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La maladie respiratoire bovine (MRB), autrement appelée broncho-pneumonies
infectieuses enzootiques (BPIE), est une maladie multifactorielle et associée a plusieurs agents
infectieux (Fulton et al., 2009 ; Panciera et Confer, 2010).

La MRB est due a divers agents pathogénes et est fortement favorisée par de mauvaises
conditions environnementales (température basse, hygrométrie élevée, tirage important,
présence d'ammoniac) et différents facteurs de risque, dont le stress, le transport, le brassage et
les troubles nutritionnels (Taylor et al., 2010).

Les agents infectieux couramment associés a la MRB sont des virus tels que I'nerpesvirus
bovin de type 1 (BoHV-1), I'adénovirus bovin (BAdV), le virus de la diarrhée virale bovine
(BVDV), le coronavirus bovin (BCoV), le virus respiratoire syncytial bovin (BRSV) et le virus
parainfluenza bovin (BPiV) (Cirone et al.,2019). Ces virus sont généralement des agents
pathogénes primaires obligatoires, et la plupart d'entre eux facilitent la surinfection par des
agents pathogénes bactériens tels que Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica,
Histophilus somni, Trueperella pyogenes et Mycoplasma (M.) bovis (Pardon et Buczinski,
2020). M. bovis est reconnu comme une cause importante des maladies respiratoires, en
particulier de la forme de pneumonie chronique (Maunsell et Donovan, 2009 ; Perez-casal,
2020).

Cet agent pathogéne a été isolé pour la premiére fois aux Etats-Unis en 1961 & partir d'un
cas de mammite sévére chez les bovins (Hale et al., 1962). M. bovis est considéré comme I'un
des principaux agents pathogenes emergents du bétail dans les pays industrialisés menacant la
production animale (Nicolas, 2011) et représentant d'importants impacts économiques et de
pertes de production dans les industries bovines allaitante et laitiere dans le monde (Nicholas
et Ayling., 2003 ; Maunsell et al., 2011). M. bovis a non seulement été confirmé comme un
agent pathogéne majeur dans les maladies respiratoires bovines, mais il provoque également
des maladies chez les bovins de tous ages, telles qu’arthrite, otite moyenne, mammite et troubles
de la reproduction (Nicholas, 2011).

M. bovis est considéré comme I'une des espéces les plus pathogenes du genre
Mycoplasma et de la famille des Mycoplasmataceae au sein de la classe des Mollicutes (Brown
et al., 2015) De trés petite taille, les mycoplasmes habitent généralement les muqueuses
(appareils respiratoires, urogénitaux, gastro-intestinaux, yeux et glandes mammaires). Sans
paroi, ils sont déformables et sont enveloppés par une membrane plasmique complexe, avec
des protéines membranaires variables responsables de la capacité d'adaptation aux différents

environnements (formation de biofilms, facteurs d'adhérences, infections chroniques (Potter et
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Hogan, 2022).

Lors de MRB, le diagnostic de laboratoire est d'une importance cruciale pour un
diagnostic étiologique précis. Les signes cliniques causés par les différents agents pathogenes
ne sont pas pathognomoniques (Miles et Nicholas, 1998), la mise en évidence d’un agent en
laboratoire est nécessaire pour affirmer que cet agent pathogéne est responsable de la maladie.
En effet, les signes cliniques observés lors de maladie due a M. bovis sont loin d’étre
spécifiques, le prélevement d’échantillons est donc primordial afin de déterminer 1I’implication
de cette bactérie. Les prélevements par lavage broncho-alvéolaire (LBA) chez les veaux
malades sont bien représentatifs des agents pathogénes impliqués dans la maladie, méme s’ils
sont plus difficiles a réaliser que les écouvillons nasaux. Un diagnostic rapide est necessaire
pour mettre en place des mesures efficaces contre M. bovis (Pflitzner et al., 1996). La détection
par culture et la détection moléculaire PCR en temps réel (rt-PCR) chez des veaux malades sont
des méthodes directes pour le diagnostic de M. bovis. L'isolement par culture bactérienne et
I’identification etaient considérés comme la méthode de référence, mais cela demande
beaucoup de travail et de temps, du matériel et un savoir-faire particuliers (Nicholas et Ayling.,
2003). Des tests sérologiques par ELISA peuvent étre utilisés pour détecter la circulation
(détection indirecte) de M. bovis. Cela représente la méthode de choix pour réaliser un screening
a I’échelle du troupeau et lors d’achat d’animaux et surtout pour le suivi épidémiologique de la
maladie (Pflitzner et al., 1996).

Alors que I'épidémiologie des MRB est bien décrite dans de nombreux pays du monde, il
existe tres peu de données pertinentes disponibles pour le continent africain, ou le syndrome de
MRB est pourtant endémique (Thompson et al., 2000 ; Callaby et al., 2016). En Algérie, la
MRB dans les parcs d'engraissement des veaux de boucherie a un impact important sur
I'économie nationale en raison de la perte de production et du colt du traitement. Une seule
étude a été faite en Algérie concernant les mycoplasmoses respiratoires : celle de Kabouia
(2005) sur les petits ruminants ce qui nous a poussé a réaliser cette étude sur les maladies
respiratoires des bovins.

L’objectif de la présente étude était d'explorer la présence de M. bovis chez les veaux de
boucherie atteints de maladies respiratoires dans I'est de I'Algérie, dans cette partie du pays ou
I’¢levage bovin est d'une grande importance, par 2 méthodes de détection, indirecte (ELISA) et
directe (rt-PCR). Ensuite, 1’isolement par culture de souches de M. bovis a été réalisé pour

caractériser les génotypes et les profils de sensibilité aux antibiotiques de cet agent pathogene.
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I .1. Historique

M. bovis a été isolé pour la premiére fois en 1961 aux Etats-Unis par Hale et ses
collaborateurs lors d’un cas de mammite sévere (Hale et al.,1962) ; puis, il a été reconnu
comme un agent pathogene respiratoire en 1976 (figure 1). M. bovis fut d’abord appelé M.
bovimastitidis puis M. agalactiae sub sp, M.bovis, car il provoque des symptdmes tres
similaires a ceux de M.agalactiae chez les ovins et les caprins. De plus, il existe de
nombreuses publications faisant état d’une relation taxonomique proche entre M. bovis et M.
agalactiae. Notamment, les réactions croisées lors de tests sérologiques, ou encore, la
présence d’un grand nombre d’antigénes identiques. Par exemple, la séquence de I’ARNr
16S de ces deux espéces a été analysee et montre plus de 99,8 % de similarité (Pettersson,
1996). En 1976, M. bovis est finalement considérée comme une espéce a part entiere (Askaa,
1976) car les deux espéces se différencient lorsqu’on étudie 1’intégralité des protéines
cellulaires, en faisant des hybridations ADN/ADN (Acide désoxyribonucléique) ou encore

grace aux empreintes par PCR (Polymérase Chain Reaction).
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like group Mollicutes Mollicutes
Mycoplasmatales Mycoplasmatales Mycoplasmatales
Mycoplasmataceae Mycoplasmataceae Mycoplasmataceae
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Ent I
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Anaeroplasmataceae (1978)

-
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. . e ) _ e i F S
Classification des Mollicutes avec les différents hotes : Animaux , Hommes Il |, Insectes# | Plantes +

Ruminants h‘

Figure 1: Historique de la découverte des mycoplasmes : Des « bactéries virus-like »
(Razin et al., 2010).
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I. 2 Classification et phylogénie

Les mycoplasmes sont les plus petits Procaryotes connus. lls appartiennent a la classe des
Mollicutes qui regroupe les bactéries sans paroi. Les Mollicutes sont apparentés aux bactéries
a Gram positif mais I’absence de paroi les rend incapables de prendre la coloration de Gram
(Songer et Post, 2005).
Le terme « mycoplasme » est utilis¢é communément pour désigner 1’ensemble des organismes
appartenant a la classe des Mollicutes. Cette classe comporte quatre ordres :
1)Mycoplasmatales, 2) Entomoplasmatales, 3) Acholeplasmatales et 4) Anaeroplasmatales.

L’ordre des Mycoplasmatales comprend une seule famille, celle des
Mycoplasmataceae L'ordre des Mycoplasmes comprend une seule famille, a savoir les
Mycoplasmes (tableau 1), Celui-ci comprend, chez les ruminants 107 especes et sous-especes
a ce jour (Brown, 2011) dont certaines sont pathogenes. Parmi elles, deux sont responsables
de maladies inscrites sur la liste de I’Office International des Epizooties (OIE) organisation
internationale des épizooties : M. mycoides subsp. mycoides, appelé maintenant M. mycoides,
agent de la péripneumonie contagieuse bovine et M. capricolum subsp. capripneumoniae,
agent de la pleuropneumonie contagieuse caprine.

Chez les bovins, les Mycoplasmoses a M.bovis ont pris une réelle importance,
notamment dans les élevages en lot. De plus, les espéces M. canis et M. alkalescens sont
suspectes d’étre également pathogeénes pour les bovins (Poumarat et al., 2014).

Les essais de subdivision du genre Mycoplasma ont longtemps été basés sur une
approche immunologique ou sur I’examen de la composition de I’ADN. Ce sont les
analyses successives des séquences d'/ARN ribosomique 16S (figure 2) qui ont permis de
caractériser I'évolution des différentes familles. Les Acholeplasmatales et les
Anaeroplasmatales sont considérés comme les premiers Mollicutes a s'étre différencié de
leurs ancétres bactériens GRAM+ par la perte de matériel génétique. Les
Spiroplasmatacae se sont ensuite séparés de la branche des Acholeplasmatacae, certaines
souches ayant vraisemblablement évolué pour former les Mycoplasmatacae (Razin et
al.,1998).Mais ces approches furent insuffisantes pour étudier la phylogénie des
différentes espéces (Heleili, 2011).

M.bovis a été différencié de Mycoplasma agalactiae par seulement 8 nucléotides variant
au niveau de I’ARN ribosomal 16s. Il existe donc une forte similitude entre les deux
bactéries avec notamment des réactions immunologiques croisées et des séquences

génomiques semblables. Ainsi, ils ont longtemps été confondus.



Chapitre | Généralités sur les mycoplasmes

Tableau 1 : Classification des Mollicutes (Euzeby, 1997 ; Johansson et Pettersson, 2002).

) Nombre
Ordre Famille Genre . Hotes
d'espéece
Mycoplasmatales | Mycoplasmataceae?® Mycoplasma 127 Animaux, Homme
Ureaplasma 7 Animaux, Homme
Eperythrozoon® 2 Animaux
"Candidatus 17 Animaux
Mycoplasma"
Entomoplasmatales [Entomoplasmataceae | Entomoplasma 6 Plantes, Insectes
Mesoplasma 12 Plantes, Insectes
Spiroplasmataceae Spiroplasma 38 Plantes, Insectes
Haloplasmatales® | Haloplasmataceae Haloplasma 1 Eau
Acholeplasmatales |Acholeplasmataceae | Acholeplasma 18 Animaux, Plantes
"Candidatus 38 Plantes, Insectes
Phytoplasma
Anaeroplasmatales [Anaeroplasmataceae | Anaeroplasma 4 Animaux
Asteroleplasma 1 Animaux
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Genome sequence
available in MolliGen

Host: 96
@ Plant

® Animal
® Human

|8

Mycoplasma capricolum subsp. capripneumoniae @
Mycoplasma capricolum subsp. capricolum @
Mycoplasma leachii @

Mycoplasma mycoides subsp. mycoides @
Mycoplasma mycoides subsp. capri @

Mycoplasma yeatsii @
Mycoplasma putrefaciens @
Mesoplasma florum @ @
Spiroplasma kunkelii @ @

Mycoides
cluster

100 - Spiroplasma citi @@

Mycoplasma mobile @
96 - Mycoplasma auris @
95 |L Mycoplasma alkalescens @
78 |- Mycoplasma arginini @
Mycoplasma arthritidis @
Mycoplasma salivarium @
Mycoplasma orale @
Mycoplasma hominis @
100 — Mycoplasma ovipneumoniae @
100 Mycoplasma hyopneumoniae @
56 Mycoplasma conjunctivae @
i Mycoplasma hyorhinis @
Mycoplasma pulmonis @
100 - Mycoplasma crocodyli @
Mycoplasma alligatoris @
Mycoplasma anatis @
Mycoplasma synoviae @
1001 Mycoplasma agalactiae @
Mycoplasma bovis @
Mycoplasma bovigenitalium @
Mycoplasma spermatophilum @
51— Mycoplasma fermentans @
Ureaplasma diversum @
Ureaplasma urealyticum/parvum @
Mycoplasma iowae @
Mycoplasma penetrans @
Mycoplasma amphoriforme @
Mycoplasma gallisepticum @
Mycoplasma genitalium @

79

100

100

e
0.05

Figure 2: Arbre phylogénétique de la classe des Mollicutes.

100 L Mycoplasma pneumoniae @
| Mycoplasma suis @

100 Mycoplasma haemocanis @
100\ Mycoplasma haemofelis @

62 Ca. phytoplasma asteris Aster Yellows strain @ @

100|" Ca. phytoplasma asteris Onion Yellows strain @ @

Ca. phytoplasma australiense @ @

Ca. phytoplasma Stolbur @ @

Ca. phytoplasma WesternX @ @

Ca. phytoplasma Flavescence Dorée @ @

Ca. phytoplasma mali @ @
Acholeplasma laidlawii

100

Spiroplasma

inis

Hom

Pneumoniae

Phytoplasma

Acholeplasma

Basé sur les séquences d’ADNr 168, cet arbre est issu de la base de données Molligen

(MolliGen , Barre and de Daruvar et al. 2004).
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I .3. Variabilité antigénique

I .3.1. Mécanismes

Les mycoplasmes ont la capacité de faire varier les protéines de leur membrane
plasmique. Ces protéines, antigénes pour I’hote, sont appelées des S.A.H (Systémes
Antigéniques Hypervariables). Ils ont ét¢ mis en évidence chez une dizaine d’espéces de
mycoplasmes dont M. bovis. Les protéines concernées par cette variabilité sont des protéines
de surface (lipoprotéines et protéines non liées aux lipides) (Poumarat et al., 1996) :

= Des lipoprotéines de la famille des Vsps (Variable surface proteins),
= Une protéine non lipidique : la pMB 67.

Ces protéines occupent une place importante dans le génome des mycoplasmes. Ces
genes auraient donc une grande importance dans la survie et le pouvoir pathogéne de M. bovis
(Klein et al., 2005).

La variabilité de ces protéines est marquée. Elle a été mise en évidence chez des générations de
mycoplasmes issus d’un méme clone. La fréquence des variations est de 10 & 10 par cellule
et par génération chez M. bovis.

Deux mécanismes de variation antigénique touchent les génes d’expression des protéines
membranaires variables (ou génes Vsps : « Variable membrane surface lipoproteins ») :

» L a variation de phase, mécanisme le plus courant, se traduisant par 1’induction de
I’expression d’un géne ou au contraire par la suppression de son expression (systeme
ONOFF ou « switching »), se produisant a haute fréquence chez M. bovis.

= La variation de taille, indépendante de la variation de phase, qui aboutit a la synthése
d’une protéine de longueur variable, plus ou moins reconnue par les anticorps sériques.

Ces variations résultent de réarrangements chromosomiques au niveau du locus des géenes
Vsps (Lysnyansky et al., 1996). Outre 1’échappement aux défenses immunitaires de I’hote, les
S.A.H. auraient d’autres fonctions (Poumarat et al., 1996) :

» L’ensemble des S.A.H. constituerait la structure membranaire fondamentale des
Mollicutes, et pourrait jouer un rdle dans les échanges entre la bactérie et son
environnement.

= Les S.A.H. interviendraient dans 1’adhérence avec les surfaces cellulaires de 1’hote, et
conditionneraient les tropismes cellulaires ainsi que le pouvoir invasif des Mollicutes.

I .3. 2. Conséquences

La réponse immunitaire humorale d’un hote infecté met en jeu des anticorps spécifiques
des protéines de surface de M. bovis. Mais les anticorps ne reconnaitront pas ou auront une
faible interaction avec un systeme protéique membranaire modifié en composition ou des

protéines modifiees en taille.
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La variabilité des antigénes chez M. bovis pose des probléemes de sensibilité et de
spécificité des tests de diagnostic sérologique ou immunologique notamment dans 1’¢laboration
de sérums contenant des anticorps anti-M. bovis. Dans des tests ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay), les antigénes de I’agent pathogéne sont reconnus habituellement par des
anticorps monoclonaux. Ici, la variabilité des antigénes de M. bovis ne permet pas I’emploi de
tels anticorps. Des anticorps polyclonaux sont donc utilisés mais ils doivent couvrir la
variabilité du systéeme protéique de M. bovis. De méme, si 1’on veut utiliser les antigénes de
M. bovis, il faut que ces derniers soient représentatifs de la variabilité de 1’agent pathogéne pour
la détection d’anticorps contre M. bovis.

Le méme probleme se pose pour la fabrication de vaccins, le choix des antigénes est
difficile au vu de leur variabilité, et un trop grand nombre d’antigénes ne provoquera pas une
réponse spécifique efficace (Lorin, 2008).
| .4. Caracteres généraux des Mycoplasmes
- Structure et morphologie

M. bovis est une bactérie dépourvue de paroi, la forme de base des mycoplasmes est
coccoide (figure 3) de 0.33 a 1 um de diametre (Maniloff and Morowitz, 1972), avec un tout
petit génome (Stanbridje, 1971 ; Taylor et Bébéar, 1997) De nombreux génes manquent dont
ceux qui codent la synthése de la paroi et de certains acides aminés. Sa structure cellulaire est
simple et comprend un nucléoide, des ribosomes et une membrane cytoplasmique d’environ
dix nanometres d’épaisseur qui, en I’absence de paroi, constitue 1’interface entre le mycoplasme
et la cellule hote (Maunsell et Donovan, 2009) Il est dépourvu d’organites spécialisés dans
I’attachement et ne synthétise pas de toxine.

La membrane cytoplasmique se compose de lipides (32-40%) et de protéines (50-59% de
la masse membranaire), 0.5- 2% de carbohydrates, 2-5% de RNA (ribonucléique acide) et
environ 1% de DNA (Rottem et Razin, 1967 ; Maniloff et Morowitz, 1972). Ces protéines
influencent la forme de la cellule, la division cellulaire, la motilité¢ ainsi que I’adhésion a la
cellule héte. Cette membrane joue un role essentiel pour les Mollicutes.

La membrane cytoplasmique intervient également dans les processus de multiplication.
Elle est surtout majeure dans la pathogénicité de M. bovis car les lipoprotéines de surface dont
elle est constituée présentant des caractéristiques plastiques remarquables a 1’origine des
spécificités antigéniques et pathogéniques de la bactérie (Adamu et al., 2013). Sa plasticité rend
également 1’usage des filtres usuels (filtre 45um) inutiles pour cette bactérie. 1ls ne possedent
ni flagelles ni pili et certains sont mobiles (Taylor et Bébéar, 1997)

L’absence de paroi permet des modifications morphologiques. Elle rend aussi la bactérie

trés sensible au milieu extérieur et en limite la survie. Cette fragilité est cependant modulée
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grace a la formation de biofilms permettant une survie dans certains milieux et matériaux (Citti,
2006).

Figure 3: Structure des mycoplasmes en microscopie électronique (G x 68.000)
(Razin, 1996).

- Culture et observation des colonies

Cette méthode est intéressante dans le cadre d’un diagnostic individuel, elle présente une
grande sensibilité et spécificité. Par contre, elle demande un long délai d’attente pour obtenir le
résultat a cause de la croissance lente de M. bovis. (Pfltzner et Sachse, 1996).

La culture de M. bovis demande I’utilisation de milieux spécifiques et trés souvent
enrichis en acides aminés en raison de son incapacité de les synthétiser (Parker et al., 2017). Le
temps d’incubation est assez long car il nécessite environ 5 a 7 jours. L’aspect des colonies des
mycoplasmes est celui d’un « ceuf sur le plat » (figure 4). Elle peut produire film and spot et
donner une couleur orangée en fonction du milieu de culture (Nicholas et al., 2003 ; Caswell et
al., 2008).

Le probléme avec cette méthode est que 1’isolement de M. bovis peut étre compromis a
cause d’une contamination par une autre bactérie ou encore la réalisation d’un traitement
antibiotique. Donc, cette technique peut résulter sur des faux négatifs suite a la contamination
du prélevement (Sachse et al., 1993). La culture peut résulter sur la croissance d’autres bactéries
dont les colonies sont morphologiquement homologues et conclure a un résultat faussement

positif. Une identification des mycoplasmes est nécessaire.
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De plus, le choix des échantillons, le transport et le stockage sont élémentaires pour
minimiser la croissance d’autres bactéries, maximiser la viabilité de M. bovis et la croissance
sur le milieu de culture. Si I’acheminement au laboratoire a lieu dans les 2 jours, on peut garder

les prélevements a une tempeérature de 4 °C, au-dela il faut les congeler (Parker et al., 2017).

Figure 4: Aspect typique d’"ceufs sur le plat" des colonies de M. bovis (x40) (Maunsell et
Donovan, 2009).

I .5. Caracteéristiques des mycoplasmes
- L’absence de paroi rigide

L’absence de la paroi rigide est la principale caractéristique qui différencie les
mycoplasmes des autres procaryotes (Poumarat et al., 1996). Les genes permettant la synthese
de cette paroi commune a toutes les autres bactéries sont absents du génome des
mycoplasmes. La barriere entre le cytoplasme et le milieu extérieur est uniquement constituée
de la bi-couche lipidique classique de la membrane. Cette absence engendre plusieurs
conséquences :

= Les antibiotiques ayant pour cible la paroi bactérienne, comme les béta-lactamines,

sont bien sdr inactifs sur ces germes (Nascimento, 2005) ;
= Les défenses immunitaires de 1’hdte sont en contact direct avec la membrane
plasmique du mycoplasme.

- Génome de taille reduite

Le génome des mycoplasmes varie en taille de 600 a 1400 kpb selon I’espece (Figure 5),
et comporte entre 400 et 1400 génes. Depuis 1995, date du premier séquencage du génome de
mycoplasme (Fraser et al.,1995), 76 génomes appartenant a 51 espéces ont été séquencés et
déposés dans la base de données Molligen (anonyme 1 ; Barre et al., 2004). Le génome
mycoplasmique, le plus petit des génomes de cellules procaryotes, est constitué d’un ADN
circulaire & double brin avec une faible teneur en bases G+C (guanine+cytosine) (23 a 41%

pour Mycoplasma).
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membrane plasmique

- génome
600-1400kbp

0,45 um

Figure 5: Caracteéristiques structurales de M. bovis (Porret-Blanc, 2017).

- Mode de développement naturel

Les mycoplasmes sont des bactéries parasites, des saprophytes ou des commensaux
des organismes supeérieurs. Ces mycoplasmes présentent une structure d’attachement et
pénétrent dans les cellules (Lam, 2005).

- Répartition

Dans le regne animal, les Mollicutes sont des organismes extrémement connus.
L’identification chez les mammiferes, les reptiles et les oiseaux, a abouti a presque une centaine
d’espéces. En laissant supposer une répartition beaucoup plus large et réguliére, de nouvelles
especes sont explorées, ou les Mollicutes sont aussi bien trouves chez les végétaux et les
insectes (Bencina et al., 2006).

Chez I’animal, les Mollicutes ont un tropisme cellulaire extréme. M. bovis posséde une
grande affinité pour les cellules épithéliales des voies respiratoires inférieures, des muqueuses
geénitales, oculaires, la glande mammaire et des articulations (Lam, 2005). On peut le trouver
aussi dans la flore ruminale des bovins (Pfiitzner et Sachse, 1996).

- Les mycoplasmes et leur hote

Une particularité de M. bovis est sa spécificité d’hote (Pfitzner et Sachse, 1996). Ce qui
signifie sa grande adaptation aux bovins. M. bovis compte une multitude de souches qui
semblent diverger entre les troupeaux et indiquerait une spécificité selon le troupeau (Aebi et
al., 2012). Par ailleurs, la possibilité de transfert de génes par recombinaison entre especes de
mycoplasme n’est pas exclue et pourrait participer a la pathogénicité de M. bovis.

Apres avoir supposé que les mycoplasmes aient une spécificité d’hote étroite ou stricte,
il s’est avéré que cette spécificité est plutdt préférentielle mais non exclusive : des bovins
peuvent étre contaminés par M. canis dont I’hote habituel est le chien, par exemple. En fait, les
mycoplasmes sont adaptés a un héte spécifique chez lequel ils sont généralement pathogénes
(tableau 2) ; parfois, ils colonisent un tiers hote sans toutefois étre forcément pathogéne( Habert
, 2002).
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Tableau 2 : Les mycoplasmes isolés chez les animaux (Nicolet, 1996).

Hote

Espéces

Agents pathogénes

Primate (sauf humains)

Mycoplasma :12
Acholeplasma :1
Ureaplasma :1

Mycoplasma :19
Acholeplasma :4
Anaeroplasma :2

M. mycoides mycoides et

M. mycoides capri

M. agalactiae M. bovis

Ruminants .

Ureaplasma :1 M. capricolum subsp
capricolum
Mycoplasma :13 M. hyopneumoniae
Porcins Acholeplasma : 5 M. hyorhinis
Ureaplasma : 1 M. hyosynoviae
Mycoplasma :17 M. gallisepticum
Oiseaux domestiques | Ureaplasma :2 M. meleagridis
Acholeplasma :2 M. synoviae
] Mycoplasma :11 M. felis
Equins .

Acholeplasma :8 M. equirhinis
Mycoplasma :15 M. canis

) Acholeplasma :1 M. cynos

Chiens et chats )
Ureaplasma :1 M. felis
M. gatae
) ) Mycoplasma :11 M. pulmonis M.
Animaux de laboratoire o

Acholeplasma :3 arthridis

Animaux sauvages

Mycoplasma :17
Acholeplasma :2

Ureaplasma :1

- Présence de M. bovis dans le monde

M. bovis apparait bien implanté au niveau mondial. 1l n’est pas ubiquitaire mais est tout
de méme largement répandu au niveau des troupeaux présents dans une région infectée
(Pfltzner et Sachse, 1996; Nicholas et Ayling, 2003). L’importance et la diversité des

mycoplasmes ont longtemps été negligées. Le fait que cette bactérie soit impliquée dans des
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maladies multifactorielles ne facilite pas les choses car il est difficile de déterminer la
contribution exacte de M. bovis dans une affection, leur dépendance vis-a-vis des nutriments

essentiels les rends tres fragiles.
11 .6. Propriétés physiques et chimiques

Les mycoplasmes sont fragiles, sensibles aux détergents, aux solvants organiques et a
I’alcool en I’absence de la paroi rigide (Poumarat, 1996). Ce sont des bactéries rapidement
mourantes en milieu liquide, qui ont longtemps été considérées comme instables (Nagamoto,
2001).

