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Institut de Bactériologie Vétérinaire de I'Université de Berne. Service de Bactériologie.

La chlamydiose en Suisse
Etude comparative des techniques de diagnostic!

Brigitte Butty-Favre et Jacques Nicolet®

Découvertes en 1907 par von Prowazeck, les Chlamydiae ont successivement pris
des noms aussi nombreux que variés: Chlamydozoa, Miyagawanella, Bedsonia, Neo-
rickettsies, TRIC agents; ce n’est qu’en 1968 que Page a défini avec précision le genre
Chlamydia qui comprend 2 especes.

Les Chlamydiae causant le trachome, la conjonctivite a inclusions, la lympho-
granulomatose vénérienne ainsi que diverses affections du tractus uro-génital chez
I’lhomme appartiennent a I’espéce C. trachomatis. Les souches de C. psittaci forment un
groupe d’agents hétérogénes infectant aussi bien les oiseaux que les mammiféres.

En médecine vétérinaire, la reconnaissance de C. psittaci comme étiologie de diffé-
rentes situations pathologiques chez un nombre toujours plus grand d’espéces animales
confére un intérét tout particulier a son diagnostic. Le but de notre travail est d’étudier
les méthodes de diagnostic d’une chlamydiose, par sérologie et par isolement du germe,
et d’évaluer plus en détail I'incidence de la maladie en Suisse. La chlamydiose aviaire
chez les psittacidés et abortive chez les petits ruminants, bien que sporadique [4], est
connue dans nos régions, alors que les différentes affections & Chlamydiae chez les bo-
vins semblent plus rares.

Nous avons utilisé la méthode de fixation du complément, qui est la technique clas-
sique pour la détection sérologique d’une chlamydiose [3]. L’isolement de C. psittaci sur
ceufs embryonnés de poule et sur lignée cellulaire nécessite cependant un délai de 4
jours 2 plusieurs semaines. La coloration de Stamp n’est pas spécifique et ne permet
qu’une suspicion de chlamydiose, ce qui pourrait expliquer le faible pourcentage d’iso-
lements chez les mammiféres. '

Matériel et méthodes
1) Mateériel

A) Matériel de référence: Nous avons utilisé 5 souches pour la mise au point d’une méthode de
diagnostic applicable en routine:
1 souche aviaire (ORN IE,) (M. Paccaud, Institut d’Hygiéne, Genéve)
2 souches bovines de sérotype 1 (PS 22-8389 et PS 22—8392) et
2 souches bovines de sérotype 2 (PS 22-5890 et PS 22-8388)
(J. Schachter, University of California, San Francisco)

! Selon la thése de Mme Butty-Favre
? Adresse: Prof. Dr. J. Nicolet, Case postale 2735, CH-3001 Berne
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B) Matériel clinique: Nous avons analysé les organes de divers animaux suspects de chlamydiose;
dans certains cas, une sérologie a également été effectuée.

Cas No. 1: Un troupeau d’une centaine de brebis est vacciné contre I’avortement enzootique. Une
semaine plus tard 4% des brebis avortent, depuis les agnelages sont normaux. Nous avons recherchélz
présence d’anticorps sériques chez 20% des brebis.

Cas No. 2: 10 naissances prématurées en 10 jours ont eu lieu dans un troupeau de chevres (exploi-
tation A). Le bouc a séjourné en outre chez un autre éleveur, sans étre utilisé pour la monte (exploita
tion B) et a servi 4 la monte chez un troisiéme, dont une partie des chévres a également avorté (explo:
tation C). Nous avons testé sérologiquement le bouc et 9 chévres.

Cas No. 3: Nous avons testé 87 écouvillons cervicaux de bovins présentant des problémes de sté-
rilité* (matériel prélevé dans 1 ml de tampon saccharose phosphate glutamate [2] puis congelé i
—80°C). 18 écouvillons sont restés stériles en bactériologie de routine.

Cas No. 4: Un troupeau de 7 vaches présente des problémes de stérilité. Toutes furent inséminées
plusieurs fois, souvent sans succes, et ont un écoulement vaginal tantot laiteux, tantdt translucide
Nous avons traité 4 vaches a la spiramycine, les 3 autres servant de contrdle. Une suspension a 20%
(Suanovyl®; Biokema, Crissier) fut injectée par voie intramusculaire i raison de 10 mg/kg poids vifel
une suspension a 5% appliquée in utero a raison de 1 g/vache. Le traitement fut renouvelé 2 jours plus
tard. Nous avons recherché la présence d’anticorps sériques chez les 7 vaches.

Cas No. 5: Nous avons testé 17 placentas de vaches avortées suspects 4 la coloration de Stamp
mais négatifs a la coloration de Késter.

Cas No. 6: Nous avons testé 16 ponctions articulaires et boursales, stériles en bactériologie d¢
routine, chez des bovins de différentes classes d’age présentant des troubles de ’appareil locomoteur.

