. slovuca,
une ricketisie observée dans D, marginatus. Bien emiendu. rien n’est connn sur
I'éventuelle pathogénicité des rickellsies que nous avons lrouvées dans les /.
ricinus de Suisse. On pourrail supposer que les rongeurs leur servent de réser-
voirs.

Protozoaires

1. Babésies. Nons avons publié ailleurs quelques réflexions sur les babésies
de Suisse (Aeschlimann et al.. 1975). Nous n'y reviendrons que pour mémoire,
afin de rappeler que les rongeurs (Apodemus sylvaticus e\ flavicolis, Clethriono-
mys glareolus el Microtus arvalis) hébergent réguli¢rement ces hémalozoaires.
Aucun essai de transmission par les \iques inféodées 4 ces rongeucs (immatures

13 Acta Leapica 194 185






Tableau 2. Présence de Teypanosomes el de Miciofilaires L, dans 'hémotymphe de tiques fxodes
ricinuy adulles

Lieu Nombe de liques Nombre de liques %
examindes postives

Trypanosome (T, theileri}

Staatswald BE .. ... ... ..., .. 1324 2 0,15
LeChablawsBE .. . ., .. .. 6350 | 015
SeewaldBE. . .. .. ... ... ... .. 527 2 0.37
Totaux ... ... .. 2504 5 0,19

Microfilaire L, ( Dipetatonema rugosicanda)
StamswaldBE . ... . ... . ... 124 6 48

Remargue: Seules 124 tiques sur 1324 furent disséquées: 6 liques présentaient des microfilaires L,.
soil 4 32 avec 2 L, chacun €12 % avec 1 L, chacune.

d’I. ricinus et tous les stades évolutifs d’[. trignguliceps) n'a été jusqu’ici tenté en
Suisse. D"autre part, nous n'avons pas encore rénssi a «visnaliser» des babésies
dans les tiques capturées dans le terrain. Rappelons cependant les travaux de
Morisod et al. (1972) et de Brossard (1976) sur la transmission, dans notre pays,
de babésioses du bétail par I. ricinus.

2. Trypanosomes. L'examen de I'némolymphe des tiques a permis d’y dé-
couvrir des trypanosomes, il est vrai dans un trés petit nombre de ¢as seulement
(Tab. 2). La présence de trypanosomes dans les tiques constitue un probléme
qui apparait sporadiquement dans la littérature (voir I'article de synthése pu-
bli¢ par Krinsky et Burgdorfer, 1976). Deux hypothéses sont possibles.

a) Trypanosema theileri. On admet généralement que I'évolution de ce
protozoaire dans la tique (on observe souvent des formes en division dans
hémolymphe; Fig. 3} ne s’achéve pas par la production de formes infecticuses
(Hoare, 1972). La tique représenterait donc un cul-de-sac pour 7. theileri. Ce-
pendamt, dans des travaux récents, divers antenrs (Burgdorfer et al., 1973). onl
mis en évidence I'existence d'un cycle de trypanosomes dans Ies tiques. ¢e qui
peut laisser supposet que ces Arthropodes sont mieux que de simples cul-de-sac
pour ces Flagellés. Les tiques joucraient-elles, anx cdtés des Tabanides, un role
dans la transmission de 7. theileri? 1] est possible que les trypanosomes rencon-
trés chez 1. ricinus appartiennent & T. rheileri. Ceci serait d’autant moins éton-
nant qu'en a démontré la présence massive de 7. rheileri dans des bovins de
Snisse orientale (Metzler, 1975). Rappelons que cette espéce de prolozoaire
parasite également les chevreuils, hétes fréquents d'/, ricinus.

b} Autres trypanosomes. [l faut évoquer ici le fait que des trypanosomes se
rencontrent souvent sur des rongeurs infestés de tiques. tom en sachant que les
puces somt rendues responsables de leur transmission. On ne peut cependant
éliminer définitivement I'hypothése que des trypanosomes de rongeurs puisseni
également se multiplier dans les tiques du genre Ixodes.
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Fig. 4. Dipeialonema ( Wehrdickmansiu) rugosicauda: Larve 3 prélevée dans la cavité générale
d'fxodes ricinus. A: larve 3: B: téte: C: ébauche génitale & la hauteur de Iintestin: D: région anig.
rieure. vue fatérale: E: tégion caudale. vue latérale: F: extrémité caudale. vue venttale. (Erfedie: A:
2004 B, C.E.F: 50u: D: 100 4.}
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Filaires

Des microfilaires de stade 3 (Fig. 4) ont ét¢ découvertes 2 1a dissection dans
la cavit¢ générale d'. ricinus adulte, aussi bien chez des males que chez des
femelles (Tab. 2). Comme les Arthropodes étaient a jeun, c’est donc aux stades
de larves ou de nymphes qu’ils s’étaient infestés.

La présence de microfilaires dans des 1xodides d’Europe est rare. Notre
observation est originale pour 1a Suisse. Un premier essai d'ideatification laisse
supposer que nous avons A faire 4 I'espéce Dipetalonema (Wehrdickmansia)
riigosicauda (Chabaud et Bain, communication personnelie)’. Le chevreuil sent
d’hote définitf aux macrofilaires de cetie espéce.

11 est impossible pour l'instant de tirer une quelconque conclusion sur la
biologie et I'importance de cette filaire en Suisse. L'espéce est actuellement
¢tudi¢e 4 Tbingen (Wenk, communication personnelle).

Conclusions

Cetle étude préliminaire du rdle de vecteur joué par I, ricinus en Suisse
s'est révélée intéressante. Si isoladon du virus FSME A pardr de matérniel de
notre pays n'est pas surprenante, s'il ne fait pas de doute qu'f. ricinus est un
chainon important dans I'épidémiologic des babésioses. il faut souligner
quelques résultats originaux et inattendus de notre recherche.

a) Présence de microorganismes non encore identifiés, proches des rickettsies,
dans 'hémolymphe et les tissus des tiques (nymphes et adultes).

b} Découverte de larves infestantes d’une filaire du genre Dipetalonema (pro-
bablement D. rugosicauda) dans la cavité générale d'adultes &’ ricinus.

¢} Comparée aux donnces d'auires auteurs, 1a découverte en Suisse de I'infec-
tion d°J. ricinus par des trypanosomes {T. thetleri) révéle que ce phénoméne
est probablement assez répandu en Europe occidentale et qu’il mérite une
étude approfondie.
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Ixodes ricinus: vector of a hitherto undescribed spotted fever group
agent in Switzerland
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Summary

A tick/ricketisial survey in various parts of Swiizerland revealed the pres-
ence of a new, hitherto undescribed spotted fever group rickettsia (“Swiss
agent”)inupto 11.7% of 1. ricinus collected off vegetation. Infection in ticks was
found to be generalized with rickettsiae developing intracellularly and occa-
sionally also intranuclearly. As a result of massive growth in ovarial tissues,
including the germinative cells, the rate of transovarial and filial infection was
100%.

