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Résumé

Deux souches de rn1'coplasme out été isolées sur le terrain d'embnons de dindonnqlu\ lnorts. L'étude des
caractères bioclrirniques et sérologiques a montré que ces isolats étaient proches de trIvatplasmo pullorum. un
m1'coplasme jusqu'à préseut lirnité à I'espèce poule et ilon pâthogène pour cette espèce. Afin de mieux
caractériser ces deux souches et de situer.l I. pullorum dans la ph1'logénie. la détennination et l'anal1'se des
séquences des gènes d'ARN l(rS des sonches du terrain et de la souche de référence ont été réalisées. Les
résultats confirment l'appartenance des deux isolats à l'espèce-,11 pullorun. Le porloir pathogène de ces deux
isolats a été étudié après ûroculation à l'oeuf embryomré de poule.

Abstract

Identitication of two pathogenic avian mycoplasmas as strains oT Mycoplasmu pullorum.

Trvo mvcoplasrna strains rvere isolated from dead turkel' embryos free of other knou'n pathogens. They' were ttot
related to !lI. gulliscpticwn. \1. s.vnoviae. )1. nteleagritû.s and ,ll. iovoe. known to be pathogenic for turkevs.
Becarrse biochernical and serological properties shou'ed that these strains were related to !l[. pullorurrr. a non
pathogenic avian mvcoplasrna. rve decided to evaluate the pathogenic properties of these strains and determine
tlre phylogenetic position of tll. pulktruzr and the trvo field isolates

Introduction
Matériel et méthodes

^lIvatplosma ga|Ii,'cpticurn (MG). fI. svnot,iae (MS).
^lI. nrelcagrirli.s (MM) et A[. i<m'ae (MI) sont les
mvcoplasrnes pathogènes majeurs des volailles.
D'autres mvcoplasrnes peu\,€nt également être isolés
à partir des volailles mais ne sont pas considérés
comrne pathogènes (À1. cloacale. )tI. gallinarum- JI
gallopnonis. lI. iners on À1. lipo/itciens. .) (Jordan.
1989). Nous avons récernment isolé deux souches de
mvcoplasmes à partir d'embryons de dinde morts en
l'absence d'autre agent pathogène
Après étude des caractères biochimiques el
sérologiques. ces isolats sernblaient apparentés à
.Ilvcoplanna pullorum. uu mycoplasme noll
pathogène. isolé habituellement à partir de poulet
Pour r,érifrer leur appartenance à l'espèce ,lI.
pullorum et pour élablir la position ph-vlogénétique de
:\1. pullu'utn uous avons décidé de séquencer les
gènes d'ARNl6S de ces deui isolats.
Le pouvoir pathogène de trois souches de :\l
pullorun (I souche de référeuce et deux souches
isolées du terrain) a égalernent été étudié sur des
oeufs embr-r'onnés de poule

Les souches À1. anotis 1340r (ATCC 25524). ll
columbinum MMP-l (ATCC 29257). :\[. gul linac:eum
DD (ATCC 33350). lt[. gallinarum PGl6 (ATCC
19708)- )[. gallopavonls WRI (ATCC 3355I). ]L
gallisepticunr ATCC 15302. II. glvcophilttttt 186
(ATCC 352'77). ltI. iowae 695 (ATCC 33552). ,\l
pullorunt CKK (ATCC 33553). \1. *ttoviae WW
1853 (ATCC 25204) et !r.1. meleagritlis 17529 (ATCC
25291) ont été utilisées

La souche 91254 a été isolée à partir de dindoruteaux
nrorts issus d'un lot de dindes exemptes de MG. MS.
MI et MM La souche 95098GC a été isolée d'un
autre troupeau à partir d'embryons de dindes morts.
Ces souches ont été isolées à partir du vitellus des
ernb4ons mis en culture sur milieu FM4 (Frey et al..
l96tt). Chaque souche a été clonée trois fois avant
anall'se (Cornité International de S1'stétttatique
Bactérienne. 1995)
Des tests biochirniques (fermentation du glttcose.
hvdrolvse de l'arginine. sensibilité à Ia digitonitte.
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FIGIIRE I : Arbre phylogénetique du groupe de M. hominis.
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réduction des sels de tétrazolium. activité
phosphatase. productiou de films et spots et
croissance en l'absence de NAD et de L-c-vstéine) et
sérologiques (dot-inununobinding. test d'inhibition
de croissance. test d'inhibition du métabolisme) ont
été réalisés selon des procédures précédernrnent
décrites (Nougare-vde. 1985. Cl1'de. 1981i. poumarat
e t  a l . .  l99 l ) .

