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Introduction

L’agalactie contagieuse est I'une des mycoplasmoses les plus fréquentes chez les ovins et les
caprins dans le monde. Cette maladie, décrite depuis au moins 200 ans, est présente sur les
cinq continents et particulicrement dans le bassin méditerranéen sous sa forme enzootique
(BERGONIER et al., 1997). En France, on la retrouve dans certaines zones difficiles et/ou de
montagne, a forte densité ovine ou caprine (filieres laiticres) (Pyrénées-Atlantiques et,
jusqu’en 2001, Savoie et Haute Savoie). La récente extension de 1’agalactie contagieuse au
Pays Basque, depuis 2007-2008 (220 élevages touchés), rappelle la grande contagiosité de
I’infection, I’importance économique de la maladie et la nécessité de conduire jusqu’a leur
terme les programmes de prophylaxie.

Les agents pathogenes responsables de ce syndrome sont des mycoplasmes. Quatre d’entre
eux peuvent étre impliqués : Mycoplasma agalactiae (Ma), Mycoplasma mycoides capri,
Mycoplasma capricolum subsp. capricolum et Mycoplasma putrefaciens. Ma, qui fait I’objet
de notre étude, est considérée comme 1’agent « classique » (historiquement le premier décrit)
de l’agalactie contagieuse ; il est aussi le plus isolé chez les ovins. Différents travaux de
reproduction expérimentale de 1’agalactie contagieuse ont ¢té publiés. L importance de cette
approche est liée au fait qu’il est nécessaire d’évaluer chez 1’hdte naturel le pouvoir pathogene
de différentes souches, de différents mutants, ou encore de tester I’effet protecteur de
différentes préparations antigéniques. A cet effet, différentes voies d’inoculation ont été
utilisées pour reproduire I’infection ou la maladie. La voie intra-mammaire a été utilisée a
deux reprises, Ma présentant un tropisme majeur pour la mamelle (SANCHIS et al., 1999,
thése de doctorat vétérinaire de GALISSON, 2001). L’étude de MACOWAN et al. (1984) a
compar¢ la virulence de 2 souches de Ma selon la voie d’inoculation utilisée chez 1’agneau :
intraveineuse, intra-trachéale, sous-cutanée, intra-nasale. Dans 1’étude de SANCHIS er al.
(1998), la voie conjonctivale a été utilisée pour étudier les premieres €tapes de 1’infection,
tandis que BUONAVOGLIA ef al. (1999) ont comparé les voies conjonctivale et intra-nasale.
Au total, seuls 4 travaux se sont intéressés a I’inoculation de Ma a des brebis en lactation
(dont 2 en dehors de ’ENVT). Pour ces dernieres, les titres des inocula ont toujours été élevés
(10% a 10° UEC) et les souches locales. La littérature peut donc paraitre peu abondante sur ce
sujet, hétérogene (4 voies et souches différentes pour 4 articles et theses), et les inocula peu
représentatifs des conditions naturelles sur le plan quantitatif. Inversement, une référence
commune ne peut étre donnée puisque la souche-type internationale n’a pas été utilisée chez

les ovins.
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Dans ce contexte, le but de notre étude était de tenter de valider un protocole expérimental
(voie d’inoculation et titre avec la souche de référence, stade physiologique des animaux,
durée d’étude), et des criteres d’évaluation clinique et bactériologique, donnant de fagon
répétable et, si possible, représentative de la maladie naturelle, un profil infectieux voire
clinique adapté aux expérimentations de reproduction de 1’agalactie contagieuse.

Dans notre étude, deux lots de brebis laitieres suitées, en début de lactation, ont ainsi été

inoculés avec respectivement 10° et 10° UFC de la souche de référence internationale de Ma.
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Matériels et méthodes
1.1 Sélection des animaux

1.1.1 Constitution et caractéristiques du troupeau expérimental

Les brebis ont été sélectionnées sur différents critéres :

Race : Lacaune mixte (laiticre et allaitante). Les brebis provenaient d’un élevage
unique en zone indemne d’agalactie contagieuse sur le plan clinique et sérologique.
Un dépistage individuel initial, de nature clinique, bactériologique et sérologique a été

réalisé.

Stade physiologique : en début de lactation (I’inoculation a été réalisée dans le premier
mois de lactation). Les brebis ont mis bas dans les locaux expérimentaux ; les agneaux

ont été laissés sous la mere.
Etat clinique : absence de symptomes mammaires, oculaires, articulaires et généraux.

Etat bactériologique : les analyses bactériologiques réalisées sur le lait a J_j et Jp ont
révélé des infections mammaires subcliniques non mycoplasmiques préexistantes chez
plusieurs brebis. L’écouvillonnage nasal et auriculaire de toutes les brebis, ayant

donné lieu a une recherche de mycoplasmes, n’a pas permis 1’isolement de Ma.

Etat sérologique : séronégativité (ELISA) vis-a-vis de la brucellose, de la border
disease et de I’agalactie contagieuse a Ma (ELISA P48, Idexx-Pourquier), par prise de
sang a la jugulaire réalisée a J, sur les brebis (et les agneaux). Six brebis sur 27 en
début d’expérimentation (avant allotement) étaient séropositives vis-a-vis du Visna-

Maedi (ELISA).

1.1.2 Constitution des lots témoin et inoculés

Au vu des résultats bactériologiques a J.io et Jo, le choix des brebis pour constituer les lots

s'est effectué sur le critere présence ou absence de mammite subclinique. Les brebis

présentant une mammite ont ¢té placées dans le lot témoin en priorité. Trois ont été placées

dans les lots inoculés.

7

Le lot témoin était composé de 6 brebis et leurs agneaux. La brebis n°0036 a été
exclue au cours de l'expérimentation car elle présentait une mammite a

Staphylococcus aureus, mais a été remplacé a Js par la brebis n°2027.
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- Le lot inoculé a été divisé en 2 : un lot de 5 brebis et leurs agneaux, inoculées a 10’

UFC, et un autre de 5 brebis et leurs agneaux inoculées a 10° UFC.

1.2 Souche de Mycoplasma agalactiae et inoculation
1.2.1 Préparation et vérification des inocula
La souche utilisée était la souche de référence internationale PGo.

Le dénombrement et la préparation des inocula ont été réalisés a I’avance, par ensemencement
et lecture sur géloses de milieu spécifique pour mycoplasmes (SP4). Plusieurs dilutions
décimales de PG, ont ainsi été dénombrées, et des cultures des titres souhaités ont été
préparées par dilution : 10° et 10° UFC. Des fractions aliquotes de ces cultures initiales titrées

ont été placées a -80°C.

Le jour des inoculations, les fractions aliquotes ainsi préparées ont été décongelées et aspirées
dans des seringues stériles, avec 4 seringues en exces par rapport au nombre de brebis a
inoculer. Une vérification des titres effectivement inoculés a été réalisée a partir de ces
seringues par la technique du dénombrement apres culture de dilutions décimales (géloses

SP4). Les titres obtenus ont respectivement été de 10° et 10° UFC.

1.2.2 Protocole d’inoculation

Le volume inoculé a été le méme pour toutes les brebis quelque soit le lot : 1,5 ml. Le lot
témoin a regu un bouillon stérile de méme volume.
L’inoculation a été réalisée par voie sous-cutanée, en avant de I’épaule gauche, au tiers moyen

de I’encolure, apres tonte et désinfection du site d'injection le 17/11/08.
1.3  Conduite des animaux et prélévements ante mortem

1.3.1 Conduite zootechnique

Les lots inoculés et témoins étaient dans des batiments séparés. Les lots inoculés ont été
placés dans deux boxes selon le titre de I’inoculum. Les brebis évoluaient dans des boxes
paillés avec leurs agneaux respectifs. Les brebis et les agneaux ont été nourris avec du foin

distribu¢ a volonté et des concentrés a raison de 250 g/brebis, 2 fois par jour. Lors de la
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séparation mere-agneaux (veille de prélevement), les agneaux dtaient nourris avec des

concentrés « starter » distribués a volonté.

1.3.2 Conduite des examens cliniques
- Examen général :
e Observation de 1’état général des brebis (abattement, isolement, appétit...).
e Prise de température rectale (a I’aide d’un thermometre électronique).
- Mamelles :

e Inspection: évaluation et codification standardisée des déséquilibres latéro-

latéraux (différence de volumes entre les hémi-mamelles).

e Palpation : détection de signes de mammite aigué (rougeur, chaleur et tuméfaction
diffuse ou focale) et chronique (foyers d’induration, abces) ; palpation des nceuds

lymphatiques rétro-mammaires.

- Production laitiere :
e Observation de I’aspect du lait (couleur, consistance).

e Mesure de la production par brebis et par hémi-mamelle : les agneaux étaient
séparés de leur mere la veille des mesures en commengant par le lot témoin puis
par les lots inoculés a 10 puis a 10° UFC. Ils étaient isolés dans 3 boxes en
respectant les différents lots. Les mamelles étaient vidangées au maximum.
L’opération était réalisée vers 19h pour une évaluation de la production le
lendemain matin a heure fixe avec la méme organisation pour obtenir un temps de

séparation des agneaux et des meres a peu pres constant.

1ers

- Comptages cellulaires : réalisés sur le lait de chaque hémi-mamelle (17 jets).

- Articulations : inspection et palpation des articulations du carpe et du tarse en

particulier, et recherche d'éventuelles boiteries sur les agneaux et les brebis.

