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Résumé

Dans le but d’améliorer le diagnostic direct de la chlamydiose abortive des
petits ruminants, 225 écouvillons vaginaux prélevés de brebis et de chévres
ayant avorté ont été testés pour la recherche d’ADN de Chlamydophila en uti-
lisant deux types de PCR, une PCR (CTU/CTL) spécifique des Chlamydiales et
une PCR (CPS/CPC) spécifique des especes Chlamydophila abortus et Chla-
mydophila pecorum. Le géne omp1 codant pour la protéine majeure de la
membrane externe des Chlamydiales a été détecté par la PCR (CTU/CTL) dans
65 échantillons (29 p. 100) des prélevements analysés dont 80 p. 100 avaient
été réalisés dans un délai inférieur a quatre semaines aprés I'avortement. La
majorité des prélevements positifs par la PCR (CTU/CTL) (69 p. 100) prove-
naient de troupeaux reconnus positifs par le test de fixation du complément.
La PCR spécifique d’espece appliquée aux prélevements positifs par PCR
(CTU/CTL) n’a permis de détecter les fragments attendus de Chlamydophila
abortus (1 800 pb) et de Chlamydophila pecorum (580 pb) que dans
quatre des 65 prélévements testés. Les autres prélevements ont été négatifs
(63 p. 100) ou non concluants (31 p. 100) avec des bandes non spécifiques de
tailles intermédiaires. La restriction enzymatique des produits d’amplification
(PCR-CTU/CTL) a révélé une grande diversité génétique parmi les 65 préleve-
ments testés. Seuls 15 prélevements ont montré un profil de digestion typique
de Cp. abortus, mais le reste des prélevements (77 p. 100) ont montré des pro-
fils de Cp. pecorum ou proches de cette espece. La culture sur cellules
McCoy de 26 écouvillons vaginaux et produits d’avortements provenant
d’animaux avortant et confirmés positifs pour la chlamydiose (sérologie et
PCR) a révélé la présence de Chlamydophila dans huit prélevements dont sept
ont été caractérisés de type Cp. abortus et un de type Cp. pecorum. Les préle-
vements restants n’ont donné aucun effet cytopathogéne aprés cing passages
successifs, ou ils étaient contaminés. D’autres études ont été menées sur la
souche Cp. pecorum, désignée M14, isolée pour la premiere fois au Maroc,
pour tester sa virulence chez la souris. Ces résultats ont suggéré une variabi-
lité génétique des souches abortives et une association de Chlamydophila
pecorum aux avortements chez les ovins et les caprins au Maroc. Cette diver-
sité génétique mérite d’étre étudiée davantage pour orienter les stratégies de
vaccination contre la chlamydiose abortive au Maroc.
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titue la principale source de revenu pour les petits et moyens agri-
culteurs qui dépendent essentiellement de la diversité de production
de cet élevage, notamment la viande, la laine, le lait et le cuir.
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En plus des contraintes climatiques liées a la sécheresse, les petits
ruminants, notamment dans les zones pastorales, sont soumis sans
cesse aux avortements en série affectant directement la producti-
vité et la rentabilité de I’ élevage. Des enquétes menées dans plu-
sieurs régions du Maroc rapportent des taux d’ avortements variant
de 6 a 27 p. 100 selon les régions et les années (2, 7, 9, 10). Les
analyses serologiques menées a I occasion de ces enquétes réve-
lent I'implication d'infections multiples, mais la chlamydiose reste
la principale pathol ogie associée aux foyers d’ avortements investi-
gués. En plus des dégats économiques importants qu’elle génére,
cette maladie est considérée comme une zoonose pouvant pro-
voquer des fausses couches chez des femmes ayant participé a
la mise bas de brebis ou de chévres atteintes de la chlamydiose
(4,21, 31).

Les agents responsables de cette pathologie appartiennent a la
famille des Chlamydiaceae qui comprend, selon une récente taxo-
nomie, deux genres, Chlamydia (C.) et Chlamydophila (Cp.) avec
plusieurs espéces (11). Les espéces |es plus impliquées en patholo-
gie des petits ruminants sont représentées par Chlamydophila
abortus (par ex., Chlamydia psittaci, sérotype 1) et Chlamydophila
pecorum (par ex., Chlamydia pecorum, sérotype 2). La premiére
espece est généralement reconnue comme souche abortive et la
deuxieme comme souche d’origine intestinae chez les animaux
sains (18) ; les deux especes peuvent infecter le placenta des petits
ruminants et &tre par conséquent responsables des avortements (5,
11, 24) bien que trés peu d'isolements de Cp. pecorum, & partir
d avortements de ruminants, ait été rapportés dans la littérature
(32). En revanche, Cp. pecorum a été isolé d’ avortements chez les
koalas (15). Les symptomes cliniques de la chlamydiose abortive
n’étant pas toujours évocateurs, le diagnostic clinique reste pré-
somptif et doit ére confirmé par le diagnostic de laborataire. Ce
dernier repose sur la recherche directe du germe dans les produits
d'avortements ou dans les secrétions vaginales, associée a la
recherche des anticorps anti-Chlamydia dans le sérum des animaux
infectés (23). Cependant, les techniques sérologiques couramment
utilisées telles que la réaction de fixation du complément et le test
Elisa présentent des limites dans la mesure ou elles ne détectent
que les anticorps communs a la famille des Chlamydiaceae et ne
permettent pas de différencier entre les souches d’ origine abortive
(Cp. abortus) et celles d' origine intestinae (Cp. pecorum) dont la
présence est considérée comme normale dans le tube digestif. Pour
améliorer le diagnostic sérologique de la chlamydiose abortive, un
test Elisa utilisant une protéine recombinante comme antigene a
été développé et évalué pour le diagnostic sérologique de la chla
mydiose abortive (29). Le test semble avoir une sensihilité et une
spécificité respectivement de 90,9 et de 85,9 p. 100 (3) mais n'est
disponible que depuis peu pour leslaboratoires vétérinaires.

