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2.3.2 Prélèvements 

Un plan d’échantillonnage a été mis en place pour un mois.  

Pour les brebis, des échantillons de lait des demi-mamelles ont été prélevés tous les 

jours entre le 17 novembre et le 12 décembre ainsi que le 15 décembre (veille des autopsies). 

Des prises de sang sont également réalisées deux fois par semaine ; le sang était collecté sur 

des tubes secs (voir figure 1) puis centrifugé dans la demi-journée. Le sérum était ensuite 

réparti en fraction alicote. 

Les prélèvements de laits ont été effectués dans le calme et de façon aseptique. Ils 

permettaient de vérifier que chaque brebis ne présentait pas d’agalaxie. Afin de ne pas affoler 

les animaux, les brebis étaient regroupées à l’aide d’une barrière. Un opérateur contenait 

l’animal qui était prélevé pour éviter tout mouvement et faciliter la traite. Les trayons étaient 

désinfectés à l’alcool à 70° et le flacon de prélèvement est stérile. Les opérateurs portaient des 

gants pour éviter la contamination des échantillons.  

Pour les agneaux, des prises de sang (sur tube sec) étaient également réalisées deux 

fois par semaine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Plan d’échantillonnage 
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2.4 Analyses ante-mortem 

2.4.1 Analyses du lait 

Avant toutes les analyses réalisées sur le lait, des échantillons sont congelés et stockés 

à -20°C. 

2.4.1.1 Bactériologie 

Deux types d’examens bactériologiques ont été réalisés. Tout d’abord, nous réalisions 

une bactériologie classique. Le lait était stocké pendant moins de deux heures à 4°C puis mis 

en culture sur des géloses au sang. Ces analyses bactériologiques n’ont été réalisées que deux 

fois par semaine (les lundi et jeudi). 

A ces bactériologies classiques s’ajoutaient des bactériologies mycoplasmiques. La 

première phase était l’enrichissement des prélèvements par ensemencement en milieu liquide 

spécifique SP4 à des dilutions 1/10 et 1/100 puis incubation à l’étuve 3 jours à 37°C en 

atmosphère enrichie en CO2. La deuxième phase consistait à repiquer les cultures sur un 

milieu liquide spécifique SP4; placé à l’étuve pendant 4 jours dans les mêmes conditions que 

l’étape précédente. La dernière phase était l’étalement des cultures sur des géloses 

mycoplasmes (SP4) et le passage à l’étuve à 37°C pendant 4 jours supplémentaires. Les 

géloses étaient ensuite examinées sous une loupe binoculaire.  
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La figure 2 montre les différentes étapes pour les deux bactériologies réalisées sur le 

lait : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Phase 4 : Lecture à la loupe 

binoculaire 

Phase 3 : Repiquage sur des 

géloses SP4 

Phase 2 : Repiquage des cultures 

sur milieu liquide 

Phase 1 : Enrichissement milieu 

liquide (dilutions 1/10 et 1/100) 

Congélation à -20°C Echantillons lait Etalement sur 

gélose au sang 

Figure 2 : Schéma expérimental des bactériologies de lait 

Légende 

                  : Etape de la bactériologie   

                 : Passage d’une étape à une autre /              : Etape nécessitant un temps 

d’incubation ou de réfrigération 

                : Autre technique de laboratoire utilisée sur l’échantillon 
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2.4.1.2 Colony blot 

Il était également réalisé des colony blots sur des géloses SP4  quatre fois sur la durée 

de l’expérimentation (les 21 et 27 novembre puis le 5 et 12 décembre). C’est une méthode de 

révélation des antigènes de colonies de mycoplasmes.  

Au préalable, des colonies ont poussé sur un milieu gélosé dans une boite de Pétri. 

Ensuite, une membrane de nitrocellulose était appliquée sur la boite de Pétri pour permettre le 

transfert des colonies (pour s’assurer du transfert, la membrane est colorée avec du rouge 

ponceau). Les membranes étaient ensuite incubées dans une solution tampon contenant 5% de 

lait écrémé en poudre (Régilait ®). Les membranes étaient utilisées pour la  révélation 

d’anticorps. La première étape était l’incubation des membranes avec un anticorps primaire 

spécifique. Après lavage, les membranes ont été incubées avec des anticorps secondaires 

c’est-à-dire des anticorps anti-anticorps primaires. 

Les colonies ont finalement été observées à la loupe binoculaire. Sur la figure 3, 

aucune des cultures faites à partir d’échantillons de lait ne montre la présence d’antigène de 

Mycoplasma agalactiae.  

Figure 3 : Plan des Colony Blot 

Légende 

: Contrôle + 

: Contrôle – 

G / D : Echantillon de lait issu de la demi-mamelle gauche / droite 
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2.4.1.3 PCR 

L’objectif est d’amplifier un fragment d’ADN de Mycoplasma agalactiae puis un 

fragment spécifique à chaque souche.  

