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Résumé

Nos travaux ont porté sur la fievre Q dont le principal réservoir est le ruminant ; Coxiella
burnetii en est I'agent de la fievre Q, ou "fievre des requétes"”, une zoonose décrite pour la
premiére fois en Australie en 1937. Depuis cette premiére description, les connaissances sur cet
agent pathogene et les infections qui lui sont associées ont augmenté de maniére
spectaculaire. Nous passons ici en revue tous les progrées réalisés au cours des 20 derniéres
années sur ce sujet. Cette maladie est peu étudiée en Algérie ; et le manque de données sur la
fréquence et la distribution de la maladie est observée. Avec une étude détaillée de I'agent
causal C. burnetii qui est classiquement un intracellulaire strict, Bactérie a Gram négatif.
Cependant, une étape importante dans la caractérisation de ce pathogéne a été réalisée par
I'établissement de sa culture axénique. C. burnetii infecte un large éventail des animaux, des
arthropodes aux humains. Les déterminants génétiques de la virulence sont désormais mieux
connues, grace a la détermination des séquences du génome de plusieurs souches de cette
espéce et des analyses génomiques comparatives. La fievre Q est présente dans le monde
entier, mais les caractéristiques épidémiologiques de cette maladie varient en fonction de la
zone géographique considérée, y compris les situations ou elle est endémique ou hyper
endémique, et I'apparition des épidémies. Ces derniéres années, une percée majeure dans la
compréhension de I'histoire naturelle de l'infection humaine par C. burnetii a été la rupture de
I'ancienne dichotomie entre la fievre Q "aigué" et "chronique". La présentation clinique de
I'infection a C. burnetii dépend a la fois de la virulence de la souche infectante de C. burnetii et
des facteurs de risque spécifiques a le patient infecté. De plus, il ne peut y avoir de contagion
persistante sans une concentration de l'infection. Ce changement de paradigme devrait
permettre un meilleur diagnostic et une meilleure gestion des infections primaires et les
complications a long terme chez les patients atteints d'une infection a C. burnetii. D'autre part,
la vaccination semble étre le meilleur moyen de combattre la fievre Q. Une phase | Le vaccin
inactivé, dont l'efficacité préventive a été démontrée expérimentalement, est autorisé en
France depuis 2004. Plusieurs équipes de recherche et organisations professionnelles sont qui

évalue actuellement les avantages de ce vaccin dans les troupeaux.

MOTS CLES : Coxiella burnetii, diagnostic, fievre Q, traitement, épidémiologie, génomique



Abstract

Our work focused on Q fever whose main reservoir is ruminant; Coxiella burnetii is the agent of
Q fever, or “query fever,” a zoonosis first de-scribed in Australia in 1937. Since this first
description, knowledge about this pathogen and its associated infections has increased
dramatically. We review here all the progress made over the last 20 years on this topic. This
disease is little studied in Algeria; and lack of data about the frequency and distribution of the
disease is observed. With a detailed study of the causal agent C. burnetii which is classically a
strict intracellular, Gram-negative bacterium. However, a major step in the characterization of
this patho-gen was achieved by the establishment of its axenic culture. C. burnetii infects a
wide range of animals, from arthropods to humans. The genetic determinants of virulence are
now better known, thanks to the achievement of determining the genome sequences of several
strains of this species and comparative genomic analyses. Q fever can be found worldwide, but
the epidemiological features of this disease vary according to the geo-graphic area considered,
including situations where it is endemic or hyperendemic, and the occurrence of large epidemic
outbreaks. In recent years, a major breakthrough in the understanding of the natural history of
human infection with C. burnetii was the breaking of the old dichotomy between “acute” and
“chronic” Q fever. The clinical pre-sentation of C. burnetii infection depends on both the
virulence of the infecting C. bur-netii strain and specific risks factors in the infected patient.
Moreover, no persistent in-fection can exist without a focus of infection. This paradigm change
should allow better diagnosis and management of primary infection and long-term
complications in patients with C. burnetii infection. On the other hand; Vaccination appears to
be the best way to combat Q fever. A phase | inactivated vaccine, whose preventive efficacy has
been experimentally demonstrated, is authorised in France since 2004. Several research teams

and professional organisations are currently evaluating the benefit of this vaccine in herds.

KEYWORDS: Coxiella burnetii, diagnosis, Q fever, treatment, epidemiology, genomics
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INTRODCTION

La fievre Q et son agent causal, Coxiella burnetii, ont été décrits et identifiés depuis plus d’un
demi-siecle.

Si cette maladie reste mal connue et suscite, chez les éleveurs d’animaux de rente, un intérét
limité dans la mesure ol son impact économique est faible ; elle n’en demeure pas moins
inscrite sur la liste B de I'Office International des Epizooties.

Par ailleurs, les récents évenements bio terroristes ont amené les Etats a prendre
Conscience de la réalité du risque biologique provoqué intentionnel. Aussi, afin d’établir les
Mesures de protection et de prévention, la liste des agents biologiques pathogéenes, dont la
Diffusion serait a craindre, a été dressée : Coxiella burnetii en fait partie.