Cas No. 7: Nous avons examiné 11 ponctions spinales de bovins souffrant d’encéphalomyélite
Tous les liquides céphalorachidiens sont stériles en bactériologie de routine et la rage est exclue par
examen direct & I'immunofluorescence. :

Cas No. 8: Nous avons examiné 5 moutons, 4 bovins, 1 chien et 1 chat souffrant de conjonctivife
chronique. Tous les écouvillons oculaires sont négatifs en bactériologie de routine.

Cas No. 9: Nous avons examiné les organes de 10 psittacidés dont la nécropsie révéle cedéme el
hyperémie des poumons et des sacs aériens, hépatosplénomégalie avec foyers nécrotiques dans le foie
ainsi que péritonite fibrineuse. Le matériel analysé provient le plus souvent du foie ou des poumons,
les autres organes étant trop petits pour permettre une prise stérile.

Cas No. 10: Nous avons testé par épreuve de fixation du complément (FC) 969 sérums de tau-
reaux d’insémination artificielle ainsi que 6 taureaux privés (février 1984 a juillet 1985). Tous les sé-
rums présentent un résultat négatif quant a la brucellose, la coxiellose et la leptospirose.

2) Méthodes

A) Isolement de Chlamydiae sur ceufs embryonnés de poule

La technique utilisée pour I'inoculation des ceufs, 1a récolte des membranes vitellines (MV) et les
tests de stérilité est celle décrite par Schachter et Dawson (1979).

Les Chlamydiae se multiplient dans les cellules entodermales entourant le sac vitellin. Le mo-
ment idéal pour I'inoculation est le 7™ jour d’incubation car le sac vitellin est bien développé et le ris-
que de toucher 'embryon est presque nul. L’incubation se fait 4 37°C, 4 un taux d’humidité de 40-
80%. La récolte des MV se fait entre le 4M€ et le 11°™€ jour post inoculationem.

* Bucheli, R., (1984) Medikamentelle Beeinflussung der Uteruskontraktionen beim Rind. Vet.
Med. Diss. Bern

Cloux, F., (1986) L’endométrite chez le bovin. Interprétation des résultats bactériologiques.
Theése Méd. Vét. Berne

Schiffmann, M., (1984) Bakteriologische Befunde im Geschlechtsapparat von Kiihen, eine Be-
standsuntersuchung. Vet. Med. Diss. Bern
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Toute MV est examinée du point de vue macroscopique, microscopique et bactériologique.
L’embryon et la MV sont hémorragiques; le vitellus, 'amnion et I’allantois inodores et clairs. Un frot-
tis de MV est coloré selon Stamp et Gimenéz (1964). Toute MV contaminée est éliminée.

B) Isolement de Chlamydiae en culture cellulaire selon Meissler et Krauss (1980)

Nous avons utilisé des cellules Mc Coy, une lignée de fibroblastes hétéroploides de souris, ainsi
que le milieu de culture Mc Coy 5A Medium, modifié selon Iwataka et Grace (1964).

La croissance des cellules se fait en flacons de plastique de 250 ml jusqu’a obtention d’un mono-
layer dense. Les cellules sont individualisées par trypsinisation (solution & 1%, pH 2,0). La suspension
cellulaire ainsi obtenue est utilisée pour la subculture en tubes-lamelles (Auer, Bittman, Soulié, AG.
Zurich. Cat. 91530 et 60124). Chaque tube contient 1 ml d’une suspension de 200 000 cellules/ml en-
viron. La croissance cellulaire s’effectue a 37°C en atmosphére de 5% CO, + 95% air, ou sans CO,
lorsque les tubes-lamelles possédent une fermeture hermétique (bouchons de caoutchouc ou de sili-
cone).

Préparation de linoculum a partir du matériel clinique:

Le procédé est différent suivant la nature du matériel & analyser.

a) Organe: L’organe est broyé stérilement dans du tampon au saccharose phosphate glutamate (SPG)
(Bovarnick et al., 1950) a raison de 2 volumes de tampon par volume d’organe, jusqu’a disparition
compléte de la consistance tissulaire. Le broyat est centrifugé 44 °C pendant 10 minutes 4459 X g.
Le surnageant est récolté et dilué 1/20 & 1/100 en SPG. Une dilution élevée présente I'avantage
d’éviter I’effet cytotoxique d’un inoculum trop concentré et de réduire le nombre de germes con-
taminants.

b) Synovie ou liquide céphalorachidien: L’échantillon clinique est dilué directement 1/5 24 1/10en SPG.

¢) Ecowvillon: A l'aide d’une pincette stérile, on élue le maximum du contenu en SPG.

Infection des cultures cellulaires:

Apres 24 heures d’incubation, le milieu de culture des tubes-lamelles est aspiré et remplacé par
I'inoculum, 4 raison de 1 ml/tube.