Le lait était dilué dans un tampon phosphate (PBS) au quart (une partie de lait pour 3 

parties de PBS) et au demi (une partie de lait pour une partie de PBS)  puis stocké à -20°C. En 

effet, pour extraire l’ADN il était nécessaire de diluer le lait. Une extraction d’ADN avec le 

kit QIAGEN (Hilden, Allemagne) était réalisée puis ces échantillons ont été analysés par 

PCR. Le kit QIAGEN (Hilden, Allemagne) contenait deux tampons (AW1 et AW2). Les 

échantillons de lait ont été incubés 20 minutes à 56°C avec de la protéinase K puis passés 

plusieurs fois dans une colonne avec les différents tampons. 

Sur le lait, après extraction de l’ADN, nous procédions aux différentes PCR : une pour 

détecter la présence de mycoplasmes et les 2 autres pour déterminer quelle souche est 

présente dans le lait. Pour toutes les PCR, le volume du mélange était de 25µL et celui-ci 

contenait : 1µL de dNTP, 2,5 µL de tampon 10X NEB, 1 µL de chaque amorce, 0,5 µL de 

Taq polymérase et 1 à 2 µL du milieu de culture et de l’eau. 

Deux types de PCR ont ensuite été mises en place (voir tableau 2) :  

- Une PCR avec une amorce pour identifier la présence de Mycoplasma 

agalactiae : l’amorce  utilisée était la PolC (MaPol-1F et MApol-5R). Le programme était 

alors le suivant : 1 cycle à 94°c pendant 2 min, 35 cycles avec 30 secondes à 94°C, 30 

secondes à 49°C et 30 secondes à 72°C puis un cycle à 72°C pendant 5 minutes.  

- Une PCR pour différencier les deux souches (5632 et PG2) : les amorces 

utilisées étaient MAG_1570R/F et ORF22-F/R-ICE. Le programme était alors le suivant : 1 

cycle à 94°c pendant 2 min, 30 cycles avec 30 secondes à 94°C, 30 secondes à 55°C et 30 

secondes à 72°C puis un cycle à 72°C pendant 5 minutes. 
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Tableau 1 : Positivité des souches selon l'amorce de la PCR 

Amorce Souche positive 

PolC (MaPol-1F et MaPol-5R) 5632 et PG2 

MAG_1570F/R PG2 

ORF22-F/R-ICE 5632 

 

Après amplification, les produits issus de la PCR ont été soumis à une électrophorèse 

sur gel d’agarose afin de lire et interpréter les résultats. La migration des fragments d’ADN 

amplifiés varie selon leur taille.  

Pour l’électrophorèse, le gel était chargé avec les produits de la PCR ainsi que des 

témoins positifs et négatifs. Ce gel était immergé dans un tampon et soumis à une tension 

électrique pendant 30 minutes. Le gel a ensuite été révélé.  
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La figure 4 récapitule les étapes pour les PCR effectuées sur le lait :  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 4 : Schéma expérimental des PCR sur les échantillons de lait 

Phase 5 : Analyse du produit de 

PCR par électrophorèse sur gel 

d’agarose 

Phase 4 : PCR avec amorce PolC 

(Détection des mycoplasmes) 

Phase 3 : Obtention mélange pour 

PCR 

20min à 56°C 

Phase 2 : Extraction avec le kit 

QUIAGEN 

Phase 1 : Dilution au ¼ et 1/2 

Echantillons lait 

Congélation à -20°C 

Phase 4 : PCR avec amorces 

MAG_1570R/F et ORF22-F/R-

ICE  

(Différenciation des souches) 

Phase 5 : Analyse du produit de 

PCR par électrophorèse sur gel 

d’agarose 



25 

 

Au début de l’expérimentation, nous avons effectué les PCR tous les 3 jours. Puis afin 

de ne pas manquer d’excrétion intermittente, nous avons réalisé les PCR sur tous les 

échantillons de lait. Par ailleurs, la PCR pour détecter la souche n’était effectuée que si la 

PCR qui détecte les mycoplasmes est positive. 

2.4.2 Analyses du sang des brebis et agneaux : western blot 

Les sérums ont été stockés à -20°C jusqu’à analyse par Western blot. Les Western 

Blot ont été effectués le premier jour, jour de l’inoculation et le dernier jour, jour de 

l’euthanasie. La technique de Western Blot utilisée est celle en vigueur au laboratoire de 

pathologie de la reproduction de l’ENVT. Après une électrophorèse des échantillons, les 

protéines séparées ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose pour révélation avec 

un anticorps. Dans notre cas, nous cherchions à mettre en évidence les anticorps anti-

mycoplasmes présents dans le sang. Les Western Blot ont été réalisés pour les 2 souches 

inoculés.  

2.4.3 Calendrier des analyses de laboratoire 

Toutes les analyses de laboratoires sont répertoriées dans la frise chronologique 

suivante (figure 3).  

Figure 5 : Calendrier de réalisation des analyses de laboratoire 
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2.5 Analyses post-mortem 

2.5.1 Euthanasie et autopsie 

Au terme du suivi, tous les animaux ont été euthanasiés par injection intraveineuse 

d'une surdose de penthobarbital sodique (140 mg/kg de poids vif ; Euthasol ®).  

