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Introduction

La santé mammaire est un enjeu majeur en élevage laitier, et les élevages caprins, dont la
principale production est le lait, ne font pas exception. En effet les infections mammaires, a
I’origine d’une inflammation de la glande mammaire appelée mammite, peuvent avoir des
conséquences séveres, a cause de la baisse de production et de I’altération de la qualité du lait
qu’elles engendrent. Par ailleurs, outre ces pertes de revenu, il faut prendre en compte des frais
supplémentaires qui sont engagés pour soigner les animaux atteints et mettre en place des mesures

préventives.

Pour cette forme, le probleme du dépistage, et éventuellement du traitement précoce se
pose. Pour évaluer la santé mammaire d’un troupeau ou bien celle d’un animal isolé, la mesure de
la concentration des cellules somatiques (CCS) dans le lait est la méthode la plus commune. C’est
une méthode de diagnostic indirecte, peu coliteuse, et facile a réaliser. En effet, la CCS augmente
fortement lors d’une infection bactérienne, a cause du recrutement local de leucocytes tels que des

neutrophiles, des macrophages et des lymphocytes.

L’héritabilité de la CCS chez la chévre est bonne, ce qui pourrait en faire un critére de
sélection pour améliorer la résistance aux mammites, et ainsi augmenter la qualité du lait et
éventuellement limiter le traitement curatif, reposant sur l’utilisation d’antibiotiques, qui est
cependant rare chez les petits ruminants par comparaison aux bovins. Cependant, chez la chévre,
la relation entre augmentation des CCS et infection bactérienne est supposée biaisée par de

nombreux facteurs non infectieux qui font varier les CCS.

L’objectif de cette étude était donc d’évaluer, a partir de données collectées sur des
cheévres appartenant a deux lignées divergentes sur le critere CCS, D’effet des infections
bactériennes sur la réponse inflammatoire mammaire, en considérant dans cette analyse, les effets
non infectieux. Ce travail expérimental s’inscrit dans le cadre d’un programme plus large, destiné
a améliorer le diagnostic, la prévention et la prise en charge des infections mammaires chez les

petits ruminants.

Dans une premicre partie bibliographique, nous présenterons I’importance et la gestion
des mammites en filiére caprine. L’étiologie et 1’épidémiologie de ces affections seront ensuite
détaillées. Nous nous attacherons enfin a étudier la physiopathologie des mammites chez la chévre
en insistant sur la réponse inflammatoire mammaire et les facteurs, infectieux ou non, qui la

modulent.
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Dans une seconde partie, nous présenterons les résultats d’une étude expérimentale
réalisée en 2013 sur les chévres issues d’une sélection divergente sur le critere CCS. Nous nous
interrogerons alors sur les différents facteurs, qui influencent la réponse inflammatoire mammaire.
Nous nous appuierons pour cela sur des données de dénombrement et d’analyse de la composition
cellulaire du lait obtenues par cytométrie en flux, et des données bactériologiques obtenues par

isolement en culture ou PCR quantitative.
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Chapitre I : Etude bibliographique
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1. IMPORTANCE DES MAMMITES EN ELEVAGE CAPRIN
LAITIER

Une mammite est définie comme une inflammation de la glande mammaire. Chez les
petits ruminants, comme chez la vache, les mammites peuvent prendre différentes formes :
elles peuvent étre détectables au moment de 1’examen clinique, car elles sont responsables de
I’apparition de symptdmes majeurs, qui peuvent aller jusqu’a I’atteinte générale de I’animal.
Elles peuvent étre beaucoup plus discrétes et sans signe clinique apparent, et €tre qualifiées de
mammites subcliniques. C’est cette derniere forme qui a les conséquences les plus sérieuses a
cause de sa fréquence, et I'impact négatif qu’elle a sur I’économie des élevages caprins
laitiers. Elle représente aussi la cause la plus fréquente de réforme volontaire pour raison
sanitaire (1-3). Les mammites sont donc particulierement invalidantes dans I’espece caprine

dont I’objet principal est la production de lait.

1.1. Conséguences économiques

Les mammites caprines ont un impact économique direct via le colt total des
traitements qu’elles imposent. En effet, ces traitements sont coliteux comparativement a la
valeur de la réforme et la résolution des infections qu’ils permettent. De plus, la majorité des
traitements engendre des temps d’attente, durant lesquels le lait ne peut pas étre livré. En

conséquence, les traitements curatifs sont rarement mis en ceuvre dans cette espece.

Les mammites sont la premiere cause de réforme dans 1’espece caprine, car une chévre
atteinte de mammite produit significativement moins de lait, passant d’une moyenne de 0,98
kg de lait/traite (+/- 0.04) pour une chevre saine a 0,69 kg/traite (+/-0.04) pour une chéevre
infectée, soit une diminution de 30% environ (4). Le lait de cheévre est bien valorisé par
rapport au lait de vache avec un prix moyen de 700 euros pour 1 000L en 2016 contre 300
euros/1000L pour le lait de vache. Les conséquences économiques sont donc marquées et

moins tolérées que dans d’autres especes.

De plus, les propriétés du lait d’une chévre infectée sont différentes de celles du lait
d’une chevre saine. La concentration du lactose est significativement plus basse chez les
chevres infectées, alors que les concentrations de 1’albumine et des protéines du lactosérum

sont significativement augmentées. Une chevre saine produit aussi significativement plus de
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caillé, car la caséine est partiellement dégradée lors de mammite. Ainsi une chévre saine

donne plus de lait, et sa composition permet un meilleur rendement fromager (4).

Le lait d’une chévre infectée est significativement plus riche en cellules, ce qui pourrait
aussi poser probléme pour la transformation en fromage, car les cellules somatiques ont une
activité lipasique (5). Cependant, les processus de fabrication des fromages de chévre, comme
I’écrémage, la microfiltration et surtout 1’affinage, permettent de réduire considérablement
I’impact des fortes concentrations de cellules sur les caractéristiques biochimiques et
sensorielles des fromages (6), permettant ainsi de minimiser les conséquences de ces

altérations sur la transformation du lait de chévre.

1.2. Aspect sanitaire

En France, la quasi-totalit¢ du lait de chevre est utilisée pour la transformation
fromagere, qu’elle soit réalisée a la ferme (15%) ou par les industries agroalimentaires (85%).
Afin de mieux valoriser les produits, la France ne compte pas moins de 14 Appellations
d’Origine Protégée (AOP) pour des fromages de chévre. Or, parmi ces AOP, seuls le Picodon,
le Pouligny Saint Pierre et le Saint Maure de Touraine acceptent 1’utilisation de lait pasteurisé
dans leurs cahiers des charges (7). Pour toutes les autres AOP, la fabrication se fait
exclusivement avec du lait cru, ce qui augmente les risques sanitaires. Pour les prévenir, il
existe un seuil réglementaire défini par la directive 94/46/CEE sur la présence de
Staphylococcus. aureus, principal agent des mammites cliniques, dans le lait destiné a la
production de fromages au lait cru. En effet les germes qui sont responsables des mammites
se retrouvent dans le lait et peuvent aussi €tre néfastes pour le consommateur. L’ingestion de
toxines de S. aureus est associée a une forme de gastro-entérite qui se manifeste cliniquement
une a deux heures apres 1’ingestion, par des vomissements avec ou sans diarrhée, une douleur

abdominale, et éventuellement des tremblements et des maux de téte (8).

A titre d’exemple, en 2014, plusieurs lots de Pélardon, un fromage de cheévre produit
au lait cru avec une AOP, ont été rappelés a cause d’une contamination par E. coli. Or
I’ingestion d’E. coli peut entrainer, dans les jours qui suivent la consommation, des gastro-
entérites éventuellement hémorragiques, des douleurs abdominales et des vomissements,
accompagnés ou non de fiévre, qui peuvent étre a 1’origine de complications rénales séveres

chez I’enfant. Méme si ces colibacilles sont exceptionnellement impliqués dans 1’apparition
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des mammites, cela démontre que la maitrise de la qualité hygiénique du lait de chévre est un

vrai enjeu sanitaire.

2. GESTION DES MAMMITES EN ELEVAGE CAPRIN

2.1. Prévention des mammites

L’utilisation d’antibiotiques, par voie générale et/ou locale est trés souvent requise
pour enrayer I’infection bactérienne mammaire. Or dans le contexte actuel, I’utilisation des
antibiotiques en élevage doit étre réduite, afin de limiter la sélection de germes résistants aux
antibiotiques. Réduire 1’utilisation des antibiotiques lors d’infections mammaires chez la
chevre est donc aujourd’hui crucial ; cet objectif passe par la réduction de la fréquence de ces
infections et donc la prévention des mammites. L’hygiéne de la traite et des conditions
d’hébergement du troupeau sont des facteurs clés, tout comme le recours a la vaccination ou a

la sélection génétique d’animaux plus résistants a ces infections.

2.1.1. Mesures hygiéniqgues de la traite

La traite est une étape clef dans la transmission des infections mammaires d’une chévre
a ’autre ; les bactéries présentes dans le lait contaminent les équipements de traite et peuvent
étre échangées entre animaux par ce moyen. Une premiere mesure pour réduire ce risque,
consiste a respecter un ordre de traite. Les chevres identifiées comme infectées sont traites en
dernier. Cependant, les mammites étant quasi-exclusivement subcliniques chez la chevre, il
est difficile de détecter toutes les cheévres porteuses sans avoir recours a des examens
complémentaires. Ainsi les primipares qui sont supposées saines au début de la lactation,
peuvent par exemple étre traites les premieres. Cette mesure est d’autant plus facile a
appliquer que I’allottement des chévres est souvent réalisé en fonction de la date de mise bas,
et les primipares ont tendance a étre groupées car la mise a la reproduction se fait au méme
moment. Une réduction de la fréquence des mammites a été observée dans les élevages ayant

mis en place cette mesure (9).

Une méthode permettant de maintenir une hygiéne du troupeau optimale est la réforme
des chevres infectées. En éliminant les animaux atteints, il est possible de réduire le portage et
I’excrétion bactériens, et ainsi le risque de contamination. Cependant, le probléme du

caractere subclinique de la mammite et donc de sa détection se pose a nouveau ici, car plus la
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réforme est précoce, plus son effet est bénéfique. De plus cette mesure a un cofit trés marqué

car I’¢élevage des chévres de renouvellement et donc improductives est couteux.

Une autre mesure essentielle pour réduire les risques de transmission sont de bonnes
pratiques et la maitrise des régles d’hygieéne de la traite. Ces mesures concernent 1’hygiéne des
mains de 1’opérateur, celle des trayons et celle de la machine a traire. Concernant les trayons,
les opérations de pré- et post trempages, largement préconisées et utilisées chez la vache, sont
rarement mises en place en élevage caprin. Elles consistent en une désinfection des trayons
avant et apres la traite avec un produit iodé, et sont réalisées en série sur 1’ensemble des
animaux. Le post-trempage permet de réduire les nouvelles infections de 31,8% (10), et évite
la contamination des primipares. Ces effets bénéfiques se retrouvent particulierement en début
de lactation. Cependant, ces opérations ont un colt et surtout, elles augmentent le temps de
traite (17 min de pré-trempage pour 100 chévres environ), si elles sont correctement réalisées

(11). Pour cette raison, peu d’élevages ont recours a cette pratique.

Concernant I’entretien et I’hygiéne de la machine a traire, le nettoyage est a réaliser
apres chaque traite en respectant le temps de pause et les températures a atteindre en fonction
des produits utilisés. Une alternance dans l'utilisation de produits basiques ou acides est a
respecter. De plus, la machine doit étre révisé€e tous les ans afin de vérifier les parametres de
réglage et I'usure (12). Certains points sont particuli¢rement importants a contrdler comme
I’état des manchons en caoutchouc, la pulsation et le niveau de vide qui peuvent provoquer
des 1ésions du trayon. La salle de traite doit également €tre nettoyée apres chaque traite pour

enlever les matieres fécales comme sources potentielles de contamination.

Enfin, un facteur qui augmente la fréquence des mammites est lié a la technique de
traite, et en particulier, la surtraite. En effet, dans ce cas, la peau du trayon peut étre 1ésée et
les défenses mécaniques de la mamelle sont alors moins efficaces, car ’entrée du canal du
trayon peut ne plus étre aussi étanche. Le systetme de dépose automatique des faisceaux

trayeurs a fortement contribué a limiter ce phénomene (13).

2.1.2. Hygiene du logement

Chez la chévre, les mammites sont majoritairement dues a des staphylocoques, pour
lesquels les sources d’infections sont essentiellement cutanéo-mammaires. Il est donc
indispensable que la mamelle soit maintenue la plus propre possible. La mamelle peut étre

contaminée lors de la traite, comme décrit précédemment, mais aussi par des contaminations
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environnementales, en particulier fécales. La prévention repose donc sur I’hygiéne de ’aire de
couchage des chevres. La premiére mesure est le respect d’une densité minimale de 2 m? par
animal. En effet il a été montré chez la brebis que plus la densité augmente, plus le taux de
mammites subcliniques est élevé (14). Cette mesure est indissociable d’un paillage abondant
et d’un curage fréquent. De plus, la ventilation permet de maitriser ’hygrométrie et la
régulation de la température ambiante, et ainsi de conserver le réle absorbant de la litiere.
Dans les élevages ou la surface allouée aux animaux est insuffisante, il est en théorie possible

de jouer sur les parameétres relatifs a la ventilation (14).

Un autre facteur qui module la souillure de la mamelle est 1ié a sa conformation. Plus
la mamelle est basse et décrochée, plus grand est le risque de souillures. De plus certaines
mamelles n’ont pas une conformation adaptée aux manchons trayeurs, ce qui est a I’origine de
1ésions cutanées (Figure 1). Or, la conformation de la mamelle est un caractere a la fois tres
variable et dont 1’héritabilité est élevée. Il semble que la sélection pour la production laitiére
ait favorisé des conformations non adaptées aux machines de traite et qui augmente le risque

de mammites (15).

Figure 1: Variabilité de la conformation mammaire chez des chévres de notre étude

2.1.3. Vaccination

Chez les petits ruminants, le développement de vaccins contre les mammites a été plus
tardif que dans I’espeéce bovine ; cette vaccination cible prioritairement les staphylocoques,

qui sont les agents bactériens principaux responsables de mammites dans ces especes.

La vaccination a 1’aide de souches bactériennes inactivées est possible, mais des
¢tudes ayant évalué D’efficacité des différents protocoles sont en nombre treés réduit, en

particulier chez la chévre (1). La vaccination a I’aide d’auto-vaccins offre I’avantage d’utiliser
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une souche identique a celle a laquelle 1’¢levage est confronté. La vaccination utilisant des
souches de S. aureus et de SCN (8. epidermidis, S. simulans et S. saprophyticus) inactivées a
également été décrite (16). Chez la brebis, les résultats semblaient prometteurs avec 7,70%
d’animaux infectés par S. aureus dans le groupe vacciné contre 30,76% dans le groupe des
animaux témoins ; en outre, aucun isolat de SCN n’était recensé chez les brebis vaccinées,
alors que le groupe témoin avait 19,23% de prélevements positifs. La vaccination contre S.
aureus avec des bactéries inactivées ainsi que des anatoxines alpha et beta a été évaluée chez
la brebis. Les animaux vaccinés avaient des taux d’IgG spécifiques significativement plus

élevés 184 jours apres la vaccination (17).

Depuis 2014, un vaccin permettant « de stimuler I'immunisation active afin de réduire
lI'incidence des mammites subcliniques dues a S. aureus et aux Staphylocoques Coagulase-
Négatifs et de réduire la sévérité des signes cliniques dus aux Staphylocoques Coagulase-
Négatifs » a obtenu une autorisation de mise sur le marché en France. Il s’agit d’un complexe
d’antigenes associ¢ au biofilm et d’une souche de S. aureus hautement productrice de ce
biofilm. L’administration doit étre réalisée 5 semaines avant la date prévue de la mise-bas ,
puis 3 semaines apres la premiere injection (18). Le manque de recul quant a 1’efficacité de

cette vaccination reste toutefois important.

2.1.4. Sélection génétique

Depuis longtemps, les éleveurs choisissent les reproducteurs sur des criteres liés a la
production laitiere. Une approche encore tres peu utilisée pour réduire I’impact des infections
mammaires consisterait a sélectionner les animaux sur leur résistance génétique aux
mammites. En effet, améliorer les capacités intrinseéques de 1’hdte a résister aux infections
mammaires pourrait palier les problemes d’efficacité des vaccins et limiter ’impact des
mammites. Cette stratégie présente I’avantage d’étre durable puisque les gains de résistance se
transmettent de génération en génération. Afin d’objectiver ce critére de résistance, des études
ont utilisé le critere CCS qui est un indicateur fiable et peu coliteux permettant de qualifier le

statut sanitaire de la mamelle. De plus ce critére possede une héritabilité égale a 0,2 pour la

race Alpine (19), ce qui est relativement élevé par rapport a d’autres critéres de sélection.

L’indexation des boucs sur le critere CCS a débuté en 1998 en France (19). En 2014,
cette indexation a €té officialisée afin d’intégrer la résistance aux mammites dans les objectifs

de sélection des caprins laitiers (20). A partir de ces données, 1’Unité Expérimentale INRA de
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Bourges a mis en place deux lignées divergentes sur le critere CCS. Une lignée a été créée en
utilisant des reproducteurs dont I’index CCS était défavorable (associé a des CCS de la
descendance élevées), il s’agit de la lignée dite « CCS+ » alors que pour l’autre lignée,
’objectif était de créer des animaux avec des CCS plus basses. Par opposition a la précédente,
elle est désignée lignée « CCS-». Comme dans tous les élevages, la prévalence des mammites
subcliniques reste assez élevée a 1’Unité Expérimentale INRA de Bourges. Ainsi les deux
lignées ont été exposées en continue aux agents communément responsables de mammites.
Les premicres analyses réalisées sur ces lignées, lors des campagnes 2010 et 2011, ont montré
que les CCS des échantillons de lait de la lignée CCS- étaient significativement moins élevées
que celles de la lignée CCS+ (moyenne de 546 000 cellules/mL vs 1 384 000 cellules/mL) ; le
niveau atteint en fin de lactation par la lignée CCS- était équivalent a celui de la lignée CCS+
en début de lactation (Annexe 1). De plus, I’analyse bactériologique a montré que la
proportion d’hémi-mamelles positives était significativement plus élevée dans la lignée CCS+
(46%=3 vs 28%=3). Plus précisément, des dénombrements significativement plus grands de
S. epidermidis (+85%), S. aureus (+75%), S. xylosus (+75%) et S. caprae (+61%) ont été
identifiés dans la lignée CCS+ (Figure 2) (21). Enfin, dans une expérience comparable chez la
brebis, 48 heures post-infection par S. epidermidis ou S. aureus, les laits CCS+ ont un titre
bactérien significativement plus élevé que ceux de la lignée CCS-, alors que leur CCS sont
similaires. Les brebis CCS- semblent donc éliminer plus vite et efficacement les bactéries lors

d’infections mammaires (22).

SCS N CCS+ EFIN CCS- Effectit

—s— SCShm CCS+ —de— SCShm CCS-

10 T 100
8 T T . 20
] , T ] \ .

[ A4
4 T / . —= N 40

. < i T 3
2 - 20
0 A -0

R S A A S A S R A
\@ ‘,C)B ‘(o‘(‘a o \r& fff‘o P 2 & K p-& eggb
& = Qb_&{oc' r & & gooob T . (fo 91*0 g}ﬁ’f r,|° & g,a@df &*
" |

kA Fk Fk A Fekk

Figure 2 : Nombre de bactéries et SCS hémi-mamelle selon la lignée (*** : P<0,0001, ** : P<0,001 pour
I’effectif entre lignées) (217)
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Un certain nombre de QTL (Quantitative Trait Loci), permettant de déterminer une
part non négligeable de la variance génétique des CCS ont par ailleurs été identifiés. Trois
régions semblent particulierement intéressantes chez la chevre. Elles se situent sur les
chromosomes 16, 19 et 21 (23); méme si des QTL impliqués dans la résistance aux
mammites sont plus ou moins présents sur tous les chromosomes (24). Ainsi I’exploration de
ces régions du génome, permettrait d’affiner la sélection, effectuée actuellement sur le

phénotype CCS.

Chez la brebis, lors d’infection expérimentale par S. epidermidis ou S. aureus, 52
genes au total avaient une expression différente entre la lignée CCS+ et la lignée CCS-. Ces
genes étaient associés a la réponse inflammatoire, a I’adhésion des leucocytes, a la migration
cellulaire et a des voies de transduction du signal. En particulier, le géne codant pour le
récepteur TLR2 était surexprimé dans les cellules somatiques du lait de la lignée CCS-. Ce
récepteur est fortement impliqué dans la détection des bactéries responsables des mammites
chez les petits ruminants, ce qui pourrait accroitre 1’efficacité¢ de la réponse (25). D’autres
genes indiquaient que la diapédese semblait tre plutot favorisée chez les brebis de la lignée
CCS-, méme si ce résultat ne se traduit pas par une augmentation des CCS dans le lait de ces
brebis a la suite de I'infection (25). La différence entre I’expression génique des cellules
dendritiques a aussi été explorée. Il n’existait pas de différence dans I’expression du geéne
codant pour le récepteur TLR2, mais I’activation de la voie du complément dans les cellules
dendritiques était supérieure chez la lignée CCS- (26). Enfin il semble que la différenciation
des cellules T régulatrices soit favorisée dans les cellules dendritiques des brebis de la lignée
CCS- (26). Concernant le recrutement des neutrophiles, I’interleukine 8 qui a un fort pouvoir
d’attraction des neutrophiles, serait plus exprimée dans les cellules épithéliales mammaires
des brebis de la lignée CCS+ (22). On ne sait toutefois pas si ces données sont transposables

a la chévre.

2.2. Détection des mammites

La prévention vis-a-vis des mammites n’étant pas absolue, il est important de détecter
un animal atteint le plus précocement possible. Plus le délai entre 1’infection et le traitement
est court, meilleure sera ’efficacité curative. En effet, si le délai est trop long, I’infection peut
causer des lésions irréversibles dans le parenchyme mammaire, dans lequel la bactérie se

trouve hors d’atteinte des molécules anti-infectieuses. Les mammites caprines ne sont
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cependant pas faciles a diagnostiquer, car elles sont en grande majorité subcliniques. Il existe

aujourd’hui plusieurs techniques de détection, qu’elles soient indirectes ou directes.

2.2.1. Méthodes indirectes

2.2.1.1. Méthodes basées sur le comptage des cellules somatiques

Une mamelle saine chez la cheévre héberge un petit nombre de cellules immunitaires
résidentes. Lorsque l’inflammation mammaire apparait, quelle que soit son origine, les
défenses immunitaires mises en place par I’organisme sont associées a une mobilisation des
leucocytes dans le parenchyme mammaire, dont une partie d’entre eux est retrouvée dans le
lait ; leur dénombrement permet de suivre indirectement 1’état de santé de la mamelle (27).
Les cellules somatiques sont constituées de neutrophiles, de macrophages et de lymphocytes,
mais aussi de cellules épithéliales, qui en raison d’un renouvellement permanent, desquament

et se retrouvent dans le lait.
2.2.1.1.1. California Mastitis Test (CMT)

Cette technique semi-quantitative repose sur une estimation visuelle de la quantité de
cellules somatiques dans le lait. Ce test est effectué a 1’échelle de chaque hémi-mamelle, par
I’¢éleveur lui-méme, apres avoir prélevé les premiers jets de lait, qui sont particulierement
riches en cellules. Il s’agit d’ajouter un volume d’un agent tensioactif, 1’alkyl-aryl-sulfonate
de sodium (Teepol®) a un volume équivalent de lait. Il lyse les membranes cellulaires, ce qui
libere I’ADN cellulaire, qui forme alors un réseau englobant globules gras et micelles de
caséine. La viscosité du mélange est proportionnelle a la quantité d’ADN, qui est lui-méme

proportionnel au nombre de cellules présentes dans 1’échantillon (28).

Les résultats sont classés en 5 catégories : « 0 », « Traces », « 1 », «2 » et « 3 »
(Annexe 2). Chez la chevre, I’interprétation doit étre plus souple que chez la vache, car le lait
est physiologiquement plus riche en cellules somatiques, notamment en cellules épithéliales.
Ainsi en considérant les notes « 0 », « Traces » et « 1 » comme des réactions négatives, la
sensibilité est, selon les études, de 47 a 51%, et la spécificité de 73 a 88%, en prenant la
bactériologie conventionnelle comme référence (29, 30). Le CMT est donc assez fiable pour
exclure une suspicion d’infection intra-mammaire, mais insuffisamment sensible pour
dépister les mammites. Il s’agit donc d’un test utile a I’éleveur, par sa rapidité et sa simplicité

de réalisation, ainsi que par son colit qui est faible, dans le but de sélectionner des chevres a
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traiter. Il reste cependant subjectif, car assez fortement dépendant de la lecture et de son

interprétation par 1’opérateur.