- Yeux: inspection de la cornée, de la conjonctive palpébrale et oculaire et des

sécrétions.
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1.3.3 Protocole de prélevements et de suivi
- Nature des prélevements :

e Lait de chaque hémi-mamelle pour les comptages cellulaires et pour les

bactériologies.
e Ecouvillons nasaux et auriculaires pour la recherche de mycoplasmes (J.).
- Organisation des suivis sur une semaine-type (durant 4 semaines) :

e Mesure de production laitiere : réalisée deux fois par semaine, le lundi et le

vendredi de chaque semaine pendant trois semaines.

o Comptages cellulaires, bactériologie sur le lait : réalisés trois fois par semaine, les
lundi, mercredi et vendredi de chaque semaine pendant quatre semaines. A J3, il a
été réalisé un prélevement de lait pour effectuer un comptage cellulaire ainsi qu’a

J.10 pour une bactériologie classique sur le lait.

e Prise de température : réalisée cinq fois par semaine, les dimanche soir, lundi
matin, mercredi, jeudi soir et vendredi matin de chaque semaine pendant quatre

semaines.

1.4  Examens et prélévements nécrosiques
1.4.1 Sur les brebis

- Brebis concernées : dans les lots inoculés, toutes les brebis ont été autopsiées, ainsi

qu’une brebis dans le lot témoin.

- Organes et tissus: compte-tenu des résultats ante mortem, nous nous sommes
uniquement intéress€és aux nceuds lymphatiques (rétro-mammaires, pré-scapulaire
gauche, axillaire gauche, iliaques, rétro-pharyngiens, parotidiens, médiastinaux et

mésentériques).
e Examen macroscopique : modification de taille, d’aspect extérieur et a la coupe.

e Prélevements bactériologiques aseptiques, avec changement de lame stérile a

chaque prélévement, pour les analyses mycoplasmiques.
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1.4.2 Sur les agneaux

- Animaux concernés : 3 agneaux des lots inoculés dont les meres ont été fortement et

précocement excrétrices de Ma (n°3044 et 3004).
- Euthanasie avec du Doléthal® (voie intraveineuse).

- Organes et tissus: prélevements des nceuds lymphatiques (rétro-mammaires, pré-
scapulaire gauche, axillaire gauche, iliaques, rétro-pharyngiens, parotidiens,

médiastinaux et mésentériques) avec la méme procédure que pour les brebis.

1.5  Meéthodes analytiques
1.5.1 Bactériologie mycoplasmique

Les cultures ont été réalisées en milieu solide sur géloses SP4, apres enrichissement en
milieux liquides spécifiques pour mycoplasmes (SP4 également, 1 bouillon au 1/10™ et 1
autre au 1/100°™). Aprés 3 a 4 jours de culture, 50 pl étaient étalés, puis les boites de Pétri
¢taient placées a I’étuve a 37°C en atmosphere enrichie en CO;. La lecture se faisait de J, a Js

par observation a la loupe binoculaire (DAMASSA et al., 1992).

Les PCR ont été réalisées apres culture en milieu liquide (SP4) pendant une semaine, a 1’aide

des amorces polC (MARENDA et al., 2005).

1.5.2 Bactériologie classique

Les méthodes d’isolement et d’identification conventionnelles ont été appliquées : utilisation
de géloses au sang de mouton et de galeries API a 20 ou 32 caracteres, selon les

recommandations du fabriquant.

1.6  Statistiques

Les tests suivants ont été utilis€s : chi 2 ou chi 2 corrigé de Yates, test t de Student.
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2 Résultats
2.1  Recherche bactériologique

2.1.1 Bactériologie mycoplasmique (cf. annexe 1)

- Ecouvillons oculaires et auriculaires :
La recherche des mycoplasmes a partir d’écouvillons nasaux et auriculaires, réalisée avant
inoculation (J,), n’a permis aucun isolement de Ma. En revanche, Mycoplasma arginini et
Mycoplasma ovipneumoniae ont été isolés, a partir de la cavité nasale, chez respectivement 3

et 4 brebis.

- Lait:

Les résultats suivants ont été obtenus apres inoculation.

Dans le lot inoculé avec 10° UFC, toutes les femelles ont excrétées Ma dans le lait entre J;; et
J23, sauf la brebis n°2006 pour laquelle seul un résultat douteux a été obtenus a J»; (gauche).
Sur les 5 brebis, seule la brebis n°3044 a excrété précocement et durablement (J;;-J25) dans le
lait. Une excrétion bilatérale de Ma a été mise en évidence pour la n°3044 et n°2015, de
maniere différée pour la premiere (J;; et Jo3) et en méme temps pour la seconde a J,3. Chez les
autres brebis excrétrices, Ma a été isolé uniquement sur le lait issu de ’hémi-mamelle droite.
Dans le lot inoculé avec 10° UFC, toutes les femelles ont excrétées Ma dans le lait entre J; et
J»s, sauf la brebis n°2023 pour laquelle aucune bactériologie positive n’a été obtenue. Une
excrétion bilatérale, précoce et durable a été¢ mise en évidence chez la brebis n°3004 (J; et Jj¢).
Chez les autres brebis excrétrices, Ma a été isolé uniquement sur le lait issu de I’hémi-

mamelle gauche.

Au total, pour les 2 groupes de brebis, et en intégrant le résultat douteux de la brebis n°2006,
I’excrétion galactophore :

- aconcerné 9 brebis sur 10

- aété unilatérale pour 6 brebis sur 9 (4 fois a gauche, c6té de I’'inoculation)

- a été principalement ou exclusivement mise en évidence a gauche pour 6 brebis sur 9

(en intégrant les brebis positives des 2 cotés)
- apermis de différencier 2 groupes de brebis positives dans le lait :
e brebis excrétant précocement (a partir de J; ou J;;) et durablement (jusqu’a Jog,

date de I’euthanasie) : 2 femelles
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e brebis excrétant tardivement (J;3 a Jps) et ponctuellement (6 cas sur 7): 7
femelles. Le passage a une excrétion bilatérale (et ponctuelle) pour les 2 brebis

a excrétion unilatérale précoce s’est aussi fait tardivement

Sur le critere du nombre de brebis-date positives (intégrant le nombre d’hémi-mamelles
excrétrices, la précocité et la durée), I’excrétion du lot inoculé avec 10° UFC est supérieure au

second lot (p = 0,62, non significatif).

2.1.2 Bactériologie classique (cf. annexe 2)

Dans le lot témoin, 3 brebis ont présenté des infections intra-mammaires durables (Jo ou J7 a
Jag) : brebis n°® 2010 (gauche et droite), 2014 (gauche et droite) et 2049 (droite). Quatre de ces
5 infections étaient dues a un staphylocoque a coagulase négative, et la cinquieme a
Escherichia coli (E. coli). Une 4°™ brebis a présenté un isolement streptococcique (J14). Les 2
derniéres étaient bactériologiquement négatives (3024 et 1033).

Dans le lot inoculé avec 10° UFC, deux infections subcliniques durables ont été observées :
brebis n°3044 (a gauche, Jp a Ji4) et 2015 (a droite, Jp & Jog) respectivement infectées par E.
coli et un staphylocoque a coagulase négative.

Dans le lot inoculé avec 10° UFC, deux infections intra-mammaires subcliniques durables ont
¢galement été observées : brebis n°1067 (a gauche, Jy a Jo;) et 3004 (4 gauche, Jo a Jag). Un

staphylocoque a coagulase négative a été régulierement isolé dans les 2 cas.

2.2  Température

== — -1 10°

Témoin

40 1

39 1

Température moyenne (°C)

38
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Figure 1 : Evolution des moyennes arithmétiques des températures des brebis des lots témoin

et moculés.

La moyenne arithmétique des températures, tous lots confondus, est toujours inférieure a
39,5°C. Sur les 2 lots inoculés, les moyennes des températures suivent des évolutions
similaires de type sinusoidal, avec plusieurs pics. Sur les 28 jours de suivi, les 2 lots inoculés
ont présentés 7 pics concomitants, d’intensité variable, avec une période de 3 a 5 jours. Cinq a

6 de ces pics ont également été enregistrés pour le lot témoin.

Tableau 1 : Moyennes arithmétiques des températures aux pics (cf. figure 1).
Lot J2 J6 J1o Ji3 J17 J20 Jos

Témoin 39,0 38,5 39,1 39,1 39,2 393 39,3
10° UFC 39,2 384 390 38,9 388 389 38,2
10° UFC 39,1 39,0 39,2 389 39,0 39,2 38,4

Tableau 2 : Moyennes géométriques des températures aux pics (cf. figure 1).
Lot J2 Jo J10 Ji3 J17 J20 Jag

Témoin 39,0 38,5 39,1 39,1 39,1 39,3 39,3
10° UFC 39,2 384 39,0 389 38,8 38,9 38,2
10° UFC 39,1 38,9 39,2 38,9 39,0 39,2 38,4

Au niveau individuel, dans tous les lots, des brebis ont présenté, ponctuellement, des
températures supérieures a 39,5°C. Dans le lot témoin, plus de 80% des brebis a présenté une
température supérieure a ce seuil au moins 1 fois. Pour les lots inoculés, 60% et 40% des
brebis, respectivement, pour le lot inoculé avec 10° UFC et avec 10° UFC. Dans les 2 lots
inoculés, 8% des valeurs, au cours de I’ensemble de I’expérimentation, ont été¢ supérieures a
39,4°C (19% pour le lot témoin, présentant des infections intra-mammaires non
mycoplasmiques). Ces valeurs supérieures a 39,4°C ont concerné 8 brebis sur 10 (de 1 a 4 fois
au cours du suivi). Le premier de ces pics est survenu entre Jp et J3 pour 6 de ces brebis.
L’apparition de valeurs supérieures a 39,4°C n’a été, grossierement, concomitante du début de

I’excrétion que pour 1 ou 2 brebis (sur 8).
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2.3  Production laiti¢re
2.3.1 Aspect du lait
Il n’y a pas eu de modification de 1’aspect du lait hormis la brebis n°1033 (lot témoin) qui a
excrété un lait avec des grumeaux a J4. Les autres brebis ont présenté un lait d’aspect normal

durant toute I’expérimentation.