Actuellement, le diagnostic moléculaire des infections a Chlamy-
dophila est en pleine évolution. Les techniques de biologie molé-
culaire et I'amplification génique par réaction de polymérisation
en chaine (PCR), appliquées & la recherche des acides nucléiques
chlamydiens, apportent une contribution nouvelle au diagnostic de
la chlamydiose abortive (8, 13, 16, 28). La connaissance de la
séquence du géne ompl codant pour la protéine majeure de la
membrane externe (MOMP : major outer membrane protein), pro-
téine trés conservée chez le genre Chlamydophila, a permis de
développer des amorces spécifiques pour I’amplification génique
de I’ADN Chlamydophila (14, 18, 33). D’ autres séquences ont été
également identifiées pour augmenter la sensibilité de détection de
cette bactérie (16) mais aussi pour pouvoir amplifier de fagon
sélective les génes de Cp. abortus et de Cp. pecorum (27, 28).
Les résultats prometteurs de ces travaux ont incité les auteurs a
mener cette étude pour mettre au point et évaluer la technique de
PCR comme outil de diagnostic direct, rapide et spécifique de la

chlamydiose abortive, en utilisant des prélevements cliniques col-
lectés a partir de brebis et de chévres ayant avorté. Cet outil devrait
faciliter I'identification et la caractérisation des Chlamydophila
associés aux avortements chez les ovins et les caprins au Maroc,
une étape préalable pour développer et instaurer des mesures de
prévention efficaces et adaptées au contexte local.

B MATERIEL ET METHODES

Collecte et traitement des prélévements

Lors d’ enquétes épidémiologiques des foyers d avortements, réali-
sées pendant trois campagnes agricoles (1998, 1999 et 2000), 225
écouvillons vaginaux de brebis et de chévres provenant de 24 trou-
peaux ont été collectés pour le diagnostic direct de la chlamydiose
abortive. Seuls les prélevements réalisés sur des femelles ayant
avorté dans un délai variant d'un a 60 jours précédant la visite ont
été considérés dans ce travail. Le statut sérologique des troupeaux
enquétés par rapport a I'infection a Chlamydophila fait I objet
d’ une autre publication (10).

Les écouvillons vaginaux ont été acheminés le méme jour au lahora:
toire dans des conditions frigorifiques. Au laboratoire, les écou-
villons ont été transférés dans des cryotubes contenant chacun 800 pl
du milieu de conservation (30) [saccharose (74,6 gll), KH,PO,
(0,512 g/l), K,HPO, (1,237 g/l), acide L-glutamique (0,721 g/l),
gentamicine, nystatine (50 pg/ml), vancomycine, streptomycine
(100 pg/ml)] et agités au vortex pendant 30 s. Les échantillons ainsi
préparés ont été directement analysés ou conservés a—70 °C jusgu'a
leur utilisation.

Souches témoins

Deux souches ovines d'origine francaise, Cp. abortus (souche
AB7) d origine abortive (12) et Cp. pecorum (souche iB1) isolée
de féces de brebis saine (6), ont été utilisées comme souches
témoins dans ce travail. Elles ont été cultivées sur caufs embryon-
nés et les membranes vitellines infectées ont été récupérées,
broyées et stockéesa—70 °C.

Extraction d ADN

L’extraction de I"’ADN des échantillons a été réalisée par la tech-
nique rapide avec traitement ala protéinase K. Un volume de 50 p
du prélévement a été transvasé dans un tube stérile auquel ont été
rajoutés 30 pl de protéinase K a2 mg/ml, 30 yl de tampon de PCR
10X et 190 Wl d'eau pure. Les tubes ont été agités au vortex et
incubés dans un bain-marie a 56 °C pendant 90 min, puis portés
dans un bain-marie bouillant (100 °C) pendant 10 min afin de
dénaturer la protéinase K. Au terme de ce traitement, I’ ADN libéré
a été utilisé dans les réactions d'amplification génique. Les mem-
branes infectées par les souches témoins (AB7 et iB1) ont été éga-
lement lysées de la méme fagon. Les lysats obtenus ont été consi-
dérés comme des témoins positifs pour la PCR.

Réactions d’ amplification

Tous les écouvillons vaginaux ont été analysés par PCR
(CTUICTL) spécifique des Chlamydiales pour |a détection directe
du géne ompl codant pour la MOMP. Les prélevements positifs
ont été par la suite testés par une PCR multiplex pour déterminer
les espéces de Chlamydophila impliquées.

LaPCR (CTU/CTL) développée par Denamur et coll. (8), utilisant
une paire d'amorces spécifiques pour I'amplification d'un frag-
ment de 1 050 pb du géne codant pour la MOMP, a été adoptée
avec modification. Un volume de 2,5 pl d’ une préparation d ADN
a été analysé par PCR dans un volume réactionnel fina de 25



contenant 50 uM de chaque dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP),
200 nmoles de chacune des amorces CTU et CTL (CTU, 5-AT
GA AAAAACTCTT GA AATCGG-3 ; CTL,5-CA AGAT
TT TC TA GA (T/C)T TC AT (CIT)T TG TT-3'), 1,5 mM de
MgCl, et 0,5 U de la Tag polymérase Thermus aquaticus (Boeh-
ringer, Mannheim). Le mélange a été couvert de 100 W d' huile
minérale. Les tubes ont &té portés dans un thermocycleur de type
PCT-100 (MJ Research). Les échantillons ont subi une étape de
préamplification & 94 °C pendant 10 min pour dénaturer I' ADN.
Ensuite, ils ont été soumis a 40 cycles d'amplification. Chagque
cycle a consisté en une dénaturation de 30 s a 94 °C, une hybrida-
tion des amorces avec I'ADN cible pendant 30 s a 50 °C, une
extension des séquences pendant 90 s a 72 °C. A la fin des 40
cycles, les échantillons ont été incubés pendant 10 min a 72 °C
pour une élongation finale des fragments amplifiés.

