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Application d’outils
de biologie moléculaire
a certaines mycoplasmoses
des ruminants

Francois Thiaucourt, Sophie Lorenzon, Armelle David

e nombreux mycoplasmes

peuvent infecter les rumi-

nants [1]; certains sont des

pathogenes sensu stricto,
d’autres des pathogenes opportunistes et,
enfin, certains sont considérés comme
des saprophytes. Au sein de ces myco-
plasmes, ceux appartenant & ce qu'on
appelle le « groupe mycoides » sont tous
pathogenes et représentent une menace
certaine pour |'élevage, ce qui justifie des
études approfondies. Ce groupe ras-
semble six espeéces, ou sous-especes, for-
tement apparentées entre elles, du point
de vue de leurs caracteres biochimiques,
antigéniques ou génomiques [2-4]. Cer-
taines souches de ce groupe sont patho-
genes et A lorigine de maladies légale-
ment réputées contagieuses dans de
nombreux pays. Ainsi M. mycoides subsp.
mycoides SC est I'agent de la péripneu-
monie contagieuse bovine (PPCB) [5] et
M. capricolum subsp. capripneumoniae
'agent de la pleuropneumonie conta-
gieuse caprine [6]. Les souches apparte-
nant aux autres espéces, comme
M. capricolum subsp. capricolum,
M. mycoides subsp. capri et M. mycoides
subsp. mycoides LC, sont responsables de
syndromes « MAKePS » (pour mam-
mites, arthrites, kératites, pneumonies et
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septicémies) chez les petits ruminants [7]
alors que M. sp. type PG50 est souvent
rencontré chez les bovins lors de mam-
mites. Une autre espece de mycoplasme,
M. agalactiae qui n’appartient pas au
« groupe mycoides », est également res-
ponsable de syndromes « MAKePS »
chez les petits ruminants.

La PPCB est actuellement présente par-
tout en Afrique, a 'exception de I'extré-
mité sud du continent. Elle sévit sous
une forme enzootique en Afrique de
I'Ouest, et on a pu constater, au cours
des deux dernieres années, une recrudes-
cence de cette maladie dans 'est du
continent, la ol elle avait disparu et ou
les efforts de vaccination sétaient rela-
chés. L'importance des maladies légale-
ment réputées contagieuses tient non
seulement aux pertes directes qu’elles
occasionnent, mais aussi a la mise en
péril de schémas de sélection et aux res-
trictions de circulation des animaux
qu’elles justifient. Ainsi le Botswana a-t-
il récemment appliqué des mesures dra-
coniennes d’abattage afin de reconstituer
un cheptel indemne de PPCB et conti-
nuer 2 exporter de la viande bovine vers
les pays européens.

Difficultés
du diagnostic

Le diagnostic des mycoplasmoses peut se
heurter a plusieurs écueils. La culture de
ces procaryotes sans parois nécessite des




milieux spéciaux qui ne sont pas d’'un
emploi courant. Certaines souches ont
une croissance trés lente, c’est notam-
ment le cas de M. capricolum subsp.
capripneumoniae. Les surinfections par
des bactéries peuvent également masquer
la présence des mycoplasmes. Enfin, il
n’est pas rare d’isoler plusieurs myco-
plasmes a partir d'un méme prélévement
et, le plus souvent, I’espece ayant la
croissance la plus rapide masque celle 2
croissance lente. L’identification est
d’abord fondée sur les résultats de tests
biochimiques, semblables 2 ceux utilisés
pour les bactéries, mais dont seuls
quelques-uns sont utilisables pour les
mycoplasmes. D’autres tests, basés sur
des réactions sérologiques avec des
sérums hyperimmuns, sont indispen-
sables [8]. La spécificité de ces sérums
peut quelquefois étre mise en doute [9],
en particulier pour I'identification de
sous-especes. Etant donné toutes ces dif-
ficultés d’isolement et d’identification,
on peut affirmer que I'impact des myco-
plasmoses est actuellement sous-évalué,
en particulier dans les pays en dévelop-
pement.