Alors, ces bactéries résistent a 1’action des antibiotiques inhibant la synthése des
peptidoglycanes de la paroi bactérienne, comme les glycopeptides, les céphalosporines, la
bacitracine, les peénicillines ainsi que la vancomycine (Rosendal, 1990 ; Rodriguez, 1995 ;
Greene, 1998). Elles sont aussi insensibles a la rifamycine (vraisemblablement, a cause d’une
faible ressemblance de la sous unité béta de ’ARN polymérase pour cet antibiotique), aux

polymixines, a I’acide nalidixique et au chloramphénicol (Rodriguez, 1995 ; Bey, 2006).
I1.7. Importance économique de I’infection mycoplasmique

Alors que M. bovis est a la base de deux entités pathologiques majeures, a savoir les
maladies broncho- respiratoires et les mammites, il existe tres peu de données a propos des
colits économiques engendrés par ce pathogene. Il est trés difficile d’estimer précisément les
pertes économiques que sa présence peut engendrer. A défaut de pouvoir les chiffrer
précisément, on peut néanmoins affirmer que ces pertes sont de plusieurs natures : diminution
de la production (lait et viande), diminution du gain moyen quotidien le cout des médicaments,
difficultés de traitement et de gestion entrainant des colits de main d’ceuvre, intervention
vétérinaire, mortalité et pertes liées a I’abattage précoce ainsi que la mise en place du diagnostic
et de mesures de contr6le et de prévention. De plus, étant donné que les maladies liées a M.bovis
ont une tendance marquée a la chronicité, ces pertes apparaissent globalement plus élevées que
pour d’autres agents pathogénes(Nicholas et Ayling, 2003; Maunsell et al., 2011) .

11.8. Role des facteurs de I’environnement

L’ambiance et la conduite du batiment vont influencer 1’apparition de maladies

respiratoires et favoriser le développement de certains agents pathogénes.

La densité animale en lien avec le manque de ventilation et la poussiére vont augmenter
la possibilit¢ pour un animal d’étre contaminé via les aérosols ou un animal malade.
L’orientation du batiment par rapport aux vents dominants et a I’ensoleillement vont influencer

la température et I’hygrométrie, donc en partie I’ambiance du batiment. L’agencement intérieur
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du batiment par le cloisonnement va influencer le systéme de ventilation.

Les systéemes de ventilation peuvent étre des systémes avec extraction dynamique de I’air.
La ventilation est un moyen de prévention trés important pour les problémes respiratoires car

les veaux sont particuliérement sensibles aux courants d’air (Brscic et al., 2012).

L’environnement peut étre une source de contamination supplémentaire, 1’air et la litiere
peuvent abriter ces mycoplasmes méme si les capacités de survie de ces derniers sont faibles
notamment a la sécheresse et la dessiccation (Pfutzner et Sachse, 1996). Ainsi, un animal peut
se contaminer parcontact avec un autre infecté ou encore a partir d’aliments ou de matériel
contaminés. Cependant, il est peu probable que ces voies soient des sources majoritaires de

contamination (Nicholas et Ayling, 2003).

De nombreux gaz sont nocifs pour les poumons mais le plus toxique et le plus
fréquemment impliqué est ’ammoniac. Peu d’études sont réalisées sur les bovins mais il semble
que les effets soient les mémes que chez les autres animaux. A des taux de 23 et 32 mg/m3
d’ammoniac dans le batiment, une inflammation pulmonaire est démontrée, avec une
augmentation de ’activité des macrophages et des taux de neutrophiles importants dans des
lavages broncho-alvéolaires. Une action irritative sur les muqueuses de 1’appareil respiratoire
supérieur a aussi €t¢ démontrée avec 1’observation d’une augmentation de larmes et de toux
chez les animaux exposés a de fortes concentrations d’ammoniac (Phillips et al., 2010). On
cherche alors a diminuer le taux d’ammoniac par le renouvellement de la litiere et une

ventilation adaptée.

L’humidité et la température aurait également un impact sur le développement des
maladies. Elles influenceraient les capacités de colonisation et la sécrétion de M. bovis.
L’excrétion de M. bovis peut étre influencée par la température extérieure et le niveau de stress.
Elle serait augmentée a faible température et serait également a la hausse lors de changement

brusque de température (Gasmi, 2011).

La saison aurait d’ailleurs un effet sur la prévalence des cas d’infection a M. bovis qui
serait plus élevée par temps froid et humide. La saison d’arrivée des veaux dans 1’¢élevage
semble montrer des différences. Les veaux arrivant en hiver ont moins de troubles respiratoires
que ceux arrivant a I’automne (Brscic, 2012). En effet, ’automne est souvent la période ou les
lots sont mis en place, il y a donc de nouveaux pathogenes en circulation, et une contamination
plus importante. Plusieurs auteurs ont suggéré que les changements importants de températures
avaient plus d’impact sur les BPIE (bronchopneumonies infectieuses enzootiques) qu’un froid

constant (Taylor et al., 2010) .
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I1.1. Recherches spécifiques de M. bovis comme agent étiologique de BPIE

M. bovis est I'espece la plus fréquemment isolée lors des mycoplasmoses bovines en Europe
et en Amérique du Nord (Nicholas et Ayling, 2003). Longtemps considérée comme une bactérie
opportuniste du tractus respiratoire des ruminants, elle est aujourd’hui incriminée dans de
nombreux cas de broncho-pneumonies infectieuses enzootiques chez les veaux, de mammites
chez les vaches laitiéres, d'arthrites, et un peu moins fréquemment lors d'otites moyennes et

internes, d'avortements ou encore de kérato-conjonctivites infectieuses (Thomas et al., 2003a).

11.2. Etiologie et signes cliniques

Les BPIE sont un syndrome infecticux multifactoriel c’est-a-dire provoqué par
différents agents pathogénes. Elles sont de plus, exacerbées par divers facteurs : les conditions
de vie de I’animal (I’humidité, la température et la ventilation des étables, la taille, la densité et
la composition des lots d’animaux...etc), le statut immunitaire des animaux et le stress. Ces
facteurs de risque jouent un role extrémement important dans la survenue et la propagation de
la maladie.

Tous les &ges peuvent étre touchés par les BPIE a mycoplasmes, autant les races laitiéres
que les races a viande. L’apparition des symptdmes est la plus élevée vers 10-15 jours et son
pareil & ceux d’une bronchopneumonie induite par les autres pathogénes. On peut dés lors
relever de la fievre, de la tachypnée, de la dyspnée, de la perte d’appétit, de la toux, du jetage
muco-purulent ainsi que des bruits anormaux a 1’auscultation (Nicholas et al., 2003). Dans
certains cas, on peut observer uniquement de la toux suite a un stress ou a des déplacements
(Peek et al., 2018).

M. bovis est en effet généralement associé a d’autres agents pathogénes tels que
Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida et Histophilus somni, le virus BVD (Bovine
Viral Diarrhea), P13 (Parainfluenza virus-3), BRSV (Bovine Respiratory Syncitial Virus). On
évoque d’ailleurs un éventuel effet de synergie entre ces différents agents (BUrki et al., 2015).
Cependant, il semble étre plus souvent en interaction avec d’autres bactéries. M. bovis est ainsi
considéré soit comme un facteur prédisposant pour I’installation d’autres bactéries a la base des
lésions (Hermeyer et al., 2012) ou bien comme un agent compliquant au niveau des infections
initiées par d’autres bactéries (Burki et al., 2015). L’association avec le virus BRSV ne semble
pas augmenter la sévérité des signes cliniques ainsi que les lésions (Thomas et al., 1986).

Comme pour l'association avec le virus BVDV, ou un réle immunosuppresseur potentiel

est évoqué (Shahriar et al.,2002).
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11.3. Diagnostic sérologique

Des Kkits ELISA de sensibilité et de spécificité variables sont actuellement commercialisés
en Europe (en France, IDVet et BioX, Bio-X Diagnostics en Belgique, Biovet au Québec,
Bommelli en Suisse) (figure 6). lls peuvent étre utilises sur serum, mais également sur le lait
de tank et le lait individuel (Byrne et al., 2000 ;Wisselink et al., 2019). Cependant, la variabilité
antigénique des souches de M. bovis entraine un risque important de faux-négatifs. Les
anticorps peuvent également persister plusieurs mois a plusieurs années, de méme que chez le
jeune veau, les anticorps maternels peuvent fausser le diagnostic. Enfin, 1’agent pathogeéne ne
peut pas étre détecté pendant la période d’incubation, car le taux d’anticorps dans le sérum
n’apparait que 10 a 14 jours apres Iinfection (Pfutzner et Sachse, 1996). La sérologie est donc
inappropriée pour un diagnostic individuel. Elle est en revanche un excellent outil de
surveillance épidémiologique, permettant de repérer rapidement les séroconversions au sein
d'un troupeau en réalisant des prises de sang répétées sur un grand nombre d’animaux (Thomas
et al., 2003).

Un test positif n’informe pas quant a la présence de M. bovis chez 1’animal au moment
du prélevement et non plus sur le statut excréteur de 1’animal. Se fier sur le seul test positif
ELISA n’est pas une approche adéquate pour contréler une infection

Le dépistage par technique ELISA peut se faire en complément d’autres méthodes de

diagnostic telles que la culture et la PCR (Parker et al., 2017).
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Figure 6 : Le kit pour test Elisa utilisé dans ce travail (Anonyme 2).

11.4. Diagnostic bactériologique

11.4. 1. Culture bactériologique

La culture bactériologique de M. bovis nécessite 5 a 7 jours d'incubation et doit étre
spéecifiquement demandée au laboratoire d'analyses. Elle est suivie ensuite obligatoirement
d'une phase d'identification (par MF-Dot) pour éliminer les mycoplasmes non pathogenes.

Le meilleur préléevement pour isoler M. bovis est le lavage broncho-alvéolaire ou LBA.

La sensibilité de I'écouvillonnage nasal, nettement inférieure a celle du LBA, en fait un test peu
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intéressant (Thomas et al., 2003b). Du fait de la sensibilité de M. bovis au milieu extérieur, les
prélevements doivent étre soigneusement réfrigérés a +4°C et envoyés au laboratoire d'analyse
dans les 24-48 heures, dans un récipient hermétiquement fermé (Francoz et al., 2010). Si un
délai plus important est nécessaire pour I'acheminement du prélévement, il devra étre congelé
a au moins -20°C. M. bovis peut ainsi persister plusieurs mois entre -20°C et -70°C sur les
fluides recueillis par LBA (Maunsell et Donovan, 2009).

Pour ce faire, il faut effectuer une identification apres la culture pour prouver I’identité
et par conséquent la pathogenicité du mycoplasme (Wisselink et al., 2019) car M. dispar, M.,

argini et M. bovirhinis peuvent étre présents.

11.4. 2. Identification par détection des antigéenes

La technique MF-Dot (Membrane Filtration dot immunobinding) est fondée sur
’utilisation de microplaques contenant 96 puits (figure 7). Le fond des puits est constitué par
une membrane poreuse. La taille des pores mesure 0,22 microns, ce qui autorise une filtration
des puits apres le dépot de chaque agent réactif, a 1’aide d’une pompe a vide (Poumarat et al.,
1991). Les réactions liées aux composants du milieu sont ainsi minimisées, cela permet
d’augmenter la spécificité du test sérologique.
Cette méthode est majoritairement utilisée, couplée a la PCR dans le cadre de la surveillance
épidémiologique (Chazel et al., 2010). Cette technique présente une bonne sensibilité (10* a
10" mycoplasmes par puits) et sa spécificité est proche des tests sérologiques de référence (test
d'inhibition de croissance, 1I’immunofluorescence). L'analyse en elle-méme ne prend que 3
heures mais il faut en géneéral rajouter une phase de culture de 2 & 7 jours. 1l y a également un
risque important de réactions croisées, que I'on peut diminuer par l'usage d'amorces spécifiques

d'espéces (Poumarat et al., 1991).

Figure 7: Test MF-Dot (Lorin, 2008).
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11.5. Identification moléculaire (Test PCR)

La PCR ou la technique de polymeérisation en chaine permet aujourd’hui I’identification
des différentes especes de mycoplasmes d’intérét vétérinaire. Elle est fondée sur I’amplification
de séquences d’ADN grice a la Taq polymérase et a des amorces spécifiques, aussi appelées
primers. Une trentaine de cycles se succedent avant 1’analyse de la séquence. Cette dernicre est
ensuite décryptée a 1’aide de logiciels informatiques. Cette technique a été en premier lieu
appliguée au séquencage de I’ARN ribosomal 16 S des espéces de mycoplasmes puis a 1’espace
intergénique situé entre la séquence codant I’ARN ribosomal 16 S et la séquence codant I’ARN
ribosomal 23 S chez les mycoplasmes d’intérét vétérinaire (Chalker et al., 2004).

L’identification génétique par PCR est la méthode de diagnostic la plus pratique a
I’heure actuelle. Plusieurs techniques existent et ciblent différents geénes (Tableau. 3). Ces
différentes techniques montrent des performances comparables (Wisselink et al., 2019). En
effet, elle dispose d’une sensibilité et spécificité supérieure a la culture. Elle peut étre effectuée
sur différents types de prélévement tels que le lait, les écouvillons nasaux, les lavages broncho-
alvéolaires. En plus, la PCR est une méthode rapide de diagnostic comparée a la culture car elle
ne demande pas d’isolement préalable pour I’identification (Timoonen et al., 2017).

L’amplification du géne uvrC a rendu possible la différenciation entre deux types de
mycoplasmes (M. bovis et M. agalactiae), trés proches génétiquement (Subramaniam et al.,
1998). La PCR en temps réel appliquée récemment promet une amélioration de la détection de
M. bovis a partir du liquide broncho-alvéolaire et du lait individuel. Cette technique présente
cependant quelques inconvénients, notamment pour l'analyse des échantillons de lait. La
polymeérase utilisée pour hybrider les amorces et I'ADN peut en effet interférer avec les
protéines du lait, et une phase d'extraction préalable de ces protéases est nécessaire (Sachse et
al., 2010).
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Tableau 3: Comparaison des différentes techniques de diagnostic(Sachse et al., 1993).

) o Diagnostic Diagnostic ] )
Diagnostic direct o ) Diagnostic
) ) indirect direct )
Technique par mise en ) ] direct
par méthode par méthode
culture par MF-Dot
ELISA PCR
- 100 avec 103-10° selon la
Sensibilité
(CFUImL) I’hémagglutination Nature du
m -
10-100 indirecte prélévement AU moins 1
Spécificité ++ + ++ ++
Temps requis 5-10 jours 2 jours 2 jours 2 jours
Facilité de
+ ++ + +/-
réalisation
Détection Traitement rapide Rapide et Spécificité
simultanée de de plusieurs spécifique éleveée et
plusieurs échantillons Directement sur | définie
mycoplasmes Utilisation en des échantillons | Possible
Directement sur laboratoire de biologiques directement
Avantages des échantillons routine sur quelques
biologiques échantillons
Utilisation en biologiques
laboratoire de
routine
Contamination Pas de controle de | Interférences Bruit de fond

Inconvénients

bactérienne
Nécessité de
mycoplasmes

viables

la maladie
(anticorps détectés
10 a 14 jours apres
I’infection)

Sur sérum

uniquement.

avec les protéines
du lait

Réalisable dans
certains

laboratoires.

Non réalisable
en laboratoire

de routine
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11.6. Traitements des BPIE

L’absence de paroi bactérienne chez M. bovis se répercute sur les choix de traitement.
En effet, cela signifie que celle-ci bénéficie d’une protection structurelle contre les antibiotiques
de la famille des B-lactamines. M. bovis bénéficie également d’une résistance intrinséque aux
antibiotiques de la famille des sulfonamidés car elle ne synthétise pas ’acide folique. Les
antibiotiques habituellement utilisés faces aux affections respiratoires et qui théoriquement ont
une efficacité sont le florfénicol, les tétracyclines, les macrolides, les aminosides et les
fluoroguinolones (Lysnyansky et Ayling, 2016). Ils permettent généralement la réduction des
symptomes cliniques mais ne permettent pas 1’¢limination de I’infection (Nicholas et Ayling,
2003).

Le probléme qui se pose actuellement est 1’émergence de résistance vis-a-vis de ces
antibiotiques (Ayling et al., 2000 ; Nicholas et Ayling 2003). En effet, I’émergence de résistance
vis-a-vis des classes d’antibiotiques utilisées a I’encontre de M. bovis a été relevée. Au travers
de plusieurs études, on constate une élévation de la MIC50 pour I’ensemble des antibiotiques
utilisés. L’apparition de ces résistances est causée par des points de mutations genétiques (Khalil
et al., 2016, Khalil et al., 2017). En Europe, M. bovis devient résistant aux antibiotiques
habituellement utilisés contre les Mycoplasmoses (Sulyok et al., 2014).

D’autre part, la détermination des sensibilités antimicrobiennes pour M. bovis est
compliquée car elle requiert des méthodes dont les laboratoires ne disposent pas (Gasmi, 2011).
Les traitements sont fréquemment longs et inefficaces dans beaucoup de cas. Les veaux affectés
par plusieurs atteintes montrent une réponse trés faible aux traitements. Cependant, il est inutile
d’instaurer des traitements en cas d’isolement unique de M. bovis et lorsqu’il n’a pas de signes
d’atteinte.

La tulathromycine s’est montrée efficace a 1’encontre de M. bovis lorsque celle-ci est
mise en ceuvre 2-3 jours apres inoculation. Elle a été d’ailleurs approuvée comme traitement
des maladies associées a M. bovis aux USA. Lors d’études réalisées en Europe, les
fluoroquinolones sont apparues les plus efficaces contre M. bovis mais doivent étre réservés
dans des situations severes (Suylok et al., 2014).

Les macrolides sont parmi les premieres molécules a étre prescrites dans le cas des BPIE
(De briyne et al., 2014). La prescription des macrolides se fait dans deux cadres : a titre
préventif ou en traitement d’une maladie infecticuse. Ces molécules sont prescrites pour traiter
des maladies respiratoires (BPIE) chez les bovins. Elles sont réputées efficaces contre un grand
nombre d’agents microbiens comme les entérobactéries, les staphylocoques, les chlamydias et
les mycoplasmes.

En médecine vétérinaire, les quinolones sont prescrites contre un ensemble de bactéries
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y compris les mycoplasmes, contre les otites, les mammites, les conjonctivites ainsi que les
pneumonies a mycoplasmes (Giguére et al., 2013). Grace a leur temps de demi-vie plasmatique
qui varie entre 24 et 48 heures, et leur diffusion cellulaire, elles sont largement utilisées. Les
fluoroquinolones, de 3°™ génération, comme la danofloxacine, I’enrofloxacine et la
marbofloxacine, ne sont pas administrées en métaphylaxie ou en prévention, contrairement aux
tétracyclines et aux macrolides (Rerat et al., 2012). En Europe, ce sont des antibiotiques
critiques dont I’usage est restreint.

L’ensemble des souches isolées de M. bovis restent sensibles aux trois molécules de
fluoroquinolones utilisées en médecine vétérinaire : la danofloxacine et la marbofloxacine sur
le terrain ainsi que 1’enrofloxacine qui donnent de tres bon résultats in vitro (Hannan et al.,
1997). A I’heure actuelle, les deux premiéres molécules, sont plus récentes et restent efficaces
en I’absence de résistance chez les mycoplasmes (Kroemer et al., 2012).

Dans le cadre des bronchopneumonies a M. bovis, un traitement anti-inflammatoire peut

étre béenéfique afin de limiter les effets déléteres de celle-ci (Maunsell et Donovan, 2009).

11.7. Prévention
Il n’existe pas de vaccin reconnu efficace actuellement, donc la prévention sanitaire
reste le seul moyen nécessaire pour éviter les BPIE, notamment celles dues a M. bovis. De
nombreuses mesures préventives peuvent alors étre prises pour éviter la propagation des
infections respiratoires :
= A l’achat d’animaux, il est fortement conseillé d’appliquer une quarantaine et
d’effectuer un test de dépistage pour M. bovis. Pourtant, I’opération d’un seul test a
I’achat d’un animal n’est pas fiable au vu de I’existence de porteur asymptomatique et
de la possibilité d’excrétion intermittente (Butller et al., 2000).
= [l est conseillé de limiter les facteurs de stress préjudiciables pour I’ensemble des
affections de 1’appareil respiratoire et de vacciner contre les autres agents pathogenes
respiratoires. Par ailleurs, il faut essayer d’assurer des bonnes conditions d’étable par
une bonne qualité de 1’air et d’ambiance d’étable pour les veaux comme préconisé pour
I’ensemble des maladies respiratoires. La température, la densité de population,
I’alimentation sont des ¢léments qui doivent étre régulés (Aebi et al., 2015).
= Vues les faibles défenses de M. bovis dans le milieu extérieur, une désinfection des
équipements et des locaux est conseillée pour diminuer la pression infectieuse. La
pratique d’une conduite « all in, all out » est avancée comme autre moyen de prévention

pour minimiser la contamination entre les animaux d’ages différents (Nicholas et

Ayling, 2003).
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= Le logement individuel des veaux avant sevrage semble prévenir le niveau d’infection
de ceux-ci (Peek et al., 2018). La présence de box de vélage semble étre un facteur
protecteur contre la dissémination de M. bovis (Gille et al., 2018).

= Le timing est également déterminant par rapport au moment de I’infection pour
I’interprétation et la détection des cas subcliniques. Les difficultés sont liées au fait que
la durée de séroconversion est évaluée a 2-3 semaines et que la durée du titre en
anticorps n’est pas bien définie (environ 6 mois). La concentration en anticorps diminue
généralement 2 mois aprés I’infection méme chez les animaux touchés cliniquement
(Petersen et al., 2018). Deés lors, il est inefficace de réaliser une analyse a un moment
donné pour déterminer le statut d’un animal et par conséquent d’un troupeau (Hazelton
et al., 2018).

= Pour parvenir a déterminer si un troupeau est sain, il faut combiner les types de tests et
réaliser ces derniers de manicre séquentielle et sur différentes classes d’age. Les tests
doivent combiner des analyses sérologiques et génétiques pour statuer sur un troupeau
(Véhanikkila et al., 2019).

= [’application d’un traitement métaphylactique voire préventif n’est pas recommandée
mais dans certaines situations ou le taux de morbidité et mortalité est élevé, il peut étre
justifié (Nicholas et Ayling, 2003). Des études ont montré qu’il peut contribuer a une
diminution nette de I’incidence et la sévérité des symptdémes respiratoires. Dans une
¢tude européenne, 1’ajout de valnemuline a partir de 4 jours jusqu’a 3 semaines d’age
permet de limiter les cas de maladies associées a M. bovis (Haapala et al., 2018).

=  Une possibilité de prévention serait le développement d’un vaccin (Perez-Casal et al.,
2017) mais aucun n’est disponible a I’heure actuelle et les essais ne montrent pas de
résultats satisfaisants. Les raisons pour lesquelles il est difficile de mettre au point un
vaccin est le fait qu’il n’existe pas de modele animal représentatif d’une infection a M.
bovis (Nicholas et al., 2016). D’autre part, il existe des variations de virulence et la
variation antigénique entre les souches ce qui entraine des difficultés quant a la sélection

d’une souche pour développer un vaccin.
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Chapitre 111 Antibiorésistance de M. bovis.

I11.1. Résistance naturelle aux antibiotiques chez les mycoplasmes et évaluation

La plupart des études sur la sensibilité aux antibiotiques des mycoplasmes ont été
réalisées in vitro. lls impliquent la détermination de concentrations minimales inhibitrices
(CMI). Cependant, il existe peu d'études, principalement in vitro. Les méthodes utilisées pour
déterminer la CMI sont également mal standardisées pour les mycoplasmes et entre les
laboratoires, ce qui rend difficile la comparaison des résultats. Des recommandations et des
lignes directrices ont été élaborées pour limiter cette variabilité (Hannan, 2000).

Les mycoplasmes sont insensibles aux antibiotiques qui inhibent I'élaboration de la
paroi bactérienne, comme les 3-lactamines et les antibiotiques polypeptidiques. Par contre, ils
sont réputés étre sensibles aux tétracyclines qui interrompent les transferts d’acides aminés dans
les complexes ribosomiques, empéchant la croissance des chaines peptidiques, aux macrolides
et lincosamides qui inhibent la synthése protéique et enfin aux pleuromutilines, aux aminosides
et aux quinolones et fluoroquinolones qui affectent I’activité de I’ADN-gyrase (tableau 4).

Les profils antimicrobiens traditionnels ne peuvent pas étre utilisés pour déterminer le
niveau de résistance des souches de Mycoplasma en raison de leur croissance lente et de leurs
exigences élevées (milieux de culture complexes). Par conséquent, seules les méthodes de

détermination de la CMI par dilution sont applicables.

Tableau 4 : Caractéristiques de trois familles d’antibiotiques utilisées chez les bovins et
décrites dans I’étude de (Khalil, 2016).

Familles Molécules Effet Cible

Erythromycine, spiramycine,
Macrolides gamithromycine, Bactériostatique | Ribosome

tulathromycine, tylosine, tilmicosine

Tétracyclines Oxytétracycline, chlortétracycline Bactériostatique | Ribosome

Acides nalidixique et oxolinique (1°
génération)

) Fluméquine (2°™ génération) . Gyrase et

Quinolones ) ) Bactericide ] )

Enrofloxacine-, danofloxacine, topoisomerase

marbofloxacine, difloxacine (3™

génération)
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I11. 2. Les tétracyclines
111.2.1.Leur mode d’action

Les tétracyclines ont été largement utilisées en médecine vétérinaire et leur résistance est
en augmentation. De plus, I'oxytétracycline n'est efficace que lorsque le systéme immunitaire
fonctionne correctement, ce qui limite encore son utilisation (Chopra et Roberts, 2001). La
sensibilité des mycoplasmes a la tétracycline est variable et dépend largement de la source de
la souche bactérienne. Ainsi, certaines études ont montre que la plupart des souches de M. bovis
testées in vitro sont résistantes (Hannan et al., 1997; Ayling et al., 2000) tandis que d'autres
études ont conclu que l'efficacité de la tétracycline est satisfaisante (Cai et al., 2019). En

général, elles ne sont pas considérées comme les molécules de choix contre les mycoplasmes.

111.2.2. La résistance chez les mycoplasmes

Le niveau de résistance aux tétracyclines chez les mycoplasmes varie considérablement,
que ce soit chez M. hominis et M. pneumoniae, ou chez des animaux tels que M. bovis, M. bovis
et M. gallisepticum (Waites et al., 2014).

La résistance aux tétracyclines repose sur deux mécanismes principaux : la modification
de la cible, en lI'occurrence I'ARNTr 16S, et la protection des ribosomes par la protéine Tet (M)
codée par un transposon de la famille Tn916.