Pour caractériser |I'espéce, la PCR multiplex (CPS/CPC) décrite
par Sidi Boumedine et coll. (28) a été effectuée sur les préléve-
ments positifs par PCR (CTU/CTL). Deux couples d'amorces, I'un
constitué d’amorces spécifiques de Cp. abortus (CPS/F : 5'-GA
AACTCTTTGCAGCATCCC-3 ; et CPSB:5-AA GCCA
TA CT CC CG AC CA AG-3) et I'autre d’ amorces spécifiques de
Cp. pecorum (CPC/F : 5-TT CGACTT CGCT TC TT AC GC-
3 ;etCPC/B:5-TG AA GA CC GA GC AA AC CA CC-3') ont
été utilisés pour I'amplification sélective de deux fragments de
taille respective de 1 800 pb et 580 ph. La préparation de |a réac-
tion et les conditions d’amplification ont été identiques a celles de
la PCR (CTUI/CTL) mais la température dhybridation des
amorces avec I’ADN cible a été fixée apres plusieurs essais a
60 °C. Deux controles positifs (ADN souche AB7 et iB1) et deux
négatifs (tampon de lyse et H,O pure) ont été inclus systématique-
ment dans toutes les réactions d’ amplification.

Visualisation des produits de PCR par électrophorése

Afin de visualiser les produits d' amplification, un volume de 18
de la réaction de PCR mélangé & 2 pl de tampon de chargement
(0,25 p. 100 de bleu de bromophénol, 40 p. 100 de saccharose) a
été analysé par électrophorese horizontale sur gel d'agarose a 1,5
p. 100 dans le tampon TAE 1X (pH 8) [TAE 50X : Tris 2M, Edta
50 mM (pH 8), acide acétique glacial 57,1 ml]. Le marqueur stan-
dard, Ladder DNA 1Kp, 100- pb (Gibco), a été utilisé pour appré-
cier lataille moléculaire des produits d' amplification. Lamigration
a été effectuée pendant 1 h 30 sous un voltage de 75 V. Le gel a
été ensuite coloré pendant 30 min dans un bain de bromure d’ Ethi-
dium (0,5 pg/ml), puis lavé pendant 30 min dans du tampon
TAELX. Le gel a été photographié a I’aide d'un appareil polaroid
adapté sous les UV d'un transilluminateur (320 nm).

Analyse des produits d’ amplification
par restriction enzymatique

Les produits d'amplification du gene par PCR (CTU/CTL) ont été
analysés par digestion enzymatique a |’ aide de I’ endonucl éase Alul
selon la méthode décrite par Denamur €t coll. (8). Un volume de
30 pl de chaque produit d' amplification a été digéré pendant 16 h a
37 °C, par cing unités de Alul (Boehringer) dans un volume final
de 40 pl en présence du tampon spécifique de I’enzyme. Les pro-
duits de digestion et le marqueur de taille moléculaire (marqueur V
de Boehringer) ont été analysés par électrophorése verticale sur
gels de polyacrylamide & 8 p. 100 (W/V) ou par éectrophorése
horizontale sur gel d'agarose (4 p. 100) a faible point de fusion.
Les voltages utilisés, pour la migration, ont éé respectivement de
20 mA pendant 30 min, puis 60 mA pendant 2 h 30 et 45 V pen-
dant 2 h 30. Les gels ont été colorés et photographiés comme
décrit précédemment.
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Culture des prélévements et isolement
des souches de Chlamydophila

L’isolement des Chlamydophila a été tenté pour 26 prélévements
(écouvillons, produits d'avortements tels les cotylédons et foies
d'avorton) provenant de troupeaux ovins et caprins reconnus posi-
tifs pour la chlamydiose (sérologie positive et/ou PCR positive)
(tableau ). Les prélévements ont été cultivés sur cellules McCoy
(23). Les prélévements susceptibles de contenir des Chlamydo-
phila ont été également traités par |la technique des plages de lyse
(22) au laboratoire d' Immunologie et de pathologie infectieuse a
I"Inra de Tours, France. L’infection des tapis cellulaires par Chla-
mydophila a été mise en évidence par la coloration a I’ orange
d'acridine (23) et a I'aide des techniques d'immunofluorescence
(IF) et de microimmunofluorescence (MIF) (23) en utilisant des
anticorps monoclonaux spécifiques au genre Chlamydophila
(RC6C4, LC1B11, AD5AS8) et aux deux espéces Cp. abortus
(CA5G11, BAGHS6, Ch.Typel, Mel. S1) et Cp. pecorum (3DA1A7,
Ch. Type 2).

B RESULTATS

PCR (CTU/CTL) spécifique du gene omp1l

Sur les 225 écouvillons analysés, 65 échantillons dont 30 d’ origine
ovine (46 p. 100) et 35 d' origine caprine (54 p. 100) ont été révélés
positifs pour le fragment (1 050 ph) spécifique du gene de la pro-
téine MOMP (figure 1). Soit un taux global de 29 p. 100 des
échantillons révélés positifs par PCR (CTU/CTL). La technique a
révélé au moins un prélévement positif dans 17 troupeaux sur les
24 analysés, soit un taux de positivité de 71 p. 100. Le nombre de
prélévements positifs a varié en fonction des troupeaux, représen-
tant 5100 p. 100 des prélévements analysés (tableau I1).

Il a été noté que 80 p. 100 des prélevements positifs ont &té réali-
sés dans un délai inférieur & quatre semaines aprés | avortement et
seulement 20 p. 100 entre quatre & huit semaines. Les résultats de
la PCR en fonction de I" espéce et du délai des prélévements apres
I"avortement ont été récapitulés au tableau 1.