Pour les agneaux comme pour les brebis, nous avons observé l’état général des 

animaux, l’état d’embonpoint ainsi que la laine.  

Lors de l’autopsie des brebis, nous observions et palpions la mamelle et les 

articulations à la recherche de mammites ou d’arthrite. Nous examinions les yeux pour repérer 

d’éventuelles kératites. Nous réalisions également des écouvillons nasaux, auriculaires et 

conjonctivaux et nous prélevions les nœuds lymphatiques pré-scapulaires, parotidiens et rétro-

mammaires. 

Pour l’autopsie des agneaux, nous constations d’éventuelles anomalies des yeux ou 

des articulations. Des écouvillons nasaux, auriculaires et conjonctivaux ont été réalisés et les 

nœuds lymphatiques médiastinaux, mésentériques et rétro-mammaires (pour les femelles) ont 

été prélevés ainsi que les tonsilles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Photo  3 : Nœud lymphatique pré-scapulaire 

abcédé (O. Amblard) 

NL pré-scapulaire 

abcédé 

Photo  2 : Tonsille palatine d'un agneau (O. 

Amblard) 

Tonsilles 
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2.5.2 Analyses des nœuds lymphatiques 

Une partie des nœuds lymphatiques frais ont été mis en culture pour un examen 

bactériologique et l’autre partie était stockée à -80°C pour ensuite réaliser des PCR. Afin de 

réaliser la PCR, une extraction d’ADN avec le mini kit QIAamp DNA (QIAGEN) a été 

effectuée au préalable.  

2.5.2.1 Bactériologie 

Tous les nœuds lymphatiques prélevés ont été mis en culture selon le protocole en 

vigueur au laboratoire.  

 

 

 

Photo  4 : Ecouvillon oculaire (O. Amblard) 

Ecouvillon sur la cornée et 

la conjonctive  
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2.5.2.2 PCR 

Une PCR a été réalisée directement sur des broyats de nœuds lymphatiques après 

extraction de l’ADN. Après culture des nœuds lymphatiques, une seconde PCR a été 

effectuée. 

.L’extraction de l’ADN s’est faite à l’aide du kit QIAamp DNA Mini kit. Il contenait 

quatre tampons (AL Lysis, ATL Tissue Lysis, AW1 Wash Buffer, AW2 Wash Buffer 2). Des 

échantillons de 25mg de tissus ont été incubés 20 minutes à 56°C avec de la protéinase K et 

du tampon ATL. Les échantillons ainsi obtenus ont ensuite été passés plusieurs fois dans une 

colonne avec les différents tampons.  

Comme pour le lait, 2 types de PCR ont été mises en place :  

- Une PCR avec l’amorce PolC pour identifier la présence de Mycoplasma 

agalactiae 

- Une PCR avec des amorces spécifiques permettant de différencier les 2 souches : 

5632 et PG2 

Après amplification, les produits issus de la PCR ont été soumis à une électrophorèse 

sur gel d’agarose. La technique utilisée était la même que celle pour les échantillons de lait. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



29 

 

La figure 6 montre les étapes d’analyses des nœuds lymphatiques :   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Phase 3 : PCR avec amorce PolC 

(Détection des mycoplasmes) 

Phase 3 : PCR avec amorces 

MAG_1570R/F et ORF22-F/R-

ICE 

(Différenciation des souches) 

Phase 4 : Analyse du produit de 

PCR par électrophorèse sur gel 

d’agarose Phase 4 : Analyse du produit de 

PCR par électrophorèse sur gel 

d’agarose 

Phase 2 : Obtention mélange pour 

PCR 

20min à 56°C, protéinase K 

Congélation à -80°C 

Phase 1 : Extraction avec le kit 

QIAamp 

Bactériologie Phase 0 : Culture 

Nœuds lymphatiques 

Figure 6 : Schéma expérimental des analyses des nœuds lymphatiques 



30 

 

2.5.3 Analyses des écouvillons 

Une extraction d’ADN était réalisée au préalable. Les écouvillons ont été placés dans 

des tubes contenant 0,5mL de tampon de lyse (100mM Tris-HcL, pH 8,5, 0,05% Tween 20 et 

0,24mg/mL protéinase K) et agités pendant 1 minute. Les tubes ont été laissés 60 minutes à 

60°C puis 15 minutes à 97°C (Vilei et al. 2007).  

Les 2 types de PCR ont ensuite été réalisés sur les échantillons obtenus comme pour 

les nœuds lymphatiques et le lait ainsi que des électrophorèses. 

 Les écouvillons ont ensuite été stockés à -20°C. 
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3 Résultats 

3.1 Suivi 

3.1.1 Suivi clinique 

Le suivi clinique reposait sur des observations journalières ainsi que des examens 

cliniques complets deux fois par semaine (voir tableau 2). 

