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Résumé

L’élevage est la seconde activité principale aprés 1’agriculture au Niger. Cependant, ce secteur
est confronté a d’énormes problémes, notamment la faible productivité des animaux, le faible
investissement, des problémes d’alimentation et d’acces aux points d’eau, et divers problémes
sanitaires récurrents. Depuis 1’indépendance du pays en 1960, plusieurs politiques ont été mises
en ceuvre pour améliorer la productivité des espéces et races domestiques locales. C’est ainsi
que, la station expérimentale sahélienne de Toukounous a vu le jour, avec comme objectifs la
sélection et la diffusion de la race Zébu Azawak auprés des producteurs ruraux. Les efforts de
sélection ont abouti a I’obtention d’un animal standard bien adapté au contexte sahélien avec un
niveau de production en lait acceptable. Le bétail laitier a travers le monde souffre énormément
des problémes sanitaires liés aux infections de la glande mammaire. La situation est la méme a
Toukounous malgré la proximité de services vétérinaires et para-vétérinaires. Cependant, au
Niger de maniere genérale, les données sur les mammites sont rares et trés peu de publications
scientifiques sont disponibles. Une des possibles explications est la prévalence élevée de

mammites sub-cliniques, mais faible de mammites cliniques.

La présente étude est dés lors centrée sur les problemes de mammites au sein de la station
sahélienne expérimentale de Toukounous afin d’identifier: (i) les vaches souffrant de
mammites cliniques et/ou subcliniques ; (ii) les principales bactéries pathogénes responsables ;
et (iii) les virulotypes et profils de résistance aux antibiotiques des souches de Staphylococcus
(S.) aureus isolées ; et afin de démontrer I’impact positif de 1’application de mesures simples

d’hygiéne lors de la traite manuelle sur la prévalence de vaches avec mammite.

De 2009 a 2012, I’ensemble des vaches en lactation des trois troupeaux de la station, a savoir
« élites », « non-élites » et « primipares » ont été testées avec le « California Mastitis Test »
(CMT). Ensuite, le lait de tous les quartiers des vaches ayant réagi positivement au test CMT a
été prélevé pour réaliser des analyses bactériologiques au Niger. Les espéces bactériennes pré-
identifiées au Niger ont ensuite eté importées en Belgique (ULg-FMV) afin de procéder a une
identification compléte par des galeries API®. Les souches confirmées de S. aureus ont par la
suite été étudiées pour leurs virulotypes (i) phénotypiquement pour la production de biofilm par
mesure de la densité optique aprés croissance en milieu liquide en plaque de microtitration et
pour la synthése d’une capsule par un test ELISA ; et (ii) génétiqguement par PCR ciblant des
genes codant pour différentes propriétés de virulence (adhésines, leucotoxines, entérotoxines,
biofilm, et capsule) ; ainsi que pour leurs profils de résistance aux antibiotiques par le test de

diffusion en gélose, ou antibiogramme. Ces mémes souches ont été comparées par leurs
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empreintes génétiques apres « Pulsed Field Gel Electrophoresis » (PFGE), ou pulsotypes, pour
en étudier la clonalité au cours des 4 années de I’enquéte et dans les 3 troupeaux. Enfin,
I’impact de mesures d’hygiéne (lavage et désinfection du pis, des trayons et des mains des
trayeurs avant et/ou apres chaque traite) a été évalué en 2011 et en 2012, en comparant la
prévalence de vaches positives au test CMT et I’identité des bactéries isolées en présence ou en

absence de ces mesures.

Au cours de la premiére étude en 2009 sur la prévalence des vaches positives au test CMT et
I’identité des bactéries mammopathogénes, 104 des 265 vaches (39%) testées dans 1’ensemble
des 3 troupeaux étaient positives au test CMT, bien qu’aucune mammite clinique n’ait été
diagnostiquée. Les analyses bactériologiques ont identifié 55 souches bactériennes: la moitié
(51%) appartient au genre Staphylococcus, essentiellement a I’espece S. aureus (42%). Les
autres bactéries identifiées appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae (26%) et aux
genres Enterococcus (13%), Bacillus (9%) et Acinetobacter (2%). Des résultats similaires ont
été obtenus en 2010, 2011 et 2012, bien que les pourcentages respectifs puissent varier selon

I’année et le troupeau.

Les résultats des tests phénotypiques et génétiques du virulotypage (études 1 et 3) des 122
souches de S. aureus isolées de 2009 a 2012 dans les trois troupeaux n’ont permis d’effectuer
aucun regroupement. Par contre, les résultats des empreintes génétiques par PFGE sur ces
mémes souches ont montré qu’elles appartiennent a 16 pulsotypes différents, dont trois sont
plus fréquents, A (33%), D (23%) et B (21%). Ces différents pulsotypes se distinguent, dans
une certaine mesure, par la présence plus fréquentes des genes icaA, spa et cap5H dans les
souches des pulsotypes A et B ; des génes cap8H, seg, sei et seb dans celles du pulsotype D ;
et du gene luks-PV dans celles des pulsotypes B et D.

Pour ce qui concerne les antibiogrammes des mémes 122 souches (études 1 et 2 + résultats non
publiés), des pourcentages elevés de souches résistantes de S. aureus, particulierement aux [3-
lactamines, ont été relevés. Ainsi, 41% des souches testées étaient résistantes a la pénicilline et
7%, a I’oxacilline. Mais, aucune souche résistante a la méticilline (SARM) ne possede le gene
mecA. Les pourcentages de souches resistantes atteignaient 11% pour la tétracycline et la
gentamicine, mais restaient inférieurs a 5% pour la clindamycine, 1’association trimétoprime-
sulfaméthoxazole et I’enrofloxacine.

4éme

Pour la étude en 2011 et 2012, les mesures d’hygiene ont ét¢ appliquées pendant 6 mois :

lavage du pis avant la traite, trempage des trayons avec de la chlorhexidine apres la traite, et



lavage et désinfection des mains des trayeurs avec une solution antiseptique a base
d’hypochlorite de sodium. L’application de ces mesures a diminué de maniére statistiquement
significative les pourcentages de vaches positives au test CMT en comparaison avec les
résultats dans les troupeaux et au cours des années sans application de ces mémes mesures
d’hygiéne. En 2012, par exemple, les pourcentages de vaches positives au CMT dans les
troupeaux « élite » et « non-élite » ont diminué de 65% et 62%, a 44% et 41% aprés trois mois
d’application, puis a 20% et 24% aprés 6 mois d’application, respectivement. Par contre, ces
mesures d’hygiéne n’ont eu aucun effet statistiquement significatif sur les pourcentages relatifs

des différents pathogeénes identifiés.

En conclusion, les mammites bovines sévissent essentiellement sous forme sub-clinique a la
station sahélienne de Toukounous. Le genre Staphylococcus et 1’espéce S. aureus sont les
bactéries mammopathogenes les plus fréquemment identifiées. Les souches de S. aureus
appartiennent a différents virulotypes et pulsotypes, bien que trois de ces derniers soient plus
fréquents dans les trois troupeaux et au cours des quatre années de I’étude. Ces mémes souches
présentent différents profils de résistance aux antibiotiques, avec prés de la moitié d’entre elles
résistantes a des membres de la famille de P-lactames. Enfin, 1’application de mesures
d’hygi¢éne (lavage et désinfection du pis, des trayons et des mains des trayeurs) avant et/ou
aprés la traite manuelle permet de réduire la prévalence des vaches positives au test CMT de
maniere statistiquement significative, mais n’a pas d’influence sur les fréquences relatives des

bactéries pathogenes identifiées dans les laits.



Summary

Livestock is the main second activity after agriculture in Niger. However, this sector is facing
huge problems, such as the weak productivity of the animals, the weak investment, the feeding
and watering difficulty and the recurrent sanitary problems. Since the independence of the
country in 1960, several policies have been implemented to improve the productivity of local
domestic species and breeds. To such a purpose, the Sahelian experimental station of
Toukounous was created with the objective of selecting and diffusing the Azawak Zebu breed
to rural producers. The former objective was achieved with the selection of a standard animal
well adapted to the Sahelian context and with an acceptable milk production level. Dairy cattle
worldwide suffer from health problems related to mammary gland infections. The situation is
the same at Toukounous despite the presence of veterinary and para-veterinary services at
proximity. Still, data on mammary gland infections are scarce in Niger in general and very few
publications are present in the literature. One possible explanation of this situation is the high

prevalence of subclinical mastitis and a low prevalence of clinical mastitis.

The present study therefore focuses on the problem of mammary gland infections at the
Sahelian experimental station of Toukounous to identify (i) the cows with clinical and/or sub-
clinical mastitis; (ii) the major bacterial pathogens involved; (iii) and the virulotypes and
antibiotic resistance profiles of Staphylococcus (S.) aureus isolates; and to demonstrate the
positive impact the application of basic hygienic measures during the manual milking on the

prevalence of cows with mastitis.

From 2009 till 2012, all lactating cows of the three herds known as « elite », « non-elite » and «
primiparous » were tested with the California Mastitis Test (CMT). All CMT-positive quarters
were further sampled for bacteriological analysis in Niger to perform bacteriological analyses.
The pre-identified bacteria were subsequently imported into Belgium (ULg_FMYV) to perform a
complete identification using API® sets. The confirmed S. aureus species were further
identified for their virulotypes (i) phenotypically for their ability to produce a biofilm by
measuring the optical density after growth in broth in microtitre plates and/or to synthesize a
capsule by an ELISA test; and (ii) genetically by PCR for the presence of several genes coding
for different virulence properties (adhesins, leucotoxins, enterotoxins, biofilm, and capsule);
and for their antibiotic resistance profiles by the disk diffusion assay. Finally, all S. aureus
isolates were compared by their Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) fingerprints (or
pulsotypes) to study their clonality along the four years of the study and between the three
herds. Finally, the impact of hygienic measures (washing and disinfection of the udder, of the
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teats and of the hand of the milker before and/or after milking) was assessed in 2011 and 2012
by comparing the prevalence of the CMT-positive cows and the identity of the bacterial

pathogens identified in presence or absence of such measures.

During the first study in 2009 on the prevalence of CMT-positive cows and on the
identification of th e bacterial mammopathogens, 104 of 265 cows (39%) in the three herds
tested positive with the CMT although no clinical mastitis was diagnosed. Bacteriological
analyses identified 55 bacterial isolates: half of them (51%) belonged to the genus
Staphylococcus in particular to the species S. aureus (42%). Other identified bacteria belonged
to the family Enterobacteriaceae (26%) and to the genera Enterococcus (13%), Bacillus (9%),
and Acinetobacter (2%). Similar results were obtained in 2010, 2011 and 2012, although the

percentages did vary to some extent depending on the year and on the herd.