The “Swiss agent™ appears to be nonpathogenic for guinea pigs, domestic
rabbits, and Swiss mice, but in male meadow voles ( Microtus pennsylvanicus) it
produces a microscopically detectable infection in the tunica vaginalis. The
rickettsia grows well in tissue culture systems including chick embryo fibroblast,
Vero, and vole tissue cells, when inoculated via yolk sac into 5-day-old hens
eggs, it kills 100% of the embryos after 5 io 7 days.

Antigenic relatedness of the “Swiss agent” to ricketisiae of the spotied
fever gronp was indicated by indirect and direct fluorescent antibody staining.
Preliminary serologic typing by microimmunofluorescence and by microagglu-
tination indicated that the “Swiss agent” differs from all prototype strains of
spotted fever group ricketisiae studied so far.

Key words: tick; fxodes ricinus; rickettsia; spotied fever group.

Correspondence: Prof. Dr. A. Aeschiimann, Zoological Institute of the University of Neuchiel.
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Introduction

The only rickeutsial disease of man recognized in Switzerland is Q fever,
Every year aboui 125 serologically confirmed cases come 10 the atieation of the
public health authorities. Although it is generaily assumed that vicks are impor-
1am means by which Coxiella burnerii, the causative agent of Q fever, is lrans-
ferred from natural foci to domestic animals, there is no evidence that licks in
Switzerland are responsible for transmitting this ricketisia to man. All cases, to
the best of our knowledge, are beiag contracted as the resull of close association
with livestock, panticularly sheep. goats, and cattle. Recent discoveries of C. bur-
netii and of spotied fever group ricketisiae in licks from southern Germany
(Liebisch, 1977; Rehadek et al.. 1977; Liebisch et al., 1978) and from Austria
{Kaaserer et al., 1976; Bazlikova el al., 1977) prompied the Zoological Institute
of the University of Neuchatel (o initiate a long-1erm praject to determine the
role of ticks as vectors of rickettsiac and other microorganisms in Switzerland
(Aeschlimann et al., 1979)°. This paper presents preliminary data on the occur-
rence of a hitherio undescribed spotted fever group rickeitsia, hereafier referred
1o as “Swiss agent”, in up to 11.7% of fxodes ricinus collected from various paris
of Switzerland.

Material and methods

From May through July, 1978, several known foci of 7. ricinus in the canlons of Neuchatel,
Bern, Zog. Aargau, and Ziirich were visited, and ticks were collecred by Rlagging. The licks were
examined for ricketistae as follows: nymphs were crushed individually on microscope slides and
their tissues were stained by Giménez' ( 1964); adults were subjecied 10 the hemolymph rest {Burg-
dorfer, 1970). All hemolymph fest. positive males and some positive females were dissected for the
preparation of mullipie tissne smears. Some were stained by Giménez', others were irealed with
finorescein isothiocyanate-labelled immune sera o Rickersia ricketisii (Wachsmuth-74), R. conorit
{Simko): R. prowazekii (ZRS), and C. burnetii (Ohio} to obtain preliminary identification of the
rickensiae.

Many hemolymph 1est-positive female ticks were fed together with normal males on domesric
rabbils and/or guinea pigs. Upon repietion, the females were stored separately in vials and were
allowed 10 Yay eggs. We speculated that 1he rickettsiae present in these licks wonld be passed trans-
ovarially 1o the progeny. From each line. the F, larval ticks were eventually fed on Swiss mice, and
the resuliing nymphs were used for iselalion and characrerization of the agent.

For isolation of the rickettsiae, tissues of speat females or of freshly molted F| nymphs were
friterated in 2.0 ml of cold brain heart infusion broth (BH1), and 0.25 ml of the suspension was
injected infraperitoneally inte each of four male meadow voles {Microms pennsyivanicus). The
remaining inoculum. frozen at —65° C, was stored as reference matesial. Beginning at day 3 afier
inocelation. one or two voles per day were killed and multiple smears were prepared from scrapings
of their tonica vaginalis. These were stained by Giménez’ method and were examined for ricken-
siae.

Limited studies were also carried out to determine the behavior of the “Swiss agenr™ in chick
embryos and in cell coltures. For this purpose, tunica vaginalis and spieens of mfecied voles were

* Supported by a grant of 1he Swiss National Foundation for Scignrific Research (No. 3 303 78).

Some of the results of this work are pan of O. Peler's dissenation.

358



triturated in BH1 and aliquots of 0.25 10 0.5 ml were injected into the yolk sacs of 5-day-old embiyos
or inte menolayers of chick embryo fibroblasts, Vero cells, and cell lines derived from embryonic or
tunica vaginalis tissnes of voles {Burgdoifer and Mavros — unpublished data). The methods used for
maintaining and inoculation cell cultures were similar (o those reporied by Cory et al. (1974).

Indirect microimmunofiuorescence (MIF) and microaggiutination (MA) tests were used w0
delermine serologic responses ol Swiss mice. infected with the “Swiss agent™ either by inoculation
or by feeding of infecied ticks. 10 various rickensial antigens. [a the MIF test (Philip et al.. 1978),
these antigens included: the “Swiss agent” (C, Pi,). R. rickeqsii ("R™; "Hlp”). R. conorii (BF).
R sibirica (No. 246), R. slovaca (“B” and *D™), R. parkeri (Mississippi}, R. montana (M, _;). R. aus-
trafis (Phillips). R. akan (No. 29), R. riipicephali (3-7-26), R. prowazekii (Breinl), R. tvphi {Wil-
mingien), and R. canada (No. 2678),

In the MA test, antipens prepared according le Ormsbee et al. (1978). inciuded: the “Swiss
agent” (C, PR, R rickeqsii (Camas $165; Hansen-73; Sawigoth 22}, R. montana (M, _,). R. conori
(Simko). R. rhipicephali (3-7-26), R. sibirica (No. 246), R. prowazekii (ZRS}, R. oephi (Wilmingion).
and R. canadi {No. 2678). The test was performed according to Fiset el al. { 196%), with the exception
that an isotonic saline baffer (pH 7.0) with Tris {hydroxymerhyl) aminomethane was mixed with
bovine serum albumin and used as diluent 10 faciliaie agglutination.

Lastly. the ultrastructure of the “"Swiss agent” in tick lissues was determined by procedures
described elsewhere (Hayes and Burgdorfer. 1979).

Results

As summarized in Table 1, a total of 4,092 nymphal and aduit I. ricinus was
collected from vegetation in 7 tick-infested areas. Of these, 344 (8.4%) were
positive for a rickettsialike organism. The prevalence of infected ticks varied
from 1.8 to 11.7% depending on the site of collection. In Giménez' stained
hemolymph or tissue smears, the organisms appeared faintly pink and predo-
minantly diplococeal or rodshaped (Fig. 1}. Occasionally, a tick was recorded as
being infected with long. bacilluslike or threadlike organisms. All positive ticks
showed moderate to massive generalized intracellular infections of their tissues.
Intranuclear growth was regularly seen in the tissues of the rectal ampule
(Fig. 2) and in those of the male genital organs. Rickettsial infections were also
heavy in ovarial issues including the cogonia and oocytes. Each of 50 randomly
selected eggs and larvae from each of 25 positive females proved to be infected,
as shown by transmission to the progeny.