La fievre Q, maladie pratiquement inconnue du grand public, constituerait ainsi une
Menace non seulement dans le cadre d’une infection strictement naturelle mais aussi dans le
cadre d’une diffusion intentionnelle.

Quelle est, en termes de gravité et de risque, la nature réelle de cette double menace ? Que
Doit-on réellement redouter d’'une épidémie de fievre Q ? Quels arguments pousseraient un
Terroriste a choisir Coxiella burnetii plutdt que Bacillus anthracis ?

Afin d’apporter des éléments de réponse a ces questions, nous avons étudié cette zoonose sous
ces deux angles de facon a élaborer le modele expérimental animal le plus pertinent
possible permettant de reproduire au mieux les effets biologiques d’une diffusion,
intentionnelle ou non, de Coxiella burnetii.

Ainsi, du 12 mai au 18 juillet 2003, nous avons exposé, dans un caisson étanche, plusieurs

lots de souris a quatre aérosols infectieux contenant deux souches de Coxiella burnetii a deux
concentrations différentes ; puis, nous avons prélevé différents organes et tissus (sang,
poumon, cceur, foie, rate, cerveau) avant de procéder a leur analyse sérologique,
anatomopathologique et immuno histo chimique, que nous avons complétée par une détection

de I'agent pathogéne par Polymérase Chain Reaction.
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Chapitre 01 : Apergu sur la fievre Q chez les ruminants

Historique :

La fievre Q tient son nom de I'anglais, “ Query fever > ou “fievre a élucider”, en raison des
incertitudes concernant son étiologie et son épidémiologie, lors de sa mise en évidence. Elle fut
décrite pour la premiere fois en 1935, par E.H. Derrick, sur des employés d’abattoir de la ville
de Brisbane, en Australie, et on retrouva la méme maladie chez des ouvriers agricoles du

Queensland.

En 1937, F.M. Burnet et M. Freeman isolent I'agent responsable sur le sang des malades, et

I'inoculent au cobaye.

En 1938, G .E Davis et H.R Cox isolent une rickettsie a partir de la tique Dermacentor, dans le
Montana, prés de Nine Mile Creek, ayant provoqué de fortes fievres parmi le personnel du

laboratoire, et R.E Dyer met en évidence la similitude avec I'agent causal de la fievre Q.

En 1939, Derrick lui donne le nom de Rickettsia burnetii, mais, en raison des différences
clinigues, épidémiologiques et bactériologiques de cette bactérie avec les Rickettsies, le genre
Coxiella est créé en 1948 par Philip, avec, pour unique représentant, Coxiella burnetii. Au cours
de la seconde guerre mondiale, des endémies pseudo-grippales se développent chez les soldats
dans

les Balkans, le sud de I'ltalie, la Corse, I’'Ukraine et la Crimée. En France, elle est rencontrée chez

des ouvriers d’abattoirs a Strasbourg, en 1948.
SYNONYME OU RENVOI:

La fievre Q connait de nombreux synonymes, qui tiennent a sa localisation géographique pour
la plupart, ou a ses caractéristiques pour d’autres. Fievre Q, fievre de Query, auparavant
appelée Rickettsia burnetii, maladie de derrick et burnet, grippe balkanique, Fievre de

I’'Olympe, Fievre des 7 jours...
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1. Epidémiologie et répartition dans le monde :

2. 1. Répartition géographique:
La fievre Q a été décrite pour la premiere fois en 1935, a I'occasion d’une éclosion chez les
travailleurs d’un abattoir a Brisbane (Australie) (1).
A I'’heure actuelle, La fievre Q a été décrite dans presque tous les pays, La Nouvelle-Zélande
restant une exception.
En Algérie, la situation de cette maladie se caractérise par un manque énorme

d'informations épidémiologiques, tant en santé animale qu'en santé humaine.

A. Europe Legend:

1,168,271 : M5T type
H : Human
G Goat
: Sheep
: Cow
: Pigeon
: Ticks
: Environmental
: Coyote
: Rodent
s Fly
: Three toed sloth
: Dog
s Cat

'
ﬂﬂa'ﬂ::l-c:rﬂﬂ'l:l-“‘-m

B. Africa and Asia

-
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C. America and Australia

Figure : 1 Coxiella burnetii geotyping.

En France ; la plupart des études effectuées en France ont porté principalement sur les
ovins et caprins, et ont montré de grandes variations selon les régions, et méme selon les

troupeaux.
2. Répartition saisonnier:

Dans les troupeaux, L’infection semble saisonniere et liée aux mises-bas (121). Elle est
maximale au printemps et au début de I'été, notamment au cours de la période d’agnelage de

printemps. (113)

Nb : Chez I'animal, la maladie est enzootique ; elle suit néanmoins le rythme saisonnier des

mises bas.
Répartition selon I’age et le sexe:

Le sexe ratio et I'age des sujets infectés par Coxiella burnetii varie d'une zone a l'autre.