The phenotypic and genotypic virulotyping performed during the first and third studies could
not group together in any way the 122 S. aureus isolated between 2009 and 2012 from the three
herds. On the other hand the same 122 isolates belonged to 16 different pulsotypes, three of
them being predominant: A (33%), D (23%), and B (21%). These 3 pulsotypes could, to some
extent, be associated with virulotypes: the icaA, spa and cap5H genes are predominant in
pulsotypes A and B; the cap8H, seg, sei and seb genes in pulsotype D; and the luks-PV gene in
pulsotypes B and D.

The same 122 S. aureus isolates were also tested for their antibiotic resistance profiles (studies
1 and 2 + unpublished results) and had a high level of resistance, especially to the p-lactam
family: 41% of them were resistant to penicillin and 7% to oxacillin, though no methicillin-
resistant S. aureus (MRSA) possesses mecA gene. And 11% of them were resistant to
tetracyclin or to gentamicin, whereas less than 5% were resistant was to clindamycin,

trimethoprim-sulfamethoxazole or enrofloxacin.

During the fourth study in 2011 and 2012, application for 6 months of pre-milking washing of
the udder, post-milking teat dipping with chlorhexidine, and milkers’ hand washing and
disinfection with a sodium hypochlorite solution significantly decreased the % of CMT-
positive cows compared to the % in the herds and during the years with no application of such
hygienic measures. In 2012 e.g., the % of CMT-positive cows in the « elite » and « non-elite »
herds respectively decreased from 65% and 62% to 44% and 41% after 3 months of
application, then to 20% and 24% after 6 months. Conversely, no significant difference was

observed in the relative frequency of the different bacterial pathogens.
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In summary, mastitis occurs mainly in its subclinical form at the Sahelian experimental station
of Toukounous. The genus Staphylococcus and the species S. aureus are the most frequently
isolated bacterial mammopathogens. The S. aureus isolates belong to several different
virulotypes and pulsotypes, though three pulsotypes are the most frequent in the three herds and
along the four years of the study. They also have different antibiotic resistance profiles, with
almost half of them being resistant to members of the pB-lactam family. To conclude, the
application of hygienic measure (washing and disinfection of the udder, of the teats, and of the
milkers’ hands) prior and after the manual milking significantly reduces the prevalence of

CMT-positive cows, but not the relative frequency of the different pathogens.
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Liste des abréviations

°C
AFSCA
AND
BORSA
cap5H
cap8H
CCS
clfA
clfB
CMT
Cna
ebpS
ELISA
ENSP
FAO
fnbA
hla

hib

hid
hlgAC
ica

IDH:

Degré Celcius

Agence Fédérale pour la Sécurité de la Chaine Alimentaire
Acide Désoxyribonucléique

BORderline S. aureus

CP5 synthesis enzyme

CP8 synthesis enzyme

Comptages Cellulaires Somatiques
Clumping factor CIfA

Clumping factor CIfB

Californian Mastitis Test
Collagen-binding protein

Cell surface elastin-binding protein
Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Ecole Nationale de Santé Publique de Niamey
Food and Agriculture Organization
Fibronectin-binding protein A
Alpha-haemolysin precursor
Beta-haemolysin precursor
Delta-haemolysin precursor
Gamma-haemolysin components A and C
Intercellular adhesion protein

Indice de Développement Humain
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Km?

LABOCEL

LPS

lukD

lukF-PV

lukM

lukS-PV

MLST

MODSA

MRSA

MSCRAMM

OMS

PCR

PFGE

PN

PPCB

SARM

SCN

SCVs

sdrC

sea

seb

sec4

Kilométre carré

Laboratoire Central d’Elevage

Systeme Lactopexoxydase

Leukotoxin LukD

Panton-Valentine leukocidin chain F
Leukocidin LukM

Panton-Valentine leukocidin chain S
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INTRODUCTION

L’augmentation du niveau de la production laitiére et I’amélioration de la qualité hygiénique du
lait produit sont, entre autres, de grands défis auxquels sont confrontés les élevages bovins
laitiers. Ces défis ne sauraient étre relevés sans de meilleures connaissances des agents
étiologiques impliqués dans les mammites, mais aussi par 1’élaboration des stratégies adéquates
de lutte et de prévention. En effet, la mammite est une des maladies qui causent beaucoup de
pertes économiques dans les élevages a travers le monde, non seulement liées a la baisse de la
production du lait et aux codts des traitements des animaux malades, mais aussi aux penalités
dues a une élévation du nombre des cellules somatiques, voire méme a 1’élimination des vaches
incurables dans les cas les plus extrémes. Cette notion de pertes économiques est cependant

difficile a objectiver dans les conditions actuelles d’élevage au Niger.

De nos jours, les principales bactéries impliquées dans I’infection de la glande mammaire ont
été répertoriées dans les pays développés. Dans ces différents pays, plusieurs études ont été
consacrées a cette maladie, telle que 1’évaluation du colt de la maladie, la caractérisation
génétique des souches responsables de P’infection, la définition des différents modeles
épidémiologiques de la maladie, ou encore I’évaluation de I’efficacité des programmes de
contrdle mis en place. Si ces notions sont déja connues et en perpétuelle actualisation dans ces
pays, il n’en est pas de méme dans certains pays en voie de développement comme le Niger, ou
les études qui ont porté sur les mammites sont encore a un stade embryonnaire, car elles se

limitent essentiellement a la reconnaissance des différents agents étiologiques de la maladie.

La détermination exacte de 1’identité des bactéries responsables de la mammite est tout aussi
primordiale qu’importante dans 1’orientation du choix thérapeutique, tout comme dans le
contréle de I’infection dans un élevage (Belschner et al., 1996), d’autant plus qu’il n’y a pas
une bonne corrélation entre les signes cliniques et la nature du germe impliqué (Bradley et al.,
2000). La culture bactériologique des échantillons de lait est une méthode largement utilisée
par de nombreux laboratoires pour I’identification bactériologique. Elle se révele étre une
technique relativement lente, car il faut attendre 48 a 72 h avant d’obtenir les résultats (Hogan
et al., 1999). Dans une étude regroupant une quarantaine de laboratoire, le pourcentage de
bactéries responsables de mammites correctement identifiées par la culture bactériologique
varie entre 63% et 91% (Pitkala et al., 2005). De plus, avec cette méthode le nombre
d’échantillons avec des cultures négatives varie entre 25 et 45% (Makovec and Ruegg, 2003;

Bradley et al., 2007; Koivula et al., 2007). Les techniques de biologie moléculaire ont alors
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commencé a étre utilisées dans le cadre du diagnostic de routine des mammites afin de
remeédier aux imprécisions de la culture bactérienne. C’est ainsi que des « Polymerase Chain
Reaction » (PCR) multiplexées ont été développées et mises au point, comme celle qui détecte
a la fois Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalatiae et
Streptococcus uberis (Phuektes et al., 2001). Le test PathoProof® permet d’identifier et de
quantifier en méme temps a 1’aide de la méthode Real-Time-(q) PCR, I’ADN bactérien de
jusqu’a 15 différents germes mammopathogénes. Des progres importants doivent étre faits au
Niger dans le cadre du diagnostic des maladies bactériennes. En effet, le seul laboratoire
vétérinaire de référence manque cruellement de matériel adéquat pour assurer un diagnostic

bactériologique de certitude des maladies animales.

Les études épidémiologiques menées sur les mammites ont apporté beaucoup de connaissances
dans la pathologie de la glande mammaire. Ainsi, cela a permis notamment de comprendre les
facteurs de risque, le mode d’évolution et de transmission de la maladie. Les plus grandes
avancées ont été enregistrées avec I’avenement de la caractérisation génétique des bactéries
responsables des mammites. Ainsi, il a été démontré que 1 a 2 souches de S. aureus sont
responsables de plus de 80% des infections mammaires dans un élevage, ce qui confirme non
seulement leur caractére contagieux, mais aussi leur origine mammaire expliquant ainsi leur
transmission lors du mécanisme de la traite d’un quartier a un autre ou d’une vache a une autre
(Serieys, 2004).

Dans le cadre des programmes de contréles de la mammite, 1’hygiéne a la traite est une phase
capitale. Les mesures d’hygiéne a la traite permettent d’assurer le controle de ’infection de la
glande mammaire (Goodger et al., 1988). Dans le contexte du Niger, ou la traite se fait
manuellement, la notion de mesures d’hygiéne a la traite doit se focaliser essentiellement sur
I’hygiéne des trayeurs (lavage des mains avant et aprés chaque traite), sans oublier cependant la
glande mammaire (désinfection des trayons apres la traite). L’hygiéne des mains est une notion
empirique dans le cadre du contréle des maladies infectieuses. C’est en 1822, qu’un
pharmacien francais a montré que les solutions contenant des chlorures ou de la soude
pourraient éradiquer les mauvaises odeurs associées aux cadavres humains et que ces solutions
pourraient étre utilisées comme antiseptiques et désinfectants (Boyce et Pittet, 2002). Plus tard,

c’est a dire en 1847, les travaux de Semmelweis sur la fievre puerpérale vont démontrer que
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I’hygiéne des mains des agents de santé chargés de 1’accouchement des femmes enceintes
diminuent significativement le taux de mortalité des femmes, due a la fievre puerpérale (Slovis
et al.,, 2012). Ensuite, I’hygiéne des mains a été progressivement acceptée comme l'une des
mesures les plus importantes pour prévenir la transmission des agents pathogenes. En Belgique
par exemple, depuis 2005 et tous les deux ans se tient la campagne « Vous étes en de bonnes
mains » pour promouvoir davantage 1’hygiéne des mains en médecine hospitaliere. Et en mai
2009, I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) lance I’initiative « Sauvez des vies: lavez-
vous les mains » dans un vaste programme mondial pour la sécurité des patients : « Un soin

propre est un soin plus sdr ».