None of the Swiss mice, guinea pigs, or domestic rabbils responded to
injected suspensions or to feeding of infected ticks with elevated temperatures,
splenomegaly, or microscopically detectable infections in tissues. Male meadow
voles. on the other hand, developed pronounced splenromegaly and invariably
had rickettsial growth in their tunica vaginalis as early as 3 days after inocula-
tion (Fig. 3). However, serial passages of the “Swiss agent” in meadow voles
have been unsuccessful.

So far isolates from five different tick lines have been established in chick
embryos. In each case. numbers of rickettsiae in yolk sac tissues were moderate
but killed 100% of the embryos in 5 to 7 days after inoculation.

The “Swiss agent” grew well and produced massive infections in all cell

24 Acta Trapaca 359



Table L. Rickentsialike organisms in fxodes riciaus from vegelalion in various parls of Swilzerland.
1978 .

Site Nurnber of licks _ Percenage
examined infecied
Bois d Hopital {Neuchdiel} .. 100 NIN* 3 3.9
N0 AD 13 '
Staatswald (Berm) ... ... .. . S20 NN ki 83
1.324 AD 15 :
Le Chablais (Frbourgy . . .. 650 AD 60 g2
Seewald (Bern) ............ 273NN 27 I
527 AD 68 '
Schachenwald {Zug) ... .. .. 34NN 2 67
219 AD 15 '
Sins (Aargauy ... ... L. 122 AD 2 L3
Kappel (Zirichy . ......... 13 AD B | 7.7
Totals .. . ... ..., ... 4092 344 8.4
* NN = aymphalticks. Giménez-slained lissues

** AD = adullvicks. hemotymph rest

culture systems used (Fig. 4); however, there was little cytopathogenicity and no
evidence of plaque formation.

The vitrastructure of the *Swiss agent™ is similar 10 that of R. rickertsii and
other spotted fever group agents (Fig. 5). The cytoplasmic matrix has a pale, at
times splotchy almosi vacuolar appearance; it is fibritlar and reticular and
contains rather nondistinc ribosomes. Where present, the slime layer is much
less promineni than in other pathogenic rickeusiae. Organisms often are closely
associated with the eytoplasmic components of the host cell. The cell wall shows
some minor variations from that of other rickettsiae of the spotied fever and
1yphus groups. The outer leaflet is thicker (2-4 nm) and the inner layer is no1 as
osmophilic as it is in other rickettsiae. The periplasmic space appears to be
uniform in size, and the plasma membrane, in general, is not as sinuous as seen
in other rickeusiae.

Limiled testing by MA and MIF of sera from Swiss mice inoculated with
infected 1ick suspensions or fed upon by infected F| larvae revealed highly
specific homologous reactions with litile or no cross reaction against any other
ricketisial antigen {Table 2). Nevertheless, aniigenic relationship of the “Swiss
agent™ to the spoued fever group was indicated by direct fluorescent antibody
staining. Invariably. conjugates againsi R, rickettsii ot R. conorii, gave a particu-
late, dustlike staining partern suggesting reaction(s) with certain anvtigenic com-
ponents of the agent. Similarly, homologous conjugates prepared from sera of

360












Table 2. Identification of the “Swiss agent” in MIF-cross lesis of mouse sera®

Anlisera Anligens
Swiss agenl R, rickettsii - R. canorii R. slovaca R. sibirica
(H0)** (35) (51} 8h (3)
“Swiss agent" (110 .. 128 (] 0 0 0
R rickensii (35y ... .. 0 128 ¢ kY] 16
R oermori {51y ... 0 Lr*** 128 2 »n
Rosbovqea8ly. ..., . 0 16 2 256 128
R, sibirfeai(3y. ... .. 4 64 64 52 512

* Results with additional antigens ciled in 1he 1ex1 were similar 10 1hose 1abulated here,
** Figores in parentheses denote code numbers of ckellsial strains,
*** serum dilotion endpoint '
**** yrace of reaclion al 1: & dilmion

Table 3. Spotled fever group relationship of  Swiss agenl” by direct FA siaining

Anligens “Swiss agenl” conjogale

1:2 1:4 1:8 116 1:32 1:64 11128 1:256

+ + + + (+)
+  (+)

“Swdiss agent (110 .. L
rickensit (35y ... ... .. ...,
montana |9y ...
sbivicad3y ... L.
stovaca 81y ... ... ...
akari(8) ... ... ... ..
conerii {51y ... .. .. ..

rhipivephali {12y ... .. .. ..

A

P

FrA
txx

e

|

+ = good fluorescence
( +) = weak Avorescence

meadow voles immunized by inoculation with infected tick suspensions reacied
with several prototypes of spouled fever group ricketisiae (Table 3). Specific
reactions against the “Swiss agen(” were obtained only after 32-fold dilution of
the preparalion. Antigenic relatedness 1o the spotted fever group rickettsiac was
also shown in the indirect FA test. Human immune sera 1o R. rickeltséi reacted
strongly with the “Swiss agent”, as illustrated in Fig. 6.

Discussion
The presence of spotied fever group rickettsiae in I, ricinus has been report-
ed frem several European countries. Giroud et al. (1962) noted ricketisialike
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microorganisms in four pools of this tick taken off domestic animals in the
eastern part of France. They identified them serologically as R. conorii. In a
subsequent survey in various parts of that country, 33 of 71 pools of L. ricinus
contained morphologically typical or arypical rickettsiae that could not readily
be adapted to chick embryos or other laboratory animals. However, sera of
animals inoculated with these ricketisiae. had antibodies against R. conorit,
C. burnetii, and the psittacosis group agents (Giroud et al.. 1965). Additicnal
evidence of spotted fever group rickettsiae (R. conorii) in I. hexagonus. Der-
macenfor reficutarus. and D. marginatus from southeastern parts of France was
reported by Gilot (1975).

During extensive investigations on tick-borne rickettsioses in various parts
of Slovakia from 1968 -1974, and more recently in south Bohemia, Rehagek and
associates (1972; 1975; 1976a: 1976b; 1977) examined 4,441 adult [ ricinus by
the hemolymph test and found 171 infected with ricketisiae. Most were idenii-
fied serologically of by direct immunofluorescence as members of the spotted
fever group. No characterization of these organisms was reported. In the 1968 -
1970 study, Rehacek et al,, (1972) obtained 3 rickettsial isolates in chick em-
bryos. They multiplied poorly but killed the embryos in 3 to 4 days after inocu-
lation. Guinea pigs were said to respond only exceptionally with short and weak
febrile reactions. There was moderate scrotal involvement. but this manifesta-
tion was seen also in guinea pigs without fever,

Recent tick/rickettsial surveys in Bulgaria revealed extremely high {up to
52.2%) percentages of I. ricinus infected with spotted fever group rickettsiae
(Georgieva et al,, 1976; Georgieva and Kyossev, 1978). These findings were
based on positive hemolymph tests and on subsequent identification of the
rickettsiae by direct immunofluorescence. Guinea pigs inoculated with suspen-
sions of 5 infected adult f. ricinus responded in at least 4 instances with CF
antibodies to spotted fever group antigens.