. L'age:

Les primipares seules expriment une forme clinique (ceci n'est pas vérifié mais, en général.
les femelles n'avortent qu'une seule fois) de PILLS. Elles semblent plus réceptives a
I'infection (55) Les jeunes Sont plus touchés par la forme grave de la maladie, celle-ci

pouvant entrainer la mort (surtout chez les agneaux et les chevreaux) (55).
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b.sexe :

Chez les animaux, la femelle extériorise la maladie et y est sensible principalement

pendant la gestation (55).
1. Classification (taxonomie) :

Dans l'ancienne classification, Coxiella burnetii est placée dans |'ordre des Rickettsiales, la
famille des Rickettsiaceae, la tribu des Rickettsiae et le genre Coxiella qui ne contient que

I'espéce burnetii [20].

Mais selon la nouvelle classification basée sur des études phylogénétiques portant sur I’analyse
de la fraction 16S de I’ARN ribosomal (Maurin et Raoult, 1999) ont amené a une comparaison
des séquences du géne codant cette fraction et ont ainsi permis d’exclure Coxiella burnetii de
I'ordre Rickettsiales. On a alors rattaché la bactérie au groupe des proteobactéries (2) (3)

donnant la classification suivante :

» Phylum des proteobactéria

» classe des Gammaproteobacteria

» ordre des legionellae

» famille des coxiellaceae (comprenant les genres coxiella et Rickettsia)

> genre Coxiella(4)

Proteobacteria groups

Franciselfa twiarensis

Caxietia Boormens

I — —  Legtonella prewmaophiiia Samma

| Escherichaa coli

P eppadomaiags aeriEmese

Reckevasior rokeressy

Ehlichio cheffesnsis

1 ; Bartonella henselae alpha
I— Brvicella mwalitersis
Afipra felis
‘f"‘:’r/ e laR e g e | delta

Figure 2 : Arbre phylogénétique montrant la relation entre Coxiella burnetii et les autres
espéces issues des Proteobacteria, selon le séquengage de I'ARNr 16S (d'aprés Maurin et

Raoult, 1999) (88)
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1.2. caractéristiques du germe :
1.2.1. : caractéristique physico-chimique :

1.2.1.1.: Morphologie : Coxiella burnetii est une bactérie dont I'enveloppe montre

une structure caractéristique des bactéries a coloration a Gram négatif, mais qui apparait

difficile a colorer par la technique de Gram. (5)

L'agent pathogéne de la fievre Q peut s’observer au microscope optique et au microscope

électronique :

A : microscope optique :

L'agent pathogéne peut alors étre observe sous objectif a immersion :

Coxiella burnetii est une bactérie aérobie stricte (33), immobile (134), intracellulaire
stricte, de petite taille (0,2 a 0,4 um de large sur 0,4 a 1 um de long) (60). Son entrée dans les
cellules hotes se fait de facon passive (80) par phagocytose puis elle survit dans les
phagolysosomes des macrophages ou le pH est compris entre 4,7 et 5,2 (83, 117).
Cette survie est possible car Coxiella burnetii est capable de bloquer le métabolisme oxydatif
des macrophages et de synthétiser ses propres enzymes dégradant les substances

oxydantes (134).

B : microscope électronique :

On observe des inclusions cytoplasmiques dans les leucocytes et les cellules épithéliales ainsi
que des formes extracellulaires(47).
La bactérie existe dans la cellule sous 3 formes morphologiquement et métaboliquement

distinctes :
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Morphologie Small Cell Variant Large Cell Variant
Multiplication division asymétrique | division binaire
Taille 0,2-0,5 um >1 um
Résistance Elevée tres faible
Métabolisme tres faible Intense

Pouvoir infectieux Oui Oui

Tableau I: caractéristiques des deux formes morphologiques de Coxiella burnetii.

La forme SCV :

De petite taille (0.2_0.5 um), métaboliquement inactive représente la forme extracellulaire de
la bactérie.

La forme LCV :

De taille supérieure a 1um, métaboliquement tres active mais trés fragile en dehors du milieu
intracellulaire (90).

La forme SDC:

Une pseudo-spore formée dans le cytoplasme du LCV. Cette forme serait a I'origine de la

persistance de la bactérie dans |I'environnement(40).

SCV

\,‘.,..o. 5 i X .0?_r<\
@9
s | e s
Aml.v\n-j.«- !\.\O‘?. " @ (\‘) ‘
) \JI

Figure3 : Cycle de multiplication intracellulaire de Coxiella burnetii(39
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e

Figure 4 : Coxiella burnetii vue au microscope électronique a transmission : une paroi de type

Gram négatif. Grossissement x75 000 (44).

1 ®

Figure 5: variantes cellulaires de Coxiella burnetii en microscope électronique(61).

1.2.1.2. Composition :

Chimique :

ADN est décrit comme une grosse masse fibrillaire centrale, sans 5 méthyle cytosine, se qui est
une caractéristique des Rickettsies.

Son poids moléculaire est de 18 a 20.10*daltons, sa taille varie de 1.5 a 2.4 (mB) selon la
souche.