2.3.2 Volume produit

2.3.2.1 Comparaison des excrétrices « précoces » et « tardives »

- Productions brutes :
Les 2 graphiques ci-dessous représentent 1’évolution des moyennes arithmétiques des
productions laitieres. Dans chaque lot, une brebis a présenté une excrétion précoce de Ma (cf.
annexe 1, excrétion précoce), leur production laitiere a donc été comparée a celle des brebis

ayant excrété plus tardivement (excrétion tardive).

= Brebis n°3044 Excrétion tardive

Bactériologie
a Madela

brebis n°3044
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Figure 2 : Comparaison de 1I’évolution de la moyenne arithmétique de productions laitieres
des brebis a excrétion «tardive » (postérieure a J,;) et de la brebis n°3044 (avec la

bactériologie de cette dernicre).
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Figure 3 : Comparaison de I’évolution de la moyenne arithmétique de productions laitieres

des brebis a excrétion «tardive » (postérieure a J;3) et de la brebis n°3004 (avec la

bactériologie de cette dernicre).

La courbe des productions laitieres des 2 brebis a excrétion « précoce » présente une
augmentation (12%) de Jp a J4 (Brebis n°3044) et de Jp a J; (Brebis n°3004)(22%) et surtout
une chute brutale jusqu’a J;4 (Brebis n°3044) (41%) et J;; (Brebis n°3004) (33%). Notons que
la production laitiére a J,; de la brebis n°3044 pour ’hémi-mamelle gauche n’était que de 75

ml, et de 155 ml pour celle de la brebis n°3004.

Tableau 3 : Productions laitiéres pour chaque hémi-mamelle des brebis n°3044 et 3004.

Lot Brebis Coté | Jo J4 J; Ji1 Jia Joi

10° UFC N°3044 G 445 535 345 295 465 75
D 1365 1485 1135 1275 735 1235
10° UFC N°3004 G 745 865 795 435 380 155
D 945 915 1260 935 1065 1155

27



En ce qui concerne les courbes des brebis a excrétion « tardive », on note :
e pour le lot inoculé a 10° UFC, les productions laitiéres diminuent 1égérement de Jo
a J; suivi d’'un pic de moyenne de production a J;; (693,3) avec nouvelle
diminution entre J;; et Jy;.
e pour le lot inoculé a 10° UFC, les productions laitiéres augmentent 1égérement de
Jo a Js puis chutent brutalement jusqu’a J; (10%). Un pic de moyenne de

production (815) suivi d’une nouvelle diminution est observé entre J;; et Ji4

(18%).

- Ratios de production par comparaison aux valeurs initiales :

=DBrebis n°3044 Excrétion tardive

Bactériologie
aMadela -
brebis n"3044

1,2 1
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0,9 1
0,8 1
0,7 1
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Ratios des productions moyennes Ji/J0 (ml)

Figure 4 : Comparaison de I’évolution du ratio de la moyenne de productions laiticres des
brebis a excrétion « tardive » (postérieure a J»;) et de la brebis n°3044 (avec la bactériologie

de cette derniere).
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Figure 5 : Comparaison de I’évolution du ratio de la moyenne de productions laitieres des
brebis a excrétion « tardive » (postérieure a J;3) et de la brebis n°3004 (avec la bactériologie

de cette dernicre).

Sur ces 2 graphiques n°4 et 5, on retrouve les mémes tendances de productions laitieres que
les 2 précédents. On note pour la brebis n°3044, une chute brutale de la production a J4 qui se
normalise pour diminuer de nouveau a J;4. Chez la brebis n°3004, il est mis en évidence une
augmentation de production jusqu’a J; suivie d’une diminution importante jusqu’a J;;.

Les courbes de moyennes de production laitiere des brebis a excrétion « tardive » ont des

évolutions similaires aux graphiques précédents.
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2.3.2.2 Comparaison des 3 lots

Excrétion précoce Excrétion tardive
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Figure 6: Evolution des moyennes arithmétiques de productions laiticres des brebis a

excrétion « précoce » (a partir de J; ou J;)) et « tardive » (postérieure a J;g).

En s’affranchissant du lot, les brebis a excrétion « précoce » ont présenté entre Jy et J4 une
augmentation de la moyenne des productions laitieres (9%), puis une diminution progressive
et constante jusqu’a Jo; (31%).

La moyenne des productions laitieres des brebis a excrétion « tardive » a présenté 2 pics a J4
et J11 (684,2 et 754,2) puis a chuté progressivement jusqu’a la fin de I’expérimentation (13%).
Si 'on compare la figure 6 a 1I’évolution des moyennes de productions laiticres des lots
inoculés (figure 7, ci-dessous), on remarque I’évolution sinusoidale de la production laitiere
avec les 2 pics de J4 (753 et 727) et J1; (716,3 et 748) se rapprochant davantage de 1’évolution

décrite pour les brebis a excrétion « tardive ».
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Figure 7 : Evolution des moyennes arithmétiques de productions laitieres des brebis des lots

moculés et témoin.

Concernant le lot témoin, on observe une chute de la production entre J4 et J; (13%) jusqu’a
un minimum (476,9), puis la moyenne des productions laitieres augmente progressivement
jusqu’a la fin de I’expérimentation (20%).

Ainsi, tant a 10° qu’a 10° UFC, si I'on exclu les 2 brebis n°3044 et 3004 (excrétion
« précoce »), il n’est pas apparu de chute de production moyenne dans les 21 jours suivant les
inoculations. La production laitiére du lot inoculé avec 10° UFC a méme été légérement
supérieure a celle du second lot sur I’ensemble de la période expérimentale. La comparaison
des productions laitieres apres inoculation (J4 @ J»1), en fonction des lots, a montré des valeurs
de 6,73 1 pour le lot inoculé & 10° UFC, 6,99 1 pour le lot & 10° UFC et 4,9 1 pour le lot témoin
(somme des productions laitieres de chaque date). La différence entre le lot témoin et les lots
inoculés est significative (p < 0,012 pour 10° UFC et p < 0,049 pour 10° UFC). La différence
entre les lots inoculés ne I’est pas (p = 0,787).

De méme, la comparaison des productions laiticres (J4 a J1) des hémi-mamelles en fonction
de leur statut excréteur de Ma a montré des moyennes arithmétiques de 3,47 1 pour les
positives et de 3,37 1 pour les négatives (p = 0,84, différence non significative).

Inversement, a I’échelon individuel (derriere ces moyennes), 6 hémi-mamelles ont présenté
entre Jy et Jo; une chute plus ou moins importante de la production laitiére (concerne 2 brebis

de chaque lot). Dans les 6 cas, Ma a été isolé¢ au moins 1 fois. La proportion d’hémi-mamelles
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excrétrices de Ma parmi celles qui ne présentent pas de chute de production a été de 5 sur 12

(différence non significative).

2.4  Comptages cellulaires :
2.4.1 Valeurs moyennes en fonction de I’excrétion
Dans le graphique ci-dessous, on a comparé les moyennes géométriques de comptage
cellulaire des hémi-mamelles excrétrices ou non excrétrices chez les brebis des deux lots

inoculés (cf. annexe 1).
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Figure 8: Evolution des moyennes géométriques des valeurs de comptage de cellules
somatiques (CCS) des hémi-mamelles des brebis excrétrices ou non de Mycoplasma

agalactiae (Ma) des lots inoculés.
Les valeurs des hémi-mamelles excrétrices sont plus élevées que celles des non excrétrices, a

gauche comme a droite. La courbe des brebis excrétrices a gauche présente des valeurs plus

¢levées, avec des moyennes presque toujours supérieures a 300 000 cellules/ml. La courbe des
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brebis excrétrices a droite montre une ¢lévation des moyennes des comptages cellulaires a J»s
pour atteindre 376 595 cellules/ml a Jys.

En parallele, les résultats d’isolement de Ma ont montré que les excrétions ont souvent
intéressé 1’hémi-mamelle gauche.

Les comptages cellulaires des brebis n°2015 et n°1067 ont été retirés puisqu’ils pouvaient étre

biaisés par la présence d’autres bactéries dans la mamelle (cf. annexe 2).

2.4.2 Valeurs moyennes en fonction du lot
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Figure 9 : Comparaison des moyennes géométriques des comptages de cellules somatiques
(CCS) et du pourcentage de brebis avec des comptages cellulaires supérieurs a 300 000

cellules/ml, des lots inoculés et témoin.

On notera que les comptages des cellules somatiques des brebis n°2015 et n°1067 ont été
retirés, ainsi que les valeurs de comptage cellulaire des brebis présentant un isolement
bactérien (non mycoplasmique) a une date donnée.

Pour les 3 lots, on remarque I’évolution sinusoidale des moyennes de comptage cellulaire

avec 3 a 4 pics, avec une période de 5 a 10 jours.
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Tableau 4 : Moyennes géométriques des comptages de cellules somatiques aux pics (cf. figure

9) (en gras).