Les mutations retrouvées dans I’ARNr 16S réduisent I’affinité des tétracyclines avec le
ribosome (Del castillo, 2013). Ce mécanisme est celui le plus répandu et décrit chez les
mycoplasmes. Des positions clés ont été définies comme responsables de la perte de sensibilité
des mycoplasmes aux tétracyclines. De plus, une corrélation entre le nombre d’alléles mutés
(plusieurs copies du 16S) et les valeurs des CMI des tétracyclines a été démontrée chez M. bovis
(Amram et al., 2015) . D’autre part, la protéine Tet (M) n’a été détectée que chez M. hominis
et Ureaplasma spp mais jamais chez M. pneumoniae ou M. bovis (Grover et al., 2014).

Chez M. bovis, la sensibilité aux tétracyclines varie suivant les pays. Plusieurs études
d’antibiosensiblité ont montré une augmentation dans les valeurs des CMI 50 (c.a.d. la valeur
de CMI de 50% de la population). Dans plusieurs pays européens comme 1’ Angleterre, les Pays
Bas et la Hongrie, les valeurs des CMI 50 de I’oxytétracycline sont supérieures a 8 pg/mL
(Heuvelink et al., 2016), alors qu’en Belgique par exemple, les valeurs restent inférieures a 8
pug/mL (Thomas et al., 2003 ; Cai et al., 2019). Ailleurs dans le monde, les résultats de CMI
sont aussi hétérogenes et varient entre 2 et 16 ug/mL (Uemura et al., 2010).

Le mécanisme a la base de la perte de sensibilité chez M. bovis aux tétracyclines a été

recherché dans une étude. Cette étude a montré que la double mutation sur les positions 965 et
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967 des deux copies de I’ARNr 16S est corrélée avec I’augmentation des valeurs de CMI
(Amram et al., 2015).

Une étude a examiné les mécanismes sous-jacents a la perte de sensibilité aux
tétracyclines chez Mycobacterium bovis. Cette étude a montré que les doubles mutations aux
positions 965 et 967 des deux copies de I'ARNr 16S étaient associées a une augmentation des
valeurs de CMI (Amram et al.,2015).

I11. 3. Les macrolides
111.3.1. Leur mode d’action

En raison de leur solubilité élevée dans les lipides, les macrolides ont une bonne diffusion
tissulaire et une bonne persistance dans différents types de cellules. 1ls sont également présents
a des concentrations élevées dans les macrophages alvéolaires. Cependant, I'étude in vitro
d'Ayling et al. L'émergence de souches de M. bovis résistantes a la tilmicosine a été confirmée
et I'efficacité de cette molécule dans le traitement des BPIE a été remise en cause. Cependant,
les résultats in vivo restent satisfaisants car la molécule cible d'autres agents responsables de
maladies respiratoires, notamment Pasteurella et Haemophilus (Ayling et al., 2000).

Les macrolides ont un usage vétérinaire strict et sont couramment utilisés pour traiter la
pneumonie bovine et les infections a mycoplasmes. Les macrolides de nouvelle génération, la
tulathromycine et la gamithromycine, sont de plus en plus utilisés pour traiter les maladies a
mycoplasmes (Khalil et al., 2016).

Ce sont des molécules bactériostatiques. Ils inhibent la synthése des protéines en se liant
aI'ARNTr 23S de la sous-unité ribosomique 50S (Giguére, 2013). Plus précisément, le macrolide
se fixe sur un site au niveau de la voie peptidique émergente : ce site est le domaine V de 'ARN
23S, prés du fond de la cavité contenant le centre de la peptidyl transférase. Cette liaison
empéche la sortie du polypeptide par libération prématurée du peptidyl-ARNt et inhibe la
translocation des ribosomes. La nucléobase clé de cette interaction macrolide/ribosome est
I'adénine, située en position 2058 du domaine V du 23S (Schlunzen, 2001). D'autres positions
dans le ribosome, telles que le domaine II, peuvent jouer un rble dans les interactions
ribosome/macrolide.

De plus, deux protéines ribosomales, L4 et L22, codées respectivement par les genes rplD
et rplV, sont également impliquées dans cette interaction puisqu’elles jouent un role dans le
maintien de la structure du ribosome durant le processus de la production protéique (Lovmar,
2009).
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111.3.2. La résistance chez les mycoplasmes

A part M. hominis qui est intrinsequement résistant aux macrolides a 14 et 15 chainons,
les autres mycoplasmes, comme M. pneumoniae, M. gallisepticum et M. bovis sont
naturellement sensibles aux macrolides. Néanmoins, les résultats récents de la détermination de
la sensibilité des mycoplasmes aux macrolides montrent une augmentation des valeurs des
CMI50 dans beaucoup de pays européens et ailleurs dans le monde (Waites, 2013).

Les mutations du site de liaison des macrolides avec le ribosome dans les domaines |1
et/ou V des sous-unités 23S des ARN ribosomaux ainsi que dans les génes rpID et rplV sont
les mécanismes principaux conférant la résistance aux macrolides chez les mycoplasmes
(Pereyre, 2002).

Les souches récentes de M. bovis isolées entre 2009 et 2012 en France sont résistantes aux
macrolides avec une CMI supérieur a 64 pg/mL, alors que celles isolées entre 1978 et 1979
sont sensibles (CMI < 1 ug/mL) (Bouchardon et al., 2014).

Chez M. bovis, une étude assez récente a montré que I’accumulation des mutations dans les
deux domaines Il et V de la sous unité 23S du ribosome est en corrélation avec la perte de
sensibilité des souches de M. bovis. De plus, des substitutions multiples d’acides aminés ont été
identifiées dans la protéine L4, aux positions 185-186 qui sont adjacentes au site de liaison du
macrolide (Lerner et al., 2014). En Chine, les souches de M. bovis s’avérent aussi résistantes
aux macrolides (CMI >64 pg/mL pour tylosine et tilmicosine) mais ne présentent qu’une seule
mutation dans une seule copie de I’ARN 23S et plus précisément dans le domaine V, a la
position 2058. Ces résultats suggerent I’implication d’autres mécanismes moléculaires pour

expliquer la résistance phénotypique observée (Kong, 2015).

I11.4. Les fluoroquinolones
111.4.1. Leur mode d’action
Ces substances sont les seuls antibiotiques mycoplasmicides a faible concentration. La
plupart des mycoplasmes sont sensibles aux fluoroquinolones, notamment a I'enrofloxacine
(BAYTRIL®), avec de tres bons résultats in vitro (Hannan et al., 1997) et sur le terrain ,par
contre les études de (Khalil et al., 2016) montre une tres haute résistance aux fluoroquinolones.
La Danofloxacine (ADVOCIN®) se révele également efficace dans la lutte contre la
propagation de M. mycoides subsp. mycoides SC au sein des troupeaux (Hubschle et al., 2006).
L'utilisation des fluoroquinolones, notamment de derniere génération (marbofloxacine) est
cependant de plus en plus critiquée, voir déconseillée en médecine des animaux de rente, du
fait d’une possibilit¢ d’apparition rapide de résistances. Les bactéries peuvent en effet
sélectionner des mutations chromosomiques de novo leur permettant rapidement une résistance

aux fluoroquinolones par une protection de I’ADN-gyrase. Afin d’éviter que ces résistances
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n’apparaissent, il semble essentiel de controler 1’utilisation de ces molécules. Aucune résistance
a la marbofloxacine n’a cependant été mise en évidence chez les mycoplasmes (Kroemer et al.,
2012).

Les fluoroquinolones empéchent la réplication de I'ADN bactérien en bloquant 1’activité
de I'ADN gyrase et de la topoisomérase IV. La fixation des fluoroquinolones sur la gyrase,
pendant la phase de duplication de I'ADN, inhibe ce processus. L’interaction des quinolones
avec la topoisomérase 1V, protéine impliquée dans le surenroulement de I'ADN, induit des
cassures dans cette derniere. Les quinolones se fixent aussi sur les extrémités des brins d'/ADN
qui alors ne peuvent plus se réassembler. La formation de ce complexe ADN-quinolones est
irréversible et conduit a la mort cellulaire. De ce fait, les fluoroquinolones sont des antibiotiques
bactéricides (Giguére, 2013).

111.4.2 La résistance chez les mycoplasmes

La résistance aux fluoroquinolones a déja été décrite chez plusieurs especes de
mycoplasmes qu’elles soient d’origine humaine ou animale (Gharaibeh et Al-Rashdan, 2011).

Contrairement aux tétracyclines et aux macrolides, la sensibilité de M. bovis aux
fluoroquinolones est toujours satisfaisante. Malgré la détection de quelques isolats cliniques
résistants, les populations de M. bovis dans le monde restent sensibles avec des valeurs de
CMIS50 qui ne dépassent pas 1 ug/mL (Lysnyansky et Ayling, 2016). Le méme cas de figure a
été récemment reporté chez M. agalactiae (Poumarat et al., 2016). Néanmoins, en Angleterre,
la valeur de CMI90 (¢’est-a-dire la valeur de CMI de 90% de la population) de I’enrofloxacine
est passée de 0,25 pg/mL en 2004 plus de 32pug/mL en 2009 (Ayling et al., 2014). Au Japon,
les isolats de M. bovis ont des CMI élevées variant de 2,5 a 16 pg/mL (Sato et al., 2013). En
France, d’aprés (Bouchardon et al., 2014), la CMI50 des souches francaises isolées entre 1978
et 1979 est de 0,25 pg/mL alors que celle des souches isolées entre 2009 et 2012 est de 0,5
pg/mL.

Plusieurs mécanismes de résistance ont été identifies chez les mycoplasmes comme la
modification de la cible due a des mutations ponctuelles des génes codant les protéines cibles
(Gruson, 2005). La modification de la cible dans le cas des fluoroquinolones est un ensemble
de substitutions de nucléotides dans des régions appelées QRDR (quinolone resistance
determining regions) des genes codant les gyrases et les topoisomérases : gyrA, gyrB, parC et
parE.

D’autres mécanismes de résistance existent aussi comme des mécanismes d'efflux qui
résultent d’une surexpression des deux genes codant pour une pompe ATP dépendante dans le
cas des souches de M. hominis résistantes également au bromure d’ethidium (Raherison et al.,

2005). Ce mécanisme n’a été caractérisé que chez cette espece de mycoplasme pour les
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fluoroquinolones.

Récemment, une résistance aux fluoroquinolones a été identifiée chez des souches de M.
bovis isolées au Japon (Uemura, 2010). Cette résistance est codée par des mutations ponctuelles
dans les régions QRDR et plus précisément des géenes gyrA et parC (Sato, 2013). Les mutations,
généralement liées a la résistance et donc appelées « hot spots », sont généralement
Ser83Phe/Leu dans GyrA, Ser80lle, Ser81Tyr et Asn84Asp dans ParC (Lysnyansky et Ayling,
2016).
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M. bovis est une bactérie pathogene des bovins, a I’origine de signes cliniques divers, tels
des mammites, des arthrites, des otites et des bronchopneumonies. Les Mycoplasmoses a M.
bovis ont un fort colt économique et leur contrdle impose une importante mobilisation sanitaire
et un recours trés fréquent a 1’antibiothérapie. Cette étude est une premiere en Algérie qui va
nous permettre de reconnaitre les différents sous types de M. bovis circulant en Algérie et
d’évaluer le danger potentiel que pourrait représenter la présence de souches résistantes cause
primordiale dans 1’échec des programmes thérapeutiques et donc d’éviter les lourdes pertes
économiques engendrées par ces redoutables pathogénes.

L’objectif de ce travail consiste a étudier les Mycoplasmoses respiratoires a M. bovis
incriminées chez les bovins en général et les veaux en particulier dans les bronchopneumonies
enzootiques séveres.

Cette etude se base sur la détection de la présence de M. bovis chez les veaux souffrant
d’atteintes respiratoires a partir de lavages broncho alvéolaires ainsi que sur des sérums dans
les différentes régions de I’Est Algérien. Nous avons eu recours a des techniques sérologiques
(ELISA, MF-Dot), moléculaires (PCR en temps réel et PCR classique), un sous-typage des
souches, la construction de I’arbre phylogénique et enfin I’établissement, d’un profil de

résistance des souches de M. bovis vis-a-vis des différents antibiotiques.

I. 1. Matériels
I. 1.1. Récolte des échantillons sur des veaux en Algérie
Nous avons commencé notre travail par des enquétes réalisées dans plusieurs
exploitations des régions d’études et cela pour un échantillonnage représentatif, notre choix
s’est arrété sur 7 régions toutes situées dans 1’est de 1’ Algérie.
Ces régions et ces exploitations ont éteé retenues sur la base des criteres suivants :
= L’effectif important d’élevage des veaux de boucherie.
= [’aide des praticiens vétérinaires pour avoir acces aux fermes.
» L’autorisation des éleveurs a procéder a des prélevements tels que la prise de sang et
le lavage broncho alvéolaire.
I.1. 2. Présentation des régions d’étude
Le travail vise a estimer I’importance des infections a mycoplasmes chez les bovins en
Algérie. Ainsi, 7 régions ou 1’élevage bovin présente un intérét particulier ont été choisies. Il
s’agit des régions de Batna, Sétif, Constantine, Biskra, Oum El Bouaghi, Khanchla et M’sila
(voir Figure. 8). Ce sont des régions qui regoivent pour engraissement de trés nombreux jeunes

bovins de boucherie d’origine diverse, destinés surtout a la consommation de viande.
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Figure 8: Carte Administrative de I’ Algérie (Anonyme 3).
(Oum el bouaghui (04), Batna (05), Biskra (07), Sétif (19), Constantine (25), M’sila (28), Khanchla (40)

- La wilaya d’Oum EIl Bouaghi (Wilaya N° 04)

La wilaya d'Oum EI Bouaghi se situe au Nord-Est de 1’ Algérie, a environ 468 Km de la
capitale Alger. Elle s’étend sur une superficie de 6738 km?, et compte une population de
621.612 habitants (D.P.S.B. Oum EI Bouaghi, 2020).

- La Wilaya de Batna (Wilaya N°05)

La Wilaya de Batna est située dans la partie orientale (Est) de 1’Algérie, a environ 432
Km de la capitale Alger. Elle s’étend sur une superficie de 12192Km2, avec une population de
1119,791 habitants (D.P.S.B. Batna, 2020).

- La wilaya de Biskra (Wilaya N°07)

La wilaya de Biskra est située Au Sud —Est Algérien entre la région des Aures et les
Ziban a environ 439 Km de la capitale Alger, Elle s’étend sur une superficie de 2167 ,20 Km?
et compte une population de 721356 habitants (D.P.S.B. Biskra, 2020).
- La Wilaya de Sétif (Wilaya N°19)

La Wilaya de Sétif est située au Nord-Est Algérien dans les hauts-plateaux, a environ 270
Km de la capitale Alger. Elle présente une superficie de 6504Km? et une population de
2988.145 habitants (D.P.S.B. Sétif, 2020).
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- La wilaya de Constantine (Wilaya N°25)

La région de Constantine qui est 1'une des villes les plus importantes de I’Est Algérien a
environ 390 Km de la capitale Alger s’étend sur une superficie de 2288Km?, elle compte une
population de 938475 habitants (D.P.S.B. Constantine, 2020).

- La wilaya de m’sila (Wilaya N°28)

La wilaya de M’sila est située au Sud-Est Algeérien, elle fait partie de la région des hauts
plateaux du centre-Est du pays. A environ 237 Km de la capitale Alger, elle s’étend sur une
superficie de 18 718 Km? et une population de 991 846 habitants (D.P.S.B. m’sila, 2020).

- La wilaya de Khenchla (Wilaya N°40)

La wilaya de Khanchla est située a I’Est Algérien, a environ 528 Km de la capitale Alger,
elle s’étend sur une superficie de 9811 Km?, et compte une population de 386683 habitants
(D.P.S.B. Khenchla, 2020).

Tableau 5 : Evolution du cheptel bovin (nombre de tétes) en Algérie et dans les wilayas de
1’étude entre 2012 -et 2021 (MADR, 2021).

Wilaya 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 | 2020 /2021
Oum EIl Bouaghi 46215 | 49846 | 58639 62 022 60650 | 45000 38 000 34137 31570
Batna 54007 | 66497 | 78292 84073 | 45450 | 53019 59 249 65 052 66081
Biskra 3894 3991 4850 4995 5010 5055 5055 5085 5085
Sétif 128374 | 132270 | 134180 | 161909 | 160602 | 156879 | 155263 | 151446 14 7363
Constantine 49050 | 51535 | 53220 | 61900 | 55177 53 350 39 457 41874 41705
M’sila 26800 | 27650 | 32700 | 29000 | 32600 | 33500 34 700 35 000 34 550
Khenchla 18800 | 21100 | 21844 | 23330 22 205 17 780 15 930 16 355 14 430
Total Algérie 4397886 | 4671997 | 4862903 | 5256474 | 5377548 | 5439024 | 1816280 | 1780591 | 1740183

I. 1.3. Caractérisation des élevages et des animaux

L’¢étude expérimentale s’est étalée sur une période allant d’Avril 2018 jusqu’en Aout
2021.

Les prélevements ont été réalisés par ma personne a raison de 2 a 3 visites par jour, visant
les fermes ou il y avait des veaux atteints de maladies respiratoires suite aux appels des éleveurs
ou des vetérinaires prives.

Les animaux prélevés étaient des veaux de boucherie de différentes races, agés de 03
jour-22 mois. lls présentaient des symptomes caractéristiques telles que 1I’hyperthermie, la toux,
le jetage et la dyspnée.

Les animaux provenaient tous d’élevages semi intensifs (fermes pilotes et fermes mixtes)

voir photos 1 et 2. Le statut sanitaire des élevages contre la tuberculose et la brucellose était
indemne. Un questionnaire de caractérisation des élevages a été fait (voir questionnaire en
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annexel).
Tous les batiments ont subi un nettoyage et une désinfection rigoureuse ainsi qu’un vide

sanitaire périodique.
Certains animaux qui présentaient des signes d’une atteinte respiratoire avaient recu un

traitement antibiotique par les vétérinaires praticiens.

Oucheriah Yasmine

Photos 1: Fermes pilotes pour I'échantillonnage.
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Oucheriah Yasmine & - " %] Oucheriah Yasmine

Photos 2: Fermes mixtes pour I'échantillonnage.

I.2. METHODES
I.2.1. Prélévements
A. Pour la sérologie :

Des prélevements sanguins ont été réalisés aussi bien sur des animaux présentant des
symptdmes respiratoires, que sur d’autres apparemment sains (3 sujets malades et 3 sujets sains
dans chaque exploitation visitée).

Sur chaque animal, 5 ml de sang sont prélevés par la veine jugulaire dans des tubes sous
vides, sans anticoagulant. La préparation des sérums a été réalisée au Laboratoire de
Microbiologie, du Département des Sciences Vétérinaires, Institut des Sciences Véterinaires et
des Sciences Agronomiques, Université Batna 1. Le tube est centrifugé a 3000t/mn pendant 15
mn, puis le sérum est récolté et placé dans des Eppendorf et stocke a - 80°C au laboratoire de
biotechnologie des molécules bioactives et de la physiopathologie cellulaire (LBMBPC) Batna
2.

B. Pour I’isolement des mycoplasmes : LBA
Les prélevements des LBA ont été réalisés sur les mémes animaux malades ayant eté
prélevés pour la sérologie.

Le lavage broncho-alvéolaire par voie nasotrachéale permet le prélevement de cellules, de
bactéries et de virus présents dans la lumiere des voies respiratoires profondes sans recourir ni

a I’endoscopie (couteuse et lourde a mettre en ceuvre) ni a I’aspiration trans-trachéale (Giraud
et al., 2002).

31



Partie Expérimentale Materiels et Méthodes

- Mode opératoire

Procéder tout d’abord a la contention qui doit étre assurée par deux personnes. Le
veau est bloqué en arriere dans un angle du batiment. Une premiére personne tient
I’arriére du veau, I’autre I’encolure et la téte.

Remplir la seringue stérile de 60 ml de solution stérile de NaCl a 0,9%.

Nettoyer 1’orifice nasal a 1’aide d’une lingette imprégnée d’une solution
désinfectante (alcool a 70 %).

Maintenir la téte de I’animal en extension vers le haut et dans le prolongement de
I’encolure.

Introduire la sonde le long du septum nasal puis dans le méat ventral en guidant avec
I’index. Le réflexe de toux et I’extériorisation de la langue confirment son passage
dans la trachée (Photo 3 et Photo 4).

Pousser la sonde jusqu'au blocage dans une grosse bronche et la maintenir en place.
Injecter 60 mL de Na CI (Photo 6).

Ré-aspirer immédiatement le liquide de lavage broncho-alvéolaire avec la méme
seringue en dirigeant la sonde vers le bas (on récupere environ 30% du volume
injecté) (Photo 7 et Photo 8).

Transférer le liquide d’aspiration dans un pot stérile de 40 ml identifié.

Oucheriah Yasmine

Photos 3: Introduction de la sonde.

(Tenir la sonde comme un stylo, la faire progresser et la maintenir médialement et

ventralement).
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Oucheriah Yasmine

Photos 5: Sonde maintenue dans 1’orifice nasal.
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Photos 6: Injection du liquide physiologique (Na Cl 0 ,9%).
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Oucheriah Yasmine

Photos 7: Ré-aspiration immédiate du liquide en dirigeant la sonde vers le bas.

Oucheriah Yasmine

Photos 8: Récupération du liquide (LBA).
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I. 2.2. Stockage et transport des échantillons

Les LBA sont immédiatement placés dans une glaciére avec réfrigérants et transportés au
laboratoire ou ils seront conservés dans un congélateur a -80°C et ultérieurement transportes
congelés aux laboratoires en France.

Tous les prélevements effectués ont été transportés a 1’ Anses de Maisons-Alfort a Paris,
pour garantir I’absence de virus de la Fiévre Aphteuse avant de les analyses pour la recherche
des mycoplasmes.

Les échantillons ont été transportés en France avec la carboglace (Photos 9), acheminés

ensuite directement au laboratoire a Lyon ou les analyses ont été effectuées.

Oucheriah Yasmine
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Photos 9: Préparation des échantillons dans la carboglace pour les transporter en France.

I. 2.3. Le dépistage sérologique par ELISA
A partir des prélevements sanguins, on a procédé a la recherche des anticorps anti-

M. bovis par le protocole présenté ci- dessous (figure 9).
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351 Prélevements sanguins sur
veaux

[ N\

175 Veaux malades 176 Veaux sains

Récupération du sérum
Conservé a -80 ° C

A 4

Tous les prélévements ont été testés
par PCR pour la fiévre aphteuse

Test Elisa

Résultats séroprévalence

Figure 9: Organigramme de I’analyse sérologique.

C’est une méthode de diagnostic indirect, elle a pour but de mettre en évidence les
anticorps dirigés contre M. bovis présents chez 1’animal avec le kit IDVet (ID Screen ° M. bovis

indirect) (Photo 10) selon le protocole ci-dessous (Andersson et al., 2019):

Oucheriah Yasmine

Photos 10: Le kit IDVet (ID Screen ° M. bovis indirect).

- Laisser les réactifs atteindre la température ambiante (21°C £5°C) avant utilisation.
Homogénéiser tous les réactifs par inversion ou vortex dans une plaque de 96 puits.
1. Ajouter
= 195 pl de tampon de dilution 13 dans chaque puits
= 5 ul du contrdle négatif aux puits Al et B1.
= 5 ul de contréle positif aux puits C1 et D1.
= 5 pl de chaque échantillon a tester dans les puits restants.
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2.

10.

11.

12.

Couvrir la plague et incuber 45 min+=5mina21°C (x5°C).

= Videz les puits.
Laver chaque puits 3 fois avec au moins300 ul de la solution de lavage. Eviter le
séchage des puits entre lavages
Préparez-le conjugué 1X en diluant le conjugué concentré 10X a 1/10 en dilution
tampon.
Ajouter 100 pl de Conjugué 1X dans chaque puits
Couvrir la plaque et incuber 30 min £ 3mina21°C (x5°C).
Videz les puits. Laver chaque puits 3 fois avec au moins 300 pl de la solution de
lavage. Eviter le sechage du puits entre les lavages.
Ajouter 100 pl de substrat dans chaque puits.
Couvrir la plaque et incuber 15 min £ 2 mina 21 ° C (x5 ° C) dans le noir.
Ajouter 100 pl de solution d arrét dans chaque puit, dans le méme ordre que dans
I'étape n ° 8, pour arréter la réaction
Lire avec un lecteur de microplaque a spectrophotometre a 450 nm (Tecan) et noter
la DO (Densité Optique) (Photos 11).

QOucheriah Yasmine

Photos 11: Le lecteur de microplaque a spectrophotometre.

Le test est considéré comme valide si la valeur moyenne de la DO du contréle positif
est supérieure a 0,350 et si le rapport entre la moyenne des contrdles positifs et la
moyenne des contrdles négatifs est supérieur a 3. Pour chaque échantillon de sérum,

le pourcentage échantillon / positif (S / P%) est calculé a I'aide de la formule suivante

S/IP%= (DOéchanti”on -DOnm control negatif /DOm controle positif = ODm controle negatif) X100
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Le pourcentage S / P pour chaque échantillon a été utilisé pour classer I'échantillon

comme positif ou négatif en utilisant la valeur seuil fournie par le fabricant (positive si le S /

P% > 50%).

I. 2.4. Le diagnostic bactériologique et moléculaire

A partir des LBA prélevés, on procéde a la recherche de M.bovis par différentes

techniques (figure 10) présentées ci- dessous.

176 Prélevements sur veaux malades

A

Lavage broncho-alvéolaire

Y

Extraction d’ADN

RT-PCR

l v
200ul LBA +1,8ml
Du bouillon PPLO
(3-4J)
86 positifs Mycoplasma spp
. S 102
Préculture Positive Dilution sur Positive
(101, 10?) R bouillon —
" (101-10%
Dilution la plus faible +
v
166 Ensemencement sur
gélose PPLO
52Clonage : Croissance de 156 clones en culture
A\ 4 l
Stock 44 MF-Dot Sous-typage

Figure 10: Différentes manipulations réalisées sur les LBA préleveés sur veaux malades.

Clones -
CMI 53 Clones de Mbovli/

N,

43 clones PCR classique Pol C

14clones MILST Register

N/

Séquencage
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I. 2.5. La Preculture

Ceci consiste a mettre 200 ul du LBA récolté a partir des animaux malades dans 1,8 ml de
bouillon PPLO (Pleuropneumonia-like organism) a reconstituer (Photo 12) composé du milieu
de base, de supplément (Indicia). De I’amoxicilline (Clamoxyl ND), antibiotique qui rend le
milieu sélectif et permet d’éliminer la croissance d’autres bactéries, est ajouté au milieu a une
concentration de 2 mg/ ml (Poumarat et al., 1991). La suspension est incubée a 37°C sous 5%
de COzpendant 24h a 48 h dans le but de revivifier les microorganismes présents dans les LBA

préalablement congelés a-80 C° en Algérie.

Oucheriah Yasmine

Photos 12: Tube de bouillon PPLO.

