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RÉSUMÉ 

L’application de Ia méihade d’fmmunofluorercence 0 I’ideniification des 

mycoplosmes e+ en particulier à la recherche de M. mycoides, dans les cultures 
comme dans les exsudats pathologiques et les lésions, est effectuée par les 
procédés closs~ques en utilirant soit des r&umr expérimeniaux onti-mycoides, 

soit des s&ums de bovins malades noiurelr. Les résultats montreni que ce 
procédé cri sp6clflque et que des réactions croisées ne sont pas h craindre IIVBC 

les autres espèces de mycoplosmes rencontréer chez les ruminants si I’on s’en- 
toure d’un minimum de précautions. Les conditions fechniauer de ces examens 
font l’objet d’une description dé+oill&e. 

L’emploi de la méthode d’immunofluorescence 
pour la recherche et I’identkation des Myco 
plasma n’est pas nouveau. 

En effet, c’est ce procédé qui permit en 1957 
de voir pour la première fols (4) Mycoplosma 
pneumonioe, l’agent de la pneumonie atypique 
dans des coupes de poumon d’embryon infecté 
de poulet. 

En 1962, H. W. CLARK ef ol. (2) l’utilisent 
pour déterminer la spécificité antigénique des 
souches de M. hominis 1 et M. hommis 2. 

Puis la méthode fut appliquée surtout 0 la 
recherche des mycoplosmes contaminant les 
cultures de cellules, domaine où elle se révéla 
très eftïcace (6, 1). 

En pathologie animale, elle semble avoir le 
même succès et déjà des résultats sont acquis ; 

(*) Ce travail a. fait l’objet d’une communication à Ia 
XXXVW session qénérole du Comilé de I’Office Infer- 
nationale des Epizooties (Paris, 19-24 mai 1969). 
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c’est ainsi que J. K. NOËL, H. M. DE VOLT et 
J. E. FABERen 1964I’appliquentàla recherchede 
M. gollirepticum pour en faire une méthode de 
diagnostic de la mycoplasmose aviaire (9). 

F. R. ROBINSON, R. W. MOORE et H. E. RED- 
MOND (11) en 1967 I’utllisent pour mettre 
en évidence les colonies de mycoplasmes dans 
les tissus de porcs infectés expérimentalement 
par M. hyoorfhrinosa, agent de synovltes et 
d’orthrifes infectieuses, comme dans des cultures 
de cellules infectées par cette même espèce. La 
fluorescence semble très spécifique. mais la 
comparaison n’est faite qu’avec une seule autre 
espèce, M. goflisepticum (souche 56 d’Adle+ 

E. KARBE et C. F. HELMBOLT en 1968 (3) 
montrent l’intérêt de I’immunofluorescence dans 
le dépistage des mommites de la vache provo- 
quées par des mycoplasmes. Grâce à un immun 
sérum préparé sur lapin avec une souche de 
M. ogaloctiae “or. bons (souche Don&), les 
mycoplosmes sont décelés dans le lait avant ou 
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dès I’awarition de l’altération visible de celui-ci, 
Ici en& la spécificité semble bonne puisqu’on 
n’observe.aucunefluorescence sur40 échontlllons 
de lait provenant de quartiers attelnts de mam- 
mItes d’origines diverses sans relation avec des 
infections à mycoplasmes ; en outre, sur de 
simples frottis effectués avec 29 souches de 
mycoplasmes appartenant à d’autres espèces 
(M. lordiawii. M. goll~septrcum, mycoplasmes &s 
pneumonies des petits ruminants, du tractus 
génital des bovins), on n’observe toujours 
aucune fluorescence. 