La répartition des résultats de la PCR en fonction du statut sérolo-
gique des troupeaux a été présentée au tableau V. Il a été constaté

X642 pty —

1 S0 pty

I Q50 py —
O ply —

Figure 1 : analyse par électrophorése sur gel d'agarose 1%
des produits de PCR (CTU/CTL). Colonne 1 : DNA Ladder
100 pb (Gibco BRL) ; colonne 2 : B 80/K/16/5/98 ; colonne
3 :C 108/2/28/10//98 (M14) ; colonne 4 : B 16/K/24/2/98 ;
colonne 5 : B Z/27/11/99 ; colonne 6 : iB1 (Cp. pecorum) ;
colonne 7 : B132/K/25/11/98 ; colonne 8 : C Z/6/2/00 ;
colonne 9 : AB7 (Cp. abortus). Les valeurs a gauche du gel
sont les tailles du marqueur en paires de bases. B : brebis ;
C : chévre. B et C sont suivis des références de troupeaux
d’origine (tableau ll).
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Echantillon Type de Espece Sérologie
prélevement Titre
C12/7/20/2/98 Ecouvillon Chevre -
B16/K/24/2/98 Ecouvillon Brebis -
B80/K/16/5/98 Ecouvillon Brebis -
C108/7/28/10/98 (M14)  Ecouvillon Chevre =
*'3" C126/2/11/11/98 Ecouvillon Chevre -
] B130/K/25/11/98 Ecouvillon Brebis -
5 B132/K/25/11/98 Ecouvillon Brebis Sup 1/320
o B133/K/25/11/98 Ecouvillon Brebis Sup 1/320
z B135/K/25/11/98 Ecouvillon Brebis -
S C1/5/7/2/99 Ecouvillon Chévre  Sup 1/160
o) C6/S/7/2/99 Ecouvillon Chevre  Sup 1/160
3 B36/T/19/2/99 Cotylédon, Brebis /
E foie d’avorton
g B38/T/19/2/99 Cotylédon Brebis /
™ C5/K1/3/2/00 Ecouvillon Chevre -
C9/K1/3/2/00 Ecouvillon Chevre =
C14/K2/3/2/00 Ecouvillon Chevre +1/80
B19/K3/3/2/00 Ecouvillon Brebis +1/80
Bcot/19/K3/3/2/00 Cotylédon Brebis /
C38/7/6/2/00 Ecouvillon Chevre -
C39/2/6/2/00 Ecouvillon Chevre +1/80
C40/Z/6/2/00 Ecouvillon Chevre =
C61/K/12/2/00 Ecouvillon Chevre -
C67/K/12/2/00 Ecouvillon Cheévre 1/40
C68/K/12/2/00 Ecouvillon Chevre -
C69/K/12/2/00 Ecouvillon Chevre -
C93/2/1/12/00 Ecouvillon Cheévre -
PCR (CTU/CTL) : PCR spécifique des Chlamydiaes
PCR (CPS/CPC) : PCR spécifique des especes Chlamydophila abortus et Cp. pecorum
IF : immunofluorescence ; MIF : microimmunofluorescence
que 45 (69 p. 100) des prélevements positifs par PCR provenaient de
troupeaux a sérologie positive et seulement 20 (31 p. 100) étaient
issus de troupeaux reconnus négatifs par la fixation du complément.
2| PCR multiplex spécifique d' espéce
'l L’ application de la PCR (CPS/CPC) aux 65 prélévements positifs
&' | pour la PCR (CTU/CTL) a mis en évidence la présence d'une
= | populaion hétérogéne congtituée de fragments de tailles variables
5 (figure 2) : trois prélévements, deux collectés a partir de deux bre-
3 | bis et un collecté a partir o une chévre appartenant a trois trou-
S| peaux différents, ont présenté un fragment de 1 800 pb, spécifique
2| de Cp. abortus. Un seul prélévement a présenté un fragment de
2| 580 pb, spécifique de Cp. pecorum; il provenait d’ une chevre dont
2 | I"écouvillon a été réalisé huit jours aprées " avortement. Une ou plu-
= | sieurs bandes de tailles différentes (1 700 pb, 1 500 pb, 800 pb et
% | inférieure & 580 pb) ont été amplifiées dans 20 prélévements
< | (figure 2). Aucun fragment n’a été détecté dans les 41 préleve-
S | mentsrestants (tableau V).
2| Digestion enzymatique des produits d’amplification
§ Le traitement par I'enzyme de restriction (Alul) des produits
~ | damplification delaPCR (CTU/CTL) arévélé plusieurs profils de

24

Tableau |

Origines et caractéristiques des prélevements cultivés

PCR Culture cellulaire IF et MIF
(nb. de passages)
CTU/CTL  CPS/CPC
+ — + (P4) Cp. abortus
+ 1 400 pb/400 pb - Négatif
+ + 1 800 pb + (P4) Cp. abortus
+ + 580 pb + (P3) Cp. pecorum
+ - Contamination Négatif
+ + 1 800 pb + (P5) Cp. abortus
+ ~ 600 pb Contamination Négatif
+ ~ 600 pb Contamination Négatif
+ ~ 600 pb Contamination Négatif
+ = + (P4) Cp. abortus
+ - Contamination Négatif
+ - - Négatif
+ + 1 800 pb + (P4) Cp. abortus
+ ~ 600 pb Contamination Négatif
+ ~ 600 pb = Négatif
+ = = Négatif
+ + 1 800 pb + (P3) Cp. abortus
+ + 1 800 pb + (P3) Cp. abortus
+ - - Négatif
+ - - Négatif
+ - Contamination Négatif
+ = = Négatif
+ - - Négatif
+ - Contamination Négatif
Frottis - - Négatif
+ + 1 800 pb + (P4) Cp. abortus

digestion (figure 3). Sur les 65 prélévements analysés, 15 ont pré-
senté un profil identique & celui de Cp. abortus (souche AB7) avec
les coupures de tailles attendues (198 pb, 171 pb, 159 pb, 84 pb,
82 pb et 81 pb). En utilisant la PCR multiplex (CPS/CPC), parmi
ces prélévements, trois ont présenté le fragment de 1 800 pb, 7 ont
donné des bandes intermédiaires et 5 n’ont pas réagi. Seul le préle-
vement de chévre qui a été caractérisé comme appartenant a
I’ espéce Cp. pecorum par la PCR multiplex (CPS/CPC) a présenté
un profil de digestion avec une bande de 180 pb caractéristique des
souches de Cp. pecorum, mais différent de celui de la souche
témoiniB1 (figure 3, profil 4). Il est & noter qu’ une souche de type
Cp. pecorum (codifiée M14) a étéisolée en culture cellulaire a par-
tir de ce prélévement (manuscrit en préparation). Le reste des pré-
[évements a montré des profils avec des coupures variables (figure
3, profils 2, 5 et 6), différents de ceux des souches témoins AB7
(figure 3, profil 1) etiB1 (figure 3, profil 3).