I. 2.6. L’extraction D’ADN a partir des LBA : avec le kit BioExtract® Column
En parallele a la préculture, une extraction d’acides nucléiques a partir des LBA est
entreprise afin de s’assurer de la présence de M. bovis dans 1’échantillon en question par la
technique de la PCR en temps réel (rt-PCR). C’est un kit d’extraction et de purification d’acides
nucléiques totaux (ARN et ADN) en colonnes de silice individuelles pour la recherche d’agents
pathogenes (bactéries, virus, parasites) a partir d’échantillons d’origine animale ou de leur
environnement et cela en différentes étapes (figure 11).
Méthode :
= Préparer les consommables : deux tubes de 1.5 ml par échantillon & extraire (non fourni
dans le kit), et une colonne BioExtract® Mini Spin Column dans un tube collecteur. Les
annoter sur le capuchon avec le nom de 1’échantillon a extraire.
= Préparer les différentes solutions
= Lyse et ajustement des conditions d’ Adsorption

Dans un tube de 1.5 ml identifié :
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©)

O

Ajouter 20 ul de protéinase K.

Ajouter 200 pl d’échantillon, en fonction de la matrice a traiter.
Ajouter 100 pl de solution de lyse LA-carrier.

Vortexer.

Incuber 15 min a 15-25°C (a température ambiante).
Centrifuger brievement puis ajouter 350 pl de Buffer LB.

Vortexer puis centrifugé brievement.

= Adsorption sur la membrane de silice

o

Transférer délicatement la totalité du volume dans la colonne BioExtract® Mini
Spin Column (déja placée dans un tube collecteur de 2 ml).

Centrifuger a 6 000 g pendant 1 min.

Changer de tube collecteur (Placer la colonne BioExtract® Mini Spin Column

dans un nouveau tube collecteur et jeter le tube collecteur contenant le filtrat).

= Lavages et Séchage de la membrane de silice

O

O

o

O

o

Ajouter 600 pl de Buffer W1.

Centrifuger a 6 000 g pendant 1 min. Changer de tube collecteur.

Ajouter 600 pl de Buffer W2.

Centrifuger a 6 000 g pendant 1 min. Changer de tube collecteur.

Centrifuger a 20 000 g pendant 2 min (ou a 16 000g pendant 3 minutes) pour

sécher la membrane.

=  Elution

O

Placer la colonne BioExtract® Mini Spin Column dans un nouveau tube de 1.5
ml identifié, et jeter le tube collecteur contenant le filtrat.

Ajouter 50ul de Buffer EL (a température ambiante) délicatement au centre de
la membrane.

Incuber a température ambiante (15-25°C) pendant 1 min.

Centrifuger a 20 000 g pendant 1 min (ou a 16 000g pendant 2 minutes).

Jeter la colonne.

Conserver le tube de 1.5ml contenant les 50 pl d’extrait d’acides nucléiques

purifiés.
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Lyse et Ajustement des
conditions d’adsorption

20 pl de protéinase K
100-200 pl d’échantillon*
100 pl de solution de lyse LA-carrier
(Pour 1 : 100 pl Buffer LA / 1 pl carrier RNA /5 pl IPC exogeéne)

Température ambiante (TA)
15 min

350 pl de Buffer LB

2 Charger la colonne BioExtract® Mini Spin Column
délicatement
Adsorption sur la
membrane de silice | 6000xg
(i 1min

3 AN 6000x g

1% Lavage 600 pl W1 = 1 min
Lavages .

2" lavage 600 ul W2 cD 6000x¢g

1min

Séchage de la membrane “~ 20000xg2 min

de silice

(ou 16 000xg 3 min)

4

Elution des acides
nucléiques

50-100 pl de Buffer EL* (TA)
délicatement

TA

1min

> 20000x g 1 min
(ou 16 000xg 2 min)

Figure 11: Protocole simplifié de I’extraction d’acides nucléiques par le kit Bioextract

Column.

I. 2.7. La Réaction de Polymeérisation en Chaine en Temps Réel (rt-PCR)

La detection des agents étiologiques présents dans les prélevements de lavage broncho-

alvéolaire des veaux, est réalisée par une PCR en temps réel d’apres le kit LSI VetMAX™

Screening Pack-Ruminant Respiratory Pathogens (Photo 13), Le kit permet la détection

simultanée de M. bovis, Histophilus. Somni, Pasteurella. Multocida, Mannheimia. haemolytica,

(BCV), Bovine Corona Virus, bovine respiratory syncytial virus (BRSV), and parainfluenza-3

virus PI-3.
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Oucheriah Yasmine

Photos 13: Le kit LSI VetMAX™ Screening Pack-Ruminant Respiratory Pathogens.

Méthode :

Créer un plan d’analyse pour la distribution des mix et échantillons. Eloigner si
possible le contrdle positif (EPC) des autres échantillons.

Distribuer 20 pl de chague Mix décongelé par puits de la microplaque PCR.
Déposer ensuite5 pl d’Extrait d’acides nucléiques (cf partie précédente).

Fermer la plaque PCR avec un film adhésif.

Mettre dans le thermocycleur (Photo 14) avec le programme suivant : 45 °C pendant
10 min, 95 °C pendant 10 min puis 45 cycles a 95 °C pendant 15 s et 60 °C pendant
1 min.

Seuls les resultats avec un Ct < 37 étaient considerés comme positifs (Wisselink et
al., 2019).

Oucheriah Yasmine

Photos 14: Le thermocycleur de (rt-PCR).

43



Partie Expérimentale Matériels et Méthodes

I. 2.8. Le clonage des souches

A partir des précultures positives (visibles au trouble du milieu de culture) et confirmées
positives a M. bovis en rt-PCR, on commence par faire des dilutions en milieu liquide 10 4 10°
4, Ces dilutions sont cultivées pendant 2 & 3 jours Pour chaque échantillon, la dilution positive
la plus faible a été filtrée a travers un filtre a membrane de 0,22 pum (Photol15) et 10 uL de ce
bouillon filtré ont été ensemencés sur des plagues de gélose PPLO (Pleuropneumonia-like
organisms) (Indicia Production, Saint-Genis-L’ Argentié¢re , France) additionnées de 0,1 % de
Tween 80 pour empécher la croissance de M. bovirhinis (Shimizu, 1983), puis incubé a 37°C
avec 5% de CO2 pendant 48 h. M. bovirhinis est un organisme commensal des voies
respiratoires bovines qui peut entraver I'isolement de M. bovis a mesure qu'il se développe plus
rapidement. Les colonies visibles et isolées sont repérées sous loupe binoculaire (x40) et ensuite
piquée : Un maximum de 3 colonies par échantillon ont été sélectionnées au hasard, puis
cueillies avec un cure-dent en bois et ensuite cultivées dans un bouillon PPLO de 4 ml. Chaque

unité formant colonie isolée a ensuite été considérée comme un clone.

Oucheriah Yasmine

Photos 15: Différentes étapes du clonage.

Une fois la culture positive, chaque tube est utilisé ainsi :
= Un stock du clone au congélateur a -20 °C (2ml).
= Le test MF- Dot (1ml).
=  L’extraction d’ADN (200 pl).
= La CMI (200 pl).

I.2.9. Lafiltration sur membrane DOT immunobinding (MF-Dot)

L’identification de I’espéce de mycoplasme est effectuée par la technique immuno-
enzymatique du MF-Dot (Poumarat et al., 1991; Poumarat, 1998). L’identification a été

systématiquement vérifiée par MF-Dot (Photo 16) pour chaque clone.
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= 1. Préparation de la plaque

Préparer un plan de plaque avec les différentes souches a analyser ainsi que les différents
sérums testés. Travailler soit en mettant une souche par ligne et les sérums en colonnes (plan
utilisé dans notre étude) soit en plagant une souche par colonne et les serums en lignes.

Identifier les échantillons et les sérums sur la plague en suivant le plan préalablement
établi

= 2. Fixation des antigénes sur les membranes

Reépartir 200ul des cultures a tester par cupule en respectant le schéma de la plaque.
Vidanger la plague en appliquant une dépression maximale de -50 & -60 kPa pendant moins
d’une minute. Eponger le dessous de la plaque a ’aide d’un mouchoir en ouate de cellulose.

= 3. Blocage

Reépartir 200ul de la solution de blocage par cupule. Agiter lentement (environ 100rpm)
pendant 30 minutes sur un agitateur de plaque. Ensuite, vidanger la plaque.

= 4. Réaction antigéne/anticorps

La préparation des serums dilués doit se faire au maximum environ 30 min avant de les
utiliser. Commencer par identifier les tubes et les réservoirs correspondants avec les noms des
sérums. On les prépare extemporanément, au mieux durant le temps d’action de la solution de
blocage.

Répartir 200ul des solutions de sérums dilués dans les cupules correspondantes. Agiter
lentement pendant 45 min minimum. Réaliser 3 cycles de lavage-vidange de 5min avec 200yl
de solution de TBS 1X + 0.05% de Tween 20 par cupule en agitation lente. Effectuer alors un
cycle de lavage-vidange de 5min avec 200l de solution de TBS1x par cupule en agitation lente.

= 5. Réaction anticorps/conjugué

Répartir 200l par cupule de la solution de conjugué et incuber 30 min sous agitation.
Effectuer un cycle de lavage-vidange de 5 min avec 300ul par cupule de solution de TBS 1X +
0.05% de Tween 20 sans agitation. Poursuivre avec 2 cycles de 5 min avec 200ul de cette
solution sous agitation. Finir avec un cycle de lavage-vidange de 5 min avec 200ul par cupule
de solution de TBS pur en agitation lente.

= 6. Révélation et lecture

Répartir 200ul par cupule de la solution réveélatrice préparée au moment de 1’emploi.
Agiter fortement jusqu’a 1’obtention d’une coloration rouge brun intense dans les cupules des
antigenes témoins. Laisser ensuite sous agitation plus lente pendant 5 min. Lorsque la réaction
est compléte, rincer délicatement et sans aspiration la plaque a I’ecau en versant les solutions a

I’évier.
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= 7. Expression des résultats

Prendre la plaque en photo et I’enregistrer sur I’ordinateur

Oucheriah Yasmine z : Oucheriah Yasmine

Qucheriah Yasmine

Oucheriah Yasmine

Photos 16: Différentes étapes de la membrane de filtration DOT immunobinding (MF-Dot).

l. 2.10. L’extraction d’ADN a partir des cultures

L’extraction des ADN est réalisée par le kit Qiagen (QIAamp DNA Mini Kit).
L’extraction de I’ADN génomique se fait en plusieurs étapes (figure 12).
Méthode :

Aliquoter le volume nécessaire de tampons (PK/Tampon AL/Ethanol/AW 1-2) pour
traiter les échantillons.

= Pipeter 20 pl de protéinase K et les mettre dans un tube de 1.5ml

= Ajouter 200 pl d’échantillon (Culture)

= Ajouter 200 pl de tampon AL

= Vortex pendant 15 secondes.

= |Incuber 20 minutes a 56°C sous agitation douce (200 rpm)

= Centrifuger brievement a 8000 rpm & 4°C

= Ajouter 200 pul d’éthanol (96-100%)

= Vortexer

= Centrifuger brievement

= Mettre le mélange dans la colonne
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= Centrifuger 8000 rpm pendant une minute

= Changer le tube collecteur

= Ajouter 500 pl de tampon AW1 dans la colonne
= Centrifuger a 8000 rpm pendant une minute

= Changer le tube collecteur

= Ajouter 500 pl de tampon AW?2 dans la colonne
= Centrifuger a 14000 rpm pendant 3min

= Jeter le tube collecteur

= Mettre la colonne dans le nouveau tube de 2 ml
= Centrifuger a 14000 rpm pendant 1 minute

= Placer la colonne sur un tube de 1.5 ml identifié
= Ajouter 50 pl d’eau Aguettant autoclavee

= Laisser au moins 5 min a température ambiante
= Centrifuger a 10000 rpm pendant 1 minute

= Jeter la colonne

= Conservation de I’ADN extrait 4 — 20 °C
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Figure 12: Protocole simplifié d’extraction d’ADN a partir des cultures (Kit Qiagen ,Ql1Aamp
DNA Mini Kit).
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I.2.11. PCR classique
7 PCR différentes ont été réalisées (toutes méme Tm) pour les différents clones. Les

PCR ont éte realisées dans un volume final de 25 pL contenant : voir tableau 6 :

Tableau 6: Réactifs des réactions PCR.

1x 15
H20 17,7 ul 265,5
Tp 5x (with MgCI2) 5ul 75
dNTP mix 0.5ul 7,5
Amorce F* (40 uM) 0.25 pl 3,75
Amorce R* (40 uM) 0.25 ul 3,75
Go-Taq 0.3 ul 4,5
Echantillon ADN 1L
Volume mix 24uL 360
Volume réactionnel total 25 ul

*Amorces : voir liste dans tableau.7 Ci-dessous
ADN : souches a tester + 1 témoin positif (PG45) + 1 témoin négatif (H20)
La réaction PCR s’est faite dans un thermocycleur avec
1. Une étape de dénaturation initiale a 94°C 2 minutes,
2. Puis 35 cycles :
= Dénaturation a 95°C 30 secondes,
= Hybridation des amorces a la température d’hybridation des amorces (Tm, voir
tableau 7) pendant 30 secondes
= Puis élongation a 72°C 30 secondes
3. Suivi d’une élongation finale a 72°C pendant 5 minutes.
4. Puis 12°C a I’infini
Les produits PCR ont été analysés par électrophorese en capillaire (QlAxcel, QIAGEN)
pour Veérifier la taille attendue ; Cet appareil permet de visualiser la taille des fragments
amplifiés par PCR, comme sur un gel d’électrophorése, mais sans agent intercalant (bromure

d’éthidium) et en utilisant une tres petite quantité de produit PCR.
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Tableau 7: Caracteristiques des amorces utilisées en PCR.

Taille
Gene | Amorce F Amorce R Tm | Amplicon
pb
polC
CTT-CCC-AAT-
dnaA- TCA-AAT-CGT- dnaA-
dnaA TTG-TTC-CAG- | 56 924
F(Rosales) | GAA-GTC-GAC-AA | R(Rosales) TG
TGG-TGA-GTA- GTT-TTG-AGA-
gltx gltx-3 gltxX-4 55 530
TTC-AAT-AAG-GT ATC-ATT-GCA
CCA-ATT-CCA-
AAA-ATG-TGA-
gpsA gpsA-3 gpsA-2 ATT-GCT- 55 521
GGA-ATT-GAT-CA
AAA-AC
TAT-TTT-GAA-
AGC-TTG-CTA-ATT-
gyrB gyrB-1 gyrB-2 | CAA-ATT-TTG-| 55 678
GCA-CCA
CAT
CTT-AGC-TTT-
AAT-TCG-TAA-
pta2 pta-2-1 pta-2-2 | TCT-TAC-ATT- | 55 490
TGG-CAA-AGA-AG
TAG-GT
ATG-TAT-TTA- TAT-CTC-ATA-
tdk tdk-3 AAA-AGT-GGA- tdk-4 GCT-TTT-TTA- | 55 572
TTA-GG GC
CCA-CCA-TAT-
CCA-ACT-TAT-ATT-
tkt tkt-1 tkt-2 AAA-TTA- 55 533
ATG-GTG-CA
ATG-CC

Séquencage des fragments PCR dans un seul sens

Les fragments ont été séquences dans un seul sens (F ou R) en fonction des genes cas de

doute (mauvaise qualité de séquence) ou en cas de mutations, les 2 sens de séquencage ont été

réalisés et la séquence corrigée et/ou confirmée.

1.2.12. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) chez M. bovis

La CMI d’un antibiotique vis-a-vis d’un micro-organisme est la concentration minimale

de cet antibiotique bloquant complétement la croissance de celui-ci. Cette procédure décrit les

différentes étapes permettant de déterminer la CMI d’une souche de mycoplasmes pour un

antibiotique donné par dilution en milieu gélosé (Khalil et al.,2015).

A partir de la culture mére estimée a 106 CFU/ml (concentration classiquement atteinte

pour une culture en phase exponentielle), on réalise des dilutions en microplaque. Pour chaque

échantillon, 2 dilutions sont déposées dans une autre microplaque, a raison de 100 ul par puits.
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Les cultures sont alors ensemenceées sur une série de géloses ayant une concentration croissante
en antibiotique par un multi inoculateur (1 pl par spot) (Hannan, 2000). Chaque point de dép6t
doit compter entre 30 et 300 colonies, ce qui correspond a une densité suffisante et non
excessive en colonies pour que les antibiotiques restent actifs sur la population.
Méthodes
Dénombrement de I’inoculum
Préparation des plaques de dilution
= Dans une plaque 96 puits, dispatcher 270uL de milieu de culture par puits pour réaliser
la gamme de dilution. Pour une souche et une gamme allant de 10 a 10°, 5 puits d’une
colonne sont remplis.
= Prélever 30 pL de la culture bactérienne initiale et les déposer dans la premiere cupule
; on obtient une solution a 102, Prélever ensuite 30 UL de la solution a 10 et les déposer
dans la cupule en dessous ; on obtient la solution a 1072, etc. Changer de cbne entre
chaque série de dilution et penser a bien homogénéiser la dilution entre chaque
prélevement.
= Répéter I’opération jusqu’a obtenir des solutions a de concentration égales a 101, 107,
1073, 10 et 10°° pour chaque souche de 1’étude.
Préparation des boites de CMI et dilution des antibiotiques
Pour cette manipulation, on réalisera une solution mére de I’antibiotique choisi que 1’on
diluera pour obtenir une gamme de concentrations (Annexe 2).
La liste des antibiotiques testés et leur concentration sur les souches de M.bovis isolées
est : oxytétracycline, tylosine, florfénicol, enrofloxacine et spectinomycine (voir Tableau.8).
Ces molécules ont été évaluées sur un panel de 44 clones en utilisant la méthode de dilution en

gélose comme décrit ailleurs (Jay et al.,2021).

Tableau 8: Tableau qui montre les antibiotiques a tester et leurs concentrations.

Antibiotiques : Enrofloxacine Tylosine Oxytétracycline Florfénicol Spectinomycine

Valeur seuil : 0,5 - 2 pg/ml 16 - 64 pg/mi 2 - 8 pg/mi 2 - 8 pg/mi 64 - 128 pg/mi

Seules deux concentrations de chaque antimicrobien ont été testées, ce qui correspond
aux seuils cliniques du CLSI pour les Pasteurellaceae, une famille connue pour coloniser la
méme niche corporelle chez les bovins (C L S I, 2015). Chaque estimation a été exécutée au

moins deux fois et les résultats n'ont jamais été divergents.
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Plan de boite

Avant de lancer la manipulation, préparer un plan de boite : ce fichier permet le suivi

des spots sur les géloses de CMI. Noter dans un fichier Excel la dilution de la souche

et son positionnement dans la cupule. (Voir Photo 17).

Remplir ainsi une plaque 96 puits selon le plan en déposant 270ul de culture

bactérienne dont le titre a été estimé pour 3.103 et 3.10° CFU/ml par cupule.

Il est conseillé de faire au moins un réplicat technique pour chaque solution

bactérienne.
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Photos 17: Un plan de plaque de dép6t sur fichier excel.

Les jeux de pointes du multi inoculateur utilisés doivent étre autoclavés a 1’avance

selon le plan de dépét désiré sur boite.

Aprés avoir branché le multi-inoculateur et mis en place le jeu de pointes (vérifier que

la position du support de pointe est centrale, position parking, bouton P), placer la

plague a gauche, la boite de gélose a droite sur son support et commencer

I’ensemencement (commencer par la boite témoin puis par concentration croissante

d’ATB) (voir Photo 18)
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Oucheriah Yasmine

Photos 18: L’ensemencement avec le multi-inoculateur.

= Sous PSM, laisser les spots sécher 5 a 10 min, couvercle de la boite de gélose

entrouvert, puis placer les boites a 1’étuve, couvercle vers le bas (Photo 19).

Photos 19: séchage des boites sous PSM avant de les mettre dans 1’étuve.

Lecture de la CMI
= Lire les boites sous la loupe binoculaire le 3° jour d’ensemencement La croissance des

souches est étudiée a la loupe binoculaire (Voir Photo 20) (Comptage des colonies).
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Oucheriah Yasmine

Photos 20: La loupe binoculaire.
= On peut aussi noter les informations relatives a la croissance et a la densité des

Colonies pour chaque spot : taille et aspect des colonies . On peut spécifier :

Tableau 9: L’interprétation de la densité des Colonies pour chaque spot.
(>300 UFC) (30<x<300) <30 <10

= dense -+ = - (pas de croissance)

= Dans le fichier Excel (Photo 21), compter les colonies. Il faut vérifier que chaque spot

compte bien entre 30 et 300 colonies.
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5M1_cl rep 7M3_cl rep 8M1 _cl rep
10-3 10-3 10-3 10-3 10-3 10-3
1 0 0 0 0 0 0
8M1_c2 rep 8M3_cl rep 8M4_cl rep 27/M1_cl rep
10-3 10-3 10-3 10-3 10-3 10-3 10-3 10-3
2 0 0 0 0 0 0 73 >50
34/M1_cl rep 34/M2_cl rep 35/M1_c1 | 35/M2_c1 | 37/M1_cl | 37/M3_cl
10-3 10-3 10-3 10-3 10-3 10-3 10-3 10-3
3 nd nd >100 >200 >200 14 >300 >300
38/M1_cl rep 39/M2_c1 rep 39/M3_c1 rep 39/M3_c3 | 42/M2_cl
10-3 10-3 10-3 10-3 10-3 10-3 10-3 10-3
4 nd nd nd nd 9 6 nd nd
44/M1_c1 | 44/M2_c3 | 44/M3_c1 | 46/M3_cl | 49/M1_c1 | 50/M2_c1 | 50/M3_cl | 57/M2_cl
10-3 10-3 10-3 10-3 10-3 10-3 10-3 10-3
5 nd nd nd nd nd nd nd 1
57/M3_cl | 58/M1_cl | 59/M2_c3 | 59/M3_c1 | 60/M1_c1 | 60/M2_cl | 60/M3_cl | 61/M1_cl
10-3 10-3 10-3 10-3 10-3 10-3 10-3 10-3
6 0 0 7 nd 49 nd 158 76
61/M2_cl rep 62/M2_c1 | 62/M3_c1 | 63/M1 cl | 64/M2_c1 | 70/M2_c1 | 71/M1_c1
10-3 10-3 10-3 10-3 10-3 10-3 10-3 10-3
7 1 0 >100 >50 0 nd nd nd
72/M1_cl | 72/M3_cl | 73/M1_cl | 73/M2_cl T- T+
103 103 103 103 103 103 Qucheriah Yasmine
8 nd nd nd nd 0 19

Photos 21 : comptage des colonies.
1.2.13. Sous-typage et construction des arbres phylogénétiques

L'ADN génomique de chaque clone de M. bovis a été extrait de 200 pL de culture a l'aide
du QlAamp® DNA Minikit (Qiagen) conformément aux instructions du fabricant. Les clones
ont tous été sous-typés en utilisant I'analyse de séquence polC (Becker et al., 2015).

Des clones ont ensuite éte sélectionnés et analysés par MLST. Les locus dnaA, gltX, gpsA,
gyrB, pta-2, tdk et tkt ont été amplifiés par PCR comme décrit ailleurs (Register et al., 2015,
Register et al.,2020).

Le séquencage Sanger des produits PCR a éte externaliseé (Genewiz ou Genoscreen). Les
séquences obtenues ont été analysées a l'aide de Geneious (BioMatters). Les séquences ont été
alignées avec Geneious avec la matrice CLUSTALW. Les alignements tronqués ont servi de
base pour faire des arbres de type UPGMA.

Les sous-types ont éte attribués a l'aide de la base de données PUbMLST pour M. bovis
(Anonyme 5). Une analyse BURST a été réalisée a I'aide de PHYLOViZ (Anonyme 6).
I.2.14. Stock

11 s’agit de garder 2ml du bouillon de clone dans des cryotubes et cela pour bien conserver

les clones a long terme. La conservation se fait a la température de -80°C.
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1.3. Etude statistique et analyse des résultats

Pour un meilleur traitement analytique et descriptif des résultats enregistrés, 1’étude
statistique est effectuée essentiellement au moyen des logiciels MedCalc 2021 et Microsoft
Office Excel 2010.

L’étude analytique est réalisée par le logiciel MedCalc 2021 (version 12.7, Copyright
© 1993-2013 MedCalc software bvba), un puissant outil et intéressante application de
statistique, congue et développé pour les chercheurs en biologie et du corps médical.

Pour I’étude descriptive réalisée avec le Microsoft Office Excel 2010, nous avons
utilisé la représentation graphique.

Pour étudier I’influence_de la saison et I’age sur la présence des anticorps anti M. bovis
chez les animaux malades et sains et aussi sur la présence de M. bovis chez les animaux malades,
nous avons utilisé le test T de STUDENT (Comparaison des moyennes entre différentes saisons
et entres différentes tranches d’age).

Dans le test analytique T, nous avons présenté dans chaque saison et tranche d’age les
moyennes et les écarts- types (déviations standards) permettant de calculer les intervalles de
confiances.

Les seuils de significativités retenus étaient :

= Une différence significative : 0.05>P >0.01

= Une difféerence hautement significative :0.01 > P > 0.001

= Une différence trés hautement significative :0.001 > P

Les parameétres pour lesquels il y a une différence significative est observés entres les

différents tests (sérologie, QPCR, Culture), ainsi que pour les facteurs saison et age ; sont
indiqués par :

= Une étoile (*) : il existe une différence significative.

= Deux étoiles (**) : il existe une différence hautement significative.

» Trois étoiles (***) : il existe une différence trés hautement significative.

= N.S: Pas de différence significative (P > 0.05)
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Il. RESULTATS

Des prélevements sanguins ont été réalisés aussi bien sur des animaux présentant des
symptomes respiratoires, que sur d’autres apparemment sains (3 sujets malades et 3 sujets sains
dans chaque exploitation visitée) et cela pour la recherche des anticorps anti M. bovis. Les 3
veaux malades ont également subi un lavage broncho alvéolaire pour un diagnostic de

I’infection a M. bovis par la culture et la rt-PCR.

11.1. Sérologie

Le dépistage sérologique a été réalisé par la technique ELISA, une technique
intéressante en routine pour évaluer le statut sanitaire des troupeaux, de par sa praticité
d'utilisation et la rapidité d'obtention des résultats. Les résultats ont montré la présence
d’anticorps anti-M. bovis dans 53 élevages sur les 70 visités avec 241 serums positifs sur un
total de 351 animaux testés correspondant a 68,66 % de prévalence.

Il serait difficile de comparer ces résultats avec des études algériennes étant donné le
manque d’informations relatives a cet agent pathogéne chez les veaux. A notre connaissance,
quatre études uniquement ont été réalisees en Algérie et particulierement a I’Est ; deux études
chez I’espéce aviaire par Aimeur (2011) et Heleili (2011), les deux autres ont concerné 1’étude
des mycoplasmes chez les petits ruminants par Belaid et al. (1990) et par Kabouia (2005). La
présente étude expose les premiers résultats concernant la prévalence des anticorps spécifiques
de M. bovis dans les sérums de veaux de différentes localités de I'Est Algérien.