Les tubes sont centrifugés 4 25—30 °C pendant 60 minutes 4 1800 X g, puis incubés 60 minutes &
37°C. L’inoculum est alors aspiré et remplacé par le milieu de croissance des Chlamydiae a raison de
1 ml/tube. Les tubes sont ensuite incubés plusieurs jours a 37°C.

Les lamelles peuvent étre examinées par immunofluorescence dés le 3—4°M€ jour post inoculatio-
nem quant a la présence de vacuoles intracytoplasmiques contenant les Chlamydiae.

C) Immunoglobulines aviaires spécifiques selon Polson et al. (1980).

L'immunogéne se compose de Chlamydiae vivantes (souches de référence) cultivées sur mem-
branes vitellines (MV). Chaque MV est broyée dans du tampon phosphaté 0,01M, pH 7,2 (PBS), 4 rai-
sonde 1 Vol MV + 2 Vol PBS. Le broyat est centrifugé 4 4 °C, pendant 10 minutes 4 112 X g. Le sur-
nageant obtenu est homogénéisé a 'adjuvant incomplet de Freund 2 raison de volumes égaux des 2
composants (Adjuvant Freund incomplete, Difco Laboratories) et constitue le vaccin vivant, injec-
table par voie intramusculaire. L’immunisation de poules pondeuses comprend 3 injections de 1 ml de
vaccin dans chaque cuisse, chacune 4 10 jours d’intervalle.

Les ceufs sont récoltés séparément pour chaque souche deés le 15°™ jour suivant la derniére im-
munisation. Les sacs vitellins sont lavés afin d’éliminer ’albumine. Les immunoglobulines spécifiques
Ig Y sont extraites du vitellus par 3 précipitations successives en polyéthyléne glycolle 6000 (PEG,
Merck, Cat. 807491). Le PEG est ensuite éliminé par traitement au chloroforme jusqu’a obtention
d.’une suspension translucide. La suspension concentrée a2 30—80 mg de protéines/ml est couplée &
I'isothiocyanate de fluorescéine (FITC) selon la méthode de Fey (communication personnelle).

Technique d’anticorps fluorescents:

LesIg Y couplées a I'FITC sont diluées en tampon phosphaté 0,01M, pH 7,2 (PBS). L’incubation
dure 60 minutes 4 37 °C en chambre humide. Afin de masquer une fluorescence non spécifique, les la-
melles sont contrecolorées au noir d’ériochrome (solution 1/120 en aqua dest.) pendant 15—30 se-
condes puis rincées en tampon véronal 0,01M, pH 8.,4. Les lamelles sont ensuite inclues en elvanol
[25] puis examinées au microscope a fluorescence.
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D) Antigéne phosphatidique pour I'épreuve de fixation du complément selon Volkert et Moller Chri.
stensen (1955).

L’antigéne est extrait des membranes vitellines (MV) d’ceufs embryonnés. Les MV sont traitées
100°C, ce qui permet l'extraction par ’éther de I'antigéne solubilisé puis sa précipitation a I’aide
d’acétone. Le résidu sec obtenu aprés ¢élimination de I'acétone constitue ’antigéne phosphatidique.
L’antigéne est ensuite suspendu en tampon phosphaté stérile 0,01M, pH 7,2 puis titré face a un sérum
négatif et un sérum positif de titre connu. Nous avons comparé I'antigéne phosphatidique de mem-
branes vitellines (PS 22—8389) avec un antigéne du commerce obtenu par traitement du liquide allan-
toidien au phénol (Ornithose Antigen, Behring Cat. ORAR 09). Toutes nos analyses sont effectuges
selon la méthode CDC[27], qui implique la fixation des anticorps a froid, pendant la nuit, a4 °C.

Résultats
1. Titration des immunoglobulines couplées a 'FITC

Les Ig Y permettent la mise en évidence des inclusions chlamydiennes en culture
cellulaire (Figure 1).

Fig. 1: Isolement de chlamydiae en culture cellulaire (Sérotype 1)

Coloration par immunofluorescence d’un monolayer de cellules Mc Coy al'aide d’immunoglobulines
homologues.

Grossissement microscopique: 100 fois

<) inclusion chlamydienne intracellulaire



Nous avons tenté un sérotypage des différentes souches de référence; les résultats

La chlamydiose en Suisse

sont indiqués dans le tableau 1.