Le génome de coxiella burnetii est linéaire et non pas circulaire, comprendre un plasmide de 36

a 42kb dont la fonction est indéterminée(46) (43).
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1.2.1.3. Coloration:

La technique la plus employée est la coloration sur frottis ou calques partir dicotylédones
placentaires, d'organes d'avorton (poumon, foie, contenu stomacal) ou de prélévements
vaginaux.

Il existe différents types de coloration permettant de mettre en évidence Coxiella burnetii dans
les cellules prélevées :

- Coloration de May Grunwald Giemsa (bleu-violet) (52)

- Coloration de Wright (25)

- Coloration de Machiavello et ses dérivés (Gimenez, Zotov,..)(8)
- Coloration de Castadena

- Coloration de Ziehl-Neelsen(68)

-Coloration de Gram

C’est la coloration de Stamp (8) (45) qui est utilisée en diagnostic de routine et qui procéde

comme suit :

- Frottis du contenu stomacal du foetus ou calque de cotylédons

- Séchage I'air Ou fixation légere a la flamme

- Addition de Fushine basique a 2 % laissée 10 minutes, ringage

- Addition d' Acide acétique 3 % laisse | minute, ringage

- Addition de Bleu de méthyléne 1% laisse | minute, ringage, séchage.

Cette technique est rapide, mais manque de spécificité (confusion possible avec Brucella
ou Chlamydophila) et de sensibilité (dépend de la qualité des prélevements). Elle est donc

uniguement présomptive (Arricau Bouvery, 2004).
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Figure. 6. P388D1 cellules de type macrophage infectées de fagcon chronique par la souche C.
burnetii Nine Mile strain. Des cellules contenant de grandes vacuoles pleines de bactéries

sont visibles sur le Gimenez stain (fleche). Grossissement, 3400.

1.2. Modalités de contamination :

1.2.1. Sources de contamination :

+* Arthropodes :

% Ce sont des réservoirs et les vecteurs de l'infection mais leur présence n'est pas
indispensable pour la transmission du germe, contrairement aux autres Rickettsies (39)
(66).

Leur importance est surtout liée a la transmission du germe aux oiseaux et aux rongeurs
(48).

** on trouve principalement :

-Ixodes ricinus sur les petits mammiferes, les cerfs et les ovins.

- Dermacentor marginatus sur les ovins, bovins, caprins et le chien.

-Dermacenior reticulatus

-Rhipicephalus sanguineus.

‘0

les puces sont des vecteurs secondaires, leur infestation variant avec les saisons et I'altitude.

‘0

Enfin, en peut aussi noter une contamination possible par les acariens, vecteurs secondaires.

R
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Vertébrés :

chez les ruminants, ce sont surtout les ovins, les caprins et en troisieme position les bovins
constituent le principal réservoir; caprins; équins; chiens; chats et plusieurs especes de
volailles jouent un réle épidémiologique mineur(49).

Chez les animaux sauvages : germe hébergé par: rongeurs, lagomorphes, carnivores, a-
animaux sauvages marsupiaux, nombreux oiseaux, amphibiens (Inde) et Peut étre reptiles.

Des études sérologiques ont révélé l'infection chez le rat, la souris, le campagnol.

1.3.Réservoirs :

X Coxiella burnetii persiste longtemps dans les organismes animaux ainsi que

dans le milieu extérieur (135) qui deviennent alors des réservoirs de la maladie.

7

< Animaux de la ferme, p. ex. les bovins, les chévres et les moutons; animaux de

compagnie, p. ex. les chats, les lapins et les chiens (1); plus de 40 espéces de tiques (11). De
nombreux animaux sauvages, dont les coyotes, les souris et les oiseaux(7).

X Enfin, le milieu extérieur, enfin, est un réservoir d’'importance épidémiologique
notable dans la mesure ou il permet le transport des poussiéres virulentes. Ainsi, les sols, le
fumier, le lisier, la paille, le foin, la laine, les vétements, les différents déchets animaux

provenant des abattoirs ou des tanneries ou encore les véhicules de transport en relation avec

les activités des élevages sont autant de vecteurs inanimés (33, 116, 117).

1.4. Matieres virulentes :

Matieres virulentes internes :

Elles ne constituent aucun danger de contamination du vivant de I'animal. Les principaux sites
de multiplication de la bactérie sont: le tissu mammaire et |'utérus ,Les nceuds
lymphatiques, Le sang .

On trouve également la bactérie dans la peau, la rate, le foie, les poumons, les muscles, les

intestins et les reins (jusqu’a 78% des carcasses de bovins sont contaminées) (33).

11
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B. matiéres virulentes externes :

C’est par leur biais que la contamination des animaux et de I'homme est possible, en
rappelant toutefois le réle important que joue le milieu extérieur dans le de Coxiella
burnetii.

. Le placenta, les lochies, les enveloppes foetales, le liguide amniotique

. Les sécrétions vaginales

. La sécrétion lactée

. Les féces et les urines des animaux infectés

. La salive et les féces des tiques

. Le sperme

. Les ceufs crus

. Les poussieres contaminées par les excrétions animales

v NB: Les sources de contamination sont principalement représentées par les ruminants

domestiques (ovins, caprins puis bovins).
1.5. Mode de transmission:

La transmission de Coxiella burnetii peut se faire de facon directe ou indirecte. La transmission

directe peut étre :

1.5.1. Transmission directe :

a. horizontale .

