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Etudes sur la cowdriose & Madagascar

Troisiéme partie

par J. RAMISSE et G. UILENBERG (*)

RESUME

Des essais préliminaires sur la culture et 'adaptation de C. ruminan-
tiurm aux animaux de laboratoire ont eu pour seul résultat 1’obtention
de passages alternés entre souris et moutons. Deux passages en série sur

souris m'ont pas réussi.

ESSAIS D’ADAPTATION
DE COWDRIA RUMINANTIUM
AUX ANIMAUX DE LABORATOIRE
ET ESSAIS DE CULTURE

Il serait souhaitable de pouvoir cultiver
C. ruminantium ou de I'adapter & d’autres ani-
maux que des ruminants, dans l'espoir d’obte-
nir une atténuation du germe pour la vaccina-
tion et de disposer d’antigéne pour d'éventueiles
réactions sérologiques et d'immunisation.

De nombreux chercheurs I'ont essayé. Citons
parmi eux, BALOZET (1936), MASON et
ALEXANDER (1938, 1940), HUDSON et
HENDERSON (1941), PELLISSIER et col-
lab. (1950), HAIG (1952), HUGHES (1953),
ADELAAR (in: HENNING, 1956), KAR-
RAR (1960) et ceux du Laboratoire de Farcha,
IEM.V.T., République du Tchad (Rapports
annuels 1965, 1968). Ces essais ont porté sur
souris, rats, cobayes, lapins, rongeurs sauvages,
furets, singes, cultures de tissus et embryons de
poulet; dans certains cas la cortisone a été
employée pour diminuer les défenses immuni-
taires de I'animal et il y a méme eu des ino-
culations d’embryons de cobayes dans l'utérus,

(*) Travail du Laboratoire Central de I’Elevage,
Tananarive; Institut d’Elevage et de Médecine vété-
rinaire des Pays tropicaux. B.P. nv 862.

Aucun auteur n’a réussi & obtenir la culture
de C. ruminantium ou a l'adapter de facon
permanente aux animaux de laboratoire.

NEITZ, {communication personnelle), signale
que de trés nombreuses expériences non
publiées en Afrique du Sud n'ont pas réussi.

Quelques résultats partiels ont toutefois é&té
obtenus : MASON et ALEXANDER (1938)
observent deux fois la survie de Cowdria rumi-
nantivm sur animal de laboratoire, sans autres
précisions. Les mémes auteurs obtiennent, en
1940, 5 passages en série chez des furets et ils
observent parfois une réaction fébrile chez le
furet, et la présence de rickettsies dans des
cellules endothéliales. Ils n’ont pas pu obtenit
un 6° passage. ADELAAR (in: HENNING,
1956) rapporte également des résultats sur
furets, sans autres précisions qu’une augmen-
tation de la virulence pour le furet au cours
des passages, sans diminution de virulence pour
les ruminants.

HUDSON et HENDERSON (1941) réussis-
sent la conservation du germe chez le rat blanc
et chez un rat sauvage (Rhabdomys pumilio).
HAIG (1952) obtient le méme résultat chez
des souris blanches, mais il ne peut pas obtenir
deux passages consécutifs sur souris; il 0’y a
apparemment pas de multiplication du germe,
mais uniquement survie.
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Les chercheurs du Laboratoire de Farcha
(Rapport Annuel pour 1968) signalent des
résultats positifs chez des rats blancs, sans
obtenir de passages, Ils observent méme des
rickettsies sur frottis de cerveau des rats. Etant
donné gqu’ils n'ont pas effectué I'épreuve d’ino-
culation de ruminants sensibles, il n'est pas
possible de savoir s’ils avaient affaire chez les
rats 4 la cowdriose ou i une autre rickettsiose.

BALOZET (1936) pense avoir obtenu des
résultats positifs chez le cobaye, le rat et le
lapin, méme avec des passages de cobaye a
cobaye. Mais il ne donne pas la prewve qu’il
s’agit véritablement de la heartwater, aucun
diagnostic microscopique chez les moutons
inoculés nétant signalé; par ailleurs, les mou-
tons ayant réagi au germe ftransmis par les
animaux de laboratoire se comportent comme
animaux neufs envers la véritable cowdriose.
DU TOIT (in - BALOZET, 1936) obtient les
mémes résultats et pense qu'il s’agit de deux
infections différentes.

PELLISSIER et collab. (1950) et HUGHES
(1953) ont réussi A infecter des cobayes, lapins
et cercopithéques, et HUGHES a réussi des
passages en série; mais ils pensent avoir affaire
a une autre rickettsiose que la cowdriose,

Des chercheurs d'Onderstepoort (in: Rap-
port Annuel du Laboratoire de Farcha pour
1965) auraient réussi exceptionnellement 3 pas-
sages de C. ruminantium sur ceuf embryonné,

Nous rapportons ci-dessous les résultats de
nos quelques expériences sur ce sujet, résul-
tats qui ne sont pas meilleurs que ceux des
autres auteurs.

