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Des bovins ont été expérimentalement immunisés respectivement avec
Mpycoplasma (M) capricolum, M. mycoides subsp. mycoides (LC), M.
mycoides subsp. capri, M. species groupe 7 de LEACH, Pendant 8
semaines ces animaux ont fait ’objet d’un suivi sérologique vis-a-vis de
I’agent de la péripneumonie contagieuse bovine (PPCB), par le test
immunoenzymatique (ELISA), en fixation du complément (FC) et en
hémagglutination passive (HAP), PHAP étant effectuée également vis-
a-vis des valences d’immunisation. En FC, utilisée selon la méthode
standardisée, des réactions croisées, souvent transitoires, sont notées
chez les bovins immunisés par le groupe 7 et les 2 « mycoides »
caprins. Ce modele expérimental pourrait expliquer certaines réactions
aspécifiques naturelles rencontrées exceptionnellement lors du diagnos-
tic sérologique de la PPCB. Mots clés: Bovin- Péripncumonic
contagicusc bovinc - Mycoplasme - Immunisation - Diagnostic - Sére-
logic - Technique immunologique - Test ELISA

INTRODUCTION
1

« La péripneumonie contagieuse bovine (PPCB) cau-
sée par Mycoplasma mycoides subsp. mycoides a été
éliminée d’'Australie depuis 1973. Cependant, les
bovins exportés doivent étre prouvés indemnes de
PPCB, ce contrdle se faisant par le test de fixation du
complément selon la technique de CAMPBELL et
TURNER (3). A 'occasion de ces contrbles, on cons-
tate que 0,12 p. 100 d’animaux, sdrement indemnes
de PPCB, présentent pourtant des réactions sérologi-
ques positives ». Voici comment ETHERIDGE et col-
lab. (11) introduisaient en 1976 leur étude sur des
fausses réactions positives en fixation du complément.
En 1988, cette introduction pourrait étre reprise inté-
gralement pour la France.

Il est reconnu unanimement que ces réactions aspéci-
fiques sont rares (11, 14, 15, 32). Pour les expliquer,
plusieurs hypothéses ont été émises :
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— le phénoméne d’auto-immunisation active chez les
vieux animaux: 0 et 0,9 p. 100 de réactions fausse-
ment positives pour, respectivement, 464 jeunes
bov)ins et 656 vaches multipares indemnes de PPCB
(32) ; 3 ‘

— une communauté antigénique avec d'autres myco-
plasmes (11), certaines bactéries (32) ou certains
parasites (24).

ETHERIDGE et collab. (11) ont ‘'montré que prés de
80 p. 100 des réactions faussement positives pour-
raient s’expliquer par une infection intercurrente des
animaux par des mycoplasmes classés dans le groupe
7 de LEACH qui présentent une certaine communauté
antigénique avec l'agent de la PPCB. Depuis, on sait
que cet agent, en |'occurrence M. mycoides subsp.
mycoides « small colony » (M.m.m. SC), appartient'a
un groupe d’espéces mycoplasmiques sérologique-
ment trés proches (9, 16). Ce groupe, souvent nommé
groupe « mycoides », rassemble des mycoplasmes
d’origine bovine: M.m.m. SC, les mycoplasmes du
groupe 7 de LEACH (17) ou son équivalent le sérotype
L d’AL-AUBAIDI et collab. (1), des mycoplasmes
d’'origine caprine, M. mycoides subsp. mycoides
«large colony» (M.m.m. LC), M. mycoides subsp.
capri, M. capricolum ainsi que les mycoplasmes du
type F38 (20).