Lot Jo T Ji6 o | a3

Témoin 1014 [ 981 |800 183 |978
10° UFC | 67 232 (239 80 |180
10°UFC  [155 |99 | 130 418 |306

Pour le lot témoin, 4 pics dépassant les 300 000 cellules/ml ont été enregistrés, ainsi que les
plus importants pourcentages de brebis avec des comptages cellulaires supérieurs a 300 000
cellules/ml : ils oscillent entre 33 et 75% sur toute la durée de I’expérimentation (sauf a J4 et
J21:25%). Rappelons que toutes les brebis de ce lot ont présenté, au moins a une date donnée,
un isolement de bactéries dans le lait, si ’on englobe les résultats de J_jo.
Le lot inoculé avec 10° UFC a présenté 3 pics jusqu’a J»; et toujours inférieurs a 300 000
cellules/ml. Durant ’expérimentation, a chaque mesure, au maximum 25% des brebis (i.e. 2
hémi-mamelles) ont présenté un comptage cellulaire supérieur a 300 000 cellules/ml. Les
hémi-mamelles concernées, aux pics, ont été :

- la gauche des brebis n°1059 et 3044 a J;;

- la gauche et droite de la brebis n°3044 a J;¢

- la gauche de la brebis n° 2006 et la droite de la 3044 a J3
On remarquera que la brebis n°3044 a régulicrement présenté des comptages cellulaires
supérieurs a 300 000 cellules/ml au cours de I’expérimentation ; a partir de J,; cependant,
I’hémi-mamelle gauche ne fournissait plus assez de lait pour réaliser cette mesure.
Le lot inoculé avec 10° UFC a présenté 3 pics, dont deux inférieurs a 300 000 cellules/ml
(saufa Jp1). A chaque pic, au maximum 13% des brebis (i.e. 1 hémi-mamelle) ont présenté un
comptage cellulaire supérieur a 300 000 cellules/ml sauf a J,; ou cela concernait 38% des
brebis. Les hémi-mamelles concernées, aux pics, ont été :

- la droite de la brebis n°3065 a J

- la gauche de la brebis n°3004 a J;;

- la gauche et droite de la brebis n°3004 et la gauche de la brebis n°2023 a J,,
On notera que la brebis n°3004 a régulicrement présenté des comptages cellulaires supérieurs

a 300 000 cellules/ml au cours de I’expérimentation.
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2.4.3 Valeurs moyennes en fonction de la précocité de 1’excrétion
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Figure 10: Comparaison de I’évolution des moyennes arithmétiques des comptages de cellules

somatiques (CCS) des brebis a excrétion « tardive » (postérieure a J,3) et de la brebis n°3044

(avec la bactériologie de cette dernicre).
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Figure 11: Comparaison de 1’évolution des moyennes arithmétiques des comptages de
cellules somatiques (CCS) des brebis a excrétion « tardive » (postérieure a J;g) et de la brebis

n°3004 (avec la bactériologie de cette dernicre).

Dans ces 2 graphiques, les valeurs de comptage cellulaire correspondantes a un isolement
bactérien (non mycoplasmique) dans le lait a une date donnée ont été retirées.
On retrouve, sur les différentes courbes, 1’évolution en sinusoide des comptages cellulaires

avec 3 pics, tous supérieurs a 300 000 cellules/ml, avec une période allant de 5 a 9 jours.

La brebis n°3044 a présenté le 1 pic de comptage cellulaire a Jo puis I’excrétion de Ma a été
mise en évidence a Ji;. Il s’en suit un pic élevé a Jis puis un dernier pic a J,s nettement
inférieur expliqué par I’absence a partir de J,; de valeurs de comptage cellulaire pour I’hémi-
mamelle gauche.

Pour la brebis n°3004, le 1% pic intervenait a J;;, aprés le début d’excrétion de Ma a J;. On
remarque une forte augmentation des comptages cellulaires a partir de Jj4 avec 2 pics
importants a J;g et Jos.

Les brebis a excrétion « tardive » ont présenté un 1% pic a Ji; puis a Jig et Jo3 pour le lot
inoculé a 10° UFC alors que I’excrétion de Ma a été détectée a partir de Jo; et Jp3. Le lot

inoculé a 10° UFC a présenté 2 autres pics a Ji¢ et Jos pour un début d’excrétion de Ma a Jg et

Jos.
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2.4.4 Synthese
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Figure 12 : Evolution des logarithmes de comptages cellulaires (en moyennes géométriques)
en fonction du statut excréteur de Mycoplasma agalactiae (Ma) des lots inoculés (apres avoir

retiré les infections mammaires non mycoplasmiques).

La figure n°12 présente les moyennes géométriques des logarithmes de comptages cellulaires
en fonction de 1’excrétion de Ma (sans les brebis témoins). Seules les 2 hémi-mamelles ayant
excrété précocement et co-infectées, montrent des valeurs supérieures aux autres (p = 0,006,
différence  significative). Les 4 autres catégories (absence d’excrétion ou
excrétion « tardive ») présentent des cinétiques du méme type (différences non significatives).
La pente des courbes des hémi-mamelles excrétrices « tardives » inoculées avec 10° ou 10°
UFC est positive, de fagon plus ou moins réguliere, a partir de Jo a Jy4.

Indépendamment des excrétrices « précoces », seules 3 brebis présentent une valeur unique

elevée (800 000 cellules/ml et plus) en I’absence d’isolement bactérien autre que

mycoplasmique.
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Figure 13 : Evolution des logarithmes de comptages cellulaires (en moyennes géométriques)

des brebis du lot témoin en fonction de la présence d'infections intra-mammaires (IMI).

La figure n°13, de méme, est relative aux brebis du lot témoin. Les hémi-mamelles n’ayant
pas présenté¢ d’infection intra-mammaire ont des valeurs comprises entre 1,8 et 2,5
logarithmes de comptages cellulaires, comme celles qui n’ont pas excrété Ma dans les lots
inoculés (différences non significatives). En revanche, les hémi-mamelles infectées par des
bactéries « non spécifiques » montrent des valeurs du méme ordre que celles qui ont excrété

Ma (et significativement différentes des précédentes, p = 0,004).
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2.5 Symptomes mammaires

2.5.1 Inspection des mamelles
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Figure 14 : Répartition des anomalies détectées a I’inspection des mamelles pour les lots

témoin et inoculés. (NL : nceud lymphatique)

Sur I’ensemble de I’expérimentation, 1’inspection des mamelles a révélé peu d’anomalie.
Les déséquilibres des mamelles sont souvent a droite quelque soit le lot, notamment pour le
lot témoin (80% des brebis). Les déséquilibres a droite ont été identifiés chez 60% des brebis

de chaque lot inoculé.

2.5.2 Palpations
Les indurations diffuses de la mamelle ont été rarement observées. Le lot inoculé a 10° UFC,
60% de brebis a gauche et 40% a droite ont présenté cette anomalie.
Comme les indurations et indépendamment du lot, peu de brebis ont présenté des nceuds
lymphatiques rétro-mammaires réactionnels. Dans les lots inoculés, seules 40% des brebis ont
présenté cette anomalie au cours de 1’expérimentation, sauf dans le lot inoculé 4 10> UFC sur

I’hémi-mamelle droite (15%).
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2.5.3 Scores cliniques

—— Témoin -=- 107 — - 10
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Figure 15 : Evolution des moyennes arithmétiques des scores individuels des anomalies pour

les lots témoin et inoculés (abces exclus).

Les scores individuels ont ¢té définis en ajoutant, a une date donnée, les notes issues de
I’inspection ou de la palpation des mamelles sur les criteres déséquilibre, d’induration et de
réaction des noceuds lymphatiques rétro-mammaires.

Pour les 3 lots, la moyenne des scores a augmenté entre Jy et J4 ou J;. L’augmentation la plus
importante concerne le lot inoculé a 10° UFC avec une élévation de 1,4 entre Jy et J;.

La courbe du lot témoin présente 2 pics a J4 (1,1) et J14 (0,6) puis les scores restent stables. On
note 3 pics sur la courbe du lot inoculé & 10° CFU/ml a I (1,2), J1; (0,8) et Jo3 (1,4) et 2 pics
pour le lot inoculé & 10° CFU/ml a J; (1,4) et I3 (1,6).

40



—Ma+ et bact+ = “Ma- et bact+ ——Ma- et bact- = =Ma+t et bact -

3.5 7

3 -

Moyennes des scores des anomalies

J-p-i.

Figure 16 : Evolution des moyennes arithmétiques des scores individuels des anomalies des
brebis selon le statut bactériologique et mycoplasmique (Ma) du lait pour les lots inoculés
(abces inclus). Ma + : brebis ayant excrété Ma a une moment donné de I’expérimentation ;
bact + : brebis ayant excrété des bactéries (autres que mycoplasmes) a une moment donné de

I’expérimentation.

La courbe des brebis ayant excrété a la fois Ma et d’autres bactéries a les plus hautes
moyennes de scores avec 2 pics a Ji; (1,9) et J»3 (3,2).

La courbe des brebis ayant excrété Ma présente, uniquement, 2 pics a Jy; (1,3) et Jo3 (1,3).
Entre ces deux pics, les moyennes restent supérieures a 0,3.

Le score des brebis non excrétrices reste inférieur a 0,9.

2.6  Examens et analyses nécropsiques
2.6.1 Examen nécropsique des nceuds lymphatiques
Dans le lot témoin, seule la brebis n°3024 a ¢été autopsiée et présentait des Iésions
hémorragiques sur le NIl rétro-mammaire gauche et le N1l iliaque gauche.
Les autopsies des brebis du lot inoculé a 10° UFC ont révélé des modifications des nceuds
lymphatiques (N1I) :
- NIl rétro-mammaires réactionnels hémorragiques chez toutes les brebis (sauf la brebis

n°1037), concernant aussi bien I’hémi-mamelle gauche que la droite
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- Nlliliaques (mémes anomalies) chez toutes les brebis mais davantage a gauche

- NIl pré-scapulaires et mésentériques hémorragiques (60%)

Pour le lot inoculé 4 10° UFC, les 1ésions observées ont concerné :
- NIl rétro-mammaires (droit et gauche) et pré-scapulaires hémorragiques chez 40 % des
brebis
- NIl iliaques hémorragiques chez toutes les brebis, avec une atteinte plus importante a
droite

- NIl parotidiens (droit et gauche) hémorragiques

L’intensité des lésions observées a été modérée, hormis pour les NIl iliaques. Aucune
anomalie sur les NIl n’a été mise en évidence chez les trois agneaux autopsi€s : 2 étaient issus
de la brebis n°3044 du lot inoculé a 10° UFC et 1 de la brebis n°3004 du lot inoculé a 10’
UFC.