Tableau 2: Examen clinique des brebis 

 

 

 

 

Brebis Brebis 1 Brebis 2 Brebis 3 Brebis 4 Brebis 5 Brebis 6 

Température rectale 
moyenne 

 en °C 
39,4 39,5 39,4 39,3 39,4 39,6 

Symétrie de  
la mamelle 

N N N 

Légère asymétrie à 
G  

les 27 novembre,  
le 5 et 8 décembre 

Légère 
asymétrie à D 

 le 21 
novembre 

Légère asymétrie à 
D le 21 novembre 

puis à partir du 1er 
décembre  

Consistance de  
la mamelle 

Homogène 
Souple 

Homogène 
Souple 

Homogène 
Souple 

Homogène 
Souple 

Homogène 
Souple 

Homogène 
Souple 

Température de  
la mamelle 

N N N N N N 

Lésions peau/  
trayon 

N 
Ecthyma D et G à 

partir  
du 21 novembre 

N 
Abcès trayon G à 

partir  
du 8 décembre 

N 

Abcès cutané du 17 
au 21 novembre 

Ecthyma G à partir 
du 5 décembre 

Nœud lymphatique  
rétro-mammaire 

N 

D = réactionnel à 
partir du 5 
décembre 

G = N 

D : réactionnel 
tout au long de 

l'expérimentation 
G : N 

G : Réactionnel à 
partir du 5 
décembre  

D : N 

N 
Réactionnels  

(G : taille mandarine 
et D : taille noix) 

Lait N N N 
Hypogalaxie dès le 

1er décembre 
N N 

Boiterie N 
Piétin antérieur D  

jusqu'au 24 
novembre 

N N N N 

Signes oculaires N N N N N N 

Légende 

D : droite / G : gauche 

N : normal (symétrie des 2 hémi-mamelles, mamelle tiède, pas d’anomalie de la peau et des trayons, pas d’hypogalaxie ou 

d’agalaxie, pas de boiterie ni de signes oculaires) 

Homogène : pas d’induration locale / hétérogène : points d’induration locaux 

Souple : pas induré ni complètement molle 

Réactionnel : NL induré, hypertrophié 
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 Figure 7: Courbes des températures au cours des examens cliniques 
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Température rectale en °C de 2 brebis 

Brebis 1
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Les brebis 1 et 5 n’ont montré aucun signe clinique tout au long du suivi. Cependant la 

brebis 5 a présenté un abcès à l’épaule droite, lieu d’inoculation. Nous avons traité la douleur 

par l’administration d’acide tolfénamique (Tolfine®) à la dose de 2mg/kg par jour pendant 

trois jours. Les brebis 2 et 3 ont présenté des signes cliniques mais n’ont pas pu être mis en 

relation avec l’agalaxie contagieuse.  

La brebis 4 a présenté une hypogalaxie à gauche entre le 27 novembre et le 8 

décembre ainsi qu’une hypertrophie du nœud lymphatique gauche entre le 5 et le 11décembre.  

En ce qui concerne la température rectale des brebis, les brebis 1, 3,4 et 5 n’ont pas eu 

d’élévation au-dessus de 40°C tout au long de l’expérimentation. La brebis 2 était en 

hyperthermie (40°C) le 7
ème

 jour. 

La brebis 6 a présenté dès le 1
er

 jour un abcès cutané sur l’hémi-mamelle droite qui est 

devenu caséeux le 21 novembre. Nous avons débridé l’abcès et traité la douleur par 

l’administration d’acide tolfénamique (Tolfine®) à la dose de 2mg/kg par jour pendant 3 

jours. Dès le 21 novembre, elle a présenté une légère asymétrie de la mamelle à droite plus ou 

moins marquée mais qui a duré jusqu’au dernier examen clinique. Les 2 nœuds lymphatiques 

rétro-mammaires ont été réactionnels à partir du 21 novembre : le nœud lymphatique gauche 

mesurait la taille d’une mandarine et le droit celle d’une noix. (cf Annexe : tableaux du suivi 

clinique). Par ailleurs, nous avons noté une élévation de la température moyenne au-dessus de 

39,5°C pour la brebis 6 avec 2 pics d’hyperthermie (à J4 et J7) au-dessus de 40°C. Sur le 

graphe suivant, nous avons représenté la courbe de température de la brebis 6 ainsi que de la 

brebis 1 (représentative des toutes les brebis n’ayant pas eu de pic d’hyperthermie). Les 

courbes de toutes les brebis sont en annexe 2. 
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Les agneaux, quant à eux, n’ont montré aucun signe clinique tout au long de 

l’expérimentation. 

3.1.2 Analyses du lait 

3.1.2.1 Bactériologie 

Pour les brebis 1,3 et 5, les cultures bactériologiques du lait ont été négatives ou 

souillées (colonies polymicrobiennes) pour les 2 hémi-mamelles. Le lait de la brebis 2 

présentait dès le jour d’inoculation des colonies de Streptocoques coagulase négative pour 

l’hémi-mamelle droite.  

Pour la brebis 4, les cultures de lait de la mamelle droite ont été négatives ou souillées. 

En revanche, pour la mamelle gauche, nous avons noté la présence d’hémolyse sans colonie 

entre le 24 novembre et le 4 décembre.  

Nous notions la présence de colonies de staphylocoques coagulase négative dans le lait 

de la brebis 6 à gauche le 27 novembre et le 1
er

 décembre. A droite, la culture du lait a montré 

une hémolyse sans colonie à partir du 27 novembre.  
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Le tableau 3 présente les résultats des bactériologies réalisées sur le lait. 