Enfin, les préoccupations sont sans cesse grandissantes vis-a-vis du développement des souches
bactériennes résistantes aux antibiotiques. Il est donc absolument nécessaire d’ceuvrer au
maintien de I’efficacité de notre arsenal thérapeutique utilisé contre les maladies tant animales
qu’humaines. L’antibiogramme est dés lors un tres bon outil pour le praticien vétérinaire qui
peut contribuer efficacement a la définition des choix stratégiques en matiere d’utilisation des
antibiotiques. L’antibiogramme est également un outil nécessaire pour la surveillance
épidémiologique de la résistance bactérienne a 1’échelle nationale. Cette surveillance est
d’autant plus nécessaire pour le cas du Niger avec 1’apparition des circuits paralléles de vente
de médicaments vétérinaires de rue, phénomene jadis connu avec les médicaments destinés aux
humains vendus, au niveau “des pharmacies par terre”, terme localement utilisé pour qualifier

ces lieux de vente.
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PARTIE 1 : Le contexte de I’étude

1.1. Le Niger

Le Niger est un pays sahélien enclavé d’Afrique Occidentale dont 1’accés a la mer par le port le
plus proche se situe a 700 km de ses frontiéres. La superficie est de 1 267 000 Km? dont 152
000 Km2 exploitables a des fins agricoles et 620 000 Km? a des fins pastorales (figure 1). La
population est quant a elle estimée a 16 274 738 habitants en 2012 (INS, 2013), avec un
accroissement annuel de 3,33 %, largement supérieur a celui de la production agricole, ce qui
aggrave le deficit alimentaire et place le pays a un rang peu enviable a I’Indice de
Développement Humain (IDH). Le climat est de type sahélien avec deux types de saisons. Une
saison pluvieuse de courte durée (3 a 4 mois) et une saison seche pendant laquelle alternent un
climat froid, période a laquelle les températures journaliéres moyennes varient entre 10 et
20°C, et un climat chaud, période a laquelle les températures peuvent atteindre 40°C. Les
précipitations moyennes annuelles varient entre 0 mm a 800 mm, du nord trés désertique au
sud. L’agriculture, I'élevage et le secteur minier constituent les trois grands piliers de

I'économie du Niger.

L’agriculture est essentiellement pluviale, ce qui la rend fortement dépendante de la bonne
répartition dans le temps et dans I’espace des quantités de précipitations qui tombent dans
I’année. Elle repose principalement sur des cultures vivriéres (mil, sorgho, mais) et
commerciales (niébe, arachide, sesame, souchet). Durant la saison seche froide, la population
s’adonne également a la pratique des cultures maraichéres, appelées aussi localement culture de

contre-saison (Photo 2).

Le secteur minier est porteur de croissance au Niger. L’uranium dans la région d’Agadez, le
pétrole dans la région de Diffa, I’or dans les régions de Tillabéry et d’Agadez et, enfin, le
charbon dans les régions d’Agadez et de Tahoua constituent les principales ressources minicres

du pays.

L’¢levage emploie pres de 87% de la population active du pays et représente, pour 1’économie
nationale du Niger, la composante la plus dynamique et porteuse de croissance du secteur

primaire. En effet, I’¢levage contribue a 62% des recettes d’exportation des produits du secteur
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rural et 21% de I’ensemble des produits d’exportation (MEL, 2012). Le sous-secteur de
I’¢élevage offre d’énormes potentialités capables de contribuer a I’amélioration de la sécurité
alimentaire et d’augmenter les revenus de la population. Conscient de 1’apport inestimable de
ce sous-secteur dans 1I’économie nationale, le Ministére de I’Elevage a élaboré et exécuté une
stratégie nationale (Stratégie de Développement Durable de I’Elevage) qui vise a mieux
valoriser les potentialités des ressources animales. Cette stratégie opérationnelle est assortie
d’un premier plan d’action pluriannuel 2013-2015 qui repose sur trois grands axes prioritaires
d’intervention a savoir :

e [D’amélioration durable de la santé animale et de I’hygiéne des produits d’origine

animale ;
e [’accroissement, la diversification et la valorisation des productions animales ;
e la création d’un environnement juridique et institutionnel favorable au développement

durable de I’¢levage.
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Zonage Agropastorale du Niger

g

L Agades

Photo 1 : Répartition des zones agro-écologiques du Niger.

Photo 2 : Systeme traditionnel de labour au Niger.
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1.2. Larace zébu Azawak
1.2.1. Article de synthése: Le Zébu Azawak dans I’élevage bovin au Sahel
Abdoulkarim Issa Ibrahim™?, Rianatou Bada-Alambedji®, Jacques G. Mainil®.

'Bactériologie, Département des Maladies infectieuses, Faculté de Médecine vétérinaire,
Université de Liége, Sart Tilman, Bat 43a, B-4000 Liege, Belgique.

’Laboratoire Central d’Elevage- Direction Diagnostic Enquéte et Recherche Vétérinaire-

Service de virologie. B.P. 485, Niamey, Niger.

%Ecole Inter-Etats des Sciences et Médecine Vétérinaires-Service de Microbiologie,

Immunologie et Pathologie infectieuse, BP 5077, Dakar, Sénégal.

Sous presse dans la Revue Africaine de Santé et Productions Animales.
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Introduction

Lélevage corstitue I'activité principale de b population au
Sahel aprée I'sgricufiure. Sa contibution st mportente dans
I"économie naticnale des pays sahélens. Alngl, A pert de
I'devage su PIB est de 10 & 15% au Burkina et su Miger, de
2003 en Maurtanie, et de 36%du FIB agricole au Séndgal [11]
[28]. Lélevage participe non sauement au budget des
ménages, male également & la aatisfaction leurs bescine
almenitaires, la plagant sinsl comme un facteur déterminant e
la lutte contre e pauwreté at 12 malmtrition.

Balgrd un cheptal bovin estmé & &3 BOS 300 tétes, les Etats
du Sehel consacrent annueliement 9 & 12 millards de francs
CFA & l'importetion des produits lekiers &fin de couir le défch
de production lectés [11] L'édevage boun latier peine, en affat,
4 sefiefaire e besoins de |8 populstion sans cesse en
crolgsance dans cette zons gul abrite des payes syent des taux
de croiEsance pami les plus devés de |s planéte. Le mods
o' explitation du eystéme de production, la feible productivieé
des reces calks exploiées et s nombreus problémes
seniteires demeurent les prncipaux oéfis & melever pour
I'émengence d'un élewage en prole & des  difficuftés
struchureles.

Le systéme de production reste, en  effet, doming
esgentislement par I'exploftation des parcours ratunels, oul est
frioutaire de la pledométre. Linégale répartition des plues
dans le ternpe et dens l'espace a comme corolare, des
gbchereeses récurentas et une bakss progressive de |a valsur
nutrithve des pélureges assockes 4 |a falble complémentation
alimentaire. Cet atat de fait se tradult per une baikes géndraks
de la productivitd, notarmment un fakle faux de fécondté, un
fable faux de fertiits ef un fable pods des punss 4 A
nalgeance. Face 4 cette warsblité clmatigue et & B fore
demande en procdts |sibiers, on assiste & une dmergence des
gystémes de production oo bowns laliers eutour des
principeles grandes viles du Sahel Mals, |a teible productivibé
des racea noakes exploibéas a ouvert d'autres perepactives de
dévsloppement de ces genres d'ékevage. Alnel, cartaine peye
ot optéd pour lireémination anifickels des races locakes Gvec
des  semences  ode races  esofiques  besucoup plus
performantes. Toutefiole, 'amélioraticon directe de certanes
races locales & fort potentiel zoctechnique, notemment le zébu
Azawak &1 e pébu Gowdall, constiue une seconde  sltemathe
car mons eujsties aux maladies troplcales.

L'objectd de ce travall eat §) de décrire les principaus syetémes
d'élewage bovin au Sahel, (i de discuter des confrantes de la
production laitiére au Sahel et (i) de prézenter le z8bu Azswak
en générel &t & |s Siation Sahélenne Expérimentsle de
Toukounous [Mger en particuler. Les perspectives de 'Sevags
bowin & des fine de production Eitére ssront discubéas dans la
Conciusion.

DESCRIPTION DU SAHEL ET DE SON
SYSTEME D'ELEVAGE

Le Sahel ast une région compries entre [es latitudes 12°M at

72

20°M eur une hauteur alant de 400 & S0 km et qul 8'étend aur
B000 km de I'ocdan Atlentique & ls mer Aouge, couvrant ansl
une superficie approsmative de 3 000 000 km2. Le moyenne
annuele de empérstune enregisirés st de 2090 et s moyenne
plvizmétrique annuele varke de 100 rmm au MNord & 600 mm
0 S [H].

Ce wagte ersemble couwre les pays formant e Gomits
Parmanert Inter-Etats de Lute contre la Séchersese dane e
ESahel [CILSS) regroupant e Butkira Faso, le Cep-Ver, 1=
Guinés Blesau, la Gamble, k2 Mall, la Maudtanie, e Miger, le
Sénégal et ke Tehad, sinsl gue d'sutres pays comme le Sowdan,
la Somalis et I'Ethiopia digure 1).

Le aystéme d'éleveys est un ensemble d'&éments en
nteraction ceramigque en vue oe valonssr des (SE80UMCEE par
l'intermédisire d'animawx domestiogues pour en obtenir des
productions vandes ou pour répondre & des objectifa. Cette
définition prend en comple un cerains nombre de facteurs
détarminents & savoly, les enimaw la condulte de I'Sevege per
I'Blevaur et I'erwironnement ol tout 2 déroule. En partant de
o8 principe, nous préseneancns l'arronnement qu'est ke Sahel,
l2e snimaux en nous limitant uniquemeant swe bovns et e mods
de gestion du toupsan.

D'une manére trés succincte, an dstingue trols modes de
geation de froupesis au Saheld. 1| s'agh du eystéme pastoral
avec deus composantes |pastorel de type nomace et pastorsl
die type transhument], du systéme agro-pastoral & du systame
sgro-sylvopastorsl. Ces trok modes de gestion des animadx
sont renconirés dans les troil scus-zones cimetiques et
plviométniques retrousdes Bu Sahel, 4 savolr la sous-zone
saharo-sshélenne (100-200 mm), la sous-zone sshelenne
(200-a00 mim) &t |2 sousE-Tone soudano-cahdienna [d00-600
mrri) [11]. Alnal, le gyatéme pastoral nomade est principalement
renconiré dans  la sous-zone  sahano-sahdlienne. | se
careciénse par une migration non plenifiée des families
d'SleneUre BOCOMpEgNaEs 32 laurs TOURSALEE, Aves COmme
abjectd I'sspioitation des resacurcas hydriques et fouragénes
disponiokes tout au long du frajet. Le systéme pastoral de type
tranahumanit et renconiré dans la sous-zone sshalienne. Dans
ca cas d'egpéoe, || s'agit d'un déplacement sasonnier &t
cycligue, ol seuls les Aeveurs g8 déplacent Bves une partie
des animaux, tands gue I'aulre pertle constiuée des vaches en
lactation est gandée au liew d'habiation permanent. Au Miger,
I mouvarnent des animawd en trenshumance s'obaerse Bu
début de la sason pleieuse et se fait du Swed vers e Mond
{zone pastorake) ol les animaw: demeurent jusqu'a la fin des
récoltes dana lee champs. Le aystéme agro-pasiorsl est
pratiqué dans le Sud de la soue-zone sehélenne et dans s
soUs-zane soudanc-sahdienne. Dans ce syatéme, B animaue
appartiennent 4 des éleveurs sadentalres qul confient leur

RASEA Vol 12 N2, 2004
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animaux majontaremeant constitués des petits ruminants & un
benger qul et patre e troupead. | n'est pes rere aussi
d'observer dens ce systéme d'alevage, des enimeux dans les
concesgons femilales attachés & des piguets. Enfin, e
aystéme agro-syhopastoral est pratiopud au Scudan.