Thus. rickettsiae detected so far in I. ricinus and in many other species of
European ticks (see references cited) have been identified in preliminary ways
only by serologic tests and/or immunofluorescence. Their precise antigenic
relation to the prototype strains of tick-borne ricketisiae remains to be estab-
lished. An exception to this is a spotted fever group agent isolated from D. war-
ginarus in Slovakia (Brezina et al.. 1968). When subjected (0 serologic tests, this
organism was found to differ so much from other prototype species of the spoi-
ted fever group that it was considered a new species, for which the name, R. sio-
vaca, was proposed (Urvelgyi and Brezina, [978).

The “Swiss agent” also appears 10 be a hitherto undescribed member of the
spotted fever group. lts antigenic relationship to this group is indicated by cross
reactions in direct and indirect immunofluorescent staining. Also typical for
spotted fever group rickettsiae is its growth pattern in the tick vector in which it
preduces generahized infection. its ability to invade and multiply in nuclei. and
its transmission via eggs to the progeny.
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Serologically, at least in MA and MIF lesis, the “Swiss agem” is quile
distinci in that it does not cross-react with any of the prolotypes of spotied fever
group rickettsiae. In spile of these rather unique biological characlerislics, we
do not now propose a scientific name for the “Swiss agent™. This must await
resulis of experiments in progress to determine the guanine plus cyiosine com-
position of the rickettsia’s DNA, its protein patterns by SDS-polyacrylamide gel
elecirophoresis, its anlibiotic sensitivity, and the immune responses of laborato-
ry animals as measured by other serologic lests. Alse underway are invesliga-
lions peraining 10 the ecology of this tick-borne agent as well as iis potential
significance as a pathogen for man.

Lastly, it should be noted that none of the 3,165 adult 1. ricinus examined
was infected with C. burnerii, although all these ticks originated from areas
where human cases of Q fever occurred in association with the livestock indus-
iry. Delection of natural foct of this agent would not be surprising in view of
reports from Slovakia (Rehaéek e1 al, 1970; 1975), Ausiria (Kaaserer el al.,
1976), and Bulgaria (Georgieva et al, 1976; Georgieva and Kyossev, 1978)
where [. ricinus and other species of ixodid Licks were found to be infecied with
C. burnetii,
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Institut de Zoologie de I'Université de Neuchatel

Présence d’anticorps contre la «Rickettsie snisse»
chez les mammiféres sauvages et domestigues du Canton de Neuchitel'

Q. Péter?

Introduction

La tique Ixodes ricinus est un vecteur des rickettsies connu en Europe depuis de
nombreuses années. Les chercheurs de plusieurs pays ont en effet décelé une rickettsie
du groupe de la fiévre pourprée dans cet ectoparasite (France: Giroud ef al., 1962, 1965;
Belgique: Jadin et Giroud, 1966; Tchécoslovaquie: Rehacek et al, 1972, 1976a, 1976b,
1977, Bulgarie: Georgieva et al,, 1976).

En 1979, on a démontré, pour la premiére fois en Suisse, la présence d'une rickellsie
chez la tique 1. ricinus (Aeschlimann et al, 1979). Son isolement et son identification ont
révélé qu'il s'agissait probablement d’une nouvelle rickettsie du groupe de la fi¢vre
pourprée (Burgdorfer et al., 1979).

En Suisse, la distribution géographique 'l ricinus est limitée par ['altitude
{Aeschlimann, 1972). En effet, au-dessus de 900 4 1000 m, la densité des populations de
ce vecteur diminue rapidemenl. Nous avons donc entrepris une enquéte sérologique
dans un double but:

1. Connaitre les mammiféres impliqués dans la circulalion de cette rickettsie.
2. Mettre en relation la distribution supposée d'1. ricinus et les cas sérologiquement po-
sitifs.
Matériels et méthodes
1. Capiures ! récoltes de sang

Nous avons capturé des mictomammiféres vivants 3 'aide de trappes ichéques dans des lieux si-
wés A des attitudes différentes (4 biotopes au-dessous de 600 m, 2 biotopes entre 700 ¢t 800 m et | bio-
tope au-dessus de 1000 m).

Le prélévement de sang des micrormammuiféres a été effectué par ponclion rétroorbitale. En outre,
la récolte de sang des grands mammiféres sauvages a nécessité Ia collaboration de I'nspecteur de la
chasse et de la péche, des gardes-chasse et des chasseurs du Canton de Neuchitel. Le sang est collecté

dans la cavité thoracique des animaux abattus. Nous avons également profité de préldvements de sang
effectués par I'Office Vétérinaire Cantonal sur les bovins pour recueiilic des échantillons de sera.

2. Techniques sérologigues

Les sera de tous les animaux ont &t testés par microagglutination { Fiser e1 al, 1969). L'antigéne?
employé provenait d’un isolement de la «rickettsie suisses A partir d'J. ricinus (Burgdorfer et at, 1979).
Nous avons fixé le seuil de spécificite A 1/8.

! Ce travail présente des résultats qui font partic de la thése de I'auteur.
2 Adresse: Institut de Zoologie, Unaversité de Neuchitel, Chantemerle 22, CH-2000 Neuchitel 7
3 fourni par le Rocky Mountain Laboratory, Hamilton, M1, USA
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Cependant, avec cette technique, les sera de bovins ont présenté de trop nombreuses réactions
non-specifiques. Par conséquent, nous n’avons pu tenir compte de ces résultats ¢t nous avons réexa-
miné une partie de ces sera {372) par microimmunofluorescence (Philip et al., 1976) dés la dijution
1/ 16 (seuil de spécificité) avec un conjugué ami-1gG de bovins. Pour des raisons de stavistique, nous
avons tiré au hasard 100 sera parmi les 879 disponibles (25 sera de 4 districts, soit 2 districts du bas du
canton, Neuchiitel (NE) et Boudry (BO), ¢t 2 districts du haut du canton, Le Locle {LO) et La Chaux-
de-Foads (CF).

Résultats
1. Micromammiféres

Au total 4 espéces de petits rongeurs ont &té capturées: 26 Clethrionomys glareokus,
19 Apodemus syivaticus, 23 4. flavicollis et 10 Mus musculus. Nous avons détecté des
anticorps contre 1a erickettsie suisses dans 28,2% des cas (22 sur 78 micromaminiféres).
Cependant, 86% des petits rongeurs forestiers présentant des anticorps provenaient
d’an-dessous de 600 m et 7,3% d'une zone située entre 700 ¢t 300 m. Au-dessus de
1000 m, aucun animal ne préseniait plus d’anticorps (Tablean 1). Les sera des 10 souris
grises (M. musculus) étaient tous négatifs.

2. Grands mammiféres sauvages

Nous avons constaté que 30,7% des chevreuils examinés (Capreolus capreolus)
avaient des anlicorps contre la ¢rickettsie suissen (Tableau 2). Mais, de méme que pour
les rongeuss, nous observons chez ces animaux une diminu(ion des anticorps en rapport
avec l'altitude, La séparation est toutefois moins marquée mais reste tout de méme
évidente. $i nous choisissons une imite arbitraire, fixée & 1000 m, 20 chevreuils sur 45
abattus a des altiludes inférieures possédent des anticorps, alors qu'au-dessus de cette
limite seuls 7 chevreuils sur 43 ¢n possédent. De plus, cette situation est confirmée par

Tableau | Test sérologique (microagglutination) contre la ¢rickettsic suisse» sur les micromammi-
féres du Canton de Neuchinel.