Tableau 3 : Résultats des analyses bactériologiques classiques sur le lait frais des brebis 

Date 17/11/2014 20/11/2014 24/11/2014 27/11/2014 

Brebis 
Hémi- 

mamelle 
  

Brebis 1 
D 0 0 0 0 

G 0 0 souillé 0 

Brebis 2 
D SCN SCN SCN SCN 

G 0 0 0 souillé 

Brebis 3 
D 0 0 0 0 

G 0 0 souillé 0 

Brebis 4 

D 0 0 0 0 

G 0 0 
Hémolyse  

sans colonie 
Hémolyse  

sans colonie 

Brebis 5 
D 0 0 0 souillé 

G 0 0 0 souillé 

Brebis 6 
D 0 0 souillé 

Hémolyse  
sans colonie 

G 0 0 0 SCN 

            

Date 01/12/2014 04/12/2014 11/12/2014 15/12/2014 

Brebis 
Hémi- 

mamelle         

Brebis 1 D 0 0 0 0 

  G 0 0 0 0 

Brebis 2 D SCN SCN SCN SCN 

  G 0 souillé souillé 0 

Brebis 3 D 0 souillé 0 0 

  G 0 0 0 souillé 

Brebis 4 D 0 souillé 0 0 

  G 
Hémolyse  

sans colonie 
Hémolyse  

sans colonie 
0 0 

Brebis 5 D 0 0 0 souillé 

  G 0 0 0 souillé 

Brebis 6 D 
Hémolyse  

sans colonie 
Hémolyse  

sans colonie 
Hémolyse  

sans colonie 
Hémolyse  

sans colonie 

  G SCN souillé 0 0 

Légende 

D : hémi-mamelle droite / G : hémi-mamelle gauche 

0 : pas de colonies visibles 

SCN : Staphylocoque coagulase négative / Souillé : polymicrobien 

Hémolyse sans colonies : hémolyse de la gélose mais de colonies présentes lors de la lecture 

des géloses (moins d’une semaine après l’ensemencement) 
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3.1.2.2 Colony blot 

Le 21 novembre, aucune colonie n’a été mise en évidence dans le lait des brebis. 

Le 27 novembre, nous avons noté la présence de la souche PG2 pour le lait de l’hémi-

mamelle gauche de la brebis 4 et la droite de la brebis 6. Pour la dilution au dixième, nous 

avons compté plus de 500 colonies pour la brebis 6 à droite et vu une nappe pour la brebis 4 à 

gauche. Pour la dilution au centième, les colonies étaient indénombrables pour la brebis 4 et 

108 colonies ont été comptées pour la brebis 6. 

Le 5 décembre, les Colony blot étaient positifs pour les 2 hémi-mamelles de la brebis 

4 et l’hémi-mamelle droite de la brebis 6 ; c’est la souche PG2 qui a été mise en évidence. 

Pour la dilution au centième, nous avons vu des nappes pour les hémi-mamelles droite de la 

brebis 6 et gauche de la brebis 4 ainsi que 25 colonies pour l’hémi-mamelle droite de l’animal 

4. Pour la dilution au centième, nous avons compté 3 colonies à droite pour la brebis 4 et 

toujours de nombreuses colonies pour les 2 autres.  

Le 12 novembre, nous avons retrouvé la souche PG2 pour le lait de l’hémi-mamelle 

gauche de la brebis 4 (présence douteuse) et la droite de la brebis 6. Pour la mamelle gauche 

de la brebis 4, plus ou moins 3 colonies ont été comptées à la dilution au centième mais 

aucune n’a été retrouvée au millième. Pour la mamelle droite de la brebis 6, nous avons vu 

une nappe à la dilution au centième et compté 60 colonies au millième.  
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Tableau 4: Résultats des Colony Blot sur le lait des brebis 

Date 
Dilution 

lait 
Révélation Brebis/côté positif Nombre de colonie PG2 5632 

21/11/2014 

1/10 ème fluorescéine Négatif 0 
- - 

- - 

1/100 ème fluorescéine Négatif 0 
- - 

- - 

27/11/2014 

1/10 ème péroxydase 
4G Nappe + - 

6D >500 colonies + - 

1/100 ème péroxydase 
4G Indénombrable + - 

6D 108 colonies + - 

05/12/2014 

1/100 ème péroxydase 

4D 25 colonies + - 

4G Nappe + - 

6D Nappe + - 

1/1000 
ème 

péroxydase 

4D 3 colonies + - 

4G Indénombrable + - 

6D Nappe + - 

12/12/2014 

1/100 ème péroxydase 
4G 3 colonies ? "+/-" - 

6D Nappe + - 

1/1000 
ème 

péroxydase 
4G 0 - - 

6D 60 colonies + - 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

Légende 

G : hémi-mamelle gauche : D : hémi-mamelle droite 

4 ou 6 : numéro de la brebis 

+ : positif pour une souche donnée 

Nappe : nombreuses colonies mais non discernables les unes des autres 

Indénombrable : colonies trop nombreuses pour être comptées 
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3.1.2.3 PCR 

Les brebis 4 et 6 étaient positives de façon constante à partir du septième jour (le 24 

novembre 2014).  Les PCR montraient que la souche présente était la PG2. Seule une demi-

mamelle excrétait Mycoplasma agalactiae pour chaque brebis sur toute la durée de 

l’expérimentation. Le côté gauche pour la brebis 4 et le côté droit pour la brebis 6. Mais le 

côté droit de la brebis 4 était légèrement positif pour la PG2 le 27 novembre puis du 4 au 6 

décembre. 