| solement des souches de Chlamydophila

Apres plusieurs passages des 26 prélévements sur cultures cellu-
laires et multiplications sur ceufs embryonnés, seulement huit ont
montré un effet cytopathogéne sur les tapis cellulaires a des
passages différents et ont donné des mortalités des caufs embryon-
nés infectés avec des lésions pathologiques et des membranes
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Tableau Il

Répartition des prélevements positifs par PCR (CTU/CTL) en fonction des troupeaux étudiés (n =

Référence troupeaux Espece TA (%) !
7/20/2/98 Mixte 15
K/24/2/98 Ovin 20
K/15/3/98 Ovin 25
K/29/3/98 Caprin 30
K/16/5/98 Mixte 15
7/23/6/98 Ovin 16
7/5/9/98 Ovin 5
7/28/10/98 Caprin 20
Z/11/11/98 Caprin 7
K/25/11/98 Ovin 10
S/7/2/99 Caprin 16
T/19/2/99 Ovin 15
Z/27/11/99 Ovin 10
Z/1/12/99 Caprin 8
Z/12/12/99 Ovin 10
K1/3/2/00 Caprin 20
K2/3/2/00 Caprin 18
K3/3/2/00 Ovin 12
K4/3/2/00 Ovin 25
7/6/2/00 Caprin 5
K/12/2/00 Caprin 30
A/2/10/00 Ovin 6
Z/1/11/00 Ovin 12
Z/1/12/00 Mixte 10
Total - -

TA : taux d' avortements

24)
Nb. de PCR (CTU/CTL) Sérologie
prélevements 2 positive (%) positive (%)
10 1(10) 0
15 8 (53) 0
20 1(5) 6 (30)
19 2 (171) 5 (26)
9 2 (22) 2 (22)
5 0
6 0 3 (50)
11 109 3(27)
8 4 (50) 0
6 4 (67) 5 (83)
11 7 (64) 10 (90)
10 10 (100) 1(10)
6 5(83) 0
6 0 0
14 0 4(27)
9 5 (56) 4 (44, 5)
5 2 (40) 1 (20)
6 1(17) 3 (50)
7 0 0
11 8 (73) 2 (18)
8 3 (38) 2 (33)
3 0 0
11 0 0
9 1(11) 0
225 65 (29) 51 (23)

1| etaux d’ avortements a été estimé par le nombre déclaré de femelles ayant avorté rapporté a I’ effectif de femelles ayant avorté et celles ayant mis bas normalement

2 esfemelles ont été prélevées dans un délai aprés|’ avortement variant de 160 |

vitellines fines et trés vascularisées. Il s agit de cing prélévements
d’origine ovine et trois d'origine caprine. Les résultats des isole-
ments réalisés sont illustrés dans le tableau I. Aucun effet cytopa-
thogéne n'a été observé aprés cing passages pour dix prélévements
alors que huit ont été trouvé contaminés,

Les résultats de I'IF et de la MIF ont montré que sept prélévements
dont cing ovins et deux caprins ont réagi avec les anticorps
monoclonaux spécifiques du genre Chlamydophila et de I’ espéce

Tableau IlI

Répartition des préléevements positifs par PCR (CTU/CTL)
en fonction des délais d’avortements et de |’espéce

PCR (CTU/CTL)
positive

PCR (CTU/CTL)
négative

Jours apres
avortement

Brebis Cheévre Total (%) Brebis Chévre Total (%)

<al5 2 19 21 (32) 47 30 77 (48)
15a30 19 12 31 (48) 20 20 40 (25)
> 30 09 04 13 (20) 23 20 43 (27)
Total 30 35 65 (1000 90 70 160 (100)

PCR (CTU/CTL) : PCR spécifique des Chlamydiaes

Chlamydophila abortus. Un seul prélévement d' origine caprine s est
révélé étre de type Chlamydophila pecorum en réagissant avec les
anticorps monoclonaux spécifiques du sérotype pecorum (tableau I).
Une souche (Cp. pecorum), désignée M 14, a été isolée & partir de ce
prélevement par la technique des plages de lyse. La souche a été
confirmée par coloration d' acridine a |’ orange, MIF, PCR (figure 1,
colonne 3; figure 2, colonne 2) et par digestion enzymatique des pro-
duitsdelaPCR (CTUICTL) (figure 3, colonne 6).