A clté de ces trol modes d'élevage anclennement connus, il
est nécessare de noter deux sutres systémes d'apparition
récents, e eyatéme de ranchs et 'édlevage  pérurbain. La
Etation de Toukounous au Miger peut &fre citée an exemple
Comme Uun systeme de ranching blen réussl au Sahel. L'élevage
dars cette statlon est besé sur 'exploliation o une race locals,
de bonne aptitude lsitére, dewée sous un mode exdansif avec
ure utilisstion raticnnele de paturage. Les statons o Sevags
ant vu e jour dens beaucoup de peys au Sahel ) on peot sussl
citer celas de Loumbilla su Budina Feso, de Mono au Mal et
de Dehra au Sénégel. Dans le eyatéme d'éevage pérurbaln,
deus types dexplofatione modernes &t trediionnelss sont
rencantnées [11]. Lexploitation dite de type modeme incorpoe
des races exoloues cu métssées avec dea races locake. Les
anirmaux sont devds sur de trés grandes surfaces entiérement
cléturées souvent mises & proft pour produlne du foumage. Ces
Hevages appliquent un plan de prophylasis rigouwreusement
respectd (20ins, maripulation des anmeds,  nsgémination
artificiele) sous la supervision des spécialistes (WAiérinare ou
zootechnicler).  Les  enimeux  regolvent  wne  bonne
complémentation simentaie et minérale avec un programme
de réforme permettant d'adapter la talle de l'effectf sux
ressources fourragéres disponibles et / ou d'diminer les
mauveEes latléras. G type d'devage obearvd dans presque
toute I'Afrique de 'Ouest est "apanage des fonctionnaines en
Bchivite ou & s refrate, des perecnnaltés de la sphére poliique
et des sociétes privees. Par oppoaition Bu eystéme modeme, le
syatéme  tredtiornel représente  Mécrasante majorké  du
aystéme d'devage pérurbain. Ao Niger, | représsnte 55% des
exploitations autour de la vile de Mismey et, su Burkina Faso,
2 eyabdrne foumnit plus de 80 % des beaoine en leit fras de s
vile de Bobo Dioulassa [15] ; [17]. Auw Mger, I"slimentaton des
animaux dans le systéme tradiionnel des Sevages périurbans
et besée sur 'ewplofation des parcours nstursls et post-
cilturaux siheds s niveau des champs, dans ks zones lotes
nan mises en vakeur, sur les berges du fleuve Miger, awux abords
des pietes ruralee at dans les bas-fonds [26).

CONTRAINTES DE LA PRODUCTION
LAITIERE AU SAHEL

Lélewage au Sshel est fortement dépendant de | nature.
L'abrewvernent des animacx dens ks systémes pastorsus est
un parsmétra impartant &t une premigne contraime majeurs
dars |a vie dee pasteurs transhuments et nomades. En effet,
'eccés awx points deau (mares, cours d'eau permanents,
puits, efc.) est une nudse Bpreuve en raison de leur nombne triée
imité. De plue, la multiplicité de cea points d'eau vane svec les
quentitée des précipitations enregistrées au cours de 'annde.
Cee derriéres, frée vanables dens le Sahel rendent donc
sléatoire 18 production fourregéne au niveau G8E parcours
naturels qul constituent I'essentiel de 1'alimentation des
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animacx dens le syetéme pastorsl. & oo Blées cimatigues,
viannent s'ajouter irationalité de I'exploitation des pancours
raturels. I'ection des fewx de brousse, ke défnchement des
terras, qul. tous, pewvent limiter etiou favortser la crokeance de
cartaines eapéces wigetales condribuant & la dégradation du
palurege. L'adoption et I wugarsation des technigues de
culture fourmagénes, blen qu'eles sokent une altematke pour
comperser i déficit foumager, sont encore trés peu rdpenduses
en mileu pastoral.

L'autre contrainte magune demeurs |a fablke productivitd des
races locales dans les ékevages. DIOP]13], rapporie que kes
races africalnes sont peu productives @ 1 4 2 kg de lait en
samon humide, 0,4 41 kg en salscn séche soit 150 4 300 kg
par Bctation de 200 jours.

Sur k2 plan ssnitsirs, les pethologes dominantes sont |
péripneumcnie  contagieuss bovine (PPCE), ke maladies
teluriques &t la pasteureloss en zone pastorale | ke
trypeENCENMosas &n zones soudaniennes | la ubsrcuoss, |8
bruceloss, les paraaitoses digestres et les mammites dans les
Sevages leitiers pédurbaing. Dens une Aude mende dans les
devages trediionnels de Hamdalaye (Cuagadougod), s
prévelence de la breceloss st de la tuberculoss sont
respectivement de 13.8% et 27.7% [29). Dana une enguéts
Epidémiclogique Bu niveau des devages périurbalns de
Bamako, Ia prévalence de la uberculoae a &6 de 32 45% [24).
Au Miger, la prévaknce de la bruceliose dans les élevages
wbaing et périurbeins de Marmey est de 11,23% chez les
veches en Actation contre 7,8% eur les sutres bovins 6] Les
marnmites ont surtout été cbhaensdeas cher ks boving Eaus du
crolsement entre les races importéas et les reces loceles plus
nestigues. En effet, la prévaknoe des mammies chez les
boving locaux et ke bovine métisses est respecthement, de
13% et d6% dans ks éevages semi-intenaifs des réglons de
Hiolda et de Fatick au Sénégal [21]. Dans deis éhades réalisées
8 Miger aur les memmites dens des devages treditionnels
pérurbans de Niamey, des prévalences de 44% et 52% ant
&6 rapportées [2) ) [16) Par contre, dane ces mémes types
d'dlevages, ceite prévakenoe nest gue de 2% &
Cuagadougow [28].

[autres contreintes et pes des moindres, ceractérizent
Fédevage bovin laier gu Sshel. Dans ks systémes pastorals. &
marge de profit tré de |a vente des scus-prodults animau tel
que le lait est trée limitée. Léoignement des éleveurs des
grands centres de consommetion constiue un handicap
condulgant & |'autcconsommation de e production ou & &8
tranaforrnation en kit callé owen beure vendu sur ke manché e
phes proche, Bu cas ol | esste. Les confite armmés qui ant
&claté au Mall depuls 2011 ont engendré un mouwemeant des
pasteurs [Eeveurs) en quéte des Zones beaucoup plus stables.
Alngl, cartsing ort migné vers le Sud du paye alore que les
sutres ea sont rabatius vers les pays Imitrophes cormme e
Burkina-Faso, e Mger, |12 Maunitanie, eux-mémes confrontés &
un aceés difficlle s reesounces tels que 'eau et le paturage.
Ces nouvess tingraires de & frarshumance peuvent &tre
aource de tenaion d'eutant plus que, le partege des malgres
ressounes avec les Aleveurs autochiones pouralt &tre cause
de confita. A cela s'ajoute aussl la proliération d'armes Bgées
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lifa s froubles socio-politigues en Lyble, qui expligue les
attaques  réguliéres et réourrentes  par  les  différentes
organsations des Aeveurs.

Lee devages pérurbaing souffrent &galement de la restriction
des slres dea pétwas avec l'urbanizsation galoparte des lles,
Ie phénoméne d'accaparsment des 1emas créant une insécurité
de |a propriété foncére, du manque d spprovisionnemeant en
Intrants en rason des felbles revenus des Sleveurs, e
'absence cu du mauvels fonctionnemsent des crgansations
des producteurs laiiers et de I'abesnce d'un circuit sinuctud
de colects et de cormmerncigisation du lalt, pouvent sssurser sa
bonne stablité jusqu'a sa destnation finale.

RACES BOVINES SAHELIENNES : PLACE
DU ZEBU AZAWAK

1. Origine et répartition du zébu Azawak

Le zébu Azawak porte ke nom de B velkée da I'Azawagh sigrifiant «
pays sablonneus sans relef margué = en Tamasheq (langue parée
par les Touaregs). Cette valis est sifuée en 20ne asham-sahdlienna
entre 5* et 7 de longitude Est et 157307 et 18° de latituds Mo,
Ciatie vaste étendus joesile 5'étend d'une part, en temiore niganen
Mord des départermenta de Fiingué et de Tehindsbaraden] =,
drautne part. en tarione maken [rEgion de Manake).
Longing du zébu Azawak est divarsament rapporés dans la
Ittérature. Towtefols, guele que ol |a considération. on peut
regrouper 'onging en deus considérstions distinctes. Alnsl, la
pramiére  consldéralion prend en comple des  aspects
migratares de populations nomades &t la saconds prend en
comgte des données ganétiques.

= Considération rigratolre
Le zébus Azawak seralt [Esu des animaux &yant survécu & une
épizoctie aur la valke du fleuve Miger, dont les rescapés
aurslant été conduits were lewr hebitat actuel. Pour d'auires, &
race proviendrait d'une migration entre ke Viikme & Xlamea
sichk des Peulh, des Tousregs et des Arebes wenus de
I'Afrique de I'Est pour s'instaler dans la velée de I'Azawagh.
SOULARD [27) soutient que ke 2ébu Azewak seralt orginare dea
I'Eat die la réglon du Scudan angle-égyptien.

*= Coneldérstion gandtious
[ falt da sa grende ressemblance evec 2 24bu indo-pekEtenaks,
certains auteurs pensent gue le 28bu Azewshk seral ke croisament
enire ce dember evec une vansté du Bos tauns europaen.
Laire de répartiton géographigue du zébu Azawak a
corsdérablernent &wolud dans ke tempe & dans I'espece.
Aujoundhl, |8 28 Azawak &=t retrouwe principalsment au MNiger
et au Mall mais & sussl Até introduit au Mord du Migéra, au
Sénégal, en Cote d'hvoire et su Burkina Faso, Dene ce demier
paye, I'Etat intzrvant d'alieurs & travers un Projet de Dffusion da
la Race Azawak en Important massivement des animale: deguls
e Migar.