Sur le continent africain, peu d'études ont été publiées sur la séroprévalence de M. bovis,
car la principale préoccupation pour les mycoplasmoses est M. mycoides mycoides, I'agent
étiologique de la pleuropneumonie contagieuse bovine, une maladie a déclaration obligatoire
pour I'OIE (OIE, 2021). Au Nigeria, une étude de Francis et al. (2015) a rapporté une
séroprévalence de M. bovis de 19,5 % chez des bovins en élevage semi-intensif et en élevage
extensif. Cette valeur étonnamment faible pouvait étre selon les auteurs attribuée a un temps
trop long de transport des échantillons au laboratoire ainsi qu’a une mauvaise conservation.

M. bovis est devenu un agent étiologique couramment impliqué dans les cas de
pneumonie en Europe. En lItalie, 76 % des bovins adultes et 100 % des veaux de boucherie
présentant une pneumonie a l'abattage se sont avéres porteurs d'anticorps diriges contre M. bovis
(Radaelli et al., 2008). De méme, les élevages de veaux en France et en Belgique ont également
présenté une forte proportion d’animaux testés positifs (60 et 100 %) pour les anticorps de M.
bovis (Arcangioli et al., 2008 ; Pardon et al., 2011). Une étude sérologique récente réalisée en
2017 sur 86 troupeaux a travers la Hongrie a révélé que tous les troupeaux hongrois testés

avaient au moins 2/10 animaux sérologiquement positifs, avec 88,38 % des troupeaux ayant
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plus de 50 % d'animaux séropositifs (Fodor et al., 2017). Les infections & mycoplasmes sont
considérées comme endémiques en Pologne. L'examen de 3670 échantillons de sérums
sanguins bovins provenant de 16 provinces par la technique d’ELISA a révélé une
séroprévalence élevée de 76,1%.

Au Québec, les mycoplasmes sont le troisieme agent pathogéne impliqué dans les
maladies respiratoires ; une étude a notamment montré que sur 95 bovins suivis dans 11
élevages, 78 cas (82,11 %) étaient positifs a Mycoplasma spp (Francoz et al., 2015). Gasmi
(2011) avance quant a lui une séroprévalence assez proche de notre résultat avec 61,19%.

En Asie et spécifiquement en Chine, la séroprévalence de M. bovis a été étudiée dans le
sud du pays dans 6 principales régions d’¢levage de vaches de la région de Gzar. Ces dernieres
sont les principales zones d’élevage et de production de lait dans le Gzar (Jing Hua et al., 2011).
7,69 % des animaux (35/455 vaches) ont été diagnostiqués positifs & M. bovis par la technique
ELISA.

En République de Serbie, Vidic et al., (2014) ont determiné que la séroprévalence était
de 4,81% chez 3 777 veaux a l'engrais. Dans une autre étude, Vojinovi¢ et al., (2017) ont donné
une séroprévalence d'environ 9,92 % sur 131 échantillons provenant de vaches laitiéres. Ces
résultats contrastent avec ceux de notre étude et pourraient éventuellement indiquer que ces
animaux provenaient d’élevages ayant de meilleures pratiques de gestion et de biosécurité, ou
peu d’échanges entre les élevages. Par exemple, parmi les pays d’Europe du Nord, la Finlande
et la Suéde sont restées indemnes de la maladie pendant longtemps, mais elles se sont réveélées
positives a partir de 2011 et 2012 enregistrant toutefois une prévalence trés faible (SVA, 2018
; Haapala et al., 2018 respectivement).

La seroprévalence tres élevee enregistrée dans la présente étude pourrait étre due au fait
que les bovins sont une population particulierement sensible au développement d'infections
bactériennes et virales en raison du contact quotidien étroit entre les animaux (souvent issus de
fermes différentes). L'infection respiratoire & M. bovis se transmet principalement directement
par voie aerienne : aérosols, toux des animaux infectés. Ce pathogéne peut également atteindre
les voies respiratoires avec des particules de poussiére contaminées. Le nettoyage et la
désinfection des locaux étaient fréquents (nettoyage 1 a 3 fois/jour, désinfection 2 fois par an)
dans la majorité des élevages visités (81 %, n=49). 38 % des élevages ont utilisé des traitements
antiparasitaires sur les animaux. lls sont également plus sujets aux infections parasitaires.
Celles-ci peuvent affecter I'apport en nutriments, entrainant des carences qui compromettent
I'immunité protectrice contre Mycoplasma spp et d'autres agents pathogénes (Fekete et Kells,
2007). Lors de I’importation des troupeaux bovins, aucun examen de surveillance n’est

entrepris aux frontieres pour le contr6le des infections a mycoplasmes et ceci semble
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représenter le facteur déterminant pour la contamination des troupeaux algériens et a la
propagation de M. bovis rejoignant la théorie de Maunsell et al. (2011) qui avancent que
I'excrétion de M. bovis a lieu rapidement apres le contact avec des animaux infectés.
Les animaux en convalescence excretent pendant longtemps et les porteurs chroniques sont
généralement responsables de la persistance de M. bovis dans un troupeau. Cela peut faire en
sorte que l'infection reste dormante pendant des mois, puis réapparaisse en raison du stress.
(Maunsell et al., 2009).

En comparant nos résultats (68,66%) aux données de la littérature disponible, on peut
conclure que des résultats de séropositivité sont similaires a la plupart des autres pays, en

particulier en Europe, dans des conditions d’élevage équivalentes.

11.1.1. Répartition des résultats sérologiques en fonction du type d’élevage

60 élevages ont fait 1’objet de notre étude afin d’évaluer 1’¢état sanitaires des troupeaux
dans sept wilayas de I’Est Algérien. 88,34% des élevages (53/60) hébergeaient des animaux
présentant des anticorps anti M. bovis.
En France, la prévalence sérologique de troupeau peut aller de 28 a 90% selon les cas étudiés
(Le grand et al., 2002) ce qui rejoint nos résultats. En Angleterre, 20 a 25% des troupeaux
atteints de pneumonies contiennent des animaux présentant des anticorps contre M. bovis
(Ayling et al., 2004).

Le Tableau 10 rapporte la prédominance des séropositifs au niveau des unités
d'engraissement par rapport aux troupeaux mixtes (72 % contre 46 %). La méme constatation a

été faite dans les troupeaux classiques par rapport aux élevages pilotes (72 % contre 41 %).

Tableau 10: Proportions d'animaux séropositifs dans chaque type d'élevage.

Fermes )
) Fermes pilotes Total
classiques
Troupeau d'engraissement | 76% (204/269) 44% (16/36) 72% (220/305)
Troupeau mixte 49% (18/37) 33% (3/9) 46% (21/46)
Total 72% (222/306) 41% (19/45) 69% (241/351)

Les MRB sont dues a de nombreux facteurs zootechniques constituant des facteurs de
risque et pouvant influencer la contamination ou I'apparition de la maladie. Parmi ceux-ci, la
gestion du logement avec I'hygiene générale et I'ambiance du batiment, la densité des animaux,
I'dge des individus. Si l'on considére nos résultats dans les unités d'engraissement, la
séroprévalence était un peu plus élevée a savoir 72 % contre 46 % pour les troupeaux mixtes.

Effectivement, Callan et Garry (2002) rapportent que le regroupement des animaux d'origines
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diverses est un important facteur de risque pour la présence de M. bovis. Méme si dans les
troupeaux laitiers la prévalence initiale peut étre faible, le fait de mélanger des animaux
provenant de trés nombreux élevages différents augmente la probabilit¢ d’avoir un animal
contaminé au départ dans le lot. La taille de I'élevage, les personnes chargées de I'élevage mais
aussi de I'nébergement des veaux peuvent influencer I'apparition de troubles respiratoires et
cela par leurs contacts directs avec des animaux infectés qui représentent une source de
contamination par leurs productions nasales : la contamination peut se faire méme a partir
d'animaux convalescents, en bonne santé, pendant des mois, voire pendant des années (Pflitzner
et Sachse, 1996).De méme, les animaux trés viandeux de type culard ont, de par leur masse
musculaire plus développée, une résistance a I'écoulement de l'air plus élevée, d'ou un travail
de respiration plus intense et encore plus colteux en énergie. Il en résulte une sensibilité
particuliére des bovins de race a viande par rapport aux bovins de type laitier. Pour les bovins
viandeux a l'engraissement, les maladies respiratoires représentent plus des 3/4 des problemes
sanitaires (Lekeux,1988 ; Gustin et al, 1988).

Une différence a également été notée entre les troupeaux des fermes classiques et des
fermes pilotes. Les fermes pilotes, qui recoivent un soutien financier du gouvernement
Algérien, sont des fermes plus modernes qui emploient du personnel formé, dont un vétérinaire
permanent responsable de la gestion sanitaire du troupeau. Dans ces établissements, les
propriétaires s'investissent pleinement et un intérét particulier est porté a I'hygiéne et a une
alimentation maitrisée. En effet, il faut essayer d’assurer des bonnes conditions de logement
telle qu'une bonne qualité de I’air et d’ambiance pour les veaux pour prévenir I’apparition des
maladies respiratoires. La température, la densité, I’alimentation sont autant d’éléments qui
doivent étre régulés (Aebi et al., 2015). Ainsi un niveau plus élevé de compétences en gestion
de la santé bovine et des conditions d’élevage ont permis une séroprévalence plus faible (41%

contre 72% dans les fermes classiques).

11.1.2. Répartition des résultats sérologiques en fonction des animaux malades et sains
Les résultats du test d’ELISA illustrés dans la figure13 rapportent la prédominance des

anticorps anti-M. bovis (134 sérums positifs correspondant a 55,19%) chez les veaux

apparemment sains par rapport aux veaux malades présentant divers symptomes

respiratoires (température, toux, dyspnée et jetage) (107 sérums correspondant a 44,81%).
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Prevalence Globale

61,82%

55,19%

38,18%

NEGATIFS POSITIFS NEGATIFS POSITIFS

MALADES

Figure 13: La prévalence Globale des animaux Malades et Sains.

Dans notre population, la proportion d'animaux séropositifs sains était légérement

supérieure a celle des veaux malades (55,19%) contrairement a 1’¢tude de (Vojinovic et al.,

2014) ou ils ont trouvé une tres faible séroprévalence de I’ordre de 2.57% dans 5603 sérums de

veaux apparemment sains. Cette étude avait été réalisé dans 3 trés gros élevages, les résultats

ne peuvent donc pas étre tout a fait comparés entre eux.

Les résultats sérologiques de nos veaux pourraient donc ne pas corréler avec I'état

clinique des veaux pour de multiples raisons :

Le test ELISA permet de détecter la trace de I’existence antérieure de M. bovis ou la
circulation dans un troupeau (séroconversion apres exposition), plutdt que d'indiquer
une Vvéritable infection clinique de I'animal donc M. bovis ne peut pas étre détecté par
cette technique pendant la phase d'incubation ou au début de I'infection (Arcangioli
et al., 2021). De plus, le temps nécessaire a l'apparition des anticorps est assez long
(9 a 21 jours aprés ’infection), les animaux malades peuvent ne pas étre tous déja
séropositifs au moment du prélévement (Caswell et Archambault, 2007 ; Parker et
al., 2017).

L'animal peut étre dans une phase chronique au cours de laquelle trés peu d’animaux
sont séropositifs (Thomas et al., 2003a).

Le maintien d'une infection dans un troupeau ne dépend pas de I'expression clinique
(Maunsell et al., 2011). Certains auteurs soutiennent que les maladies surviennent
lorsque des conditions spécifiques sont rencontrées. Ces animaux infectés de maniére
latente jouent un role important dans la propagation de 1’agent infectieux (Pfiitzner

et al., 1996).

62



Partie Expérimentale Résultats et Discussion

= Petersen et al. (2020) in Mc Aloon et al. (2021) ont discuté de la sensibilité beaucoup
plus élevée du test ELISA ID-Vet par rapport aux autres kits. De plus, cette étude
suggere que I’ID-Vet ELISA peut détecter les anticorps pendant plus longtemps en
raison d’une sensibilité accrue, ce qui pourrait fournir des estimations d’exposition
pour une période importante dans le passé. L’une des limites de cette étude est que

nous n’avons pas d’information sur le nombre d’infections actives récentes.

La sérologie est donc inappropriée pour un diagnostic individuel. En revanche, c'est un
excellent outil de surveillance épidémiologique, permettant d'identifier rapidement les
séroconversions au sein d'un troupeau en réalisant des prélevements sanguins répétés sur un

grand nombre d'animaux (Thomas et al., 2003a).

11.1.3. Répartition des résultats sérologiques en fonction des régions d’études

Les analyses de prévalence par région ont montré des résultats assez différents (Tableau
11), avec des taux de séropositivité allant de 36 a 91,67%. C’est seulement dans les régions ou
les prélevements ont été les plus nombreux (Setif, Batna et Constantine) que les résultats
peuvent Etre interprétés de maniére fiable. D’une manicre générale, la séroprévalence est assez
haute (supérieure a 40%). Mais on constate une différence entre les régions de Sétif et
Constantine ou la séroprévalence est tres forte (72 a 82%), alors qu’elle est plus modérée dans

la région de Batna (47%).

Tableau 11: Répartition des résultats sérologiques en fonction des régions d’études.

Négatifs Positifs Total Prélevements Prévalence par région

Setif 29 138 167 82,63
Khenchla 2 1 3 33,33
Batna 50 46 96 47,92
M'ssila 16 9 25 36

Constantine 10 26 36 72,22
Oum el Bouaghi 1 11 12 91,67
Biskra 2 10 12 83,33

Cette étude a apparemment révélé que les régions de Biskra et Oum el Bouaghui ont les

séroprévalences les plus hautes avec des taux de 83,33% et 91,66% respectivement. Cela peut
s'expliquer par la faible taille de 1’échantillon (12 veaux dans les deux wilayas) ce qui rejoint
les résultats de Véhanikkila et al. (2019) et Murai et al. (2019). Il peut étre attribué aussi selon

Nicholas et al., (2016) au nombre de prélevements effectués, qui est trés faible par rapport aux
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autres régions telle la région de Sétif avec 167 échantillons (82,63%), Batna avec 96
échantillons (47,92%) et Constantine avec 36 prélevements correspondant a 72 ,22% ou la
prévalence des seropositifs était élevee en raison de la taille des troupeaux bovins et du nombre
d'échantillons dans ces régions qui est important (tableau 11).
11.1.4. Répartition des résultats sérologiques en fonction des animaux malades et sains
dans les differentes régions d’études

A travers les résultats illustrés dans le tableau 12 nous constatons que la séroprévalence
la plus importante (50%) fut observée chez les veaux présentant des symptomes respiratoires
dans la wilaya de Biskra, suivie par Oum EIl Bouaghui, Sétif, Constantine avec 41,67 %, 37,72
% et 33, 33% respectivement. La séroprévalence présentait des taux tres bas dans les régions
de Batna et M’sila (18,75 % et 16 % respectivement).

D’autre part, les veaux asymptomatiques ont eux aussi affiché une séropositivité assez
importante de ’ordre de 50 % a Oum El Bouaghi, 44,91% a Sétif, 38 ,89% a Constantine,
33 ,33% a Khenchla et Biskra et enfin Batna avec 29,17%. La prévalence la plus basse a été

enregistrée a M’sila avec un taux de 20 %.

Tableau 12: La prévalence des animaux malades et sains positifs et négatifs par rapport aux
régions d’études.

Sain Malade

négatifs positifs négatifs positifs
Setif 4,79 4491 12,57 37,72
Khenchla 33,33 33,33 33,33 0,00
Batna 20,83 29,17 31,25 18,75
M'sila 28,00 20,00 36,00 16,00
Constantine 11,11 38,89 16,67 33,33
Oum EL Bouaghi 0,00 50,00 8,33 41,67
Biskra 16,67 33,33 0,00 50,00

11.1.5. Répartition des résultats sérologiques en fonction de la saison et de I’age
Le tableau.13 et 14 nous montre la prévalence globale des animaux malades et sains

positifs et négatifs en fonction de la saison et la tranche d’age.

64



Partie Expérimentale Résultats et Discussion

11.1.5.1. Influence de la saison sur la prévalence de M. bovis

Tableau 13: La prévalence des animaux malades et sains positifs et négatifs par rapport a la
saison.

Sains Malades
négatifs positifs négatifs positifs
Printemps 10,63 40,00 15,00 34,38
Eté 9,76 39,02 21,95 29,27
Automne 50,00 0,00 33,33 16,67
Hiver 12,50 37,50 22,92 27,08

Tableau 14: I’influence de la saison et de 1’age sur la séroprévalence chez les animaux
malades.

_ _ , Différence
Hiver Printemps Eté Automne o
significative
0-6 mois 3,71 +6,94 542+562 | 0,71+1,25 1 B***  D**
B*,
6-12mois | 1,28+2.21 1,42+257 | 0,28+0,75 | 0,14+0,37
C***'D**’E***
12-18 mois | 0,57 + 1,13 0,85+2,26 | 057+1,51 1 I
18-24 mois 1 0,14+0,37 | 0,14+0,37 1 I

A= taux de séropositifs entre hiver / printemps, B= taux de séropositifs entre hiver / Eté,
C= taux de séropositifs entre hiver /automne, D= taux de séropositifs entre printemps/

Eté, E = taux de séropositifs entre printemps / automne, F = taux de séropositifs entre Eté

[ automne

Tableau 15 : I’influence de la saison et de 1’age sur la séroprévalence des animaux sains.

) ) i Différence
Hiver Printemps Eté Automne o
significative
0-6 5,71£9,03 5,42 £ 8,44 1,14 + 1,67 I B*** D***
6-12 1,71+ 3,40 1,14+260 | 0,71+0,95 I B** .D*
12-18 0,28 £ 0,48 0,71+1,88 0,28 £0,75 I A** D*
18-24 1 I I I 1

A= taux de séropositifs entre hiver / printemps, B= taux de séropositifs entre hiver / Ete,
C= taux de séropositifs entre hiver /automne, D= taux de séropositifs entre printemps/
Eté, E = taux de séropositifs entre printemps / automne, F = taux de séropositifs entre Eté
/ automne.

65



Partie Expérimentale Résultats et Discussion

Chez les sujets malades, la présence d’anticorps contre M. bovis semble étre plus
dominante durant le printemps chez toutes les tranches d’age.

Chez les animaux malades ages entre 0-6 mois, la séroprévalence a M. bovis était trés
significativement supérieure en hiver qu’en été avec un p=0,001. De méme, la prévalence de
ces anticorps est hautement significative en printemps qu’en été (p=0,002). Aucune différence
significative n’a été enregistrée entre 1’hiver et le printemps.

Par contre pour les animaux agés entre 6-12 mois, on observe une seéroprévalence trés
hautement significative en hiver et au printemps par rapport a I’automne avec un (p<0,001).
Cependant, on remarque une différence hautement significative entre le printemps et 1’été
(p=0,009), et seulement une différence significative (p=0,0019) pour I’hiver et été.

Concernant les résultats obtenus dans le tableau 15 traitant 1’influence de la saison et de
I’age chez les animaux sains, on considére que les sujets ages de 0-6 mois avaient des
séroprévalences plus importantes en hiver qu’en été mais également au printemps qu’en été
(difference tres hautement significative avec un p=0,001).

D’autre part, le taux est moins important pour les animaux de 6-12 mois ; on note une
différence hautement significative (p=0,007) en hiver qu’en été alors qu’entre le printemps et
1’été la différence est significative (p=0,027).

De plus, dans la tranche d’age de 12 mois-18 mois on observe un taux remarquable des
séropositifs en hiver par rapport au printemps avec une différence hautement significative
(p=0,004), dans un second temps on reléve une différence significative (p=0,042) ente
printemps et été.

L’enquéte sérologique entreprise dans les sept wilayas de 1’Est algérien a savoir Batna,
Constantine, Setif, Biskra, Oum El Bouaghi, Khanchla et M’sila démontre 1’influence de la
saison sur la séroprévalence.

En effet, la Mycoplasmose sévit lourdement durant I’hiver puis son intensité décroit avec
I’arrivée de 1’été. Cependant, nos résultats rapportent un plus fort taux de séropositifs durant le
printemps (74,38%) suivi de de 1’été (68,29%), de plus prés par I’hiver (64,68%) et enfin
I’automne ou on a enregistré le plus bas taux avec 16,67% (tableau 13). Ce résultat semble
rejoindre celui de Dudek et al. (2020) pour la prédominance du printemps par rapport a 1’été et
a ’automne. SiI’on considére que la plupart des infections ont lieu I’hiver, il parait logique que
les plus fortes séroprévalences soient observées dans les saisons suivantes (fin hiver, printemps
et été).

Le logement peut aussi étre un facteur influant sur la survenue de MRB. Ainsi, les veaux
vivants dans des batiments fermés s’exposent a un plus grand risque de maladies respiratoires,

résultant d'une exposition potentielle a de fortes concentrations d'infectieux, de poussiéres et de
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gaz (comme I'ammonium) et & des contacts plus étroits avec les autres animaux. Le risque est
aggravé lorsque la ventilation n'est pas adaptée (Wikse et Baker, in BRADFORD) ce qui peut
expliquer le taux élevé en éteé (68,29%) dans nos élevages ou le type de stabulation est trés varié
entre la stabulation libre et majoritairement pour la stabulation cléturée.

11.1.5.2. Influence de I’age sur la prévalence de M. bovis

Animaux malades

Tableau 16: L’influence de 1’age sur la séroprévalence chez les animaux malades.

Différence
0-6 6-12 12-18 18-24 o
significative
Hiver 3,71+£694 | 1,28+2,21 | 057+1,13 1! A* B***
Printemps 5,42+562 | 1,42+257 | 0,85+2,26 | 0,14 +£ 0,37 | B*,C*** E*** F*x**
Eté 0,71+1,25|0,28+0,75 | 057+151 | 0,14 +0,37 C*F*
Automne /! /! /! /! /!

A= taux de séropositifs entre 0-6mois / 6-12mois B= taux de séropositifs entre 0-6mois /
12-18mois, C= taux de séropositifs entre 0-6mois /18-24mois, D= taux de séropositifs entre
6-12mois/ 12-18mois, E = taux de séropositifs entre 6-18mois / 18-24 mois F = taux de

séropositifs entre 12-18mois /18-24mois.

Les résultats exprimés dans le tableau 16 montrent qu’en hiver chez les animaux
malades ageés entre 0-6 mois et 6 mois-12 mois que le taux des séropositifs est trés grand avec
une différence significative (p=0,014), de méme que le taux des séropositifs est tres différent
(hautement significatif, p<0,001) entre les animaux de 0-6mois et 12 mois-18 mois.

Alors qu’au printemps entre les animaux agés 0-6 mois / 18mois-24mois et 6mois -12
mois /18mois-24 mois et ceux de 12 mois-18mois /18mois-24mois on observe une tres grande
différence de séroprévalence qui tres hautement significative avec un (p<0,001). Par contre
entre ceux ages entre 0-6mois et 12mois-18mois on remargue un taux moins élevé donc une
différence significative (p=0,044).

Pour la saison d’été on constate aussi que la seroprevalence est un peu moins importante
chez les tranches d’age 0-6mois et 18mois-24mois avec ceux 12mois-18mois /18mois-24mois

donc difféerence significative avec (p=0,01) et (p=0,004) respectivement.
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Animaux Sains :

Tableau 17: L’influence de la saison sur la séroprévalence chez les animaux sains.

Différence
0-6 6-12 12-18 18-24 o
significative
Hiver 571+9,03 | 1,71+3,40 | 0,28 +0,48 1l A* B*** D***
Printemps 728+8,73 | 1,14+260 | 0,71+1,88 /! A* B**,
Eté 1,14+167 | 0,71+095 | 0,28+0,75 | 0,14 +£0,37 C** E*
Automne 1! /! 1l 1l /!

A= taux de séropositifs entre 0-6mois / 6-12mois B= taux d’anticorps entre 0-6mois / 12-
18mois, C= taux de séropositifs entre 0-6mois /18-24mois, D= taux de séropositifs entre 6-
12mois/ 12-18mois, E = taux de séropositifs entre 6-18mois / 18-24 mois F = taux de
séropositifs entre 12-18mois /18-24mois.

Concernant les résultats obtenus dans le tableau 17 on considére qu’en hiver le taux de
séropositifs est important surtout chez les tranches entre (0-6mois) et (12mois -18mois) et ceux
entre (6mois-12mois) et (12 mois-18mois) avec une différence trés hautement significative
(p<0,001). D’autre part chez les animaux entre (0-6 mois) et (6mois-12mois) le taux est moins
important donc on observe seulement une différence significative (p=0,032).

Alors qu’au printemps il y a une différence significative (p=0,010) pour la tranche de
(0-6mois) et (6mois-12mois), pour les tranches d’age (0-6mois) et (12mois-18mois) on observe
un taux remarquable des séropositifs ou une différence hautement significative est observee
(p=0,002).

De plus pour I’ét¢ le taux des séropositifs est nettement plus haut pour les animaux agés
entre (0-6mois) et (18mois-24mois) avec un p=0,002 donc une différence hautement
significative. De méme pour la tranche entre (6mois-12mois) et (18mois-24mois) on observe

seulement une différence significative (p=0,041).

Tableau 18: La prevalence des animaux malades et sains positifs et négatifs par rapport a la
tranche d’age.

négatifs positifs Taux
Prélévements
Sain malade Sain malade
N= 351

0- 6 mois 13,10 19,84 39,29 27,78 252
6 mois- 12 mois 10 24,29 34,29 31,43 70
12 mois-18 mois 7,7 3,85 34,62 53,85 26
18 mois- 24 mois 0 0 33,33 66,67 3
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L’age de I’animal est aussi un facteur de risque. Selon Gasmi (2011), les jeunes animaux
sont plus prédisposés a 1’invasion par des agents infectieux, dont M. bovis.

Or, nous constatons qu’une séroprévalence tres élevée a été rapportée dans la tranche
d'age de 12 mois - 18 mois (88.47%) et de 18 mois - 24 mois (100%). Cela pourrait s’expliquer
en partie par le fait que le nombre d’échantillonnage était trés faible dans ces deux groupes
d'age avec 26 échantillons et 3 échantillons respectivement. Aprés une infection par M. bovis,
les anticorps persistent aussi longtemps (plusieurs mois) chez 1I’animal, méme si la persistance
exacte n’est pas connue (Maunsell et al. 2009). Les animaux agés ont donc plus de chances
d’étre séropositifs. Par contre, on note des taux elevés dans les 2 tranches d'age de 0-6 mois
(252 prélevements) et de 6 mois - 12 mois (70 prélevements) (tableau 18) démontrant une
importante incidence de cette infection chez les jeunes ce qui rejoint les résultats de Maunsell
et al. (2009) qui avancent que dans un troupeau infecte, les veaux peuvent étre colonisés trés
tot dans leur vie. Lekeux (1997) a également constaté que les maladies respiratoires chez les
jeunes bovins sont le plus souvent liées a I'environnement et a la conduite de I'élevage qui ont
un role important notamment par le stress qu'elles engendrent sur I'animal. Ils sont soumis a des
stress a différentes étapes de leur vie : des la naissance, puis au sevrage et pendant le transport.
Ces moments cruciaux sont autant de facteurs de risque pour l'animal. Les changements
d'alimentation et de I'environnement sont susceptibles également de créer un déséquilibre
(Castella, 2003). Les carences en énergie, proteines, vitamines, ou minéraux essentiels peuvent
induire un déficit de I'immunité chez le jeune veau qui seraient favorables a 1’apparition de
pathologies respiratoires. Certains parametres liés a la naissance du veau (dystocie, lieu de
naissance) sont également des facteurs de risque d'apparition de MRB (Francoz, 2006).