2.2.1.1.2. Comptage microscopique par méthode colorimétrique

Il s’agit de la technique de référence proposée par la Fédération Internationale des
Laiteries (FIL). Dix microlitres de lait sont étalés sur 1 cm?, puis une coloration au bleu de
méthyléne ou au colorant de Levowitz-Weber est appliquée. Les cellules sont alors comptées
dans 100 champs avec un microscope a immersion (31). Cette technique quantitative est donc
longue, laborieuse a mettre en ceuvre et au-dela d’un maximum de 2 millions de cellules/mL.,
la lecture devient quasiment impossible (32). De plus, ces colorations teignent indifféremment
les cellules et les particules cytoplasmiques, ce qui tend a surestimer les concentrations
cellulaires, particuliecrement chez la cheévre pour qui, les particules cytoplasmiques
représentent une part non négligeable des cellules somatiques du lait en raison du mode

apocrine de la sécrétion.

2.2.1.1.3. Comptage électronique des particules (type Coulter
Counter)

Cette technique compte le nombre de particules contenues dans le lait grice a
I’émission d’une impulsion €lectrique, proportionnelle a leur volume, qu’elles déclenchent en
passant entre les deux é¢lectrodes du compteur. Afin d’¢éliminer les bactéries du comptage,
I’appareil est calibré de fagon a ne compter que les éléments dont le diamétre est supérieur a
S5um. Cependant cette limite basse n‘élimine pas les globules gras et les particules
cytoplasmiques du comptage. Or la sécrétion du lait est apocrine chez la chevre,
contrairement a la vache ou a la brebis (Figure 3). Ceci a pour conséquence la présence
physiologique de particules cytoplasmiques dans le lait, qui sont anucléés et ne doivent pas

étre prises en compte dans 1’évaluation de la CCS.
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Figure 3 : Comparaison des modes de sécrétion du lait de la chévre et de la brebis (33)

Ainsi, le détachement d’une fraction de la cellule est a I’origine d’une grande quantité
physiologique de débris cellulaires dans le lait (34, 35). Ces particules cytoplasmiques sont
anucléées et ne doivent pas étre prises en compte dans 1’évaluation de la CCS. La CCS du lait
de cheévre est donc trés largement surévaluée par la technique Coulter Counter, qui bien que

facile a mettre en ceuvre, n’est plus utilisée depuis plus de 20 ans dans I’espéce caprine (28).

2.2.1.1.4. Comptage par cytométrie en flux (type Fossomatic®)

Contrairement au Coulter Counter, ce type d’automate ne compte que les éléments
nucléés grace a une coloration spécifique de ’ADN au bromure d’éthidium. Les noyaux
colorés émettent une fluorescence rouge, convertie en signal électrique, lorsqu’ils sont
éclairés par un faisceau lumineux de lumiére bleue (400-570 nm). Les bactéries et les
éléments anucléés ne sont pas comptés, car I’ADN des bactéries ne renvoie pas un signal
fluorescent d’intensité suffisamment forte pour étre pris en compte (36). Cette méthode ne
permet pas de différencier les types cellulaires, mais elle est particulierement indiquée pour le
lait de chevre, ou il est essentiel ne pas prendre en compte les débris engendrés par la
sécrétion apocrine. Les valeurs de la CCS par cette méthode sont ainsi jusqu’a 2 fois plus

faibles qu’avec la technique précédente qui compte toutes les cellules nucléées (37).

De plus cette méthode est précise. Une étude, réalisée sur du lait de brebis, a comparé
la méthode Fossomatic® avec la microscopie directe et a montré que la corrélation entre les
deux méthodes de comptage était comprise entre 97,2 et 99,6%, a condition que les
prélevements soient correctement conservés (38). Le calibrage des appareils garantit une
fiabilité des résultats de CCS dans une gamme allant de 0 a 1 800 000 cellules/ml (22). 1l

semble toutefois étre important de calibrer 1’appareil avec du lait de chévre afin que les
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valeurs ne soient pas surestimées (39, 40). Le colit d’une mesure est relativement faible (entre
0,5 a 2 € / échantillon) et les CCS sont généralement mesurées dans le cadre du controle
laitier officiel, ce qui facilite la démarche. De plus elle est rapide, car elle compte plus de
10,000 cellules par seconde, ce qui permet d’avoir une méthode fiable et beaucoup moins

laborieuse et subjective que la microscopie (41).

2.2.1.1.5. Cytométrie en flux basée sur la fluorescence

La cytométrie en flux permet de différencier les populations de cellules au sein d’un
échantillon. Elle repose sur la mesure simultanée de plusieurs caractéristiques physiques
d’une cellule. Pour cela, les cellules sont amenées au centre de la buse de mesure et alignées
les unes derriére les autres au moyen du systeme de centrage hydrodynamique de 1’échantillon
(Annexe 3). Elles défilent alors a trés grande vitesse dans un flux laminaire, et sont excitées
une a une par un faisceau lumineux. Les différents signaux optiques émis par la cellule
doivent alors étre focalisés, séparés, puis acheminés vers des systemes de détection,
photomultiplicateurs ou photodiodes. Ils sont pour cela, sélectionnés par différents circuits
optiques, composés d’une alternance de miroirs et de filtres. Le signal lumineux recueilli
frontalement au laser par diffusion a travers la cellule, renseigne sur la taille relative de celle-
ci (Forward Scatter = FSC). Le signal lumineux diffracté, recueilli a 90°, renseigne sur la
structure intracellulaire et la granularité (Side Scatter = SSC) (Annexe 4). Ainsi, la mise en
relation de ces deux informations permet une premiere séparation des différentes populations

de cellules du lait (42) (Figure 4).
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Figure 4 : Répartition des cellules contenues dans le lait d’une chévre de notre étude en fonction de leurs SSC et
de leurs FSC
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Cependant, 1’identification des cellules du lait seulement basée sur les signaux FSC et
SSC, c’est-a-dire la taille et la granularité, est difficile a cause d’une trop grande proximité de
leurs caractéristiques dans le lait. De plus, des débris peuvent interférer avec les mesures.
Aussi il est nécessaire d’ajouter un ou plusieurs marquages fluorescents avec des anticorps
monoclonaux vis-a-vis de marqueurs de surface, ou bien de marquer les acides nucléiques
ADN/ARN pour différencier les différents types cellulaires (43—46). Ces données sont donc
des informations supplémentaires, sur chaque cellule, ce qui permet de les reconnaitre plus
spécifiquement, voire de savoir si elles sont vivantes (Figure 5). Il reste tout de méme
quelques confusions entre certains types cellulaires, particulierement entre les lymphocytes et

les neutrophiles morts en cas d’infection.
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Figure 5 : Données FACS du lait d’une chévre de notre étude, obtenues apres
marquage par SYTO 13®

Pour I’espece bovine, il a été montré que la spécificité de cette méthode était supérieure
a la méthode Fossomatic® (83% contre 45%), mais que sa sensibilité était similaire (100%

contre 92%) (47). 1l est donc intéressant d’évaluer cette approche dans 1’espéce caprine, afin

de déterminer les critéres de diagnostic applicables a cette espece.
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2.2.1.2. Autres méthodes

2.2.1.2.1. Conductivité électrique

La mesure de la conductivité électrique du lait est un test de dépistage tres utilisé pour
I’espece bovine, pour laquelle il est quelquefois intégré directement a 1’équipement de traite.
Au contraire, il est trés peu utilisé chez les petits ruminants. La technique repose sur la
propriété d’un corps ou d’une substance a transmettre le courant électrique. Ainsi, a une
température donnée, tout changement de la nature et/ou de la concentration en ions provoque

une modification de la conductivité.

Or, lors d’inflammation mammaire, les concentrations en lactose et en ions potassium
dans le lait diminuent, alors que celles du sodium et du chlore augmentent, ce qui entraine une
augmentation de la conductivité électrique du lait. Ces variations sont principalement dues
aux dommages cellulaires, notamment au niveau des jonctions serrées des cellules
¢épithéliales, a I’augmentation de la perméabilité des vaisseaux sanguins, ainsi qu’a 1’altération

du systeme de pompage ionique (48, 49).

Les publications relatives a I’impact des mammites sur la conductivité électrique du lait
restent peu nombreuses et parfois contradictoires pour 1’espeéce caprine. Le seuil de
conductivité du lait le plus fiable pour considérer une chévre comme infectée a été €tabli a
5,20 mS/cm (avec une sensibilité de 70% et une spécificité de 50%). Cependant, il existe
d’importantes variations de la conductivité du lait liées a des facteurs autres que I’infection
mammaire (49). Ainsi le rang de lactation, la race, I’intervalle entre les traites, le stade
physiologique, la composition du lait ou encore la température peuvent considérablement

faire varier la conductivité du lait (50).

2.2.1.2.2. Méthodes de dosages

Certaines méthodes, plus ou moins utilisées dans I’espéce bovine, ne sont encore utilisées

qu’a titre expérimental ou tres exceptionnellement dans I’espéce caprine.

Le dosage des protéines de la phase aigué€ dans le lait est étudié¢ dans I’espéce bovine, et
particulicrement celui de la M-SAA3 qui est un isomere de la Sérum Amyloide A. Une
corrélation significative entre les concentrations en M-SAA3 du lait et les CCS a été montrée,

bien que la spécificité¢ de cette méthode ne soit pas optimale, car ’augmentation de cette
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protéine est présente quel que soit le type d’inflammation (51, 52). L’alphatrypsine est une
autre protéine dont la concentration dans le lait augmente conjointement a celle de la
perméabilité vasculaire lors d’inflammation. Cependant, son augmentation n’est significative
que lors de mammite clinique, ce qui en fait un mauvais marqueur chez la chévre, puisque les
mammites sont principalement subcliniques (53). La lactoferrine est quant a elle une
glycoprotéine synthétisée dans la glande mammaire, qui présente des propriétés
antibactériennes. Elle est significativement plus présente dans les laits des vaches infectées
(54), et semble permettre une meilleure distinction entre mamelle infectée et non infectée
comparativement aux CCS et a la N-acétyl-B-D-glucosaminidase (55-57). Cependant, le stade
de lactation et la parité affectent de maniére significative la concentration en lactoferrine dans

le lait, et trop peu d’études ont été réalisées pour I'utiliser comme méthode de diagnostic

actuellement (56).

La détermination de I’activité de certaines enzymes dans le lait peut aussi étre explorée.
Certaines enzymes témoignent de la lyse cellulaire lors d’un processus inflammatoire. La N-
acétyl-B-D-glucosaminidase (NAGase) est une enzyme cytoplasmique produite par les
cellules épithéliales et les neutrophiles durant la phagocytose ; elle est libérée lors de la lyse
de ces cellules (58). Plusieurs études réalisées chez la chévre ont montré que 1’augmentation
de son activité était corrélée au rang de lactation ; mais surtout a la présence d’une
inflammation mammaire, particuliérement lorsqu’elle était due a un agent pathogéne majeur
(583, 57, 59). La NAGase semble donc un marqueur prometteur de I’infection mammaire chez
la chevre. La B-Glucuronidase, produite par les phagocytes, est considérée comme un
parametre tres sensible et treés efficace pour le dépistage des mammites subcliniques chez la
vache (60, 61). La Lactate Déshydrogénase (LDH), contenue dans les cellules sanguines, est
utilisée en routine et en ligne dans I’espece bovine. En effet, son activité dans le lait augmente
lors d’inflammation, car la perméabilité vasculaire est augmentée, et de nombreux leucocytes
présents dans le tissu mammaire sont lysés. Ainsi plusieurs études montrent un lien
significatif entre une augmentation de 1’activité de cette enzyme dans le lait et la présence
d’une mammite subclinique chez la cheévre (62, 63). La lactoperoxydase, synthétisée
essentiellement par les neutrophiles, a une activit¢ dont [’augmentation semble
significativement corrélée a celle des CCS chez la chevre (64). Cependant, concernant les
trois derniéres enzymes, trop peu d’études sont disponibles pour 1’espece caprine, et il est

impossible de conclure quant a leur fiabilité et leur intérét pour la détection des mammites.
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Les méthodes indirectes de détection des mammites chez les ruminants sont donc
nombreuses. Chez la chevre, les plus communément utilisées, - celles pour lesquelles les
études sont les plus nombreuses -, sont la détermination des CCS et le CMT. Ces méthodes de
dépistage sont cependant fortement influencées par des facteurs non infectieux qui peuvent
biaiser les résultats. Une approche pourrait donc étre la combinaison de plusieurs tests de
dépistage, tels que les CCS, la lactoferrine et la NAGase, tout en prenant en compte les

facteurs de variation non infectieux majeurs comme le stade de lactation et la parité (28).

2.2.2. Bactériologie du lait

Le diagnostic des infections mammaires a ’aide de la bactériologie est considéré
comme étant la meilleure mesure de détection des mammites, s’il est réalisé régulierement et
sur toutes les mamelles (65). Il permet d’identifier les mammites cliniques, les mammites
subcliniques mais aussi de connaitre 1’agent pathogéne impliqué, grace a quoi, le vétérinaire
peut mettre en place le traitement et les mesures de gestion les plus adaptés. Son cofit reste
toutefois supérieur au comptage cellulaire ; c’est pourquoi il n’est pas utilisé en routine, outre
des contraintes de mise en ceuvre. De plus, il faut étre tres vigilant lors du prélevement qui
doit étre réalis¢ dans les meilleures conditions d’asepsie possible, afin d’éviter une

contamination extérieure des échantillons de lait.

2.2.2.1. Méthode conventionnelle

Il s’agit de la technique de référence (59), dont le protocole a été établi par le National
Mastitis Council (66). Elle permet d’identifier I’espece bactérienne mais aussi d’avoir une
estimation de la quantité de bactéries présente dans I’échantillon. Pour cela, une fraction de
I’échantillon est étalée sur un milieu ol les bactéries sont susceptibles de se développer et de
se multiplier pour former des colonies ; le plus souvent, il s’agit d’une gélose au sang de
mouton. Le nombre d’Unités Formant Colonies (UFC) visibles sur la gélose peut alors étre
déterminé. Cependant, on ne peut compter que 200 colonies au maximum sur une boite de
Pétri, car au-dela les colonies sont trop proches les unes des autres pour €tre dénombrées.
Cette méthode ne permet pas d’isoler les mycoplasmes, pour lesquels la méthode a utiliser est

plus complexe et la culture plus longue.

Cependant, chaque bactérie présente dans 1’échantillon ne va pas systématiquement se

multiplier pour donner une colonie ; certaines vont mourir ou ne se multiplieront pas
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suffisamment pour étre visible. En effet, une inhibition de la croissance peut étre causée par
une diminution du pH due a la fermentation de la flore contaminante (67). D’autres facteurs
peuvent plus couramment étre a 1’origine de résultats faussement négatifs, tels qu’une
antibiothérapie, une infection a germes intracellulaires, une excrétion intermittente et/ou en
faible quantit¢ d’un autre agent pathogene, une interaction avec les enzymes du lait ou une
méthode bactériologique inadaptée. Ainsi le dénombrement est souvent largement sous-

estimé.

A partir d’une colonie, il est également possible d’identifier I’espece bactérienne grace
a des galeries constituées d’une série de tests biochimiques. En testant le type de colonie

majoritaire sur la gélose, on peut ainsi déterminer I’espéce dominante dans 1’échantillon.

Le risque d’un résultat faussement positif a la suite d’une contamination de
I’échantillon doit aussi étre considéré. Ainsi, certaines études ont proposé 1’isolement de
I’agent pathogeéne dans deux échantillons de lait consécutifs au minimum et espacés d’au
moins 24 heures (68) ou 1’association de la bactériologie conventionnelle a une numération
cellulaire (69) pour considérer que I’infection est effectivement présente et réduire le risque
de faux positifs. De plus, le délai pour ’obtention des résultats est long a cause du temps
d’incubation nécessaire a la croissance des colonies sur la gélose qui est d’au moins 24-48

heures.
2.2.2.2. Méthode moléculaire par PCR quantitative

La bactériologie moléculaire repose sur des techniques de Polymerase Chain Reaction
(PCR) et permet de donner une information quantitative sur la présence de bactéries, dont les
mycoplasmes, dans 1’échantillon. La technique de PCR quantitative (qPCR) repose sur
I’amplification par polymérisation de I’ADN spécifique a une bactérie ou a une famille de
bactéries. Avant d’utiliser la PCR, I’ADN doit étre extrait a partir de I’échantillon de lait car
celui-ci posseéde des substances pouvant inhiber la réaction de polymérisation (70). Cet ADN
est placé dans un thermo cycleur ou il va étre amplifié. La multiplication des séquences cible
d’ADN est exponentielle, car les séquences d’ADN dupliquées, appelées amplicons, au cours
d’un cycle servent de base de duplication aux cycles suivants. Durant cette phase de
duplication un marqueur chimique fluorescent se fixe aux amplicons. La fluorescence
mesurée a la fin de chaque cycle est proportionnelle a la quantité d’amplicons générés.

L’analyse de I’amplification consiste a déterminer aprés combien de cycles, le signal est
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significativement supérieur a un seuil fixé de facon arbitraire ; ce cycle nommé Ct pour cycle
threshold est celui ou la fluorescence est statistiquement et significativement plus élevée que
le bruit de fond (71) (Figure 6). Plus un échantillon est initialement riche en ADN cible,
moins le nombre de cycles nécessaire pour atteindre ce seuil est grand, donc plus le Ct sera
faible. La valeur du Ct peut donc étre traduite en un résultat quantitatif en comparant les
valeurs de Ct obtenues avec celles d’'une gamme dont la quantit¢ de chaque point a été

préalablement déterminée (72).
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Figure 6 : Exemple de la détermination du Ct en fonction de la fluorescence et du
nombre de cycles d’amplification

Il s’agit d’une méthode tres sensible, spécifique car basée sur 1’identité génétique de
I’agent pathogene et qui est rapide. En effet, I’analyse d’un échantillon ne prend que 3 a 4h
avec les trousses commerciales (73). De plus cette méthode est pratique, car elle fonctionne
aussi a partir d’échantillons ayant été congelés ou si on a eu recours a des agents de

préservation (74).

L’inconvénient de cette technique est qu’elle ne permet de détecter qu’un nombre limité
de types bactériens. Pour les échantillons de lait de vache, la détection de 11, voire 19 especes
bactériennes simultanément est actuellement possible. Cette trousse semble avoir une
meilleure sensibilité que la bactériologie conventionnelle (89% des échantillons positifs
contre 77%) mais le risque de faux positifs en raison d’une contamination est trés élevé (75).
Une étude chez les petits ruminants a donné des résultats similaires entre la bactériologie
conventionnelle et cette trousse, dans 98,9 % des échantillons (69). Cela tient probablement a
la nature des germes responsables des mammites chez les especes de petits ruminants qui sont
majoritairement des stahylocoques ou des streptocoques et plus rarement des pasteurelles.

Enfin, pour palier au risque élevé de faux positifs, di a la trés grande sensibilité de cette

31



technique, il est particuliérement important d’éviter toute contamination extérieure au moment

du prélevement et de la manipulation des échantillons (69, 76).

3. EPIDEMIOLOGIE DES MAMMITES CHEZ LA CHEVRE

3.1. Prévalence des infections intra-mammaires et des germes isolés

3.1.1. Prévalence des mammites cliniques et les germes

responsables

Dans I’espéce caprine, les mammites cliniques sont habituellement sporadiques ; leur
prévalence globale n’excéde généralement pas 5% dans un troupeau considéré comme sain
(77, 78). La majorité des mammites cliniques sont dues a des staphylocoques exprimant la
coagulase, dits coagulase-positifs (SCP), et en particulier a S. aureus dans 30 a 80% des cas

de mammites en fonction des études publiées (1, 78-81).

Dans moins d’un pourcent des ¢élevages, des €pisodes épizootiques ou enzootiques dus
a S. aureus, et plus rarement a Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus fumigatus, S. uberis, S.

suis sont possibles. Dans ce cas la morbidité peut alors dépasser 50% de 1’effectif total (77).

Contrairement a 1’espéce bovine, la prédisposition aux mammites cliniques n’est pas
plus forte en peripartum dans I’espece caprine. L’incidence est maximale apres 2 a 3 mois de
lactation. Les mammites cliniques dues aux staphylocoques ou aux streptocoques persistent

alors souvent pendant longtemps dans la mamelle sous une forme subclinique (1, 77, 82, 83).

3.1.2. Prévalence des mammites subcliniques et des germes

assocCiés

Les études divergent a propos de la prévalence des agents pathogeénes associés aux
infections mammaires chez la chévre (Annexe 5). En effet, les conditions d’¢levage, la saison,
la race, les techniques de prélévement et d’analyse influencent grandement les résultats
obtenus. Cependant la majorité des études converge pour classer les staphylocoques comme
les agents infectieux principaux, avec une prévalence pouvant aller jusqu’a 97,6% (82). Lors
d’infections subcliniques, les Staphylocoques Coagulase Négatifs (SCN) sont les premiers
incriminés, avec une incidence moyenne de 61,1% (SD =23,3) dans les études. Viennent
ensuite les SCP avec une prévalence moyenne de 18,6% (SD =16,3), qui est beaucoup plus

faible que celle des SCN, mais aussi treés variable d’une étude a 1’autre. Contrairement a
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I’espéce bovine, la prévalence des infections dues a des bactéries a Gram négatif, des
streptocoques et des mycoplasmes est faible mais assez fluctuante selon les études. Enfin on
remarquera que dans quelques études récentes, la prévalence de Corynébactéries est tres

élevée, allant de 31,5% a 57,6% (83-85).

3.2. Présentation des bactéries responsables des mammites caprines

3.2.1. Les Staphylocoques

Ce sont des coques a Gram positif, commensales de la peau et des muqueuses de
I’animal et de ’homme. On peut les diviser en deux sous-groupes différenciés par la présence

ou I’absence de I’activité coagulase.

3.2.1.1. Les Staphylocoques Coagulase Positifs (SCP)

Dans I’espece bovine, une étude sur 177 échantillons de lait contenant un SCP a
montré que 97% des isolats étaient identifiés comme Staphylococcus aureus, 2% comme
Staphylococcus intermedius et 1% comme Staphylococcus hyicus (86). Dans le cas des
mammites caprines, I’espeéce aureus domine que ce soit par sa prévalence ou son importance
clinique. Elle peut provoquer des mammites chroniques, aigues, ou gangreneuses dans les cas
les plus séveres. S. aureus posséde de nombreux facteurs de virulence. La sécrétion
d’exopolysaccharides forme une barriere protectrice lui permettant de mieux échapper a la
réponse immunitaire, et méme a certains traitements antibiotiques. De plus, S. aureus produit
de nombreuses toxines, responsables d’importantes lésions cellulaires et tissulaires : les
hémolysines alpha, beta et delta qui sont détectées avec une forte prévalence chez la cheévre
(80), les leucotoxines qui sont sécrétées en quantité plus grande chez les petits ruminants que
chez la vache (87), et les entérotoxines, thermostables et responsables de rares cas
d’intoxication alimentaire chez I’homme (88). D’autres SCP sont plus rarement isolés chez les
chevres. 11 s’agit de S. hyicus et S. intermedius (89-92). Ils sont principalement responsables
de mammites cliniques (93). La prévalence de S. hyicus peut étre assez élevée dans les
élevages ou il est isolé, atteignant 9% a plus de 14% des échantillons positifs (89, 90), alors
que celle de S. intermedius reste faible, avec moins de 4%, dans les études publiées ou il a été

isolé (90, 91).
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Ce sont les principaux agents des mammites subcliniques chez la chevre

3.2.1.2. Les Staphylocoques Coagulase Négatifs (SCN)

Tableau I : Distribution des principales especes de SCN isolées dans les études publiées

Auteur

Pays

Année

Cp

Ech Tot

% I[IM SCN

S. caprae

S. epidermidis
S. chromogenes

S. simulans

S. xylosus

S. warneri

S. capitis

S. hominis

S. lentus

S. haemolyticus
S. sciuri

S. arletae

S. lugdunensis
S. saprophyticus
S. cohnii

S. intermedius

De Deinh Contre  Contre  Merci Baudr Leitne Da Moron Leitne  Aulrich Koop Marog

Cremo oferet raset ras et er et yetal. retal. Silva ietal. retal. et etal. naet

ux Pernt-  al. al. al. (59) etal. (96) Barth (83) al.