2.6.2 Recherche de Mycoplasma agalactiae dans les nceuds lymphatiques
(N1I) (cf. annexe 3)

Pour le lot témoin, toutes les PCR sur nceuds lymphatiques ont été négatives chez la brebis
n°3024.
Pour le lot inoculé a 10° UFC, toutes les brebis ayant excrété Ma dans le lait ont présenté des
PCR positives (sauf la brebis n°1059). Les PCR positives ont concerné les NIl rétro-
mammaires droits et gauches et pré-scapulaires gauches, de manicre variable selon les brebis.
Les brebis n°3044 et n°2015, dont les excrétions de Ma dans le lait ont été bilatérales, ont
présenté des PCR positives sur les 2 NIl rétro-mammaires (ainsi que sur le pré-scapulaire
gauche pour la seconde).
De méme, toutes les brebis du lot inoculé a 10° UFC ayant excrété Ma dans le lait ont
présenté des PCR positives (sauf la brebis n°1067). Les NIl rétro-mammaires, pré-scapulaires,
iliaques et axillaires gauches ont présenté des PCR positives : chez 2 brebis pour le rétro-
mammaire gauche (n°3065 et 3004) et le pré-scapulaire gauche (n°2023 et 3012). Aucune
PCR n’a été positive sur les NIl du coté droit, bien qu’un isolement de Ma dans 1’hémi-

mamelle droite de la brebis n°3004 ait été mis en évidence.

42



3 Discussion

3.1 Discussion du matériel et des méthodes

Une recherche visant a [I’exhaustivité des publications disponibles sur les modeles
expérimentaux d’agalactie contagieuse ovine a ¢té réalisée a I’aide de Pubmed, Science Direct
et Ovid. Les articles utilisables sont présentés au tableau n°5.

Tableau 5 : Travaux de reproduction expérimentale de I’infection & Mycoplasma agalactiae
dans la littérature.

Age, sexe Stade Voie Titre Auteurs
physiologique
Brebis adultes En lactation SCut. 10° Bergonier et al., 1997
10° Galisson, 2001
Imam. 10° Galisson, 2001
10° Sanchis et al., 1999
Conj. 10° Buonavoglia et al., 1999
INasale 10° Buonavoglia et al., 1999
Agneaux, 6 mois |Castré ou non Conj. 10°-10° | Sanchis et al., 1998
Diverses |10 Mac Owan et al., 1984
Béliers adultes Maturité sexuelle SCut. 10° Or et al., 2005

SCut. : sous-cutanée ; Imam. : intra-mammaire ; Conj. : conjonctivale ; INasale : intra-nasale

3.1.1 Sélection et caractéristiques des brebis

- Race:

Les brebis utilisées dans cette étude sont de race Lacaune mixte (laitiere et allaitante)
dénommeée Lacaune viande par les professionnels. Elles sont issues d’un élevage aveyronnais
(zone indemne d’agalactie contagieuse). L’ intérét était d’avoir une race fortement laitiere, afin
d’espérer des signes cliniques mammaires plus marqués et/ou plus faciles a quantifier dans un
cadre comparatif éventuel (comparaison de diverses souches, ...). D’autre part, cette race,
dans le schéma viande, a une prolificité relativement élevée (160 a 200%), ce qui permet des
effectifs d’agneaux suffisants pour mettre en évidence d’éventuels symptdomes lors de
contamination par contact ou par la tétée (dans notre expérimentation, avec 16 brebis il a eu
22 agneaux).

En effet, 'intérét des agneaux sous la mere est d’étudier 1’infection naturelle dans un cadre

controlé.
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- Stade physiologique :

Globalement, toutes les brebis ont été inoculées un mois apres la mise-bas, donc en début de
lactation et autour du pic de lactation. La justification, ici, est double. D’une part, pour
mesurer la production laitiere, il était nécessaire de séparer les agneaux la veille, ce qui
impliquait qu’ils aient plus de deux ou trois semaines (adge a partir duquel ils commencent a
consommer des concentrés). D’autre part, les mises-bas s’étant échelonnées sur 1 mois
environ, il fallut attendre que I’effectif expérimental soit suffisant (les brebis n°2049 et 2010
ont mis-bas a J., et Js, puis ont été introduites dans le lot témoin a J;; et J,; respectivement).
De plus, HASSO et al. (1993) a montré, dans son étude clinique sur des cheévres, I’importance
du stade physiologique pour I’expression clinique de I’infection a Ma. En effet, les stades les
plus sensibles pour le développement de 1’agalactie contagieuse a Ma sont la gestation, la
mise-bas et le début de la lactation (MACOWAN et al., 1984). Les modifications hormonales
(la progestérone ayant des propriétés immunosuppressives) induites par ces stades facilitent la
multiplication de Ma dans I’organisme et favorisent I’apparition d’une forme clinique de
I’agalactie contagieuse.

Une inoculation plus précoce aurait permis de s’affranchir de la chute physiologique de la
production laitiere postérieure au pic de lactation survenant approximativement a un mois.
Dans notre étude, 1’inoculation se situe peu de temps apres le pic de lactation alors que la
chute de production est encore faible ce qui influencera peu nos résultats.

Les brebis de cette étude sont principalement des animaux ayant déja eu au moins deux
lactations. Dans notre expérimentation ou 1’on étudie une affection ayant un tropisme
mammaire, 1’utilisation de primipares aurait permis d’avoir 1’assurance que les mamelles
soient préalablement saines.

L’utilisation d’animaux jeunes est souvent retrouvée dans les publications, notamment
SANCHIS et al. (1998) avec des agneaux et agnelles de 5 a 7 mois, ou BUONAVOGLIA et
al. (1999) avec des brebis de 8 mois d’age. Néanmoins, 1’objectif de notre travail était de
valider un protocole de reproduction de 1’agalactie contagieuse. Ma ayant un tropisme
principal pour la mamelle, I'utilisation de brebis en lactation semblait plus pertinente, d’autant
plus que I'on pouvait profiter, également, de la contamination indirecte des agneaux par

contact ou tétée.
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- Sélection des animaux et critéres d’exclusion :

Tout d’abord, ce sont sur des critéres de négativité clinique et bactériologique vis-a-vis de
Ma, qu’ont été sélectionnées les brebis de cette expérimentation. De plus, celles-ci
provenaient d’une zone géographique indemne d’agalactie contagieuse. Une vérification du
statut sérologique vis-a-vis de Ma a été réalisée avant 1’inoculation, ainsi qu’une vérification
d’absence d’infection & Ma par écouvillonnages auriculaires et respiratoires.

En parall¢le, une évaluation du statut sanitaire des mamelles vis-a-vis d’autres mycoplasmes
et des bactéries a été réalisée a J.jo et Jo, révélant la présence de pathogeénes (staphylocoques a
coagulase négative, E. coli) dans la mamelle de 6 brebis ce qui risque d’influencer les
résultats post-inoculation. Une brebis présentant des la mise-bas une mammite clinique, a été

exclue.

- Effectifs des lots :

Dans notre étude expérimentale, 16 brebis ont €té réparties en trois lots : 6 dans le lot témoin
et 5 dans chaque lot inoculé. Dans la bibliographie, les effectifs utilisés sont souvent
inférieurs au noétre. En effet, I’étude de BUONAVOGLIA et al. (1999) comptait 6 brebis,
celle de MACOWAN et al. (1984) portait sur 9 agneaux et le travail de OR ef al. (2005) a été
réalisé sur 15 béliers. L’étude de SANCHIS et al. (1999) comptait 29 brebis au total réparties
en 6 groupes de 5 (dont un de 4).

3.1.2 Conduite zootechnique et expérimentale

Les lots inoculés et témoin étaient conduits dans deux batiments différents. Ainsi, pour éviter
tout risque de contamination croisée, les jours de prélévements ou de séparation des agneaux,
le lot témoin était traité¢ en premier. Ensuite, les lots inoculés étant séparés en 2 boxes, le lot a
10° UFC était traité avant le lot 10° UFC. En paralléle, un respect rigoureux des régles
d’hygiéne et de biosécurité entre le lot sain et les lots inoculés a été adopté : port de bottes,
blouses, gants et lavage des mains, propre a chaque lot. Lors des séparations meres-agneaux,
ces derniers étaient séparés dans deux enclos distincts. La non contamination des animaux
témoins a pu €tre vérifiée par sérologie ELISA, ainsi que par analyses bactériologiques sur le
lait pendant et apres ’expérimentation. Cependant, ces conditions de conduite semblent étre

celles qui se rapprochent le plus des conditions d’élevage naturelles. De plus, aucune
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publication ne rapporte I’'intérét d’une conduite en boxes individuels dans le cadre de

reproduction expérimentale de I’agalactie contagieuse.