Récemment W. N. MASIGA et S. 5. STONE (7, 
8) appliquent la méthode à la recherche des 
anticorps et des antigènes de M. mycoïdes, expé- 
rimentant ainsi un procédé de plus pour le 
diagnostic de la péripneumonie contagieuse des 
bovins. C’est une méthode directe utllisant les 
anticorps d’un bovin atteint de la maladie notu- 
relie : la spécificité est satisfaisante puisqu’il ne 
semble pas exister de @action sérologique de 
groupe commune à M. mycoïdes. M. bovirhinis, 
M. mycoides var. copri et M. ogolociioe. On peut 
utiliser non seulement des froitis de culture de 
M. mycoïdes. mais aussi des frottis préparés 
directement avec du mucus nasal d’animaux 
malades ou suspects et des coupes histologiques. 
Particulièrement intéressante semble être la 
méthode d’inhibition de I’immunofluorescence, 
puisqu’elle permettrait selon ces auteurs de 
déceler des anticorps spécifiques avant que 
la fixation du complément soit devenue posi- 
t1ve. 

Il nous apparaît utile d’apporter ici notre 
‘contribution à l’étude de cette méthode immuno- 
logique d’identification des mycoplasmes en 
rapportant brièvement les résultats de nos tra- 
vaux. 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 

A. - Les antigènes. 

Nous avons employé d’une part des cultures 
de mycoplasmes, sur milieux solide et liquide, 
d’autre part du matériel pathologique : liquide 
pleural de bovins péripneumoniques. liquide 
d’cedème sous-cutané, fragments de lésions 
pulmonaires fixés et coupés selon les normes 
de l’histologie courante. 

1) Souches de Mycoplasmes : elles oppar- 
tiennent à notre collection et sont conservées 
à - 25 OC après lyophilisation : 

l Mycoplasma mycoides vor. mycoides : d’une 
part, des souches virulentes Fatlck (Sénégal) et 
Afadé (Tchad), isolées chez des zébus atteints de 
péripneumonle ; d’autre part, des souches isolées 
chez les chèvres et sérologiquement rattachées 
à la variété mycoides, dénommées CII et VOM. 

l Mycoplasm~ mycoïdes var. capri : souches 
05842. Farcha et PG, (Freundt). 

l Mycoplosmo bovirhmis : souches PG43 
(Freundt), Nantes 1, 4 et 6, Somme 611, 777 et 
782, MVS, MV8 et MVX. 

l Mycoplosmo bovigeniiolwm : souches PG11 
(Freundt) et 106/12. 

. Mycoplosmo ogolociioe : PG2 (Freundt). 
AGI (Bucarest). 

. Mycopiasma loidiawrr : souche L8 (Elford) 
et 535 (Tchad). 

l Myco~losma gollise~ticum : souche 56 
(Adler) et PG31 (Freundt). 

2) Cuhres : 

Pour l’ensemble de ces souches, le milieu 
suivant. stérilisé par filtration sur disque Seitz 
EKS Il, fut utilisé : 

Bacto P. P. L. 0. Broth (sec). 21 9 
Bocto-Tryptose IOC4 
Bacto Yeast Extract. 6g pH 787 
Glucose,, 1 g 
Eau ., ,. ., l.OOOml 

sons inhibiteurs badériens et avec du sérum 
stérile de cheval ou taux de 10 p, 100. 

Les culiures en milieu liquide étaient examinées 
sous formes d’étalements fixés à l’alcool méthy- 
lique ,(3 mn) et sans dilution préalable ; une 
coloration au May-Grünwald Giemsa permettait 
de juger de la rlchesse en germes sur des lames 
témoins. 

Quant aux cultures sur gélose (faites avec le 
milieu précitéadditionnéde18g/ldeBacto-Agar), 
elles furent employées de la façon suivante : 
lorsqu’au bout de plusieurs jours la culture 
avait aitant un développement satusfalsant. des 
carrés de gélose porteurs de colonies étaient 
découpés. puis renversés et appliqués sur des 
lames. Pour fixer les «empreintes » de ces 
:olonies, on se servit indifféremment de deux 
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méthodes bien connues des microbiologistes : 

a) le traitement aux vapeurs d’acide osmique 
durant quelques secondes swvi d’une fixation 
de 3 mn à l’alcool méthylique ; 

b) l’immersion des lames avec leurs blocs 
dans du liquide de BOUIN. Après opacificatlon 
totale (5 à 10 mn) et décollement de ceux-ci, les 
lames étaient lovées plusieurs minutes à l’eau 
courante. 