2. Performances de reproduction du zébu
Azawak

En comparant les sptitudes de reproduchion du 28bu Azewsk
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per rapport aux autres races bosines rencontrées au Sakel,
rolamment ke zebu Gobra ou encore b teurin N'damsa
retrounsés BU Séndgal, au Mall en Mauritanie, en Guinés et en
Chte d'ivolre, on remarquera que la femele Azawsk offre un
mellewr avantage comparatf tant en station guen millew
tradiicnnel [4] o [F] : [9] ; [12] (Tableau ). En efiet. 'Age au
premier wlage, l'intervalie wBlege-vilage (W) et la durée de
geatation sont nettement plus favorebles chez la famells
ATAWE.

Far slleurs, I"&ge su premier wEege et lintervalle enfre les
vilages obtenus avec lee prodults de crosement entre ke
races exotpes et les reces loceles ne sont pas plus
performants que pour 18 race Azawsk. L'Age au premier w&lage
enregistré chez ke métisses est de 403 et 3% mois,
respectivement su S4négal et en Cite d'ivoire, contre 35 mols
chez | race Azawsk. A cela, 8'sjoute un interale entre ks
wilages trés compétitit de 1z femele Azawsk @ 14 maok contre
233 mols, 13,44 moi at 13,11 maks chez les vaches métissas
Bu Sénégal, en Cdte d'ivoire et en Gamble, respectivarmsant.

3. Performances de production laitiére du
zébu Azawak

La femele Azawsk est considénss comme la melieure aibéne
en Afrique de I'Ouest. En effet, la production laitiére varke entre
BOO-1100 kg de lait par lsctation [27). Cependant, (| exste des
variations ndvidueles au ssin de la rece [3]. LA produecton
laitiére jocumaléne peut atteindre 7 4 B lires dans des bornes
conditions o élevage, evec des quantitée maxmeles sttelgnant
les 12 liresdour [23) Ce nhkeau de production de kit est
rettermnent supérieur & celd obtenu Bves tiols aulres reces
bovines rencontrées au Miger [Bororo, Djell et Kourd), mals
swoEne celul du zébu Gudall qui présante dgalement des
bonnes aptitudes latiEres (Tableau B, Aussl, le nomiore de jours
de lectation chez la femels Azawsk est supéreur & celul des
Butres races bovines prasantes au Miger. A cela s'sfoute
Egalement un bon rendement de la carcesse & "abattage (48-
52 %)

De plus, ks performances de production erregistrées avec |a
femells Azawak sont ciées en exempla dans le Sshel en
général, et en Afrique de "Ouest en particuliarn, En effat, le zébu
Azrawak offre égalerment un avantage comparstif par rapport
BUK autres reces bovines rencontrées su Sehel notamment sur
la production latiére, le poits & I'Age adule et le rendement de
la carcasss & 'abattege. Par exemple, le 2ébu Gobra renconing
B Sénégal, en Maurkanie ef su Mali ne prodult gue 15 4 2
itres de laitjour [10] e tewin MN'Dama retrowé B0 Burking
Faso, su Mal, au Sénégal, 2 & 3 ltres da laifour =1 e zébu
Maure, 2,7 & 3 litres de |eitfour [5] ; [30] ; [19) (Taokeau )
Ausal, en comperant lee résultents de performance de
production laitiére obtenus dans le cede de progranime
Meticnews dinsérmination Artificlelle entre les races localkes
africaines et les races exobiques européennes. on 88 rend
comple oque les résultats oblenus ewes B race Azewak sont
encore melleurs. Au Sénégal par exemple, les  veches
crolsées  Haolstein ont une production moyenne joumalée de
7.3 litres &1 les orolsdes Montbeélardes de 5,7 ites [20)
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Tableau | : Performances de reproduction des pébus en station el en dlevage tradibionnel. Source : [d] ; [7]: [3]: 18]

Race Age au premiar viilage Intervalle antre vilages Do grestaticn
Stalion  Traditioees| Station Traditionnel

Aziwak Hamos M mok 14 mak 164 mos 238 jours
Gobra HAmpis 43 b GEmog 15 Mok 24 meie &3 joars
Wdama Emels 4Tl 14815 mus 13 8 24 mois 23822648 jours

Tabileau Il | Qs stres de production des races bovines du Niger. Souree : [3] HED
Race Production |aif (kg)  Duwrbs lsstation [nembra de jeurs) Paide vil {kz) Randemsnt carcassa %)
Azawak  E00-1100 T3 M 330500/ F 250-300 48-5F
|Barmng 180-30H) 180-200 M 30500/ F350-450  40-50
DyjmlE 400450 160200 M 3350/ F 250-350 50
Gudsi 00-1100 & N 5550 F 30350 50
L] EQ0-Ton -0 M E50 ) F 800 50

M Mala o F ; Femella

Tableau Bl Quelques paraméires de production des races bovimes du Sahel. Source @ [5) ; [10] : [19] ; [30]

Rice Fays Froduction |aR (Bresjour] Pedds wif [ka| Randamend carciase (%)
Male Framslle
AzEwak Mab | Nigania [Miger  Ta b 050 0300 4352
Tt Pl Burkdna Faso { Mab 2a3 20-M5 M8 &
Eit Maura Maurianie | Mab 2ral ZE0-TO0 030 45
Gobra Sandgal 15482 -0 0300 4356
Bfeadn Gt o hevire 158 g2 - -
Ndama Eurdna Faso ! 2a3 M ITe2M 0
M3l | Sénégal

En Gamble, les crosdes Jersialeas omt une  production
jourraline moyenne de 3,54+0,04 lires, tandis gue les crolsdes
Friesianes produtsent en moyenne 451,19 ltresfour [20).
Certes, l'apport du sang européen a eu un effet poeltif
notamment sur la durée de lactation, sur la fertiité des animau
fréduction de [intervalie de w&age) alnal que sur la production
o lalt, mats lee dtudes ont montnd susel que ces metisses ont
des valeurs dhématconite peu compatibles avec une aunde,
une reproduction nomale et une bonne résistance  aux
pressione  perasitaires [25)A noter enfin gue lee weches
metisses ont wune incldence des mammies subciniques trols
fols plus devés et gu'elks codient tros fols plus  cher &
I'entratien que les vaches locales [21).

4. Politiqgues d'amélioration génétique de
la race Azawak au Sahel : Exemple de la
station de Toukounous au Niger

Lee poltiques o' amélioration géndtique au Niger remontent &
19638 avec la création du Centre Agncole de Flingué (CAF) qul
plus tard prendra e nom de « Station  Sahdierna
Expérmerntale de Toukounous = (SSET). Far la suite, d'autres
gtations ont wu le jour notamment celle de Kikissoye en 1966,
A la suite des sécheresses de 1972 at 1973 qul ont décimé ke
cheptal nigérien, I'Etat & opté pour 12 mise en place de
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plusieurs cenres suppémentaes de multiplcaton du bétal &
béodene, 4 Fako, & Bathé et & Sayam, qul furent créés anire
1975 et 1080, De tous ces centres, la station de Toukounous et
cale qul a su relever les défis gréce A 'appul de |a coopération
belge gu & conribied & B mise en place d'un protocole de
contrile de performences de edlection de mile Azawak stype
Toukounous- et des programmes de sukd sanitare et almeantaine.
La station expérdrmentale de Toukounous est une instkution
Eratinue qul couvre une suparficie de 4474 ha edndée en S pace
moncelés en 30 parcelies de superfices, pemmettant une utileation
ratiornede at bhen edaptée & 'sndbé des piturages [1).
Les chjectifa assignés 4 I station sont la mutiplcation, s
sakection et la difusion de la race 2abu Azawak en millew rural.
Le traval de eélection entrepria 4 la S5ET & permis une
dédinition des standards de race et 'obtenton d'un animal
rautement appréc par

= 5on manoue o exigence sur ke plan alimentare |

* 30n aptiude de producton jviende, laif) et de

repnochaction |

» gg doclité &t son aptitude & |a tracton .
Ben que cette rece séectonnés et fiede sur un ceran
rombre de citéras préablament défnle ecit un succés, | est
récessalre quil puisse avolr un cadre formel de salection
génétipue pour une exploftation maxmale des aptitudes de
catte race. Le mébu Azawek est déorit comme un animal rectilgre,
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médinligre. sumétrique, avec un fencn assez développa et des
cormes en coupe quand eles sont courtes el en lyres guand
elas sont longues (Figure 2). Le dimorphisme saxiel eat frés
rmiarged {Figure 2 at 3). La femelle est beaucoup plus fine svec
une hauteur au gerrod qul vare entre 1,10 at 1,20 m. contre
1,20 et 1.30 m chez ke méle [28]. Ses mensurations warent
cependant selon lea pays ol eles ont été effectudes. La bossa
eel volumireuss chez | mdle, mals beaucoup plus petite chez
la farnsdie.
Le trevall de diffusion & trevers |2 cesslon des taureaux etiou
des waches en milieu rural est heutement appréce par les
dlevaure. Ansl gréce au proget Azewak finencéd par A
Coopération Techrigue Belge, cing cant frerte [S30) géniteurs
ocnt étd dffusés en millkeu nral & partic de la Station e
Toukounous &1 des dleveurs sdlectionneurs en 2006, Cela a
pearmis de aallie vingt mille cing cent (20 500) femelles de reca
Azawak, eoit 23 % du cheptel naticnal. Dans les troupesus oul
ont utlisé ces génitews salectionnés, ke poids des jpunes & 1
an est sugments de 10 % et |a production alténe des filles est
augrentés de 20 %. Cependant, dana sa misslon de diffusion
du pafrimoing génétigue du zébu Azawak, beavcoup de défis
reatent encore 4 relever per la Station. Toutefols, I'Etat dok
réhabliter les sutres centres de multiplcetions afin d'assurer
une bonne couverturs nationaks du patimoine génétigue de la
race AZAWEK.
Le traval de muliplication permat & |18 stabon e rraintenic un
nombre corstent d'anmews en foncticn de la capacité de &
cherge et de profiter de la vente du lait. Selon ACHARD et
CHAMONO [1]. trols mesures pheres concourent au bon
sucoés de devege & la station de Toukounous. || s'agit de
* 'adéquation antre |'afectf du chaptel 2t les
ressouces fouragénes |
+ |'insteuration d'un systéme de rotation anruelie deg
parceles paturdas en sason pluvieus:s
* |a forte pression de adkection des ARMELX an
&iminent les mauvalses producincas.