On sait aujourd’hui que le dogme de la spécificité
d'espéce d’hdte pour les mycoplasmes peut étre
occasionnellement remis en cause, particulierement
au sein des ruminants. Ainsi quelques souches de
M.m.m. SC ont été isolées chez les caprins (12, 29) ;
M. capricolum a été isolé de la mamelle, du poumon,
d'un sperme de bovin (2, 30) et M.m.m. LC lors de
pneumopathies chez des veaux,(21). '

La vaste répartition géographique de certains mem-
bres du groupe « mycoides », associée aux possibles
transmissions interspécifiques, amenent a penser que
certaines réactions aspécifiques constatées dans le
diagnostic sérologique de la PPCB pourraient s'expli-
quer par des infections intercurrentes dues a des
mycoptasmes du groupe « mycoides ». Pour étayer
cette hypothése, et dans un premier temps, la cinéti-
que des anticorps détectés en FC chez des bovins
expérimentalement immunisés par les différents mem-
bres du groupe « mycoides » a été étudiée.
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MATERIEL ET METHODES
. |

Immunisation des bovins

Souches mycoplasmiques utilisées

Ont été utilisées les souches de référence internatio-
nale suivantes :

— M. capricolum California Kid (CK),

— M. mycoides subsp. mycoides (LC), Y-goat (YG),
— M. mycoides subsp. capri PG3,

— M. sérogroupe 7 de LEACH (17) PG50.

Préparation des antigénes

Des cultures de 24 a 48 heures ont été effectuées en
milieu DIFCO enrichi (DE) (21), puis centrifugées a
10 000 g pendant une demi-heure et lavées 2 fois en
PBS (pH = 7,4) pendant une demi-heure. Concentrées
500 fois, elles ont été conservées dans I'azote liquide
jusqu’a I'emploi.

Protocole d’immunisation
L'immunisation comporte 5 interventions sur 8 jours :

— jours 0 et 2 : 10° mycoplasmes en intraveineuse (IV)
et en sous-cutanée (SC),

— jour 4 ; 10® mycoplasmes IV et SC,
— jours 6 et 8: 10" a 10'2 mycoplasmes SC.

L'hydroxyde d’alumine en SC a été utilisé comme
adjuvant de I'immunité.

Tests sérologiques utilisés

Fixation du complément (FC)

La méthode de CAMPBELL et TURNER (3), modifiée
en microméthode telle qu'elle est décrite par DANNA-
CHER et collab. (8), a été utilisée avec I'antigéne ayant
servi de référence pour le controle de qualité européen
(8) et préparée a I'Institut d’Elevage et de Médecine
Vétérinaire des Pays Tropicaux (IEMVT) a partir d’'une
souche de M.m.m. SC (B 17) provenant d’un foyer
naturel africain. Les dilutions sont effectuées de 2 en 2
a partir du 1110, et a la lecture +, ++, +++, ++++
correspondent respectivement a 75, 50, 25 et 0 p. 100
d’hémolyse.
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Hémagglutination passive (HAP)

La technique utilisée ainsi que la préparation de
I'antigéne sont en tous points semblables a celles
employées régulierement au LNPB pour la recherche
des infections a M. bovis (23). Les dilutions sont
effectuées de 2 en 2 a partir du 1/10.

Test immunoenzymatique (ELISA)

La technique de LE GOFF (18) a été utilisée. Les
animaux sont considérés comme positifs au-dela du
seuil de positivité retenu et égal a 0,20 de densité
optique.

Choix et suivi sérologique des bovins

Vint-cinq bovins adultes de race frangaise Frisonne
ont fait I'objet d’'un sondage sérologique en FC et en
HAP vis-a-vis des valences suivantes : YG, CK, PG3,
PG50, M. bovis PG45, M.m.m. SC souche de référence
internationale PG1..

Huit bovins (2 par valences, CK, YG, PG3, PG50) ont
été définitivement retenus aprés un second contréle
sérologique équivalent. Aprés immunisation, ils ont
été soumis a un suivi sérologique hebdomadaire
pendant 7 semaines, a compter du 10éme jour suivant
le début de I'immunisation, en FC et en HAP vis-a-vis
des valences YG, CK, PG3, PG50, PG1.

RESULTATS
I

Les résultats sont détaillés dans les tableaux | a IV et le
tableau V en présente un récapitulatif.