(82) haner  (89) (95) (91) (10) (80) (97) (98) (90)
(94)

France  Autr. Esp. Esp. France  France Israél Brésil Italie Israél All. Pays- Italie

Bas

1995 1995 1995 1997 1998 2000 2004 2005 2005 2007 2008 2012 2012

144 204 188 131 230 222 500 223 305 377 - 530 1388

8 3 10 4 5 1 10 29 5 3 1 5 31

5905 2243 369 1834 457 2220 1000 - 4571 754 342 2854 -

95,2 74,6 66,7 76,2 79,9 87,3 85,0 - 80,2 60,2 - 30,8 54,9

24,6 20,0 25,0 11,7 21,7 36,9 43,7 8,5 15,7 18,5 2,0 34,7 27,0

32,8 39,2 22,7 5,0 34,1 5,3 24,9 - 38,9 32,6 60,8 20,1 34,9

2,29 1,6 13,6 25,0 13,7 14,9 10,7 5,8 17,8 18,5 - 4,4 4,7

21,12 10,8 - 5,8 5,8 7,4 17,3 4,0 9,6 30,4 17,6 15,7 7,9

5,09 2,0 6,8 25,8 4,9 9,2 3,4 3,6 2,1 - 19,6 12,8 3,9

- 0,8 2,3 8,3 1,3 4,6 - 6,3 14,0 - - 0,9 2,6

- 3,2 9,1 10,0 1,3 8,9 - 28,6 - - - 0,9 -

7,89 1,6 2,3 2,5 2,2 - - - - - - - 1,2

0,25 15,6 - 4,2 2,7 9,2 - - - - - 0,6 0,6

- - 4,5 0,8 0,4 - - - - - - 4,4 -

- 0,8 - 0,8 0,4 - - 2,2 - - - - 0,6

- 1,2 2,3 - - 3,5 - - - - - 1,2 -

5,09 2,8 - - 6,6 - - - - - - - -

- 0,4 - - 0,4 - - - - - - - -

0,76 - 2,3 - - - - - - - - 0,3 -

- - - - 3,5 - - - - - - - 2,0
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S. kloosi - - - - 0,9 - - - - - - -

S. croceolyticus - - - - - - - - - - - 1,2
S. auricularis - - - - - - - - - - - 0,6
S. gallinarum - - - - - - - - - - - 0,6

Cp : nombre de cheévres ; E : nombre d’élevage ; Ech Tot : nombre d’échantillons prélevés ; Ech pos SCN : nombre
d’échantillons positifs en SCN ; % IIM SCN : pourcentage d’lIM dues a des SCN ; SCN id. : nombre d’échantillons ou I'espéce
de SCN a été identifiée ; % SCN id. : pourcentage de SCN identifiés.

All. : Allemagne, Esp. Espagne, Autr. Autriche

Le pouvoir pathogeéne des SCN est en partie 1i¢ a des hémolysines produites par 60 a
80% des souches (1, 80). Il est trés variable d’une souche a [’autre, et provoque
majoritairement des infections subcliniques chez la chevre. D’apres les études répertoriées
dans le Tableau I, les principales espéces mises en jeu sont S. caprae, et S. epidermidis,
représentant souvent a eux deux la moitié des SCN identifiés. Viennent ensuite : S. simulans,
S. chromogenes et S. xylosus. Les prévalences sont toutefois extrémement variables d’une

étude a I’autre et méme entre deux élevages d’une méme région et d’une méme étude (96).

3.2.2. Les autres bactéries

3.2.2.1. Les Streptocoques

Ce sont des coques a Gram positif qui font partie des agents pathogenes majeurs des
mammites caprines, c’est-a-dire qu’ils provoquent essentiellement des mammites cliniques.
Contrairement a 1’espece bovine, leur prévalence est faible dans 1’espece caprine. Leur
présence souligne en général un probléme environnemental, particulierement dans les
élevages ou la litiere est souillée. Les streptocoques les plus fréquemment rencontrés sont S.

uberis et S. suis, alors que S. agalactie et S. dysgalactiae ne sont que rarement isolés chez la

chévre (99).

3.2.2.2. Les Corynébactéries

Ce sont des bacilles a Gram positif, qui peuvent causer des mammites caprines
subcliniques, dont la prévalence est généralement faible. Dans des études récentes leur
prévalence est cependant plus élevée dans quelques troupeaux, et une relation entre

production laitiere élevée et infection par Corynebacterium bovis a été mise en évidence (83).
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3.2.2.3. Les Entérobactéries

I1 s’agit de bacilles a Gram négatif. E. coli est le principal agent incriminé au sein de
cette famille d’agents pathogeénes majeurs, provoquant donc majoritairement des mammites
cliniques. Leur prévalence reste toutefois faible dans 1’espéce caprine a cause notamment de
la conformation du trayon, dont le canal est plus étroit et donc défavorable a la contamination
ascendante et a des féces plus séches que chez les bovins. D’autres espéces telles que Proteus

mirabilis, Klebsiella pneumoniae et Serratia marcescens sont rarement isolées (79, 89).

3.2.2.4. Les autres bactéries a Gram négatif

Pseudomonas aeruginosa est le second agent a Gram négatif impliqué dans les
mammites caprines apres E. coli. 1l est psychotrophe et responsable a la fois de mammites
cliniques et subcliniques (95). Dans certaines études, on peut aussi retrouver Mannheimia

haemolytica (89).

3.2.2.5. Les mycoplasmes

Contrairement a la brebis ou seul M. agalactiae est responsable de mammites, trois
autres especes sont aussi mises en cause chez la chevre, avec toutefois une importance
moindre. Il s’agit de M. mycoides subsp. capri, M. capricolum subsp. capricolum et M.

putrefaciens (100, 101).

Les mycoplasmes sont responsables d’infections chroniques assez peu
symptomatiques. Cependant lors de flambées épizootiques, ils peuvent provoquer une
diminution brutale de la production de lait, et une importante modification de sa composition,

engendrant des pertes financiéres trés importantes pour 1’éleveur (100).

Contrairement aux autres mammites caprines provoquées par les autres bactéries, qui
sont quasi-exclusivement transmises par voie ascendante, les mycoplasmoses sont des
maladies systémiques. Elles peuvent donc provoquer des mammites bilatérales, qui sont

souvent associées a des arthrites et des conjonctivites (101).

3.3. Le Virus de I’Arthrite-Encéphalite Caprine (CAEV)

Le CAEV est un lentivirus dont ’ADN proviral est intégré a I’ADN des monocytes.
Les animaux infectés le sont a vie et la prévalence a 1’échelle des troupeaux serait de pres de
50% (102). Chez I’adulte, le tableau clinique comprend principalement une mamelle indurée
avec diminution de la production laitiere, des arthrites et des troubles pulmonaires.
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L’infection par le CAEV induit une augmentation du nombre de cellules dans le lait des
chevres indemnes de mammite bactérienne, qui peut donc étre confondue avec une mammite
bactérienne (103, 104). De plus, certains auteurs ont identifié le CAEV comme un facteur
favorisant les mammites bactériennes (105), alors que d’autres ont montré qu’il n’y avait pas
d’impact de cette infection (106). Enfin, ’augmentation de la CCS, lors d’une infection intra
mammaire bactérienne serait tres significative chez les chevres séronégatives (p<0.01), alors

que ce n serait pas le cas chez les chevres séropositives (103).

4. PHYSIOPATHOLOGIE DES MAMMITES CAPRINES

4.1. Les défenses vis-a-vis des infections mammaires

Pour la prévention des infections bactériennes, deux types de défense sont présentes dans
la mamelle. Les défenses non immunitaires permettent de prévenir I’entrée du germe dans la
mamelle. Si celles-ci sont dépassées, les défenses immunitaires entrent en jeu afin d’éviter la

multiplication de I’agent pathogéne et de 1’éliminer.

4.1.1. Défenses anatomiques

Les protections non immunitaires de la mamelle sont treés efficaces. Pour comprendre

leur rdle, il faut revenir a I’anatomie de la mamelle (Figure 7).
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Figure 7 : Coupe sagittale de la glande mammaire de la chévre (107)
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La mamelle est soutenue par un tissu conjonctivo-élastique latéral lui permettant de
rester verticale et relativement haute, ce qui évite le contact avec le sol et les souillures. Elle
est constituée de deux hémimamelles indépendantes, séparées médialement par un septum
conjonctivo-élastique formé par le ligament suspenseur médian. Cette séparation limite le
passage d’infections d’une hémimamelle a 1’autre. Chaque hémimamelle contient un
parenchyme mammaire composé d’alvéoles sécrétrices. Le lait est expulsé grace a des myo-
épithéliocytes étoilés et il est conduit a partir des alvéoles jusqu’au sinus lactifére par
I’intermédiaire de 12 a 15 canaux lactiféres (107). Cette expulsion du lait vers I’extérieur joue
un role de protection mécanique de la mamelle en expulsant aussi une partie des germes

pathogenes qui ont colonisé la citerne du trayon.

La majorité des infections reste ascendante et parvient a la mamelle via 1’apex du
trayon, ou se situe le conduit papillaire entouré d’un sphincter, qui joue un réle majeur de
défense contre ’entrée des germes. Le conduit papillaire est formé de plusieurs plis
longitudinaux recouverts de kératine, qui par sa structure empéche la migration des bactéries
vers les structures plus profondes, le dépot de kératine ayant un effet bactériostatique via les
acides gras spécifiques qu’il contient (108). Ces acides gras, dont les acides linoléique,
laurique, myristique et palmitoléique, varient en composition et en quantité selon la période,
lactation ou période seche (109). IIs se lient de facon €lectrostatique aux germes et les rendent
plus sensibles aux variations osmotiques, et ainsi a la lyse (110). Les plis du conduit papillaire
s’€épaississent ensuite et aboutissent a la formation de la rosette de Fiirstenberg au niveau de la
jonction entre le conduit papillaire et le sinus lactifere ; elle héberge de nombreux leucocytes
(107, 110). Le conduit papillaire s’ouvre jusqu’a 2 mm de diametre lors de la traite,
permettant au lait et aux éventuels germes de s’évacuer. Puis les muscles lisses du sphincter et
le réseau de fibres ¢€lastiques qui I’entourent vont contrdler sa fermeture en plus ou moins 2
heures, évitant ainsi ’entrée des germes entre deux traitres. En dehors de la lactation, le
trayon est complétement étanche grace a un bouchon de kératine qui se forme a I’extrémité
apicale au bout d’une semaine environ chez la vache laitiere (110, 111). Enfin le trayon est
recouvert d’une peau tres fine, glabre, dépourvue de poils, de glandes sudoripares, sébacées
ou muqueuses, ce qui en fait un point critique d’entrée des germes surtout en cas de 1ésion au

cours de la traite (107).
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4.1.2. Défenses immunitaires

Dans la mamelle saine, des leucocytes résidents assurent la surveillance immunitaire et
permettent d’enrailler trés précocement une infection débutante (112). En cas de mammite, le
nombre de cellules somatiques augmente dans le lait de chevre. Cette hausse de la numération
cellulaire est due majoritairement a la mise en place de la réponse immunitaire. La réponse
non spécifique dans un premier temps est rapide et indispensable en cas de nouvelle infection
et se traduit par une activation des macrophages et un recrutement massif de neutrophiles. La
réponse spécifique dans un second temps est plus longue a se mettre en place, mais est plus
active avec l’intervention des lymphocytes effecteurs mais aussi mémoires. La mémoire
immunitaire n’est toutefois pas particulierement développée au niveau de la mamelle. La
réponse immunitaire est initiée deés la détection des germes a l’entrée du trayon via de
nombreuses cellules porteuses de récepteurs aux agents microbiens, les Pattern Recognition
Receptor (PRR), telles que les macrophages, les cellules épithéliales ou les neutrophiles. Les
PRR sont des récepteurs de I'immunité innée, membranaires ou cytoplasmiques, qui
reconnaissent des motifs moléculaires caractéristiques des microbes, appelés MAMP
(Microbial Associated Molecular Patterns). Au niveau de la mamelle, deux familles de PRR
sont particulierement importants et bien décrits : les Toll-like receptors et les NOD-like
receptors (113). Une fois le complexe PRR-PAMP formé, des genes de défense vont étre

activés, ce qui va mobiliser des mécanismes cellulaires et humoraux (114).

4.1.2.1. Laréponse humorale

La réponse humorale est assurée par des composants bactériostatiques non spécifiques
agissant indépendamment ou de concert avec les anticorps et les facteurs cellulaires. Il s’agit
de la lactoferrine, du lysozyme, du complexe lactoperoxydase/thiocyanate/peroxyde
d’hydrogene et du systeme du complément (Annexe 6). Cependant ces mécanismes de
défense sont sous-représentés dans la mamelle et semblent avoir une importance moindre
dans la réponse immunitaire. On peut toutefois noter une particularité du systéme du
complément dans la mamelle ou la voie classique est quasi-inexistante. En effet on y trouve
extrémement peu de Clq, précurseur de la voie classique par rapport au C3, qui est le
précurseur de la voie alterne (115). Une hypothése réside dans le fait que le Clq est le plus
gros composant du systtme du complément (900 kDa) et ainsi la transsudation est plus

difficile.
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4.1.2.2. Laréponse cellulaire

Pour lutter contre les infections intra-mammaires, une réponse cellulaire dont la
composition est comparable aux exsudats inflammatoires des autres tissus doit &tre mise en
place rapidement. La difficulté réside ici dans la dilution des cellules inflammatoires par les
composants du lait, acides gras et protéines, qui génent le contact et donc la reconnaissance
des germes, mais aussi occupent les cellules phagocytaires inutilement, ce qui réduit leur

efficacité. Cela nécessite un plus fort recrutement de cellules immunitaires (116).

4.1.2.2.1.Les macrophages

Les macrophages sont issus de la différenciation des monocytes qui est concomitante de
leur passage dans les tissus. On les retrouve dans la mamelle, qu’elle soit saine ou infectée,
mais en proportion bien moindre chez les caprins que dans 1’espece bovine ou ovine (117). Ils
facilitent a la fois la réponse immunitaire innée et acquise, et sont activés par les bactéries, car

ils possedent une grande diversité de récepteurs membranaires (118).

IIs peuvent ainsi phagocyter une grande variété d’organismes et les dégrader apres
fusion des vésicules de phagocytose avec des granules contenant diverses enzymes dont le
lysozyme. Ils détruisent aussi les cellules mortes, dont les neutrophiles usagés évitant ainsi
leur dégranulation au niveau des tissus, qui pourrait causer de graves dommages (119). Ils
phagocytent aussi les corps apoptotiques ou inertes, tels que des composants du lait, lors de

I’involution du tissu mammaire (120, 121).

Suite a leur activation par la phagocytose d’agents pathogenes, ils libérent des facteurs a
activité chimiotactique tels que les prostaglandines, les leucotriénes, le facteur d’activation
plaquettaire ou encore des cytokines. Ces facteurs augmentent fortement la réponse
inflammatoire locale et, avec des composants du complément, vont attirer les leucocytes au
site inflammatoire. Dans le cas de la mamelle, les neutrophiles sont particuliérement

concernés (115, 122—-125).

Enfin ils participent a I’induction de la réponse immunitaire spécifique localement via la
présentation d’antigénes aux lymphocytes par le biais des molécules du CMH (118, 126, 127).
Cependant les macrophages mammaires semblent moins efficaces que les monocytes du sang,
car cette induction est moindre, tout comme leur pouvoir de phagocytose (112, 126). En
retour les lymphocytes T auxiliaires de type I activent quant a eux la phagocytose par les

macrophages via I’interféron gamma.
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4.1.2.2.2.Les neutrophiles

D’apres les références publiées, la population leucocytaire la plus abondante dans la
mamelle et le lait d’une chévre saine est celle des neutrophiles, contrairement a 1’espece
bovine et ovine ou les macrophages et les lymphocytes sont majoritaires (117, 128). Le lent
afflux basal de neutrophiles augmente trés significativement lors d’une infection de la
mamelle grace a de puissants facteurs chimiotactiques, les composants du complément C5a et
C3a, le leucotriecne LTB4, et des cytokines comme I’IL-1, IL-2 et IL-8, constituant un
gradient chimiotactique (122, 129). Ainsi les neutrophiles migrent du sang vers le site
inflammatoire par diapédese facilitée par leur noyau plurilobé, leur permettant de se glisser
entre les cellules épithéliales (119, 130). Cette diapédese est relativement rapide mais dépend
du germe incriminé. Ainsi, lors d’une infection par E. coli chez la vache, il faut 2 a 12 heures
aux neutrophiles pour arriver sur le site de I’infection (125, 131), alors que pour une mammite
a S. aureus, le recrutement peut étre différé de 24 a 48 heures (22). Les neutrophiles agissent
alors comme des cellules phagocytaires pendant 1 a 2 jours maximum au niveau du site de

I’infection, avant leur apoptose et la phagocytose par les macrophages.

La reconnaissance de 1’agent pathogene se fait entre autres par les récepteurs CR1 et
CR3, en association avec le systtme du complément ; les FcR fixant les immunoglobulines
IgG2 et IgM, ou encore des récepteurs aux lectines, ou aux glycoprotéines (129). Trois
mécanismes principaux sont ensuite responsables de 1’action bactéricide des neutrophiles. Le
premier est oxygene-dépendant et permet aux neutrophiles de synthétiser des dérivés réactifs
de l'oxygene tels que le super-oxyde (O2-) et le peroxyde d’hydrogeéne (H202) dont les
interactions permettent de tuer un grand nombre d’agents pathogenes des mammites donc S.
aureus (129). Le second mécanisme consiste en la libération de granules contenant des
peptides antimicrobiens dont les défensines et les cathélicidines qui ont un large spectre, quel
que soit le type de germe. Enfin les neutrophiles peuvent aussi émettre dans le milieu
extracellulaire des molécules nucléaires et granuleuses (Neutrophil Extracellular Trap), qui
vont piéger les agents pathogénes Gram + ou Gram —, dégrader leurs facteurs de virulence, et
maintenir sur eux une fonction bactériostatique (132). Les deux premiers mécanismes
peuvent entrainer de graves lésions du tissu mammaire s’ils sont trop forts ou mal régulés
(133, 134). Ainsi I’apoptose des neutrophiles est une étape fondamentale afin que la réponse
inflammatoire ne devienne pas néfaste pour [’organisme. Elle est achevée par les

macrophages qui phagocytent les débris cellulaires et les neutrophiles apoptotiques.
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I1 a été montré chez la vache, lors de mammites a S. aureus expérimentales, que I’effet
bactéricide des neutrophiles variait au cours de I’épisode infectieux. Pour cela, la capacité des
neutrophiles a ingérer des particules fluorescentes en latex a été quantifiée en utilisant la
cytometrie de flux. Le pourcentage de neutrophiles ayant ingéré ces particules variait de 15 a
80%, et tendait a étre maximale au moment du pic de recrutement cellulaire. De plus, le
nombre moyen de particules ingérées était de 1 ou 2 particules par neutrophile, avec

cependant non moins de 17% des cellules qui en ingéraient 4 ou plus (135).

4.1.2.2.3.Les lymphocytes

Les lymphocytes jouent un role majeur dans la réponse immunitaire adaptative, car ils
possedent des récepteurs membranaires leur permettant de reconnaitre spécifiquement un
antigene, et ainsi de mettre en place une réponse adaptée et mémoire. Dans la mamelle, la
population de lymphocytes est dominée par les lymphocytes T (136). Les lymphocytes T
peuvent étre subdivisés entre les lymphocytes T af3, qui comportent les lymphocytes CD4+
(T-auxiliaires) et les lymphocytes CD8+ (de type T-cytotoxiques ou T-suppresseurs), et les
lymphocytes T yd peu nombreux dans la mamelle et le lait (136). En fonction de la
localisation tissulaire et du stade de lactation, la proportion de ces types cellulaires peut
varier, mais tous augmentent progressivement durant la gestation et diminuent
significativement durant la lactation (137). Les CD4+, qui sont le type cellulaire prédominant
dans I’espece caprine contrairement a I’espéce bovine et ovine ou les CD8+ prédominent, sont
situés majoritairement dans le tissu conjonctif mammaire (138). Les autres types cellulaires

sont plutot retrouvés dans 1’épithélium (137).

Lors de mammite, il y a une multiplication et une différenciation des cellules CD4+
suite a la reconnaissance des complexes antigene-CMH II présentés par les lymphocytes B,
les macrophages et les cellules dendritiques (136, 139). Le message est transmis aussi par des
cytokines qui vont orienter la différenciation soit en lymphocytes T auxiliaire de type 2 (Th2)
via I’'IL-4 principalement, soit en lymphocytes T auxiliaires de type 1 (Thl) via I’IL-12 entre
autres. Les lymphocytes Thl sécretent les cytokines IL-2, IFNg et favorisent la réponse
cellulaire médiée par les lymphocytes CD8+. Les lymphocytes CD8+ ont des fonctions
cytotoxiques, grace a leurs granules contenant de la perforine et des sérine-estérases, ou une
fonction suppressive qui permettrait de réguler la réponse immune. Cette réponse est
particulierement efficace sur les germes intra cellulaires. Les cellules Th1 vont quant a elles

sécréter les cytokines IL-4, IL-5 et IL-10 favorisant la réponse humorale portée apres
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différentiation par les lymphocytes B qui se différencient en plasmocytes producteurs

d’anticorps efficaces contre les germes extracellulaires (136).

A la différence des lymphocytes T, le pourcentage de lymphocytes B reste constant
tout au long de la lactation, y compris lors d’infection (140, 141). Les plasmocytes sécrétent
des anticorps spécifiques du germe impliqué. Quatre isotypes d’anticorps ont un rdle
important au niveau mammaire. Les IgM, IgGl et IgG2 favorisent 1’opsonisation en
augmentant 1’efficacité phagocytaire des neutrophiles et macrophages, et les IgA favorisent
I’élimination des bactéries lors de la traite en les agglutinant et en évitant leur pénétration
dans les épithéliums. L’isotype IgG1 est majoritaire dans une mamelle saine, surtout lors de la
phase colostrale. En cas d’infection les IgG2, qui sont les opsonines les plus efficaces pour les
neutrophiles, passent massivement du sang vers la mamelle, en méme temps que les

neutrophiles (116, 142).

4.2. Conséquences de I’'inflammation mammaire sur les

caractéristiques du lait

4.2.1. La concentration de cellules somatiques (CCS)

Comme nous I’avons vu, le dénombrement des cellules somatiques dans le lait est une
technique indirecte couramment utilisée en ¢élevage laitier pour suivre 1’état de santé
mammaire a I’échelle individuelle ou du troupeau, si elle est appliquée au lait de tank. Les
valeurs de CCS sont plus élevées chez la chévre, méme lorsque la mamelle est considérée
comme saine. Elles varient entre 270.103 cellules/mL et 2 000.103 cellules/mL, alors que chez
la vache et la brebis, elles se situent entre 10.103 et 200.103 cellules/mL (27). Aux Etats-Unis,
la Food and Drug Administration a défini un seuil réglementaire de 1 000.103 cellules/mL a
ne pas dépasser chez la chevre (117). Dans 1I’Union Européenne, il n’existe pas de vrai
consensus pour la cheévre. Cependant, le Reglement (CE) N°853/2004 fixe un seuil maximal
de 1 500.103 cellules/mL pour le lait cru des autres espeéces que la vache, et ce seuil est de
500.10% cellules/mL pour le lait cru destiné a la fabrication de produits sans traitement

thermique (143).

4.2.1.1. Différenciation des cellules somatiques chez la
chévre

Pour une mamelle indemne d’infection sur la base du résultat d’une analyse

bactériologique, on estime selon les techniques de comptage utilisées et les études, que les
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neutrophiles représentent entre 45 et 90% des cellules somatiques du lait de chevre, les
macrophages 15 a 41% et les lymphocytes 7 a 20% (42, 117, 144). Les nouvelles technologies
associant la cytométrie de flux et des marqueurs fluorescents, permettent méme de
différencier les neutrophiles vivants, qui représentent de 49 a 82% des CCS, des neutrophiles
morts dont la proportion est comprise entre 4 et 22% (42). Enfin selon les études et les
techniques utilisées, les cellules épithéliales représentent 1 a 6% des cellules somatiques

totales.

Dans I’espece bovine, 1I’évolution de la CCS a été mise en relation avec I’évolution
relative des différentes populations cellulaires (145). Ainsi les analyses statistiques ont révélé
une corrélation significative entre le pourcentage de neutrophiles et la CCS. A I’inverse, la
corrélation est négative pour le pourcentage de lymphocytes et aucune corrélation

significative entre le pourcentage de macrophages et la CCS n’a été établie (Annexes 7 et 8).

4.2.1.2. Facteurs de variation physiologiques

En élevage bovin, de nombreuses études ont montré que le résultat du comptage des
cellules somatiques était un bon indicateur de la santé mammaire, car une infection
bactérienne est une cause majeure d’augmentation de la CCS. Cependant en élevage caprin, la
relation entre infection bactérienne et augmentation de la CCS n’est pas aussi simple, car de
nombreux facteurs non infectieux ont un impact important sur les fluctuations de CCS. Pour
certains auteurs, 90% des variations des CCS ne seraient pas dues a des infections mammaires
(146). Les principaux facteurs de variation sont, par ordre décroissant : le stade de lactation, le

rang de lactation, la variabilité journaliére et la fraction de lait analysée.