1. (Eufs de poulets embryonnés

Aucun résultat sur embryons de 7 et 8 jours,
inoculés avec du sang infectieux par voie intra-
vitelline, Les ceufs ont été ouverts 8 jours
plus tard. La coloration du vitellus et des
membranes n’a mis en évidence aucun élément
rickettsien. Le broyat d'ceuf inoculé par voie
intraveineuse a un mouton neuf n’a pas trans-
mis |a maladie. 5 passages aveugles sur ceuf
(utilisant du vitellus ou un broyat de mem-
branes ou d’embryons) n’ont pas apporté de
résultal positif,

2, Lapins

Des lapereaux de 2 4 3 semaines ont &
traités & la cortisone (2,5 mg). Ils ont été

inoculés avec du sang infectieux par voie intra-
cérébrale (0,1 ml). Nous avons fait 7 passages
aveugles sur lapereaux, utilisant du broyat de
cerveaux (au 1/5) en liquide de Hanks, ino-
culé par voie intracérébrale (0,1 ml). Les cer-
veaux ont été contrdlés i chaque passage par
frottis du cortex colorés au Giemsa,

Au 10® jour suivant le deuxiéme passage,
un lapereau est mort, présentant des granula-
tions rouges violacées dans les cellules endo-
théliales des capillaires du cortex cérébral,

A partir du 3* passage, les lapereaux mou-
raient en 24 heures, et présentaient toujours
des granulations rouges dans les cellules endo-
théliales, Au 6° passage, certains frottis de
cerveau présentaient des bactéries; nous avons
alors inoculé du broyat de cerveau traité aux
antibiotiques. La mortalité a cessé et nous
n'avons plus observé de granulations dans les
cellules endothéliales.

Etant donné la rapidité de 1a maladie (notons
que les lapercaux aprés le premier passage
n'étaient pas traités i la cortisone), nous ne
pensons pas avoir eu affaire & la cowdriose.
Dzs inoculations de moutons n’ont malheureu-
sement pas pu étre effectuées. Les essais sont
a reprendre.

3. Cobayes

Des essais sur cobayes, suivant 1a méthode
indiquée pour les lapins, n'ont donné aucun
résultat (passages aveugles, coloration de frottis
de cerveau).

Par la suite, 3 groupes de cobayes sont ino-
culés par voie intrapéritonéale avec du sang,
du broyat de cortex cérébral ou de rate d'un
mouton 4 I’agonie; il a été prouvé par inocula-
tion 4 un animal sensible que le sang du mou-
ton était infectieux. 2 semaines plus tard, les
rates des cobayes sont récoltées, broyées et
inoculées par voie infraveineuse 4 2 moutons
neufs : un mouton regoit 'inoculum provenant
des cobayes inoculés avec le sang infectieux,
I'autre, la suspension provenant des cobayes
inoculés avec le cerveau et la rate du mouton.
Aucun des moutons ne réagit.

4. Souris blanches

Dans un premier temps, nous avens voulu
voir si C. ruminantium pouvait é&tre détectée
sur frottis de cortex cérébral de souris ino-
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culées avec du sang infecticux. Nous nous
sommes servis de souris et de souriceaux, trai-
tés ou non i la cortisonc (1 mg). Les souri-
ceaux ont été inoculés par voie intracérébrale
avec 0,01 a 0,02 ml de sang, les souris par
voie intrapéritonéale (0,5 ou 1 ml) et par voie
intracérébrale (0,03 a 0,04 ml). Nous avons
fait 4 séries de 2 passages aveugles avec des
cerveaux broyés en liquide de Hanks.

Aucune inoculation n’a entrainé ’apparition
de symptémes de maladic. Tous les animaux
ont été sacrifiés aprés un délai plus ou moins
long (maximum un mois); tous les frottis de
cortex cérébral ont été négatifs.

Par la suite, nous avons voulu étudier la
conservation du germe chez la souris, comme
il & été signalé par HAIG (1952).

Des souris adultes ont été inoculées par voie
intrapéritonéale avec 1 ml de matiére virulente,
soit du sang (avec héparine), soit du broyat de
rate ou de cerveau en eau physiologique, soit
un mélange de ces prélévements, provenant de
ruminants (7 moutons, 2 chévres, 1 bovin),
saignés ou sacrifiés en plein accés de cowdriose.
Les souris avaient été traitées a la cortisone
(1 mg). 1l a éé prouvé dans chaque cas qu’il
s'agissait bien de la cowdriose chez ie rumi-
nant donneur (voir les méthodes de travail
indiquées auparavant, UILENBERG, 1971).