Tableau 1: Titration par immunofluorescence des immunoglobulines spécifiques contre les souches
de référence aviaire et bovines en systéme homologue et hétérologue
anti anti bovin anti bovin anti bovin anti bovin
aviaire Sérotype 1 Sérotype 1 Sérotype 2 Sérotype 2
Souche ORN IE, PS 228389 PS 228392 PS 225890 PS 228388
ORN IE, 1/160* 1/20 1740 + 1/40
PS 228389 1/80 1/320 17160 1/40 1/40
PS 228392 1/80 1/160 1/320 + 1/80
PS 225890 1720 1/80 1/160 1/80 1/160
PS 228388 1720 1/40 17160 1/40 1/320

*: derniere dilution donnant une fluorescence univoque (+ + +)
+: fluorescence présente mais faible

2. Culture de C. psittaci sur cellules McCoy

L’inoculum se compose d’une suspension de C. psittaci produite sur membranes vi-
tellines et diluée 10-3 4 10-¢ en SPG. Par dilutions successives de 'inoculum, nous
avons testé I'affinité des différentes souches de C. psittaci pour les cellules Mc Coy.

Dans toutes les souches examinées, les inclusions sont visibles aprés 24 heures d’in-
cubation mais ni la morphologie ni le nombre d’inclusions par cellule n’ont permis une

identification précise du sérotype, quels que soient la densité de 'inoculum et le temps
d’incubation.

3. Diagnostic de C. psittaci dans différentes situations cliniques

3.1 Avortements chez les petits ruminants (Cas No. 1 et No. 2)
Chaque organe de feetus avorté fut testé sur ceufs embryonnés ainsi que sur lignée

cellulaire. Les résultats du cas No. 1 sont indiqués dans le tableau 2 et ceux du cas No. 2
dans le tableau 3.

Tableau 2: Essai d’isolement a partir d’'un feetus de mouton avorté (Cas No. 1)

organe color. isolement inclusions
Stamp ceuf cellules

foie + ++ + +++ 3*

rein -+ df i

estomac + = + 5

poumon + ++ + + + + 3

intestins - - -

+

: corpuscules positifs a la coloration de Stamp
+/+ + +: degré d’isolement des Chlamydiae

: isolement ou bactérioscopie négatifs
: apparition des inclusions (jours post inoculationem)

*
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Tableau 3: Diagnostic d’avortement chlamydien septicémique chez un feetus de chévre (Cas No.
Exploitation A)

organe color. isolement inclusions
Stamp ceuf cellules

foie + + ++ + + + 5%

rate + + + + ++ + 3

rein + + + + ++ + 3

estomac + + ++ + + ++ 3

placenta + ot + + + 3

+/+ + +: corpuscules positifs a la coloration de Stamp
+/+ + +: degré d’isolement des Chlamydiae
* : apparition des inclusions (jours post inoculationem)

Lors d’avortements chlamydiens chez les petits ruminants, on observe un titre éle

d’anticorps sériques chez les bétes avortées et un titre moyen chez les bétes exposé
(Tableaux 4 et 5).

Tableau 4: Examens sérologiques du troupeau par épreuve de fixation du complément (FC) (C
No. 1) ;

bétes suspectes titre FC

4 bétes avortées 1/20-1/160
4 naissances normales, bergerie contaminée 1/5-1/80
bélier SV 3489 1/20
contrdle 9 mois plus tard, 20% du troupeau 1/10-1/40

Tableau 5: Examen sérologique des exploitations A, B et C par épreuve de fixation du compléme
(FC) (Cas No. 2)

bétes suspectes titre FC
exploitation A: 5 chévres 1/20-1/80
1 bouc 1/10
exploitation B: 2 chévres -
exploitation C: 2 chévres 1/20

3.2 Transmission vénérienne (Cas No. 2, exploitation A)
Les différentes parties du systéme génital du bouc suspect sont mises en culturt
seul le testicule droit permit un isolement du germe sur ceufs embryonnés uniquement.

3.3 Ecouwvillons cervicaux et endométrites chez les bovins (Cas No. 3 et No. 4)

Tous les échantillons congelés sont restés négatifs en culture (Cas No. 3); par contt
la présence massive de C. psittaci est détectée en culture cellulaire, dans les sécrétion
cervicales de chacune des 7 vaches (Cas No. 4). 4 semaines plus tard les germes sont €1
core présents mais en nombre réduit.
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Chaque vache fut ensuite testée en culture cellulaire quant a la présence de Chla-
mydiae dans les sécrétions cervicales dés la 3™ semaine suivant le dernier traitement a
la spiramycine. Aucune Chlamydia ne put étre isolée, aussi bien chez les vaches traitées
que non traitées.

Lors d’endométrites chlamydiennes chez les bovins la recherche d’anticorps séri-
ques par épreuve de fixation du complément donne des titres de 1/20—1/80 au moment
de I'isolement et de 1/20, 3 et 7 semaines plus tard.

3.4 Avortements chez les bovins (Cas No. 5)
Dans aucun des 17 placentas suspects I'isolement de Chlamydiae ne fut possible en
culture cellulaire.

3.5 Arthrites et boursites chez les bovins (Cas No. 6)
Aucune des 16 ponctions suspectes ne permit I'isolement de Chlamydiae en culture
cellulaire.