La contamination transcutanée lors de manipulations au cours de la mise bas, dans les
laboratoires ou dans les abattoirs n’induit qu’une séroconversion (36).

La transmission est possible par voie transplacentaire (petits ruminants).

Un taureau peut s'infecter et excréter la bactérie via les matieres fécales et le sperme, la
contamination d’une vache via du sperme infecté est donc possible.

La contamination humaine par contact direct avec I'animal est mineure (25% des cas
humains), ce mode « voie aérogene h en revanche, prédomine dans |'élevage au cours des

chaleurs, des mises bas.

12
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b. verticale :
Ce mode de transmission a été démontré chez I'animal (117) : chez les tiques, quelle que soit
I'espéce, la transmission est a la fois transovarienne et transstadiale (61, 117).
Chez les ruminants, la bactérie est souvent retrouvée dans certains organes du fcetus mais,
parfois, a la suite d’'une contamination par les enveloppes fcetales maternelles (117).
1.5.2. Transmission indirecte:
C’est de loin la modalité de transmission la plus importante du fait de la résistance de Coxiella
burnetii dans le milieu extérieur.
Transmission par les arthropodes: mode de contagion peu fréquent. La tique se contamine
aupreés du réservoir et transmet le germe par morsure ou dépot d'excréments sur une peau
lésée.
Vecteur inanimé : principal mode de la contamination humaine, au contact des produits

animaux (laine, lait, placenta, cuir...) et des poussiéres virulentes (source premiére de

contamination de I'Homme et des animaux).

13
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2.1. Symptomes et lésions:

2.1.1. Infection naturelle :

Coxiella burnetii peut étre responsable de I'infection d’un large nombre d’espéces animales

incluant les especes de rente. L'infection demeure souvent inapparente (80).

On peut parfois observer des signes cliniques de l'infection qui permet de révéler la présence
de la bactérie au sein du troupeau malgré que cette infection est majoritairement

inapparente. (121)
2.1.2. Troubles de la reproduction :

Chez les bovins :

I'infection peut rester a I’état latent pendant plusieurs années (115, 117).

les avortements sont plus rares mais les troubles de reproduction plus variés (infertilité,

métrites, mammites cliniques et subcliniques) [115-118].
La maladie peut occasionnellement entrainer des pneumonies (112).

Coxiella burnetii pourrait méme entrainer des mammites subcliniques [136] et cliniques

[137], chez la vache laitiére

Chez les petits ruminants .

La maladie s’exprime essentiellement par des avortements (112, 110).

Des avortements, pendant le dernier mois de gestation, sans signe clinique précurseur ou

par la mise bas, prématurée ou a terme, d’agneaux ou de chevreaux chétifs (112, 110).
Les avortements peuvent parfois étre précoces chez la chévre (117)

Les gestations suivantes se déroulent normalement (110) sauf en cas de mort foetale ou de
rétention placentaire ou des surinfections bactériennes peuvent provoquer des métrites,

mortelles dans un trés petit nombre de cas (112).

14
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2.1-3 Autres symptomes

On a pu observer des bronchopneumonies, avec de la toux, souvent compliquées de

pasteurellose. (64)

Des symptOmes cardiaques sont également trés rares en dehors de linfection
expérimentale. Il en va de méme pour les symptémes digestifs, tels que des gastro-entérites.

(32)
2.2. LESIONS :

Les principaux organes cibles de Coxiella burnetii sont les organes de la sphere génitale. Les

Iésions seront donc retrouvées principalement sur ces organes, ainsi que sur les foetus [111]
2.2.1. Lésions placentaires :

Un placenta oedématié, parfois autolysé (18)(65). Les cotylédons apparaissent souvent
normaux. En revanche, les zones inter cotylédonaires peuvent étre oedématiées et épaissies,

avec parfois un exsudat jaunatre (34). Le chorion quant a lui, peut étre épaissi et plissé. (18)

Microscopiguement, on peut observer une placentite, une vasculite placentaire mise en

évidence par une hyperhémie, ou encore une thrombose. (21)(121)(127)
2.2.2. Lésions sur l'avorton :

Chez la vache, en absence d'avortement, lors d’infection placentaire a Coxiella burnetii, une
inflammation est rarement observée [146], et lors d’avortement, les lésions placentaires

sont modérées [147] [148]

L’avorton est souvent normal, il peut parfois étre autolysé ou momifié [156], Cependant des
bronchopneumonies, des hépatites et des néphrites ont parfois été observées sur des foetus
de chévres [149] [150]. Des lésions de bronchopneumonie ont également été observées sur

des foetus de bovins [144].
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2.3. Diagnostic.

Aucun signe clinique n’est pathognomonique de la fievre Q. Des avortements en fin de
gestation, des métrites et de l'infertilité chez les bovins, ou encore des pneumopathies, des
conjonctivites ou des arthrites orientent la suspicion clinique, mais le diagnostic ne peut étre
établi que par des méthodes de laboratoire.