Dans tous les cas, un rinçage soigneux ou 
tampon merthiolaté précédalt l’application du 
conjugué. 

3) Les liquides d’cedème sous-cutané avaient 
été obtenus par Inoculation artificielle sous la 
peau de bovins de cultures de M. mycofdes. Ces 
liquides récoltés aseptlquement étaient conservés 
lyophilisés et à -25 OC avant leur utilisation. Ils 
furent employés sous forme de frottis fixés à 
l’alcool méthylique. 

l ’ 

4) Les échantillons d’exsudat pleural* avaient 
été récoltés par ponction thoracique ou prélève- 
ment aseptique immédiat à l’autopsie, sur des 
bovins péripneumoniques ; ils furent conservés 
à l’état congelé ou lyophilisé et utilisés comme 
les liquides d’cedème. 

5) Les fragments de lésions pulmonaires* 
avaient été prélevés sur des bovins malades 
naturels ou infectés artificiels et avaient initiale- 
ment sew à l’étude histologique de l’infection 
péripneumonique (il est important dedlsposer de 
fragments découpés dans des lésions débutantes 
ou au stade de I’hépatisation rouge, comme nous 
le verrons plus loin). Après fixation ou Bovin, 
les blocs étaient coupés et collés sons précautior 
particulière ; les coupes recevaient le conjuguC 
fluorescent après ,mmers,on prolongée dans 
l’alcool lithiné et plusieurs lavages au P. B. S, 
merthiolaté. 

Comparativement aux lésions de péripneu- 
manie. furent examinées par les mêmes procédé! 
un certain nombre de coupes préparées à partlr 
de poumons de bovins atteints de pneumonies 
ou bronchopneumonies infectieuses telles qu’on 
a l’habitude de les observer durant l’hiver dans 
les réglons tempérées. 

Rappelons que ces accidents Infectieux sont 
I 
< 
5 
< 

; 
< 

An,; très co’mmunément sous le vocable de 
Irippe bovine, encore qu’il ne s’agisse bien 
;ouvent que de complications bactériennes 
:onsécutives à I’« agression » des épithéliums 
iu troctus respiratoire par le myxovirus paraln- 
.Iuenza Ill, et qu’il n’est pas si fac&.dans certains 
:os de faire le diagnostic différentle 0 l’autopsie 
:ntre ces lésions dites de pasteurellose et des 
ésions localisées de pérlpneumonie subaiguë. 

I 
Précisons qu’au départ, de ces poumons 

Gpatlsés nous avions isolé, le plus souvent 
associées, Pasteurella mulfocido A, P. hemolytico, 
fschenchio coli et Mycopiosmo bowrhmis (cette 
iernière espèce en quantité souveni abondante 
dans les I&ons d’hépatisation rouge). 

B. - Les immuns sérums et les conjugués fluo- 
rescents. 

Ces essais ont mis en ceuvre : 

1) des immuns sérums anti-mycoplasmes pré- 
parés sur mouton ou sur lopin ; 

D’une façon très générale, le protocole d’im- 
munisation des animaux était le suivant : 

- une Inlectlon initiale sous-cutanée d’un 
mélange à parties égales d’adjuvant de Freundt 
(Bacto-Adjuvant Dlfco) et de suspension de 
mycoplasmes lavés en P. 6. 8. merthlolaté 
(opacité du tube no 10 ou 20 de BROWN), sous 
le volume de 5 ml cher le mouton et de 2 ml 
cher le lapin ; 

- après un délai de 4 serno~nes. une série 
d’inlectlons intraveineuses de la même suspen- 
sion de mycoplasmes ajustée ou tube “0 2,5 de 
BROWN, ou rythme de deux injections par 
semaine (2 ml chez le mouton et 1 ml chez le 
lapin). Le nombre d’in@ons nécessaires est 
ou minimum de 5 ; en cas d’Insuffisance du 
titre d’anticorps ou bout de 7 à 8 injections. 
celles-ci étaient interrompues et, après un nou- 
veau délai de 1 0 2 mois, une nouvelle série 
d’intraveineuses identiques était recommencée, 
avec un résultat satisfaisant le plus souvent. 