3.6 Encéphalomyélites chez les bovins (Cas No. 7)

L’isolement sur cellules Mc Coy est resté négatif dans 10 ponctions de liquide cé-
phalorachidien (LCR), par contre il fut positif dans un cas isolé d’encéphalite chez un
bovin adulte femelle de la race d’Hérens. Un frottis du LCR révéle la présence massive
de monocytes mais ne contenant aucun organisme suspect (Gram et Stamp). La mise en
culture sur cellules Mc Coy du LCR a permis 'isolement de C. psittaci. Le cerveau a été
congelé et conservé 5 jours & —20°C; la mise en culture est restée négative.

3.7 Conjonctivites (Cas No. 8)
Aucun des 11 écouvillons conjonctivaux de bovins, ovins, chien et chat ne permit
I'isolement de Chlamydiae en culture cellulaire.

3.8 Psittacose aviaire (Cas No. 9)

Dans 90% des cas analysés I'isolement de Chlamydiae est possible sur culture cel-
lulaire et sur ceufs embryonnés; 10% des cas sont positifs sur ceuf uniquement.

4. Evaluation de ['épreuve de fixation du complément

4.1 Test de I'antigéne phosphatidique PS 22—8389 face a I'antigéne Behring Ornithose
ORAR 09 :

Les résultats sont comparables avec les 2 antigénes lorsqu’on teste des sérums ovins
positifs. Lorsqu’on teste des sérums bovins, le titre maximal obtenu avec antigéne de
membranes vitellines produit dans notre laboratoire est inférieur de 2 dilutions a celui
de Pantigéne commercial Behring. Les sérums négatifs ovins et bovins présentent 100%
d’hémolyse quelle que soit la dilution de I’antigéne.
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4.2 Sérums de taureaux d’insémination artificielle (Cas No. 10)
Il est aremarquer qu’une tres forte proportion de sérums présentent une réaction ¢
titre 1/10 4 1/40, bien que les taureaux soient sans symptomes cliniques (Tableau 6).

Tableau 6: Détermination du taux d’anticorps sériques anti chlamydiens chez les taureaux d’ins
mination artificielle

titre FC négatif 1/10 1/20 1/40 1/80 AC
nombre de sérums 171 302 394 78 12 18
pourcentage 17,5% 31,0% 40,4% 8.0% 1,2% 1,9%

AC: anticomplémentaire

Discussion

En ce qui concerne notre étude prospective sur le probléme de la chlamydiose, .
semble que les infections chlamydiennes en Suisse touchent essentiellement les psittz
cidés et les petits ruminants. Les chlamydioses bovines par contre semblent étre beau
coup plus rares. Les méthodes de diagnostic d’une chlamydiose présentent un certai
nombre de faiblesses et de problemes techniques. L’examen bactérioscopique a la cc
loration de Stamp n’est pas trés spécifique. L’examen sérologique par I’épreuve d
fixation du complément donne des résultats satisfaisants avec les sérums ovins, caprin
et aviaires mais n’est pas acceptable pour les sérums bovins. Il faudrait envisager I'em
ploi de méthodes enzymatiques plus spécifiques telles I'Immunoblotting [26] ou ’'ELI
SA[19]. Chez les psittacidés et les petits ruminants, I'isolement de Chlamydiae par mis
en culture directe de broyats d’organes donne de bons résultats. L’isolement sur ceuf
embryonnés est une méthode trés sensible mais laborieuse; elle dépend de facteurs exo
genes (taux de ponte et de fécondation, état sanitaire de la volaille), I’isolement nécéssit
un délai de plusieurs semaines et peut étre anihilé par contamination bactérienne ou pa
toxicité. L’isolement sur culture cellulaire est une méthode plus rapide que sur ceufs em
bryonnés mais moins sensible; le risque de contamination est également moins granc
car I'inoculum est retiré apres une heure de centrifugation et remplacé, apreés la pénétra
tion des Chlamydiae dans les cellules Mc Coy, par un milieu contenant des antibioti
ques (gentamicine, streptomycine, vancomycine et fungizone). Cependant lors de ¢
cherche de Chlamydiae dans les testicules (Cas No. 2), la mise en culture sur ceufs em
bryonnés se révele nécessaire car le sperme est toxique pour les cellules Mc Coy.

Dans le contexte de chlamydiose abortive dans un troupeau de chévres (Cas No. 2)
il est vraisemblable que le bouc soit le vecteur de C. psittaci car I'isolement du germe el
positif aussi bien dans le testicule du bouc que dans les organes des foetus avaortés; d’aw
tre part, les chévres qui furent en contact avec le bouc sans étre saillies, n’ont pas avorté.