La situation du troupeau va nous permettre de choisir le protocole de mise en évidence le

plus adapté.

2.3.1 Diagnostic direct.

2.3.1. A Parisolement.

Il est rarement utilisé en médecine vétérinaire de routine du fait des contraintes de
prélevements (ils doivent étre effectués sans contamination) et de réalisation (nécessité
d’avoir accés a un laboratoire de type L3) (112). De plus, le résultat obtenu, méme s’il est la
preuve irréfutable de I'infection, est tardif (114). L'isolement présente néanmoins un intérét
épidémiologique car il permet de suivre une souche responsable d’une épidémie et de
comparer les caractéristiques des souches isolées chez les animaux, chez 'Homme, voire

chez des arthropodes présents dans un méme secteur géographique (114).

2.3.1..B bactériologique.

Le principe de la technique repose sur la mise en évidence du germe apres coloration.
(103) Elle peut se faire a partir de frottis ou calques de cotylédons placentaires, d’organes
d’avorton ou encore de préléevements vaginaux. Le prélevement doit étre réalisé de maniere
stérile, et acheminé au laboratoire le plus rapidement possible afin d’éviter toute
contamination.(126)
Les Différentes méthodes de coloration peuvent étre utilisées sont Stamp, Ziehl-Neelsen
modifiée, Gimenez, Giemsa et Koster modifiée, en raison du caractére acido alcoolo-
résistant de la bactérie. (96)
Le frottis est ensuite examiné au microscope a immersion (au moins 500), et la bactérie se
présente sous la forme de coccobacille ou de fin batonnet intracellulaire ou dispersé sur le
calque, rouge sur fond bleu ou vert.
Elle peut étre parfois difficile a repérer en raison de sa petite taille (0,2-0,4um de largeur x

0,4-1um de longueur), mais sa présence en grand nombre facilite la mise en évidence. (6)
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Les avantages de la bactérioscopie sont sa rapidité, sa facilité d’exécution et son co(t faible
(93), cependant, elle manque de spécificité, puisqu’il faut différencier Coxiella burnetii de
Chlamydophila abortus ou Brucella abortus (6). De plus, la sensibilité est faible et liée a la
qualité du prélevement (5) .

Enfin, elle n’apporte qu’une présomption de la présence de Coxiella burnetii dans

I’échantillon analysé (121) .

2.3.1. C immunohistochimie.

On utilise les mémes échantillons que pour la bactérioscopie. Les tissus sont soit inclus dans
la paraffine, soit analysés en frais, et les frottis sont fixés a I'acétone (109).

Le principe de la technique repose sur la mise en évidence des antigeénes de la bactérie par
immunofluorescence ou immunoperoxydase sur les prélevements (103).

On met l'échantillon a incuber avec des anticorps polyclonaux préparés sur lapin
préalablement infecté par Coxiella burnetii, et des anti-lmmunoglobulines G de lapins
associés a une enzyme de type peroxydase, ou un fluorochrome (13). On élimine ensuite le
surplus de réactif, et la réaction colorée due a I'activité de la peroxydase ou a la révélation
du fluorochrome permet de localiser les antigénes de Coxiella burnetii dans les tissus (152).

2.3.1.D Polymerase Chain Reaction (PCR).

e PCR Conventionnelle .

Elle peut étre utilisée a partir de culture cellulaire, ou de nombreux prélevements, comme le
sang, le mucus vaginal, les tissus, le lait, les urines ou les matieres fécales, les échantillons
pouvant étre conservés congelés ou maintenus dans la paraffine (17)(75)(133)(132).

Par cette technique, on essaie de mettre en évidence des génes de Coxiella burnetii, au
moyen d’amorces ADN spécifiques, qui s’hybrident avec les séquences génomiques du
germe contenu dans I"échantillon. Elle permet d’obtenir un grand nombre de copies d’ADN
par des cycles de synthése successifs (133).

e PCR quantitative en temps réel :

Elle utilise une sonde telle que la sonde TagManO, qui est fluorescente et s’hybride sur les
produits de la PCR pendant I'amplification. On peut ainsi mesurer la fluorescence émise a
chaque cycle et I'analyser par un logiciel spécifique, ce qui permet d’éviter le temps de

révélation des produits de la PCR conventionnelle.
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Le matériel reste le méme que pour la PCR conventionnelle, avec en plus la sonde TagManO,
qui s’hybride entre les deux amorces.

A I'extrémité 5’ de la sonde, on trouve le fluophore, et a I'extrémité 3’, un groupement
dérivé de la Rhodamine. La température d’hybridation de la sonde est inférieure a celle des
amorces, ce qui permet d’éviter la formation de produits sans émission de fluorescence.
Ensuite, la Tag

Polymerase libére I'extrémité 5, par son activité exonucléasique, et permet ainsi
I'expression de la fluorescence et la quantification des produits formés par la PCR, puisque

cette quantité est proportionnelle a la fluorescence émise (26) .

2.3..2 DIAGNOSTIC INDIRECT.