A titre indicatif, les immuns sérums antl- 
M. mycoïdes qui nous ont servi avaient pour 
titres moyens : 

. Agglutination lente en tube : 1/32@à 11640. 
l Hémagglutlnation passive : 1/5120 à 

1/20.480. 
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0 Fixation du complément (type Kolmer) : 
11640. 

Tous ces sérums étaient fortement précipitants, 

à l’égard des antigènes polyosidiques en parii- 
culier. D’abord employés simplement dilués 
au 1/50 ou au l/lOO, dans la méthode indirecte 
d’immunofluorescence, ils furent ensuite conju- 
gués à I’isothiocyanate de fluorescé~ne pour 
servir en méthode directe. 

2) des sérums de bovins africains infectés 
naturellement de péripneumonie et choisis 
pour leur titre élevé d’anticorps : 

. Agglutination rapide xur lame : ++++. 
l ,Hémagglutlnation passive : 1/2560 à 

I/l0240 
l Fixation du complément (CAMPBELL et 

TURNER) : 1/640 à 112560. 

Ils servirent aussi en méthode indirecte. puis 
directe (donc après marquage par le fluoro- 
chrome). 

3) des sérums fluorescents anti-globullnes 
de bovin, de mouton et de lapin commercialisés 
par l’Institut Pasteur à Paris : 

4) des sérums fluorescents identiques préparés 
dons notre laboratoire : 

Pour l’ensemble des sérums conjugués par 
nos soins. le protocole de conjugaison fut très 
classique : 

- précipitation des globulines par le 
SO,(NH,), à deml-saturation et à froid (4 à 
8 “C). 

- dialyse de 48 h en solution physiologique 
tampon (P. B. 5. de Dulbecco additionné de 
merihiol& de Na à IjSOOO), 

- marquage à I’isothiocyanate de fluores- 
céine (BD. M&ieux) selon les normes préconi- 
sées à l’Institut Pasteur à Paris : poids de fluoro- 
chrome égal ou 1/40 du poids des globulines, 
celles-ci étant en solution à 2 p. 100 et le pH 
ajusté à 9,25, 

- passage du conjugué brut sur colonne de 
Sephadex G. 50 (souvent deux fois), 

- conservation des conjugués soit 0 l’état 
congelé (-25°C) soit à 40 après addition d’un 
volume égal de glycérine neutre. 

Les frotiis sur lame et les coupes histologiques 
furent recouverts de conjugué fluorescent à la 

dilution appropriée durant 30 ou 45 mn, à 370 
et en chambre humide. Dans laméthode Indirecte 
et dans les réactions d’inhibition, les temps 
d’application des sérums non marqués étaient 
identiques. Après rinçage ou P. B. S., les prépa- 
ratlons étalent montées sous lamelle en tampon 
glycériné à 33 p. 100 et à pH 7,6. 

C. - Matériel optique. 

Nous nous sommes servis de matériel Zeiss : 
itatifG. F. L., avec équipement de fluorescence Il, 
ampe à vapeur de mercure OSRAM HBO 
100 W/4, filtres d’excitation BG3 et BG12, filtre 
xulaire d’arrêt 50. 

Les objectifs les plus utiles furent les Neofluar 
16/0,40 et 40/0,75. 

Toutes les observations ont été faites en fond 
loir, indispensable à notre avis pour les si petits 
3ermes que sont les Mycoplasmes et pour avoir 
in bien meilleur contraste. 

RÉSULTATS 

4. - Considérations techniques générales. 