L’épidémiologie et la pathogénie de ces
mycoplasmoses sont aussi trés mal
connues. Les mycoplasmes, dépourvus
de paroi, sont tres fragiles et rapide-
ment inactivés dans le milieu extérieur.
Dans ces conditions, la transmission se
fait par contact direct d’un animal
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(a): M. sp. type F38: (b a i): M. capricolum

malade 3 un animal sain. Jusqu'a pré-
sent, il n’a pas été établi si, aprés une
infection, il pouvait exister des porteurs
chroniques. Ce point est important car
il est en relation avec le type de prophy-
laxie la mieux 3 méme d’éradiquer une
mycoplasmose dans un élevage, voire
dans un pays.

Electrophorése
des protéines en sel
d’acrylamide

Les espéces du « groupe mycoides »
semblent différer entre elles du point
de vue de la diversité des souches :
celles appartenant aux sous-espéces
M. mycoides subsp. mycoides SC et
M. capricolum subsp. capripneumoniae
semblent trés homogenes, alors que
celles appartenant aux sous-espéces
M. capricolum subsp. capricolum,
M. mycoides subsp. capri et M. mycoides
subsp. mycoides LC présentent une
hétérogénéité remarquable, ainsi que
M. agalactiae. Ces variations s’obser-
vent, par exemple, par la technique
d’électrophoreése des protéines en gel
d’acrylamide (figure 1) qui fournit des
profils protéiques assez caractéristiques
d’espéce mais qui permet aussi de
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mettre en évidence des différences
entre souches [10, 11]. Cette variabili-
té peut expliquer, dans certains cas, les
confusions d’identification et les varia-
tions de tropisme que I'on peut obser-
ver entre des souches appartenant i
une méme espece. Enfin, et pour com-
pliquer encore une situation déja bien
confuse, il a été montré que les myco-
plasmes pouvaient présenter, a la surfa-
ce de leur membrane, des antigénes
variables jouant certainement un réle
dans les mécanismes d’échappement 2
la réponse immunitaire [12].

Analyse

par restriction
enzymatique
de I’ADN total

Actuellement, il est possible de mettre en
évidence quelques différences entre des
souches de M. mycoides subsp. mycoides
SC par restriction enzymatique de
’ADN total [13]. Ces différences sont
éventuellement liées au nombre et A la
position de certaines séquences nucléoti-
diques appelées « séquences d’insertion »,
qui peuvent étre mises en évidence par

des techniques d’hybridation [14]. Cela

Figure 1. Profils protéiques, par électrophorése en gel de polyacrylamide, des souches
de mycoplasmes appartenant & I'espéce M. capricolum. a: souche de la sous-espece
capripneumoniae ; b a i: souches de la sous-espéce capricolum. Toutes ces souches
présentent un profil globalement assez semblable, typique de I'espéce, mais les
souches de la sous-espéce capricolum présentent des variations au niveau des bandes

de poids moléculaire voisin de 100 kDa.

Figure 1. Mycoplasma capricolum whole cell protein patterns obtained by polyacrylamide gel
electrophoresis. a : capripneumoniae subspecies strain ; from b to i, capricolum subspecies
strains. All of these strains show a common species-specific pattern. However, there are dif-
ferences within capricolum subspecies, notably around 100 kDa proteins.
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Figure 2. Profils de restriction, par Hind Ill, de 'ADN génomique de
souches de M. mycoides subsp. mycoides SC. a: marqueurs de poids
moléculaires (exprimés en kbases). Origine des souches: b: KH3J
(souche vaccinale) ; c: Sénégal ; d: Italie, ; e: T1/44 (souche
vaccinale) ; f : Mauritanie ; g : Tanzanie ; h: Cameroun ; i : Namibie ; j:
Tchad. Les différences sont trés visibles pour les bandes de poids
moléculaire compris entre 9,4 et 23,1 kb. La fleche indique les deux
bandes qui permettent de distinguer la souche vaccinale KH3J (b) de
la souche T1/44 (e).

