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Résuméeé

Le test Elisa recombinant (Elisar) utilisant la protéine de 80 a 90 kDa spéci-
fique de Chlamydophila abortus, développé a I'Inra de Nouzilly en France, a
été évalué au Maroc. Trois cent sept sérums appartenant a cinq groupes
d’ovins et de caprins, provenant d’élevages aux taux d’avortements élevés ou
bien présentés pour contrble vétérinaire, ont été testés. La comparaison des
résultats obtenus avec le test de fixation du complément (Tfc) a montré une
grande discordance entre les deux techniques. En effet, seulement 16 sérums
ont été positifs avec Elisar contre 130 positifs avec Tfc. En particulier, parmi
les 55 sérums provenant d’animaux avortés, 48 ont été positifs avec Tfc et 16
avec Elisar. Ceci souléve avec acuité la problématique du réle de Chlamydo-
phila pecorum dans les avortements des petits ruminants au Maroc. La
recherche différentielle des pathologies a Chlamydophila abortus et Chlamy-
dophila pecorum est nécessaire pour préciser |'origine des divergences obser-
vées entre Elisar et Tfc.

études préliminaires ont montré qu’une grande partie des avorte-
ments infectieux (ovins, caprins) était due aux especes de Chlamy-

Les avortements infectieux des petits ruminants constituent un pro-
bleme économique important pour des pays comme le Maroc. En
effet, les petits ruminants fournissent plus de 40 p. 100 de la pro-
duction totale de viande. De plus, ces avortements peuvent étre dus
a des micro-organismes transmissibles a ’homme, représentant un
risque pour la santé humaine (1). L’étiologie de la plupart de ces
avortements reste inexpliquée malgré 1’évidence sérologique de
certains agents abortifs comme Brucella, Salmonella, Chlamydo-
phila, Toxoplasma et Coxiella. La confirmation du diagnostic par
isolement de la bactérie est rarement entreprise. Au Maroc, des
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dophila (6, 13) : des taux de séropositivité des troupeaux variant
de 30 a 70 p. 100 ont été rapportés lors d’enquétes sérologiques
effectuées dans plusieurs régions du pays.

La chlamydophilose abortive est classiquement due a Chlamydo-
phila abortus (Chlamydia psittaci sérotype 1), 'une des six
especes du genre Chlamydophila dans la famille des Chlamydia-
ceae de I’ordre des Chlamydiales (7). L’ordre des Chlamydiales
comprend des souches bactériennes parasites intracellulaires obli-
gatoires se multipliant uniquement dans le cytoplasme des cellules
eucaryotes au cours d’un cycle de développement complexe, ce
qui complique notablement le diagnostic de cette maladie. C. abor-
tus provoque aussi des pneumonies, des arthrites, des mammites et
des encéphalomyélites. En revanche, C. pecorum est le plus sou-
vent isolée des féces d’animaux asymptomatiques. Pratiquement,
cette espece est retrouvée dans le tractus intestinal de tous les
ruminants, ce qui perturbe le diagnostic sérologique de la chlamy-
diose abortive, 1’antigéne (Ag) utilisé étant un antigene du genre
porté par le lipopolysacccharide (Lps) qui détecte aussi bien les
anticorps produits contre C. abortus que ceux produits contre
C. pecorum. L’équipe « chlamydiose » de 1'Inra de Nouzilly a mis
au point un test Elisa utilisant un antigéne recombinant basé sur la
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protéine de 80 a 90 kDa spécifique de C. abortus (14). Ces auteurs
ont montré que cette protéine était trés immunogeéne, entrainant
une forte réponse anticorps des brebis ayant avorté. De plus, cette
protéine induit une réponse anticorps tres précoce, des la premiere
semaine apres inoculation par la souche abortive C. abortus
(souche de référence AB7). Inversement, elle n’est pas reconnue
par le sérum des brebis saines, méme aprés inoculation par la
souche C. pecorum IB1 en milieu de gestation. Le gene de cette
protéine a été cloné et exprimé sous forme d’Ag recombinant dans
Escherichia coli (11). Apres purification, la protéine recombinante
a été utilisée comme Ag dans un test Elisa (Elisar) (Elisar Vétoqui-
nol Diagnostic, Lure, France). Des travaux récents ont confirmé la
spécificité (85,9 p. 100) et la haute sensibilité¢ (90,9 p. 100) de ce
test (2).