Une anplifrcation ena'matique des gènes d'ARN
165 de .lI. pull<>rum CKK. 9+25-t er 95098GC a été
réalisée arec les amorces de Weisburg (Weisburg et
al. l99l). specifiques des gènes d'ARN 165 de la
plupart des eubactéries La réacrion PCR est réalisée
selon des condirions déjà décrites (Moalic et al..
leeT).
Après clonage dans Ie vecteur PGEM-T (prornega.
Madison. WI. USA). les produirs arnplifiés onr éré
séquencés selon la méthode de Lane et al. en utilisant
des arnorces universelles <fonvard> et <rer.erse> ainsi
que des alnorces universelles internes au gène d'ARN
165 (Laue et al . 1985)
Les séquences obtemres ont ensuite été conrparées à
celles disponibles dans les bauques de données de
biologie moléculaire Genbank et EMBL en urilisant
les logiciels <Blast> (Altshul et â1. 1990) et <Fasta)
(Wilbur et al . 1983). Les séquences les plus proches
ont cusuite été alignées à l'aide du logiciel <pileup>
(Devererx et al. 198:t). Une séquence de l33l
nucléotides équivalente à la séquence du gène d'ARN
165 de iI. pull<trun a ainsi été déterrninée
.\1. pullu.utrt a ensuite été placé dans l'arbre
phr,logénétique

Les études de pouvoir pathogène ont été réalisées sur
des oerfs eurbnonués de poule âgés de 7 jours.
inoculés avec 0.1 ml de cultrue de m-"-coplasme dans
le sac r.itellin Pour chacune des souches testées. :ll
pullu'am CKK- 9-125+ er 95098GC_ rrois dilutions
( 10. 103. 105 uuités changeant couleur (UCC)) ont été
inoculées à 20 oeufs. Les oeufs ollr élé mirés jusqu'au
l'errre jour d'incubation. La lnortalité a été
enregistrée Tous les embryons ont été autopsiés et les
lésions out été notées Le vitellus a été mis en culture
pour recherche de mvcoplaslnes.

Résultats

Les résultats des analvses biochimiques sont données
dans ie tablearr l.
Les propriétés biochirniques des souches 9:1254 et
9-5098GC sont idenriques ii celles de lI. pullorum et
)1. gollinaceum.

i'ABLEAU I : Caractères biochimiques des souches
tr[. pullorum ATCC. 9.1254 et 95098GC.

Une réaction positive a été obtenue pour le test de
dot-immunobinding réalisé sur les souches 94254 et
9-5098GC avec le sénrm anti-ld. pullorum
L'inlribition de la croissance des souches 94254 et
95098GC a été obtenue avec un sérum anti-M.
pullttrunt

Les résultats des analyses phylogénétiques ont montré
que les séquences des gènes d'ARN 165 des deux
isolats du terrain et de ,l.l pullorum CKK étaient
identiques. Les séquences obtenues ont été déposées
dans la banque de données Genbank sous le numéro
d'accession U58504.

La comparaison de la séquence du gène d'ARN 165
de ltI. pulloru,n ayec celles d'autres mycoplasmes
présentes dans les banques de données a permis la
réalisation d'un arbre phylogénétique (Fig I).
L'espèce \[. pullorunr appartient au groupe z/e l{
homini.ç selon les critères définis par Weisburg et al..

Les études du pouvoir pathogèlte ont montré que la
mortalité des oeufs embryonnés non inoculés ou
inoculés avec du rnilieu stérile était inférieure à 15"/o
alors que les embnons inoculés avec les souches
91251.95098GC et CKK ont montré entre 30 et 65.%
de mortalité selon la souche et la concentration de
I'inoculum. Les résultats sont présentés sur les
f igures 2.3 el1.



FIGURES 2, 3, ! : Eyolution de lâ mortalité
embnonnaire en fouctiou de la souche inoculée et du
titre de l'inoculum Figrrre I : -'ll pullorum CKK.
Fig 2 : souche 9425.1. Fig. 3 : souche 9509SGC.
Triangles. l0 UCC/ml. ronds. 103 UCC/ml. carrés.
l0'ggç7u,1.
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Conclusion

Ceme énrde démontre donc clairement l'appartenance
des deux souches isolées d'embryons de dindes morts
en I'absence d'autre agent pathogène connu à
l'espece,]1L pullu.um
La mortalité des oeufs embrlonnés de poule inoculés
avec ces 2 isolats semble signifrcative mais moins
lmportânte toutefois que d'autres m1'coplasmes

reconnus responsables de mortalités embryonnaires
comme MI.
Pourtant. selon certains auteurs, !,[. pullonun ne
semblait pas. jusqu'à présent. une espèce habituelle
de la dinde et son poutoir pathogène paraissait limité
@ierk et al.. 1967) (Kleckner, 1960) (Yoder er al.,
r964).

Des études complérnentaires devront donc être
engagées afin de mieux apprécier I'importance du
pouvoir pathogène de I,I. pullorum sut l'espèce poule
et l'espèce dinde d'autant que, sur le terrain. d'autres
souches présentant les mêmes caractères
biochimiques et antigéniques ont récemment été
isolees à partir de divers troupeaux de dindes
reproductrices ou d'embryons de dindonnearl\ morts
(Kempf et al.. 1996).
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