Figure 2. Hind Ill restriction profiles of genomic DNA from strains belonging
to the M. mycoides subsp. mycoides SC biotype. a : molecular weight mar-
kers (in kb). Strain origins : b : KH3J (vaccinal strain), c: Senegal, d: ltaly,
e: T1/44 (vaccinal strain), f: Mauritania, g: Tanzania, h: Cameroon,
i: Namibia, j: Chad. There were clear differences within the 9.4-23.1 kb
range. The arrow points out the two bands that differentiate the vaccinal
strain KH3J (lane b) from the T1/44 strain (lane e).

nécessite, jusqu'a présent, 'isolement de
la souche pour pouvoir récolter TADN
génomique total. Cette technique est
donc réservée a des laboratoires de

Réaction

de polymeérisation

Figure 3. Mise en évidence de différences entre souches appartenant a
I'espéce M. capricolum par PCR, suivie d’une digestion enzymatique
des produits d’amplification. A : souche appartenant a la sous-espece
capripneumoniae ; B et C : deux souches appartenant a la sous-espéce
capricolum ; D: marqueurs de poids moléculaires. Pour chaque
souche, b représente le produit d’amplification de taille constante
quelle que soit la souche ; a représente les produits de digestion par
I'enzyme Alu | et ¢ les produits de digestion par I'enzyme Mse |. Les
différences observées pour les trois souches refletent les différences
de séquence du produit d’amplification et permettent de conclure a
I"'existence de trois souches distinctes.

Figure 3. Distinction of M. capricolum strains by PCR and enzymatic restric-
tion of the amplified product. A : capripneumoniae subspecies strain, C and
D: two capricolum subspecies strains, D : molecular weight markers. For
each strain, b : shows the amplified product, which was the same size for
all strains, a and c: show the results of Alu | and Mse | restriction of the
amplified product. Size differences in the restriction products are correlated
with sequence differences in the amplified product, indicating that these
three strains are distinct.

amorces qui sont communes a
I’ensemble des souches d’'une méme
espece, tout en étant spécifiques de cette
espece. Cependant, les souches du

recherche. Elle mérite d’étre signalée car
C'est la premitre fois que des différences
entre souches de M. mycoides subsp.
mycoides SC ont pu étre mises en éviden-
ce et qu'une corrélation a pu étre
démontrée avec l'origine géographique
des souches. Ainsi, il semble établi que
les souches isolées en Europe sont bien
différentes de celles isolées en Afrique
[13, 14]. En utilisant d’autres enzymes,
nous avons pu affiner la distinction entre
les souches et montrer que les souches
vaccinales T1/44 et KH3]J étaient claire-
ment différenciables (figure 2). L'objectif
est maintenant d’obtenir des amorces
spécifiques de ces souches qui permet-
traient une identification directe des
souches vaccinales par la réaction de
polymérisation en chaine sans avoir a les
cultiver.

en chaine (PCR)