Espéces
Altitudes  Lieux Clethrionomys ~ Apodemus  Mus musculus Totaux %
glareolus spp-
Inf. &00 Bois de I'Hpiral (VN w7 - 8/ 8 26
Peseux 17 4/ 7 - 11714
Neuchitel - - 0/ 4 0s 4
St-Blaise - - 0/ 6 0/ 6
700-800  Fontaines i’ 3 1712 - 215 | 94
Coffrane 0/14 1412 - 1/26 '
Sup. 1000 La Brévine 0 | 0/ 4 - 0/ 5
Totaux 926 13/42 0710 22/7%8 282

* sera positifs/ sera lestés
- pas d’animaux
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Tableau 2 Test sérologique (microagglutination} contre la ¢rickectsie suissen sur les chevreuils du
Canton de Neuchiitel

Altitude
Districts inf. 1000 m sup. 1000 m Totaux
Neuchitel 12/20* 1/ 3 13/23
Boudry 6/16 1/ 6 7722
Val-de-Ruz 1/ 2 0/ 1 17 3
Val-de-Travers 17 6 4/27 5/33
Le Locle 0/ 1 0/ 3 0/ 4
La Chaux-de-Fonds - 173 3
Totaux 20745 (44,4%)  7/43 (163%)  27/88 (30,7%)
Titres d’anticorps maximaux {1/512) {1/32)

* sera positifs/sera testés
Test de fréquence double: 20745 # 7/43 o = 000546 limites admises 0,05 ou 0,01

Tableau 3 Test sérologique (microimmunofluorescence) contre la «rickettsie suisser sur les bovins
du Canton de Neuchitel

Districts Sera testés Sera positifs
Neuchatel 98 22

Boudry 35 11
Val-de-Ruz 51 1
Val-de-Travers 43 2

Le Locle 60 1

La Chaux-de-Fonds 65 1

Totaux m 38 (10,2%)

les titres d’anticorps décelés. Ainsi, le titre maximal est de 1/512 au-dessous de 1000 m
¢l de 1/32 seulement an-dessus.

Quant aux autres animaux sauvages, nous les avons également £tudiés en {onction
de la méme limite d’altitude. Sur les 14 sera de lidvres (Lepus europaeus) conirdlés, tous
négatifs, seuls 4 provenaiem de régions de basse altitude.

DY antre part, 3 renards { Vidpes vulpes) sur 4 présentaient des anticorps. Le serum de
'un d’enx, capturé A Motiers (800 m) possédait un tlitre de 1/256 et celui des 2 autres,
respeclivement de La Cote-aux-Fées (1100 m) et de Roche Queune (1000 m), avaientun
titre de 1/16. Enfin, 1 sanglier (Sus scrofa) capturé & Travers (850 m), ainsi qu'une mar-
tre {Martes martes) de La Cdle-aux-Fées, ont présenté une réaction contre la arickettsie
suisse» (1/32). Ainsi, comme pour les chevreuils, une proportion plus forte d’animaux
(2 sur 6) présentaient des anticorps au-dessous de 1000 m, alors que 3 sur 18 senlememt
étaient positifs au-dessus de cette limite.
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3. Bovins

465

An total 372 bovins ont é1¢ testés par microimmunofluorescence et 38 individus
(soit 10,2%) ont réagi positivement (Tablean 3). Trente-trois provenaient des districts
de Neuchitel (NE) et de Boudry (BO) dont les territoires sont presque entiérement si-
tués au-dessouns de 1000 m (Fig. 1). Les 5 animaux positifs restants se répartissaient
dans les 4 autres districts du canton. Parmi les 100 sera tirés au hasard, 14 ont présenté
des anticorps spécifiques (Tableau 4). Si nous séparons les bovins en 2 populations,
I'une établie au-dessous, "autre au-dessus de 1000 m, la dilférence est alors évidente:
13/50 pour la premiére et 1/50 pour la deuxiéme. D’ailleurs le test statistique de
fréquence double nous indique que o (le risque) est plus petit que 1/1000.

Tableau 4 Test sérplogique (microimmunofluorescence) contre 1a srickettsie suisses sur les bovins
de 4 districis du Canton de Neuchiiel

Nombre de
Districts Altitode sera testés sera positifs Tolaux*
Neuchisel Tnfériewre A 25 5 13/50
Boudry 1000 m 25 8
Le Locle Supérieure 3 25 [} 1750
La Chaux-de-Fonds 1600 m 25 |
Totaux 100 14

* sera positifs/sera testés

Test de fréquence double: 13/50 # 1750 o = 0,001

limites admises 1,05 ou 0,01

Tablean 5 Répartition des animawx 4 sérologie positive par rappors 4 "ahitude 1000 m dans le Can-

1on de Neuchatel
Altitude

Espéces nf. 1000 m sup. 1000 m
Chevreuils 20/ 45 7/ 43
Liévres 0/ 4 0/ 10
Micromanmuniféres 22/ 73 0/ 5
Autres mammiféres sauvages /2 /08
Bovins 13/ 50 1/ 50
Toanx 51/1M4 (32,5%) 11/116 (9.4%)
* sera posilifs/sera testés
Test du 2 altitude pos. neg.

inl. 1000m 57 117

sup. 1000 m 11 105 DDL = |

X! = 19,73 x? crit. = 3,84
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4. Résultats globaux en fonction de laltitude 1000 m

Si nous appliguons cette séparation selon I'altitude & tous les sera des animaux sau-
vages et domestiques examinés, nous obtenons la répartition présentée sur e tableau §
et la figure 1. Au cotal, 57 animaux sur 174(32,5%) du bas du canton possédent des anti-
corps contre la «rickettsie suisse», alors que, dans le haut, seuls 11 sur 116 en possédent
(9,5%). La différence entre les 2 populations animales est statistiquernent significative
(test de X2, DDL = 3,84, X2 obs, = 19,73),

Discussion

I. ricinus est une tique triphasique et télotrope. Son spectre d’hbtes est trés large
{mammiféres, oiseaux et reptiles) (deschlimann, 1972). Tous les stades évolutifs, larves,
nymphes et adultes, sont capables de transmetire la ¢rickettsic suisses (Péter et al,
1981). De plus, partout ol nous avous récolté cette espéce, nous I'avons trouvée infectée
de rickettsies mais & des pourcentages variables. Dés lors nous pouvons admettre que les
animaux exempts d’anticorps contre la erickettsie suisses ne sont que rarement en can-
tact avec 1. ricinus, C'est notamment le cas des quelques souris grises (M. musculus)
examinées, toutes négatives (0 sur 10), capturées dans une région ol 86% (19 sur 22) des
rongeurs forestiers possédent des anticorps spécifiques contre la ¢rickettsie suissen.
Cela signifie que tiques et hdtes ne fréquentent pas le méme biotope. Le méme facteur
pourrait expliquer les résultats sérologiques fort différentis obtenus dans les diverses
populations animales vivant au-dessus et au-dessous de la limite de 1000 m d'altitude.
Cette difiérence est particuliérement vraie pour les espéces sédentaires, rongeurs et bo-
vins, malgré le petit normbre &’ animaux examinés. Elle est toutefois moins marquée avec
les grands mammiféres sauvages dont les déplacements sont souvent importants, La
tendance reste cependant la mé&me: les titres d’anticarps sont élevés en basse altitude et
dénoncent une popuiation &'z ricinus importante.