1) Le meilleur matériel pour l’identification 
i’une souche semble être la culture en bouillon, 
itolée sur une lame, pure ou diluée. Si la culture 
riginelle est riche, il peut être utile de la diluer 
:n tampon physiologique au 115 ou au I/l0 : 
‘examen en sera facilité car les mycoplasmes 
e détacheront sur un fond beaucoup plus 
ombre. En effet le milieu est très riche en sérum 
pe la fixation coagule : d’où la présence sur 
a lame, après l’application du conjugué, d’une 
jappe de fond plus ou moins verdâtre enlevant 
eaucoup de brillant à la lumière de fluorescence 
pécifique. 

Les souches en phase filamenteuse facilitent 
onsidérablement l’examen car les formes en 
haînettes sont immédlatement identifiables 
cf. photo no 1). 

II est du plus grand Intérêt d’avoir des prépa- 
ations très rmnces pour que les anticorps 
&Sent « s’accrocher » facIlement aux antigènes 
t il est donc commode d’effectuer les étalements 
e culture avec le bord d’une lamelle, comme si 
on procédait à un étalement de sang. 
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Photo no 1. - Eialement d’une culture de M. mycoides (souche Folick virulente) 
trait& en méthode directe : les formes filomenleurer parliculièrement nettes facili- 
ten, beaucoup I’exmlem 
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2) Les «empreintes » de colonies, effectuées 
dans les conditions précitées, doivent être exa- 
minées à leur périphérie ; en effet /a zone cen- 
trale de chaque colonie est épaisse, elle repré- 
sente une grase masse d’antigène et fixe beau- 
coup de conlugué. Trop lumineuse et rendue 
floue par la diffusion importante de lumière, elle 
ne permet pas d’observation sérieuse. Mais à sa 
périphérie. des mycoplasmes ont été libérés 
lors de l’impression du carré de gélose ; ils 
apparaissent très nets sur fond sombre et la 
coloration par les anticorps conjugués est 
suffisamment fine pour révéler le très grand 
pléomorphisme des mycoplasmes (cf, photos 
“0 2, 3 et 4), 

Le diagnostic différentiel s’effectue avec des 
«empreintes » aussi bien qu’avec les frottis de 
culture. 

3) Dans la lymphe thoracique des bovins 
malades ou dans le liquide d’cedème sous- 
cutané, M. mycoldes est très visible en immuno- 
fluorescence. Malheureusement l’examen des 
lames est rendu difficile et quelauefois douteux 
par la présence, de nombreux débris tissulaires 
(celhles dégénérées, noyaux. fragments de 
fibrine, éléments impossibles à identifier, nappes 

d’exsudat protéîque fixé, etc...) qui donnent lieu 
à des phénomènes de fluorescence non spéc~tique. 
Nous croyons OU~~I que la lecture des étalements 
serait facilitée SI ceux-ci étalent préparés et fixés 
Immédiatement après le prélèvement, la fdéfor- 
matlon des mycoplasmes étant alors réduite à 
son minimum. 

4) Les coupes histologiques de lésions pulmo- 
“ares exigent un mode d’examen un peu particu- 
lier. En effet elles fixeni beaucoup de conjugué de 
façon non spécifique et les noyaux des ce/lules 
d’lnflltration (neutrophlles et macrophages) ont 
une flvorescence propre qui peut être gênante. 
L’ensemble de la préparation apparaît donc 
assez lumineux avec (une dominante jaune ou 
même jaune orangé. 

Les mycoplasmes seront kalisés et identifiés 
facilement surtout dons les fentes lymphoiiques 
péri-vasculaires et. plus souvent encore, dans les 
espaces lymphatiques pérllobulaires distendus 
que l’cil suivra patiemment et dans lesquels 11s 
apparaîtront très brillants, dispersés sur un 
réticulum acellulaire, verdâtre ei plus ou moins 
déchiqueté, qui n’est autre qu’une section 
de thrombus lymphatique (cf, photo no 5). 

Ils y  sont irès abondants au sein des lésions 
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Photo na 4. - Même préparation ; on voit le bord 
d’une grosse colome, d’oc s’khappent des formes vés~culeuses 
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débutantes ou aigues et se raréfient à mesure que 
l’inflammation devient subaigué ou chronique. 