Au Maroc, la recherche de la chlamydiose abortive dans les labo-
ratoires d’analyse vétérinaire est encore réalisée en routine par le
test de fixation du complément (Tfc), ceci dans le cadre d’un
controle officiel des animaux d’importation ou bien d’une investi-
gation diagnostique, Tfc étant la technique de référence. L’inocu-
lation a un matériel vivant (ceufs embryonnés ou cultures cellu-
laires) est une technique longue, de pratique difficile, onéreuse,
réservée a des laboratoires spécialisés. De méme, les techniques de
biologie moléculaire (réaction de polymérisation en chaine en par-
ticulier) sont encore d’usage limité.

Seule la mise en évidence de 1’agent pathogene et/ou de I’antigeéne
chlamydien pourrait apporter la certitude de 1’infection de I’ani-
mal. Or, nos laboratoires de bactériologie ne disposent pas de
moyens valables pour isoler les Chlamydia. C’est pour cela que
I’on peut espérer disposer d’un test sérologique suffisamment sen-
sible et spécifique pour améliorer le diagnostic sérologique de la
chlamydiose abortive. La présente étude a eu pour objectif de tes-
ter les sérums des troupeaux de petits ruminants marocains, avec
ou sans probleéme d’avortements, par ce nouvel antigene de dia-
gnostic (80 a 90 kDa) recombinant avec Elisar tout en comparant
les résultats avec le test de fixation du complément.

B MATERIEL ET METHODES

Sérums

L’étude a porté sur 307 sérums d’ovins et de caprins répartis en
cinq lots, provenant de différentes régions du Maroc, afin d’établir
un diagnostic ou dans le cadre d’un contrdle vétérinaire (tableau I).

Tous ces sérums ont été préalablement testés pour la brucellose par
I’épreuve a I’antigene tamponné et se sont avérés négatifs.

Test de fixation du complément

L’antigene peut étre préparé a partir de membranes vitellines, de
placenta ou de cultures de cellules infectées. L antigéne utilisé
dans ce travail a été préparé par I'Inra de Nouzilly (laboratoire de
Pathologie infectieuse et immunologie), a partir d’ceufs de poule
embryonnés infectés par C. abortus. C’est un Ag constitué par du
Lps extrait des corps bactériens par 1’éther (10).

Le titrage des anticorps a été réalisé suivant une microméthode
dite de Kolmer a froid avec les différences suivantes : les sérums a
tester ont été dilués au 1/40 en tampon véronal calcium-magné-
sium pH 7,2 (Biomérieux) et décomplémentés en tubes a 58,5 °C
pendant 30 min ; les sérums témoins positifs et négatifs ont été
décomplémentés de la méme fagon. Quatre unités de I’Ag Chlamy-
dia ont été utilisées et le complément de cobaye (produit par I'Ins-
titut Virion, Suisse), dilué en tampon véronal, a été introduit a rai-
son de deux unités a 100 p. 100 d’hémolyse.

Pour I’exécution a I’épreuve, 50 ul de sérum décomplémenté ont
été ajoutés a 50 ul de tampon véronal dans la premiere rangée de
cupules de la microplaque, puis dilués en série de moitié dans les
rangées correspondantes. Les dilutions allaient de 1/40 a 1/280. Un
volume égal a 25 ul d’antigene a été ajouté aux 25 ul de complé-
ment. Les plaques ont été scellées, agitées et incubées une nuit a
4 °C. Un volume égal a 25 ul de globules rouges sensibilisés (Grs)
a été ajouté et les plaques ont été agitées. La lecture a été faite
apres 60 min a 37 °C.