4.2.1.2.1.Les facteurs liés a I'animal

Le stade de lactation est le principal facteur de variation. Le CCS augmente au fur et a
mesure de 1’avancée de la lactation (1). La moyenne de CCS pour une mamelle saine peut
rester aux alentours de 200.103 cellules/mL durant les trois premiers mois de lactation et

augmenter progressivement pour atteindre a la fin de la lactation, des valeurs autour de

1000.103 cellules/mL (Annexe 9).

Certains auteurs expliquent ce phénomene par un effet de concentration, car la
production de lait baisse au fur et a mesure des semaines, et ainsi la concentration des cellules

somatiques augmente de maniere opposée (146).
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D’autres études ont montré que ce facteur était modifié par le rang de lactation de la
chevre. Ainsi, les CCS étaient relativement basses en début de lactation avec une moyenne de
200.103% cellules/mL a 15 jours de lactation pour les chevres en premicre lactation et de
250.103 cellules/mL pour les chévres en 5™ lactation. A 285 jours de lactation les chévres en
premicre lactation atteignaient des CCS autour de 500.10% cellules/mL alors que
I’augmentation de la CCS était beaucoup plus importante chez les chévres en 5™ lactation

avec une moyenne de 1 150.103 cellules/mL (117).

Ces augmentations de CCS sont dues majoritairement a une augmentation du nombre
de neutrophiles. En effet, au cours de la lactation, la proportion moyenne des neutrophiles
augmente de 45,8% a 70,3%, alors que les autres populations cellulaires diminuent
proportionnellement. De plus, les neutrophiles augmentent d’une proportion moyenne de 52%
en premiére lactation 2 69% a la 4°™ lactation, alors que les pourcentages de macrophages et

surtout de lymphocytes diminuent significativement (147).

De plus, il existe une trés grande variabilité journaliere. Certaines études ont montré
que la valeur individuelle chez une chévre pouvait varier d’une valeur de 200.103 cellules/mL
pendant plusieurs jours a plus de 2 000.10% cellules/mL le lendemain, pour revenir vers
200.103 cellules/mL le surlendemain. Ces fortes variations, peuvent étre la source de biais

majeur dans toutes les études sur les CCS dans cette espece (148) (Annexe 10).

La majorit¢ des études s’accordent pour dire qu’une forte prolificité augmente
significativement la CCS (149), et que cela est indépendant du nombre de chevreaux que la
mere allaite ; les 1ésions infligées au moment de la tétée en seraient la cause (106). Cependant

certaines €tudes ne trouvent pas d’effet significatif de la prolificité.

Enfin, une augmentation transitoire significative de la CCS durant 1’cestrus est notée
chez la chevre, et cette augmentation est plus marquée chez les cheévres ayant déja une
infection mammaire (1). Le mécanisme n’est pas connu mais serait indépendant d’un effet

concentration par diminution de la production laitiere (150).

4.2.1.2.2.Les facteurs liés a la traite

On peut distinguer deux fractions de lait lors de la traite. La premicre extraite
manuellement avant la traite, qui sert souvent pour le controle bactériologique et 1’estimation
visuelle de la CCS, puis la fraction de traite, sur laquelle les controles laitiers sont effectués.

Les études concordent pour montrer que la seconde fraction est plus riche en cellules
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somatiques que la premiere (34, 96, 152). Par exemple, pour une collection de 600
échantillons, la moyenne était de 998.10% cellules/mL pour la premicre fraction contre

1139.103 cellules/mL pour la seconde (151).

La technique de traite, manuelle ou mécanique, ne semble pas avoir d’influence sur les
résultats des CCS, contrairement au moment de la traite. En effet la CCS est de 17% a 78%
plus élevée selon les études, lorsque le lait de la traite du soir est analysé par rapport a celui
du matin. Une explication vient de ’effet dilution, car le volume de lait extrait de la traite du

matin est plus grand et ainsi les cellules somatiques sont plus diluées (34).

4.2.1.2.3.Les facteurs liés a la conduite d’élevage

L’alimentation peut avoir un impact sur la CCS, particulicrement lorsqu’elle est
déséquilibrée en azote, énergie ou minéraux, ou lorsqu’elle provoque des désordres
métaboliques tels que 1’acidose (152, 153). De plus, il semble que les chévres recevant une
ration basée uniquement sur du paturage auraient des valeurs de CCS significativement plus

basses que celles recevant une ration distribuée en stabulation (152).

D’autres effets peuvent entrainer une augmentation de la CCS. Il s’agit du stress, lors

de la manipulation des chevres, de la saison, du statut parasitaire ou encore de la race (34).

4.2.1.3. Facteurs de variation pathologiques : les infections
mammaires

Lorsqu’une hémi-mamelle est infectée, la CCS augmente significativement, a cause de
la mobilisation des cellules immunitaires dans les tissus infectés, et également a cause de la
diminution de la production de lait qui a un effet direct sur la concentration des cellules. Ainsi
la moyenne peut changer de 417.103 cellules/mL (SE=72) dans le lait de mamelles indemnes
d’infection bactérienne a 1 750.103 cellules/mL (SE=197) sur des mamelles infectées par un
Staphylocoque Coagulase Négatif (SCN) (4). De plus, des modifications notables de la
formule cellulaire ont été établies. Sur une étude comparant des mamelles saines a des
mamelles infectées par un SCN, on obtient une augmentation significative du pourcentage de
neutrophiles passant d’une moyenne de 80,9% (SD=9,3) pour la premicre catégorie a 86,6%
(SD= 6,7) lors d’inflammation. La moyenne du pourcentage de macrophages diminue
significativement de 15,0% (SD=7,7) a 11,4% (SD=6,4). Enfin le pourcentage de
lymphocytes diminue de fagon non significative de 4,2% (SD=3,9) a 2,7% (SD=1,2) (42). Il a

¢té montré chez la vache qu’une forte augmentation de PMN était le signe d’une infection a
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expression clinique (111), alors qu’une augmentation de PMN morts suggérait un processus

subclinique (41).

Cependant 1’évolution de la CCS et de la proportion des cellules qui la composent, est
modulée par I’agent bactérien en jeu. Ainsi on obtient des différences non négligeables des
valeurs de CCS, selon que I’infection est due a un SCN ou a d’autres bactéries (S. aureus,
Streptococcus spp., Corynebacterium pyogenes), avec des différences d’un facteur 3 entre les

CCS (40).

Certains auteurs classent donc les bactéries associées aux mammites en deux
catégories : les agents pathogenes majeurs (Staphylocoques Coagulase Positifs dont S. aureus,
les Streptocoques et les Coliformes) responsables de mammites séveres, et les agents
pathogenes mineurs dont les SCN, responsables de mammites modérées (154). Cette
classification, établie pour les mammites bovines, a été largement reprise dans des études sur
I’espece caprine (1, 155). Chez la chévre, S. aureus est reconnu comme un agent pathogene
majeur, tout comme les Streptocoques (59, 94, 156—158). Cependant I’influence de I’espéce
de SCN sur I’augmentation de la CCS reste un sujet de controverse dans I’espece caprine. En
effet, certaines études affirment qu’il n’y a pas de différence significative entre les différentes
especes de SCN (59, 97, 158). D’autres mettent en évidence ’effet de certains SCN qui se
rapprochent de ceux d’un agent pathogene majeur. Cependant elles divergent sur la liste des
especes de SCN en cause. Une étude sur 359 échantillons collectés sur des glandes infectées a
montré une augmentation significative des CCS avec S. simulans et S. epidermidis (94).
D’autres études confirment cette tendance, mais seulement pour S. epidermidis (82, 95), alors
méme que I’on trouve dans d’autres études des CCS relativement basses pour cette espece,
méme plus basses que pour S. simulans ou S. chromogenes (59). Enfin, une étude a montré
que, contrairement a la brebis, il n’existe pas de différence chez la chévre quant a

I’augmentation de la CCS entre les SCN résistants et ceux sensibles a la novobiocine (159).

L’espéce de I’agent infectieux semble aussi avoir un effet sur la durée du pic de CCS
chez la vache. Ainsi les mammites cliniques a E. coli sont associées a un pic
significativement plus court de la concentration de cellules somatiques dans le lait, alors que
les mammites associées a S. aureus provoquent une augmentation de la CCS longue (160). De
plus, le temps de latence entre le moment de I’infection et le début du pic de la réponse

immunitaire dépend de 1’espéce bactérienne mise en jeu (22, 131).
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Lorsque I’on différencie les types cellulaires en les comparant aux CCS, on remarque
alors que le pourcentage de neutrophiles augmente drastiquement lors d’une infection par un
agent pathogéne majeur, comme Streptococcus agalactiae, Staphylococcus intermedius ou
Staphylococcus aureus, par rapport aux échantillons non infectés ou infectés par un agent
pathogéne mineur. Concernant les macrophages, leur pourcentage est plus élevé lors
d’infection avec une forte concentration d’agents pathogeénes mineurs. Et enfin, le type
d’infection n’a pas d’effet significatif sur le pourcentage de lymphocytes. Dans cette étude, le
pourcentage d’€osinophiles a aussi été ¢étudié et évolue de facon similaire a celui de
neutrophiles (157). Une autre étude chez la chévre a monté quant a elle, que le recrutement de
lymphocytes T était plus important lors d’une infection avec S. aureus qu’avec S. epidermidis

(25).

4.2.2. Influence des mammites sur les autres parametres du lait

Les prélevements de lait sur une mamelle négative au CMT, contiennent en moyenne
38.9 g/LL (SE=1.1) de matiere grasse, 34.2 g/L (SE=0.5) de protéines dont 28.1 g/L (SE=0.7)
de caséine, et 47.0 g/L (SE=1.0) de lactose (4).

Lors d’une infection, la physiologie de la mamelle est perturbée par la réponse
immunitaire. En effet, des dommages au niveau des membranes cellulaires des lactocytes
voire de la barriere endothéliale, sont provoqués par I’action des toxines microbiennes et des
produits métaboliques. Ces altérations ont de multiples conséquences sur la composition du

lait.

Une diminution significative de la quantité de lait et de lactose est notée. En effet, le
lactose, principal constituant du lait, est synthétisé par les lactocytes. Lorsqu’ils sont altérés,
leur capacité de production est alors amenuisée. Il a été établi qu’une teneur inférieure a

4,33% de lactose pouvait méme prédire I’existence d’une mammite (161).

En ce qui concerne la matiére grasse, il n’y a pas de modification significative selon le
statut bactériologique de la mamelle (4, 156). Cependant des études ont montré que les laits
dont les CCS sont €levées avaient une teneur significativement réduite en matiere grasse (156,
162). Ainsi les conséquences d’une infection mammaire sur le taux de matiére grasse ne sont

pas encore claires chez la chevre.

Les taux de protéines totales et d’albumine augmentent significativement dans les

mamelles infectées. Cependant le taux de caséine n’augmente pas, car il y a une protéolyse
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marquée due a une augmentation significative de I’activit¢ de la plasmine (4, 163). En effet,
une ¢étude a montré que l’augmentation significative des protéines totales s’explique
essentiellement par une augmentation des protéines du lactosérum, particulicrement des
immunoglobulines, et des protéines solubles qui sont les protéines de I’inflammation. A

contrario, la concentration en caséines reste stable dans cette étude (164).

Ainsi ces modifications sur les parameétres du lait lors d’infection sont défavorables

pour la quantité de lait mais aussi pour la qualité de la transformation fromagere.
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Chapitre 2 : Etude expérimentale
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1. MATERIEL ET METHODES

1.1. Procréation des animaux

1.1.1. L'élevage

Les chevres sélectionnées pour cette étude proviennent de 1’Unité Expérimentale INRA
de Bourges. Les 53 chevres, de race Alpine, sont issues de deux lignées divergentes sur le
critere de la CCS. La lutte s’étale de début aotit a début octobre grace a la synchronisation des
chaleurs, et 50% des inséminations sont artificielles. Apres cinq mois de gestation, les mises-

bas sont donc groupées entre fin janvier et mi-mars.

Les chevres sont traites deux fois par jour dans une salle de traite rotative de 14 places.
Chaque traite dure 1h30-1h45 pour 230 cheévres environ. Il n’y a pas de pré-trempage, ni post-
trempage en fin de traite. La production moyenne est de 700-750L de lait/cheévre/an. Les
chevres sont nourries avec du foin de luzerne distribué a volonté auquel est ajouté des
concentrés. Elles sont réparties en lots de 30 a 40 chevres environ, en fonction de la date de
mise bas ; les animaux disposent de 1,6 m? par mere dans un systeme zéro paturage. Ce
systtme d’¢élevage permet d’éliminer une majeure partie du risque parasitaire. Lors de la

derniére coprologie, réalisée sur 20% du troupeau en 2016, quelques individus n’étaient pas

completement naifs et avaient une excrétion résiduelle d’ceufs de strongles.

L’¢levage n’est pas indemne de CAEV, méme si des précautions particuliéres sont
mises en place pour limiter la transmission du virus de la mere au chevreau. En effet, le
chevreau ne téte pas sa mere. Le plus tot possible apres la mise bas, la traite du colostrum est
réalisée avant d’étre thermisé a 56°C pendant 60 minutes afin d’inactiver le virus, puis

distribué au chevreau a 1’aide d’un biberon.

1.1.2. Les lignées divergentes

Dans notre étude, 23 boucs préalablement testés sur descendance, ont été sélectionnés
pour former deux groupes avec un maximum de divergence sur le critere CCS. L’écart entre
les index CCS de ces 2 groupes est marqué, et les moyennes présentaient une différence
significative (P<0,0001) de prés de 3 écart-types génétiques. De plus, les index CCS étaient
précis (coefficient de détermination CD>0,80) (21). Ainsi, 12 boucs avec des index CCS
négatifs (-1,5 en moyenne) et 11 boucs avec des index CCS positifs (+1,3 en moyenne) ont

été accouplés au cours de deux années (2008 et 2009) aux chevres disponibles dans 1’Unité
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Expérimentale INRA de Bourges. Les animaux issus du premier groupe de boucs constituent
la lignée dont les index sont défavorables et elle est plus sensible aux mammites ; elle sera
nommée « CCS+ ». Au contraire la seconde lignée possede des index CCS positifs, donc
favorables ; elle sera nommée « CCS-» car moins sensible aux mammites. Concernant les
autres index laitiers et morphologiques, il n’y avait pas de différence significative entre les 2
groupes de boucs hormis I’index du taux butyreux reflétant la 1égére opposition génétique

entre ce caractére et la CCS (19).

Pour maintenir un nombre suffisant d’animaux dans chaque lignée, chaque année les
chevres des groupes CCS+/- ont été mises a la reproduction avec des boucs dont les index
sont similaires. En effet, un renouvellement est nécessaire, a cause des troubles de la
reproduction, car les chévres qui ne sont pas gravides a 1’issue de la campagne laitiére sont
réformées. Ainsi au début de la campagne 2013, 29 chevres de la lignée CCS+ et 24 chevres

de la lignée CCS- étaient disponibles pour ce projet.

1.2. Les prélevements

Cinquante-trois chevres ont été prélevées sur chaque hémi-mamelle a trois dates au
cours de la campagne 2013: le 26 Mars, le 28 Mai et le 24 Septembre, correspondant
respectivement a un stade de lactation précoce, moyen et avancé. Elles étaient toutes en
premiere ou deuxieme lactation. Ces échantillons ont été prélevés lors de la traite du matin,
sur une fraction de lait apres 1’élimination des premiers jets. Les trayons étaient préalablement
désinfectés avec une gaze imprégnée d’alcool, 40 mL de lait étaient prélevés de manicre
aseptique, et les échantillons étaient conservés a 4°C avant d’étre expédié€s dans les différents
laboratoires dans la journée suivant le prélevement. Ces échantillons ont servi a la

bactériologie et a la détermination des CCS de chaque hémi-mamelle.

En paralléle, des prélevements sur le lait de la traite de chaque chevre ont été réalisés
aux mémes dates par le contrOle laitier. La quantité de lait produite par chevre, le taux
protéique, le taux butyreux et la CCS de la mamelle enticre ont ainsi été associés aux autres

données.
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1.3. Analyse des échantillons de lait

1.3.1. Détermination des CCS

Les CCS ont été mesurées par la méthode de cytomérie de flux de type Fossomatic®.
Les comptages des cellules dans les échantillons de chaque hémimamelle ont été effectués par
le Laboratoire Interprofessionel du laitier Centre Ouest (LILCO) de Surgeres alors que ceux
correspondant a la mamelle entiére ont été réalisés par le contrdle laitier. Les échantillons
étaient traités 12 heures maximum apres le prélevement et ils étaient conservés a température

ambiante dans des tubes contenant du bronopol.

1.3.2. La cytométrie en flux (FACS)

Dans notre étude, un marqueur nucléique fluorescent a été utilisé, le SYTO 13. Ce
marqueur a été reconnu comme étant approprié dans la différentiation des cellules somatiques
du culot cellulaire obtenu apres centrifugation chez la vache (165). 1l a aussi été utilisé dans
une étude chez la chévre, montrant des résultats de comptage cohérents avec les techniques de
référence (42). De plus Vybrant DyeCycle Ruby stain un marqueur perméant, qui ne peut
entrer que dans les cellules vivantes, a permis de différencier les cellules vivantes des cellules

mortes, en particulier les neutrophiles (166, 167).

Les prélevements étaient collectés dans des tubes contenant une solution saline
isotonique de volume équivalent (solution d’Alsever) et ils étaient conservés a + 4°C. Ils
étaient ensuite centrifugés a 800 X g pendant 15 minutes a 4°C. Le culot était lavé deux fois
avec du PBS, 20 mM d’EDTA, et de la solution d’Alveser a 20%, puis mis en suspension
dans du HBSS (Hanks” balanced salts solution) et filtré a travers un tamis de 40 um. Les
cellules étaient incubées avec S uM de SYTO 13 et 5 uM de Vybrant DyeCycle Ruby stain
(Invitrogen, Cergy Pontoise, France) dans du HBSS pendant 30 minutes a 1’obscurité et a
température ambiante. Les mesures de cytométrie en flux étaient réalisées avec un cytometre
MACSQuant (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Allemagne). Les données étaient
analysées a ’aide du programme FlowJo software (TreeStar, San Carlos, CA) donnant les
pourcentages de chaque type de leucocytes. Les concentrations de PMN vivants, PMN morts,
macrophages et lymphocytes étaient obtenues en multipliant les pourcentages de chaque type

de leucocytes avec la CCS par hémimamelle.
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1.3.3. Bactériologie

Deux types d’analyses bactériologiques ont été réalisées. Tout d’abord une bactériologie
conventionnelle réalisée par le Laboratoire Départemental du Cher. Les prélevements étaient
conservés entre 0 et + 4°C et étaient analysés dans les 24h suivant le prélevement. Vingt
microlitres de lait étaient étalés sur une gélose Trypcase Soja, contenant 5% de sang de
mouton. Quarante-huit heures apres la mise a 1’étuve a 37°C dans des conditions d’aérobiose,
le nombre de colonies était estimé. Les colonies de méme type suffisamment développées
étaient alors identifiées a 1’aide de galeries APIL. Ainsi une bactériologie positive
correspondait a un échantillon de lait d’une hémimamelle permettant 1’identification d’une,
voire 2 especes bactériennes ; une bactériologie négative correspondait a un échantillon de lait

d’une hémi-mamelle sans isolement.

En parallele les échantillons étaient analysés par une technique de bactériologie
moléculaire mise au point a ’ENV de Toulouse. Elle combine une technique d’extraction
originale et une PCR quantitative moyen débit. L’extraction est composée d’une étape de
centrifugation du lait en plaques 96 puits, d’une lyse enzymatique et de 1’extraction semi-
automatisée de I’ADN avec le robot BioSprint96. Concernant la qPCR, la cible était I’ADN
ribosomial 16S, dont la séquence est hautement conservée. C’est donc la cible génique idéale
pour détecter toutes les eubactéries (168). De plus, ’homologie de séquence est de I’ordre de
90 a 99% pour 29 especes de staphylocoques. Deux sondes étaient donc utilisées. La sonde
« UniProbe P1033R » permettant de détecter toutes les eubactéries et la sonde « SProb 891F »
permettant de détecter uniquement les staphylocoques. La quantification est réalisée en
paralléle de celle d’un extrait ADN de S. aureus qui a été précisément quantifié et dilué pour
produire une référence externe. Les résultats de la qPCR sont exprimés en équivalents

génomes bactériens/mL.

1.3.4. Analyses statistiques

Les variables étudiées sont i) la concentration des cellules somatiques du lait (CCS), ii)
la concentration des neutrophiles vivants (PMN), iii) celle des neutrophiles morts
(Dead_PMN), iv) celle des macrophages (Macro) et v) celle des lymphocytes (Lympho). Ces
variables n’ont pas une distribution normale, d’aprés le test de Shapiro-Wilk (la variable est

considérée normale si la valeur p du test est supérieure a 0,05). Nous avons donc travaillé sur
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la transformée au logarithme de base 2 de la CCS (SCS), et la transformée au logarithme des
autres variables, permettant de normaliser la distribution des données :

SCS = 3+ log2 (L83
=3+ 109255000

Dans un second temps nous avons analysé le nombre d’équivalents génomes dénombrés
par la bactériologie moléculaire. La répartition de cette variable n’étant pas normale, nous
avons transformé ces valeurs en logarithme de base 2, afin d’obtenir une distribution normale.
Enfin dans une troisiéme partie, nous avons étudié la quantité de lait produite a chaque traite,
ainsi que le taux protéique, et le taux butyreux du lait. Le taux protéique avait une distribution
normale, contrairement a la quantité de lait produite par traite et au taux butyreux, dont nous

avons utilisé la transformée.

Les caracteres répétés de la production individuelle (quantité journalicre de lait et taux au
contrOle laitier officiel, les concentrations de cellules totales, de neutrophiles, de
macrophages, de lymphocytes et de neutrophiles morts) ont été analysés a I’aide de modeles
mixtes (proc MIXED, SAS®) incluant les effets fixes de la lignée (2 classes), du stade de
lactation (3 classes), du numéro de lactation (2 classes), de 1’age de la cheévre (2 classes), du
coté de I’hémimamelle (2 classes) et les effets aléatoires de I’animal et de I’erreur. Les
interactions entre ces 5 effets fixes ont été testées. La répétition des mesures individuelles au
cours de la lactation pour chacune des deux hémi-mamelle a été prise en compte dans une
structure de matrice de variance-covariance résiduelle de type autorégressive de ler ordre

intra-hémi-mamelle (option repeated de SAS, Typ=UN2*2@AR(1) ).

Dans tous les résultats, on considérera comme « significatif » des valeurs de p

inférieures a 0,05 et « trés significatif » p des valeurs de p inférieures a 0,0001.

2. RESULTATS

2.1. Composition cellulaire

Dans notre étude la valeur moyenne de la concentration des cellules était de 1 035.103
cellules/mL (SD= 2 683. 10%) pour I’ensemble des échantillons ; 696.103 cellules/mL (SD=1
320.103) pour les échantillons dont la bactériologie conventionnelle était négative et 1 365.103
cellules/mL (SD=3 512.103) pour les échantillons ayant conduit a un isolement. Concernant la

différence entre les deux lignées divergentes sélectionn
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ées sur le critere CCS, la différence était significative avec une moyenne de 830.103
cellules/mL (SD=3 109.103) pour la lignée CCS- et 1 210.103 cellules/mL (SD=2 253.103)
pour la lignée CCS+. Ces résultats confirment ceux obtenus au cours des campagnes laitieres

précédentes sur les chevres de la sélection divergente. (20)

La composition cellulaire du lait a été décomposée en pourcentages de neutrophiles,
vivants (PMN) ou morts (Dead_PMN), de macrophages (Macro) et de lymphocytes
(Lympho), grace a I’analyse par la cytométrie en flux (Figure 8).
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Figure 8 : Composition des cellules somatiques dans chaque lignée de cheévres
Sur les 166 échantillons issus de chevres CCS+, le pourcentage moyen de neutrophiles,
vivants et morts, était supérieur a celui des 138 échantillons issus de chevres CCS-. Au
contraire, le pourcentage moyen de lymphocytes était supérieur dans la lignée CCS-. Ces

différences n’étaient toutefois pas significatives.

2.2. Profils cellulaires en fonction de la lighée et du statut

infectieux

Pour avoir une premiére idée de I'impact d’une infection mammaire sur le profil
cellulaire en fonction de la lignée, quatre catégories d’échantillons ont été créées (Figure 9).
Les catégories 1 et 2 correspondent a des échantillons de lait de chévres CCS- pour lesquels la
bactériologie conventionnelle est négative pour la catégorie 1 et positive pour la catégorie 2.