II est fréquent d’observer des images de pha- 
gocytosedans les napp& de cellules d’inflltration 
qui ceinturent et même envahissent ces lympha- 
tiques dilatés ; certains leucocytes semblent 
contenir de très grosses rnasse~ d’antigène 
spécifique et on est port& à croire que les myco- 
plasma phagocytés peuvent continuer à S? 
multiplier, formant oins1 des colonies denses 
Intracytoplasmiques (cf. photos no 6 et 7). 

Dons les alvéoles, les mycoplasmes sont plus 
difficiles à apercevoir, soit qu’ils y  soient rares 
ou disparus (ce qui semble bien être le cas des 
lésions au stade de I’hépotisation déjà ancienne), 
soit qu’ils soient «protégés» des anticorps 
fluorescents par I’exsudat, les cellules inflam- 
matoires et la tïbrine qui comblent les alvéoles. 

Néanmoins, il n’est pas rare de trouver dans 
des lésions actives de péripneumonie, au stade 
de I’hépotisation rouge, des images identiques 
à celle que montre la photo no 8 et qui est à nos 
yeux parfaitement démonsiroiive. 

5) Le critère de spécificité qui fut couramment 
utilisé avec des résultats réguliers fut celui de 
l’examen comparatifd’une préparation Identique 

, ; traitée par un conjugué absorbé par l’antigène 
homologue. 

Nous n’avons eu aucun succès avec la méthode 
l’inhibition en procédé indirect 0 deux temps 
[sérum positif normal, puis sérum positif conju- 
gué) tout comme avec le procédé à un temps 
[application sur la lame du mélange à partles 
ogales des deux sérums, le positif normal à une 
concentration 5 ou 10 fois supérieure à celle du 
positifconjugué) ; cela n’étonnera pas les adeptes 
de l’immunofluorescence et nous fait croire que 
la mesu,re des anticorps anti-mycoides par ce 
moyen doit fournir des résultats ~S~EL aléatoires. 

6. - L’ldentificotion de M. mycoides et le dia- 
gnostic de la péripneumonie. 

1) La méthode d’immunofluorescence Metz 
fort bien en évidence M. mycoïdes de façon 
Indirecte et de façon directe, qu’on emploie des 
immuns sérums artificiels préparés sur animaux 
de laboratoire ou des sérums positifs prélevés 
sur des bovins naturellement infectés. 

Toutefois nous avons obtenu une meilleure 
brillance avec les immuns sérums artificiels 
préparés sur mouton ; nous pensons qu’il ne 
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Photo nO7. -Même coupe : autrevaisseau lymphatique où Ier celluler inflommotoires 
sont au con+act des mycoplormer. Image de phagocytose. 
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s’agit pas ici d’un phénomène fortuit, cor ces 
sérums ont des titres d’anticorps très élevés et 
sont fortement précipitants, en particulier à 
l’égard du « galoctane ». II est donc vraisem- 
blable qu’il y  ait une forte fixation de molécules 
d’anticorps conjugué 0 la surface des germes. 

2) Cette immunofluorescence apparaît spéci- 
fique : toutefois quelques réserves sont à faire : 

a) il est nécessaire, pour plus de sûreté dans 
les examens, d’utiliser I’antisérum en méthode 
indirecte ou le conjugué en méthode directe à 
une dilution telle que les anticorps communs 
soient pratiquement éliminé5 (1/25, Ij50 et 
I/l00 dans nos essais). 