Un des deux bovins immunisés vis-a-vis de YG a di
étre éliminé en cours d’experimentaion.

Parmi les 25 bovins soumis au premier contrble
sérologique, tous étaient séronégatifs en FC et en
HAP vis-a-vis .des valences CK, PG50 et M. bovis PG45
mais tous présentaient en HAP des titres faibles de 10
a 20, exceptionneliement 40 vis-a-vis de YG, PG3 et
PG1. Compte tenu des « bruits de fond » existant en
HAP pour ces trois derniéres valences, par prudence,
seuls des titres supérieurs a 40 ont été considérés
pour l'interprétation comme significatifs d'une montée
des taux d'anticorps.

En HAP, des réactions croisées bilatérales, indifféren-
ciables des réactions homologues, sont notées pour
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TABLEAU I Vaches n° 1 et 2 immunisées avec la souche Mycoplasma groupe 7 de LEACH PGS50.
Jours
n°1 -15 0 10 17 24 31 38 45 54
Antigénes
M.m.m. LC YG. 20 — 10 20 40 20 40, 10 10
H | M. capricolum C.K. — — — 20 20 10 — — —
A | M.m. capri PG3 10 — 40 40 20 20 20. 10 10
P | M. groupe 7 PG50 — — 160 1280 1280 1280 1280 '320 320
M.m.m. SC PG1 10 — 20 80 80 160 40 80 40
F.C. PPCB — — — +10 +10 +10 — — —
ELISA PPCB - — — — - — — — —
Jours
n°2 -15 0 10 17 24 31 38 45 54
Antigénes
M.m.m, LC YG. 20 — 10 40 20 20 20 10 —
H M. capricolum C.K. — — — 20 20 10 — 10 10
A [M.m. capri PG3 — — 20 40 20 10 10 10 10
P | M. groupe 7 PG50 - — 640 1280 1280 1280 1280 1280 320
M.m.m. SC PG1 10 - 20 80 80 160 40 80 80
F.C. PPCB — — — +++20 — - +10° ++10 —
ELISA PPCB — — — ++ + + + + —
YG. : Y-Goat ; C.K. : California Kid ; — : réaction négative.
TABLEAU II Vaches n° 3 et 4 immunisées avec la souche Mycoplasma capricolum California Kid.
Jours
n° 3 -15 0 10 17 24 31 38 45 54
Antigénes ‘
M.m.m. LC YG. 10 — 20 40 40 20 20 10 10
H | M. capricolum C.K. — — 10 160 160 80 160 80 80
A | M.m. capri PG3 10 — 20 20 20 10 10 10 10
P | M. groupe 7 PG50 — 80 160 40 40 20 20 20
M.m.m. SC PG1 — 10 10 20 20 10 — 10 10
F.C. PPCB — — — — — — — — —
ELISA PPCB — — — — — — — — —
Jours
n° 4 -15 0 10 17 24 31 38 45 54
Antigénes
M.m.m. LC YG. — — 10 20 20 20 20 40 10
H | M. capricolum C.K. — 10 640 320 160 160 160 80 80
A | M.m. capri PG3 — 10 20 20 10 10 — —
P | M. groupe 7 PG50 — — 80 80 40 40 20 20 0
M.m.m. SC PG1 10 10 20 20 20 20 10 10 10
F.C. PPCB — - — — — — - — —
ELISA PPCB — — - — — - - — —
YG. : Y-Goat ; C.K. : California Kid ; — : réaction négative.
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TABLEAU III Vache n° 5 immunisée avec la souche Mycoplasma mycoides subsp. mycoides (LC) Y-GOAT. ‘ |

Jours

n°5 -15 0 10 17 .24 31 38 45 54
Antigénes ‘
M.m.m. LC YG. 10 — 10 1280 640 640 320 160 80
H | M. capricolum C.K. — — 10 20 20 20 20 10 10 |
A | M.m. capri PG3 — — 40 1280 1280 1280 320 320 320 |
P | M. groupe 7 PG50 — — 40 1280 1 280 1280 640 320 160 ‘
M.m.m. SC PG1 20 — 10 20 20 20 20 20 20 ‘

F.C. PPCB — — — +++ + +++ +10 ++10 ++10 +10

20 20 +20
ELISA PPCB — — — + ++ + - — — !
YG. : Y-Goat ; C.K. : California Kid ; — : réaction négative.\

TABLEAU IV Vaches n° 7 et 8 immunisées avec la souche Mycoplasma mycoides subsp. capri PG3.