Tableau IV

Résultats de la PCR (CTU/CTL)
en fonction de la sérologie des troupeaux

Statut sérologique Résultat PCR (CTU/CTL)

des troupeaux

Positive (%) Négative (%)

Sérologie positive 45 (69) 74 (46)
Sérologie négative 20 (31) 86 (54)
Total 65 (100) 160 (100)

PCR (CTU/CTL) : PCR spécifique des Chlamydiales

x?(1dd) =978

p<0,01;il yasignificativement plus d' écouvillons PCR positifs parmi les trou-
peaux sérologiquement positifs

:21-29
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Figure 2 : analyse par électrophorése sur gel d’agarose 7%
des produits de PCR multiplex (CPS/CPC). A- colonne 1 :
C 1/5/7/2/99 ; colonne 2 : C 108/Z/28/10//98 (M14) ; colonne
3 : B 27/K/24/2/98 ; colonne 4 : B 18/ K/24/2/98 ; colonne 5 :
B 16/ K/24/2/98 ; colonne 6 : B 26/ K/24/2/98 ; colonne 7 :
AB7 (Cp. abortus) ; colonne 8 : iB1 (Cp. pecorum).
B- colonne 1 : B 28/ K/24/2/98 ; colonne 2 : B 43/K/15/3/98 ;
colonne 3 : B 46/2/27/11/99 ; colonne 4 : B 80/K/16/5/98 ;
colonne 5 : C 93/Z/1/12/00 ; colonne 6 : B 132/K/25/11/98 ;
colonne 7 : AB7 (Cp. abortus) ; colonne 8 : iB1 (Cp. pecorum).
Les valeurs a droite du gel sont les tailles en paires de bases
des fragments attendus. M14 : souche Cp. pecorum isolée.
B : brebis ; C : chévre.

Tableau V

Résultats de la PCR multiplex (CPS/CPC)
(nb. de prélevements) en fonction de I"espéce animale

PCR (CPS/CPC) positive pour

Espece Cp. Cp. PCR non PCR Total
abortus pecorum spécifique! négative

Ovin 2 0 13 15 30

Caprin 1 1 7 26 35

Total 3 1 20 41 65

PCR (CPS/CPC) : PCR spécifique des especes Chlamydophila abortus et
Cp. pecorum

1 prélévements montrant une ou plusieurs bandes intermédiaires (1 700 pb,
1500 ph, 800 pb et inférieure 2580 ph)

B DISCUSSION

Le but de ce travail a été d’ évauer la technique PCR comme outtil
de diagnostic direct et rapide de la chlamydiose abortive en éle-
vage des ovins et caprins au Maroc. Deux techniques PCR ont
ainsi été adoptées pour la détection et I'identification des Chlamy-
dophila dans les écouvillons vaginaux de brebis et de chevres

4 54 pls
267 ks
164 pabs

104 b
B0 |'|I'-

Figure 3 : analyse par électrophorése sur gel d’agarose 4 %
des fragments de digestion enzymatique par Alul des produits
de PCR (CTU/CTL). Colonne 1 : marqueur de taille V
(Boehringer) ; colonne 2 : C 1/5/7/2/99 (profil 1) ; colonne 3 :
B 130/K/25/11/98 (profil 2) ; colonne 4 : AB7 (profil 1) ;
colonne 5 : iB1 (profil 3) ; colonne 6 : C 108/Z/28/1 0//98
(souche M14, profil 4) ; colonne 7 : B 27/K/24/2/98 (profil 5) ;
colonne 8 : C 127/Z/11/11/98 (profil 6). Les valeurs a gauche
du gel sont les tailles du marqueur en paires de bases. B :
brebis ; C : chévre. Profils 1 et 3 : ce sont les profils respectifs
des souches de référence AB7 et iB1. Profils 2, 4, 5 et 6 : ce
sont les profils de digestion différents de ceux des souches de
référence.

ayant avorté. La technique PCR (CTU/CTL) adoptée dans ce tra-
vail a permis de détecter la séquence nucléotidique spécifique du
géne ompl des Chlamydiales dans 29 p. 100 des écouvillons vagi-
naux répartis sur 17 (71 p. 100) troupeaux parmi les 24 enquétés.

Tous les animaux révélés positifs provenaient de troupeaux dans
un contexte abortif, la magjorité (71 p. 100) présentant I’ évidence
sérologique de I’infection & Chlamydophila. 11 a été également
constaté que la PCR a permis de détecter e géne cible dans les
prélévements jusgu’ au deuxiéme mois aprés |'avortement sachant
que tous les échantillons testés dans ce travail ont été réalisés dans
un délai postavortement variable d'un a 60 jours selon les ani-
maux. La détection d’ ADN chlamydien dans certains prélévements
pourrait étre liée a la présence de corps bactériens non viables.
Cependant, le fait que les animaux testés aient tous manifesté des
avortements et provenaient dans la majorité des cas de troupeaux
avec evidence sérologique de I'infection, les résultats de la PCR
ont été en faveur d'infections actives avec excrétion possible des
Chlamydophila dans les secrétions vaginales analysées. L'isole-
ment des Chlamydophila serait idéal pour confirmer les résultats
de la PCR, mais al’exception de quatre prélévements a partir des-
quels Cp. abortus (trois prélévements) et Cp. pecorum (un préleve-
ment) ont été isolés, la plupart des essais d'isolement du germe en
culture cellulaire n"ont pas été concluants en raison des problemes
liés principalement ala qualité des prélévements. La possibilité de
repérer par PCR des animaux éventuellement excréteurs dans
les semaines qui suivent |"avortement ou la mise bas (17, 19, 24)
offre un avantage énorme par rapport aux autres techniques de



diagnostic direct qui nécessitent des produits d' avortements frais,
riches en Chlamydophila et prélevés peu de temps apres | avorte-
ment. |l a é&é noté qu'il était pratiquement impossible de satisfaire
ces conditions dans le contexte de |’ élevage extensif et pastoral au
Maroc ol les troupeaux sont dispersés et se déplacent sur de vastes
distances. Les résultats de la PCR doivent étre cependant interpré-
tés avec précaution en raison des problémes liés a la présence
éventuelle dans les prélévements d'inhibiteurs qui entraineraient
des faux négatifs et également a la détection des faux positifs due a
la grande sensibilité de la technique. La présence d'inhibiteurs de
laréaction d'amplification aurait pu étre vérifiée al’aide d' ampli-
fication de séquences universelles ou d'ajout d' ADN exogene.