Les catégories 3 et 4 correspondent a des échantillons de lait de chévres CCS+ pour lesquels
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la bactériologie conventionnelle est négative pour la catégorie 3 et positive pour la catégorie

4. Chaque catégorie compte respectivement 73, 65, 74 et 92 échantillons.
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Figure 9 : Décompte de chaque type cellulaire en fonction de la lignée et du statut infectieux des chévres

Les moyennes du nombre total de cellules nucléées sont de 451.103 cellules/mL (SD=1
150.10%) pour la catégorie 1, 1 269.103 cellules/mL (SD=4 376.10%) pour la catégorie 2,
941.10% cellules/mL (SD=1 437.10%) pour la catégorie 3 et 1 434.103 cellules/mL (SD=2
747.103%) pour la catégorie 4. Lorsque 1’on différencie les types cellulaires, les neutrophiles ou
PMN (Polymorphonuclear neutrophil) sont dominants dans toutes les catégories, suivis des
PMN morts (Dead_PMN), puis des macrophages (Macro) et enfin des lymphocytes
(Lympho).

La quantité de PMN, morts et vivants, et de macrophages augmente fortement dans les
échantillons infectés, quelle que soit la lignée. Concernant ces trois types cellulaires leur

nombre est plus grand chez les chevres CCS +, a statut infectieux équivalent.

Le nombre de lymphocytes dans les échantillons de lait des chevres CCS- augmente
lorsque la bactériologie est positive, contrairement a ceux des cheévres CCS+. Ils passent alors
d’une moyenne de 38.103 lymphocytes/mL pour les échantillons dont la bactériologie est
négative, a 94.103 lymphocytes/mL lorsque la bactériologie est positive. Lorsque la

bactériologie est négative, les échantillons de lait des chévres CCS+ contiennent plus de
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lymphocytes que ceux de cheévres CCS-, alors que c’est I’inverse lorsque la bactériologie est

positive.

2.3. Evolution de la proportion de chaque type cellulaire en
fonction de la CCS

Dans notre étude, nous disposons de données acquises par cytométrie en flux qui
permet de différencier les types cellulaires présents dans le lait. Cependant, en pratique, on ne
dispose bien souvent que de la CCS qui est assez simple a obtenir et peu onéreuse via le
contrdle laitier. Nous avons vu que lorsque la bactériologie est positive, les nombres de PMN,
PMN morts, macrophages et lymphocytes augmentent, tout comme le nombre total de
cellules. Ainsi nous avons analysé la corrélation entre le nombre de cellules d’un type et la

CCS (Figures 10 et 11) (Annexes 11 et 12).
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Figure 10 : Concentration en PMN en fonction de la CCS a I’échelle logarithmique avec la courbe de tendance
associée
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Figure 11 : Concentration en lymphocytes en fonction de la CCS a I’échelle logarithmique avec la courbe de

tendance associée

Il existe une relation quasiment linéaire entre le nombre de PMN et la CCS (R?= 0,94).
La corrélation est moins bonne pour les macrophages (R?= 0,87) et les PMN morts (R?=0,81).
Enfin elle est mauvaise pour les lymphocytes (R?=0,55). Ainsi il semble que, malgré une
corrélation satisfaisante pour les PMN, la variation individuelle soit importante et ne permette
pas d’établir une relation directe entre chaque type cellulaire et la CCS. Ceci nous a poussé a

étudier les différents facteurs pouvant influencer le profil cellulaire.

2.4. Facteurs influencant le profil cellulaire liés a I’animal

Les résultats des comptages cellulaires sont trés variables d’apres les Figures 10 et 11.
On peut donc penser qu’il existe une grande variabilité inter-individuelle. Celle-ci peut en
partie étre expliquée par le statut infectieux de I’animal, comme le suggére la Figure 9.
Cependant la variabilité intra-catégorie reste trés grande. Ainsi nous avons choisi d’évaluer
les caractéristiques propres a I’animal qui peuvent avoir une influence sur la concentration
cellulaire (Tableau II). Il s’agit de la lignée de 1’animal, de son rang de lactation, de son age,
du coté de ’hémimamelle prélevée et du stade de lactation de la chévre au moment du

prélévement.
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Tableau II : Significativité des effets liés a I’animal sur les concentrations des différents types de leucocytes

Lignée Stade de Rang de Age coté
lactation lactation
Log(PMN) k% *%k%k NS NS *k
P <0.0001 P <0.0001 P=0.0063
Log(Dead ek ek NS NS NS
PMN) P < 0.0001 P < 0.0001
Log(Macro) ek ek NS NS NS
P < 0.0001 P < 0.0001
Log(Lympho) * 2 * *% NS

P =0,02 P <0.0001 P =0.04 P =0.009

kP < 0,000 **P<0,001 *P<0,05 NS = « non significatif » = P > 0,05

2.4.1. Effetdelalignée

L’effet de la lignée est tres significatif pour les PMN, PMN morts et les macrophages.
Avec une valeur p plus grande ; il est également significatif pour les lymphocytes. Quel que
soit le type cellulaire, la lignée CCS+ a des concentrations plus élevées pour tous les types

cellulaires recensés. (Annexe 13)

2.4.2. Effet du stade de lactation

Les prélevements ont été réalisés a trois dates correspondant au début, au milieu et a la
fin de la lactation. A chacune de ces dates, ce sont respectivement 106, 102 et 96 échantillons
qui ont été collectés. L’effet date est tres significatif pour tous les types cellulaires. Quel que
soit le type cellulaire, les concentrations sont plus élevées en fin de lactation (Annexe 14).
Concernant les PMN et les macrophages, la concentration augmente significativement au fur
et a mesure de la lactation, et particulierement a la derniere date. Les PMN morts quant a eux
ont des concentrations significativement plus élevées en début et en fin de lactation. Enfin le
nombre de lymphocytes est plus élevé au début qu’au milieu de la lactation, puis augmente
significativement en fin de lactation. Cependant, la quantit¢ de lait produite est
significativement plus basse en fin de lactation. Ainsi pour s’affranchir de 1’effet dilution,
nous avons aussi étudié les variables log(PMN x quantité de lait), log(Dead_PMN x quantité
de lait), log(Macro x quantité¢ de lait) et log(Lympho x quantité de lait). Pour toutes ces

variables, 1’effet date était tres significatif.
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2.4.3. Effet du rang de lactation

Parmi les chévres de notre étude, 150 échantillons étaient issus de 26 chévres en
premiere lactation, contre 154 échantillons issus de 27 cheévres en seconde lactation. L’effet
rang de lactation n’est significatif que sur la concentration de lymphocytes. En effet, les
chévres en 2°™ lactation ont significativement plus de lymphocytes dans le lait que les

chevres en premiere lactation (moyenne de log(Lympho) de 2,95 contre 2,57).

2.4.4. Effetdel’age

A I’U.E. de Bourges, les chévres sont inséminées tous les ans. Cependant certaines ne
sont pas gravides a I’issue de la campagne de reproduction et elles sont conservées pour étre
mises a la reproduction 1’année suivante. Ainsi toutes les chévres en seconde lactation ont
deux ans alors que parmi les cheévres en premicre lactation, 70 chévres sont agées de un an
alors que 80 chevres ont deux ans. L’effet de 1’age n’est significatif que sur la concentration
de lymphocytes. Les chevres de deux ans ont significativement plus de lymphocytes dans le

lait que les chevres dgées de un an seulement (moyenne de log(Lympho) de 3,06 contre 2,46).

2.4.5. Effet du coté de I’'hémimamelle

Toutes les cheévres ont été prélevées aux deux hémimamelles. L’effet coté n’est
significatif que sur la concentration des PMN. On compte significativement plus de PMN sur
les hémimamelles gauches que les droites, alors qu’il n’y a pas de différence significative du

taux d’infection, quelle que soit la technique de bactériologie utilisée.

2.4.6. Effet croisé du stade de lactation et de la lighée

Les deux principaux effets étant le stade de lactation et la lignée, nous nous sommes
intéressés a I’interaction entre ces deux effets (Figure 12). Quel que soit le type cellulaire,
cette interaction n’est jamais significative ; cependant il est intéressant de relier les variations
de la concentration en fonction de ces deux parametres, au taux d’infection. Ainsi, 6
catégories ont été créées. Les catégories 1 et 2 regroupent les échantillons collectés en début
de lactation, respectivement sur les chevres CCS- et CCS+. Les catégories 3 et 4 regroupent
les échantillons collectés en milieu de lactation, respectivement sur les cheévres CCS- et
CCS+. Les catégories 5 et 6 regroupent les échantillons collectés en fin de lactation,
respectivement sur les chévres CCS- et CCS+. Chaque catégorie compte respectivement 48,

58, 46, 56, 44 et 52 échantillons.
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Figure 12 : Décompte de chaque type cellulaire en fonction de la lignée et du stade de lactation

%k P < 0,0001 ** P < 0,001 NS = «non significatif » = P > 0,05

Pour tous les types cellulaires, et pour une date donnée, le nombre de cellules par mL
dénombrées dans les échantillons de lait prélevés sur des cheévres CCS+ est plus élevé. Cette
différence est significative a toutes les dates pour les PMN, les PMN morts et les
macrophages. Pour les lymphocytes, la différence n’est significative a aucune des trois dates.
En parallele, la bactériologie conventionnelle révele un taux de prélévements positifs plus

élevés chez les chévres CCS+ (Annexe 15).

La concentration des PMN et des macrophages, pour une lignée donnée, augmente
significativement entre le milieu et la fin de la lactation. On remarque aussi une augmentation
entre le début et le milieu de la lactation, qui n’est significative que pour les macrophages.
Concernant les lymphocytes et les PMN morts, la concentration de cellules augmente
significativement entre le milieu et la fin de la lactation dans les deux lignées. Entre le début
et le milieu de la lactation, au contraire, il diminue, mais cette différence n’est significative

que pour les PMN morts.
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2.5. Etiologie des bactéries associées aux infections intra

mammaires

2.5.1. Distinction entre les lignées
2.5.1.1. Bactériologie conventionnelle

Sur la campagne 2013, 304 échantillons ont été analysés en bactériologie
conventionnelle. Parmi ceux-ci, 166 appartenaient a des chevres de la lignée CCS+ contre 138
pour les chevres de la lignée CCS-. Cinq échantillons n’ont pas mené¢ a un résultat, par
manque de lait ou a cause de la contamination de 1’échantillon. Sur un échantillon, deux types
bactériens ont été isolés, mais seul le dominant a été conservé dans les données pour 1’analyse

ultérieure, il s’agit de I’échantillon contenant E. coli.

Tableau III : Inventaire des germes isolés des échantillons de lait collectés dans notre étude

CCS+ CCS-
Sterile 74 73
8. epidermidis

—
-
p—
o

S. caprae
Bacillus

8. hyicus

S. xylosus

S. chromogenes
8. aureus

8. lugdunensis
8. capitis

S. cohnii

8. lentus

S. simulans
Micrococcus

S. hominis

S. warneri
Aerococcus
Corynebacterium
8. sciuri
Strepto. faecium
E. coli

Strepto. acidominimus
8. saprophyticus
Non analysé
EFFECTIF
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Sur la totalité des échantillons, 147 étaient stériles, c’est-a-dire qu’aucun isolement n’a
été possible par la technique de bactériologie conventionnelle. Les autres échantillons ont

permis d’isoler un seul type de bactérie. L espece bactérienne la plus fréquemment isolée,
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toutes lignées confondues était S. epidermidis, (avec 27 observations sur les 304 échantillons
soit 8,9%). Sa fréquence était plus grande dans la lignée CCS+. Ensuite on retrouvait S.
caprae (17 isolements sur 304 échantillons soit 5.6%), Bacillus (15/304 soit 4,9%), S. hyicus
(14/304 soit 4,6%), et S. xylosus (13/304 soit 4,3%). Certaines bactéries n’ont été isolées que
chez les chevres de la lignée CCS-, comme Aeroccocus, Corynebacterium ou S.
saprophyticus. Au contraire S. aureus, S. simulans, Strepto. faecium, E. coli et Strepto.
acidominimis n’ont été isolées que dans les échantillons de lait prélevés chez des chévres

CCS+. (Tableau III)

W S.aureus
CCs-
ces+ M S.hyicus

S.epidermidis

S.simulans

M S.chromogenes
S.capitis

W S.caprae

m S.cohnii

H S.hominis

m S.Jentus

I— W S.lugdunensis

B S.saprophyticus

W S.sciuri
S.warneri
S.xylosus
Aerococcus

B Micrococcus
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m Coryné.

W Strepto.acidominimus
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W E.coli

Figure 13 : Prévalence des différentes especes bactériennes en fonction de la lignée

Dans la lignée CCS+ 44,6% des échantillons étaient stériles, contre 52,9% dans la
lignée CCS-, ce qui représente une différence significative en acceptant une probabilité
d’erreur de 10%. Parmi les échantillons ayant conduit a un isolement, les bactéries Gram-
positives dominent largement, représentant 99,4% des prélevements. Effectivement seul un
isolement d’une bactérie Gram-négative a été réalisé et il s’agissait d’Escherichia Coli chez

une chevre de la lignée CCS+ (Figure 13).

Au sein des bactéries Gram-positives, les staphylocoques représentent 80,2% des
isolats totaux. Les Staphylocoques a Coagulase Positive (SCP), S. aureus et S. hyicus sont

significativement plus souvent isolés dans le lait des chévres de la lignée CCS+, d’aprés un
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test de Fisher (dans 10,8% des échantillons issus de chévres CCS+ contre 3,6% de ceux issus

de chévres CCS-).

Les Staphylocoques a Coagulase Négative (SCN), sont les plus représentés, a hauteur
de 65,6% des isolats bactériens. D’aprés la bibliographie, on peut distinguer les SCN
hautement pathogénes, tels que S. epidermidis, S. simulans et S. chromogenes et des SCN
mineurs. (59, 82, 94, 95) Les SCN hautement pathogénes sont significativement plus
fréquemment isolés dans la lignée CCS+, d’aprés un test de Fisher (dans 21,0% des
échantillons issus de chévres CCS+ contre 10,1% de ceux issus de chévres CCS-). Les SCN
mineurs représentent quant a eux 39,5% des isolats totaux et sont moins fréquemment mis en
évidence dans la lignée CCS+ (dans 18,7% des échantillons issus de cheévres CCS+ contre

22,5% de ceux issus de chévres CCS-). (Annexe 16)

Les autres bactéries Gram-positives isolées sont des streptocoques, S. acidominimus et
S. faecium, que 1’on retrouve uniquement chez les chévres de la lignée CCS+, dans 1,8% des
échantillons de cette lignée. Bacillus, Aerococcus et Corynebacterium ont aussi été isolés

dans 4,8% des échantillons de chevres CCS+ et 7,9% pour les chévres CCS-. (Figure 13)

Enfin pour chaque échantillon, le nombre de colonies ayant poussé sur la gélose a été

estimé, afin d’obtenir une estimation du nombre de bactéries présentes (Figure 14).
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Figure 14 : Moyennes des mesures de la concentration des différentes espeéces bactériennes isolées en
bactériologie conventionnelle (en UFC/mL)

Les échantillons a partir desquels S. lugdunensis, S. aureus et S. hyicus ont été isolés,
présentent un nombre moyen de colonies particulierement élevé, allant de 7 150 UFC/mL a
6200 UFC/mL en moyenne. Cependant les écarts types sont trés grands pour la majorité des

especes bactériennes.

2.5.1.2. Bactériologie moléculaire

La bactériologie conventionnelle a révélé que le genre Staphylococcus était
considérablement plus représenté dans les isolats de lait de cheévre. Ainsi la bactériologie
moléculaire a été utilisée ici pour dénombrer tous les staphylocoques présents dans les
échantillons de lait. Le résultat a été exprimé en nombre d’équivalents génomes. Par cette

méthode, seuls 46 échantillons sur 304 sont considérés comme stériles, ce qui représente 15%
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des échantillons contre 48% en bactériologie conventionnelle. Pour les échantillons de la
lignée CCS+, 25 prélevements, soit 15,06 % des échantillons sont négatifs a la bactériologie
moléculaire. Pour les échantillons de la lignée CCS-, 21 prélevements, soit 15,22% des
échantillons sont négatifs aprés analyse en bactériologie moléculaire. La proportion
d’échantillons contenant des staphylocoques n’est pas significativement différente entre les

lignées (test de Fisher).

On compte en moyenne 108.103 équivalents génomes /mL (SD=399.103%) pour les
chevres de la lignée CCS- contre 537.10% équivalents génomes/mL (SD=5 974.103) pour les
chevres de la lignée CCS+. La comparaison des moyennes du nombre d’équivalents génomes
entre les lignées indique que la différence n’est pas significative. Ces résultats sont
surprenants par rapport aux études précédentes et aux résultats obtenus en bactériologie
conventionnelle. Nous avons donc étudié la distribution de la charge bactérienne en fonction

de la lignée (Figure 15).
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Figure 15 : Distribution de la charge bactérienne en staphylocoques mesurée en bactériologie moléculaire

Le nombre d’échantillons de la lignée CCS- est significativement plus grand pour des
charges comprises entre 270 et 1 620 équivalents génomes/mL, alors que les échantillons de
chevres CCS+ sont plus nombreux dans les catégories contenant plus de 4 860 équivalents
génomes/mL. Ainsi méme si les moyennes des quantités de staphylocoques ne sont pas
significativement différentes, la distribution des quantités entre échantillons n’est pas la méme
car les échantillons de chevres CCS - sont nombreux a avoir un titre bactérien faible, et

inversement pour les échantillons des chévres CCS+.
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2.5.2. Distinction selon le stade de lactation

2.5.2.1. Bactériologie conventionnelle

Les taux d’infection varient au cours de la lactation, en fonction de la pression

d’infection bactérienne et de la réceptivité des chevres.

Tableau IV : Taux d’infection détecté par la bactériologie conventionnelle selon la date de prélévement

26/03/2013 28/05/2013 24/09/2013

CCS- 65% 35% 41%

CCS+ 65% 48% 52%

Entre le début et le milieu de la lactation, le taux d’infection déterminé par
bactériologie conventionnelle, diminue significativement pour la lignée CCS- (Test de Fisher,
p= 0,0035). Entre le milieu et la fin de la lactation, le taux d’infection augmente de maniére
non significative chez les deux lignées. Aucune différence entre les deux lignées n’est

significative (Tableau IV).

Tableau V : Prévalence des différentes especes bactériennes selon la date de prélévement

26/03/2013 28/05/2013 24/09/2013

E. coli

Strepto. acidominimus
Strepto. faecium
S. aureus

S. hyicus

S. epidermidis
S. simulans

S. chromogenes
S. capitis

S. caprae

S. cohnii

S. hominis

S. lentus

S. lugdunensis
S. saprophyticus
S. sciuri

S. warneri

S. xylosus
Aerococcus
Micrococcus
Bacillus
Corynebacterium
Stérile
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La prévalence des infections est significativement plus grande au début de la lactation.
Elle est prédominée par Bacillus, qui ne persiste dans aucune hémimamelle d’une date a
I’autre. Les SCP ont tendance, quant a eux a persister du début a la fin de la lactation, sauf
pour une hémimamelle dont le lait a permis I’isolement de S. hyicus en début de lactation,
mais qui est négatif aux dates postérieures. Les SCN persistent dans certaines hémimamelles
alors qu’ils sont ¢liminés dans d’autres. Il n’y a pas de différence significative concernant le
taux d’infection entre le milieu et la fin de lactation (Tableau V). Afin de mieux visualiser les
agents pathogenes persistants, nous avons identifié les hémi-mamelles ou I’infection était

persistante sur au moins 2 prélevements consécutifs (Tableau VI).

Tableau VI : Agents pathogénes isolés sur au moins 2 prélévements consécutifs sur une méme

hémimamelle et lignée de la chévre correspondante

Agent pathogene Lignée
Persistance aux 3 dates
S. aureus CCS+
S. aureus CCS+
S. aureus CCS+
S. hyicus CCS+
S. hyicus CCS+
S. hyicus CCS+
S. hyicus CCS-
S. simulans CCS+
S. epidermidis CCS+
S. lugdunensis CCS+
S. caprae CCS-
S. xylosus CCS-
Persistance entre les 2 derniéres dates
S. xylosus CCS+
S. lugdunensis CCS+
S. caprae CCS-
S. epidermidis CCS-
S. chromogenes CCS-
Persistance entre les 2 premiéres dates
S. epidermidis CCS+
S. epidermidis CCS+
S. caprae CCS-
S. caprae CCS-
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Les agents pathogénes qui persistent durant toute la lactation sont principalement des
SCP. Concernant les autres agents pathogenes, les SCN hautement pathogénes sont
majoritairement isolés. Les prélévements ou une bactérie persiste jusqu’a la fin de la lactation
sont majoritairement issus de cheévres CCS+, avec 11 hémimamelles contre 6 pour la lignée
CCS-. Autant de chévres parviennent a ¢liminer 1’agent pathogéne entre le milieu et la fin de

la lactation chez les CCS+ que chez les CCS-.

2.5.2.2. Bactériologie moléculaire

La concentration moyenne de génomes de staphylocoques en début de lactation est de
33.103 équivalents génomes /mL (SD= 110.103), elle n’est pas significativement différente de
la moyenne en milieu de lactation qui est de 106.103 équivalents génomes /mL (SD=492.103).
La concentration moyenne en staphylocoques en fin de lactation est quant a elle tres
significativement supérieure, atteignant 937.103 équivalents génomes /mL (SD=7846.103). En
détaillant ces données en fonction de la lignée, nous obtenons les résultats suivants (Tableau
VID).

Tableau VII : Quantité de staphylocoques détectés par mL (SD) et taux d’infection par bactériologie
moléculaire selon la date de prélévement

26/03/2013 28/05/2013 24/09/2013
CCS- 38.10% (137.10%) 110.10® (165.10%) 186.10% (530.103)
Moyenne
d’équivalents CCS+ 28.103 (81.103%) 103.10% (541.10%) 1573.10% (106.10°
génomes/mL
CCS- 82% 79% 92%
Taux
d’infection CCS+ 83% 80% 92%

Aucune différence significative n’est notée entre les lignées a chacune des dates. Au
sein d’une lignée donnée, la seule différence significative concerne la lignée CCS+ pour
I’augmentation de la concentration bactérienne moyenne entre le milieu et la fin de la

lactation.

70



2.5.3. Comparaison des résultats obtenus avec les deux

méthodes

Les deux méthodes de bactériologie semblent donner des résultats contradictoires sur
plusieurs points. Il semble donc important de les comparer, afin d’interpréter correctement ces

différences.

De nombreux prélevements sont négatifs ou tres faiblement positifs a la bactériologie
conventionnelle, alors qu’ils sont positifs voire trés positifs a la bactériologie moléculaire
(Annexe 17). Les concentrations bactériennes atteignent 10* UFC/mL avec une moyenne de
380 UFC/mL en bactériologie conventionnelle, contre un maximum de 77.10° équivalents
génomes/mL et une moyenne de 112.10" équivalents génomes/mL en bactériologie
moléculaire. La bactériologie moléculaire détecte donc une plus grande quantité de
staphylocoques dans les échantillons de laitet elle est beaucoup plus sensible ; mais la

corrélation entre les deux méthodes de 0,62 est relativement bonne.
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Figure 16 : Dénombrement des staphylocoques (en logarithme binaire d’équivalents génomes) par la technique
de bactériologie moléculaire en fonction du type de bactérie identifié en bactériologie conventionnelle

Un certain nombre de prélévements dans lesquels aucun staphylocoque n’a été isolé en

bactériologie conventionnelle contiennent une grande quantité de génomes de staphylocoques
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a I’analyse moléculaire (Figure 16). Le nombre d’équivalents génomes est particulierement
élevé pour les échantillons ou E. coli et Corynebacterium étaient considérés comme 1’espece
dominante a la bactériologie conventionnelle. Concernant les échantillons ol un
staphylocoque avait été isolé a la bactériologie conventionnelle, S. aureus est associé a une
plus grande quantité de génomes bactériens, suivi de S. xylosus, S. simulans, S. warneri, S.

hominis et S. hyicus.

2.6. Facteurs liés a I’agent pathogene influencant le profil

cellulaire

Nous avons vu que les facteurs liés a ’animal influengaient significativement le profil
cellulaire. Cependant il reste de grosses variations au sein méme des catégories précédemment
établies. En effet, la nature de la bactérie identifiée dans 1’échantillon de lait mais aussi sa
quantité influence le profil cellulaire (Figure 18). Afin de détailler ce facteur, nous avons
¢tudié I’influence de I’espece de bactérie, grace a la bactériologie conventionnelle ; mais aussi
du nombre de bactéries, grace a la bactériologie moléculaire (QPCR), lorsqu’il s’agissait d’un

staphylocoque.