Pour chaque sérum, les témoins suivants ont été rajoutés : un
témoin d’anticomplémentarité constitué¢ par la dilution au 1/40 du
sérum, du complément mais sans antigéne, un sérum positif, un
sérum négatif, un témoin antigéne ne contenant pas de sérum, un
témoin complément ne contenant ni sérum ni antigéne, un témoin
Grs ne contenant que les Grs dans le tampon véronal.

La fixation complete (réaction 4+) se traduit par une absence de
lyse : il y a un culot net d’hématies au fond de la cupule et le
liquide surnageant est limpide et incolore. A ’opposé la réaction
négative (notée 0) se manifeste par une lyse complete : il n’y a pas
de culot d’hématies et le liquide dans la cupule est limpide et
coloré par I’hémoglobine. Le titre du sérum est la plus haute dilu-
tion montrant une réaction 1+ (ou plus), c’est-a-dire 25 p. 100 (ou
plus) de fixation. Un titre de 1:40 (ou plus) a été considéré comme

Tableau |

Sérums des animaux testés

Lot Origine Nb. de sérums Espece
(Nb. troupeaux)

1 Fes 65 (3) 12 ovins
53 caprins

2 Ain Jemaa 80 (3) 23 ovins
57 caprins

3 Bouznika 42 (1) Caprins

4 Skhirat 96 (5) Ovins

5 Casablanca 24 (2) 16 ovins
8 caprins

ND : non déterminé

Avortement Stade d’avortement Mortinatalité
12 3,5 et 4,5 mois de gestation -
25
12 1 a 5 mois de gestation ND
2
2 4,5 mois de gestation 20
2 4,5 mois de gestation 5



suspect. Un titre de 1:80 a toujours été considéré comme positif.
Les degrés intermédiaires d’hémolyse incomplete ont été notés 1+,
2+ et 3+.

Elisa

La méthode exécutée a été celle décrite par le fabriquant. Des
microplaques de 96 puits ont été sensibilisées par la protéine
recombinante spécifique de C. abortus. Les sérums ont été testés,
dilués au 1/20 dans le tampon Pbs 0,1 M pH 74 et mis a incuber
pendant une heure a température ambiante. Apreés cette premiere
étape d’incubation, la plaque a ét¢ lavée dans du Pbs-Tween 20.
Puis, a été ajouté le conjugué, un anticorps polyclonal anti-IgG de
mouton couplé & la péroxydase. Ce conjugué révele aussi les anti-
corps IgG de chevres. A I'issue d’une seconde incubation d’une
heure a température ambiante et d’un second lavage, ont été ajou-
tés le substrat enzymatique (eau oxygénée) et le chromogene
(Tmb). La réaction enzymatique a été arrétée apres 30 min par aci-
dification et la densité optique (DO) a alors été mesurée a 450 nm
a ’aide d’un spectrophotometre (Digiscan, Eugendorf, Autriche).
Les sérums de référence positifs et négatifs ont été fournis par le
fabriquant. Pour chaque échantillon, le pourcentage de positivité a
été calculé en utilisant la formule suivante :

o DO échantillon — DO témoin négatif
% positivité = x 100
DO témoin positif — DO témoin négatif

Un échantillon a été considéré comme positif si son pourcentage
de positivité était supérieur a 30 p. 100, comme indiqué sur le
document de contrdle de qualit¢é du fabricant. Dans le cas
contraire, il a été considéré comme négatif.

B RESULTATS

Les résultats de I’analyse comparant Elisar au Tfc pour I’ensemble
des animaux sont indiqués dans le tableau II et ceux concernant le
groupe des animaux qui ont avorté sont indiqués dans le tableau
I1I. Plusieurs observations méritent des commentaires.