Pour déterminer les especes de Chlamydophila associées aux avor-
tements, les prélévements positifs par la PCR (CTU/CTL) ont été
également testés par une PCR multiplex utilisant des amorces spé-
cifiques de Cp. abortus (CPS) et de Cp. pecorum (CPC). La tech-
nique n'a permis de détecter les fragments attendus de Cp. abortus
et de Cp. pecorum que dans quatre des 65 prélevements testés. Les
autres prélévements (94 p. 100) ont été négatifs (aucun signal
visible) ou non concluants avec des bandes non spécifiques de
tailles intermédiaires. L'absence d'amplification de fragments
cibles dans les prélévements, pourtant positifs par la PCR
(CTU/CTL), pourrait étre expliquée par la présence d'impuretés
dans les prélévements ou par une défaillance technique qui aurait
pu interférer avec la réaction d’amplification. En outre, la taille
relativement grande du fragment de 1 800 pb & amplifier par les
amorces CPS pourrait étre un facteur empéchant I’ amplification et
expliquerait le grand nombre de prélévements de Cp. abortus qui
n'ont pas répondu. En revanche, la mise en évidence de bandes
non spécifiques apres plusieurs essais dans un grand nombre de
prélévements pourrait étre liée soit aux problémes de spécificité
des amorces utilisées dans la réaction, soit & un polymorphisme au
niveau des séquences ciblées qui pourrait étre en faveur d’ une pos-
sible variahilité génétique des souches marocaines. Un séquencage
de ces fragments ou une hybridation avec des sondes spécifiques
pourraient renseigner s'il s'agit en effet de souches de Chlamydo-
phila ou de contaminations au niveau des prélévements.

La digestion par Alul du géne ompl a également révélé la présence
d’une population hétérogéne de profils génétiques. 1l a &té convenu
de noter que seuls 15 prélévements ont montré un profil de digestion
similaire acelui de Cp. abortus (souche AB7) et un seul prélévement
(& partir duguel M14 a été isolée) avec un profil présentant la bande
type de Cp. pecorum (180 pb) (figure 3, piste 6) mais différent de la
souche Cp. pecorum de référence iB1. Le reste des prélévements a
montré des profils variables qui, bien que différents de ceux identi-
fiésdans d' autres travaux (1, 8, 25), pourraient étre de type Cp. peco-
rum. D' apres les études moléculaires réalisées dans le domaine de la
phylogénie et la caractérisation des especes des Chlamydiales,
notamment |I"'homologie ADN/ADN (11), I'analyse de la séquence
codant pour laMOMP (14, 18, 33) et des produits du polymorphisme
des sites de restriction (RFLP) des génes ompl (1, 8, 11, 25) et omp2
(27), il est actuellement évident que les souches de Cp. pecorum
constituent un groupe trés hétérogene sur le plan génétique mais
ayant une bande de 180 pb ou deux bandes équivalentes de 110 pb et
de 70 pb (8). Il est a noter que certains prélévements parmi ceux
ayant des profils de digestion variables ont présenté des bandes dont
la somme a été supérieure & 1 050 pb, fragment amplifié par la PCR
(CTUICTL). Il Sagirait, dans ce cas, probablement d’'un mélange de
souches dans | es prélevements analysés.

La souche M14 de type Cp. pecorum isolée d'une chévre ayant
avorté s'est avérée d'un grand intérét épidémiologique pour la
chlamydiose abortive chez les petits ruminants au Maroc et dans
la région. En effet, une souche de type Cp. pecorum a été récem-
ment isolée & partir d'une chévre ayant avorté en Tunisie (32).

Diagnostic direct par PCR de la chlamydiose abortive au Maroc

L'implication de Cp. pecorum dans les avortements a été égale-
ment évoquée dans une étude sérologique réalisée au Maroc sur
des sérums de brebis et de chévres ayant avorté en utilisant latech-
nique Elisa recombinant (26).

Lavirulence de la souche M14 a &té testée in vivo sur modele sou-
ris au laboratoire de I'unité de Pathologie infectieuse a I'Inra de
Tours. Les résultats de cette étude ont montré que ¢’ est une souche
pathogene provogquant des avortements suite a une colonisation du
placenta mais a des degrés moindres que la souche AB7 de type
Cp. psittaci. (19). Il a été également montré que le vaccin vivant
1B, composé d'un mutant thermosensible obtenu par mutagenése
de la souche abortive AB7 & la nitrosoguanidine (20), protege la
souris contre I infection avec la souche M14 (19).

B CONCLUSION

Les résultats obtenus au terme de ce travail ont confirmé que la
technique PCR posséde un potentiel puissant pour le diagnostic
direct et rapide de la chlamydiose abortive chez les petits rumi-
nants. Appliquée sur des animaux ayant avorté et associée aux
résultats de la sérologie, la PCR (CTU/CTL) pourrait identifier les
animaux éventuellement excréteurs du germe aprés |’ avortement.

Latechnique PCR multiplex appliquée ala recherche et al’identi-
fication directe de Cp. abortus et Cp. pecorum dans les préléve-
ments cliniques n’a pas montré de performances totalement satis-
faisantes dans les conditions expérimentales de cette étude.
Cependant, avec des gjustements techniques (en I’ occurrence, puri-
fication de I'ADN), cet outil pourrait apporter une contribution
significative au diagnostic direct et spécifique de la chlamydiose
abortive. Des études récentes (16, 27) ont permis de déterminer
des amorces spécifiques pour différencier entre les deux especes
Cp. abortus et Cp. pecorum en amplifiant un fragment de taille
plus petite que celle du fragment amplifié par le couple d’ amorces
CPS/F et CPS/B.