b) un conjugué anti-M. mycoides fait briller 
non seulement les souches de M. mycordes 
isolée5 de cas de péripneumonie authentique, 
mais aussi les mycoplasmes des chèvre5 sérolo- 
giquement apparenté5 (et de façon étroite) à 
M. mycoïdes. Les souches précédemment cltées 
(VOM, CII) brillent de façon égale (+ + +) 
aux souches de M. mycardes (cf, tableau 1) et 
c’est là une confirmation supplémentaire de 
leur identité sérologlque. maintes fols constatée 
dans notre laboratoire par diverse5 méthode5 
(agglutination en tube, hémagglutination passive, 
fixation du complément, Inhibition de crois- 
sance). Rappelons que la souche VOM est origi- 
naire de Nigeria et qu’elle nous a été transmise 
par les soins du laboratare de FARCHA ; on 
cmt, sans en être certain, qu’elle est la souche 
originelle de LONGLEY (5) : 5’11 en est bien ainsi, 
elle n’est nullement représentative des souches 
,de M. mycoides V~IT. @ri, résponsables de la 
pleura-pneumonie contagieuse des chèvre5 (PG3, 
05842. FARCHA) examinée5 Ici et séparées 
nettement de M. mycoïdes par I’immunofluores- 
cenie. 

Lasouche CII qui lui est Identique a été isolée 
en 1962 du poumon d’une chèvre atteinte de la 
pneumonie contagieuse fréquemment observée 
au Tchad en Samson froide ou pendant les plwes ; 
sur un troupeau de 150 animaux, 50 envfron 
étalent atteints. II est bien difficile de dire si les 
mycoplasmes isolés étaient les seuls responsables 
de cette enzootie. car P. multocido A et P. hemoiy- 
iico leur étaient associée5 chez plusieurs ani- 
maux : l’infectlon à Miyogowonello fréquente 
dans le5 mêmes conditions (10) n’avaii pu être, 
mise en évidence. 

Un conjugué anti-souche VOM peut être 
utilisé comme un conjugué anti-M. mycoïdes 
car II fournit les mêmes résultats avec lesautres 
groupes de mycoplasmes (cf. tableau l), En bref, 
ces souches isolée5 chez les chèvre5 doivent être 
considérées comme appartenant effectivement 
à l’espèce mycoides vor. mycoïdes. puisqu’aucun 
caractère différentiel probant ne peut être 
relevé. 

c) il faut dire aussi que le conjugué onti-var. 
mycoldes, peut marquer les souches var. copri 
Pg3. OSE42 et Farcha, mais avec une brillance 
nettement plus faible que pour ‘l’antigène homo- 
logue (& contre + + +). Le test n’est donc pas 
absolument négatif et il n’y a là rien d’étonnant 
étant donné les communauté5 ontigéniques 
partielles ; en tout état de couse, la distinction 
est faite nettement par le technicien averti. 

3) Les aut<@5 mycoplasmes rencontré5 chez 
les ruminants (M. agolocfioe, M. bovigen~ialium, 
M. bovirhmis, M. loidlowii) ne fournissent que des 
réaction5 négative5 avec un conjugué onfi- 
mycoïdes (cf. tableau l), 

De façon identique un conjugué anti-bovirhinis 
(c’est l’espèce qui a. lors d’un isolement à partlr 
de lésions pulmonaires douteuses, les plus 
grandes chances d’être confondue au départ 
avec un M. mycoïdes) donne une réaction négative 
avec les antigène5 de ce dernier. 

4) La recherche de M. mycoï&s dans les coupes 
histologiques nous semble intéressante. A condi- 
tion de disposer de fragments de poumon au 
stade de I’hépatisation rouge et comportant des 
septa interlobulaires cedémateux, cette lecture 
est relativement facile et sa valeur est garantie 
par le résultat négaiif que fournit la même coupe 
trattée par le conjugué absorbé. 

Cet examen peut être rétrospectif, car certains 
de nos prélèvement5 étaient 1ncIu5 en paraftÏne 
depus 5 ans. 

Les coupes de poumons de veaux atteints de 
« pasteurellose » offrent une Image histologique 
qui n’est pas sans ,rapport avec l’image de la 
péripneumonle ; on y  retrouve souvent la même 
dilatation des travées interlobulaires et la même 
thrombose des lymphatiques mois les myco- 
plasmes qu’occa5ionnellement on pourrait y  
trouver ne brillent pas avec un conjugué onfi- 
mycoides. 