Cependant la voie d’infection classique reste I'ingestion d’arriéres-faix, de lochies
ou d’excréments contaminés, provoquant un avortement soit immeédiat, soit lors delt
gestation suivante; le stade de gestation lors de I'infection détermine le moment de
'avortement [30]. Lors d’une primoinfection dans un troupeau, on observe environ 30
d’avortements [24], ce qui correspond 4 nos observations (Cas No. 2). Les femelles
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n’avortent en principe qu’une fois; il subsiste un état d’infection latente avec excrétion
intestinale prolongée: c’est alors que les primipares et les femelles saines nouvellement
introduites dans le troupeau s’infectent: les enzooties d’avortement apparaissent en
fonction du rythme de renouvellement du troupeau [20, 22].

La vaccination de brebis infectées n’est efficace que chez les bétes dont les placen-
tomes sont encore intacts. Dés le moment ou la colonisation par les Chlamydiae a eu
lieu, ’avortement est irrémédiable. D’apres une étude de Schvarc et al. (1985) sur la vac-
cination, il résulte que le taux d’avortement baisse a 4,02% lors d’'une vaccination en
contexte d’avortement. Ce taux peut méme étre réduit a 1,33% lors de vaccination pré-
ventive d’un troupeau sain. Ces auteurs observent une diminution du taux d’avortement
des le 10°me jour post vaccinationem, ce qui correspond également & nos données (Cas
No. 1).

Lors de mise en culture d’écouvillons vaginaux sur cellules Mc Coy, la présence de
bactéries a rapidement un effet cytotoxique, provoquant un décollement des cellules de
la lamelle et rendant toute interprétation impossible (Cas No. 3). Nous avons constaté
ce phénomene surtout en présence de A. pyogenes et d’uréaplasmes.

L’absence de Chlamydiae n’est donc prouvée que dans les 18 cas restés stériles en
bactériologie de routine.

Nous avons envisagé de traiter un troupeau de bovins atteints d’endométrites a
Chlamydiae avec un macrolide: la spiramycine (Cas No. 4). Cet antibiotique comprend
dans son spectre d’action certains germes intracellulaires comme les rickettsies [17].
Grace a sa forte liposolubilité et sa trés forte liaison aux protéines tissulaires, il atteint
des concentrations cellulaires nettement supérieures aux concentrations sériques. L’ab-
sence de Chlamydiae chez les bétes non traitées reste inexpliquée. Une guérison spon-
tanée ou une excrétion intermittente semblent peu vraisemblables; nous ne pouvons
donc tirer aucune conclusion quant 4 ’efficacité de la spiramycine dans le cas présent.

L’image clinique typique d’une chlamydiose articulaire différe quelque peu des cas
que nous avons analysés. La maladie, surtout décrite chez les jeunes mammiféres
(veaux, agneaux), présente comme symptOmes pathognomoniques une polyarthrite et
polysérosite fibrineuses. 1l s’agit d’une affection systémique fébrile, oul le germe peut
etre isolé dans tous les organes ainsi que dans les sécrétions corporelles. Les veaux souf-
frent toujours de diarrhées, deviennent cachectiques et anorexiques 4 cause des dou-
leurs articulaires [24].

Nous avons analysé 16 ponctions articulaires et périarticulaires rendues suspectes
par la présence de fibrine, de débris cellulaires, de synoviocytes, monocytes et neutro-
philes polymorphonucléaires (PMN). Dans les synoviocytes et les monocytes, nous
avons observé la présence de corpuscules intracellulaires positifs a la coloration de
Stamp. Par contre les 1ésions sont le plus souvent monoarticulaires ou périarticulaires.
Mis & part les problémes techniques et la sensibilité des méthodes de culture, 'absence
d’isolement du germe peut avoir plusieurs explications. I est possible que les Chlamy-
diae soient neutralisées par des anticorps ou que le nombre de germes dans la synovie
soit insuffisant pour permettre un isolement direct en culture cellulaire. D’autre part, la
coloration de Stamp n’étant pas spécifique, il se peut que les corpuscules suspects soient
des granulations intraleucocytaires acidorésistentes.
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Un probléme semblable est posé par le syndrome de Reiter chez ’homme. Amor
(1983) a mis en évidence chez ces patients un taux élevé d’anticorps anti-chlamydiens,
mais I'isolement du germe dans le liquide de ponction articulaire reste une exception
[11, 15]; il est donc possible que I’'animal présente un phénomeéne analogue.

L’encéphalite sporadique bovine (SBE) connue depuis plusieurs décennies aux
USA et en Australie est une encéphalomyélite non purulente associée a une polysérosite
généralisée, touchant, dans un troupeau, environ 15% des bovins 4gés de moins de 12
moins [7]. .

Selon Fankhauser (1961) les cas suspects de SBE en Suisse ne présentent pas de po-
lysérosite (pleurésie sérofibrineuse, péricardite ou péritonite); de plus les cas sont tou-
jours isolés et les bétes atteintes sont adultes dans 50% des cas.