Détection de la chlamydiose abortive des petits rumi

En premier lieu, un grand nombre de sérums — 130 sur 307 sérums
testés, provenant de troupeaux ovins et caprins — ont été positifs
avec Tfc pour les cinq lots d’animaux testés avec des titres allant
de 80 a 640. De plus, ceci a été plus marqué pour les troupeaux a
fort pourcentage d’avortements. Ainsi, dans le premier lot sur les
12 ovins ayant avorté, 11 sérums ont été positifs avec Tfc et un
douteux (dilution 1/40). Sur les 53 caprins testés (dont 25 avorte-
ments), 28 ont été tres positifs et 17 douteux. Pour le deuxi¢me lot,
chez les ovins présentant 50 p. 100 d’avortements, 17 sérums sur
23 ont été tres positifs avec Tfc. Il en a été de méme pour les
caprins : 24 sérums positifs sur 57.

En second lieu, I’étude des tableaux II et III révele la sérologie dis-
sociée des sérums testés dans les deux réactions (Tfc, Elisar). En
effet, seulement un nombre réduit de sérums ont été positifs avec
Elisar (au total 16 sérums sur 307) : 8 sérums sur 65 pour le pre-
mier lot testé, 6 sérums sur 80 pour le deuxieme lot et 2 sérums sur
96 pour le quatrieme lot, bien que le nombre de sérums positifs
avec Tfc ait été beaucoup plus élevé (130) et qu’un taux élevé
d’avortements (35 p. 100) ait été enregistré parmi les animaux tes-
tés dans les deux premiers lots. Plus précisément, sur 55 animaux
ayant avorté, 48 ont été positifs avec Tfc, 16 I'ont été avec Elisar
et 39 ont été négatifs avec Elisar (tableau III). L’échantillon d’ani-
maux ayant avorté (n = 55) a été soumis au test statistique, permet-
tant ainsi d’obtenir le coefficient de corrélation entre les deux tests,
Elisar et Tfc : r = 0,052 et p = 0,001. Les deux tests ont donc
divergé significativement (discordance tres prononcée).

De plus, Elisar a révélé quatre sérums douteux avec Tfc (tableau
IV) ; on remarque I’absence de proportionnalité entre le titre avec
Tfc et le pourcentage de positivité avec Elisar (tableau IV).

Enfin, un nombre élevé de sérums qui provenaient d’animaux
n’ayant pas avorté (exemple du lot 5 : 15 sérums sur 24) ont été
dépistés par Tfc et sont restés non-réactifs avec Elisar. De méme,
les sérums issus du lot 3 ont tous été négatifs avec Elisar bien
qu’un grand nombre de sérums parmi eux aient été positifs avec
Tfc (26 sérums sur 42) (tableau II) et que ce lot ait eu un taux
élevé de mortinatalité.

Tableau Il

Sérologie comparative entre le test de fixation du complément et Elisa recombinant

Sérums (T = 307)

Négatif 1/40
(T=175) (T=102)
Lot 1 (n = 65) 8 18
12 ovins 0 1
53 caprins 8 17
Lot 2 (n = 80) 1 38
23 ovins 0 6
57 caprins 1 32
Lot 3 (n =42) 1 15
Tous caprins
Lot 4 (n = 96) 62 25
Tous ovins
Lot 5 (n = 24) 3 6
16 ovins 1 1
8 caprins 2 5
T = total

Test de fixation du complément

Elisar

=1/80
(T=130)

Positivité > 30 %
(T=16)

39
11
28

41
17
24

26
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Tableau III

Sérologie comparative entre le test de fixation
du complément (Tfc) et Elisa recombinant
chez les 55 animaux ayant avorté

Tfc Elisar
+ - + -
12 4 12 36
36 3 4 3
Total 48 7 16 39
Tableau IV

Comparaison des titres avec le test de fixation
du complément et des pourcentages de positivité
des 16 sérums positifs avec Elisar

Sérums Titre avec Tfc % de positivité avec Elisar
Lot 1 : 8 caprins 1/80 33
1/80 34
1/80 40
1/80 45
1/40 52
1/80 59
1/80 60
1/80 68
Lot 2 : 6 ovins 1/320 34
1/40 36
1/160 39
1/80 48
1/160 61
1/320 96
Lot 4 : 2 ovins 1/40 41
1/40 43