Les petits rongeurs sont de bons indicateurs quant a la présence et A la densité d'Z,
ricinus infectés par la «rickettsie suisse» dans une région donnée. D'atlleurs, le haut
pourcentage de micromammiféres présentant des anticorps spécifiques en basse alti-
tude n’est pas inhabijuel. Dans une forét du Plateau suisse proche (Staatswald, 450 m
d’altitude) nous avons gbservé 79,7% (114 sur 143) de rongeurs sauvages immuns contre
la «rickettsie suisse» (Péter et al., 1981).

A I'heure actuelle, le seul réservoir connu de la grickettsie suisse» est son vecteur,
soit I ricinus. Cependant, les mammiféres qui possédent des anticorps sont tous sus-
ceptibles d’étre une source d’infection et plus particuliérement les micromammiféres.

En effet, pour toutes les rickettsies du groupe de 1a fiévre pourprée, certains petits
rongeurs sont des réservoirs suspectés ou confirmés (Burgdorfer et al., 1966, Rehadek et
al., 1972). Toutefois, pour la wricketisie suisse», cetie hypothése roérite une confirma-
tion par la voie expérimentale.
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Résumé

Au cours de I'éinde de I'écologie de la anickettsie suisses, une ricketisic du groupe de la fidvre
pourprée transmise par Ixodes ricinus, nous avons entrepris d'examiner le serum d’animanx domes-
tiques et sauvages du Canton de Neuchilel pour déceler la présence d'anticorps contre ce micro-
organisme. L'ensemble des sera a été 1es1é par microagglutination ou par micreimmunofiuorescence,
Au vu des résultats, nous pouvons affirmer qu'un trés large éventail d'hétes ¢st en contact avec des
tiques infectées. Cependant, nous monirons que la répanition des animaux 4 sérologie positive n'est
pas unilorme. En elfet, si nous séparons I'ensemble des animaux examinés en 2 populations, Fune
éiablie au-dessouns de 1000 m d'altitude et I'autre en dessus on remarque que respectivement 32,5% et
9,5% des sera recueillis ont des anticorps. La séparation sl trés nette pour les animaux sédentaires
(bovins et micromammiféres) ce qui correspond 4 1a distribution atendue de la tique [. ricimus.

Zussmmenfassung

Im Verlauf von Studien zur Okologie der «Rickettsie suisses, einem provisonisch so benannten,
durch Ixodes ricinus ibertragenen Erreger aus der Fleckfieber-Gruppe, wurden Seren von Haus- und
Wildtieren aus dem Kanton Neuenburg untersuchi, um Antikdrper gegen diesen Mikroorganismus
nachzuweisen. Verwendet wurden die Techniken der Mikroagglutination wnd der Mikroimmuno-
fluoreszenz. Die erhaltenen Resultate bestiitigen, dass ein grosses Spektrum von Wirten im Kontaky
mit infizierten Zecken gewesen, jedoch die Verieilung der serolagisch posiviv Reagierenden nicht ein-
heitlich ist. Wenn man die Gesamtmenge der untersuchten Tiere in zwei Populationen einteilt - unter
und fiber 1000 m Hithe -, so enthalten jeweils 32,5% und 9,5% der gesammelten Seren Antikiirper. Die
Trennung ist besonders oHensichtlich bei den ysesshaftens Tieren (Rinder und Kleinsiuger), was
dem erwarteten Vorkommen der Zecke 1. ricinus entspricht.

Riassunto

Nel carso dello studio dell’ ecologia della arickettsie suisses per una rickettsia del gruppo della
febbre purpurea trasmessa dall’ Ixodes ricimus, abbiamo cercato di esaminare il siero degli animali do-
mestici ¢ selvatici del Cantone di Neuchatel per scoprire la presenza di anticorpi contro questo mi-
croorganisma. L'insieme dei sieri & stato controllato per microaggiutinazione ¢ per microimmuno-
fluorescenza. Dai risultati ottenut possiamo affermare che un elevato ventaglio di ospiti & in contatte
con le zecche infette, Tuttavia dimostriamo che la ripartizione degli animali sieropositivi non & uni-
forme, In effeuti, se separiamo gli animali esaminati in due popolazioni, una situata soo i 1000 metri
di altitudine ¢ I'altra al di sopra, si constata che il 32,5% ed il 9,5% dei sieri contiene anticorpi. La sepa-
razione ¢ molto netta per gli animali sedentart (bovini ¢ micromammiferi), cid che corrisponde alla
constatala presenza della zecca Ixodes ricimus.

Summary

1n the course of studying the ecology of the «Swiss Agenty, which is the name given provisionally
to a spotied fever group ricketisia \ransmitted by Fxades ricinus, we have undertaken an examination
of the serum of both domestic and wild animals in the Canton of Neuchiuel in order to ascertain the
presence of antibodies against this microorganism. All tbe sera were tested by oucroagglutination or
microimmunofluorescence. The resulis enable us lo affirm that thereis a very broad specirum of hosts
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in contact with infected ticks, but we also show that the distribution of the animals with a positive se-
rological reaction is not uniform. Indeed, if all the animals examined are separated into 2 populations,
the one living below and the other above 1000 m above sea-level, it is seen that the percentages of the
collected sera containing antibodies are 32:5% and 9-5% respectively. The separation is particylarly
clear among «sedentarys animals (cattle and small mammals), an observation corresponding with the
expected distribution of the 1. ricinus tick.
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Enquéte épidémiologique dans un foyer naturel
de Rickettsies 2 Jwodes ricinus du platean suisse (1)

par 0. PETER *, W, BURGDORFER ** ¢t A. AESCHLIMANN *

* Institur de Zoologie, Chantemerle 22, CH -2000 Neuchétel,
** Epidemiology Branch, Rocky Mountain Laboratories, Hamilton, Moniana 59840, U.S.A.

RESUME. Dans une forét de plaine humide de Plateau suisse, une Rickettsie du
groupe de la fidvre pourprée, appelée par commodité « Ricketisie snisse », a été
trouvée dans 8,5 % des tiques de I'espéce Ixodes ricinus.

L’évolution de ce microorganisme dans les tiques a été étudiée. Quatre cent trente-trofs
descendants de la premigre génération, provenant de 17 92 infectées, ont été testés.
Tous les descendants, quel que soit leur stade évolutif (Jarve, nymphe, adulte), s¢ sont
révélés étre infectés. La transmission transovarienne et transstadiale a donc eu lien
dans le 100 % des cas.