Kiupel et Wehr (1980) observent le méme phénomene dans le nord de la République
Démocratique Allemande. Harshfield (1970) constate qu'une forme moins grave de
SBE est possible chez les bovins adultes: il est concevable que, suivant les conditions
d’environnement, la forme et la progression de la maladie soient différentes.

Le cas d’encéphalite bovine décrit (Cas No. 7) correspond aux observations de
Fankhauser (1961). La vache atteinte ne présente pas de symptdmes de polysérosite; les
autres bétes du troupeau ne présentent ni symptomes cliniques ni séroconversion. La
mise en culture du liquide céphalorachidien quelques heures apreés la ponction a permis
I'isolement de C. psittaci. L’échec de 'isolement du germe dans le cerveau est probable-
ment dii & une technique de congélation inadéquate; une température insuffisamment
basse a un effet destructeur sur les Chlamydiae. Selon Niederacher (1982), la perte d’in-
fectuosité d’'une suspension de Chlamydiae congelée, méme conservée a —80°C, at-
teint 90% lors de la décongélation.

Lors de chlamydiose oculaire, la qualité du prélévement est une condition impor-
tante pour la réussite de I'isolement. Il est essentiel d’obtenir un nombre de cellules élevé
par grattage au fond du sac conjonctival. Stephenson et al. (1974) isolent des Chlamy-
diae chez 42% des agneaux atteints de troubles oculaires, lorsque le matériel analys
provient des follicules conjonctivaux hypertrophiés. Les inclusions intracellulaires ty-
piques ne sont visibles qu’au tout début de I'infection, souvent méme avant que le cli-
nicien n’ait connaissance du cas[24]. Au stade chronique, les patients sont sous antibio-
thérapie depuis plusieurs jours ou alors une infection bactérienne secondaire empéche
tout 1solement sur cellules.

Le diagnostic d’une psittacose aviaire est relativement aisé a condition d’avoir du
matériel approprié, c’est-a-dire frais. Une dilution élevée de I'inoculum diminue le ris-
que de mort des cellules par contamination bactérienne ou par toxicité; Wyrick et Davis
(1984) démontrent un effet cytotoxique immédiat (3—6 heures post inoculationem) suf
des macrophages de souris lorsque I'inoculum est trés concentré. Pour optimaliser les
chances d’isolement sur cellules il faudrait effectuer plusieurs dilutions par organe.

Les résultats sérologiques obtenus par épreuve de fixation du complément ne son!
satisfaisants que pour les petits ruminants et les psittacidés, chez lesquels la maladie ¢!
systémique. Par contre, chez les bovins I'absence de titre ou la présence de titres diffick
lement interprétables jette un doute sur la praticabilité de cette méthode sérologique
Nano et Caldwell (1985) ont démontré que ’antigéne glycolipidique de membrane ex
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terne commun a C. trachomatis et a C. psittaci est un lipopolysaccharide (LPS) d’anti-
génicité similaire au LPS Re, un mutant isolé dans certaines souches d’enterobactéria-
cées. Par immunoblotting, ces deux auteurs ont prouvé l'interaction spécifique d’anti-
corps monoclonaux antichlamydiens aussi bien avec le LPS extrait de C. psittaci et de C.
trachomatis qu’avec le LPS Re d’enterobactériacées.

L’antigéne commercial utilisé pour tous nos tests, de méme que I’antigéne phos-
phatidique élaboré dans notre laboratoire contiennent du LPS ce qui incite a interpréter
ces résultats comme étant probablement des réactions croisées.

Résumé

Nous avons évalué les méthodes de diagnostic de routine des infections a C. psittaci. Un séroty-
page de différentes souches ne fut possible ni par immunofluorescence, ni en fonction de la morpho-
logie des inclusions en culture cellulaire. L’isolement de C. psittaci par mise en culture directe d’orga-
nes broyés est satisfaisant lors de psittacose aviaire et lors de chlamydiose abortive chez les petits ru-
minants; I'isolement sur ceufs embryonnés est plus sensible et semble préférable lors de recherche de
C. psittaci dans les testicules. Les Chlamydioses bovines semblent plus rares en Suisse; nous avons pu
isoler une souche de C. psitraci dans un troupeau de bovins avec des problémes de stérilité (endométri-
tes), ainsi que dans un cas isolé d’encéphalite chez une vache adulte, mais pas lors d’avortements bo-
vins.

Zusammenfassung

Wir haben eine Auswertung der diagnostischen Routinemethoden fiir die Infektionen mit Chla-
mydia psittaci vorgenommen. Die serologische Typisierung der verschiedenen Stimme war weder mit
der Immunfluoreszenz, noch basierend auf der Morphologie der Einschliisse in Zellkulturen moglich.
Die Isolierung von C. psittaci durch direkte Auskultivierung von Organhomogenaten befriedigt bei
aviarer Psittakose und bei Chlamydienaborten kleiner Wiederkauer. Die Isolierung in embryonisier-
ten Hithnereiern ist empfindlicher und diirfte fiir den Nachweis von C. psittaci aus den Hoden vorzu-
zichen sein.