Maunsell et al. (2012) incriminent le lait maternel contaminé qui pourrait &tre une source
d’infection suffisante pour I'établissement de la colonisation des voies supérieures. La forte
prévalence dans ces 2 tranches d'age, s'explique également par la contamination qui se produit
directement in utero, par les sécrétions vaginales et utérines sur les muqueuses du veau (Thomas
et al., 2003). Elle constitue une voie de transmission des plus importantes et explique la rapidite
de la contamination lors des épisodes respiratoires (Pflizner et al., 1996).

11.2. Prévalence Globale des animaux Malades en fonction de la culture et de la rt-PCR

Sur les 351veaux prélevés pour la sérologie, nous n’avons pris en considération que les
176 animaux malades afin de rechercher la présence spécifique de M.bovis en ayant recours a
I’isolement de cet agent pathogéne par culture et a la technique de la rt-PCR. 57,95% des
échantillons de LBA se sont révélés positifs par la technique de la rt-PCR et 47,73 % par la

culture.
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11.2.1. Détection par rt-PCR

La PCR est devenue progressivement un outil de diagnostic trés slr grace a sa spécificité
et a la rapidité de 1’obtention des résultats (Thomas et al., 2003 ; Hayman et al., 2003).

A notre connaissance tres peu d'études ont été entreprises afin d‘estimer la situation
sanitaire des troupeaux algériens par rapport a I’infection par Mycoplasma spp en Algérie. Deux
études ont été menées sur les mycoplasmes aviaires (Aimeur, 2011; Heleili, 2011) et les deux
autres sur l'agalactie contagieuse chez les petits ruminants (Belaid et al., 1990 ; Kabouia, 2005)
comme déja précisé mais jamais sur M. bovis. La rt-PCR utilisée ici pour détecter M. bovis dans
les échantillons de lavage broncho-alvéolaire, alternative intéressante dans l'identification de
M. bovis, a montré une prévalence relativement élevée (57,95%). Ce résultat ne corrobore pas
avec ceux de Akan et al. (2014) en Turquie avec 12,16%, de Tortorelli et al. (2017) au Brésil
avec uniquement 5% et Fanelli et al. (2021) en Italie qui avancent une prévalence de 16.16%.
La prévalence relativement élevée de M. bovis dans nos élevages semble étre liée a plusieurs
facteurs, entre autres :

» Lamauvaise gestion des élevages par un défaut de gestion des troupeaux ; I’absence
de la detection et de la séparation des porteurs sains et des excréteurs permettant de
limiter les infections bovines a M. bovis (Thomas et al., 2003).

» Le manque d’hygi¢ne dans la quasi-totalité des élevages algériens. Ce facteur est tres
important pour arriver a minimiser le taux d’infection par les mycoplasmes.

» La persistance des mycoplasmes dans 1’environnement des animaux (Ganter, 2019).
La présence et la persistance de M. bovis sont directement influencées par la
température et I’humidité de la litiére (Justice-Allen et al., 2010). La litiére est une
source de persistance d’infection a Mycoplasmes, il faut donc la traiter avec des
désinfectants appropriés avant de s’en débarrasser pour limiter la propagation de cet
agent pathogéne (Marouf et al., 2021).

» [’absence de vaccination contre les mycoplasmes en raison de I'hypervariabilité
antigénique qui existe entre les differentes especes (Heleili, 2010). Il n’existe pas de
vaccination efficace contre ce germe. Soehnlen et al., (2011) rapportent que le vaccin
n’a pas réduit de fagon significative le nombre total de lésions pulmonaires
spécifiques a M. bovis. De plus, en Afrique, ces campagnes de vaccination sont

difficiles a mettre en ceuvre aussi bien pour des raisons économiques que sociales.

Cependant, nos résultats étaient similaires a ceux d’autres études : 51% et 60% des veaux
en France souffraient de maladies respiratoires a M. bovis (Becker et al., 2020). Dans un petit

échantillon en Espagne (n = 23), le pourcentage était plus élevé (86,9 %) (Garcia-Galan et al.,
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2021) mais peut ne pas étre représentatif de la prévalence dans ce pays.

Au début de notre étude, la détection par la PCR en temps réel de divers pathogenes a

été entreprise sur 26 échantillons a I'aide d'un kit de dépistage commercial (multi pathogene)

afin de s’assurer de la présence de M. bovis et d’autres agents pathogénes éventuels. Le Kit a

montré la co-détection de certains agents infectieux tels H. somni (n=4), P. multocida (n=20),
M. haemolytica (n=7), Bovine Coronavirus (n=3), RSV (n=1), P13 (n=0) BVDV (n=1), M.bovis

(n=10) (Tableau.19). Ces agents sont habituellement isolés lors de MRB et ont été tous co-

isolés lors de diverses études antérieures (Grissett et al., 2015 ; Doyle et al., 2017 ; Cirone et
al., 2019 ; Becker et al., 2020).

Tableau 19: La détection par rt-PCR de divers

athogeénes autre que M.bovis .

Identification

animal

M. bovis

Hist.
somni

Past mult

Mannh.
Haem

Corona

RSV

Pi3

BVDV

A/M1

=+

B/M1

B/M2

B/M3

3/M1

3/IM2

3/M3

4/M1

4/M2

|+ +[+]|+]|+]|+

4/M3

5/M1

+

6/M1

+

6/M2

7M1

7/IM2

7/IM3

+

7IMORT

8/M1

8/M2

8/M3

8/M4

9/M1

10/M1

++]|+|+|+]|+

10/M2

10/M3

10/M4

P13 /Non détecté
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11.2.1.1. Résultats de la rt-PCR selon les régions

Tableau 20: La prevalence de M. bovis chez les animaux malades détectés par rt-PCR dans
les différentes régions d’étude.

rt-PCR positifs négatifs Total
Setif 63(75,90%) 20 (24,10%) 83
Khenchla 1(100%) 0,00 1
Batna 15 (30,61%) 34 (69,39%) 49
M'sila 4 (30,77%) 9 (69,23%) 13
Constantine 10 (55,56%) 8 (44,44%) 18
Oum El Bouaghi 4 (66,67%) 2 (33,33%) 6
Biskra 5 (83,33%) 1 (16,67%) 6
Total 102 74 176

Les effectifs étant tres faibles, les résultats de la région de Khenchla ne sont pas
considérés. 1l est clair que pour les régions de Sétif, Constantine, Biskra et Oum EIl Bouaghi, la
prévalence des animaux malades montre des pourcentages élevés avec plus de la moitié, voire
trés élevés avec plus de 75% des animaux positifs en rt-PCR (Tableau 20). Cette valeur est
beaucoup plus élevée que dans les wilayas de Batna et M’sila.
11.2.1.2. Influence de la saison sur la prévalence de la rt-PCR de M. bovis

Les donnees se rapportant a I’influence de la saison sur les résultats de la rt-PCR chez les
animaux malades sont indiqués dans le tableau 21.

Nous avons collecté un plus grand nombre d'échantillons en hiver et au printemps, car
davantage de veaux malades ont été signalés par les vétérinaires (voir tableau 21), ce qui est
corrélé aux conditions environnementales favorisant les maladies associées a M. bovis et la
MRB (Maunsell et Donovan, 2009 ; Pardon et al., 2020).
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Tableau 21 : Influence de la saison sur les résultats de la rt-PCR chez les animaux malades.

Classes ) ) . Différence
Hiver Printemps Ete Automne o
d’age significative
0-6 4,71+9,53 | 5,00+6,37 | 0,57 +0,78 I B*** D***
6-12 1,28+2,21 | 2,85+4,01 | 0,14 £0,37 | 0,14 £ 0,37 | B*** ,C*** D*** E***
12-18 | 0,57+1,13 | 0,42+1,13 | 0,14 + 0,37 Il B*,D*
18-24 1 I I I I

A= presence de M. bovis entre hiver / printemps, B= présence de M.bovis entre hiver / Eté,
C= présence de M.bovis entre hiver /automne , D= présence de M.bovis entre printemps/
Eté , E = présence de M.bovis entre printemps / automne , F = présence de M.bovis entre
Eté / automne.

Les résultats relatifs au tableau 21 sur la présence de M. bovis chez les animaux malades
appartenant a la tranche d’age de 0-6mois démontrent que I’infection par M. bovis est
dominante en hiver et au printemps par rapport a 1’été. Cette différence est hautement
significative (p<0,001). En outre, pour les animaux agés de 6mois-12mois on observe que la
présence de M. bovis est tres supérieure en hiver et au printemps, avec des différences tres
hautement significatives (p<0,001) par rapport a 1’été et a I’automne. Pour la tranche d’age
12mois-18mois la présence de M. bovis est moins importante avec des différences seulement
significatives entre les saisons (p=0,017).
11.2.1.3. Influence de I’age sur la prévalence de la rt-PCR de M. bovis

Les résultats de la rt-PCR par rapport a I’influence de 1’age chez les animaux malades

sont illustrés dans le tableau 22.

Tableau 22: Influence de 1’age sur la rt-PCR chez les animaux malades.

Différence
0-6 6-12 12-18 18-24 o
significative
Hiver 4,71+£9,53|1,28+221|0,57+1,13 I AF* BF**
Printemps | 500£6,37 | 1,42+ 257 | 0,42+ 1,13 | 0,14 £ 0,37 | A* ,B*** C*** f***
Eté 0,57+0,78 | 0,14 £0,37 | 0,14 £ 0,37 1 Il
Automne I I I 1 I

A= la présence de M.bovis entre 0-6mois / 6-12mois B= la présence de M.bovis entre 0-
6mois / 12-18mois, C= la présence de M.bovis entre 0-6mois /18-24mois, D= la présence
de M.bovis entre 6-12mois/ 12-18mois, E = la présence de M.bovis entre 6-18mois / 18-

24mois F = la présence de M.bovis entre 12-18mois /18-24mois.
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Les résultats relatifs au tableau 22 montre une présence de M. bovis en hiver chez les
animaux malades chez la tranche d’age de 0-6mois et 12mois-18mois trés supérieure
(différence tres hautement significative, p<0,001). En outre pour les animaux agés de 0- 6mois
et 6mois-12mois on observe que la présence de M. bovis est moins forte avec une différence
hautement significative (p=0,002).

Pour le printemps la présence de M. bovis est plus importante chez les tranche d’age 0-
6mois, puis 6-12 mois et nettement inférieure chez les 12mois-18mois et 18mois-24mois
(différences hautement significatives, p<0,001). Par contre la différence est moins marquée

entre les animaux &gés entre 0-6mois et ceux de 6mois-12mois (différence significative).

11.3. Culture
11.3.1 Détection de mycoplasmes en culture

Les résultats de culture montrent les échantillons qui ont été positifs en culture,
seulement par observation d’une croissance de mycoplasmes en milieu liquide (bouillon
trouble) sans identification. Mais plusieurs especes de mycoplasmes peuvent avoir poussé dans
les milieux liquides, nos résultats ne donnent pas une prévalence de M. bovis seul, mais de
Mycoplasma spp. La figure 15 illustre le taux des cultures positives et qui est proche des taux
de cultures négatives avec 47,73% et 42,61% respectivement, les cultures douteuses quant a
elles sont de 9,66%.

Prevalence Globale culture

9,66%
‘ M Cul pos
47,73% B Cul neg
42,61% Cul douteux

Figure 14: prévalence globale de la culture des mycoplasmes chez les animaux malades.

Lors de cette étude, tous les échantillons de LBA récoltés ont été cultivés en bouillon et
sur agar et soumis également a la rt-PCR. Malgré la présence d'agents sélectifs, les risques de
la croissance d’autres bactéries telle M. bovirhinis ne sont pas négligeables vue la richesse de

ces milieux de cultures. L’utilisation du Tween 80 dans le milieu gélosé a permis de limiter la

74



Partie Expérimentale Résultats et Discussion

croissance de ces bactéries et de faciliter ’identification des colonies de M. bovis (Photo 22)

par leur aspect en ceufs sur le plat, (Shimizu, 1983).

Oucheriah Yasmine = Oucheriah Yasmine

Qucheriah Yasmine

Oucheriah Yasmine | Oucheriah Yasmine

SRR i Y -

Photos 22 : Taille et aspect des colonies.

Les échantillons pris en considération pour 1’isolement des clones furent ceux pour
lesquels le test rt-PCR fut positif. 47,73% des cultures étaient positives sur milieu gélosé tandis
gue 9,66% correspondaient a des cultures douteuses pouvant correspondre a la croissance de
différentes souches appartenant au genre Mycoplasma. Ainsi, 75 bouillons pour lesquels on a
observé un trouble en bouillon PPLO et présentant une rt-PCR positive ont été ensemencés sur

milieu gélosé. 52 géloses (correspondant a 52 LBA de veaux différents) ont montré une
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croissance :156 clones de Mycoplasma spp ont été isolés, soit 3 clones par veau sur chaque
gélose. Les clones ont été identifiés par la technique MF-Dot (Photo 23 et 24). Lorsque 1’un des
3 clones était identifié comme étant M. bovis, les deux autres n’ont pas été identifiés. Au total,

53 clones de M. bovis a été etudiés, provenant de 43 veaux différents.

Oucheriah Yasmine

Photos 21: plaque pour MF-Dot, exemple de 5 souches.
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Photos 22: Lecture de la plaque pour MF- Dot pour les 5 souches en exemple.

Le taux d’isolement des mycoplasmes réalisé est nettement inférieur a celui de Doyle et
al. (2017) qui rapportent une prévalence de 98.9% de Mycoplasma spp a partir de 88 LBA
prélevés sur des animaux souffrant de maladie respiratoire aigué en Californie. Hirose et al.
(2003) ont réussi a isoler 81 souches de mycoplasmes a partir de 293 veaux agés de 1 a 8 mois
atteints de maladies respiratoires correspondant a 27.6%. En 2022, Hashem et al. ont également
avancé un taux d’isolement nettement plus faible (10.83%). Cet écart pourrait étre expliqué par

le fait que ces deux études ont procédé a un échantillonnage de 1’appareil respiratoire supérieur
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(écouvillonnage nasal). 11 s’avére qu’il est plus propice d’isoler les mycoplasmes et
essentiellement M. bovis a partir de LBA qu’au niveau des autres sites anatomiques dans les
infections naturelles (Becker et al., 2015 ; Wisselink et al., 2017). Selon les mémes auteurs, les
LBA peuvent également héberger plusieurs autres mycoplasmes tel que M. bovirhinis connu
pour sa croissance rapide pouvant conduire a des résultats faussement négatifs (Wisselink et
al.,2019). Et c’est pour cette raison que notre protocole a inclus une méthode permettant
I’inhibition de la croissance de M. bovirhinis par 1’ajout du tween 80 dans le milieu de culture.
La forte prévalence de mycoplasmes enregistrées lors de la présente étude témoigne de la
présence de facteurs de risque important dans la gestion de nos élevages. Gonzalez et al. (1992)
et Aebi et al. (2015) avancent que le moyen le plus courant d’introduire M. bovis dans un
élevage est I'achat d'un animal cliniqguement sain excrétant I'agent pathogéne. Ainsi dans nos
élevages d’engraissement, que ce soit le regroupement d’animaux venant de nombreux élevages
différents ou I’importation de bovins, les risques sont importants. La production bovine en
Algérie dépend fortement du commerce international, 80 & 85 % des bovins étant importés
principalement de France et d'Espagne données disponibles sur (Anonyme 4 ; MADR, 2021).
Cela peut expliquer la forte présence de M. bovis en Algérie par le commerce de bovins qui a
sans doute un fort impact sur la hausse des maladies respiratoires. L’absence de contréle des
animaux introduits et des analyses non faisables en pratique au niveau des frontiéres visant a

rechercher M.bovis et toutes autres especes causant des MRB renforcent les problemes.

11.3. 2. Identification des clones de M.bovis

Tableau 23: Les méthodes utilisées pour la sélection et I’isolement des clones.

bouillon culture + bouillon culture - bouillon douteux culture
Clones de M.
) Clones Clones
bovis o L
) isolés/culture isolés/culture culture NR Total PCR
nombre isolés/culture Nombre ) nombre )
) gélose gélose
gélose
rt-PCR + 65 42/65 27 0/6 8 1/8 102
rt-PCR - 19 0/15 46 0/15 8 0/4 2 73
rt-PCR
1 1
NR
Total pré-
84 73 17 2 176
culture

NR : Non Réalisés

Dans notre étude, on a procédé a 2 séries d’analyses, la premiére série (n= 26) nous a

permis d’analyser de manicre globale toutes les cultures en bouillon par MF-Dot. Lors des

premiéres analyses, les cultures montraient des mélanges de M. bovis avec différentes especes ;
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M.bovis (n=5), M.arginini (n=1), M.alkalescens (n=3) et enfin M.bovirinis (n=1).

La culture en bouillon laisse pousser de nombreuses especes différentes, et méme des
mélanges. Avec notre objectif d’isoler des clones de M. bovis, nous avons refait une
manipulation d’isolement de clones a partir de ces premiers prélévements, en bouillon ou sur
gélose, ou un signal positif @ M. bovis avait été identifié par MF-Dot sur la premiere série. Ces
nouveaux clones sur les mémes premiers prélevements ont alors été traités de la méme maniére
que la 2e série de prélevements, avec un milieu gélose empéchant la croissance de M.bovirhinis
(Shimizu, 1983), cette espece n'a donc jamais été isolée parmi les clones identifiés par la suite.

Dans un second temps, seuls les prélévements positifs en rt-PCR ont été mis en culture
pour isolement. Pour les échantillons présentant une PCR négative (n = 73), seule la moitié des
bouillons (n = 34) ont été ensemencés pour évaluer la croissance sur milieu gélosé. Aucun
bouillon n'a permis d'isoler un clone de M. bovis.

Sur les 43 veaux qui ont permis 1’isolement de clones, 42 étaient positifs a la fois en PCR
et en bouillon de culture pour Mycoplasma spp. (trouble visible en culture liquide), le dernier
étant positif en PCR et douteux en culture. Nous avons utilisé ici une méthode adaptée pour
remplir notre objectif, & savoir isoler des clones de M. bovis. La rt-PCR est donc bien un
indicateur fort pour choisir les échantillons a privilégier pour 1’isolement de M. bovis.

Ensuite, pour chaque culture, les clones ont été identifiés en utilisant des tests de détection
par anticorps sur membrane de filtration (MF-Dot) comme décrit précédemment par Poumarat
et al. (1991) (Photo.23). Au final, 53 clones de M. bovis ont été obtenus a partir de 43 veaux

issus de 26 fermes réparties sur 7 wilayas de I’Est Algérien.

Tableau 24: Tableau récapitulatif des différentes especes de mycoplasmes isolées.

Veaux clones MF-Dot Veaux | clones MF-Dot

05M1 05M1_bouillon_c1 M.bovis 38/M1 | 38/M1_cl M.bovis
05M1_bouillon_c2 38/M1_c2
05M1_bouillon_c3 38/M1_c3

07M3 07M3_bouillon_c1 39/M1_cl M. arginini
07M3_bouillon_c2 39/M1_c2
07M3_bouillon_c3 39/M1 c3
07M3_gélose_c1 M. arginini | 39/M2 | 39/M2_c1 M.bovis
07M3_gélose_c2 M. arginini 39/M2_c2
07M3_gélose_c3 | M. arginini 39/M2_c3

8M1 08M1_bouillon_cl M.bovis 39/M3 | 39/M3_cl M. bovis
08M1_bouillon_c2 39/M3_c2
08M1_bouillon_c3 39/M3_c3 M. bovis

8M3 08M3_bouillon_c1 M.bovis 40/M2_c1 M. arginini
08M3_bouillon_c2 40/M2_c2
08M3_bouillon_c3 40/M2_c3
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8M4 08M4_bouillon_c1 M.bovis 42/M2 | 42/M2_c1 M. bovis
08M4_bouillon_c2 42/M2_c2
08M4_bouillon_c3 42/M2_c3

27/M1 27/M1_cl M. bovis 44/M1 | 44/M1_c1 M.bovis
27/IM1_c2 44/M1_c2 M. alkalescens
27/M1_c3 44/M1_c3

34/M1 34/M1_cl M.bovis 44/M2 | 44/M2_c1 M. canadense
34/M1_c2 44/M2_c2 M. canadense
34/M1_c3 44/M2_c3 M.bovis

34/M2 34/M2_c1 M.bovis 44/M3 | 44/M3_c1 M.bovis
34/M2_c2 44/M3_c2
34/M2_c3 44/M3_c3

35/M1 35/M1_cl M.bovis 46/M3 | 46/M3_c1 M. bovis
35/M1_c2 46/M3_c2
35/M1_c3 46/M3_c3

35/M2 35/M2_cl M.bovis 49/M1 | 49/M1 _cl M. bovis
35/M2_c2 49/M1_c2
35/M2_c3 49/M1_c3

37/M1 37/M1_cl M. bovis 50/M2 | 50/M2_c1 M. bovis
37/M1_c2 50/M2_c2
37/M1_c3 50/M2_c3

37/M3 37/M3_cl M.bovis 50/M3 | 50/M3_c1 M. bovis
37/M3_c2 50/M3_c2
37/M3_c3 50/M3_c3
55/M2_cl M. arginini | 63/M1 | 63/M1_cl M. bovis
55/M2_c2 M. arginini 63/M1_c2
55/M2_c3 M. arginini 63/M1_c3

57/M2 57/M2_cl M. bovis 63/M2_c1 | M. bovis + M. arginini
57/M2_c2 63/M2_c2 | M. bovis + M. arginini
57/M2_c3 63/M2_c3 | M. bovis + M. arginini

57/M3 57/M3_cl M. bovis 64/M2 | 64/M2_cl M. bovis
57/M3_c2 64/M2_c2
57/M3_c3 64/M2_c3

58/M1 58/M1_cl M. bovis 65/M1_c1 | M. bovis + M. arginini
58/M1_c2 65/M1_c2 | M. bovis + M. arginini
58/M1_c3 65/M1_c3 | M. bovis + M. arginini
59/M1_cl M. alkalescens 67/M1_cl M. arginini
59/M1_c2 M. alkalescens 67/M1_c2 M. arginini
59/M1 _c3 M. alkalescens 67/M1_c3 M. arginini
59/M2_cl 70/M2 | 70/M2_c1 M. bovis
59/M2_c2 70/M2_c2

59/M2 59/M2_c3 M. bovis 70/M2_c3

59/M3 59/M3_cl M. bovis 71/M1| 71/M1_c1 M. bovis
59/M3_c2 71/M1_c2
59/M3_c3 71/M1_c3

60/M1 60/M1_cl M. bovis 72/M1 | 72/M1_cl M. bovis
60/M1_c2 72IM1_c2
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60/M1_c3 72/M1_c3

60/M2 60/M2_cl M. bovis 72/M3 | 72/M3_cl M. bovis
60/M2_c2 72/M3_c2
60/M2_c3 72/M3_c3

60/M3 60/M3_cl M. bovis 73/M1 | 73/M1_cl M. bovis
60/M3_c2 73/M1_c2
60/M3_c3 73/M1_c3

61/M1 61/M1_c1 M. bovis 73/IM2 | 73/M2_c1 M. bovis
61/M1_c2 73/M2_c2
61/M1_c3 73/M2_c3

61/M2 61/M2_cl M. bovis
61/M2_c2
61/M2_c3
62/M1_cl M. bovis

non expoilté 62/M1_c2

62/M1_c3

62/M2 62/M2_cl M. bovis
62/M2_c2
62/M2_c3

62/M3 62/M3_cl M. bovis
62/M3_c2
62/M3_c3

Le tableau 24 nous montre les résultats de 1’analyse MF-Dot des clones isolés. Lorsqu'un
clone par veau a été confirmé comme étant M. bovis, les autres clones n‘ont pas été analysés
davantage. Certains clones appartenaient a d'autres espéces de Mycoplasma (n = 17), dont
M.arginini (11/17), M. canadense (2/17) et M. alkalescens (4/17) , et 7 veaux ont présenté une
infection mixte a M. bovis. Il s'agit du premier signalement de ces especes en Algérie. Tous ces
mycoplasmes ont été isolés dans des études précédentes lors de MRB ailleurs dans le monde
(Gagea et al.,2006 ; Hirose et al.,2003 ; Cornelissen et al., 2017; Vigimyc,2020). Enfin, un total

de 53 clones de M. bovis a été étudié.

11.3.3 La spécificité et la sensibilité des tests utilisés dans I’étude
La sensibilité et la spécificité de la sérologie et de la culture par rapport a la rt-PCR pour
M. bovis ont été calculées et sont présentées dans le tableau.25
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Tableau 25: Sensibilité et spécificité de sérologie et de la culture par rapport a la rt-PCR pour
M.bovis.

rt-PCR
_ — Sensibilité (%) | Spécificité (%)
Positif Négatif
sérologie
Positif 80 (45%) | 27 (16%) 78.43 63,01
Négatif 22 (13%) | 46 (26%)

culture

Positif 65  (37%) | 19 (11%)
69,15 70,77

Négatif 29 (17%) | 46 (26%)

Douteux 8 5%) | 9 (5%)

Les animaux qui étaient positifs en rt-PCR et en sérologie représentaient 80 animaux
tandis que les sujets positifs en rt-PCR et négatifs en sérologie étaient au nombre de 22 soit une
sensibilité de 78,43% et une spécificité de 63,01% (tableau 25).

65 animaux étaient positifs en rt-PCR et en culture (37%) alors que ceux positifs en rt-
PCR et négatifs en culture représentaient 29 animaux (17%). Ceci correspondait a une
sensibilité de 69,15% et une spécificité de 70,77% (tableau 25).

Face a I’importance des pertes €conomiques engendrées par les infections
mycoplasmique et a cause de I’'importance et de la multiplicité des voies de transmission de
I’agent pathogéne, il est essentiel de connaitre le statut mycoplasmique des troupeaux et celui
de leurs origines. L’établissement des stratégies de controle des mycoplasmes est difficile sur
la seule constatation des signes cliniques afin de poser un diagnostic fiable de M. bovis.
Cependant, le diagnostic sérologique ou bactériologique constitue un moyen sdr mais
discutable, pour sa mise en évidence. Le dépistage sérologique se trouve lié a des imperfections
dans I’interprétation des résultats (Kempfet al, 1991 ; Yamamoto, 1991). La sérologie est plutét
le reflet d’un statut de troupeau, a savoir si M. bovis a circulé dans ’ensemble des animaux
(Arcangioli et al., 2021). Des problémes peuvent exister et résultent essentiellement de la
multiplicité des seérotypes des souches isolées, de leur coexistence dans le méme isolat.
Concernant le diagnostic bactériologique, I’isolement sur milieu de culture suivi de
I’identification permet de déceler spécifiquement 1’agent pathogéne en question, au moment de
la maladie, ce qui concorde avec nos résultats sur la spécificité de la culture par rapport a la
sérologie. Cette méthode est plus adaptée en vue de pouvoir éradiquer la bactérie. Sur le plan

pratique, cette méthode idéale nécessite toutefois des délais de réponse longs, étant fastidieuse
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et de ce fait onéreuse.