490 

Retour au menu



I I I 

Retour au menu



Pour un diagnostic rapide, ilserait plus logique 
d’utiliser de simples décalques de section de 
poumon, mais les risques d’avoir sur les lames 
des débris cellulaires fort gênants sont tels que 
nous avons écarté à priori ce procédé. 

C. - L’immunofluorercence et le diagnostic 
d’espèce des mycoplasmes. 

Les essais décrits ici sont des travaux prélimi- 
naires qui n’ont mis en ceuvre que des sérums 
anti-M. mycoïdes (souches bownes et caprines) 
et anti-M. bovirhinis : cependant il est encouro- 
gant de constater que I’immunofluorescence 
nous permettra sans doute d’identifier les espèces 
de mycoplasmes beaucoup plus vite qu’avec 
les moyens sérologiques habituels (notamment 
l’inhibition de croissance considérée comme le 
meilleur test actuel). 

D’ailleurs les résultats attendus ne dépendent 
pas tellement de /a technique d’lmmunafluores- 
cence en elle-même, mais bien plus de la prépa- 
ration préalable d’antisérums spécifiques d’es- 
pèce ou de type sérologique. Si pendant long- 
temps ces sérums ont été réputés difficiles 0 
obtenir. c’est parce que les réactions croisées 
dues aux antigènes de groupe ont un peu effrayé 
les sérologistes. En fait, elles ne semblent pas si 
importantes et le problème le plus ennuyeux qui 
se pose au microbiologiste lors de l’isolement 
et de l’identification d’une souche de mycoplasme. 
c’estbienl’obtentiond’une massede mycoplasmes 

suffisante pour préparer I’antisérum et I’antlgène 
que mettront en jeu les procédés sérologiques 
actuels d’identification. 

Or I’immunofluorescence pourrait permettre 
I’identlfication du mycoplasme à partir de 10 
prfmoculiure. qu’elle soit faite en milieu liquide 
ou sur milieu solide. 

CONCLUSIONS 

Les mycoplasmes peuvent être identifiés par 
la méthode d’immunofluorescence. 

Ce procédé apporte un moyen supplémentaire 
au diagnostic de la péripneumonie puisque 
M. mycoïdes peut être identifié dans les cultures 
(en milieux solide et liquide) dans les exsudais 
pathologiques et dans les coupes histologiques 
de lésions pulmonaires. 

A la lumière de notre expérience, nous pouvons 
même aftÎrmer que. pour un technicien averti 
disposant de préparations correctes, ce diagnos- 
tic par immunofluorescence est facile. 

La spécificité de cette méthode est bonne 
puisque les sérums conjugués antimycoides sont 
négatifs avec M. mycoïdes wr. copri, M. bowrhinis, 
M. boviganitolium, M. ogolacfioe et M. loidlawii. 

Les résultats de ces esas conduisent à penser 
que I’ldentification des diverses espèces de myco- 
plasmes pourrait se faire par le test d’immuno- 
fluorescence plus aIsément que par les moyens 
sérologiques actuels. 

SUMMARY 

Th tl”orercent ontibody method for idenfifying mycoplarms. 

Applicdion for ,he diognorir of con+qio”r bovine ple”ropne”monia 

The opplicoilon ofihe fluorescent oniibody methad for identifying mycoplorms, 
ond rpeciolly for deiecting M. mycoides tn cultwes as in paihological exudotes 
ond lesibnr. is corried aut by classical procedures by using artikiol immune 
anii-mycoides sera or bovine sera from natural cases. Re~lis showed that this 
method is quite spec~fic ond that cross-reodions are net io be kored with oiher 
specier of mycaplmmo from ruminonir, if mnimol tare is token. 

Technicol condi+ions oithis investigation are dercribed in detail. 

El método de inmunofluorercencia y  1. idenfificocion de 10s micoplasmor. 
Aplimcion 01 riiagnortico de ,a perineumonio 

La oplicacion del métoda de inmunofluorercencio o la identiflcacion de 10s 
micoplosmos y pariiculormente a 10 busqueda de M. myca~des, en 10s cultivm 
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