Tableau 5 : Résultats des PCR sur le lait 

Brebis Résultats 

1 Négatif 

2 Négatif 

3 Négatif 

4 

Positif à G (PG2) du 24 novembre au 15 décembre 

Positif faible à D (PG2) le 27 novembre et du 4 au 6 décembre 

5 Négatif 

6 Positif à D (PG2) du 24 novembre au 15 décembre 

 

 

Légende 

1-6 : Numéro de la brebis 

G : Hémi-mamelle gauche 

D : Hémi-mamelle droite 

Positif : PCR montre la présence d’une souche  de mycoplasme 

Négatif : Mycoplasme n’est pas excrété dans le lait 
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3.1.3 Analyses du sang des brebis et agneaux : western blot 

Toutes les brebis présentaient des anticorps contre Mycoplasma agalactiae pour les 2 

souches inoculées. Cependant, la présence était plus marquée pour certaines brebis (brebis 

n°1, 4 et 6) que d’autres (brebis n°3) (cf. figure 4 et 5).  

En revanche les agneaux ne semblaient pas avoir d’anticorps anti-mycoplasmes. 

Cependant, les Western Blot des agneaux 2 et 5 étaient douteux pour la souche PG2 (cf. 

figure 4 et 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9: Résultats du western blot pour la souche PG2 Figure 9 : Résultats Western Blot pour la souche 5632 

Légende 

Sheep : Brebis de 1 à 6, sang prélevé le dernier jour de l’étude 

Lamb : agneaux, sang prélevé le dernier jour de l’étude 

Negative sheep : Contrôle négatif (brebis) 

Negative goat : Contrôle négatif (chèvre) 

+ sheep PG2 : Contrôle positif pour la souche PG2 

+ goat 5632 : Contrôle positif pour la souche 5632 
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3.2 Post-mortem 

3.2.1 Autopsies 

3.2.1.1 Etat général 

Les brebis ainsi que les agneaux étaient en très bon état général. En effet, les agneaux 

ne semblaient pas amaigris.  

3.2.1.2 Articulations et mamelles 

Toutes les articulations semblaient normales à la palpation-pression. Aucune boiterie 

n’avait été détectée lors des examens cliniques. 

Les mamelles étaient normales à la palpation excepté les asymétries remarquées lors 

des examens cliniques. Nous ne notions pas d’induration marquée ni signe de mammite, le lait 

était de consistance normal. Aucune coupe de mamelle n’a été réalisée. 
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3.2.1.3 Nœuds lymphatiques 

Lors des autopsies, nous prélevions les nœuds lymphatiques des brebis et nous 

décrivions ensuite leur aspect macroscopique (voir tableau 6). 

Tableau 6 : Description des nœuds lymphatiques des brebis 

Brebis 1 2 3 4 5 6 

NL rétro-
mammaire droit 

N N 
Hypertrophié  

pus blanc-
jaunâtre 

N N 

Hypertrophié et 
hémorragique,  
nodules dans la 

corticale 

NL rétro-
mammaire 

gauche 
N N N N N 

Très hypertrophié, 
pus,  

crisse à la coupe et 
perte de structure 
cortico-médullaire 

Pré-scapulaire 
Hémorragiques  

avec du pus 
blanc jaunâtre 

Kyste 
caséeux 

Hémorragique  
avec kystes 

caséeux 

Hypertrophié, 
hémorragique  

avec pus  
caséeux 

Hypertrophiés,  
hémorragiques 

Hypertrophiés,  
hémorragiques 

Parotidien N 

Aspect très 
modifié  
(pas de 
jonction 
cortico-

médullaire) 

D : 
hémorragique 

G : couleur 
blanche et 

dure 

Hémorragiques Hémorragiques 

D : hypertrophié 
avec kyste caséeux 

G : petit kyste 
caséeux 

 

 

 

 

A l’autopsie, toutes les brebis avaient une réaction importante des nœuds lymphatiques 

proches du point d’injection et présentaient parfois un abcès en avant de l’épaule droite. Les 

nœuds lymphatiques pré-scapulaires droits étaient très réactifs voire abcédés dans certains cas 

(pour les brebis 3,4 et 5). De même, les nœuds lymphatiques parotidiens étaient très 

réactionnels sauf chez la brebis 1. 

Légende 

NL : nœud lymphatique 

N : nœud lymphatique d’aspect macroscopique normal 

D : droit / G : gauche 
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Nous avons également pu noter une adénomégalie généralisée pour la brebis 6 ; c’est 

le premier animal qui a excrété les mycoplasmes dans le lait. Un déséquilibre de la mamelle 

ainsi qu’une hypertrophie des nœuds lymphatiques rétro-mammaire ont été notés lors des 

examens cliniques. 