- Surveillance clinique et mesures :

Pour les mesures de production laitiere, une séparation des agneaux a été effectuée la veille
puis, apres une vidange complete des deux hémi-mamelles, les mesures de production ont été
réalisées le matin (approximativement 15 heures apreés). En I’absence de salle de traite, la
vidange des mamelles a été¢ manuelle, ce qui peut constituer un biais pour les mesures de
production. Les protocoles des précédents travaux incluaient 1’utilisation d’une machine a
traire (thése de doctorat vétérinaire de GALISSON, 2001, et DUQUESNOY, 2000) et avaient
montré une bonne répétabilité des mesures de production. Cependant, la vidange manuelle
¢tant réalisée par du personnel expérimenté, on peut considérer que celle-ci était relativement
complete.

Les inspections des mamelles ont toujours été réalisées par le méme opérateur, puisque
certains criteres d’évaluation ne sont pas dénués d’éventuels effets opérateurs. Pour la méme
raison, les inspections cliniques (boiterie, kérato-conjonctivite) des meres et agneaux ont été
réalisées par 2 vétérinaires (Dr. BERGONIER, Mlle BRESSOLIN)).

En ce qui concerne les autres prélévements ou inspections et la contention des animaux, une
équipe d’opérateurs a été nécessaire.

La périodicité des prélevements, au cours de I’expérimentation, a permis de recueillir un
nombre satisfaisant de données a interpréter : 2 mesures de production laitiére par semaine, 3
prélevements sanguins et de lait par semaine, et un suivi de température 5 fois par semaine.
Pour compléter notre étude et aider a mieux interpréter les résultats, il aurait pu étre réalisé
davantage de mesures (production, température...) avant inoculation, comme cela a été
effectué dans une étude précédente (these de doctorat vétérinaire de GALISSON, 2001), avec
notamment 5 mesures de production laitiere avant inoculation (de J33 a Jo). Cependant, de par
la quantité de travail que cela supposait sur des laitie¢res comme les Lacaunes et de par
I’étalement des mises-bas sur un mois, seules des mesures a Jy ont été réalisées (a J3 pour les

comptages cellulaires, J_jo pour la bactériologie classique).
- Durée de I’expérimentation :

L’excrétion de Ma dans le lait ayant été majoritairement tardive dans notre étude, un suivi

plus long aurait été préférable (au moins 2-3 semaines supplémentaires au minimum). De
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plus, de légeres chutes de production laitiere ont été enregistrées lors des dernieres mesures a
J21. Un suivi plus long aurait permis d’étudier la persistance de I’excrétion et la suite des
courbes de production laitiere.

3.1.3 Protocole d’inoculation

- Choix de la souche de Ma :

La souche utilisée est la souche de référence PG, de Ma. Dans notre expérimentation, la
souche PG; a été choisie pour tenter de se donner une référence internationale a partir de la
seule souche connue de tous les laboratoires. En effet, elle est bien connue et régulicrement
utilisée en laboratoire pour les études sur I’agalactie contagieuse. Le pouvoir pathogeéne de
PG, est considéré comme modéré a tres modéré en reproduction expérimentale
(BERGONIER et al, 1997). La majorité des auteurs utilise des souches locales
(BUONAVOGLIA et al., 1999, SANCHIS et al., 1998 et 1999, BERGONIER et al., 1997,
OR et al., 2005, GALISSON, 2001). Dans I’é¢tude de MACOWAN et al. (1984) afin d’étudier
la représentativité de leurs souches sauvages V8 et Annecy, les caractéristiques antigéniques

ont été comparées a celles de la souche PG,.

- Préparation des inocula :

Aprés avoir déterminé avec précision la concentration des inocula, ¢’est-a-dire 10° et 10°
UFC, ceux-ci ont été congelés a -80°C afin de stopper la multiplication bactérienne tout en
conservant la viabilité¢ des cellules bactériennes (celle-ci a été vérifie). Le jour de
I’inoculation, les inocula sont passés d’une température négative a des températures
corporelles avoisinant les 39°C. Il convient peut-étre de considérer qu’un tel choc thermique a
pu retarder la reprise de la multiplication bactérienne au site d’injection et, ainsi, retarder la
colonisation. En effet, cette latence peut laisser le temps a I'immunité locale innée, non
spécifique, d’éliminer ou de freiner une partie des mycoplasmes inoculés. La question de la
priorité a donner a la rigueur de la détermination de la concentration et a sa répétabilité ou a la
nécessité de gagner en efficacité de la colonisation ou de la virulence pourrait étre posée.
L’alternative, souvent utilisée au laboratoire de TENVT (BERGONIER et al., 1997), consiste
a partir d’une culture-mere de titre parfaitement connu, a la relancer en culture selon un
protocole standardisé donnant une cinétique de croissance pré-établie, a vérifier la
concentration approximative par mesure de densité optique, et a réaliser les dilutions

adéquates pour obtenir le titre souhaité de fagcon approximative. Le titre précis n’est, dans ce
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cas, connu qu’apres les inoculations, mais a aucun moment les bactéries inoculées ne
subissent de congélation apres la relance de la culture. La seconde possibilité consiste a rester
sur la procédure utilisée ici, mais a passer de -80°C a +39°C par 1 ou 2 paliers progressifs (-
20°C, +4°C), de fagon plus douce. Certains auteurs proposent de rapprocher le milieu de
culture des caractéristiques des fluides biologiques visés, par exemple par un repiquage dans
du lait (SANCHIS ez al., 1999). Le choix doit étre réalisé€, pour chaque espéce bactérienne, en

fonction de I’objectif spécifique de I’expérimentation.

- Titre des inocula :

Dans notre étude, il a été choisi de travailler avec des titres d’inoculum moyens : 10° et 10’
UFC, afin d’évaluer la virulence de la souche utilisée dans des conditions se rapprochant, au
plan quantitatif, de I’infection naturelle. La répartition en deux lots inoculés avec des titres
différents permettait d’évaluer un effet concentration de I’inoculum. La plupart des études
expérimentales rapportent 1'utilisation de titres d’inoculum élevés (cf. tableau 5). Déja dans
I’é¢tude de MACOWAN et al. (1984), les agneaux castrés €taient inoculés a 10® UFC. Puis
BUONAVOGLIA et al. (1999) inocule ses brebis a 10° UFC. Seule I’étude de SANCHIS et
al. (1998) répartit les agneaux et agnelles en groupes avec des titres d’inoculation différents,
allant de 10° & 10° UFC. I a ainsi montré que I’inoculation & 10 et plus UFC (par la voie
conjonctivale) permettait d’obtenir une reproduction expérimentale de I’infection, mais pas
des symptomes de I’agalactie contagieuse. En revanche, ces auteurs abandonnent le titre de
10° UFC car il ne permet I"obtention que de 2 cultures d’écouvillons positives sur 48, contre
respectivement 29 et 22 sur 48 avec 10 et 10° UFC.

Dans ’optique de mettre en évidence un éventuel effet titre sur I’intensité des symptomes, il
aurait été intéressant d’ajouter un lot inoculé a 10’ UFC a notre étude. Le titre de 10° UFC n’a

jamais été utilisé dans la littérature accessible.

- Voie d’inoculation :

Le choix de la voie sous-cutanée se justifie tout d’abord par, sa simplicité de réalisation,
contrairement aux voies Intra-mammaire ou oculaire, plus délicates. De plus, pour cette
derniere, le simple dépot d’une goutte de culture sur la conjonctive ne permet pas d’étre
certain du volume inoculant réel, ni de limiter le risque de transmission aux congéneres des le

début de I’essai (SANCHIS ez al., 1998).
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Il est vrai que, Ma ayant un tropisme majeur pour la mamelle, la voie intra-mammaire est
appropriée pour I’agalactie. Cependant, dans notre étude expérimentale, nous souhaitions
aussi mettre en évidence d’autres symptomes que les modifications mammaires, comme les
arthrites ou les kérato-conjonctivites. Nous souhaitions reproduire la colonisation de
I’organisme et I’isolement de 1’agent causal par une autre voie d’excrétion que celle utilisée
par I’inoculation (mise en évidence d’une colonisation sanguine et/ou lymphatique).

Trés peu d’auteurs ont comparé différentes voies d’inoculation et ne rapportent pas de
différences significatives entre la voie sous-cutanée et la voie intra-mammaire. L’étude de
HASSO et al. (1993) s’est intéressée a la sévérité des symptomes de 1’agalactie contagieuse
sur des cheévres selon la voie d’inoculation de Ma. Le groupe inoculé par voie sous-cutanée a
présenté les signes cliniques les plus importants, suivi par le groupe intra-mammaire.

D’autres auteurs utilisent diverses voies pour comparer la virulence de la souche de Ma
inoculée ; ainsi MACOWAN et al. (1984) a employé les voies intra-trachéale, intra-nasale
ayant provoqué une bactériémie a J3 pour les animaux inoculés, et la contamination de contact
(bactériémie a Jy). L’étude de SANCHIS ef al. (1998) utilisait la voie conjonctivale tout
comme BUONAVOGLIA et al. (1999).

Les brebis du lot témoin ont recu un bouillon stérile par voie sous-cutanée pour s’affranchir

d’un éventuel facteur « stress » lié a ’acte d’inoculation.

3.2 Discussion des résultats

3.2.1 Bactériologies classique et mycoplasmique

Au cours de notre étude, il a été isolé dans le lait, chez 2 brebis de chaque lot inoculé et 3 du
lot témoin, des pathogeénes mineurs (staphylocoques coagulase négative) et, pour une brebis
du lot inoculé a 10° UFC et une du lot témoin, des E. coli n’ayant produit que des mammites
subcliniques. Ces infections (lot témoin) ou co-infections (lots inoculés) mammaires
constituent un défaut pour notre expérimentation, car elles génent respectivement, la
comparaison a des controles négatifs et la caractérisation fine d’effets. Cependant, les 2 brebis
excrétrices précoces et durables étant dans ce cas, nous pouvons nous demander si ces co-
infections ne nous ont pas permis de proposer I’hypothése suivante : une infection intra-
mammaire pré-existante a I’inoculation pourrait favoriser I’établissement d’une infection
mycoplasmique locale du fait de ’augmentation de la filtration et de la diapédése hémato-
alvéolaire (voire lymphatique). Notons, tout de méme, que d’autres facteurs peuvent étre a

I’origine de cette classique variabilité inter-individuelle : affections intercurrentes, carences
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oligo-vitaminiques, ... (OR et al, 2005). Rappelons que toutes les brebis étaient
séronégatives vis-a-vis de la border disease.