Les analyses sérologiques sont appropriées pour le criblage des troupeaux, mais
I'interprétation individuelle peut étre difficile, les animaux pouvant rester séropositifs
pendant plusieurs années a la suite d’une infection aigué, certains animaux pouvant excréter
la bactérie avant le développement des anticorps et certains animaux infectés semblant ne

pas développer d’anticorps (215) .

2.3.2.A Fixation du complément

Cette micro méthode de fixation a froid, non spécifique d’espéce, permet de détecter
les anticorps fixant le complément dans le sérum. La FC est spécifique mais moins sensible
que I'ELISA ou I'lFI (91, 225). La séroconversion est détectée plus tardivement par rapport
al'lFl
ou I'ELISA, mais les anticorps FC peuvent persister pendant de longues périodes aprés la
maladie. Ce test est encore fréquemment employé par beaucoup de laboratoires dans un
grand nombre de pays, mais est progressivement délaissé au profit de I'ELISA ou de I'IFI.

Cette méthode emploie souvent I'antigéne de phase Il préparé a partir d’'un mélange de 2
souches (Nine Mile et Henzerling). En France, la FC a été standardisée (norme AFNOR
NFU47-006).

Des titres compris entre 1/10 et 1/40 sont caractéristiques d’une infection latente. Des

titres supérieurs ou égaux a 1/80 révelent une phase évolutive de I'infection (215). Ces seuils

18



Chapitre 02 : Etude de la modalité et techniques de diagnostic de la fiévre Q

sont bien adaptés au diagnostic de troupeau, mais pour un diagnostic individuel il faudrait
dans I'idéal réaliser une cinétique d’anticorps (2 préléevements a 3 semaines d’intervalle) afin
de savoir si I'on se situe en début d’infection, en fin d’infection ou dans le cas d’une infection

ancienne.

DILUTIONS RESULTATS
0 Négatif
De 1/10e a 1/20¢ Douteux
> 1/40¢ Positif

Tableau 02 : Résultats obtenus par FC en fonction des dilutions (Dordain-Bouesnard, 2001)
(37)

2.3.2.B Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Par cette technique, on recherche les anticorps totaux, donc dirigés contre les phases | et Il
de Coxiella burnetii.

L'antigene de Coxiella burnetii est fixé a un support, et mis en contact avec I'échantillon a
tester. On ajoute ensuite un conjugué anti-immunoglobuline qui est marqué a la peroxydase,
puis un chromogeéne. Celui-ci se colore au contact de la peroxydase. (103)

En cas de présence d’anticorps dans le sérum a tester, il se forme un immuncomplexe,
reconnu par le conjugué, qui colore le chromogéne par le biais de la peroxydase.

Aprés incubation et lavage, on mesure la densité optique de la réaction colorée induite, par
lecture au spectrophotometre, a la longueur de référence de 492 nm (37).

L’ELISA est plus sensible que la réaction de fixation du complément, mais aussi spécifique.
C'est une technique d’emploi et de lecture simples, qui est en outre automatisable. En
médecine humaine, elle tend a remplacer la fixation du complément dans le diagnostic de la
fievre Q (225). Elle permet la détection des anticorps totaux, sans distinction de phase.

En médecine humaine, il est possible de distinguer une infection aigué d’une infection

chronique, grace a la définition de seuils de détection (155) .
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3.1. TRAITEMENT :

Dans un premier temps, il est utile de rappeler que Coxiella burnetii se multiplie dans
le phagolysosome des cellules, ce qui constitue une forme de résistance aux
mécanismes des antibiotiques qu’il est possible d’utiliser dans la lutte contre la bactérie.

(149)

Les antibiotiques utilisés doivent donc avoir la capacité de pénétrer dans les cellules
en se concentrant dans les lysosomes, et de conserver leur activité malgré le pH acide. Il
n’est donc pas possible d’utiliser les bétalactamines, qui ne peuvent pas se concentrer dans

les cellules, ni les aminoglycosides qui sont inactivés a pH acide. (113)

Ainsi, les familles d’antibiotiques actives contre Coxiella burnetii sont représentées par

les tétracyclines, les macrolides et les fluoroquinolones. (84)(113)

Chez I'animal, le traitement mis en place est soumis aux contraintes économiques portant
sur la durée de traitement a effectuer. C’'est pourquoi ce traitement vise a réduire
I'incidence cliniqgue de la fievre Q dans les élevages, et a limiter I'excrétion dans les

sécrétions vaginales ou dans le lait.

Bien que les recherches sur le sujet soient encore limitées, on a pu relever que lors
d’épisodes abortifs, deux injections de terramycine retard a la dose de 20 mg/Kg, a
quinze jours d’intervalle dans le dernier mois de gestation, permettent de diminuer
I'excrétion et de réduire la fréquence des avortements. Pour des excrétions persistantes
dans le lait, ces deux injections effectuées au tarissement permettent également de

diminuer I'excrétion (119).