B DISCUSSION

Dans cette étude, la valeur diagnostique de deux tests, Elisar et
Tfc, a été comparée a partir de sérums de terrain. Les deux
épreuves n’utilisent pas le méme antigéne. Tfc utilisant le lipopo-
lysacccharide présente 1’inconvénient majeur de détecter aussi bien
une infection a C. abortus qu’a C. pecorum. Pour éviter ces réac-
tions, 1’utilisation d’antigénes protéiques spécifiques d’infection
est préconisée (4, 5). La méme approche avait été suivie lors d’une
étude sur d’autres bactéries (12). Dans la présente étude, une
famille de protéines 80 a 90 kDa détectant spécifiquement 1’infec-
tion a C. abortus (14) a été utilisée pour I’Elisar. Cette famille
multigénique de protéines est décrite chez C. abortus, C. tracho-
matis et C. pneumoniae, mais elle n’est pas encore connue chez
C. pecorum (8). Plusieurs auteurs (3, 4, 8, 14) ayant montré que
cette protéine était fortement antigénique, elle a été proposée

comme candidate intéressante pour détecter I’infection a C. abor-
tus et donc pour lever I’ambiguité de la non-distinction sérologique
entre les animaux porteurs de C. pecorum et ceux infectés par la
souche abortive C. abortus. Dans cette étude, il a été important de
confronter les résultats obtenus sur les mémes lots de sérums ; ils
ont été choisis de facon a simuler la majorité des situations envisa-
geables en clinique vétérinaire, surtout lorsque 1’on ne dispose que
de méthodes sérologiques et que I’on ne dispose pas de préleve-
ments pour I’analyse bactériologique. Il s’agissait souvent de
sérums provenant de troupeaux avec des problemes d’avortements
ou soumis pour contrle vétérinaire (transactions). L’absence de
travaux sur des sérums expérimentaux limite bien entendu la
confrontation des résultats. Des travaux sur le kit Elisar sont en
cours dans plusieurs pays d’Europe et les résultats semblent pro-
metteurs (2, 9).

La validation de 1'usage de ce kit serait profitable pour les trou-
peaux marocains (diagnostic et dépistage). Un pourcentage élevé
de sérums positifs a été obtenu avec Tfc, méme dans des lots
d’animaux ayant peu ou pas d’avortements (par exemple les lots 3,
4 et 5). Pour cette raison, il a semblé urgent aux auteurs d’évaluer
ce nouveau test sur les troupeaux marocains. A leur surprise, si
Elisar est resté négatif dans ce genre de lots, un grand nombre
d’animaux ayant avorté (34/48) se sont révélés positifs avec Tfc et
négatifs avec Elisar (tableau III). Les quatre sérums douteux avec
Tfc mais positifs avec Elisar correspondraient a une chlamydiose
latente.

Les auteurs pensaient que 1’utilisation du kit Elisar apporterait un
avantage certain pour le diagnostic et la surveillance thérapeutique
de la chlamydiose abortive des petits ruminants marocains. Or, le
présent travail a attiré I’attention sur une situation épidémiologique
plutdt imprévue, mettant probablement en cause C. pecorum. Cette
situation implique que certaines mesures seraient a prendre dans le
cas de ’adoption de cette nouvelle technique. Elle ne pourrait se
concevoir que si elle apportait une amélioration sensible en
matiere de spécificité et de sensibilité par rapport a celles couram-
ment utilisées.