L’évauation des résultats obtenus par I'anayse de restriction
enzymatique des produits de PCR (CTU/CTL) a montré une
grande diversité génétique avec des profils variables qui pourraient
étre attribués au type Cp. pecorum. Ces résultats, bien que prélimi-
naires, associés al’isolement pour la premiére fois au Maroc d' une
souche de type Cp. pecorum de chévre ayant avorté suggerent
I’ association de Cp. pecorum aux avortements chez lesovins et les
caprins. La diversité génétique des Chlamydophila associées aux
avortements des petits ruminants au Maroc mérite d'étre étudiée
par des investigations plus approfondies pour repérer des mar-
queurs épidémiologiques et orienter les stratégies de lutte et de
vaccination contre la chlamydiose abortive.
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Summary

Diagnostic direct par PCR de la chlamydiose abortive au Maroc

Resumen

El Jai S., Remmal A.H., Rodolakis A., Souriau A., El Idrissi
A.H. Application of Polymerase Chain Reaction to the Direct
Diagnosis of Abortive Chlamydiosis (Chlamydophila abortus
and Chlamydophila pecorum) of Sheep and Goats in Morocco

In order to improve the direct diagnosis of abortive
chlamydiosis in small ruminants, 225 vaginal swabs collected
from aborting sheep and goats were tested for Chlamydophila
DNA by two types of polymerase chain reactions (PCR):
chlamydial-infection specific PCR (CTU/CTL), and species-
specific PCR (CPS/CPC) for Chlamydophila abortus and Cp.
pecorum. The ompl gene coding for the major outer
membrane protein of Chlamydiales was found in 65 (29%) of
the analyzed samples, of which 80% had been collected
within four weeks postabortion. The majority of PCR
(CTU/CTL) positive samples (69%) came from herds found
positive by the complement fixation test. The species-specific
PCR applied to PCR (CTU/CTL) positive samples did not allow
detecting the expected fragments of Cp. abortus (1800 bp) and
Cp. pecorum (580 bp), except in four samples out of 65
tested. The remaining samples were either negative (63%) or
non conclusive (31%) with non-specific bands of intermediate
molecular weights. The enzyme restriction analysis of the
omp1 gene after DNA amplification revealed much genetic
diversity among the 65 samples tested. Typical genetic
patterns of Cp. abortus were found only in 15 samples, but the
majority (77%) of the samples showed patterns attributed to
Cp. pecorum or closely related to it. Culture on McCoy cells
of 26 vaginal swabs and abortion products from animals
found with chlamydial infection (serology and PCR) revealed
the presence of Chlamydophila in eight samples: seven were
characterized as Cp. abortus and one as Cp. pecorum. The
remaining samples gave no cytopathogenic effect after five
serial passages, or they were contaminated. A Cp. pecorum
strain, designated M14, isolated for the first time in Morocco,
was further investigated to test its virulence in mice. These
data suggest there is genetic variation in abortive strains and a
possible link between Chlamydophila pecorum and abortions
in sheep and goats in Morocco. This genetic diversity needs to
be further investigated in order to gear vaccination strategies
for control of abortive chlamydiosis in Morocco.

Key words: Sheep — Goat - Chlamydophila abortus —
Chlamydophila pecorum — Ornithosis — PCR — Morocco.

El Jai S., Remmal A.H., Rodolakis A., Souriau A., El Idrissi
A.H. Aplicacién de la reaccién de la polimerizacién en
cadena al diagndstico directo de la clamidiésis abortiva
(Chlamydophila abortus y Chlamydophila pecorum) de los
pequefios rumiantes en Marruecos

Con el fin de mejorar el diagnéstico directo de la clamididsis
abortiva de los pequenios rumiantes, se obtuvieron 225 frotis
vaginales de ovejas y de cabras que habian abortado y se exa-
minaron para la basqueda de ADN de Chlamydophila, utili-
zando dos tipos de PCR, un PCR (CTU/CTL) especifico de Cla-
midiales y un PCR (CPS/CPC) especifico de las especias
Chlamydophila abortus y Cp. pecorum. El gen omp1 codifi-
cante para la proteina mayor de la membrana externa de los
Clamidiales fue detectado por la PCR (CTU/CTL) en 65 mues-
tras (29%) de las recolectadas y analizadas, de las cuales 80%
fueron realizadas en un lapso inferior a cuatro semanas post
aborto. La mayoria de las muestras positivas para PCR
(CTU/CTL) (69%) provenian de hatos reconocidos como posi-
tivos mediante el test de fijacién de complemento. La PCR
especifica de especie, aplicada a las muestras positivas para
PCR (CTU/CTL), no permitié la deteccién de los fragmentos
esperados de Cp. abortus (1800 pb) y de Cp. pecorum (580
pb), sino en cuatro de las 65 muestras examinadas. Las otras
muestras fueron negativas (63%) o no concluyentes (31%) con
bandas no especificas de tamanos intermedios. La restriccion
enzimdtica de los productos de amplificaciéon (PCR-CTU/CTL)
revel6 una gran diversidad genética entre las 65 muestras
estudiadas. Solo 15 muestras mostraron un perfil de digestion
tipico de Cp. abortus, pero el resto de las muestras (77%)
mostré perfiles de Cp. pecorum o préximos de esta especie. El
cultivo de las células de McCoy de 26 frotis vaginales y pro-
ductos de abortos provenientes de animales que abortaron y
confirmados positivos para la clamidiésis (serologia y PCR),
revel6 la presencia de Chlamydophila en ocho muestras, de
las cudles siete fueron caracterizadas como tipo Cp. abortus y
uno de tipo Cp. pecorum. Las muestras restantes no produje-
ron ninglin efecto cito patogénico después de cinco pasajes
sucesivos o bien estaban contaminadas. Otros estudios fueron
llevados sobre la cepa Cp. pecorum, designada M14, aislada
por la primera vez en Marruecos, para probar su virulencia en
el ratén. Los resultados sugieren una variabilidad genética de
las cepas abortivas y una asociacion de Cp. pecorum a los
abortos en los ovinos y los caprinos en Marruecos. Esta diver-
sidad genética amerita ser mas estudiada para orientar las
estrategias de vacunacién contra la clamidiésis abortiva en
Marruecos.

Palabras clave: Ovino — Caprino — Chlamydophila abortus —
Chlamydophila pecorum — Ornitosis — PCR — Marruecos.
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