Cent-soixante-huit micromammiféres ont été capturés dans cette méme fordt, soit
127 Clethrionomys glareolus, 29 Apodemus sylvaticus et flavicolis, 7 Microtus agrestis
et 5 Sorex araneus. Tous étaient lourdement infestés par les larves d'f. ricinus
(3612 larves récoliées). Un échantillonnage de 143 sera, provenant des 5 espéces de
micromammiféres capturés, ont été testés par microagglutination avec un antigéne spé-
cifique anti-« Rickettsie suisse » ; 114 d’entre eux (82 %) présentaient des anticorps
contre cette Rickettsie,

Epidemiological survey in a natural focus of Rickettsia transmitied by Ixodes
ricinus in Switserland,

SUMMARY. A spotted fever group Rickettsia referred to as « Swiss agent» was
detected in 8.5 % of ixodes ricinus coflected in a marshy forest of the Swiss plateau.

(1) Ce travail, réatisé avec I'aide du Fonds Mational Suisse de la Recherche Scientifigue (Requéte
n® 3.303.78), présente des résultats qui feromy partie de la thése du premier des auteurs,

Accepié le 21 juillet (980,
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This organism, in its tick vecior, was found to be iransmitted stadiafly as well as
ovarially ; of 433 larval, nymphal or adult ticks from 17 parental tick females, all
were infected.

A total of 3612 larval 1. ricinus were collected from 168 small mammals including
127 Clethrionomys glateolus, 29 Apodemus sylvaticus gnd flavicolis, 7 Microtus
agrestis, and 5 Sorex araneus from the same forest. 143 sera were obtained from these
rodents : V14 (B2 95) had microagglutinating antibodies to the « Swiss agent »,

I - Introduction

Récemment, i I'instar d’auteurs allemands, autrichiens, tchécoslovaques et frangais,
travaillant chacun dans leur pays respectif (Liebisch, 1976 ; Liebisch et al., 1978;
Kaaserer ef al., 1976 ; Bazlikova ef al., 1977 ; Rehacek ef al, 1971, 1977 ; Gilot, 1975),
nous avons pu mettre en évidence la présence en Suisse d'une rickettsie dans la
tique Ixodes ricinus {(Aeschlimann et al., 1979 ; Burgdorfer et al., 1979). Les premiers
essais d'identification montrent que cette « Rickettsie suisse » (= Rs) (2) s'apparenie
au groupe de la figvre pourprée. Elle est cependant différente des autres espéces
décrites jusqu'a présent en Europe, soit R. conorii, R. sibirica et R. slovaca. Des
recherches plus approfondies sont actuellement en cours pour préciser son statut
systématique définitif.

La Rs a été isolée pour la premidre fois au lieu-dit « Staatswald » {coordonnées :
575-576/203-204, carte de Suisse au 1/25 000, feuille Murten n® 1165}, une forét de
plaine humide, & sous-bois broussailleux, située dans la région du Grand Marais a
environ 15 km au sud-est de Neuchitel (alt. 433 m). Aprés avoir contrdlé le taux de
tiques infectées, nous avons effectré une étude sérologique pour connaitre impor-
tance de la circulation de cette rickettsie parmi les populations de micromammiféres,
Ce sont les résultats de cette enquéte que nous publions ici.

IT - Matériel et méchodes

1 - Réeolte du matériel.

Les travaux ont €€ menés durant I'année 1979, D’avril 4 septembre, les tiques
ont été récoltées au « drapeau » dans [a forét du Staatswald, puis placées jusqu’a
Jeur examen dans un bac 3 température ambiante ot I'humidité relative est maintenue
a4 environ 95 %.

De mi-mars & fin septembre, dans cette méme fordt, nous avons capturé des
micromammiféres que nous avons transférés dans de petites cages grillagées, elles-

(2) Dans la linérature anglaise, la Rs est désignée sous le mom de « Swiss agent ».
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mémes enfermées dans des sacs de toile. Les micromammiféres sont ainsi gardés
pendant 5 & 7 jours. Deux fois par jour, les tiques gorgées sont récoltées au fond
des sacs. Toutes les tiques d’un -animal sont maintenoes séparées dans des tubes
jusqu’s la mue. La détermination de 1’Arthropode est ainsi plus aisée, de méme que
la confection des tests pour la présence de rickettsies. D'autre part, des échantillons
de sang de chague micromammifére sont prélevés du sinus orbital.

2 . Travaux de laboratoeire,

Toutes les tigues adulies récoliées sur la végéiation ont subi le test de I'hémo-
lymphe (Burgdorfer, 1970). Les frottis sont colorés par la technique de Giménez (1964).
Chaque femeHe trouvée infectée est nourrie sur un cobaye ou un lapin. Les tiques des
deux sexes — les femelles aprés la ponte seulement — sont ensuite disséquées et des
frottis d'hypoderme et de tubes de Malpighi colorés au Giménez ou préparés pour
une étude en immunofluorescence (IF). Les nymphes sont écrasées individuellement
sur des lames et les frottis colorés au Giménez.

Ly transmission transovarienne et transstadiale des rickettsies a également été
étudiée. Une parctie des larves (F;) provenant de plusieurs femelles positives ont été
écrasées individuellement sur des lames et les tissus préparés pour les réactions en
IF. Les larves restantes ont éié nourries sur des souris blanches.

Pour la transmission transstadiale, on a vecherché les rickettsies dans les frottis
de tissus de nymphes et d'adultes descendant de famelles infectées. Les Jots de nymphes
et d’adultes ont ¢té nourris sur }e lapin.

Toutes les réactions d'IF directe ont éé réalisées avec un conjugué spécifique
[immun-sérum de Microtus pennsylvanicus anti Rs marqué 3 Yisothiocyanate de fluo-
resceine {3)], selon la technique décrite par Burgdorfer et Lackman (1960).

Pour Ja sérologie, nous avons utilisé le test de microagglutination (Fiset & al.,
1969), avec un antigéne préparé % partir d'une souche de Rs (3) et un antigéne de
Coxiella burnetii (souche Ohio) (3). Les titres égaux & 1/8, ou plus grands, ont &té
considérés comme spécifiques.

III - Résultats

Infection des tiques.