2.6.1. Effet del’espece bactérienne

Selon I’espéce bactérienne déterminée par bactériologie conventionnelle, la réponse

inflammatoire mammaire semble plus ou moins forte.
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Figure 17 : Effet de ’espéce bactérienne sur la CCS
kP <0,0001 *P <005

Les especes bactériennes sont rangées par ordre de fréquence décroissante. On
remarque que selon ’espece, la cellularité du lait est trés variable a la fois par sa composition
et par la CCS. Un test de significativité a été effectué sur la SCS. Celui-ci a mis en évidence
que deux des espeéces bactériennes isolées engendraient dans cette étude une concentration
cellulaire tres significativement plus grande dans les échantillons a partir desquels elles sont
isolées. Il s’agit de S. aureus et S. hyicus. Dans le reste de I’étude nous les considérerons donc
comme des agents pathogenes majeurs. De plus, quatre especes bactériennes, ont été reliées a
des CCS significativement plus élevées. Il s’agit des especes S. caprae, S. epidermidis, S.

simulans, et S. xylosus.

2.6.2. Effet du nombre de bactéries

La corrélation entre le nombre de cellules présentes dans le lait et le nombre de bactéries

dénombrées a été comparée selon la technique de bactériologie utilisée.
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Tableau VIII : Corrélation entre les nombres de cellules de chaque type et le nombre de bactéries

dénombrées par mL par les deux techniques de bactériologie

CORRLATION Nombre de colonies Log2(Nombre d’équivalents génomes)
(bactériologie conventionnelle) (bactériologie moléculaire)
SCS 0,47915 0,51214
Logarithme de PMN 0,49286 0,51176
Logarithme de PMN morts 0,38145 0,41738
Logarithme de macrophages 0,43875 0,46036
Logarithme de lymphocytes 0,29636 0,29244

Pour toutes les valeurs p<0,0001

La corrélation entre le nombre de cellules présentes dans le lait et le nombre de
bactéries dénombrées est meilleure avec le dénombrement en bactériologie moléculaire, pour
tous les types cellulaires, sauf pour les lymphocytes. Quelle que soit la technique utilisée, la
corrélation la plus élevée est obtenue pour les PMN, suivie des macrophages, puis des PMN

morts. La corrélation pour les lymphocytes est beaucoup moins bonne (Tableau VIII).

2.6.3. Effet croisé de |I'espece et du nombre de bactéries

Nous avons vu qu’a la fois I’espéce et le nombre de bactéries pouvaient avoir un effet
sur le profil cellulaire. Ainsi afin d’objectiver leurs effets, nous avons déterminé quatre
catégories d’échantillons (Figure 18). Ces catégories sont fondées sur le type de bactérie
identifié par la bactériologie conventionnelle et le nombre de bactéries déterminé par la
bactériologie moléculaire, dont nous avons montré qu’elle est plus sensible. Plusieurs
modeles, avec des catégories constituées de facons différentes ont été analysés. La
performance du nouveau modele par rapport a 1’ancien a été évaluée au moyen du Critére
d’Information d’Akaike (AIC). Le mode¢le retenu est celui qui possede I’AIC le plus faible,
soit celui qui offre le meilleur équilibre entre 1’ajustement aux données et la complexité du

modeéle.

La catégorie 4 correspond aux échantillons dans lesquels un germe « majeur » a été

1solé a la bactériologie conventionnelle. La catégorie 3 regroupe les échantillons contenant un
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germe mineur (autre que S. aureus ou S. hyicus) dans lesquels le titre bactérien est supérieur a
11 520 équivalents génomes/mL comme déterminé par qPCR. La catégorie 2 correspond aux
échantillons contenant un germe mineur, dans lesquels le titre bactérien est compris entre
1440 et 11 520 équivalents génomes/mL a la qPCR. Enfin la catégorie 1 est composée
d’échantillons dits « stériles » a la bactériologie conventionnelle ou comptant moins de 1 440
équivalents génomes bactériens/mL par la qPCR. Ces catégories étaient celles qui étaient le
mieux corrélées au SCS, par rapport a tous les autres modeles testés. Chaque catégorie

compte respectivement 88, 93, 100 et 23 échantillons.
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Figure 18 : SCS en fonction de la catégorie d’agent infectieux

A partir de ces catégories, les concentrations de PMN, PMN morts macrophages et

lymphocytes ont donc été étudiées (Figure 19).

: <1440 équivalents génomes/mL, germe mineur
Cat 2 :>1 440 et <11 520 équivalents génomes/mL, germe mineur
7 :>11 520 équivalents génomes/mL, germe mineur

L Cat 4 : germe majeur (S. aureus ou S. hyicus)
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Figure 19 : Décompte de chaque type cellulaire en fonction de I’espece de bactérie et de sa quantité
Tous les écarts entre les catégories étaient significatifs, p<0,05, sauf ceux notés NS
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Quel que soit le type cellulaire, la quantité de cellules par unité volumique augmente
entre les catégories 2 a 4 (Annexe 18). Entre la catégorie 1 et la catégorie 2, une différence a
la baisse des cellules est observée. Cependant cette différence n’est pas significative sauf pour

les lymphocytes (Figure 19).

2.6.4. Effet de I’agent pathogéne en fonction de la lignée

Afin d’étudier les différences de réponse immunitaire locale, pour une infection
identique ou semblable entre les lignées, six catégories ont été définies. D’apres la Figure 19,
la différence est peu marquée voire absente entre des échantillons contenant un germe mineur
avec un titre bactérien faible ou moyen. Aussi, ces deux sous-catégories ont été groupées. Les
catégories 1 et 2, regroupent les 2 sous-catégories de la Figure 19 citées précédemment, et
sont donc composées des échantillons a germes dits « mineurs » a la bactériologie
conventionnelle et comptant moins de 11 520 équivalents génomes bactériens/mL en qPCR.
Le statut infectieux sera alors dit « faible » et la catégorie 1, sera composée d’échantillons de
la lignée CCS- et la catégorie 2 de la lignée CCS+. Les catégories 3 et 4, respectivement pour
la lignée CCS- et CCS+, sont composées des échantillons a germe « mineur » a la
bactériologie conventionnelle et comptant plus de 11 520 équivalents génomes bactériens/ mL
a la qPCR. Le statut infectieux sera dit « intermédiaire ». Enfin les catégories 5 et 6
correspondent aux échantillons dans lesquels un germe « majeur » a été isolé a la
bactériologie conventionnelle, respectivement pour la lignée CCS- et la lignée CCS+. Le
statut infectieux sera dit « fort ». Les effectifs de chaque catégorie sont respectivement de 90,

91, 43, 57, 5 et 18 échantillons (Figure 21).
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Figure 20 : Dénombrement des différents types de leucocytes en fonction du statut infectieux et de la lignée

Tableau IX : Significativité de différences entre certaines catégories de la Figure 20
(Liste compléte en Annexe 19)

PMN Dead_PMN Macro Lympho

Catl-2 okok skokok *ok ok ok
Catl-3 okok sk ok ok otk
Cat2-4 ok NS * NS
Cat3-4 NS NS NS NS
Cat3-5 NS NS NS NS
Cat4-6 Hokok Hkok ok *
Cat5-6 NS * *ok NS
Cat2-3 NS NS NS NS

#EE P < 0,000 ** P <0,0001 *P<0,05 NS = « non significatif » = P > 0,05

Les chevres de la lignée CCS+ ont des concentrations de PMN, PMN morts et de

macrophages plus grandes, a statut infectieux égal. A statut infectieux défini comme faible,
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c’est-a-dire pour un agent pathogéne autre que S. aureus ou S. hyicus et un titre bactérien
inférieur a 1440 UFC/mL par la qPCR, les échantillons issus des chevres CCS- ont des
concentrations cellulaires plus faibles pour tous les types de leucocytes. Au statut infectieux
« intermédiaire », cette différence n’est significative que pour les PMN et les macrophages.
Pour un statut infectieux « fort», la différence est significative uniquement pour les
macrophages. Pour ces trois types cellulaires, on observe une augmentation du nombre de
cellules entre statut infectieux « faible » et « intermédiaire », qui est trés significative dans la
lignée CCS- et peu ou pas significative dans la lignée CCS+. Par ailleurs, les concentrations
cellulaires entre les échantillons de chévres CCS+ a statut infectieux « faible » et les CCS- a
statut infectieux « intermédiaire » ne présentent pas de différence significative pour tous les
types cellulaires analysés. Enfin on note une augmentation tres significative du nombre de
PMN, PMN morts et macrophages pour la lignée CCS+ entre le statut « intermédiaire » et le

statut « fort », ce qui n’est pas le cas pour la lignée CCS- (Tableau IX).

Concernant les lymphocytes, leur dénombrement est significativement plus faible dans
les échantillons de la lignée CCS- pour un statut infectieux de la catégorie « faible ».
Cependant, on observe une augmentation tres significative entre les concentrations de statut
infectieux « faible » et «intermédiaire » pour la lignée CCS-, alors qu’il n’y a pas
d’augmentation significative pour la lignée CCS+ entre ces catégories. On ne note pas de
différence significative entre les lignées CCS+ et CCS- pour un statut infectieux
« intermédiaire » et « fort », bien que I’augmentation du nombre de lymphocytes par millilitre

soit significative entre ces 2 catégories uniquement pour la lignée CCS+.

2.7. Facteurs influencant les parameétres de production

Les parametres de production du lait peuvent, tout comme les concentrations
cellulaires, étre influencés par des facteurs propres a I’animal ou en lien avec la présence d’un
agent infectieux. Les paramétres étudiés sont ceux relevés au controle laitier, c’est-a-dire la
quantité de lait, le taux butyreux (TB) et le taux protéique (TP). Ces mesures ne sont

disponibles qu’a I’échelle de I’animal (lait de traite) et non pas par hémi-mamelle.

2.7.1. Les facteurs liés a I’animal

Les facteurs étudiés ici sont la lignée, le stade de lactation et le rang de lactation
(Tableau X).
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Tableau X : Significativité des effets liés a ’animal sur les paramétres de production

Lignée Date N° de lactation
Quantité de lait ok ek NS
P =0,0028 P <0.0001
TB NS o NS
P < 0.0001
TP Fedek L *

P < 0.0001 P < 0.0001 P=0,0113

%k P < 0,0001 **P < 0,001 *P <0,05 NS = « non significatif » = P > 0,05

Le stade de lactation a un effet trés significatif sur tous les parametres du contrdle
laitier étudiés ici. En effet la quantité de lait produite diminue trés significativement a chaque
date passant d’'une moyenne de 1 997 mL (SD=41mL) par traite en début de lactation a 958
mL (SD=42mL) par traite en fin de lactation. Concernant le TB, il augmente tres
significativement entre le début et le milieu de la lactation passant d’une moyenne de 28,6 g/L.
(SD=1,2) a 43,2 g/L. (SD=1,2), pour diminuer trés significativement en fin de lactation a 34,7
g/l (SD=1,3). Enfin le TP diminue tres significativement entre le début et le milieu de la
lactation passant d’une moyenne de 31,8 g/L (SD=3) a 30,0 g/L (SD=3). Il augmente tres
significativement en fin de lactation jusqu’a 34,0 g/L (SD=3).

La lignée a un effet significatif sur la quantité de lait. Les cheévres de la lignée CCS+
produisent significativement plus de lait en moyenne que les chevres de la lignée CCS- (1590
mL/traite (SD=32) contre 1 449 mL/traite (SD=35)). De plus, elle a un effet trés significatif
sur le TP. Effectivement, les cheévres de la lignée CCS+ ont un TP significativement plus bas

(31,2 g/L (SD=2) contre 32,6 g/L (SD=2)).

Le rang de lactation a un effet significatif uniquement sur le TP. Les primipares ont un
TP significativement plus bas que les cheévres en 2°M Jactation (31,5g/L (SD=2) contre

32,4g/L (SD=2)).

2.7.2. Les facteurs liés a I'agent infectieux

Les catégories mises en place pour la Figure 19 ont été reprises ici. Aucun effet
significatif de 1’agent infectieux n’est observé sur la quantité de lait produite et le TB,

contrairement au TP.
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Figure 21 : Variation du taux protéique selon la catégorie d’agent bactérien

0
l
1

TP (en gL}

Cat3 Cat4

#kk P < 0.0001 *P <0.05 NS = « non significatif » = P > 0.05

Concernant le TP, une augmentation trés significative est observée lors d’infection par
un agent bactérien « majeur », alors qu’une baisse significative apparait dans les échantillons

contenant un agent pathogéne « mineur » en grande quantité.
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3. DISCUSSION

3.1. Distribution des types cellulaires dans le lait de chévre

La CCS est le critere le plus étudié et le plus utilisé pour qualifier la santé mammaire
des ruminants laitiers, les caprins compris. Dans cette étude la valeur moyenne de la CCS était
de 1 035.103 cellules/mL (SD= 2 683. 103) sur I’ensemble des échantillons. La valeur de la
CCS moyenne était différente en fonction du statut infectieux de I’hémi-mamelle : 696.103
cellules/mL (SD=1 320.103) pour les échantillons dont I’isolement était négatif et 1 365.103
cellules/mL (SD= 3 512.103) pour les échantillons dont la bactériologie conventionnelle était
positive. Ces moyennes cellulaires sont tres élevées par rapport aux moyennes habituellement
enregistrées dans d’autres études, particuliérement pour le groupe dont la bactériologie est
négative (99). Ceci peut refléter un défaut de maitrise des infections mammaires en relation
avec une mauvaise hygieéne, en particulier de la traite ; cela est cohérent avec I’absence de
mesures de pré et post trempage. Une infection par le CAEV pourrait aussi induire une
augmentation de la quantité de leucocytes dans le lait (169). Concernant la différence entre les
deux lignées divergentes, sélectionnées sur le critere de la CCS, la différence est significative
avec une moyenne de 830.10% cellules/mL (SD=3 109.10%) pour la lignée CCS- et 1 210.103
cellules/mL (SD=2 253.103) pour la lignée CCS+. Ces résultats confirment ceux obtenus les

années précédentes sur des chevres de ce schéma de sélection (20).

La particularité de cette étude était de décomposer la CCS en fonction des types de
cellules nucléées retrouvées dans le lait, grace a 1’analyse en cytométrie de flux (FACS). Il
s’agit essentiellement des cellules de la réponse inflammatoire. Dans cette analyse, les
neutrophiles (ou PMN), les lymphocytes, les macrophages et les PMN morts étaient ainsi
dénombrés. Contrairement a d’autres ¢études (157), les éosinophiles n’ont pas été
comptabilisés. En effet, le pourcentage d’éosinophiles dans le lait est normalement faible et
biologiquement insignifiant. Il peut cependant augmenter lors d’infestation parasitaire
marquée, car une partie des éosinophiles sanguins passent dans le lait. Dans notre étude, la
conduite d’¢levage étant exclusivement en batiment, et la derniére coprologie réalisée
indiquant un parasitisme gastro-intestinal faible a inexistant, cette variable n’est pas
indispensable. Par ailleurs, la présence en quantité anormalement élevée d’éosinophiles aurait

été repérée sur les graphiques d’analyse des données de cytométrie, ce qui ne fut pas le cas.
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Les données CCS étant disponibles en routine car acquises a I’occasion des mesures
associées au contrdle laitier, et moins onéreuses a obtenir que les données de cytométrie,
I’existante d’une relation directe entre la concentration des différents types cellulaires et la
CCS a été recherchée. En effet, chez la vache, une bonne corrélation entre la CCS et le
pourcentage de PMN ainsi qu’avec celui des lymphocytes a été mise en évidence (145)
(Annexes 9 et 10). Dans notre étude, 1’augmentation de la CCS et I’augmentation de la
concentration de PMN sont bien corrélées (Figure 10). Cependant, la relation est moins bien
établie entre la CCS et la concentration de macrophages et d¢ PMN morts (Annexe 12), et
encore moins avec celle des lymphocytes (Figure 11). Ainsi les corrélations obtenues chez la
chevre sont moins bonnes que celles établies chez la vache. Dans 1’espéce caprine, les PMN
prédominent sur les autres leucocytes, quel que soit la CCS, alors que dans 1’espéce bovine ce
n’est la cas que pour les laits ayant des CCS ¢levées (145). Cette différence est peut-étre liée
au statut infectieux des animaux qui est globalement défavorable. La grande fréquence des

infections mammaires et la forte proportion de mamelles avec une inflammation chronique

pourrait expliquer ce résultat.

Dans notre étude, quels que soient le statut infectieux et la lignée, les cellules
somatiques sont majoritairement composées de PMN (43.6% des cellules somatiques en
moyenne), puis viennent les PMN morts (27.0%), suivis par les macrophages (20.1%) et enfin
les lymphocytes (9.3%). Les proportions des différents types cellulaires sont en accord avec la
majorité des études réalisées chez la chévre méme s’il existe une tres grande variabilité de
résultats (42, 117, 128, 157). Ici, les concentrations des différents types de cellules sont
différentes selon la lignée considérée et le statut bactériologique de leurs mamelles (Figure 9).
Il existe cependant, au sein d’une méme catégorie, une grande variabilité inter-individuelle
C’est pourquoi nous avons choisi de nous intéresser aux facteurs liés a I’animal puis a ’agent

infectieux, pouvant influencer le profil cellulaire du lait dans cette espéece.

3.2 Influence des caractéristiques liées a I'animal sur le profil

cellulaire

3.2.1. Effet lignée

Les lignées de chevres étudiées ont été congues en utilisant le critere de la CCS pour la
sélection génétique des parents. Ainsi il n’est pas surprenant que leurs CCS moyennes soient

significativement différentes. La sélection sur ce critére est donc efficace et permet de créer
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des animaux aux statuts mammaires significativement différents. Dans cette étude, 1’effet
lignée est tres significatif sur la concentration des PMN, qu’ils soient vivants ou morts, et les
macrophages. Il est également significatif sur la concentration des lymphocytes (Tableau II).
Les concentrations de tous les types cellulaires sont augmentées dans les échantillons de lait
de chévres CCS+ (Annexe 13). Cependant, la question qui se pose ici est de savoir si les
chevres de la lignée CCS- ont des concentrations de cellules du lait moindres car leur réaction
immunitaire est plus efficace ou si cela est di a une différence du taux d’infection qui est

moindre par rapport a la lignée CCS+.

Tout d’abord, le profil cellulaire, déterminé par la cytométrie en flux, est
significativement différent entre les deux lignées (Figure 8). Le pourcentage moyen de
I’ensemble des PMN est plus élevé chez les cheévres de lignée CCS+, cette différence étant
significative pour les PMN vivants. Sachant que le pourcentage de PMN augmente
significativement en cas d’infection (136, 157, 170), une proportion et une concentration plus
grandes de neutrophiles pourraient simplement signer un taux d‘infection plus grand des
chévres CCS+. Cependant, ce que montre notre étude, ¢’est qu’a statut infectieux identique en
bactériologie conventionnelle, la concentration de PMN est beaucoup plus grande chez les
chevres CCS+ (Figure 9). Une concentration de PMN plus élevée dans les échantillons de lait
sans isolement pourrait donc étre expliquée par un recrutement basal plus marqué chez les
chevres de la lignée CCS+. Une persistance du recrutement des neutrophiles, et donc de
I’inflammation mammaire, suite a une infection antérieure pourrait aussi expliquer cette

observation.

La présence de PMN est aussi plus marquée, chez les chévres CCS+ a statut
bactériologique positif en bactériologie conventionnelle (Figure 2). Elle peut étre due a une
réponse exacerbée vis-a-vis de ’infection, et donc un recrutement plus marqué a infection
égale. Une quantité de bactéries plus grande pourrait expliquer la concentration plus élevée de
cellules, particulierement si les neutrophiles de la lignée CCS+ étaient moins efficaces que
ceux de la lignée CCS-, comme cela a été suspecté chez des brebis d’une sélection divergente
(22). En effet, si tel est le cas, cela permettrait alors une plus grande multiplication des
bactéries et en conséquence, nécessiterait un recrutement plus marqué des PMN pour juguler
I’infection. De plus, le fait que la concentration des PMN morts soit significativement plus
grande chez les cheévres de la lignée CCS+, pourrait soutenir I’hypothése de neutrophiles
moins efficaces car plus sensibles a 1’apoptose ou la nécrose associées au processus

infectieux. Or une moindre efficacit¢é de la réponse neutrophilique, avec une tendance
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apoptotique plus marquée, peut venir d’un milieu cytokinique défavorable a leur survie (171),
voire d’une déficience génétique pour la survie des neutrophiles au cours de la réponse

infectieuse.

A TDinverse, le pourcentage moyen de macrophages est significativement supérieur
chez les chévres CCS-, tout comme celui des lymphocytes pour lequel la différence est méme
tres significative. Ces différences restent toutefois relatives avec le pourcentage de PMN.
Ainsi on peut simplement en déduire que la part des macrophages et surtout des lymphocytes
est plus grande dans la lignée CCS-. Une analyse fine reposant sur les concentrations

cellulaires est nécessaire pour formuler des hypothéses.

De plus, la distinction entre « statut bactériologique positif » et « statut bactériologique
négatif » a partir de ’analyse en bactériologie conventionnelle est souvent utilisée dans les
études (42, 157), mais n’apporte ni un aspect quantitatif, ni un aspect qualitatif avec
I’identification de 1’espéce bactérienne en jeu. Dans la suite de 1’étude, les résultats de la
bactériologie conventionnelle et de la bactériologie moléculaire seront donc combinés, afin
d’affiner le statut bactériologique des hémi-mamelles. Avant d’étudier I’impact des infections
bactériennes, il est toutefois important d’identifier les autres effets indépendants de 1’infection
pouvant avoir un impact sur les concentrations cellulaires, afin de les prendre en compte dans

nos modeles statistiques.

3.2.2. Autres effets liés a I’'animal

Le stade de lactation est le facteur ayant le plus d’effet sur la concentration des cellules
du lait quel que soit le type de leucocyte considéré (Tableau 4). Les concentrations de tous les
leucocytes sont tres significativement augmentés en fin de lactation, tout comme dans les
études précédentes (93, 117, 172), méme lorsque I’on s’affranchit de I’effet de concentration,
a cause de la diminution du volume de lait produit (Annexe 14). Cela peut s’expliquer par une
prévalence d’infections plus grande en fin de lactation, dii a de nouvelles infections ou bien a
un effet cumulatif des infections acquises durant la lactation et qui persistent pendant de
longues périodes. Des études ont aussi montré que 1’augmentation de 1’élimination de PMN
dans le lait en fin de lactation était trés significative méme chez les cheévres supposées non
infectées d’apres les résultats de la bactériologie conventionnelle (144, 173). Cela serait di a
des facteurs chimiotactiques différents de ceux qui apparaissent lors d’une inflammation,

provoquant un afflux de PMN ; ces cellules interviendraient possiblement dans I’involution de
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la glande mammaire en fin de lactation (173). L’importance de ce mécanisme et son
fonctionnement ne sont toutefois pas complétement connus. De plus, dans notre étude, il faut
noter que les mises bas s’étalant sur 2 mois, et les prélevements étant réalisés aux mémes
dates pour toutes les chévres, il existait une différence du stade de lactation au moment des
prélevements entre les chévres ayant mis bas début janvier et celles ayant mis bas en mars.
Ainsi, pour étre plus rigoureux du point de vue expérimental, il aurait fallu mieux grouper les
inséminations afin d’éviter ce biais ou prendre en compte la durée de lactation individuelle

dans I’analyse statistique.

L’effet du rang de lactation a été bien décrit dans la littérature que ce soit chez la
vache ou chez les petits ruminants (97, 117, 144, 157, 158). Une augmentation des CCS en
relation avec la parité est rapportée chez la chévre, ce qui est accentué par le faible taux de
guérison spontanée durant la période seche qui est compris entre 20 et 60% (1, 84, 174). A la
persistance des infections, il faut ajouter un taux de nouvelles infections pendant la période
séche de I’ordre de 7,5% (97). Dans notre étude, le rang de lactation n’a un effet significatif
que sur la concentration en lymphocytes, qui augmente pour les chevres en 2°™ Jactation
(Tableau II). Un effet mémoire pourrait expliquer cette augmentation spécifique du nombre de
lymphocytes. En effet, les chévres ayant été en contact avec un agent pathogéne en premiere
lactation pourraient développer une immunité adaptative et produire des lymphocytes T
mémoires qui persistent dans le lait. Chez la vache, il a ét€ montré que les lymphocytes
présents dans le lait étaient majoritairement des lymphocytes T mémoires (138), ce qui est
compatible avec cette hypothése. Une autre hypothese reste une prévalence élevée du CAEV
dans le troupeau. En effet, il a ét¢ montré chez la brebis qu’une infection par le virus Visna-
Maedi provoquait une augmentation significative du taux de lymphocytes dans le lait (169).
Le CAEV est un lentivirus tout comme le Visna-Maedi et ces deux virus ayant une biologie et
des mécanismes d’action treés proches, on peut donc s’attendre a ce que I’infection par le
CAEV provoque une augmentation du nombre de lymphocytes dans le lait. Or I’effet de I'age
étant plus significatif que 1’effet du rang de lactation sur la concentration des lymphocytes,
nous avons une préférence pour cette seconde hypothése. Cependant, une étude a montré que
15% des chevres testées directement apres la premicere mise bas avaient une hémi-mamelle
infectée par une bactérie (97); ces infections précoces seraient peut €tre suffisantes pour
initier une réponse vis-a-vis de ces agents. Il faudrait donc connaitre le statut de chaque

chevre vis-a-vis du CAEV a I’'U.E. de Bourges pour évaluer cette hypothése. Seules quelques
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analyses individuelles ont été effectuées ; certaines étaient positives, indiquant que le CAEV

est présent dans ce troupeau.