La brebis 4 a également excrété une des souches de mycoplasmes mais à l’autopsie les 

nœuds lymphatiques rétro-mammaires étaient normaux. 

 

Nous prélevions et décrivions également les nœuds lymphatiques des agneaux.  

Tableau 7 : Description macroscopique des nœuds lymphatiques des agneaux 

Agneaux 1 2a 2b 3 4 5 6 

Tonsilles N N Hémorragique N N N N 

NL 
mésentérique 

N N N N N Hémorragique N 

NL 
médiastinal 

N N N N 

Hémorragiques  
Pas de 

structure 
cortico-

médullaire 

Hémorragiques 
jonction 
cortico-

médullaire 
difficile à voir 

Hémorragiques 

NL rétro-
mammaire 

Hémorragique N - N - Hémorragiques Hémorragiques 

 

 

 

 

 

Tous les nœuds lymphatiques des agneaux 2a et 3 étaient normaux. Les nœuds 

lymphatiques rétro-mammaires de l’agnelle 1 étaient hémorragiques. Les tonsilles de l’agneau 

2b étaient hémorragiques.  

Légende 

NL : nœud lymphatique 

N : nœud lymphatique d’aspect macroscopique normal 

D : droit / G : gauche 

-  : pas de NL rétro-mammaire car agneau mâle 
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Les nœuds lymphatiques médiastinaux des agneaux 4 et 5 étaient hémorragiques et 

nous notions une perte de la structure cortico-médullaire. Les nœuds lymphatiques 

mésentériques et rétro-mammaires de l’agnelle 5 étaient également hémorragiques.  

L’agneau 6 présentait des nœuds lymphatiques mésentériques et rétro-mammaires 

hémorragiques.  

3.2.2 Analyses des nœuds lymphatiques 

3.2.2.1 Bactériologie classique 

Lors de la mise en culture des nœuds lymphatiques des brebis, il y avait croissance de 

colonies pour tous les nœuds lymphatiques pré-scapulaires : certaines cultures étaient 

souillées.  

Pour les nœuds lymphatiques rétro-mammaires gauche de la brebis 4 et droit de la 

brebis G, la mise en culture a montré également la croissance de colonies bactériennes.  

Tableau 8 : Résultats des cultures sur les organes des brebis 

Brebis 1 2 3 4 5 6 

Retro-

mammaire G 
- - - + - - 

Retro-

mammaire D 
- - - - - + 

Préscapulaire + + souillé souillé souillé + 

 

 

 

 

Légende 

D : droit / G : gauche 

- : absence de colonie 

+ : présence d’une colonie 

Souillé : présence de plusieurs colonies (polymicrobien) 
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Lors de la mise en culture des tonsilles des agneaux, il y avait croissance de colonies 

pour tous les animaux. Mais dans la plupart des cas (agneaux 1,2b, 3, 4 et 5 soit cinq agneaux 

sur les sept), les cultures étaient souillées. 

Tableau 9 : Résultats des cultures sur organes des agneaux 

Agneaux 1 2a 2b 3 4 5 6 

Tonsilles souillé + souillé souillé souillé souillé + 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Légende 

D : droit / G : gauche 

-  : absence de colonie 

+ : présence d’une colonie 

Souillé : présence de plusieurs colonies (polymicrobien) 



44 

 

3.2.2.2 PCR 

Lors des PCR réalisées directement sur les organes frais, la présence de mycoplasmes 

a été mise en évidence dans les nœuds lymphatiques pré-scapulaires des brebis 1, 4 et 6, en 

particulier la souche 5632. .  

Tableau 10 : Résultats PCR directes sur les nœuds lymphatiques de brebis 

Brebis Souche 1 2 3 4 5 6 

Retro-mammaire 
G 

Mycoplasme - - - - - - 

PG2 - - - - - - 

5632 - - - - - - 

Retro-mammaire 
D 

Mycoplasme - - - - - - 

PG2 - - - - - - 

5632 - - - - - - 

Préscapulaire 

Mycoplasme + - - + - - 

PG2 - - - - - - 

5632  + - - + - + 

Parotidien 

Mycoplasme - - - (+) - - 

PG2 - - - - - - 

5632 - - - + - - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Légende 

D : droit / G : gauche 

-  : Absence d’ADN de mycoplasme ou d’une des 2 souches testées 

(PG2/5632) 

+ : Présence d’ADN de mycoplasme ou d’une des 2 souches testées (PG2/5632) 

: Présence de mycoplasme 

: Présence de la souche 5632 
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Lors des PCR réalisées après culture, les mycoplasmes étaient présents dans tous les 

nœuds lymphatiques pré-scapulaires des brebis. La souche 5632 a été mise en évidence chez 

tous les individus et la souche PG2 était également présente dans le nœud lymphatique pré-

scapulaire de la brebis 5. 