5. Principales pathologies & la station de
Toukounous au Niger

Selon les donndes disponkolas dans le rappont annusl 2009, [es
affections digestives, la figssre de 3 jours & les sffections
Iocomotnices représentent les pathologes les plus couramment
rencontréas & e S5ET. Le taux de mortinstalté est passé de
2,83 % en 2008 4 3,33 % en 2000. Les memmites clinigues
gant rares fandls gue alore gque subdinigues (39%) sont
principalement dues & Staphyiococcus auress [12) Les
condificne de traites, maneelles figure 4), favorsent
contamination de la mamealk.

PERSPECTIVES DE L'ELEVAGE BOVIN
LAITIER AU SAHEL

Lee Efata du Sabel dolent mpéretvement misux s'investic
dans des politiques de geston des ressounces génétigues
bovvines capables de répondre durabkement aus besoins d'une
population sens cesse crolssante, mas aussl 4 misus sdoursar

Th

Flgure 2 : Femelle Azawak Flgure 3 : Méks Azawak

Figuere & : Traite manuelle

les différeie types de syastéme déevege. Alnal, plusieurs
apticns s'offrent au pays du Sahel

L'une dee opticne serslt |e retionalisation de I'uliliestion des
parcours naturels, tout en incitant les Seveurs & dimineer s
talle des effectifs, & Siminer en pricrte les animaux les moins
productife et 4 apter pour des animaws plus productifs dans le
cAs des dlevages pastoral

Les éfats odu Sahel doient opter en prodté sussl & I
wHoraation des races locales par des programmes de séection
génatiouee. MESSOHOU et ADAKAL [18] praconisent o allsurs
la création de Durasus S8s resa0UCes QENStiqUes poUr B8 ELMEr
3 caractéreation, B conservation et B velorsaion oes
ress0uUnces génatipues bovines en Afogue. Ansl. e cas de la
race Azawsk devas 4 |s station expanmentals de Toukounous
8w Miger est aseaz ddifiant.

Les fliéras de productions anmaeales urbaines et pérdurbanes
sont en plein essor dans presque toutss les grandes viles du
Eahel Il est donc impératf de promaouvor exploftation des
races ocaks amélorses dans les elevages perl-urban et
wrbain. Les performances zootechnigues enmegistrées avec la
race Azewak dohent motier |'sdoption de catle poliioue. Ls
promotion des races locales dok 8tre suivie per des mesuEs
d'accompagnement  [Senté et almentation] pour s
sxploiter e potentiel génstique des animaws.

Et enfin, certans pays du Ssheal ont opté pour insémination
artificiela comme outll d'amélomrtion de la producton Eitée
dena les  dleveges ubaine ef pérurbaing.  Récemment
niroduite au Mger, dle requiert d'une part, un changement
dana le mode de gestion de 'elevege (stabulabon) el d'autre
part, une bonne gestion de la santé et de |'alimentation des
waches crokées.

Conclusion

L'ébevage au Sanel dolt falre face & d'énomes Spreuves: foyers
de tension, amenuisement des ressourcss naturelles, falble
rentabilité, maledies... atc. Le projet de durabilité de "&Sevege
necesEibe implication des Seveurs el des autortes publiopues
pour &'affrenchic de |a fatalité des akdas climatioues.
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1.3. La zone d’étude

1.3.1. Présentation générale

La présente étude a été menée au niveau de la station expérimentale sahélienne de Toukounous.

Toukounous est un village situé a 220 km au nord-est de Niamey dans le département de

Filingué, région de Tillabéry (Figure 2). La principale activité économique de la population est

I’élevage. La station expérimentale sahélienne de Toukounous fait partie des six centres de

multiplication de bovins au Niger (Tableau 1). Les infrastructures opérationnelles sont celles

qui assurent la livraison du lait, le transport des trayeurs a 1’aire de traite, le fonctionnement du

le groupe électrogéne qui alimente la cuve pour la conservation du lait et celui des pompes

immergées pour I’approvisionnement en eau. La vente du lait et celle des animaux sont les

principales sources de revenu de la station en plus de la subvention de I’Etat. Le lait est vendu

soit localement auprés des coopératives féminines pour la fabrication du fromage, soit via

I’industrie laitiere au niveau de la capitale. Les animaux sont, quant a eux, vendus au poids
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Figure 2 : Localisation de la station sahélienne expérimentale de Toukounous au Niger.
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Tableau 1 : Les Centres de multiplication des bovins au Niger

Centre de Date de Création Superficie Type de bovins

multiplication (ha) élevés

Toukounous 1954 4.474 Azawak

Kirkissoye 1966 120 Azawak
Gudali

Ibécétene 1975 42.000 Azawak
Fako 1977 28.000 Bororo
Sayam 1979 29.000 Kouri

Bathé 1980 33.000 Azawak

1.3.2. Structure des troupeaux

Les animaux sont scindés en douze (12) troupeaux répartis selon 1'age, le sexe et 1’état
physiologique :

+ Taureaux: males entiers de plus de 3 ans ;

+ Taurillons : males entiers de plus de 2 ans et de moins de 3ans ;

+ Veaux sevrés : males du sevrage a 2ans ;

+ Velles sevrées : femelles du sevrage avant la mise a la reproduction

+ Primipares ;

+ Vaches suitées élites ;

+ Vaches suitées non-élites ;

+ Vaches et génisses gestantes d'élites ;

+ Vaches et génisses gestantes non-élites ;

+ Vaches et génisses en Progeny-Test d'élites ;

+ Vaches et génisses en Progeny-Test non-élites ;

+ Veaux et velles non sevrés
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1.3.3. Alimentation des animaux

L'alimentation des animaux est basée sur l'exploitation du paturage naturel. L’étude de la flore
et de la végétation herbacée rencontrée a la station sahélienne expérimentale de Toukounous
rapporte la répartition ci-aprés : graminées annuelles (69,5%), légumineuses annuelles (8,2%)
et autres (22,3%), avec des valeurs pastorales pouvant aller a 87,5% (Saidou et al., 2010).
L’exploitation du péturage se fait d’'une maniére rationnelle dans les cing parcs morcelés en 30
parcelles variant entre 49 a 283 ha (Figure 3). Ainsi, 10 & 15 parcelles sont paturées durant la
saison des pluies et seront réservées pour la saison seche de 1’année suivante afin que le stock
de semences puisse se reconstituer. L’abreuvement des animaux se fait ad libitum a partir de
forages équipés de systéme de pompage. La complémentation alimentaire est sélective et est
limitée aux vaches laitiéres, aux vaches gestantes, aux animaux affaiblis et/ou malades et aux
veaux. Ces animaux regoivent des graines de coton, du tourteau d’arachide et souvent du son de
blé. En raison du codt élevé des compléments alimentaires, la complémentation se fait durant la
saison séche. Par contre, du sel, sous forme de pierre a lécher, est distribué aux animaux deux

fois dans I’année, une fois durant la saison de pluie et une seconde fois durant la saison froide.
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Figure 3 : Carte topographique de la station sahélienne expérimentale de Toukounous.
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1.3.4. Suivi sanitaire des animaux

Sur le plan sanitaire, I’intervention s’articule autour de trois axes: la vaccination, le
déparasitage et le traitement des animaux malades. Les animaux sont vaccinés contre les
principales maladies, particuliérement celles qui sont réputées Iégalement contagieuses a savoir
la péripneumonie contagieuse bovine (PPCB) a Mycoplasma mycoides subsp. mycoides variant
«small colony », la pasteurellose septicémique bovine a Pasteurella multocida B et E le
charbon symptomatique a Clostridium chauvoei et le charbon bactéridien, ou anthrax, a
Bacillus anthracis. Le déparasitage est systématique a la station expérimentale sahélienne de
Toukounous. Chaque semaine, les animaux subissent en masse un déparasitage externe par
pulvérisation contre les tiques. Ensuite, deux fois par an, les animaux sont traités contre les
parasites gastro-intestinaux, une premiere fois en début de saison des pluies et une seconde fois
en debut de saison seche. Quant aux animaux malades, ils recoivent des traitements appropries

sous la supervision du vétérinaire en charge du suivi sanitaire.
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PARTIE 2 : Les mammites bovines
2.1.Les aspects cliniques

La mammite est une inflammation de la mamelle dont I’origine la plus fréquente est la
pénétration de bactéries dans un quartier par le canal de trayon. Chez la vache, la mammite se
manifeste par:
% une modification non clinique de la sécrétion lactée (diminution de production et
augmentation du nombre de cellules somatiques sans aucun signe clinique);
++ une modification de la sécrétion suivie de signes cliniques fonctionnels (grumeaux, sang
ou caillots sanguins, pus dans le lait), de signes cliniques locaux (gonflement, chaleur,
douleur, rougeur) et de signes cliniques généraux (température + élevée, avec ou sans

appétit et, quelquefois, en décubitus, un état de choc).
2.1.1. Les mammites subcliniques

Les mammites subcliniques sont insidieuses et caractérisées par une absence de signes
cliniques. L’inflammation due a I’infection s’accompagne essentiellement d’un afflux de
cellules somatiques dans le lait du quartier infecté, particulierement les polynucléaires
neutrophiles, et par une modification de la composition chimique du lait (baisse des taux de
caséine et de lactose, augmentation des taux d’électrolytes). Le diagnostic des mammites
subcliniques repose sur la numération des cellules somatiques du lait, la mise en évidence des
modifications chimiques et la recherche de la bactérie en cause. L’augmentation des cellules
somatiques peut étre révélée par des methodes de comptage, comme le California Mastitis Test
(CMT), le Fossomatic®, le Coulter Conter®, la conductivité électrique. Lors de mammite
subclinique, les bactéries peuvent persister dans le pis et I’infection devenir chronique suite a
I’expression de certaines propriétés. Par exemple, la formation d’un biofilm, la survie a
I’intérieur des cellules épithéliales mammaires et/ou 1’absence de synthése d’une capsule sont
considérées comme trois propriétés impliquées dans la chronicité d’une infection a S. aureus

(Bardiau et al., 2014).
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2.1.2. Les mammites cliniques

Les mammites cliniques se caractérisent par la présence des signes cliniques fonctionnels et
locaux, voire généraux. Les signes cliniques fonctionnels se traduisent par une modification de
la sécrétion de la glande mammaire matérialisée par un changement de 1’aspect du lait
(grumeaux, sang ou caillots sanguins, pus dans le lait) et de la composition du lait. Les signes
locaux sont ceux observés lors d’un processus inflammatoire classique a savoir : rougeur,
tuméfaction, chaleur et douleur du quartier atteint. Et enfin, les signes cliniques généraux se
traduisent par de 1’abattement, de I’anorexie, de I’hyperthermie, une arumination, une
déshydratation et des troubles locomoteurs. Les infections mammaires cliniques peuvent étre

distinguées selon la sévérité de ces signes cliniques.