Jours
n°7 -15 0 10 17 24 31 38 45 54
Antigénes
M.m.m. LC YG. 20 — 40 640 320 320 80 40 40
H | M. capricolum C.K. — — — 20 10 10 10 — —
A M.m. capri PG3 20 — 20 1 280 640 320 80 160 160 |
P | M. groupe 7 PG50 — — 20 20 80 20 20 — — ;
M.m.m. SC PG1 10 10 20 20 20 0 10 10 10 |
|
F.C. PPCB — — — +++10 +10 ++10 +10 +10 - ;
ELISA PPCB — — — — — — — — — |
Jours |
n° 8 -15 0 10 17 24 31 38 45 54 1
Antigénes ‘
M.m.m. LC YG. 20 — 80 160 160 160 160 40 20
H | M. capricolum C.K. — — — 40 20 10 10 — —
A | M.m. capri PG3 10 — 40 160 160 80 40 80 40
P | M. groupe 7 PG50 — — 20 40 80 20 20 10 10
M.m.m. SC PG1 — — 10 10 10 — — 10 —
F.C. PPCB — — — — — — — — —
ELISA PPCB — — — — — — — — —
YG. : Y-Goat ; C.K. : California Kid ; — : réaction négative. ‘
les valences PG3 et YG (Tabl. Ill, IV). Des réactions réactions faiblement positives, voire positives, appa-

croisées nettes sont notées en HAP vis-a-vis de PG1

chez les animaux immunisés avec PG50.

En FC, si I'on s’en tient aux barémes d'interprétation
des résultats proposés par CAMPBELL et TURNER (3)
et repris par DANNACHER et collab. (8) pour le
contrdle européen, des réactions douteuses ou faible-
ment positives apparaissent chez les animaux immuni-
sés avec PG50, PG3 et YG mais jamais avec CK ; des
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raissent ponctuellement chez les animaux immunisés,
surtout avec YG (Tabl. lil) et PG50 (Tabl. ).

En ELISA, des réactions faiblement positives voire
positives apparaissent a la méme période et pour les
mémes antigénes que pour la fixation du complément,
c'est-a-dire avec YG et PG50 (Tabl. I, lll). Cependant,
on ne note pas de réactions croisées mémes faibles
avec PG3.
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TABLEAU V Résumé des réactions serologtques croisées obtenues en hémagglutination passive (H.A.P.) et fixation du complé-
ment (F.C.) chez des bovins immunisés vis--vis de différentes espéces mycoplasmiques du groupe « Mycoides » (ERN¢, 1983).

H.A.P. avec les antigénes suivants F.C. avec
'antigéne ELISA
Y-Goat C.K. PG3 PG50 PG1 M.m.m. SC B17
M.m.m. LC Y-Goat + + - + + + + - P P
M. capricolum G.K. - + + - + - - -
M.m. capri PG3 + + - + + + - .D —
M. species PG50 - - - + + + D(P) P

H.A.P.: + + :réactions homologues ou hétérologues fortes
+ :réactions hétérologues faibles
: réactions hétérologues non significatives

F.C.

: sérologies douteuses

: sérologies négatives

: sérologies positives

: sérologies négatives

: Mycoplasma mycoides subsp. mycoides
: California Kid

ELISA:

M.m.m.
C.K.