Enfin, Deffet cot¢ de 1I’hémi-mamelle était significatif sur la concentration des
neutrophiles vivants. En effet, cette derniere était plus élevée dans les échantillons collectés a
partir des hémimamelles gauches (Tableau II). En parallele, aucune différence du statut
bactériologique n’a été constatée, que ce soit en bactériologie conventionnelle ou moléculaire.
Les hypotheses concernant cette inflammation dissymétrique sans infection pourraient étre
liées au décubitus plus fréquent sur le flanc gauche, ce qui n’a pas jamais ét€ observé, ou bien
en relation avec la technique de traite plus agressive pour I’hémimamelle gauche. Dans une
étude sur 305 chevres, une différence significative de la CCS avait été montrée, mais avec une
augmentation a droite (158), ce qui suggere que ce facteur soit particulier a chaque élevage et

plutdt en relation avec des facteurs zootechniques.

Les autres facteurs non infectieux ont été¢ limités au maximum dans notre étude.
Effectivement, les prélevements étaient réalisés dans les conditions de la traite, ce qui a
considérablement limité 1’impact du stress. En effet, ce facteur peut considérablement faire
varier la CCS (145). De plus les prélevements étaient toujours réalisés le matin, permettant
d’éviter les variations entre les moments de la journée, et les premiers jets, moins concentrés

en cellules, étaient exclus de 1’analyse.

3.3.Etude bactériologique des échantillons de lait

3.3.1. Bactériologie conventionnelle

La prévalence des mammites subcliniques, estimée par la fréquence des isolements
bactériens en bactériologie conventionnelle, était de 51.6% dans notre étude (Annexe 16). Elle
est relativement élevée par rapport aux prévalences rapportées dans les études précédentes,
dont la moyenne est de 35.0% (Annexe 7). Parmi les échantillons positifs, les identifications
réalisées nous indiquent que I’on retrouve a 65.6 % des bactéries de type SCN. Ceci est en
accord avec les autres études portant sur les mammites caprines qui dénombrent en moyenne
61.1% de SCN impliquées dans ces atteintes mammaires subcliniques. Parmi les SCN, les
especes prédominantes sont S. epidermidis et S. caprae, tout comme dans les études déja
publiées (Tableau I). La majorité des travaux réalisés sur ce sujet identifie ensuite
principalement S. xylosus, S. chromogenes et S. simulans, ce qui est le cas dans notre étude

sauf pour S. simulans qui n’est que peu isolé et représente seulement 1,5% des échantillons
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positifs. Apres les SCN, on retrouve les SCP qui sont présents dans 14,6% des échantillons
positifs (Annexe 16). Cette valeur est comparable aux valeurs relevées dans les études, dont la
moyenne est de 18.6% (Annexe 7). Ces SCP sont composés de S. aureus, ce qui est isolé
couramment mais aussi et en majorité de S. hyicus, qui est plus rarement isolé dans les autres
études. Une autre particularité de notre étude est la prévalence anormalement élevée de
Bacillus, que 1’on retrouve dans 9,6% des échantillons positifs. Or une prévalence élevée de
Bacillus est généralement attribuée a de mauvaises pratiques d’hygiéne dans 1’¢élevage (155).
Cela pourrait donc conforter I’hypothése émise précédemment sur la cause des CCS é€levées.
Cependant, les échantillons dans lesquels Bacillus a été isolé sont tous issus de la premicre
date de prélevement ; ils ne sont pas retrouvés lors des prélevements ultérieurs (Tableau V).
Ainsi une contamination opérateur dépendante ou liée a ’ambiance peut étre envisagée. De
plus, tous ces échantillons ont des CCS trés bas, avec une moyenne inférieure aux
¢chantillons considérés comme stériles, ce qui appuie encore I’hypothése d’une contamination

au moment du prélevement (Figure 17).

Lorsque les échantillons sont séparés en fonction de la lignée dont ils sont issus, on
remarque que les échantillons des chévres CCS+ sont significativement plus fréquemment
positifs a la bactériologie conventionnelle avec 55,4% d’échantillons ayant conduit a un
isolement, contre 47,1% pour la lignée CCS- (Figure 13). De plus, trois quarts des SCP, qui
sont des agents pathogenes majeurs, ont été isolés chez des chévres CCS+. Il a été confirmé
ici que les SCP étaient bien les agents les plus virulents (40, 172), et ils provoquent une
augmentation de la CCS tres significativement plus grande que les autres agents pathogenes
(Figure 17). De méme la majorité des échantillons dans lesquels des SCN hautement
pathogenes ont été isolés, comme S. epidermidis, S. simulans et S. chromogenes d’apres la
bibliographie (60, 84, 95, 96), proviennent de chévres de la lignée CCS+ (Tableau III). Ainsi,
les chévres CCS+ ont un taux d’infection supérieur et sont infectées par des agents
pathogenes plus virulents, ce qui peut en partie expliquer une concentration élevée de cellules.
Il faut toutefois remarquer que dans notre étude les SCN, qui peuvent étre considérés comme
les plus pathogeénes parmi cette catégorie de germes, car provoquant une augmentation de la
CCS significativement plus grande, sont S. caprae, S. epidermidis, S. simulans et S. xylosus. 1l
n’y a pas de différence significative entre le taux d’infection par ces agents pathogenes entre

les lignées CCS+ et CCS- (Figure 13).

Les SCP et SCN hautement pathogenes persistent beaucoup plus dans la mamelle que

les autres agents pathogenes (Tableau VI). En effet, toutes les hémimamelles infectées par un
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SCP, le sont restées jusqu’a la fin de la lactation, hormis une seule hémi-mamelle de chévre
de la lignée CCS- ou I’infection n’est plus détectée. Une étude avait montré chez la chévre
une persistance durant toute la lactation de 75% a 82% des infections par les SCN, et de 73%
a 78% de celles par S. aureus (101). Ainsi, les agents pathogenes les plus virulents peuvent
induire des concentrations cellulaires élevées durant toute la lactation. A 1’inverse, les
hémimamelles infectées par Bacillus, dont la moyenne des CCS est plus faible que les
hémimamelles saines (Figure 17), sont toutes négatives a la bactériologie du prélévement
suivant (Tableau V). Ainsi Bacillus, induit une réaction inflammatoire tres faible et il est trés
peu persistant s’il s’agit bien d’infection et non pas d’une contamination de 1’échantillon. Il

peut étre considéré comme un agent pathogéne mineur.

Enfin, le nombre de colonies estimé par bactériologie conventionnelle ne semble pas
bien corrélé a la virulence de 1’agent pathogéne. En effet S. lugdunensis est 1’espéce pour
laquelle le plus grand nombre de colonies a ¢ét¢ dénombré alors qu’il n’induit pas une
augmentation de la CCS significative (Figure 14), ni ne fait partie des SCN hautement
pathogenes d’apres les études antérieures (59, 83, 94, 95). Au contraire, S. simulans, qui est
classé comme un SCN hautement pathogéne dans de nombreuses études et conformément a
nos résultats, semble &tre présent en faible concentration d’aprés les résultats du
dénombrement des colonies sur les géloses. Ce biais semble particulierement vrai pour S.
simulans, S. warneri, S. hominis et S. cohnii qui semblent étre associés a des infections avec
une grande quantité de bactéries, mais avec un nombre d’échantillons qui est cependant faible
La corrélation entre la concentration des bactéries estimée en bactériologie conventionnelle et
la CCS ou la concentration d’un autre type cellulaire dans le lait n’est d’ailleurs pas tres
satisfaisante (Tableau 6.2). Ainsi se pose la question de la fiabilité du titre bactérien estimé

par la bactériologie conventionnelle.

3.3.2. Bactériologie moléculaire

La technique de bactériologie moléculaire utilisée ici, permet de dénombrer les
staphylocoques présents dans 1’échantillon grice a la PCR quantitative (qPCR). Cette
technique semble bien adaptée a 1’é¢tude réalisée ici, car dans plus de 80% des échantillons
positifs en bactériologie conventionnelle, un staphylocoque a été isolé (Figure 13),
conformément a la connaissance de 1’étiologie des infections mammaires chez la chevre.
Cette technique est beaucoup plus sensible (20) que la bactériologie conventionnelle pour

identifier et quantifier les bactéries de ce genre. Une étude a montré que, alors que plus de
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30% des échantillons de lait de vaches ayant une mammite sont reconnus « stériles » en
bactériologie conventionnelle, ils ne sont que 15% avec la bactériologie moléculaire (76).
Dans notre étude, seuls 15% des échantillons sont stériles a la bactériologie moléculaire
contre 48% avec la bactériologie conventionnelle. En effet, certains échantillons « stériles » a
la bactériologie conventionnelle contiennent des staphylocoques, qui n’ont pas ¢été mis en
évidence sur la gélose (Figure 16). D’autres échantillons dans lesquels un agent pathogéne
autre qu’un staphylocoque avait été isolé via la bactériologie conventionnelle, se révelent
positifs a la qPCR et contiennent donc un staphylocoque (Figure 16). Il semble donc que la
bactériologie conventionnelle ne détecte pas les infections peu séveres. En effet, trés peu
d’échantillons ayant un titre bactérien inférieur a 1500 équivalents génomes/mL sont positifs
a la bactériologie moléculaire (Annexe 17). La corrélation entre le caractére pathogene de
I’espece mise en évidence par la bactériologie conventionnelle (Figure 17) et le nombre de
bactéries estimé par la qPCR ne semble pas tres bonne (Figure 16). S. aureus et S. hyicus font
bien partie des agents pathogenes qui ont la plus grande concentration bactérienne, mais ce
n’est pas le cas pour tous les SCN hautement pathogenes. La bactériologie moléculaire a
I’inconvénient de ne pas renseigner sur 1’espéce bactérienne qui est présente. Ainsi on peut
attribuer a S. xylosus isolé « a tort » en bactériologie conventionnelle, un titre bactérien élevé,
alors que S. xylosus n’est pas en réalit¢ le germe dominant et qu’une autre espece de
staphylocoque non détectée en bactériologie conventionnelle, est également présente a un titre
élevé. En effet, si on se fie a la bactériologie conventionnelle, on devrait trouver un titre
bactérien nul par bactériologie moléculaire pour les échantillons ou Corynebacterium a été
isolé, car il n’est pas détecté par la qPCR. Or ces échantillons font partie de ceux qui ont le
titre bactérien le plus élevé, donc un staphylocoque, peut-étre méme un SCP, était présent en

grande quantité et n’a pas été détecté par I’isolement (Figure 16).

Outre une meilleure sensibilité, la qPCR permet de repousser la limite supérieure du
dénombrement. La bactériologie conventionnelle ne permet pas de compter plus de 200 UFC
par boite de Pétri, soit environ 10*UFC/mL, alors que la limite est 10° UFC/mL pour la
bactériologie moléculaire. De plus la corrélation entre le nombre de bactéries dénombrées en
gqPCR et la CCS ou la concentration de n’importe quel type de leucocyte est meilleure que
pour la bactériologie conventionnelle, avec une corrélation de 0,51 entre le SCS et le nombre
de staphylocoques dénombrés par qPCR. (Tableau VIII). Cependant, la méthode est si

sensible que le risque de faux positif est trés grand et qu’il est particulierement nécessaire
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d’opérer avec une extréme rigueur pour éviter le risque de contamination de I’échantillon de

lait.

Dans notre étude, il n’y a pas de différence significative entre la moyenne des titres
bactériens de la lignée CCS+ et celle de la lignée CCS- en qPCR. Ceci est en contradiction
avec les données de la bactériologie conventionnelle qui donne une différence significative de
la fréquence d’infection, de la moyenne des titres bactériens et de la nature des agents
bactériens identifiés. Cependant lorsque I’on s’intéresse a la distribution des échantillons en
fonction du titre en staphylocoques, on s’apercoit que les échantillons CCS — sont plus
nombreux a avoir un titre bactérien faible, et inversement pour les échantillons CCS+ (Figure
15). Ainsi, méme si les moyennes des titres bactériens ne sont pas significativement
différentes entre les deux lignées, les échantillons des hémimamelles des chevres CCS+

contiennent plus fréquemment des charges bactériennes élevées que ceux des chevres CCS-.

Il semble donc que les deux techniques de bactériologie soient complémentaires. Dans
I’étude, elles ont donc été combinées afin d’étudier la réponse inflammatoire locale en

fonction de I’infection bactérienne et de la lignée.

3.4. Influence des caractéristiques liées a I’agent bactérien sur

le profil cellulaire

Comme nous 1’avons vu précédemment, la réponse inflammatoire locale est modulée
par des facteurs intrinséques a 1’animal, dont la lignée a laquelle il appartient, mais aussi par
son statut infectieux (Figure 9). Pour expliquer I’influence du type d’infection sur les
concentrations cellulaires, des catégories ont été définies selon des critéres de bactériologie
conventionnelle et de bactériologie moléculaire. Le meilleur modele explicatif pour le critére
de la CCS a été retenu. Les échantillons dans lesquels S. aureus ou S. hyicus étaient isolés par
bactériologie conventionnelle avaient des CCS tres significativement plus élevées que les
autres échantillons (Figure 17), et faisaient partie des échantillons dont le titre bactérien était
particulicrement élevé (Figure 16), ce qui a conduit a en faire une catégorie a part. Pour
déterminer les autres catégories, le critere du titre bactérien seul a été retenu, car il permettait
d’obtenir un meilleur modéele. Pour discriminer les échantillons selon ce critére, les résultats
de bactériologie moléculaire, qui est plus sensible et sans borne supérieure, ont été utilisés. La
relation entre les catégories et la CCS n’est toutefois pas linéaire (Figure 18). En effet, il

existe une inconnue majeure dans cette étude qui est liée a la cinétique de la réponse
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inflammatoire par rapport a celle de I’infection. Ainsi un faible titre bactérien peut
correspondre au début de I’infection ou la réponse inflammatoire n’est pas encore apparue,
donc la CCS est basse. En revanche, a la fin de I’infection, le titre bactérien bas correspondra
a une infection maitrisée par des leucocytes activés, et une CCS élevée y sera donc associée.
De plus, selon 1’agent pathogéne incriminé, la réponse inflammatoire est plus ou moins
longue a se mettre en place ; la cinétique est donc différente (22). Il aurait donc été intéressant
d’étudier la cinétique du titre bactérien en parallele de la cinétique d’excrétion cellulaire en
répétant les analyses a des pas de temps beaucoup plus courts au cours de la méme semaine
par exemple. Cependant ces données sont difficiles a obtenir. Pour un agent pathogene donné,
la cinétique peut fortement varier selon 1’individu (175). De plus, au cours d’une méme
infection, le titre bactérien peut évoluer de maniere cyclique, tout comme la CCS en parall¢le
ou de facon décalée (176). Ainsi une mesure a un jour donné n’est pas obligatoirement
représentative du statut de 1’animal puisque le caractére dynamique de 1’infection n’est pas
pris en compte, comme cela est observé chez des brebis de lignées divergentes apres

inoculation de S. aureus (177)(Annexe 20).

Malgré ce biais, lorsque 1’on décompose les CCS en neutrophiles, vivants et morts,
macrophages et lymphocytes, des différences significatives apparaissent entre les lignées sur
la nature de leur réponse inflammatoire locale en fonction du type d’infection (Tableau 1X).
Les chevres de la lignée CCS- ont significativement moins de chacun des types de leucocytes
lorsqu’elles sont indemnes d’infection ou soumises a une infection faible, que celle-ci soit
défini par son titre bactérien ou la virulence de 1’agent pathogene impliqué (Figure 20). Ainsi
les chevres de la lignée CCS- auraient des concentrations basales de tous les types de
leucocytes moins grandes que les chevres de la lignée CCS+. Ceci conduit a une différence
d’autant plus grande des CCS que le taux d’infection est inférieur ou tout au plus égal a celui
des chevres CCS+, selon la méthode de détermination du statut bactériologique qui est

utilisée.

Lorsque I’infection est modérée, c’est-a-dire que le titre bactérien en staphylocoque
autre que pathogene majeur est plus élevé, une augmentation tres significative de tous les
types de leucocytes est constatée chez les chévres CCS- contrairement a la lignée CCS+.
Cette réponse inflammatoire locale forte permet d’atteindre des concentrations en leucocytes
équivalentes a celles des chevres de la lignée CCS+ au statut infectieux faible ou modéré.
Ainsi des concentrations élevées en leucocytes chez les cheévres CCS- sont plus spécifiques

d’une infection que chez les chévres CCS+, ou les concentrations sont toujours ¢élevées. Cela
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indique qu’en présence d’une infection, les cheévres CCS- sont capables de mobiliser des
cellules en quantité favorisant I’élimination du germe. Enfin, lors d’infection par un SCP,
c’est a dire un agent pathogéne majeur souvent associé a un titre bactérien trés élevé, la
concentration de leucocytes de la lignée CCS- n’est pas significativement augmentée,
contrairement a celle de la lignée CCS+. Les chevres de la lignée CCS- semblent donc avoir
une réponse inflammatoire forte lorsqu’une infection apparait, mais qui est régulée, méme en
présence d’un agent infectieux parmi les plus virulents. Une étude avait d’ailleurs montré que
les chevres de lignée CCS- avaient une réponse inflammatoire plus précoce dans le temps que
les chevres CCS+ apres I’inoculation de S. aureus, ce qui entralnait une diminution plus
marquée du titre bactérien 30 heures post inoculation (175). De plus cette combinaison de
forts titres bactériens et de concentrations leucocytaires tres élevées pour les échantillons
contenant un SCP, particulierement chez les chevres CCS+, peut faire penser a une réponse
inflammatoire qui ne parvient pas a juguler I’infection, malgré la forte mobilisation de

leucocytes.

Concernant le role de chaque type cellulaire dans la réponse inflammatoire locale, il
est possible que les lymphocytes jouent un rdle plus important dans la lignée CCS-. En effet,
pour ce type cellulaire, la plus forte concentration basale de cellules de la lignée CCS+ est
moins marquée que pour les autres types de leucocytes (Tableau IX). De plus, pour une
infection modérée, les chevres de la lignée CCS- excretent plus de lymphocytes que celles de
la lignée CCS+, alors que pour tous les autres types cellulaires et a tous statuts infectieux
confondus, le nombre de cellules chez les chevres de la lignée CCS+ est toujours plus grand
(Figure 20). Enfin cette hypotheése est en accord avec le fait que le pourcentage de
lymphocytes des échantillons de lait de cheévres CCS- était significativement plus élevé que
celui des échantillons de chevres CCS+ (Figure 8). Concernant la lignée CCS+, les PMN et
les macrophages sont systématiquement plus abondants que dans les laits de chevres CCS-.
De plus, les seules augmentations significatives entre le statut infectieux faible et modéré chez
les chevres de la lignée CCS+, sont celles des macrophages, et surtout des PMN. Les chevres
de la lignée CCS+ semblent donc avoir une réponse inflammatoire dominée par la
phagocytose, et une réponse inflammatoire innée plus marquée (170). La concentration des
PMN morts reste quant a elle semblable, donc ce parameétre n’évolue pas en fonction de la
charge bactérienne. Au contraire, les échantillons des chevres CCS+ avec une infection forte,
ont des concentrations en macrophages et en PMN, vivants ou morts, trés significativement

augmentées, et proportionnellement bien plus marquées que celles des lymphocytes. Les
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chevres CCS+ ont d’ailleurs des concentrations de PMN morts et de macrophages
significativement supérieures a celles des chevres CCS-. Ce taux de PMN apoptotiques plus
élevé chez les chevres CCS+ pourrait indiquer que la réponse inflammatoire est dépassée par
I’infection ou quelle n’est pas adaptée pour permettre la survie cellulaire en présence du
germe. Ainsi les cheévres CCS- auraient une réponse inflammatoire plus efficace lors
d’infection par un pathogéne majeur. D’ailleurs, il n’y a qu’une chévre ayant réussi a éliminer
une infection par un pathogeéne majeur, S. hyicus, et il s’agissait d’une cheévre CCS-. De plus,
le premier prélévement étant effectué au plus tot un mois apres le début de la lactation, il n’est
pas impossible que d’autres chevres aient €liminé leur infection avant le prélévement. Ceci
pourrait éventuellement expliquer le nombre plus faible d’échantillons contenant un agent
pathogeéne majeur chez les chévres de la lignée CCS- (Tableau III), en relation avec une durée

plus courte des infections.

Cependant les résultats de ces interprétations sont a considérer avec précaution,
particulierement pour les infections dues a un pathogéne majeur. En effet, nous ne disposions
que de 5 échantillons de chevres CCS-, infectées par un SCP, ce qui est faible et peut ne pas
étre trés représentatif. D’ailleurs les écart-types de cette catégorie sont au moins deux fois
plus grands que ceux des autres catégories (Figure 20). De plus il est possible que des
échantillons classés comme «non-SCP » contiennent en fait un SCP non détecté en

bactériologie conventionnelle.

Les cheévres CCS+ auraient donc une concentration cellulaire basale plus élevée, en
particulier pour les cellules phagocytaires, alors que les cheévres CCS- auraient une quantité de
lymphocytes dans le lait plus grande, et ces caracteres sont exacerbés deés 1’apparition d’une
infection méme modérée. Il semblerait par ailleurs que la réponse inflammatoire de la lignée
CCS- soit plus efficace, mais le principal biais de cette interprétation réside dans la
méconnaissance du stade de I’infection. La majorité des infections persistantes concernent
tout de méme les chevres CCS+ (Tableau VI), ce qui est en faveur de cette hypothese.
Cependant autant de chevres de la lignée CCS+ que de la lignée CCS- parviennent a éliminer

I’agent pathogene apres deux prélévements positifs.
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3.5. Evolution de la réponse inflammatoire locale et de

I’infection au cours de la lactation

Afin d’approcher une analyse cinétique de I’inflammation sur le long terme, nous
avons étudié la CCS et le statut infectieux des cheévres en fonction de la lignée en séparant les
trois dates de prélevement. A la premicre date, les échantillons des chévres CCS+ contiennent
tres significativement plus de neutrophiles, morts ou vivants, et de macrophages que ceux des
chevres CCS- (Figure 12). En parallele le statut infectieux en bactériologie conventionnelle
est identique entre les deux lignées (Tableau IV), bien que plus favorable pour la lignée CCS-
selon la bactériologie moléculaire (Tableau VII). Ces résultats confirment donc que les

chevres de la lignée CCS+ ont une concentration leucocytaire basale dans le lait plus élevée.

Entre le début et le milieu de lactation, le taux d’infection détecté par bactériologie
conventionnelle diminue, méme significativement pour les chevres de la lignée CCS-
(Tableau 1V). En effet la majorité des agents pathogeénes isolés au premier prélevement ne
semblent pas persister ; seuls 10% le font chez les chévres CCS- contre 19% chez les chevres
CCS+ (Tableau VI). Le taux d’infections éliminées dans notre étude, évalué¢ par la
bactériologie conventionnelle, est trés fort comparé a d’autres études décrivant 75% a 100%
de persistance sur toute la lactation (97, 174). De plus ce sont quasi-exclusivement des SCP
ou des SCN hautement pathogeénes qui persistent, car ils sont plus difficiles a éliminer. Ces
résultats sont en accord avec les précédentes études qui montraient que les staphylocoques
¢taient les plus persistants et qu’il existait des différences de persistance entre les especes de
staphylocoques (95, 96). Les chévres CCS- semblent donc plus capables d’éliminer les agents
infectieux et donc plus a méme de combattre 1’infection. En considérant la bactériologie
moléculaire, le titre bactérien moyen augmente dans les deux lignées, alors que le taux
d’infections diminue de fagon similaire dans les deux lignées (Tableau VII). Cela appuie donc
les résultats de la bactériologie conventionnelle, car certaines chévres parviennent a éliminer
I’infection, méme si ici, il n’y a pas de différence entre les lignées. Cependant les chévres
ayant une infection persistante ont un titre bactérien augmenté, donc I’infection n’est pas
jugulée. En effet, si I’infection n’est pas €éliminée précocement, les bactéries se multiplient et
sont d’autant plus difficiles a éliminer. La majorité des infections persistantes en milieu de
lactation, sont d’ailleurs présentes en fin de lactation (Tableau VI). Concernant la réponse
inflammatoire locale, la différence entre la présence de macrophages et de neutrophiles, morts

ou vivants, est toujours tres significative entre les deux lignées. Chez les deux lignées, la
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moyenne de macrophages et neutrophiles vivants augmente entre le début et le milieu de la
lactation. Ainsi il y aurait une persistance de la réponse médiée par les neutrophiles et les
macrophages, bien que I’infection soit maitrisée chez certaines chévres, ou bien les chévres
n’ayant pas maitrisé 1’infection ou ayant une nouvelle infection sont en nombre suffisant pour
faire augmenter la moyenne des concentrations de ces deux types cellulaires. En parallele, la
présence de neutrophiles morts diminue, ce qui conforte plutdt la premiere hypothése, car une
forte proportion de neutrophiles morts est le signe d’une infection non maitrisée. Concernant
les lymphocytes, leur quantité diminue, ainsi elle semble assez bien corrélée au statut

infectieux et persiste moins que celle des neutrophiles ou des macrophages.