En effet, la possibilit¢ que 1’avortement ait ét¢ dii a d’autres
germes ayant été¢ écartée, les auteurs émettent 1’hypothese
suivante : au Maroc, les avortements des petits ruminants positifs
avec Tfc pour la détection de la chlamydiose mais négatifs avec
Elisar seraient dus a C. pecorum. Une souche de C. pecorum a été
récemment isolée d’un avortement dans un troupeau de I’Inra
(commun. pers.) et des études préliminaires au Maroc ont mis en
évidence plusieurs souches de C. pecorum dans des écouvillons
vaginaux de brebis ayant avorté (commun. pers.). Dans la mesure
ou la majorité des petits ruminants sont porteurs digestifs de
C. pecorum et que certains troupeaux n’ayant pas avorté montrent
une sérologie positive avec Tfc (par exemple les lots 4 et 5), il
semble indispensable d’étudier le role exact de ce germe dans les
avortements & Chlamydia au Maroc en isolant les souches dans des
troupeaux ayant des avortements positifs avec Tfc mais négatifs
avec Elisa recombinant et en mettant en évidence leur virulence.
Ceci serait vraisemblablement innovant et permettrait de comparer
I’épidémiologie et la pathogénie de la chlamydiose abortive en
France et au Maroc.
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Resumen

Salih Alj Debbarh H., Hasnaoui H., Souriau A., Belhouari A.,
Saile R., Rodolakis A. Small Ruminant Abortive Chlamydiosis
in Morocco: Epidemiological Value of an rELISA Kit of
Chlamydophila abortus (Chlamydia psittaci Serotype 1)

Recombinant ELISA (rELISA) based on the 80 to 90 kDa
Chlamydophila abortus specific protein and developed at
INRA Nouzilly France was studied in Morocco. Three
hundred and seven sera from five groups of sheep and goats
were tested. The animals either came from farms with high
abortion rates or were presented for veterinary control. Results
were compared with those obtained with the complement
fixation test (CFT) and revealed great differences between the
two techniques. Only 16 sera were positive with rELISA versus
130 positive with CFT. In particular, out of 55 sera from
aborted animals, 48 were positive with CFT versus 16 with
rELISA. This brings to light the question of the role that
Chlamydophila pecorum plays in small ruminant abortions in
Morocco. A differential research of diseases caused by
Chlamydophila abortus and Chlamydophila pecorum is
necessary to specify the differences observed between rELISA
and CFT.

Key words: Sheep — Goat — Ornithosis — Chlamydophila
abortus — Chlamydophila pecorum — Complement fixation
test — ELISA — Morocco.

Salih Alj Debbarh H., Hasnaoui H., Souriau A., Belhouari A.,
Saile R., Rodolakis A. Clamidiosis abortiva en los pequenos
rumiantes en Marruecos: valor epidemiolégico de un kit ELI-
SAr de Chlamydophila abortus (Chlamydia psittaci serotipo 1)

Se evalué en Marruecos el test ELISA de recombinacién (ELI-
SAr), el cual utiliza la proteina de 80 a 90 kDa especifica para
Chlamydophila abortus, desarrollado en el INRA de Nouzilly,
en Francia. Se examinaron trescientos siete sueros, pertene-
cientes a cinco grupos de ovinos y de caprinos, provenientes
de establecimientos con tasas de aborto elevadas o bien pre-
sentados para control veterinario. La comparacién de los
resultados obtenidos con el test de fijacion de complemento
(TFC) mostré una gran discordancia entre las dos técnicas. En
efecto, Gnicamente 16 sueros fueron positivos con ELISAr,
contra 130 positivos con TFC. En particular, de los 55 sueros
provenientes de animales abortados, 48 fueron positivos con
el TFC y 16 con el ELISAr. Esto plantea con agudeza la pro-
blematica del papel de la Chlamydophila pecorum en los
abortos de los pequefios rumiantes en Marruecos. La bus-
queda de patologias diferenciales de Chlamydophila abortus y
Chlamydophila pecorum es necesaria para precisar el origen
de las divergencias observadas entre el ELISAr y el TFC.

Palabras clave: Ovino — Caprino — Ornitosis — Chlamydophila
abortus — Chlamydophila pecorum — Prueba de fijacién del
complemento — ELISA — Marruecos.
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