DISCUSSION
]

L'intensité des réactions sérologiques croisées en
HAP refiéte assez bien les degrés de similitude des
especes entre elles, ainsi qu'ils ont été décrits précé-
demment : M.m. capri et M.m.m. LC ont des profils
protéiques extrémement semblables (7) ; le groupe 7
de LEACH présente 60 p. 100 de similitude en hybrida-
tion d’ADN avec le groupe M. capricolum et F38 (4) et
a l'inverse, on ne retrouve que 40 p. 100 de similitude
entre M. capricolum et les M.m.m. SC et LC alors que
cette similitude dépasse 50 p. 100 entre les autres
membres du groupe « mycoides » (9).

En FC utilisée selon la méthode préconisée pour le
contrble de qualité européen (8), des réactions croi-
sées pourraient exister lors d’'infections éventuelles
par un mycoplasme du type PG50 ou par un des
« mycoides » caprins. Ces réactions aspécifiques, au
moins pour les titres élevés, sont tres limitées dans le
temps et apparaissent essentiellement quand les titres
en réaction homologue sont trés élevés.

Les conclusions précédentes sont entierement trans-
posables aux résultats obtenus en ELISA, et cette
technique s’avére d'une spécificité au moins égale au
test de FC.

Ce schéma expérimental peut-il correspondre a une
situation naturelle ?

Il convient de noter que l'aspect fugace de ces
réactions aspécifiques se retrouve pour les cas natu-

: sérologies positives ou faiblement positives prolongées dans le temps
: sérologies positives ou faiblement positives ponctuelles dans le temps

reis : sur 31 bovins sQrement' indemnes de PPCB
positifs en FC, seuls 9 I'étaient encore 7 jours plus tard
(11) : ce méme phénomene est constaté en France.

Des mycoplasmes du type PG50 ont été mis en
évidence chez les bovins, en Australie, au Canada, aux
Etats-Unis (10, 11, 28) et récemment dans 4 foyers
d’arthrites en Suisse (6). Ces mycoplasmes sont isolés
de lait, de poumons, d'articulation et de I'appareil
génital (10) Experlmentalement leur pouvoir patho-
géne ne s'exprime qu’au niveau mammaire et articu-
laire (10). Pour ces affections particuliéres, la recher-
che des mycoplasmes n’étant que trés exceptionnelle-
ment envisagée en France, I'existence d'infection. a
mycoplasmes du type PG50 sur le temtonre atres bien
pu passer inapergue.

M.m.m. LC est responsable, chez les caprins,
d’agalaxie et de pneumopathies chez les adultes ainsi
que de septicémies chez les jeunes. Cosmopolite,
cette infection n'est pas rare dans le cheptel caprin
frangais (13). Mais la possibilité de transfert naturel de
I'infection caprine aux bovins reste en suspens. PER-
REAU et BIND (22) ont décrit en 1981 un cas naturel
d'infection de veaux par une souche authentique de
M.m.m. caprin. ROSENDAL (26) n'a pas pu mettre en
évidence le passage d'une souche de M.m.m. LC de
caprins en cours d’évolution aigué de la maladie a des
veaux maintenus a leur contact ; cependant, les che-
vres-contacts ne se sont pas non plus infectées. Les
données des inoculations expérimentales sur veaux
sont assez divergentes : on peut retenir globalement
que les souches du biotype caprin seraient apathoge-
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nes chez le veau (25, 27, 31) a I'exception peut-étre de
certaines souches (19, 25) mais avec une intensité
bien moindre que chez les caprins. On constate
cependant une persistance du germe, accompagnée
souvent d'une réaction sérologique parfois trés mar-
quée (titre 256 en HAP) (19, 25, 26, 27).

La généralisation de ces résultats sur les réactions
aspécifiques en FC pour le diagnostic de la PPCB .doit
étre faite avec une certaine prudence. En effet, il
existe des souches sauvages plus ou moins intermé-
diaires sérologiquement entre les types de référence
(9) ; par exemple, le groupe capricolum semble trés
hétérogéne (5, 7) alors que le groupe représenté par la
souche PG50 apparait trés homogeéne (5).