Par ailleurs, les deux nœuds lymphatiques rétro-mammaires de la brebis 4 ainsi que le 

nœud lymphatique rétro-mammaire droit de la brebis 6 présentaient des mycoplasmes de la 

souche PG2.  Les brebis 4 et 6 étaient les seules à avoir excrété les mycoplasmes dans le lait 

et à avoir montré des signes cliniques d’adénomégalie voire d’agalaxie. Il a également été 

montré la présence de mycoplasmes (la souche est inconnue) dans le nœud lymphatique 

parotidien de la brebis 4.  

Tableau 11 : Résultats PCR après culture sur les nœuds lymphatiques de brebis 

Brebis Souche 1 2 3 4 5 6 

Retro-mammaire 
G 

Mycoplasme - - - + - - 

PG2 - - - + - - 

5632 - - - - - - 

Retro-mammaire 
D 

Mycoplasme - - - + - + 

PG2 - - - + - + 

5632 - - - - - - 

Pré-scapulaire 

Mycoplasme + + + + + + 

PG2 - - - - + - 

5632  + + + + + + 

Parotidien 

Mycoplasme - - - + - - 

PG2 NE NE NE NE NE NE 

5632 NE NE NE NE NE NE 

 

 

 

 

 

 

Légende 

D : droit / G : gauche 

-  : Absence d’ADN de mycoplasme ou d’une des 2 souches testées 

(PG2/5632) 

+ : Présence d’ADN de mycoplasme ou d’une des 2 souches testées 

(PG2/5632) 

: Présence de mycoplasme 

: Présence de la souche 5632 

: Présence de la souche PG2 
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Lors des PCR réalisées directement sur les organes, la souche PG2 a été mise en 

évidence dans les tonsilles des agneaux 2a, 4 et 6. Tous les autres nœuds lymphatiques ne 

présentaient pas de mycoplasme. 

Tableau 12 : Résultats PCR directes sur les nœuds lymphatiques des agneaux 

Agneaux Souche 1 2a 2b 3 4 5 6 

Tonsilles 

Mycoplasme - + - - + - + 

PG2 - + - - + - + 

5632 - - - - - - - 

Mésentériques 

Mycoplasme - - - - - - - 

PG2 - - - - - - - 

5632 - - - - - - - 

Médiastinaux 

Mycoplasme - - - - - - - 

PG2 - - - - - - - 

5632 - - - - - - - 

Rétro-mammaires 

Mycoplasme - - / - / - - 

PG2 - - / - / - - 

5632 - - / - / - - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Légende 

D : droit / G : gauche 

-  : Absence d’ADN de mycoplasme ou d’une des 2 souches testées (PG2/5632) 

+ : Présence d’ADN de mycoplasme ou d’une des 2 souches testées (PG2/5632) 

: Présence de mycoplasme 

: Présence de la souche 5632 

: Présence de la souche PG2 

/ : pas de NL car agneau mâle 
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Lors des PCR réalisées après culture, les résultats précédents ont été confirmés mais le 

tonsille de l’agneau 3 présentait également des mycoplasmes de la souche PG2.  

Tableau 13 : Résultats PCR après culture sur les nœuds lymphatiques des agneaux 

Agneaux Souche 1 2a 2b 3 4 5 6 

Tonsilles 

Mycoplasme - + - + + - + 

PG2 - + - + + - + 

5632 - - - - - - - 

Mésentériques 

Mycoplasme - - - - - - - 

PG2 NE NE NE NE NE NE NE 

5632 NE NE NE NE NE NE NE 

Médiastinaux 

Mycoplasme - - - - - - - 

PG2 NE NE NE NE NE NE NE 

5632 NE NE NE NE NE NE NE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Légende 

D : droit / G : gauche 

-  : Absence d’ADN de mycoplasme ou d’une des 2 souches testées (PG2/5632) 

+ : Présence d’ADN de mycoplasme ou d’une des 2 souches testées (PG2/5632) 

: Présence de mycoplasme 

: Présence de la souche PG2 

NE : Non évalué 
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3.2.3 Analyses des écouvillons 

Pour la brebis 4, l’écouvillon nasal a montré la présence de mycoplasmes de souche 

PG2. Pour la brebis 1, l’écouvillon oculaire était positif lors de la PCR avec la Pol C mais 

aucune des PCR pour les souches n’était positive (malgré un doute pour la souche 5632). 

Tableau 14 : Résultats des PCR sur les écouvillons des brebis 

Brebis Souche 1 2 3 4 5 6 

Ecouvillon oculaire 

Mycoplasme - + - - - - 

PG2 - - - - - - 

5632 - (+) - - - - 

Ecouvillon nasal 

Mycoplasme - - - + - - 

PG2 - - - + - - 

5632 - - - - - - 

Ecouvillon auriculaire 

Mycoplasme - - - - - - 

PG2 - - - - - - 

5632 - - - - - - 

 

  

Légende 

- : Absence d’ADN de mycoplasme ou d’une des 2 souches testées (PG2/5632) 

+ : Présence d’ADN de mycoplasme ou d’une des 2 souches testées (PG2/5632) 

: Présence de mycoplasme 

: Présence de la souche 5632 

: Présence de la souche PG2 