Ainsi, les mammites suraigués se caractérisent par la rapidité de leur apparition et de leur
évolution, souvent mortelles en 1’absence de traitement. Elles peuvent revétir deux formes chez
les bovins, la forme paraplégique et la forme gangréneuse. La forme paraplégique est associée
le plus souvent aux coliformes. Elle est caractérisée par une agalaxie brutale, une toxémie, une
hyperthermie, une hypocalcémie, de la tachycardie, de I’anorexie, I’atonie du rumen et de la
diarrhée. Le quartier atteint est chaud, enflé et douloureux. Le lait peut étre blanc avec une
consistance aqueuse ou devenir jaune et séreux avec des caillots observables a 1’épreuve du bol
a fond noir (Remy, 2004). Elles surviennent généralement quelques jours aprés le vélage
(Green et al., 1998). Leur évolution peut étre fatale (Wenz et al., 2001). Le diagnostic
nécropsique montre des lésions localisées au niveau des canaux et des alvéoles (Remy, 2004).
Les mammites gangréneuses sont relativement rares, souvent fatales pour les animaux atteints.
Certains auteurs décrivent la mastectomie comme traitement de choix dans les mammites
gangréneuses chez les ruminants (Frank, 2002 ; Ribeiro et al., 2007). Staphylococcus aureus,
Clostridium perfringens et Escherichia coli sont les bactéries prédominantes responsables de

mammites gangréneuses chez les ruminants (Bradley et Green et 2004 ; Atyabi et al., 2006).

Dans les mammites aigués, I’inflammation du quartier atteint est évidente (rougeur,
gonflement, douleur, chaleur) et la production laitiere est affectée tant dans la qualité que dans
la quantité, alors que 1’état général de I’animal n’est pas ou peu altéré. Cette symptomatologie
n’est pas spécifique a une espéce bactérienne particuliére et peut apparaitre a tous les stades de

la lactation.
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2.2. Les mécanismes de défense de la mamelle

2.2.1. Au niveau du trayon

Le canal du trayon est la principale voie d’entrée des bactéries lors des mammites ainsi que la
premiére ligne de défense de la glande mammaire. L’extrémité distale du canal du trayon est
normalement hermétiquement fermée par les muscles du sphincter, empéchant ainsi I'entrée des
germes pathogénes. La paroi interne de ce canal du trayon est tapissée par de la kératine qui
empéche la migration des bactéries et qui contient des acides gras a longues chaines qui aident
dans la lutte contre I’infection (Viguier et al., 2009). Toutefois, I’efficacité de ces défenses est
limitée a I'approche de la parturition, car il résulte une pression intra-mammaire accrue qui
entraine la dilatation du canal et des fuites de sécrétions mammaires (Capuco et al., 1992) et,
lors de la traite, le canal du trayon est également distendu (Rainard et al., 2006). En outre, les
muscles du sphincter exigent 2 heures de temps pour revenir a leur position de contraction
(Capuco et al., 1992). Une fois que les bactéries ont dépassé ces barrieres anatomiques au
niveau du trayon, elles doivent ensuite échapper aux composants cellulaires des mécanismes de

défense de la glande mammaire.

2.2.2. Au niveau de la glande mammaire

Les mécanismes de défense cellulaire de la glande mammaire sont composés des
polynucléaires neutrophiles, des macrophages et des lymphocytes. Les polynucléaires
neutrophiles (PMN) de la glande mammaire constituent la premiere ligne de défense cellulaire
contre les bactéries mammopathogénes et représentent 90% des cellules dans la sécrétion lactée
lors de mammites (Rainard, 1985). Les étapes conduisant a la destruction des bactéries par les
PMN passent par leur recrutement a la faveur de la libération des cytokines comme le facteur o
de nécrose des tumeurs (TNF-a), des interleukines (IL-8, IL-1) et de la prostaglandine (F2a)
(Viguier et al., 2009 ; Semnani et al., 1993). Ces cytokines favorisent I’afflux massif des PMN
au niveau du site de ’infection. Les bactéries phagocytées sont tuées par I’action des ions
superoxydes (O,) et du peroxyde d’hydrogéne (H,0) (Paape et al., 1991). Les macrophages
représentent, eux, le type cellulaire dominant du lait provenant d’une mamelle saine (Lee et al.,
1980 ; Paape et al., 1991). Ces cellules interviennent aussi dans la phagocytose et participent a

la réponse immunitaire spécifique en jouant un rdle dans le déclenchement et I’expression des
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réponses immunitaires, aprés digestion et présentation des antigenes, via I’activation des
lymphocytes (Haddadi, 2006). Quant aux lymphocytes, une fois activés, ils produisent les
anticorps.

Les mécanismes de défense moléculaire de la glande mammaire sont divisés en innés et acquis.
Les mécanismes innés sont représentés par des molécules a activité antimicrobienne et par le
complément. Parmi les molécules a activité microbienne, les plus importantes sont la
lactoferrine et le systéme lactoperoxydase (LPS). La lactoferrine est capable de séquestrer le fer
et le rendre indisponible aux bactéries qui en ont besoin pour leur croissance comme cofacteur
enzymatique. Le systeme lactoperoxydase (LPS) rencontré dans le lait est composé de trois
¢léments, la lactoperoxydase, 1’ion thiocyanate et le peroxyde d’hydrogeéne. C’est la réaction
entre le thiocyanate et le peroxyde d’hydrogéne, catalysée par la lactoperoxydase qui donne le
principe actif antimicrobien de ce systeme (Jacob et al., 2000).

Le LPS est actif contre les bactéries telles que les streptocoques, Staphylococcus aureus et
Escherichia coli (Outteridge et al., 1988 ; Meunier, 1999). De par ses propriétés biologiques, a
savoir I’opsonisation des bactéries, la cytolyse des bactéries Gram négatives et la mobilisation
des PMN, le complément, une fois activé, participe aussi a 1’élimination des bactéries dans la

mamelle (Sordillo et al., 1996).

La mamelle bénéficie également des mécanismes acquis de défense moléculaire, a savoir les
immunoglobulines qui interviennent a différents stades de I’infection aprés activation de la
réponse immune et sécrétion par les lymphocytes (Poutrel, 1983). Ainsi, les immunoglobulines
peuvent :
o empécher I’adhérence des bactéries aux cellules épithéliales mammaires, ce qui facilite
I’excrétion de ces bactéries lors du processus de la traite ;
o rendre plus efficace la phagocytose par les PMN (= opsonisation) ;

o neutraliser les toxines bactériennes.

2.3.Les bactéries mammopathogeénes

Les bactéries responsables de mammites peuvent étre distinguées en deux groupes. Le premier
groupe est constitué¢ par des bactéries qui vivent sur la vache et se transmettent d’animal a

animal ou d’un quartier a un autre a I’occasion du processus de la traite. Ces bactéries sont a
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I’origine de I’apparition dans les élevages laitiers de mammites contagicuses. Les bactéries
responsables de mammites contagieuses regroupent classiquement Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Mycoplasma bovis et Mycoplasma spp (George et al., 2008) et a cela
s’ajoutent les staphylocoques coagulase négative. Le deuxiéme groupe des bactéries
responsables de mammites est constitu¢ des germes qui vivent dans 1’environnement de la
vache. Ces germes contaminent directement la mamelle entre les traites (lors du couchage) par
simple contact avec la litiere qui est une source majeure de contamination favorable a la
multiplication des germes dans le cas ou I’environnement des animaux est mal entretenu. Les
principales bactéries responsables des mammites environnementales sont essentiellement
représentées par Streptococcus uberis, S. dysgalactiae, Enterococcus spp, Trueperella
pyogenes, Escherichia coli, Klebsiella spp, Enterobacter spp, Serratia spp et Pseudomonas
spp, (Georges et al., 2008). A ces bactéries s’ajoutent également quelques champignons et

levures.

2.3.1. Les agents étiologiques contagieux

v' Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des cocci a Gram positif, immobiles, groupés en amas, non sporulés
appartenant a la famille des Staphylococcaceae. Les staphylocoques sont des bactéries
ubiquitaires, commensales de la peau et des muqueuses des mammiféres et des oiseaux. Dans
un élevage laitier, S. aureus peut coloniser le lait des vaches en lactation, les vaches taries, les
veaux, la surface de la peau, les trayons, le vagin, le mufle (Boddie et al., 1987 ; Roberson et
al., 1998, Matos et al., 1991). Cependant, la principale source d’infection est le lait provenant
des quartiers infectés mais aussi les mains des trayeurs et I’équipement de la traite (George et
al., 2008). Il existe des différences entre les souches de S. aureus isolés au niveau des
différents sites c'est-a-dire le lait, la peau du trayon, les mains, et I’équipement de traite
(Zadoks et al., 2002).

v’ Streptococcus agalactiae

S. agalactiae est un cocci a Gram positif, f hémolytique, appartenant au groupe B de la

classification de Lancefield. C’est une bactérie hautement contagieuse, parasite obligatoire de
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la glande mammaire, car elle ne survit que tres peu de temps en milieu extérieur. La bactérie est
généralement responsable de cas de mammites subcliniques avec, souvent aussi des cas
cliniques (George et al., 2008). Le lait de la mamelle infectée constitue la principale source de

contamination dans les élevages laitiers. La contamination intervient a I’occasion de la traite.

v" Mycoplasma bovis et Mycoplasma spp

Ce genre bactérien caractérisé par I’absence de la paroi, est doué d’une capacité de persistance
dans I’environnement notamment sur le matériel de traite ou encore dans le fumier (Pfltzner,
1984 ; Le Grand et al., 1996). Dans les élevages laitiers, M. bovis est I'espece le plus souvent
isolée, et dans la plupart de cas, responsable des infections mammaires (Bennett et Jasper,
1978). Une fois que I’infection s’établit dans un élevage, sa transmission d’un animal a un autre
se fait lors de la traite mais elle peut aussi étre congénitale ce qui contribue au maintien de

I’infection dans le troupeau (Quinn et al., 2011).

v' Les staphylocoques a coagulase négative

Le groupe des staphylocoques a coagulase négative (SCN) comprend 39 espéces dont une
dizaine a été isolée des cas de mammites avec la prédominance d’un petit nombre (Pyorala et
Taponen, 2009). Dans les élevages, la prévalence des mammites & SCN est plus élevée autour
du vélage chez les primipares et les vaches (Aerestrup et Jensen, 1997 ; Rajala-schulz et al.,
2004). Les staphylocoques a coagulase négative peuvent étre isolés des sites extra-mammaires
comme la peau, le canal du trayon, et leur transmission est facilitée lorsque les mesures
d’hygiéne sont inadéquates (Trinidad et al., 1990 ; Matos et al., 1991 ; George et al., 2008).
Genéralement, ce groupe de bactéries provoque des mammites subcliniques, et dans quelques
rares cas des mammites cliniques (Pyorala et Taponen, 2009). Pres de 15 espéces différentes
ont été mises en évidence dans des cas de mammites (Persoson et al., 2011) dont les plus
fréquentes sont Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus simulans, Staphylococcus
hyicus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus xylosus et
Staphylococcus cohnii. Dans ce groupe, certains se comportent comme des bactéries
contagieuses et d’autres comme des bactéries environnementales. Par exemple, Staphylococcus
chromogenes est beaucoup moins isolé¢ de I’environnement que dans le lait des vaches

(Piessens et al., 2011). Par contre, les souches de Staphylococcus epidermidis isolées de
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mammites sont caractérisees par une faible hétérogénéité au sein de 1’espéce, ce qui traduit un
modele contagieux du type de mammites Thorberg et al., 2009; Piessens et al., 2011). Le
modele contagieux et environnemental de mammites a été observé avec les souches de

Staphylococcus simulans (Piessens et al., 2011).