Il est toutefois important de noter, que la méthode FACS étant tres spécifique, les
cellules devaient étre analysées intactes afin de ne pas avoir de résultats erronés. Ainsi le
temps d’acheminement au laboratoire devait étre le plus bref possible. Or celui-ci se trouvait a
Toulouse, et lors de la premicre date de prélévements la durée d’acheminement a été de 7-8
heures, ce qui a conduit a un taux de mortalité des cellules anormalement élevé. Lors des deux
autres journées de prélévements, la durée d’acheminement a été raccourcie a 5 heures. Ainsi
la concentration importante en PMN morts a la premicre date peut étre faussement exacerbée

par cette erreur de gestion des prélevements.

Enfin, entre le milieu et la fin de la lactation, le taux d’infection augmente dans les
deux lignées avec beaucoup de nouvelles infections mais aussi la persistance de la quasi-
totalité des infections détectées précédemment (Tableau VI). Cette augmentation est tres
significative chez les cheévres CCS+ et significative chez les CCS- en considérant le titre
bactérien par bactériologie moléculaire. Cela est principalement dii a des infections
persistantes par des SCP ou des SCN hautement pathogenes qui ont des titres bactériens
particulierement €levés. En parallele, la concentration de tous les types de leucocytes est tres
significativement augmentée. Dans les études précédentes, il avait d’ailleurs été montré que
I’effet du stade de lactation en fin de lactation était si important, qu’il n’y avait plus de
différence observée entre les CCS des chevres qu’elles soient infectées ou non (158). Dans
notre étude, I’augmentation de la concentration en lymphocytes est encore plus importante
que pour les autres types cellulaires (Figure 12). Les lymphocytes étant des acteurs majeurs de
la réponse adaptative, leur augmentation est peut-étre plus tardive, car elle nécessite une
activation par des infections répétées. Du fait de la répétition des infections au cours de la
lactation et du cumul de nouvelles infections et d’infections persistantes, une immunisation

vis a vis des bactéries responsables de mammites pourrait apparaitre. Cette hypothése pourrait
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étre cohérente avec 1’augmentation significative du taux de lymphocyte chez les chévres en
deuxieme lactation (Tableau II), ou ayant un rang de lactation plus avancé (117, 144, 158). 1l
faut toutefois rester prudent dans I’interprétation du taux de lymphocytes dénombré par la
cytométrie en flux, car une confusion est possible avec des PMN morts en cas d’apoptose
massive des PMN, qui est plus marquée en fin de lactation. Ainsi pour confirmer notre
hypotheése, il faudrait typer les lymphocytes excrétés dans le lait, car en cas de réponse a une
infection mammaire ce sont principalement les lymphocytes CD4+ qui prédominent (136).
Enfin toutes nos valeurs concernant les leucocytes sont des concentrations, or la quantité de
lait produite diminue trés significativement en fin de lactation. Méme si 1’augmentation de
tous les leucocytes reste significative en enlevant 1’effet concentration, cet effet majore tout

de méme 1I’augmentation de la concentration des cellules comme présenté a la Figure 12.

Il semble donc que la quantité de neutrophiles et de macrophages augmente tout au
long de la lactation indépendamment du statut infectieux, contrairement a celle de
lymphocytes. Cependant on ne peut pas étudier ici la cinétique de la réponse inflammatoire en
relation avec I’infection, car 1’occurrence des infections au cours de la lactation n’est pas
connue, particulierement a la fin de la lactation. Il serait donc intéressant de sélectionner des
cheévres avec une infection persistante pour les suivre, et d’exclure les chevres ayant une
nouvelle infection au cours de la lactation. Cependant nous ne disposions que de 11
hémimamelles ayant une infection persistante sur les trois dates, et parmi elles, seulement
trois CCS- étaient présentes. Ainsi il n’a pas été possible de faire une comparaison statistique.
Il serait donc intéressant pour approfondir ces résultats, d’étudier un plus grand nombre de
cheévres ayant une infection persistante, si possible avec un méme agent pathogene en
connaissant au maximum [’ancienneté de I’infection, avec un suivi de manicre plus
rapprochée dans le temps. En effet, dans cette étude, le suivi du statut infectieux et de la
réponse inflammatoire locale ne permet pas d’établir une cinétique, car certains échantillons
de la troisiéme date de prélevement sont la conséquence d’une infection persistante depuis le
début de la lactation ; alors que d’autres sont issus d’une nouvelle infection débutante, ce qui
n’est pas comparable au plan infectieux et immunologique. De plus, pour une méme date de
prélevement, il y a 7 semaines de décalage dans la lactation entre les chévres ayant mis bas en
premier et celles qui ont mis bas en dernier, ce qui représente presque le méme écart qu’entre

deux prélevements, donc le facteur stade de lactation est biaisé.

96



3.6. Impact de la sélection génétique sur les caractéeres de

production laitiere

D’apres les résultats précédents, il semble bénéfique de sélectionner les chévres sur le
critere CCS, car chez les chevres issues de la lignée favorable, les infections sont moins
fréquentes ou persistent moins longtemps et la réponse inflammatoire locale serait plus
efficace. Cependant, la sélection génétique a toujours été effectuée sur des criteres de
production laitiere chez la chévre, dans le but d’augmenter la quantité de lait produite, les taux
butyreux et protéique. Il est donc important de s’intéresser aux effets que peut avoir une

sélection sur le critere CCS, sur les caracteres de production laitiere.

Le facteur lignée a un effet significatif sur la quantité de lait produite (Tableau X). Les
chevres de la lignée CCS+ produisent significativement plus de lait en moyenne que les
chevres de la lignée CCS-. Ceci peut donc étre un frein a la sélection, compte tenu des
objectifs de sélection actuels et du prix de vente du lait de chevre. Cependant, ce sont surtout
les ruminants avec les productions laitieres plus élevées qui sont sujets aux mammites ; ainsi
il semble inévitable que la sélection sur la résistance aux mammites entraine une contre-
sélection de chevres produisant moins de lait. Cependant, les chevres atteintes de mammites
subissent une baisse significative de la production laitiére, due a 1’altération de leurs cellules
épithéliales par les bactéries et par les dommages causés par la réaction inflammatoire (161,
172). Ainsi la perte de production laitiére causée par la sélection devrait étre comparée a celle
due a une infection, qui est plus probable chez les chevres de la lignée CCS+. Nos
observations semblent toutefois étre défavorables a la sélection sur le critere CCS sur ce point

car la production des chévres sensibles aux mammites reste plus élevée.

Les chevres de la lignée CCS+ ont un taux protéique significativement plus bas que les
cheévres CCS-. Or les variations de TP dépendent de la variation du taux de caséine, qui
diminue lors d’infection par défaut de synthése, et de la variation du taux de lactosérum qui
contient les protéines inflammatoires, qui lui augmente lors d’infection (97), en particulier
lors d’infection par un SCP (Figure 21). Or ce sont les chevres de la lignée CCS+ qui sont
majoritairement infectées par des SCP (Annexe 16). Ainsi soit les chévres de la lignée CCS+
produisent tres significativement moins de caséine, ce qui est peu probable, car d’apres les
études précédentes, le taux de caséine diminue peu lors d’infections (164), soit les cheévres de

la lignée CCS- produisent significativement plus de protéines inflammatoires. Il faudrait donc
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doser les caséines en parallele du TP, car la premiére hypothése serait favorable a la sélection

sur le critere de la CCS car plus compatible avec la fromagibilité du lait.

Enfin, aucune différence significative n’est notée dans notre étude sur le taux
butyreux. Dans les études précédentes, une opposition génétique entre ce caractere et le SCS

avait toutefois été constatée dans la race Alpine (19).

Ainsi les résultats des caractéres de production semblent plutét en défaveur d’une
sélection sur le critere CCS. Une étude plus approfondie des cofits associés a la perte de
production de lait et a ceux engendrés par une occurrence plus grande de mammites dans la

lignée CCS+ serait intéressante afin d’objectiver I’intérét économique de cette sélection.
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Conclusion

Conformément aux études précédentes, notre étude sur 53 cheévres issues des lignées
divergentes sur le critére de la CCS a confirmé que les cheévres de la lignée CCS- produisaient du lait
moins riche en leucocytes que les chévres de lignée CCS+. Une premicre explication réside dans le
fait que la fréquence des infections tend a étre moins élevée d’apres la bactériologie conventionnelle
comme moléculaire. De plus, ces chévres sont moins fréquemment infectées par des agents hautement
pathogeénes, qui sont ceux qui provoquent une augmentation de I’excrétion leucocytaire
significativement supérieure comme S. aureus et S. hyicus, et dans une moindre mesure S.

epidermidis, S. caprae, S. xylosus et S. simulans.

Hormis des charges bactériennes moindres dans la lignée CCS-, la concentration cellulaire
basale de cette lignée est trés significativement inférieure a celle des chévres CCS+, en particulier en

ce qui concerne les neutrophiles et les macrophages.

Concernant la réponse inflammatoire locale lors de mammites, les chévres CCS- semblent
mettre en place une réponse inflammatoire probablement plus efficace. En effet, dans notre étude, le
nombre d’infections persistantes est trois fois moindre chez les chévres CCS- en considérant la
lactation dans son ensemble. Ainsi I’¢limination rapide de I’infection réduit la multiplication des
bactéries, qui accroit le recrutement des leucocytes retrouvés en partie dans le lait. De plus, méme a
statut infectieux équivalent, les échantillons de lait des chévres CCS- contiennent significativement

moins de macrophages et de neutrophiles, vivants ou apoptotiques.

La réponse inflammatoire semble diverger sur certains points entre les deux lignées. Les
chevres de la lignée CCS+ excrétent toujours beaucoup plus de cellules et particulierement de cellules
phagocytaires (neutrophiles et macrophages). Les chévres CCS- quant a elles ont proportionnellement
plus de lymphocytes, qui sont des cellules de la réponse immunitaire acquise. Des études
complémentaires semblent nécessaires afin de mieux aborder la caractérisation de la réponse
immunitaire mammaire dans cette espéce. Il faudrait par exemple provoquer des infections
expérimentales avec un agent pathogéne et réaliser des prélévements réguliers et fréquents, afin de

suivre les cinétiques d’excrétions bactérienne et cellulaire.

Enfin cette étude a mis en évidence qu’il existait d’importants effets liés a 1’animal,
particuliérement le stade de lactation, car quelle que soit la lignée les concentrations de tous les types
cellulaires augmentent tres significativement en fin de lactation. Les effets du rang de lactation et de
I’age de la chévre ont aussi un effet sur la concentration en lymphocytes. Cependant cette
augmentation peut aussi étre liée a une infection par le CAEV, dont la prévalence dans ce troupeau

n’était pas connue.
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Annexe 1 : Evolution du SCS hemi-mamelle (moyennes et écart-types) au cours de la lactation selon la lignée et
la campagne (21)

CMT Visualisation
Aucune réaction
Légeére floculation qui disparait a I'agitation
Léger précipité sans formation de gel, parfois réversible a I'agitation
Gélification immeédiate se déplacant en masse a l'agitation
Gel de surface convexe, adhérent au fond de la coupelle

W= O

Annexe 2 : Critére de notation du CMT (31)
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Echantillon

Annexe 3 : Principe de focalisation hydrodynamique par un liquide vecteur pour réaliser une cytométrie en flux
(178)
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Annexe 4 : Principe de détection du signal lumineux frontal et de la fluorescence latérale (178)

115



AUTEUR PAYS cP [ E | POSITIFS (%) STAPH STREP | CORYN | BG- MYC | A
HM [ An [ Ech | ScN [ scp EB | NEB
HUNTER, 1984 GB 250 - 250 - - 835 12,4 33 - 08 - X -
LERONDELLE ET POUTREL, | France 1217 10 31,0 - - 763 17,7 5,7 - - - X 0,3
1984
BINDER, 1986 All. 9 1 - - 50,2 63,8 24,7 98 - - - X 1,7
MANSER, 1986 GB 85 5 360 47,0 - 80,0 16,0 2,0 - - 20 X -
BARCELLOS ET AL., 1987 Brésil 84 4 465 - - 88 426 15 - - - X 47,1%
EAST ET AL., 1987 USA 2522 16 - 240 - 12,9 72,6 1,2 g 8,3 50 -
GUHA ET AL., 1989 Inde 64 - 375 - - 58,3 333 - 83 - X -
VIHAN, 1989 Inde 191 2 152 194 - 550 16,3 6,4 - 95 64 64 -
MAISI, 1990* Finlande 39 - 202 - - 959 41 - - - - X -
RYAN ET GREENWOOD, Australie 448 4 169 - - 787 59 36 - 11,8 - X -
1990
KALOGRIDOUVASSILIADOU, | Gréce 9 3 670 - - 445 172 1,9 1,5 43 07 X 29,9%
1991
VALLE ET AL., 1991* Espagne 133 - - 353 - 786 21,4 - - - - X -
CONTRERAS ET AL., 1995 Espagne 188 10 180 30,0 - 71,0 1,0 12,0 30 - 90 40
DE CREMOUX, 1995 (82) France 144 8 - - 469 952 24 11 5 08 - 5 0,2
DEINHOFER ET Autriche 204 3 - - 11,3 761 132 9,0 1,7 - -
PERNTHANER, 1995
BOSCOS ET AL., 1996 Grece 93 6 290 - 2 61,1 185 9,3 - - - - 11,1
FERRER ET AL., 1996 Espagne - - - - - 432 135 - - 320 - X 11,3
KOSEV ET AL., 1996 Bulgarie - B = 303 262 570 - s 67 - X 10,1
POUTREL ET AL., 1996 France 1060 8 47,0 - 636 951 26 1,0 - 09 - X 0,4
VIHAN, 1996 Inde 46 1 283 - - 269 346 154 - 230 - - -
CONTRERAS ET AL., 1997 Espagne 131 4 65 - 90 71,4 60 - 8,0 24 71 X 5,1
SANCHEZ ET AL., 1999 Espagne 324 18 22,0 34,0 70,0 g 24,0 3,0 g 3,0
SANCHEZ ET AL., 1999 Espagne 653 8 72 - - 76,6 4,3 2,1 31 74 64 -
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WHITE ET HINCKLEY, 1999 | USA - - 364 - - 68,1 196 7,3 - 28 22 X -
MERCIER ET AL., 1998 France 230 5 52,5 - - 799 71 21 - - - X 11,0
MCDOUGALL ET AL., 2002 | USA 110 6 355 27,3 - 66,7 10,3 5,2 7,7 - 52 - 5,6
(23)

LEITNER ET AL., 2004* (43) | Israél 500 10 52,0 - - 850 74 - - - - X 7,6
MORONI ET AL., 2005* Italie 305 5 402 - - 80,2 61 - - - - X -
LEITNER ET AL., 2007 Israél 377 3 288 - - 62,2 32,7 - 5,1 - - X -
MIN ET AL., 2007 USA 3 1 262 - - 43,7 354 - - 54  12,4° X -
MCDOUGALLETAL., 2010 | Nlle-zde 106 4 20,4 - - 395 47 23 53,5 - - - -
KOOP ET AL. 2012 (83) Pays-Bas 530 5 - g 403 308 52 0.2 57,6 0,2 . 6,0
MAROGNA ET AL. 2012 (90) | ltalie 1388 31 22,7 59,8 13,7 9,7 - 16 41 47

ZHAO ET AL. 2014 (179) Chine 683 7 - 458 - 59,5 152 11,0 - 11,4 - - 2,8
MC DOUGALLET AL. 2014 | Nlle-Zde - 18 - - 233 580 38 24 31,5 0,7 - 3,5
(84)

GELASAKIS ET AL. 2016 (93) | Gréce 50 4 - - 16,5 50,2 34,5 53 - 6,1 12 27

Cp : nombre de chévres ; E : nombre d’élevage ; HM : hémi-mamelle ; An : animal ; Ech : échantillon ; Staph : pourcentage

de staphylocoques ; Strep : pourcentage de streptocoques ; Cory : pourcentage de corynébactéries ; B G- : pourcentage de
bactéries gram négatif ; EB : pourcentage d’entérobactéries ; NEB : pourcentage de bactéries gram négatif autres que EB ;

Myc : pourcentage de mycoplasmes ; A : pourcentage d’autres bactéries ; x : recherche de mycoplasmes non effectuée.

* . seuls les staphylocoques ont été recherchés ou ont été pris en compte ; + : tous les germes sont des Bacillus ; ° :
Pseudomonas.

GB : Grande-Bretagne, All. : Allemagne, USA : Etats-Unis, Nlle-ZId : Nouvelle-Zélande.

Annexe 5 : Prévalence et étiologie des IIM subcliniques de la chévre laitiere. Extrait de (180) complété
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Annexe 6 : Voies d’activation du complément. (181)
En orange ; protéines régulatrices, en vert : composés des voies d’activation
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Annexe 7 : CCS en fonction du pourcentage de neutrophiles avec la courbe de tendance associée. Chaque point
représente un quartier (145)
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Annexe 8 : CCS en fonction du pourcentage de neutrophile avec la courbe de tendance associée. Chaque point
représente un quartier (145)
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Annexe 9 : Effet du stade de lactation sur la CCS individuelle en fonction du statut infectieux de la mamelle des
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Annexe 10 : Exemple de variation journaliere de SCC du lait d’une chévre Alpine (148)
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Annexe 11 : Concentration en macrophages en fonction de la CCS a I’échelle logarithmique avec la courbe de
tendance associée
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Annexe 12 : Concentration en PMN morts en fonction de la CCS a [I’échelle logarithmique avec la courbe de
tendance associée
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Annexe 13 : Effet de la lignée sur les comptages des différents types de leucocytes
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Annexe 14 : Effet de la date sur les comptages des différents types de leucocytes
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catégories PMN Dead_PMN Macro Lympho
cat 1-2 <.0001 <.0001 <.0001 0.5241
cat 1-3 0.0538 0.0345 0.0044 0.4339
cat 1-4 0.0081 <.0001 0.4907 0.0208
cat 1-5 <.0001 0.0005 <.0001 <.0001
cat 1-6 0.0001 0.8977 <.0001 0.0001
cat 2-3 <.0001 0.0438 <.0001 0.9857
cat 2-4 0.1578 0.0108 0.0010 0.6034
cat 2-5 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
cat 2-6 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
cat 3-4 <.0001 <.0001 0.0007 0.0954
cat 3-5 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
cat 3-6 0.0401 0.0330 0.1798 <.0001
cat 4-5 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
cat 4-6 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
cat 5-6 0.0027 0.0016 0.0008 0.2560

Annexe 15 : Tableau de significativité des différences entre les catégories de la Figure 12

Sterile
S.epidermidis
S.caprae
Bacillus
S.hyicus
S.xylosus
S.chromogenes
S.aureus
S.Ilugdunensis
S.capitis
S.cohnii
S.lentus
S.simulans
Micrococcus
S.hominis
S.warneri
Aerococcus
Coryné.
S.sciuri
Strepto.faecium
E.coli

Strepto.acidominimus

S.saprophyticus
EFFECTIF

CCS +
24,34
5,59
1.32
2,63
2,96
2,30
1,97
2,96
2,30
0,99
1,32
0,66
1,32
0,33
0,33
0,66
/

/
0,33
0,66
0,33
0,33
/
166

CCS -
24,01
3,29
428
2,30
1,64
1,97
1,32

;
0,33
0,99
0,33
0,66

/
0,66
0,66
0,33
0,66
0,66
0,33

;

;

/
0,33
138

Annexe 16 : Répartition en pourcentage des isolats selon chaque lignée par rapport a la totalité des échantillons
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Log2 (équivalents génome) Sul

)

Annexe 17 : Comparaison des données obtenues a I’aide des deux méthodes bactériologiques

Annexe 18: Tableau de significativité des différences entre les catégories de la Figure 19

& T 80 %0

U s B i e BB RS ES Bass s o s T T T
WO 10 120 130 140 1 1 TR

w 10 20 UFC20uL

catégories PMN Dead_PMN Macro Lympho
cat 1-2 0.5339 0.0693 0.9875 0.0167
cat 1-3 <.0001 0.0331 0.0026 0.4005
cat 1-4 <.0001 0.0009 <.0001 0.0060
cat 2-3 <.0001 <.0001 0.0011 0.0008
cat 2-4 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
cat3-4 0.0007 0.0258 <.0001 0.0204
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catégories PMN Dead_PMN Macro Lympho
cat 1-2 <.0001 <.0001 0.0001 0.0363
cat 1-3 <.0001 <.0001 0.0010 0.0008
cat 1-4 <.0001 <.0001 <.0001 0.0262
cat 1-5 0.0021 0.0302 0.0194 0.1606
cat 1-6 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
cat 2-3 0.9699 0.5205 0.5534 0.1623
cat 2-4 0.0008 0.2588 0.0376 0.6594
cat 2-5 0.2341 0.9744 0.4643 0.5217
cat 2-6 <.0001 0.0005 <.0001 0.0015
cat 34 0.0197 0.1503 0.0348 0.3360
cat 3-5 0.2031 0.7306 0.3018 0.9675
cat 3-6 <.0001 0.0004 <.0001 0.0449
cat 4-5 0.9968 0.7128 0.9829 0.6369
cat 4-6 0.0008 0.0058 <.0001 0.0051
cat 5-6 0.0559 0.0571 0.0178 0.2583

Annexe 19 : Tableau de significativité des différences entre les catégories de la Figure 20

125



]
3

8
3

]
3

8
3

&
3

3
3

Moyennes géométriques (* 1000 UFC/ml)

o
3

JOM JOS JIM 015 JZM J2S J3M JBS MM JEM JEM JTM JBM JSM 10 01 012 N3 01 018 16 17 8 8 g
M M M M M MM MM MMM

~—Genoma Il, L. basse —a— Genoma II,L. haute ‘

25000 -

20000 -

15000 -

—o— CCS-
—a— CCS5+

10000 -

5000 -

CCS (*10E3 par mL de lait)

D rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrerrrrrra

Jours pré et post inoculation

Annexe 20 : Comptages cellulaires et bactériologiques dans des laits de brebis issues d’une sélection divergente
apres inoculation de S. aureus (177)
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RESUME/ ABSTRACT

La concentration des cellules somatiques (CCS) est un critere trés utilisé pour évaluer le statut infectieux de la
mamelle chez la chévre. Grace a 1’analyse en cytométrie en flux, celle-ci a été décomposée en concentrations de
neutrophiles (vivants et morts), lymphocytes, macrophages dans le but d’étudier la réponse inflammatoire locale
chez deux lignées de chévres génétiquement divergentes sur le critére de la CCS. L’objectif de cette étude était
de décrire I’évolution au cours de la lactation de la CCS en fonction du statut bactériologique. Les infections
mammaires chez les chévres de la lignée résistante sont moins fréquentes et avec des titres bactériens plus faibles
d’aprés les données acquises par les méthodes conventionnelle et moléculaire. De plus, leurs réponses
inflammatoire et immunitaire locales semblent plus efficaces lors d’infection.

Somatic cell count (SCC) has been regularly used to evaluate the infectious status of the mammary gland in
goats. In this study, SCC was broken down, thanks to flow cytometry), into numerations of lymphocytes,
macrophages and neutrophils (living and dead cells) in order to study the local immune response in two goat
lines that are genetically divergent based on the SCC criteria. The goal of this study was to describe, SCC
changes during the lactation in relation with the bacteriological results. Mammary infections in resistant goats
are less common and with a lower titre, according to conventional and molecular bacteriology. In addition, their
local inflammatory and immune responses seem to be more efficient in case of a bacterial infection.
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