Die Rinderchlamydiosen scheinen in der Schweiz seltener zu sein; wir konnten einen Stamm von
C. psittaci aus einem Rinderbestand mit Sterilitidtsproblemen (Endometritiden) isolieren sowie bei ei-
nem einzelnen Fall von Enzephalitis bei einer erwachsenen Kuh, nie aber im Zusammenhang mit Ab-
orten beim Rind.

Riassunto

Abbiamo svolto una valutazione dei metodi di routine diagnostici per le infezioni da Clamydia
psittaci. La tipizzazione sierologica dei diversi ceppi non & stata possibile né con la immunofluore-
scenza, ne con la morfologia delle inclusioni nelle culture cellulari. L'isolamento di C. psittaci diret-
tamente dalle culture dagli organi omogeneizzati & valida per la psittacosi aviare e per gli aborti da
Clamydia nel bestiame minuto. L’isolamento negli embrioni di pollo & piu sensibile e dovrebbe esser
preferita per la diagnosi di C. psittaci dai testicoli.

Le clamidiosi bovine in Svizzera sembrano esser piti rare. Abbiamo potuto isolare un ceppo di C.
psittaci in un effettivo bovino con problemi di sterilita (endometriti), come pure in un caso unico di
encefalite in una vacca adulta, ma mai in relazione a casi di aborto nel bovino.

Summary

_We have been making an evaluation of the routine methods of diagnosis for infections with chla-
myajza psittaci. It was not possible to determine the serological types of the different strains either with
the immune fluorescence or on the basis of the morphology of the inclusions in cell cultures. The iso-
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lation of C. psittaci by direct culture of tissue homogenates is satisfactory in cases of avian psittacosis
and of chlamydian abortions in small ruminants. The isolation in embryonised hens’ eggs is more sen-
sitive and so to be preferred for proving the presence of C. psittaci from the testicles.

Chlamydioses in cattle appear to be less frequent in Switzerland. We were able to isolate a strain
of C. psittaci from one herd in which there were sterility problems (endometritis) and also in one single
case of encephalitis in an adult cow, but never in connection with abortions in cattle.
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PERSONELLES

Professor Dr. Dr. h.c. Hans Fey zum 65. Geburtstag

Am 30. Dezember 1986 hat Hans Fey seinen
65. Geburtstag gefeiert. Im Namen der Fakultit,
aber auch personlich, als sein Schiiler und Kollege
entbiete ich ihm die besten Wiinsche zu seinem Fest
und danke ihm gemeinsam mit vielen andern fiir al-
les, was er zum Wohl der Fakultit, der Universitit
aber auch der tierdrztlichen Wissenschaft geleistet
hat. Mit dem 65. Geburtstag ist ja auch der Riickzug
aus dem Ordinariat und der Institutsleitung verbun-
den, Grund genug also, das vom Jubilar Geleistete zu
wiirdigen.

Zum Dank sind ithm in der Tat viele verpflichtet:
alle Tierdrztinnen und Tierirzte, die das Gliick hat-
ten, von ihm in die Geheimnisse der Mikrobiologie
und Immunologie eingefithrt zu werden. Hans Fey
versteht es, mit seinen anregenden und anspruchs-
vollen Vorlesungen den angehenden Tierdrzten eine
praxisbezogene Ausbildung zu bieten und gleichzeitig ihre Neugier fiir die grossen Zu-
sammenhinge in der Medizin und Biologie zu wecken. Viele erfolgreiche Forscher und
Dozenten in- und ausserhalb unserer Fakultit — der Schreibende inbegriffen — ver-
danken ihre Laufbahn der Forderung durch Hans Fey. '

In seiner Forschungstitigkeit gelingt es Hans Fey, die neuen Erkenntnisse der
Grundlagenforschung fiir die Tierheilkunde nutzbar zu machen. Waren es am Anfang
vorwiegend Arbeiten itber durch Enterobacteriaceen verursachte Krankheiten wie
Coli-Mastitis und -Enteritis, Salmonellose sowie die wegweisenden Untersuchungen
iiber die Aetiologie und Pathogenese der Coli-Sepsis beim Kalb, so verlagerte sich spi-
ter der Schwerpunkt seiner Forschung mehr auf das Gebiet der Immunologie und ihrer
Anwendung in der Diagnostik. Eine direkte Folge seiner Forschung ist die hohe Perfek-
tion c_le_r diagnostischen Dienstleistungen, die sein Institut fiir Klinik, Fleischhygiene,
Mastitis- und Tierseuchenbekdmpfung erbringt. Sicher wird sich daran nichts indern,
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