On peut reprocher a ce type d'immunisation artifi-
cielle, par injection massive d'antigéne accompagnée
d’adjuvant de l'immunité, d'exacerber les réactions
non spécifiques. Néanmoins les résultats d'ETHE-
RIDGE et collab. (11) semblent plutét infirmer cette

POUMARAT (F.), PERRIN (M.), BELLI (P.), LONGCHAMBON
(D.), LE GOFF (C.), MARTEL (J. L.). Studics on the origin of falsc
positive reactions to the sero-diagnosis for contagious bovine pleurop-
ncumonia. Revue Elev. Méd. vét. Pays trop., 1989, 42 (3) : 371-378.

Four groups of cattle were experimentally immunised by four myco-
plasma species of « mycoides-like » group, Mycoplasma (M) caprico-
Ium, M. mycoides subsp. mycoides (LC), M. mycoides subsp. capri
and M. species group 7 of LEACH (PG50). They were then bled
weekly during 2 months to establish antibodies kinetics against
homologous and heterologous antigens. The standard method of
complement fixation test (CFT) used in Europe and a new ELISA test
for diagnosis of contagious bovine pleuropneumonia were performed
in comparison with passive haemagglutination test (PHA) against
antigens used for experimental immunisation. Cross reactions obtained
are rather equal to the degree of similitude between these mycoplasma
species. With CFT-cross reactions are transitory and occur only while
homologous titers are very high, particularly with « PG50 » and the
two caprine mycoides strains. ELISA results using a threshold of
positivity of optical density of 0.20, were similar to that obtained with
CFT except ELISA specificity is not so different from CFT one. This
experimental model could explain some natural situations.

Key words : Cattle - Contagious bovine pleuropneumonia - Myco-
plasma - Immunization - Diagnosis - Serology - Immunological tech-
nique - ELISA test.
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hypothése : les animaux immunisés expérimentale-
ment par voie sous-cutanée a l'aide de souche de type
PG50 présentent des réactions aspécifiques plus fai-
bles que les infectés naturels.

CONCLUSION
'

Méme si la réaction de fixation du complément appli-
quée au diagnostic de la PPCB est reconnue comme
trés spécifique, des infections intercurrentes par des
mycoplasmes du groupe « mycoides » peuvent étre
théoriquement a I'origine des fausses réactions positi-
ves constatées occasionnellement. 1| reste a préciser
I'ampleur naturelle de telles infections dans le cheptel
bovin frangais.

POUMARAT (F.), PERRIN (M.), BELLI (P.), LONGCHAMBON
(D.), LE GOFF (C.), MARTEL (J. L.). Invcstigacién sobrc la origen
dc las falsas rcacciones positivas cn ¢l diagnodstico scrolégico de la

perincumonia contagiosa bovina. Revue Elev. Méd. vér. Pays trop.,
1989, 42 (3) : 371-378.

Se inmunizé experimentalmente bovinos con Mycoplasma (M) caprico-
lum, M. mycoides subsp. mycoides (LC), M. mycoides subsp. capri 'y
M. species grupo 7 de LEACH respectivamente. Durante 8 semanas,
se hicieron pruebas serologicas de modo continuo para evidenciar los
micoplasmas de la perineumonia contagiosa; asi se utilizaron la
prueba ELISA, la fijacion del complemento (FC) y la hemaglutinacién
pasiva. Con la FC utilizada segin el método estandardizado, se notan
reacciones cruzadas, a menudo transitorias en los bovinos inmunizados
por el grupo 7 y los 2 mycoides caprinos. Este modelo experimental
podnia explicar ciertas reacciones aespecificas naturales encontradas
exceptionalmente al momento del diagnéstico serologico de la perineu-
monia contagiosa bovina. Palabras claves : Bovino - Micoplasma -
Pcrincumonia contagiosa bovina - Inmunizacién - Scrologia - Dia-
gnostico - Prucba inmunolégica - Prueba ELISA.
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