L’introduction de techniques basées sur la biologie moléculaire a fait progresser la
recherche d’un grand pas, grace a I’apparition de techniques d’amplification génique. La
réaction d’amplification en chaine s’est aussi avérée étre une technique puissante et innovatrice
pour I’identification de séquences d’acides nucléiques spécifiques de M. bovis (Wisselink et
al.,2019).

Kempf et al. (1993) ainsi que Clothier et al. (2010) rapportent que le test de PCR est
plus sensible que la culture car ce dernier a la capacité de détecter les organismes morts apres
traitement antibiotique, ce qui concorde avec notre étude ou nous avons observé également que
les résultats de la rt-PCR (102/176) sont supérieurs a ceux de la culture (84/176) (tableau 23).
La méthode rt-PCR est plus sensible que la culture (Callison et al, 2006 ; Raviv et Kleven
,2009). En effet, si 1’isolement des mycoplasmes requiert la présence de microorganismes
vivants cultivables, la PCR est basée sur la détection de 1’acide nucléique quel que soit son état.
Elle peut donc donner des résultats positifs plus fréquemment que la culture (Kempf, 1994). Le
principal inconvénient de la PCR est sa capacité a amplifier de ’ADN provenant de
mycoplasmes non viables et donc a détecter positifs des animaux qui ne sont pas
potentiellement contagieux alors que seuls les mycoplasmes viables sont une source potentielle
d’infection (Kempf, 1998 ; Marois et al, 2001).

Les animaux positifs en serologie et négatifs en culture et rt-PCR étaient au nombre de
12. L’existence d’animaux négatifs en rt-PCR et seéropositifs peut étre expliquée par différentes
raisons :

= Le test ELISA prend en compte les anticorps développés depuis un certain temps et

non la bactérie, ce qui permet d’expliquer la possible absence de M. bovis au moment
du prélevement de sang. En effet, la présence d’anticorps anti mycoplasmes reste
détectable pendant une longue période alors que la présence de mycoplasmes au
niveau de la trachée diminue. Les chances d’obtenir un résultat positif sont plus
élevées dans les 8 mois suivant une infection (Parker et al., 2017). Il n’est donc guére
surprenant de trouver des animaux séropositifs avec une PCR négative et une culture
négative (Salich et al., 1998).

= |l peut y avoir des agglutinations non spécifiques avec des souches non pathogenes

de mycoplasmes (Kempf et al, 1997)

= L’utilisation des antibiotiques qui sert a tuer 1’agent pathogéne mais qui laisse

persister les anticorps anti M.bovis (Nicholas et al., 2016).

82



Partie Expérimentale Résultats et Discussion

= La PCR négative peut étre liée a la présence de certains inhibiteurs, entrainant ainsi
des résultats faussement négatifs (Kahyia, 2010).

Au contraire, les animaux peuvent étre séronégatifs mais positifs en rt-PCR. Les anticorps
anti-M.bovis peuvent étre détectés, par méthode ELISA indirect, les anticorps dans le sérum
n’apparaissent que 9 a 21 jours apres 1’infection (Caswell et Archambault, 2007), le passage de
M. bovis ne peut pas étre détecté par cette technique lors de la phase d'incubation ou en début
d’infection. Donc les animaux malades pourraient ne pas étre encore tous séropositifs au
moment du prélevement.

De méme, nous avons constaté dans notre étude 1’existence d’animaux positifs en rt-

PCR et négatifs en culture. Cela pourrait étre dd a ;

= La coexistence et la compétition avec d’autres mycoplasmes par exemple car M.
dispar, M.argini et M. bovirhinis peuvent étre présents surtout dans la premiere série
de prélévement ou ce dernier n’était pas inhibé (Shimizu,1983 ; Wisselink et al.,
2019).

» La rt-PCR peut détecter M. bovis méme non viable ; elle permet d’amplifier I’ADN
provenant de mycoplasmes viables ou non viables alors que seuls les mycoplasmes
viables sont une source potentielle d’infection : on peut détecter un mycoplasme alors
qu’il n’est plus un probléme pour I’élevage (Kempf et al., 1993 ; Kempf, 1998).

= La culture de M.bovis se révéle étre tres difficile avec des conditions extrémement
rigoureuses (Parker et al., 2017).

= La conservation des prélevements dans de mauvaises conditions, contamination par
d’autres bactéries et traitement antibiotique récent des animaux (Moalic et al., 1997
in Aimeur, 2011).

= Ley et al. (1993) attribuent I’échec de I’isolement de mycoplasmes a leur extréme
sensibilité a une diminution du pH.

En comparaison, le diagnostic des Mycoplasmoses aviaires est en général basé sur la
culture et la sérologie. Mais la culture est longue et fastidieuse et I'isolement des mycoplasmes
peut souffrir de la contamination des suspensions bactériennes par des microorganismes a
croissance rapide. Le test sérologique le plus utilisé est I’ELISA mais ce dernier est trés sensible
et manque souvent de spécificité. Il constitue néanmoins un outil de screening des mycoplasmes
dans les élevages en Algeérie afin d’évaluer 1’état sanitaires des troupeaux. Pour toutes ces
raisons, I’orientation vers les méthodes moléculaires pour la détection et la caractérisation des
mycoplasmes aviaires est primordiale. La PCR a I’avantage d’étre rapide et précoce et peut étre
utilisée pour la confirmation d’un diagnostic sérologique pour le contréle sanitaire de routine

de Mycoplasmoses et en particulier M. bovis.

83



Partie Expérimentale Résultats et Discussion

11.3.4. Isolement des clones par rapport a la saison

Tableau 26: Le nombre de clones isolés en fonction de la saison.

Hiver | Printemps Eté Automne Total
Veaux échantillonnés 72 79 22 3 176
Veaux pour lesquels au
) _ 10 11 2 1 24
moins un clone a été isolé
Clones isolés 17 20 5 1 43

Les prélevements ont été réalisés a différentes saisons (tableau 26). En été et en
automne, le nombre de veaux malades puis prélevés était beaucoup plus faible, qu’en hiver et
au printemps. Les clones isolés ont donc été logiquement beaucoup plus nombreux sur les veaux

prélevés en hiver et au printemps.

Clones isolés par rapport a la saison

176
. e .
43
10 17 11 1120 220 2 5 3 1 1 -
. .
HIVER PRINTEMPS ETE AUTOMNE TOTAL
Veaux total M Veaux positifs Clones isolés

Figure 15: Le nombre des clones isolés en fonction de la saison.
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11.4. Caractérisation génétique des clones algériens de M. bovis

11.4.1. Détermination du sous-type polC
La fréquence des sous-types polC des clones étudiés est presenté dans le tableau 27 :

Tableau 27: fréquence des sous-types polC des clones étudiés.

Nombre de sous-type polC %
stl 22 41,51%
st2 12 22,64%
st2 modifié 2
st3 17 32,08%
Total 53

53 clones ont été sous-typés en utilisant la séquence polC (Becker et al.,2015). Leurs
séquences ont été comparées avec les séquences de souches de référence francaises,
correspondant a chacun des sous-types : PG45 pour le st1, 15711 pour le st2 et 15527 pour le
st3. Il n'y avait pas de sous-type prédominant ; nous avions observé 42 % (n=22/53) de st1, 23
% (12/53) de st2 et 32 % (17/53) de st3. Deux clones avaient un sous-type indétermine, différant

de st2 par un seul SNP (single nucléotide polymorphism) (voir figure 17).
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Consensus

0 1, MBOVPGAS POLC
02, BM1_¢1

03, 44M7 01

mod, 44M3 ¢l

05, 39M3.03

F M3,¢

708, 64M2.c1
A0 g, 4M1 ¢1
P10, d2M3_c1

Ao 1, 442 03

012, 39M3 1

A0 13, 50M2 3

014, BM3-2

7015, 631 ¢

#0 16. GIMI 1

w017, S8M1 ¢

A0 18, STM3 ¢l

019, 59M3 1

A0 20, BM3. €1

o 21, S0M2 1

022, 60M1 ¢

#0273, BOM2 1

Ao 24, MB_15711_POLC
025, SMT 1

70 26, SM1-3

A0 37, 3TM3 1

w0 28, TM3-C1

020, 62M3 o1

030, 4EM3 c1

7031, 62M2 el

Fo 32 IM3-C3

033, TM3-2

A0 34, 37M1 01

O35, 2TM1 1

036, 35M1 ¢l

P37, 38011 i
038, 39M2 ci 1
"0 39, MB_15527_POLC
Ao, BM4 1

Ao 41, 12

042, 73M2 ol

a3 EM1-C3

modd, B1M2 i

045, BMA-C2

046, G0M3 1

047, BM4-c3

4B, STM2 o1

7049, 3502 c
A0S0, 70M2_C1
AUS1L 7M1 1
o

Figure 16: Alignement des sequences polC des clones algériens avec les souches de référence

francaises (PG45, 15711 et 15527) pour la détermination des sous-types sur 411 bases.

Légende : chaque séquence est représentée par une ligne grise. Les différences entre les
clones sont surlignées en couleur : T, rouge, A, vert, C, bleu et G, noir. La premiéere ligne
consensus correspond aux bases majoritaires pour la totalité des séquences selon le code couleur
indiqué. Fléche orange, séquence de référence st1 PG45 ; fleche verte : séquence manquante ;
fleche rouge, mutations ponctuelles pour 2 souches.

Les clones ne montrant aucune base surlignée sont de sous-type 1 comme la souche de
référence (PG45, 1° ligne sur la figure 17, fleche orange) : souches de 8M1 jusqu’a 60 M2.
Celles ayant juste une base de différence au niveau du triangle jaune sont de st2, la souche de
référence correspondante étant la 15711 : entre 5SM1 et 35M2. Le reste des souches sont des st3
avec 16 mutations par rapport au stl et leur souche de référence,15527. Les 2 clones 38M1let
39M1 sont des souches ayant une séquence trés proche du sous type 2 mais ils ont une base
modifiée a la position 1188 du gene polC de la souche de référence (fleche rouge sur la figure
17).

Pour analyser le sous-type polC, la taille du fragment doit étre de 486 paires de base (Becker et
al., 2015). Mais dans notre étude, certaines portions étaient de mauvaise qualité quand on a fait

le séquencage, malgré plusieurs passages. On voit en haut sur la figure 17 (fleche verte) qu’il y
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a des zones en blanc car la séquence n’était pas en entier pour certaines souches et le fragment
analysé était alors seulement de 411 bases (voir figure 17). Donc on a perdu une partie des
séquences pour quelques souches. Malgré cela, les analyses ont été conduites car le reste des
séquences s’alignaient parfaitement. Ces séquencages nous ont permis de montrer les sous types

polC présents en Algérie, leur fréquence, et méme la présence de nouvelles mutations.
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Figure 17: I’arbre phylogénique des clones algériens réalisé a partir des séquences d’une

portion du géne polC.

Légende : les 3 souches de référence francaises ayant servi pour cet arbre sont : PG45
(stl), 15711 (st2) et 15527 (st3). Arbre realisé avec Geneious, par le modele Tamura-Nei et la
methode de construction UPGMALa figure 18 montre un arbre phylogénique réalisé a partir de
I’alignement précédent des séquences polC (voir Figurel8) a I’aide du logiciel Geneious.
11.4.2 : Analyse par MLST
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Un panel sélectionné de 14 clones, englobant une diversité temporelle et géographique
(au moins un clone dans chaque wilaya), a ensuite été caractérisé par MLST (Register et al.,

2015 ; Register et al., 2020).

Les PCR ont été réalisées pour chacun des 7 genes de la MLST. Les fragments amplifiés
ont été visualisés sur Qiaxcel. Par exemple, les fragments amplifiés pour le gene pta2 sont
visibles sur la Figure.19. Ici on remarque que toutes les bandes étaient a la méme hauteur sauf
pour le clone 34M2 (3e colonne sur la figure 19), pour laguelle le fragment était d’une taille un

peu plus grande. Le séquencage des différents fragments a permis de déterminer le sous-type

pour chacun des genes pour chaque clone.
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Dans la plupart des cas, les clones algériens ont montré des sequences similaires a des
alleles déja existants dans la base PubMLST. Leur sous-type a ainsi pu étre déterminé.
Dans quelques cas, les séquences ont montré des différences importantes, ce qui a

permis de créer de nouveaux alléles. C’est le cas pour le géne gyrB.

89



Partie Expérimentale

Résultats et Discussion

Consensus
Identity

1.gy1B_31
2.gyr8.19
3.gy16. 24
4.gyr8_12

5.gyrB 4
6,GYRB_SM1_c1
7,GYRB_27 M1 1
8, GYRB 37 M1 C1
9. GYRB 46 M3 C1
10.gyrB.6

11, gyr8.23
12,gy18_16
13,gyr8_30
14,818 29
15.gyrB_15
16.gy7B 8
17.gy18.18
18.gyrB_1

10, gyrB_28
20,87

21 gyB 1
22.5yr8.20
23,gyr8.10
24,gyrB 2
25,1825
26,GYRB_38_M1_C1
27.gy18.13

28, GYRB 39 M3.C3
29, gyrB 27
o
1.gyr8.1
32.gyr8.3

33, pyrB 14
%,py1B 9
35,618 22
36.gy182
37.gyr8.5

38, GYRB_BM1 ¢t
39, GYRB_BM4_c1
40, GYRB_4_M1._C1
41,GYRB_34 M2 C2
42,GYRB 39 M2 C1
43.GYRB 60 M3 C1
44, GYRB_70_M2_Ct
45, GYRB_T2_M1_Ct

Figure 19: Alignement des séquences des 14 clones algériens et des alléles de la base PubMLST (1 a 31) pour la portion du géne gyrB,
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Légende : chaque séquence est représentée par une ligne grise. Les différences entre les
clones sont surlignées en couleur : T, rouge, A, vert, C, bleu et G, noir. La premiere ligne
« consensus » correspond aux bases majoritaires pour la totalité des séquences selon le code
couleur indiqué et la ligne verte « identity » indique le pourcentage d’identité dans 1’alignement
pour chacune des positions.

Cet alignement a permis ensuite de construire 1’arbre phylogénétique suivant (figure 21).
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Figure 20: Arbre phylogénétique des 14 clones algériens avec les alleles de Register (de 1 a

31) pour la portion du géne gyrB.

Légende : arbre réalisé avec Geneious, par le modele Tamura-Nei et la méthode de
construction Neighbor Joining
On observe qu’un clone, le 58M1_CI1, n’est pas identique a un sous-type existant, il est

proche de I’allele 13 par exemple.
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La figure 22 nous montre I’alignement de I’alléle 13 pour une portion du géne gyrB avec
la séquence du clone 58M1. Sur la totalité de la portion analysée, les 2 séquences sont
identiques, sauf au niveau de la base 540 (C au lieu d’un T). Cette mutation correspond a la
base1872 sur la totalité du géne pour la souche de référence PG45, ¢’est une mutation synonyme
ou pas. Cette mutation, retrouvée aussi chez le clone 50M3 a permis de créer un nouvel allele,
le 34, déposé dans la base PUbMLST.

1 10 2 El @ 50 0 b £ 0 100 110 12

ey I

1gBall3  GAGGGTAATTCAGCTGGCGGTTCAGCAAAAATGGGAAGGGACAGAAATGTTCAAGCCATTCTGCCACTAAGGGGTAAAGTTATTAATGCTGAAAAGGTTTCGCCTGAAAGAGTTCTTTCTAATGCAG

120 140 150 180 1 180 150 10 2 2 m 240 250

MEH[W}' —‘ ; ; ] ; ; ] ; ; ; ; ; ;

1gypBall3 AAATAATCTCGCTTATAACCGCTTITGGGTACAGGACTAAACGAAACATTTGACATCAACAAGCTTAGATACCATAAGGTAATTATTATGACTGATGCTGATGTCGATGGAGCCCACATTAGAACCCT

20 m 230 20 o] 0 0 ) up 3 £ Er] ]

ety i i i i V i ‘ i I i i f
lgyBall3 TTTATTAACCTTCTTCTACCGTTATTTTAGAAAACTAATTGAATATGGCTTTATTTATATTGCTCAACCTCCGCTTTATAAAATTCAACAAAATAAATATATTGCCTATGCATACAATGACTCTCAA
2.gyB8MI-c1 TTTATTAACCTTCTTCTACCGTTATTTTAGAAAACTAATTGAATATGGCTTTATTTATATTGCTCAACCTCCGCTTTATAAAATTCAACAAAATAAATATATTGCCTATGCATACAATGACTCTCAA

30 0 1 o0 a0 w 450 450 m @ 430 500

ety i i T i i f i i
1.gyBall3  AAGGATTCTATTCTCCAAGAATTAAATCAGGATTCTAAAATAACAATTCAACGTTACAAAGGTTTGGGAGAAATGGATCCTGAGCAGTTGTGAGAAACTACAATGAATCCTGAGAATAGAAAAATGT
2.gyB38MI-c1 AAGGATTCTATTCTCCAAGAATTAAATCAGGATTCTAAAATAACAATTCAACGTTACAAAGGTTTGGGAGAAATGGATCCTGAGCAGTTGTGAGAAACTACAATGAATCCTGAGAATAGAAAAATGT

510 520 530 40 550 560 570

ey I S
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2.gyB 38M1-c1 ATCAAGTTCAAATTGATGATGCAGCCAAGGCCGACTGAGTGTTTACTACTTTAATGGGAGAC

Figure 21: Alignement des séquences d’une portion du géne gyrB pour I’alléle 13 et le clone
58M1.

Légende : Les 2 séquences sont représentees repliées. Pour chaque séquence, les bases
sont visibles : T, rouge, A, vert, C, bleu et G, noir. La ligne verte supérieure « identity » indique
le pourcentage d’identité dans I’alignement pour chacune des positions. Au niveau de la

position 540, un repere jaune indique la mutation.
Pour un autre gene, pta2, nous avons découvert un nouvel alléle pour le clone 34M2, La

figure 23 montre I’alignement de la séquence du clone 34M2 avec tous les alleles pta2 présents

dans la base PubMLST
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Figure 22 : L’alignement de la séquence du clone 34M2 avec tous les all¢les présents dans la base PubMLST (1 a 28) pour une portion du gene
pta2.
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La fleche orange sur la figure 22 nous montre que la séquence du clone 34M2 dépasse les
séquences des autres clones, la taille étant un peu plus grande (66 bases). L’insertion montrée
en jaune dans la (figure 23) détermine I’augmentation de taille de 1’alléle pta2 de la souche
34M2 par rapport aux autres. Cela correspond au décalage de bande visible aprés la PCR (voir
figure19). Une analyse manuelle nous a permis de déterminer que la séquence du clone 34M2
était plus proche de I’all¢le 2 de pta2. Mais il est plus grand de 66 bases : on a observé qu’il

existait une insertion.

2], CTTACTATGGCGCTATGATGATCAAATTAAAGGATGTTGATAGTGCTOTTGGTGGCTTAATTTATTCAACTGCCOATATCTTACOTGCTGCTTTTAAATGCATTGOTGC
Lpad el 322 GACCTTACTATGGCGCTATGATGATCAAATTAAAGGATGTTGATAGTGCTOTTGGTGOCTTAATTTATTCAACTGCCGATATCTTACOTGCTGCTTTTAAATGCATTGOTGCA

2 CTATTTCTAGTGTTATAGTTATGCATAAAGATGATGAGCAACTTATTTTTACAGATCCATCAACAGTAC CCTAGTGCAGAACAATTAGTTGACATTGCTGCT
L ptal aleied) 324 CTATTTCTAGTGTTATAGTTATGCATAAAGATGATGAGCAACTTAT GATCCATCAACAGTAC CCTAGTOCAGAACAATTAGTTGACATTGCTOCT
pal, GTTTTGCTAATATGATG GAATAGTCTAGGGGCTTTTTTGACTTATTCAACCAATAACTCAGGCAAAGGTGAAAATCCCGACTTAGTTAGAGAAGCTGT TAGCC
L) aleed) 3¢ OTTTTGCTAATATGATGAATATGAATAGTCTAGGGGCTTTTTTGACTTATTCAACCAATAACTCAGGCAAAGGTGAAAATCCCOACTTAGTTAGAGAAGCTGTAARAATAGCC
R SRR AN el A KRS AR = RS AR GAGGTTTARATGT
2.pal aleed) 122 CTAGGACAAC TCAGCAAATTTOCTGATGTCTACTTTTTTTOTCCTAGTGTAGAAAGAGGTTTARATGTA

Figure 23: L’alignement des séquences de I’allele 2 de pta2 et de la séquence du clone
34M2.
Le Tableau de synthése 28 montre les alléles identifiés pour chaque gene de chaque
clone et les sous-types correspondants.

Tableau 28: Sous-typage MLST selon le schéma de Register pour 14 clones algériens
sélectionnés dans les différentes régions de 1’étude.

-

— —

oy ey

nom sous-type | dnaA | gltX |gpsA|gyrB| pta2 | tdk tkt sous-type
polC Register
05M1 bouillon_cl1 st2 1 2 1 4 5 1 3 ST8
08M1_bouillon_c1 stl 1 3 3 5 2 2 3 ST29
08M4 bouillon cl st3 1 3 3 5 2 2 3 ST29
27/M1 ¢l st2 1 2 1 4 5 1 3 ST8
34/M1_cl stl 1 3 3 5 2 2 3 ST29
34/M2_c2 st3 1 3 3 5 32 2 3 ST197
37/M1_cl st2 1 2 1 4 5 1 3 ST8
39/M2_cl st2 modifié 1 1 3 5 2 3 3 ST195
39/M3 ¢3 stl 1 1 3 13 2 15 1 ST4
46/M3_cl st2 26 2 1 4 5 1 3 ST188
58/M1 cl stl 1 1 3 34 2 3 3 ST198
60/M3_cl st3 1 3 3 5 2 2 3 ST29
70/M2_cl st3 1 3 3 5 2 3 3 ST196
72/M1 cl st3 1 3 3 5 2 3 3 ST196
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Neuf des 14 clones présentaient des combinaisons d’alléles correspondant a des sous-
types déja connus (ST4, 8, 29, 188), tandis que d'autres présentaient soit de nouveaux alléles
(alléle 34 pour gyrB ou allele 32 pour pta2, en jaune dans le (tableau 28) soit de nouvelles
combinaisons d'alléles connus résultant en de nouveaux sous-types 195 a198 (en orange dans
le tableau 28). Les nouveaux alléles et sous-types ont été définis et déposés dans la base
PubMLST (Anonyme .5) Les clones algériens, leurs profils, les nouveaux alléles et sous-types
sont tous accessibles a la communauté scientifique dans cette base de données.

Ces nouvelles combinaisons d’alléles étaient assez proches de sous-types existants
identifiés dans la base PubMLST par une recherche par combinaison de locus par 6
correspondances ou plus, la plupart avaient été récemment ajoutés (ST100, ST148, ST169,
ST170, ST172, ST173). Les différences étaient faibles, avec soit un seul géne différent sur les
7 par rapport a un sous-type existant, voire méme un seul SNP dans un gene sur tous les génes.

Une analyse e-BURST des clones algériens et des sous-types identifiés comme étant les
plus proches a été réalisée a lI'aide de PHYLOViZ (Anonyme 6) (voir figure 25), en ajoutant les
données disponibles sur le pays d'origine des isolats de la base. Cela permet de voir la proximité

génétique des clones algériens avec ceux présents dans la base PUbMLST.

ST24

b4
STi2 /
ST100
ST170 B Algeria
Spain
Israel
Japan

USA
ST.\ B Hungary
51.8

B Switzerland
Lithuania

B Canada
Romania

7*

Figure 24: Analyse eBURST des profils alléliques des clones algériens (ST4 ; ST8 ; ST29 ;
ST188 ; ST195-198), comparés aux sous-types les plus proches trouvés dans la base de
données PUbMLST.

Légende : Les numéros de sous-type extraits de la base de données PUbMLST sont
indiqués dans des cercles et les nouveaux sous-types signalés dans cette étude sont marqués

d'un astérisque. Seuls les sous-types proches ou communs aux isolats algériens sont indiqués,
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et leur pays d'origine est codé par couleur : bleu foncé, Algérie ; bleu clair, Espagne ; orange,
Israél ; orange clair, Japon ; vert clair, Etats-Unis ; vert, Hongrie ; rouge, Suisse ; rose, Lituanie

: violet, Canada ; lilas, Roumanie.

Caractérisation génetique des clones de M. bovis algérien

Les clones identifiés en Algérie ont été comparés aux clones francais en utilisant les sous-
types polC (Becker et al., 2015). Les trois sous-types principaux ont été détectés dans des
proportions différentes. Le stl était le sous-type le plus fréquent dans cette population
algérienne, alors qu’il a été décrit comme régressant en France (Becker et al., 2015). Un
nouveau sous-type indéterminé avec un SNP dans la portion séquencée a été identifié. Cette
premiére méthode de sous-typage a déja montré que la diversité de M. bovis en Algérie est
supérieure a celle de la France.

Le schéma MLST décrit par Register et al. (2015, 2020) a été utilisé pour permettre une
comparaison plus discriminante et plus large a I'échelle mondiale. Sur les 14 clones, 8 sous-
types difféerents ont été identifiés dont 4 nouveaux, ce qui prouve la grande diversité des clones
circulant dans I'est algérien.

Un sous-type, le ST29, a été rencontré pour 4 clones appartenant a deux sous-types polC
différents (stl et st3), ce qui était possible car différents génes de ménage étaient ciblés (voir
tableau 28). La grande plasticité du génome décrite pour M. bovis, avec des éléments génétiques
mobiles et un transfert chromosomique mycoplasmique possible, peut également avoir
contribué a la diversité observée (Garcia-Galan et al., 2021). Cependant, il reste a déterminer
si ces événements sont fréquemment rencontrés ou non sur le terrain.

Nous avons comparé la diversité des clones dans cette étude a la distribution de sous-
types similaires dans le monde. Malheureusement, la récente modification du schéma MLST
(Register et al., 2015 ; Register et al., 2020) a eu pour conséquence que la communauté
scientifique a perdu une grande quantité de donneées préecieuses sur les isolats de M. bovis. De
nombreux isolats déposés dans le schéma préceédent n'ont pas été analysés avec le nouveau
schéma. Par ailleurs, comme la base de données contient déja de nombreux sous-types décrits
précédemment, de nouveaux isolats correspondant a ces sous-types, mais avec des origines
différentes, peuvent ne pas avoir été déposés par les chercheurs, malgré 'utilisation de ce
schema MLST rapportée dans la littérature.