Enfin, une étude a testé l'efficacité d'un traitement oral quotidien a la dose de 8
mg/Kg/j pendant trente jours au tarissement sur deux vaches infectées naturellement, et qui
excrétaient Coxiella burnetii dans le lait. Ce traitement a permis de réduire

considérablement I'excrétion lactée chez ces deux vaches (5).
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3.2. PROPHYLAXIE :

la prophylaxie de la fievre Q animale comporte deux objectifs majeurs : lutter contre
la maladie animale proprement dite en limitant ses conséquences au point de vue
clinique et économique mais surtout lutter contre la fievre Q zoonose en limitant I'excrétion

et la dissémination de I'agent pathogene (36).
3.2.1. Prophylaxie sanitaire :

Elle repose sur des mesures offensives dans les cheptels infectés, ou défensives, lorsque la

situation sanitaire de I'élevage est favorable.
A. Mesures défensives :

(5) Dans les cheptels ou le statut sanitaire est favorable, il convient de limiter les
risques d'introduction de Coxiella burnetii dans |'élevage. Pour ce faire, on met en place
des mesures sanitaires dites défensives qui visent & contrbler les introductions

d'animaux, ou les échanges possibles entre cheptels.

v' Dépistage sérologique systématique des animaux nouvellement introduits. le
taux d'infection est faible, il faut isoler et abattre les sérologiquement positifs.
v' Précautions vis-&-vis des élevages voisins

v" Précautions face aux vecteurs de Coxiella burnetii

B. Mesures offensives : Dans les élevages bovins contaminés(5)(42) (95)(96)

v' Réforme des animaux excréteurs.

v' Vélages en boxes séparé.

v Désinfection des boxes.

v' Tremper les placentas dans les chaux chlorée a 3% et les enterrer a 50cm de
profondeur.

v" Non reproduction des taureaux a sérologie positive.

v" Dans les foyers enzoutiques, le lait doit étre bouilli.
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3.2.2. PROPHYLAXIE MEDICALE :

Les mesures sanitaires étant souvent insuffisantes, du fait de la multiplicité des sources de
contamination, la prophylaxie médicale comporte un intérét certain.

Une antibio-prophylaxie a l'aide des tétracyclines est possible chez les ruminants
guelques semaines avant la mise-bas pour limiter les avortements mais ne supprime pas
I'excrétion de la bactérie. L'épidémiologie de la fievre Q animale est trés complexe, le
nombre important d'espéces susceptibles d'excréter la bactérie rend peu probable

['éradication de la maladie.

Elle repose sur 'utilisation de vaccins :

Vaccination:

La vaccination des ruminants est une des principales mesures de maitrise de la fievre Q
[165]. De nombreux vaccins ont été développés. Des vaccins contiennent la bactérie
entiere inactivée au formol [166]. D'autres contiennent des sous-unités de la bactérie
[167]. Chlamyvax FQ@ et COXEVAC@ Sont des vaccins contenant la bactérie entiére
inactivée de la souche Nine Mile. La différence majeure entre les deux vaccins est la
phase de la bactérie qu'ils contiennent. Le vaccin divalent Chlamywax FQ@, contient la
bactérie en phase Il. Il est destiné aux ovins et aux caprins. Son indication est la
prévention des avortements dus Coxiella burnetii. Le vaccin COXEVAC@, contient la
bactérie en phase I. C'est un vaccin destiné aux bovins et aux caprins. Ses indications
sont la prévention de I'excrétion pour les deux espéces et la réduction du nombre

d'avortements dans l'espéce caprine [168].
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Chapitre 03 : Moyens de lutte et prophylaxie de la fievre Q chez les ruminants

Conclusion :

La fievre Q a un triple impact : sur la santé animale, en raison des troubles de la
reproduction qui I'accompagnent, sur la santé publique car il s’agit d’'une zoonose pouvant
avoir de graves conséquences, et sur I'économie, entrainant des frais vétérinaires, des
frais dus au taux de renouvellement augmenté, et un impact non négligeable sur la filiere

lait cru.

La dangerosité de Coxiella burnetii réside notamment dans ses exceptionnelles capacités de
résistance dans le milieu, sa dispersion facile sur de grandes distances, et le fait que la dose

infectante par voie aérienne est tres faible.

La virulence varie selon les souches et I'état immunitaire de I’h6te, et elle peut entrainer des
infections aigués ou chroniques. Le réservoir principal est constitué par les ruminants, chez
lesquels la bactérie peut persister longtemps, dans les nceuds lymphatiques, le tissu utérin
ou mammaire. Les voies d’excrétion chez ces animaux sont connues, mais il persiste des
interrogations quant aux modalités de cette excrétion, notamment sa cinétique et sa

durée.
La voie de contamination majoritaire est la voie aérienne.

Enfin, dans le cadre du risque biologique provoqué, nous avons pu constater les
difficultés pour acquérir et produire une grande quantité de bactéries. De plus, les résultats
gue nous obtenons soulevent des questions quant a I'infectiosité de I'agent. Ainsi, faut-il
peut-étre nuancer le risque lié a la diffusion intentionnelle de Coxiella burnetii méme si rien

ne peut étre affirmé a partir de notre seul modele expérimental animal.
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