En ce qui concerne la recherche de mycoplasmes dans le lait, 1’étude a montré 9 brebis sur 10
ont excrété Ma dans le lait. Dans chaque lot inoculé, une brebis a excrété plus précocement (J;
et Ji11) que les autres avec une persistance de 1’excrétion jusqu’a la fin de I’expérimentation.
On notera que c’est la brebis du lot inoculé a 10° UFC qui est la premiére a excréter.
Cependant, si I’on se réfere au travail de WATSON et al. (1968) ou I’excrétion apparait a Js,
I’excrétion de ces 2 brebis dans le lait est tardive. De méme, I’inoculation sous-cutanée de
brebis en lactation avec 10° UFC induit un début d’excrétion compris entre J3 et J;
(BERGONIER et al., 1997, BERGONIER, 1992). Puis ce n’est qu’a partir de J,; pour le lot
inoculé a 10° UFC et J;5 pour le lot inoculé 4 10° UFC, que les autres brebis commencent a
excréter Ma dans le lait. Ce temps de latence, entre ’inoculation et I’excrétion mammaire,
peut étre expliqué, d’une part, par une mise en place ralentiec de la bactériémie et/ou une
colonisation mammaire plus lente a partir du compartiment sanguin. En effet, comme il a été
signalé¢ dans le paragraphe sur I’inoculation (protocole d’inoculation : préparation des
inocula), le choc thermique lors de I’inoculation entre les températures négatives et 39°C a pu
ralentir la reprise de multiplication des mycoplasmes, et ainsi permettre & I’'immunité non
spécifique locale (nceud lymphatique pré-scapulaire) d’éliminer une partie des mycoplasmes
inoculés (brebis n°2006 et 2023 n’ayant jamais excrétées). D’autre part, ce profil d’excrétion
peut tout simplement étre lié¢ au titre des inoculations, faibles a trés faibles par rapport a la
littérature. L’intervention de la contamination des brebis a excrétion tardive par contact avec
celle a excrétion précoce est envisageable. En effet, dans son étude, MACOWAN et al.
(1984) montre une contamination du lot de contact par les agneaux inoculés. Dans notre cas,
une contamination directe par I’environnement ou les sécrétions oculaires et nasales est

envisageable, tout comme une contamination indirecte par les agneaux voleurs de lait.

3.2.2 Symptomes cliniques

Durant 1’étude clinique, 'infection a Ma a été inapparente : il n’y a pas eu de pic de
température et, bien que quelques brebis aient présenté des températures supérieures a 39,5°C,
cela restait ponctuel (et concernait aussi le lot témoin, infecté par des germes non
mycoplasmiques). Cela peut étre attribué¢ au stress dii a la manipulation des animaux.
MACOWAN et al. (1984), OR ef al. (2005) et SANCHIS et al. (1998) ne parviennent pas a

mettre en évidence de pic d’hyperthermie chez leurs animaux inoculés.
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D’autre part, peu de modifications mammaires (induration, déséquilibre, réaction des nceuds
lymphatiques) ont été observés. Les déséquilibres concernaient surtout I’hémi-mamelle droite
quelque soit le lot, alors que 6 brebis sur 9 ont excrété Ma a gauche (et 5 sur 9 a droite).
Néanmoins, les brebis n°3044 (10° UFC), n°3004 (10° UFC) ont présenté des déséquilibres a
gauche en relation avec I’excrétion de Ma a gauche. Hormis pour ces dernieres, il apparait
difficile d’attribuer les déséquilibres mammaires uniquement a I’infection par Ma. Cependant,
I’induration de I’hémi-mamelle gauche prédomine par rapport a I’hémi-mamelle droite dans
les lots inoculés. De méme, pour le lot inoculé & 10° UFC, les nceuds lymphatiques
réactionnels concernaient I’hémi-mamelle gauche (40% des brebis contre 20% a droite) et
pour le lot inoculé a 10° UFC, aucun c6té ne prédominait. En résumé, méme si ’infection par
Ma peut étre responsable de certaines modifications mammaires observées, celles-ci restent
de sévérité faible tout au long de I’expérimentation (pas de signe aigu). De plus, certaines
brebis ont présenté des isolements bactériens en parallele pouvant biaiser ces résultats. En
effet, dans les lots inoculés, les scores les plus élevés ont été obtenus chez les brebis ayant
présenté des co-infections bactériennes au cours de 1’expérimentation. Méme si I’infection a
Ma n’est pas responsable, a elle seule, chez toutes les brebis, des modifications observées, elle
a induit des symptdmes mammaires persistants bien que faibles. Il apparait, également, que la
présence d’une co-infection bactérienne augmentent I’importance des symptomes mammaires.
Le lot témoin a présenté 80% de brebis avec un déséquilibre, ce qui s’explique par la présence

de mammites subcliniques bactériennes.

3.2.3 Symptdmes mammaires fonctionnels

- Production laitiére :

La courbe de production laitiere du lot témoin montre une augmentation de production due a
I’introduction, a J;; et a J,;, de nouvelles brebis en début de lactation masquant la diminution
progressive physiologique. Cependant une chute transitoire est observée a J; pouvant étre le
reflet de la baisse de production physiologique et des modifications mammaires causées par
les infections bactériennes.

Les brebis a excrétion « précoce » (n°3044 et 3004) des lots inoculés suivent le méme schéma
d’évolution de production laitiere, avec une chute brutale de production a partir de J4 (J7 pour
la n°3004) qui se poursuit progressivement jusqu’a la fin de 1’expérimentation. Il convient de

noter que, chez les brebis n°3044 et 3004, les chutes de production laitiere les plus marquées
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sont observées sur ’hémi-mamelle gauche. L’agalactie chez ces 2 brebis est presque totale
pour cette hémi-mamelle en fin d’expérimentation. Cependant, ces chutes ne peuvent étre
totalement attribuées a I’infection par Ma puisque ces 2 brebis présentaient a J4 et J; des
isolements bactériens dans le lait. De plus, en comparaison avec I’étude réalisée par
GALISSON (theése de doctorat vétérinaire, 2001) ou la chute de production intervient entre Js
et J; pour le lot inoculé en sous-cutané, les chutes observées, dans notre étude, chez les 2
brebis a excrétion « précoce », sont moins importantes.

Pour les brebis a excrétion « tardive », une premicre chute de production plutot faible est mise
en évidence a J4 puis une deuxieme chute plus marquée a J;;. Ces diminutions n’ont pas été
significativement différentes des évolutions de production laitiere des brebis non excrétrices
de Ma. Cependant, la premiere chute pourrait étre le reflet des co-infections mammaires
bactériennes uniquement (tout comme la 2°™ diminution) mais aussi pourrait étre lié a un
facteur « stress » induit par I’inoculation comme décrit dans I’étude de GALISSON (these de

doctorat vétérinaire, 2001).

- Comptages cellulaires :

Pour les 3 lots, une évolution sinusoidale des comptages cellulaires a été¢ mise en évidence
tout au long de I’expérimentation. Pour le lot témoin, les comptages cellulaires sont trés
¢levés et a chaque pic, au moins 50% des brebis présentent des comptages cellulaires
supérieurs a 300 000 cellules/ml en corrélation avec la présence d’une infection mammaire
bactérienne.

Pour les lots inoculés, seul un pic marqué des comptages cellulaires (supérieur a 300 000
cellules/ml) est observé au cours de I’expérimentation (a I, lot 10° UFC). En effet, seules les
brebis n°3044 et 3004, excrétrices « précoces», sont responsables de I1’¢élévation des
comptages cellulaires de leur lot respectif. Cependant, ces derniéres ont présenté des
isolements bactériens fréquents dans le lait tout au long de I’expérimentation. Pour les brebis
a excrétion « tardive », les augmentations des comptages cellulaires sont corrélés aux chutes
de productions laitieres ainsi qu’au début d’excrétion de Ma.

On notera que les augmentations des comptages cellulaires les plus importantes sont
observées chez les brebis excrétant Ma sur I’hémi-mamelle gauche (brebis excrétant Ma sur
I’hémi-mamelle droite : pics inférieurs a 400 000 cellules/ml) et chez les brebis a excrétion
«précoce » (et présentant une co-infection mammaire bactérienne). Il semble y avoir une

corrélation entre le début d’excrétion mammaire de Ma et I’augmentation des comptages
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cellulaires pour les lots inoculés. En effet, les comptages cellulaires sont, dans la pratique
courante vétérinaire, un indicateur de la santé de la mamelle et reste le seul pour le diagnostic
des mammites subcliniques (BERGONIER ef al., 2003). Néanmoins, dans notre étude, il
apparait que le comptage cellulaire ne soit pas un parametre valable pour 1’évaluation de
I’infection mammaire par Ma. En effet, I’évolution des comptages cellulaires des brebis a
excrétion « tardive » n’a pas ¢été significativement différente de celle des brebis n’ayant pas
excrété Ma. De méme, I’évolution des comptages cellulaires des brebis excrétrices de Ma n’a
pas été significativement différente de celle des brebis du lot témoin présentant une infection

mammaire bactérienne.