La réaction d’amplification génique, plus
connue sous son sigle anglais de PCR,
permet de résoudre une partie des diffi-
cultés du diagnostic. Il est en effet pos-
sible d’amplifier des fragments d’acide
désoxyribonucléique (ADN) a partir
d’échantillons conservés séchés, sur des
morceaux de papier filtre par exemple.
Cela ouvre de nouvelles perspectives aux
pays tropicaux qui n'ont quelquefois pas
les moyens de maintenir une chaine du
froid entre la collecte des échantillons et
la mise en culture au laboratoire [15].
L’amplification des génes codant pour
les ARN ribosomaux fournit, en général,
un diagnostic spécifique d’espece [16,
17]. En effet, ces genes sont relativement
conservés et il est possible dutiliser des
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« groupe mycoides » sont tellement
proches d’'un point de vue phylogéné-
tique que cette méthode ne peut distin-
guer entre elles les sous-especes de ce
groupe [18, 19]. L’identification peut
éventuellement étre obtenue par diges-
tion enzymatique des produits d’amplifi-
cation [20], comme cela a été proposé
pour M. capricolum subsp. capripneumo-
niae [21]. Le diagnostic de la PPCC a
ainsi été obtenu par la réaction de poly-
mérisation en chaine, au Tchad en 1994,
avant que la confirmation formelle ne
vienne, quelques semaines plus tard, par
isolement et identification classique.
D’autres auteurs ont proposé des réac-
tions de PCR spécifiques de certaines
sous-especes a partir de portions de
genes dont la fonction est encore incon-
nue. Cela a été réalisé pour M. mycoides




subsp. mycoides SC, I'agent de la PPCB
[22], mais aussi pour M. agalactiae [23].
Cette approche a le mérite d’offrir plus
de sécurité, dans la mesure ol amplifi-
cation est spécifique de I'agent pathoge-
ne et ou l'identité est, cette fois-ci,
confirmée par digestion enzymatique.
Il est maintenant envisageable d’obtenir,
grice a la technique de PCR, des outils
d’épidémiologie moléculaire des souches
du «groupe mycoides ». Le principe de
cette recherche est assez simple. Il s'agit
d’identifier des fragments de geénes, com-
muns a 'ensemble des souches de ce
groupe, qui présentent ponctuellement
une variabilité assez grande pour pouvoir
différencier les souches entre elles. Dans
un laboratoire de diagnostic, les varia-
tions entre souches peuvent étre mises en
évidence par digestion enzymatique du
fragment amplifié (figure 3), et dans un
laboratoire de recherche par séquengage
de I'ensemble du fragment afin de le
comparer aux autres. Un gene potentiel-
lement utilisable a déja été identifié a
partir du génome de M. capricolum
subsp. capripneumoniae, I'agent de la
PPCC. Cependant, les difficultés pra-
tiques subsistent. La principale d’entre
elles tient a la variabilité qui existe au
sein du « groupe mycoides » et, donc, 4 la
difficulté d’avoir des amorces capables
d’amplifier un fragment d’ADN pour
I’ensemble des souches. La seule
approche rationnelle consiste a séquencer,
au moins partiellement, les génes homo-
logues d’un ensemble de souches repré-
sentatives de chaque sous-espéce, ce qui
se fait actuellement.

terme, ce n’est plus seulement I'espece
de mycoplasme qui sera identifiée mais
aussi la souche en cause. L’isolement
d’'une méme souche, a plusieurs années
d’intervalle dans un élevage, sera la preu-
ve de I'existence de porteurs chroniques
non détectés. Au contraire, |'isolement
de souches différentes signera une conta-
mination d’origine extrinseque. Selon les
résultats les plus fréquents, les prophy-
laxies pourront ainsi étre adaptées.
Les spectaculaires progres de la biologie
moléculaire vont sans doute permettre
des diagnostics plus rapides et plus
fiables des especes mycoplasmiques, voire
méme de caractériser les souches elles-
mémes. Il ne faut cependant pas perdre
de vue que la lutte contre les maladies
contagieuses dépend moins de progres
techniques que de 'application de

mesures sanitaires cohérentes. Cette
cohérence est assurée par la définition
d’une politique qui puisse étre acceptée
par les éleveurs et qui ne soit pas d'un
cofit prohibitif. Des exemples historiques
ont prouvé qu’il n’était pas nécessaire de
pouvoir identifier les agents infectieux
pour éradiquer des maladies conta-
gieuses. La mise au point d’outils de dia-
gnostic nest donc pas strictement indis-
pensable, mais elle doit permettre de
minimiser les colits des campagnes de
lutte et, ainsi, rendre plus facile la réussi-
te de ces campagnes M
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