Les souris ont été sacrifices 2 semaines apres
I'inoculation, et les rates broyées dans de 'eau
physiclogique et inoculées par voie intravei-
neuse 4 un mouton, a raison de 5 rates de
souris par mouton.

RESULTATS

Sept lots de souris, inoculées avec du sang
de 7 donneurs différents, ont été éprouvés chez
9 moutons. Trois lots ont donné un résultat
positif. 4 lots {dont un fut inoculé a 3 mou-
tons} ont donné des résultats négatifs,

Un lot, inoculé avec du cerveau d'une chévre,
a donné un résultat pesitif sur mouton.

Un lot, inoculé avec de la rate de la méme
chévre, a donné un résultat négatif sur mouton.

Deux lots, inoculés avec du cerveau et de
la rate de 2 moutons différents, ont donné des
résultats négatifs, Dans un cas, le sang du

mouton inoculé 4 un autre lot de souris avait
pourtant donné un résultat positif sur mouton,

Un lot, incculé avec du cerveau, de la rate
et du sang d'un mouton, a donné un résultat
positif.

Dans les cas positifs, 1a preuve qu’il s’agis-
sait bien de la cowdriose chez les moutons
inoculés a pu ére apportée par examen micros-
copique ou par inoculations.

Nous avons cssayé, deux fois, 2 passages
aveugles sur souris et une fois 3 passages,
avant de réinoculer des moutons. Les résultats
ont été négatifs, bien qu'il ait été prouvé que
les rates des premiéres souris utilisées pour les
passages étaient infectieuses pour le mouton.

Une lignée de la souche a jusqu’ici été passée
3 fois sur souris, en alternant les passages sur
souris et sur mouton. Toutefois, le dernier pas-
sage sur souris essayé avec cette lignée a donné
un résultat négatif. Il n’v a apparemment pas
eu d’atténuation de la souche, le mouton ino-
culé avec le troisitme passage de cette lignée
sur souris est mort de cowdriose.

Ajoutons qu'aucune des souris inoculées n'a
présenté de symptdme de maladie et que la
recherche de rickettsies de leurs organes s’est
1évélée négative.

5. Culture de leucocytes de veau

Une culture de leucocytes a été réalisée avec
le sang d’'un veau en accés thermique de cow-
driose (diagnostic prouvé par inoculation a4 un
mouton sensible). Les cellules de 7 tubes de
cultures ont été décollées 8 jours plus tard
avec du verséne, et inoculées par voie intra-
veineuse & un mouton sensible. Le résultat a
été négatif.

DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Nous avons pu confirmer le travail de HAIG
(1952), cest-a-dirc que C. ruminantium peut
survivre chez la souris, sans s'adapter & cet
animal. Un travail de longue haleine sera néces-
saire pour vérifier si une adaptation 4 la souris
n’est pas possible aprés un grand nombre de
passages alternés entre souris et ruminants.

Les essais sur lapereaux sont également 2
reprendre, bien que nous pensions ne pas avoir
eu affaire dans ce cas & la cowdriose.
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Finalement, la maladie est suffisamment
préoccupante pour que d’importants moyens y
soient consacrés, utilisant tous les procédés ct
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astuces imaginables, et ne négligeant aucun
animal de laboratoire, ni aucune méthode de
culture,

SUMMARY

Studies on cowdriosis in Madagascar, Part, TII

Preliminary trials on the cultivation and adaptation of C. ruminan-
fium to laboratory animals have only resulted in obtaining alternating
passages between mice and sheep. Two censecufive passages in mice have

not succeeded.

RESUMEN

Estndios sobre la « heartwater » en Madagascar
Tercera patte

Ensayos preliminares sobre el cultivo y la adaptacion de C. ruminan-
fiwm en los animales de laboratorio tuvieron como dmico resultado la
obtencién de pasajes alternados entre ratones y ovejas. Mo acertaron dos

pasajes en serie sobre ratém,
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ADDENDUM

Nous venons de prendre connaissance, dans une
publication récente, d’essais de passages de C. rumi-
nantinvm chez la souris (DU PLESSIS et KUMM,
1971). Ces auteurs signalent n’avoir eu que des échecs
avec deux souches, alors qu'ils pensent avoir réussi
plus de 20 passages en série chez la souris avec une
troisiéme souche isolée d’vn cas naturel de cowdriose

chez la chévre, sans toutefois apporter la preuve gque
la rickettsiose transmise était bien la cowdriose.
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