En conclusion, il apparait que ’hémi-mamelle la plus touchée (précocité, fréquence, intensité)
est la gauche. Les excrétions de Ma sur ’hémi-mamelle droite sont plus tardives et induisent
des modifications moins marquées (chute de production, augmentation des comptages
cellulaires). L une des hypotheses explicative pourrait étre la présence d’une contamination
indirecte de I’hémi-mamelle gauche vers la droite par I’intermédiaire des agneaux et, pour les
brebis n’excrétant que d’un c6té, d’une contamination par les agneaux voleurs de lait (meres
avec atteintes bilatérales produisent moins de lait). On notera que la plupart des signes, méme
s’ils sont faibles et concernent peu de brebis, apparaissent entre J4 et J;;.

Aucune agalactie totale n’a été observée au cours de I’expérimentation ; seules quelques
brebis ont présenté une hypogalactie. Les brebis n°3044 et n°3004 ont vu leurs productions de
I’hémi-mamelle gauche chuter jusqu’a 75 et 155 ml respectivement a J,;. L’étude de
BUONAVOGLIA et al. (1999) rapporte une agalactie sur toutes les brebis inoculées a partir
de J,; et Jo,. De plus, dans notre essai, aucun effet titre de I’inoculum n’a été mis en évidence

méme si le lot inoculé & 10° UFC a été le premier a excréter Ma (J7, J; pour le lot & 10° UEC).

3.2.4 Résultats nécropsiques

- Examen nécropsique des noceuds lymphatiques (NII)

Dans le lot témoin, seule la brebis n°3024 a été autopsiée. Les Ilésions des nceuds
lymphatiques observés peuvent étre expliquées par la présence d’une infection mammaire
bactérienne a Jy (déséquilibre mammaire modéré a droite de J4 a J»s).

Pour les lots inoculés, il n’a pas été montré d’atteinte généralisée des NII. Il apparait que les

NIl rétro-mammaires sont les plus touchés lésionnellement (importance des Iésions et
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fréquence), suivis par les iliaques (I¢sions importantes mais moins fréquent) en accord avec
une atteinte mammaire majeure. En effet, les NIl iliaques et rétro-mammaires drainent la
mamelle et sont les lieux de développement de la réponse immunitaire face a I’infection par
Ma. De méme, chez plusieurs brebis, les N1l pré-scapulaires étaient modifiés (hémorragies...),
en relation avec le lieu d’inoculation. En résumé, les 1ésions retrouvées sur les N1l des brebis
des lots inoculés sont les témoins de la colonisation et/ou la dissémination de Ma depuis le
site d’inoculation (épaule gauche) jusqu’a la mamelle.

Les 1ésions étaient de nature hémorragique essentiellement, mais des infiltrations cellulaires
ont été¢ mises en évidence sur quelques NIL Il n’a pas été montré de latéralisation 1ésionnelle
préférentielle, méme si les nceuds lymphatiques du coté gauche semblent étre plus
fréquemment touchés.

Les agneaux autopsiés n’ont présenté aucune lésion, mais la présence d’une infection par Ma

ne peut étre exclue.

- Recherche de Mycoplasma agalactiae dans les nceuds lymphatiques (NI1I)

Dans le lot témoin, la négativité des PCR effectuées sur les NIl a confirmé I’absence
d’infection par Ma.

Pour les lots inoculés, toutes les brebis ayant excrété Ma dans le lait ont présenté des PCR
positives, sauf pour la brebis n°1059 et n°1067. On notera que ces dernieres n’ont présenté
qu’un isolement ponctuel de Ma dans le lait a J; et J;g respectivement. Les NIl rétro-
mammaires ou pré-scapulaires gauches sont toujours concernés, en accord avec la voie
d’inoculation en avant de 1’épaule gauche et avec I’excrétion mammaire de Ma. Les PCR
positives sur les NIl rétro-mammaires ont concerné les brebis ayant eu plusieurs isolements de
Ma dans le lait (brebis n°3044, 2015 et 3004) et le plus de modifications fonctionnelles
mammaires (brebis n°3044 et 3004). Il y a donc bien eu, chez ces brebis, multiplication puis
dissémination de 1’agent inoculé depuis le site d’inoculation jusqu’a la mamelle, entrainant
plus ou moins de modifications selon les brebis.

La mise en évidence de PCR positives, chez la brebis n°2023 qui n’a pas présenté d’isolement
de Ma sur le lait, sur les NIl pré-scapulaire et axillaire gauches montre la persistance loco-
régionale de Ma au site d’inoculation avec une dissémination restreinte. L’action de
I’immunité locale peut expliquer cela, on ne peut cependant pas exclure que, pour une durée
d’expérimentation supérieure, on ait observé une dissémination jusqu’aux NIl rétro-

mammaires. De plus, les NII pré-scapulaires, chez d’autres brebis ayant excrété
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ponctuellement Ma (mais tardivement, brebis n°1037et 3012), ont été positifs en PCR. En
effet, les titres modérés inoculés, le retard dans la reprise de multiplication de Ma apres
inoculation (passage d’une température négative a 39°C) et ’action de I’immunité locale
pourraient &tre responsables du retard de dissémination de Ma. Ceci pourrait expliquer que,
chez de nombreuses brebis des lots inoculés, peu ou pas de modifications mammaires aient

¢été observées au cours de ’expérimentation.
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Conclusion
Par rapport a 1’objectif de ce travail (contribution a la validation d’un protocole de
reproduction expérimentale de I’infection & Ma qui puisse étre reproductible, représentatif et

opérationnel), deux conclusions peuvent étre dégagées.

Tout d’abord, I'inoculation par voie sous-cutanée de 10° ou 10° UFC de la souche de
référence internationale de Mycoplasma agalactiae, a 10 brebis Lacaune en début de
lactation, a induit chez toutes, des infections durant au minimum 18 a 28 jours (durée de
I’expérimentation). L’excrétion galactophore a ét¢ majoritairement (7 brebis) ponctuelle et
« tardive » (2 partir de Jig), par rapport aux modeles expérimentaux du méme type déja
réalisés a 'TENVT avec des inocula de titre plus élevé (excrétion au cours de la 1°° semaine).
Un groupe minoritaire de 2 brebis a excrété « précocement » (a partir de J; ou Jj;) et
durablement (jusqu’a J,g). Ces 2 types d’infections ont été asymptomatiques (pas de signes
physiques). Sur le plan fonctionnel, I’excrétion galactophore et la diminution de la production
laitiere ne sont pas systématiquement associées. Seules les brebis du second groupe ont
présenté des comptages cellulaires régulicrement élevés, mais des facteurs de confusion
existaient (co-infections bactériennes, éventuellement niveau laitier).

Ainsi, pour 8 brebis sur 10, il n’a été mis en évidence que des isolements ponctuels, en
général non associés a des modifications nettes de la production ou I’inflammation
mammaire. Le suivi n’a cependant duré que 28 jours. Ce type de résultat est conforme a la
littérature sur le plan de la difficulté générale a reproduire des tableaux cliniques complets,
méme avec des titres plus élevés. En revanche, I’infection est en général d’extension plus
large et plus durable. Aucune différence significative n’a été notée, sur les différents criteres

de suivi, entre les lots inoculés a 10° et a 10° UFC.

D’autre part, le modele d’infection expérimentale proposé dans ce travail ne peut donc en
I’état étre recommandé pour 1’évaluation, chez I’héte naturel, du pouvoir pathogene de
diverses souches ou mutants, ou encore de la protection vaccinale de divers antigenes.
Dans ce cadre, les recommandations suivantes peuvent étre proposées :
- st la voie sous-cutanée est conservée :
e en priorité, augmenter le titre de ’inoculation (au moins 10’ UFC)
e accessoirement sans doute, tenter d’adapter la préparation de I’inoculum a
I’infection de 1’animal-cible : limiter le stress bactérien d’ordre thermique ou

ou physico-chimique avant injection

56



o allonger la durée de I’expérimentation.

- siun changement de voie est possible, opter pour des inoculations intra-mammaires ou
conjonctivales, plus représentatives des infections naturelles et, selon certains auteurs,
plus « efficaces » en vue de la colonisation durable et large de 1’organisme. Méme
dans ce cas, les titres de 10° et 10° UFC ne sont, aujourd’hui, pas validés par la
littérature.

Dans tous les cas, il est conseillé de prévenir au maximum les infections mammaires
intercurrentes (antisepsie des trayons, exclusion de 1’essai), et de reproduire 1I’expérimentation
une seconde fois pour valider un profil infectieux voire clinique moyen.

Il n’existe cependant pas de modele expérimental unique. L’essentiel semble étre de choisir,
parmi les quelques protocoles validés, celui qui permettra de répondre au mieux a la question
spécifique posée. La priorité va donc principalement a la reproductibilité et a la
représentativité par rapport a I’infection naturelle du modele expérimental, sans oublier le

bien-étre animal.
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P62 10°

pG2 10°

Résultats PCR sur organes

Isolement Ma dans le lalt Rl R NI RP Hll Tiaques Nl parotidiens Hl préscapulalres| Hil alaires | Miméd. | Bl més.
G D G ] G 6 4 G
11,14,16,18,21,23,25,28 12328 I - - - - - - - -
. 1 . . - . - - - .
s . . - - - : . .
5 - . - - - - : . .
18 . . . - . . - . .
17,9,11,14,16,18,23,25,28 | l - - l - - - non prélevé -

RM : Rétro-mammaire
RP : Rétro-pharyngien
M¢éd. : Médiastinal
Mg¢és. : Mésentérique

Annexe 3 : Récapitulatifs des isolements de Mycoplasma agalactiae sur le lait et des PCR sur les

nceuds lymphatiques (NII)
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