Sur un total de 2 217 Ixodes ricinus récoliés au « Staatswald » {1 673 adultes et
544 nymphes), 188 présentaient des rickettsies {147 adultes et 41 nymphes). soit 8,5 %
(Tablegu 1), Les transmissions transovarienne et transstadiale ont réussi dans le 100 %
des cas. En effet, 433 descendants de 17 femelles infestées ont éié testés, soit 191 larves
(transmisston transovarienne), 113 nymphes et 129 adultes (transmission transstadiale).
Tous les descendants examinés étaient infectés (Tableau I,

(3) Préparé au Rocky Mounlain Laboratory, Hamillon, USA,
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Tableau ). Présence de la « Rickettsie suisse» dans les tigues 1. vicinus capiurdes
sur la végétation
Aduftes : résultats basés sur {'étude des tests d’hémolymphes
Nvmphes ; résultats basés sur 'étude de frottis de tissus de nymphes

. Nombre de tigues Nombre de tigues
annee examinées infestées ¥
1978 1324 adultes 115 adultes 8.3
r
520 nymphes 38 nymphes
1979 349 adultes 32 adultes
24 nymphes 3 nymphes 9,4
Total 2217 188 8,58

Tableau |l. Transmissions transovarienne et transstadiale de la « Rickettsie suisse »
par Ixodes ricinus

Hombra de dascandants axamings et trouvds infestds
Descendance de 17 ¥ ¢ Tranamlsslon Transmiaslon Transmlasion Transmission
[groupsée par lokbs) transovarianna trangstadiale transstadiale transovarisnne
{larves —pnympheat | (nymphes —adultes) totaux
ot 1
Lot 1: 4 %% 134 deacensancs #0780 54454 pas Etudis 1347124
Lot 2: 339 130 dJeawendancs 1117111 19/1% pas Studid 130/130
Lot 3+ 21 F 71 aescendants pas Scudi& 5/ 21421 41741 71771
Lot 4: 4 9 4l geccendants pas Erudié 27727 8/8 6/6 41741
ot 5: 2 % 57 descendants pas Studié 474 14714 39439 59767
Tacaux : 433 geceendantcs 19171%1 1137113 43543 B6 /86 4337433

Les micromammiféeres,

L'ensemble des animaux capturés (168 individus) ont produit 3 612 larves et
77 nymphes gorgées de Tespece [xodes ricinus (Tableau I et quelques rares
I. :riunguliceps dont nous ne tiendrons pas compte dans ce travail. Quelques Sorex
araneus, trouvés morts dans les piéges, ont subi un déparasitage manuel sous la
loupe binoculaire. Quant aux autres micromammifires, ils ont libéré naturellement

leurs tiques.
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Tableau 1. Nombre d’inmmatures d'. ricinus fixés sur différentes espéces de micromamemiféres

Hombre de Romkre de Nombre de Nambre moyen de|
micromammi féres larves fixeas mymphes fixdes larves / animal
Clethrionomys

glareolus : 127 2792 58 22.0
Apodemus sp. s 29 635 14 22.0
Microtus agrestis : 7 113 5 16.1
Sorex anareuws : 5 72 0 14.4
Toetaux + 168 3612 77 21.5

Nous avons étudié, dans le détail, e nombre de tiques qui s'étaient nourries
sur les campagnols roussaires (Clethrionomys glareolus), en classant les hétes selen
I'ge et le sexe aprés chaque récolte mensuelle. Les animaux juvéniles ont été
séparés des adulies par le critére du poids, 1a limite ayant éré fixée par I'observation
a 19 g (Tableau [V).

La technique de microagglutination a révélé que 77 Cl glareolus sur 102 testés
(75,5 %) )préseniaient des anticorps spécifiques contre la Rs avec des fitres variant
de 1/8 & 1/1024 (Tablequ V). Si l'on ne tient compie que des adultes, 52 animaux
sur 57 (91,2 %) ont éié ¢n comiact avec la Rs.

Sur 34 Apodemus sylvaticus et flavicolis récoltés, 30 présentaient des anticorps
(88,2 %), avec des tifres vaciant de 1/8 & 1/1 024,

Des’ anticorps oni également été trouvés dans 6 Microfus agrestis et 1 Sorex
araneus.

Soulignons que sur I’ensemble des micromammiféres examinés, seul un A podemus
sylyaticus présentait un titre d'snticorps de 1/8 contre Coxiella burnetii.

IV - Discussion

Dans la forét du « Staatswald », le taux d’infection d°1. ricinus par la Rs varie
de 7 a 11 %. Ce chiffre est netiement inférieur & celui trouvé en Bulgarie (Georgieva
et al., 1976) ot 42 % d'[. ricinus étaient infectés pat une rickettsie du groupe de la
fitvre pourprée. La présence de ricketisies de ce groupe chez 1. ricinus a par ailleurs
été mise en évidence dans plusieurs autres pays d’Europe : France, Allemagne, Autri-
che, Tchéceslovaquie. La Suisse ne fait donc pas exception.

Burgdorfer er Brintou (1975) ont menitré que les transmissions transovarienne
et iransstadiale om lieu dans 100 9% des cas avec Dermacenior andersoni infecié de
R. rickettsii. Nous avons obtenu les mémes résultats avec la Ricketisie suisse.
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Tableau V. Sérologie des micromammiféres {test de microagalutination)

sera
testés TITRES
ESPECES sera %
posltifs /8 1716 1732 1/64 17128
C1. glareolus o~ 34/31 3 3 1 a 16
2 237217 | 2] o 0 1 18
Juv 45725 55,5 5 6 L] 2 ]
Totaux 102777 75,5 -} 9 6 12 42
Apodemus Sp. 34/30 85,2 1 1 8 7 13
M. agrestls 6/6 o 0 1 o 5
5, araneus 1/1 0 0 o] 1] 1
Totaux 143/114 79,7 9 14 15 i9 61

C’est un fait bien connu que les micromammiféres sont, au printemps, lourdement
infestés par les larves d’I. ricinus. Cotwe infestation varie au cours de la saison et nos
résultats récents avec le campagnol roussitre (Cl. glareolus) coincident avec ceux
obtenus dans la méme forét par Mermod ef al. (1973). Nous apportons cependant
des précisions nouvelles quant au taux d’infestation des divers individus au sein
d'une méme popularion. Ainsi, au mois de juin, les campagnols males sont 3 [ois plus
parasités par les larves que les femelles ou les juvéniles. On pourrait supposer que les
déplacemenis des males sont plus fréquents ¢t plus éiendus que ceux des femelles,
par conséquent leurs possibilités d'infestation par les tiques seraient également plus
nombreuses. Cette différence de comportement des hotes pourrait se rofléter dans les
résultats sérologiques, en ce sens que le nombre de méles positifs devrait étre plus
élevé que celui des femelles. Or ce n'est pas le cas. En effet, I'enquéte sérologique
révéle que 7 semaines aprés leur naissance, soit aprés avoir atteint le poids de 19 g,
91,2 % des campagnols des deux sexes ont déja €té en contact avec un nombre suffi-
sant de tiques infectées pour qu’ils présentent des anticorps décelables par micro-
agglutination. Par contre, le 535 % seulement des animaux juvéniles présente une
sérologie positive. Ces résultats sérologiques n'ont rien d’étonnant si I'on tient compie
de T'importance de la population de tiques au « Staatswald », du pourcentage de tiques
infectées et du taux d'infestation des micromammiféres par les larves. 1] est cependant
remarquable de constater que les enquéies sérologiques effectudes sur les populations
de micromammiféres en Allemagne {Krauss et al.. 1977), en Tchécoslovaquie (Reha-
cek et al., 1972, 1976, 1977) et en Autriche (Kaaserer et al.. 1976) révélent des pour-
centages nertement inférieurs (maximum 33 9%). Certes la mature du biotope choisi,
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mais peut-8tre aussi l'utthisaiion par ces auteurs d’'un antigéne non spécifique (p. ex.
préparé avec une autre espece de ricketisie du groupe de la fizvre pourprée), pourraient
expliquer cette différence.
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