Nous nous sommes efforcés de compléter la base de données PubMLST, car aucune
donnée n'était disponible pour I'Algérie. Nous avons défini de nouveaux alléles et de
nouveaux sous-types pour les clones algériens (voir tableau 28), ce qui montre la diversité

génétique dans ce pays. Mais 8 clones avaient des sous-types déja rencontrés ailleurs, a savoir
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ST8, ST29, ST4 (décrits en Israél, (Yair et al., 2020) et ST188 (décrit en Espagne, base de
données PUbMLST). Le ST8 pourrait étre considéré comme européen, car il a été décrit en
Hongrie et en Lituanie (Yair et al., 2020) et en Espagne (Garcia-Galan et al., 2020) et est le
sous-type dominant rencontré en France (Tardy et al., 2020). Dans la base de données, le
ST29 ne contient que des isolats d'Israél et un de Hongrie (Yair et al., 2020), alors qu'il a été
largement signalé ailleurs dans le monde, dont la Chypre (Liapi et al., 2021), le Danemark, la
Finlande, les Pays-Bas et la Suéde (Tardy et al., 2020). Les autres sous-types les plus proches
(S12, ST21 et ST100) ont également été trouvés dans ces pays nordiques européens (en
ajoutant I'Estonie) et en France (Tardy et al., 2020). La proximité des sous-types de ces clones
algériens avec des sous-types distribués dans le monde entier prouve une fois de plus que le
commerce des bovins doit certainement étre responsable de I'épidémiologie de M. bovis (Yair
et al., 2020 ; Kinnear et al., 2021). La production bovine en Algérie dépend fortement du
commerce international, car les bovins sont importés principalement de France et d'Espagne
(données disponibles sur (Anonyme 4 ; Simoes et Hidalgo, 2011).

La diversité génétique en Algérie est assez similaire a celle observée en Espagne, avec
des sous-types communs observés entre ces deux pays (a savoir ST8 et ST188). Mais I'Algérie
compte également plusieurs autres sous-types qui ont été aussi décrits ailleurs dans le monde
ou ont été nouvellement observés dans cette thése. Il n'est pas possible de déterminer maintenant
I’origine de ces nouveaux sous-types. Il est possible qu’ils soient endémiques dans le pays
depuis longtemps et aient évolué a partir d’autres sous-types présents, en raison de différentes
pressions de sélection. Une autre hypotheése est envisageable : il peut y avoir des introductions
régulieres de nouveaux sous-types dans le pays, par des importations de bovins par exemple,
entrainant une diversité importante des souches, comme en Israél (Yair et al., 2020). On pourrait
également imaginer que le stl polC avait été introduit depuis la France, ou il était largement
présent dans le passé (Becker et al., 2015), et est resté depuis et a évolué en Algérie (puisqu'il
appartient désormais a trois sous-types différents de MLST, a savoir ST4, ST29 et ST198)
contrairement a la France ou sa présence a régressé. Une large approche de séquencage de
génomes entiers et d’analyses phylogénomiques serait utile pour aider a décrypter I'évolution

des isolats algériens.
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I1.5. Antibiorésistance des clones de M. bovis
Les CMI de 5 antimicrobiens ont été déterminées sur un panel de 44 souches algériennes
(tableau 29) :
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Tableau 29: tableau récapitulatif sur les résultats des CMI (ug/ml) des différents clones isolés.

Sous-

Sous-

l,é?}?gt?ﬁon type type | Spectinomycine | Tylosine | Oxytétracycline | Enrofloxacine | Florfénicol Tralt\e;gelzjnt du
Région polC | Register
KHANCHELLA 05M1 bouillon_cl st2 ST8 >128 >64 >8 0,25<CMI<2 | 2<CMI<8
BATNA 07M3_bouillon_c1 st2 >128 >64 >8 0,25<CMI <2 | 2<CMI<8
. 8<CMI <
SETIE 08M1 bouillon_c1 stl ST29 <32 64 >8 <0,25 2<CMI<8
. 8<CMI <
SETIE 08M1 bouillon_c2 st3 <32 64 >8 <0,25 2<CMI<8
SETIF 08M3_bouillon_cl1 stl <32 >64 >8 <0,25 2< CMI < 8 | Marbofloxacine
SETIF 08M4 _bouillon_cl1 st3 ST29 nd nd nd nd nd
M'SSILA 27/M1_cl st2 ST8 >128 >64 >8 <0,25 2<CMI < 8 | Enrofloxacine
BATNA 34/M1_cl sl | ST29 <32 S >8 <025 | 2<CMI<8
BATNA 34/M2_cl st3 | ST197 <32 <= 8 <025 | 2<CMI<s
BATNA 35/M1 cl st2 >128 >64 >8 <0,25 2<CMI <8
BATNA 35/M2_c1 st3 >128 >64 >8 <0,25 2<CMI<8
BATNA 37/M1_c1 st2 ST8 >128 >64 >8 0,25<CMI <2 | 2<CMI<8
BATNA 37/M3_cl st2 >128 >64 >8 <0,25 2<CMI <8
st2 8<CMI < .
SETIE 38/M1_cl modifie <32 64 >8 <0,25 2< CMI <8 | Enrofloxacine
st2 8<CMI < .
SETIF 39/M2_c1 modifié ST195 <32 64 >8 <0,25 2< CMI < 8 | Oxytetracycline
SETIF 39/M3 cl stl <32 >64 >8 <0,25 2<CMI <8 | Enrofloxacine
SETIF 39/M3_c3 stl ST4 <32 >64 >8 <0,25 2<CMI<8
8<CMI <
SETIF 42/M2_c1 stl <32 64 >8 <0,25 2<CMI<8
8<CMI <
SETIF 44/M1_c1 stl <32 64 >8 <0,25 2<CMI<8
8<CMI <
SETIF 44/M2_c3 stl <32 64 >8 <0,25 2<CMI<38
8<CMI <
SETIF 44/M3_c1 stl <32 64 >8 <0,25 2<CMI<8

99




Partie Expérimentale

Résultats et Discussion

SETIF 46/M3 _c1 st2 ST188 >128 >64 >8 >2 2<CMI<8
8<CMI < .
SETIE 49/M1_cl st3 <32 64 >8 <0,25 2< CMI < 8 | Oxytetracycline
SETIF 50/M2_cl st <32 S 8 <025 |2<CMI<8
8<CMI £
SETIF 50/M3_cl stl nd <32 64 >8 <0,25 2<CMI <8
SETIF 57/M2_cl st3 <32 >64 >8 >2 2<CMI<8
SETIF 57/M3_cl stl <32 >64 >8 <0,25 2<CMI <8
CONSTANTINE 58/M1_cl stl ST198 <32 >64 >8 <0,25 2<CMI<8
SETIF 59/M2_c3 stl <32 >64 >8 <0,25 2<CMI<8
SETIF 59/M3_cl stl <32 >64 >8 <0,25 2<CMI <8
SETIF 60/M1 cl stl <32 >64 >8 <0,25 2<CMI <8
SETIF 60/M2_cl stl <32 >64 >8 <0,25 2<CMI<8
SETIF 60/M3_cl st3 ST29 <32 >64 >8 <0,25 2<CMI<8
SETIF 61/M1_cl stl <32 >64 >8 <0,25 2<CMI <8
8<CMI <
SETIF 61/M2_cl st3 <32 a4 >8 <0,25 2<CMI<8
SETIF 62/M2_cl st2 >128 >64 >8 >2 2<CMI<8
SETIF 62/M3_cl st2 >128 >64 >8 >2 2<CMI <8
8<CMI <
SETIE 63/M1_cl stl <32 64 >8 >2 2<CMI <8
CONSTANTINE 64/M2_cl stl <32 >64 >8 <0,25 2<CMI<8
OUM EL
BOUAGHI 70/M2_cl st3 ST196 <32 >64 >8 <025 2<CMI<S$§
BISKRA 71/M1_cl st3 <32 >64 >8 <0,25 2<CMI <8
BISKRA 72/M1_cl st3 ST196 <32 >64 >8 <0,25 2<CMI<8
8<CMI <
BISKRA 72/IM3_cl st3 <32 64 >8 <0,25 2<CMI <8
CONSTANTINE 73/M1_c1 st3 <32 >64 >8 <0,25 2<CMI<8
CONSTANTINE 73/IM2_cl st3 <32 >64 >8 <0,25 2<CMI <8
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Toutes les souches étaient résistantes a I'oxytétracycline avec une CMI supérieure a 8
pg/ml. Pour le florfénicol, toutes les souches algériennes avaient une valeur de CMI comprise
entre 2 et 8 pug/ml, c'est-a-dire intermédiaires ou faiblement résistantes. Les résultats pour ces
deux familles d'antimicrobiens sont comparables aux souches francaises durant cette période
(Jay et al., 2021). Les résultats pour la spectinomycine, la tylosine et I'enrofloxacine sont
présentés a la figure 26. La majorité des souches (34/44) étaient sensibles a la spectinomycine
alors qu'elles étaient principalement intermédiaires ou résistantes a la tylosine. La majorité des

souches étaient sensibles a I'enrofloxacine (36/44) mais (5/44) des souches étaient résistantes.

Spectinomycin Tylosin Enrofloxacin

: I

40 l 40 H 40 ‘
30 30 30
20 20 20
10 10 10
0 0 0

<32 64128 >128 <8 16-64  >64 <025 0.5-2 >2

Figure 25: Distribution des profils MIC (pug/ml) de la spectinomycine, de la tylosine

et de I'enrofloxacine pour 44 clones de M. bovis.

Légende : Une fleche indique la CMI 90 : spectinomycine CMI90> 64, CMI90 pour la

tilmicosine a été utilisée pour la tylosine : CMI90 >128, enrofloxacine CMI190 =0,5

Evaluation CMI des clones de M. bovis en Algérie

Un autre objectif de cette étude était d'évaluer le niveau de résistance aux antibiotiques
des clones isolés en Algerie, en lien avec l'utilisation des antibiotiques dans les élevages.
Quarante-quatre clones de M. bovis ont été testés contre 5 antimicrobiens correspondant aux
molécules les plus fréquemment utilisées pour traiter les maladies respiratoires en Algérie. Tous
les clones étaient résistants a I'oxytetracycline, comme décrit partout ailleurs dans la littérature
(Lysnyansky et Ayling, 2016 ; Klein et al., 2017 ; Klein et al., 2019). Comparés aux niveaux
de résistance des souches européennes (Bokma et al., 2020 ; Jay et al., 2021), les clones
algériens ont montré des résultats similaires pour la spectinomycine et le florfénicol.

Il est important de noter que les clones appartenant au ST8 ont montré des niveaux de
résistance similaires aux souches isolées de France (résistants a toutes les molécules sauf
enrofloxacine), d'ou le ST8 aurait pu étre importé. Une proportion plus élevée de clones
résistants aux fluoroquinolones a été identifiée ici. Cette proportion n'est pas aussi élevée

qu'en Espagne, ou il n'y a pas de restriction d'usage pour cette famille (Garcia-Galan et al.,
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2020), mais plus élevé qu'en France (Jay et al., 2021). Sur les 5 clones testés comme
résistants a I'enrofloxacine, le seul qui avait été sous-typé appartenait au ST188, un sous-type
rencontré auparavant uniqguement en Espagne PUubMLST (Anonyme 5)

Ce pays montre beaucoup de résistance aux fluoroquinolones (Garcia-Galén et al.,
2020) et pourrait étre a I’origine d’introduction de souches résistantes en Algérie par le biais
du commerce de bovins.

Quelques veaux chez lesquels des clones ont été isolés (n = 6) avaient été traités avec des
antibiotiques avant les prélevements (tableau 29). Nous n'avons pas pu trouver de lien entre les
traitements recus par les veaux et le niveau de résistance aux antibiotiques chez les clones isolés,
comme ce qui a été décrit auparavant (Becker et al., 2020). En France les souches circulantes
étant déja largement résistantes, les traitements n’ont pas d’impact sur I’apparition de nouvelles
résistances. Les seules molécules qui pourraient encore sélectionner des résistances sont les
fluoroquinolones, mais leur usage étant restreint réglementairement, cela n’est pas observé sur
le terrain. Comme cette étude est la premiere concernant 1’antibiorésistance de M. bovis en
Algérie, il n’est pas possible de tirer les mémes conclusions par 1’observation de quelques
clones seulement. Le seul impact de I'utilisation des antibiotiques mesurable ici aurait été
d'empécher I'isolement de M. bovis chez quelques veaux malades. Sur les 25 veaux traités, 19
ont été testés PCR positifs dont 8 n‘ayant montré aucune croissance en culture (moyenne Ct=33,
[26-36]). Dans ces cas, la bactérie était probablement présente (PCR positive), mais avec une
perte de viabilité due aux traitements antibiotiques.

Les clones trouvés ici se sont avéres résistants a au moins une molécule (oxytétracycline)
mais pouvaient également étre résistants a diverses combinaisons d'une, deux ou trois
molécules supplémentaires (spectinomycine, tylosine et/ou enrofloxacine) (voir tableau 29).
Cette diversité phénotypique contraste avec la situation en France (Bouchardon et al., 2014 ;
Becker et al., 2015). Au méme titre que la diversité génétique observée plus tét, la grande
diversité des niveaux de résistance observée peut nous faire pense qu’une importation réguliére
de souches de M. bovis via le commerce de bovins pourrait étre responsable de la diversité
observée a tous les niveaux en Algérie.

Il est toujours tentant de faire le lien entre la diversité des sous-types moléculaires et les
profils de résistance, mais il n'existe toujours pas de méthode de typage capable de differencier
les phénotypes de M. bovis (Kinnear et al., 2021). Nous avons ici confirmé qu’il existe un lien
non réciproque entre les sous-types et les profils de sensibilité : tous les clones multirésistants
(CMI augmentée a I'enrofloxacine et résistants aux 4 autres molécules) appartenaient au st2
(sous-typage polC) (comme la majorité des souches circulant en France) ou aux ST8 et ST188

(sous-typage MLST), mais tous les clones st2 algériens n'étaient pas multirésistants. Il n’y a
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pas de lien direct entre sous-type et résistance pour les souches en Algérie, contrairement a ce

qui a été observé en France (Khalil et al., 2016).

103



Conclusion et recommandations



Conclusion et recommandations

Conclusion et recommandations

Cette étude a démontré pour la premiere fois que M. bovis est fortement présent dans les
cas de maladie respiratoire bovine dans I'est de I'Algérie. Cette premiere étude de M.bovis a
permis de confirmer sa présence dans les élevages bovins de I’est d'Algérie, et d‘identifier les
facteurs de risque qui lui sont associés (changement climatique, age, stress, déficit
alimentaire...). De plus, la détection sérologique a bien permis de tracer la circulation de ce
germe. Mais le recours au dépistage par technique ELISA qui nous montre que la circulation
globale de M. bovis doit se faire en complément d’autres méthodes de diagnostic au niveau

individuel telles que la culture et la rt-PCR.

Les résultats sur des fermes pilotes en Algérie semblent suggérer que I'amélioration des
compétences en gestion de la santé bovine est une voie essentielle pour limiter I'impact
économique des maladies respiratoires. La prévention d’une infection au sein d’un troupeau est
compliquée et doit reposer sur des pratiques de management qui concernent I’ensemble des
classes d’age et les différentes catégories d’animaux. D’autre part, elle doit se baser sur des
outils de dépistage et de diagnostic. Cependant, la fiabilité de ces outils n’est pas maximale en
raison de divers facteurs propres a eux (niveaux de sensibilité et spécificité des tests) et
extérieurs (qualité de prélevements et conservation) qui peuvent interférer avec leurs
efficacités. L’interprétation des résultats est donc délicate et difficile dans certaines situations
et demande une démarche raisonnée, qui n’est pas toujours facile et économiquement réalisable

en élevage.

L'identification des facteurs de risque associés a l'infection par M.bovis est un maillon
indispensable pour établir des programmes de prévention et de contrble des maladies
respiratoires chez les bovins. Une solution serait de développer un vaccin mais son
développement est difficile et a déja été source de nombreux échecs et demande de mieux

connaitre M. bovis.

Les clones de M.bovis étudiés, isolés de différents élevages et wilayas, présentaient des
profils de sous-types et des niveaux d'antibiorésistance variés. Le schéma MLST utilisé ici s'est
aveéré un outil pratique et puissant pour étudier I'épidémiologie de cette bactérie et ses liens avec
le commerce mondial du bétail. Nous espérons que cette étude incitera davantage les
scientifiques a compléter la base de données afin que la communauté puisse avoir une meilleure
vision de M. bovis dans le monde. Aprés cette premiere approche, I'épidémiologie de M. bovis
en Algérie pourrait effectivement bénéficier d’études plus approfondies pour retracer I'histoire

phylogénique de M. bovis dans le pays.
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Toutefois, pour mieux explorer le réle de M.bovis dans la maladie respiratoire bovine en
Algérie, des études plus détaillées doivent étre menees sur cette bactérie. 1l est méme
recommandé de mener des études sur d'autres germes causant ces maladies respiratoires en

association avec M.bovis ou seuls.
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Annexe 1

Fiche descriptive élevage (une fiche remplis par élevage)

Nom, adresse :
Prévention : vaccins éventuels mis en place, antiparasitaires :
Statut sanitaire de 1’élevage : tuberculose / brucellose :
Gestion de batiment :

- Fréquence du nettoyage :

- Désinfection :

- Vide sanitaire :

Fiche descriptive des cas, a remplir a chaque fois que les
préelevements sont faits

Date de prélevement :
Taille du lot ou il y avait des malades :
Proportion de malades (en%) :

Descriptions des signes cliniques

-Temperature : Toux : Jetage : Dyspnée :

Identification des animaux :

N° N° Date de | Malade / | Durée Statut Préléevement | Sang
prélevement | veau naissance | Sain de la | sanitaire | LBA
maladie

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

Autres analyses faites :

Autres agents pathogénes détecté dans I’élevage :
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Annexe 2
Exemple de gamme de dilution d’antibiotiques + Vol et Concentrations des boites
0,3 pgl/mL

5" meére
B0 pg/miL S5 pg/mlL

1280 pgimiL
1mL 5% + 1mL 5° + 1mL 5° +

15mL solvant I 15mL solvant I 15mL solvant I

v, v

4 mL solvan

ArmlL 5% +
4 mL sohvan

1L 5% «

Al 5% +
7 mlL salvant

4 L solvan

Ll 5% = 1l 5% +
7 mlL salvant

7 mL sobsant

2l 5% -
& mL solvant B mil salvant B mil salbvan

VYRV EVEAV IRV AV VIRV

640 pg/mL 320 ug/ml 160 pg/miL 40 pgdmiL 20 pg/mL 10 pgSml 2,5 pg/mL
= petite boite:J,25 mL
S 20X + 475 mL milieu
+ Grandeboite 0,65 mL
5% 20X + 12,35 mL milieu
B
pg/mL

0,0625
pe/mL 0,015
pg/mL
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Résumé

A ce jour, aucune infection & Mycoplasma bovis n’a été signalée chez les veaux en
Algérie. 1l est important de surveiller sa séroprévalence sur le terrain. La présence d’anticorps
spécifiques contre M. bovis dans le sérum des veaux est étudiée dans la présente étude. Au total
351 échantillons de sérum de veaux malades et cliniquement sains ont été examinés. Un kit
commercial ELISA (ID Screen® ELISA) pour le diagnostic des anticorps de M. bovis dans des
échantillons de serum, a été utilisé. Des anticorps spécifiques contre M. bovis ont été identifiés
dans 241 des 351 échantillons (69%). La séroprévalence observée est la preuve de la présence
de M. bovis chez les veaux dans différents élevages de 1’est Algérien. Le second objectif de la
présente étude est de déterminer la présence de M. bovis et de caractériser les souches isolées.
Des lavages broncho-alvéolaires (LBA) ont été recueillis chez 176 veaux malades dans 60
troupeaux pour la détection de M. bovis par PCR en temps réel et culture. M. bovis a été détecté
dans 102 LBA (58%) par rt-PCR et dans 84 cultures (48%). A partir des cultures positives, 53
clones ont été identifiés et sous-typés avec 2 méthodes : le schéma polC utilisé en France et la
MLST internationale. Une trés large diversité génétique a été observée parmi les clones. Aucun
sous-type n’était prédominant. De nouveaux alléles et sous-types ont été déterminés, prouvant
ainsi la grande diversité de M. bovis, en particulier en Algérie. La CMI de 5 antibiotiques a été
déterminée sur un panel de 45 clones algériens. La totalité des clones étaient résistants a
I’oxytétracycline et intermédiaires au florfénicol, la majorité des clones (32/45) étaient
sensibles a la spectinomycine alors qu’elles étaient principalement intermédiaires ou résistantes
a la tylosine. La majorité des souches étaient sensibles a I’enrofloxacine (33/45), mais un
nombre non négligeable de clones étaient résistants. En conclusion, M. bovis circule chez les
veaux souffrant de bronchopneumonies en Algérie et montre une diversité génétique et
phénotypique plus importante que dans d’autres pays.

Mots clés : Maladies respiratoires bovines, antibiorésistance, Algérie, Mycoplasma bovis.



Abstract

To date, no Mycoplasma bovis infection has been reported in calves in Algeria. It is
important to monitor seroprevalence in the field. The presence of specific antibodies against M.
bovis in calf serum is investigated in this study. A total of 351 blood serum samples from
diseased and clinically healthy calves were examined. A commercial ELISA kit (ID Screen®
ELISA) for the diagnosis of M. bovis antibodies in blood serum samples was used. Specific
antibodies against M. bovis were identified in 241 of 351 samples (69%). The seroprevalence
revealed is an evidence of the presence of M. bovis in calves in various herds in eastern Algeria.
The second interest of this study was to determine the presence of M. bovis and to characterize
the isolated strains. Broncho alveolar lavage fluids (BALF) were collected in 176 diseased
calves in 60 herds for the detection of M. bovis by real time-PCR and culture. M. bovis was
detected in 102 BALF (58%) by rt-PCR and in 84 cultures (48%), From the positive cultures,
53 M. bovis’ clones were identified and characterized. Two subtyping methods were used: the
polC scheme used in France and the international MLST. A great genetic diversity was
observed between clones. There was no predominant subtype. New alleles and new subtypes
were defined, proving the large diversity of M. bovis, especially in Algeria. The MIC of 5
antimicrobials was determined on a panel of 45 Algerian clones. All the clones were resistant
to oxytetracycline and intermediate to florfenicol. The majority of the strains (32/45) were
susceptible to spectinomycin while they were mainly intermediate or resistant to tylosin. The
majority of strains were susceptible to enrofloxacin (33/45), but a significant number of strains
were resistant. In conclusion M. bovis circulates in calves suffering from bronchopneumonia in
Algeria and shows a greater genetic and phenotypic diversity than elsewhere in the world.

Keywords: Bovine respiratory diseases, antimicrobial resistance, Algeria, Mycoplasma bovis.
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Résumé

A ce jour, aucune infection & Mycoplasma bovis n’a été signalée chez les veaux en Algérie. Il est important de surveiller sa
séroprévalence sur le terrain. La présence d’anticorps spécifiques contre M. bovis dans le sérum des veaux est étudiée dans
la présente étude. Au total 351 échantillons de sérum de veaux malades et cliniquement sains ont été examinés. Un kit
commercial ELISA (ID Screen® ELISA) pour le diagnostic des anticorps de M. bovis dans des échantillons de sérum, a été
utilisé. Des anticorps spécifiques contre M. bovis ont été identifiés dans 241 des 351 échantillons (69%). La séroprévalence
observée est la preuve de la présence de M. bovis chez les veaux dans différents élevages de 1’est Algérien. Le second objectif
de la présente étude est de déterminer la présence de M. bovis et de caractériser les souches isolées. Des lavages broncho-
alvéolaires (LBA) ont été recueillis chez 176 veaux malades dans 60 troupeaux pour la détection de M. bovis par PCR en
temps réel et culture. M. bovis a été détecté dans 102 LBA (58%) par rt-PCR et dans 84 cultures (48%). A partir des cultures
positives, 53 clones ont éeté identifiés et sous-typés avec 2 méthodes : le schéma polC utilisé en France et la MLST
internationale. Une trés large diversité génétique a été observée parmi les clones. Aucun sous-type n’était prédominant. De
nouveaux alléles et sous-types ont été déterminés, prouvant ainsi la grande diversité de M. bovis, en particulier en Algérie.
La CMI de 5 antibiotiques a été déterminée sur un panel de 45 clones algériens. La totalité des clones étaient résistants a
I’oxytétracycline et intermédiaires au florfénicol, la majorité des clones (32/45) étaient sensibles a la spectinomycine alors
qu’elles étaient principalement intermédiaires ou résistantes a la tylosine. La majorité des souches étaient sensibles a
I’enrofloxacine (33/45), mais un nombre non négligeable de clones étaient résistants. En conclusion, M. bovis circule chez
les veaux souffrant de bronchopneumonies en Algérie et montre une diversité génétique et phénotypique plus importante
que dans d’autres pays.

Mots clés : Maladies respiratoires bovines, antibiorésistance, Algérie, Mycoplasma bovis.

Abstract

To date, no Mycoplasma bovis infection has been reported in calves in Algeria. It is important to monitor

seroprevalence in the field. The presence of specific antibodies against M. bovis in calf serum is investigated in this study.
A total of 351 blood serum samples from diseased and clinically healthy calves were examined. A commercial ELISA kit
(ID Screen® ELISA) for the diagnosis of M. bovis antibodies in blood serum samples was used. Specific antibodies against
M.bovis were identified in 241 of 351 samples (69%). The seroprevalence revealed is an evidence of the presence of M. bovis
in calves in various herds in eastern Algeria. The second interest of this study was to determine the presence of M. bovis and
to characterize the isolated strains. Broncho alveolar lavage fluids (BALF) were collected in 176 diseased calves in 60 herds
for the detection of M. bovis by real time-PCR and culture. M. bovis was detected in 102 BALF (58%) by rt-PCR and in 84
cultures (48%), From the positive cultures, 53 M. bovis’ clones were identified and characterized. Two subtyping methods
were used: the polC scheme used in France and the international MLST. A great genetic diversity was observed between
clones. There was no predominant subtype. New alleles and new subtypes were defined, proving the large diversity of M.
bovis, especially in Algeria. The MIC of 5 antimicrobials was determined on a panel of 45 Algerian clones. All the clones
were resistant to oxytetracycline and intermediate to florfenicol. The majority of the strains (32/45) were susceptible to
spectinomycin while they were mainly intermediate or resistant to tylosin. The majority of strains were susceptible to
enrofloxacin (33/45), but a significant number of strains were resistant. In conclusion M. bovis circulates in calves suffering
from bronchopneumonia in Algeria and shows a greater genetic and phenotypic diversity than elsewhere in the world.
Keywords: Bovine respiratory diseases, antimicrobial resistance, Algeria, Mycoplasma bovis.
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