2.3.2. Les agents étiologiques de I’environnement

v' Streptococcus uberis

C’est un cocci a Gram positif, o hémolytique, esculines +, saprophyte du milieu extérieur. La
bactérie est retrouvée au niveau des trayons, sur la peau de la mamelle, dans le rumen, dans la
cavité buccale et au niveau du vagin (George et al., 2008). Les infections mammaires a S.
uberis s’installent au cours de la lactation ou durant la période séche avec des manifestions
cliniques ou subcliniques (George et al., 2008). Des études ont montré que deux types de
modeles épidémiologiques différents peuvent étre définis dans le cas des infections a S. uberis
(Serieys, 2004 ; George et al., 2008). Dans le premier modé¢le, les infections s’installent au
cours de la période seche ou durant la lactation, et la contamination se fait essentiellement a
partir de sources environnementales par des souches polyclonales. Dans le second modeéle, la
contamination se fait d’un quartier a un autre a ’occasion de la traite avec un nombre limité de

souches (oligoclonal).

v’ Streptococcus dysgalatiae

S. dysgalactiae est une cocci a Gram positif, o hémolytique appartenant au groupe C de la
classification de Lancefield. Cette bactérie occupe une position intermédiaire entre les germes
contagieux et les germes de I’environnement. En effet, elle peut se retrouver dans
I’environnement de la vache, et a été isolée de sites extra-mammaires comme au niveau des
amygdales, de la bouche ou encore du vagin (Quinn et al., 2011), mais aussi a partir du pis, et
sur les lésions des trayons (Schalm et al., 1971). La transmission de la bactérie se fait

principalement pendant la traite (Bramley et Dodd, 1984).
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v" Enterococcus spp.

Le genre Enterococcus appartient a la famille des Enterococcaceae. Ce sont des coques
ovoides, a Gram positif et appartiennent au groupe D de Lancefield. Les espéces les plus
couramment isolées de cas de mammites bovines sont Enterococcus faecalis et Enterococcus
faecium (Devriese et al., 1999; Tenhagen et al, 2006). Ce sont des germes pathogénes de
I’environnement retrouvés au niveau de la litiere, de I’intestin et sur la peau des vaches

(Bradley, 2002).

v Trueperella pyogenes

Anciennement successivement appelé Corynebacterium pyogenes, Actinomyces pyogenes, et
enfin Arcanobacterium pyogenes, T. pyogenes est un coccobacille a Gram-positif, non sporulé,
immobile qui apparait seul, en paire (en forme de V ou T) ou en grappe (Yassin et al., 2011).
Cette bactérie peut étre retrouvee au niveau des voies respiratoires supérieures, au niveau
urogénital et gastro-intestinal et est responsable des infections pyogénes chez les bovins (Wst
et al., 1993; Jost et al., 2005). T. pyogenes est responsable de diverses maladies,
particuliérement la «mammite d’été». Les vaches sont infectées lorsque les trayons sont en
contact avec un environnement contaminé telles les zones de mise bas, le logement des vaches

taries, mais cette bactérie est également transmise par les mouches (George et al., 2008).

v Les bacilles a Gram négatif

Il s’agit principalement des bactéries appartenant a la famille des Enterobacteriaceae et a la
famille des Pseudomonadaceae.

Les Enterobacteriaceae sont des germes peu exigeants, oxydase négative, retrouvés dans le sol,
dans I’eau, et surtout dans I’intestin de I’homme et des animaux et renferment un nombre trés
¢levé de genres et d’espéces. Dans le cas des infections mammaires, on peut les distinguer en

deux groupes, celles qui sont lactose+ notamment Escherichia coli, Klebsiella spp,
Enterobacter spp, communément appelées coliformes, et celles qui sont lactose— comme
Serratia spp. Les infections mammaires dues aux coliformes présentent deux caractéristiques

qui dépendent du moment de leur installation. En effet, Serieys (2004) rapporte, que les
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souches qui s’installent durant la lactation provoquent des mammites plus séveres que celles
qui s’installent durant la période du tarissement. Le méme auteur rapporte que les souches qui
s’installent durant le tarissement présentent une certaine spécificité qui les distinguent des
autres souches notamment une capacité d’acquisition de fer plus élevée malgré la forte
concentration de la lactoferrine durant cette période, une meilleure capacité d’adhérence et
d’internalisation dans les essais in vitro, et secrétent plus fréeguemment une capsule

polyosidique qui les rend résistantes a la phagocytose.

Les Pseudomonadaceae particulierement, Pseudomonas aeruginosa impliquée dans la
mammite bovine, est une bactérie mobile, aérobie stricte, oxydase positive, saprophyte du
milieu extérieur retrouvée dans l'eau et les sols humides (Spiers et al., 2000). La bactérie
provoque generalement des mammites sporadiques avec souvent des formes suraigies

caractérisées par une sécrétion séro-hémorragique (Osborne et al., 1981).

2.3.3. Les autres agents étiologiques

D’autres agents étiologiques comme les levures et les algues sont également responsables des
mammites. Les levures sont retrouvées dans des endroits humides, riches en matiére organique,
et sont isolées a partir des trayons mais aussi du matériel de traite (Keller et al., 2000). Bien
que la fréquence des mammites a levure soit faible, occasionnellement des cas d’épidémie
peuvent étre sont observés notamment dans les élevages avec des mesures d’hygiene défaillante
et ou associés a des traitements intra-mammaires répétitifs (Farnsworth et Sorensen, 1972 ;
Moretti et al., 1998 ; Elad et al., 2000 ; Crawshaw et al., 2005). Plusieurs especes de levures
du genre Candida, Cryptococcus, Rhodotorula et Trichosporum ont été associées aux
mammites bovines, mais Candida spp est le genre le plus fréquemment isolé a partir de cas de
mammite mycosique chez les bovins (Farnsworth et Sorensen; Aalbaek et al., 1994 ;
Krukowski et al., 2006). L’infection peut se faire lors des injections des infusions intra-
mammaires contaminées ou par le manchon du trayeur (Radostitis et al., 2007). Parmi les
algues connues qui provoquent des maladies chez les humains et les animaux, on peut citer le
genre Prototheca (P.), notamment P. zopfii et P. wickerhamii (Moller et al., 2007). P. zopfii a
été identifié comme un agent pathogéne responsable de mammites bovines en 1952 (Moller et
al., 2007). Dans le passé, cette algue entrainait des mammites sporadiques, et de nos jours, ces

mammites sont devenues endémiques (Costa et al., 1996 ; Janosi et al., 2001). Tout comme
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Candida spp, les infections dues a Prototheca spp se font via les injections intra-mammaires
(Taniyama et al., 1994).

2.4.Les mammites & S. aureus

Les mammites a S. aureus peuvent revétir diverses formes suivant qu'elles soient associées ou
non a des signes cliniques (Sutra et Poutrel, 1994). Bien que S. aureus puisse provoquer des
mammites cliniques aigués, ces infections mammaires ont tendance a devenir chroniques. Cette
capacité de S. aureus a provoquer une infection chronique est corrélée a sa faculté a échapper a
la réponse immune et a persister a long terme dans des niches particulieéres au sein de la
mamelle (Humblet et Godeau, 2005 ; Wallemacq et al., 2010). Des formes de mammites
suraigiies ont également été rapportées, et elles sont caractérisées par une dégradation de 1’état
général, une déshydratation, une anorexie, avec une hypothermie ou une hyperthermie
(Strandberg et al., 2005 ; Wallemacq et al., 2010). La forme gangréneuse est caractérisée par
une forte inflammation, et une nécrose au niveau du quartier atteint qui devient froid, bleuatre,
avec une sécrétion gazeuse rouge foncée dégageant une odeur nauséabonde (Rainard et Riollet,
2006 ; Strandberg et al., 2005 ; Wallemacq et al., 2010).

2.4.1. Les facteurs de virulence de S. aureus

La pathogénicit¢ de cette bactérie est liée a 1’expression des facteurs de virulence qui
interviennent pour assurer 1’adhérence de la bactérie aux cellules hotes, ou pour engendrer des
dommages tissulaires ou encore échapper au systeme immunitaire. La virulence de S. aureus
réside dés lors dans sa capacité de colonisation, de sécrétion des toxines, des enzymes ou

encore dans sa capacité a former du biofilm et de survie intracellulaire.

2.4.1.1. Les protéines de surface

L’adhérence est considérée comme une ¢€tape indispensable a la colonisation du tissu
mammaire. Cette étape requiert la présence de protéines particulicres, a fonction d’adhésines,
par lesquelles S. aureus se fixe aux cellules et a la matrice extracellulaire. Les adhésines
appartiennent a la famille des Microbial Surface Component Recognizing Adhesive Matrix

Molecules (MSCRAMM), qui, pour la plupart sont ancrées dans le peptidoglycane de la

45 |Page



INTRODUCTION

bactérie (Brun et al., 2007). Les principales adhésines sont la protéine de liaison au collagéne
(Cna), la protéine de liaison a la fibronectine (FnBP), la protéine de liaison au fibrinogene ou
« clumping factor » (CIf), la protéine de liaison a 1’¢lastine (EbpS), la protéine A (Spa) liant les
immunoglobulines (1gG), et enfin les protéines de la famille de Sdr qui sont des MSCRAMM,
impliqués dans la liaison au Bpb (bone sialo-binding protein) (Sabat et al., 2006).

Le role biologique de la protéine de liaison au collagéne (Cna) a été étudié dans un modeéle
animal, les résultats démontrent que les souches dépourvues du gene codant pour la Cna sont
moins virulentes que les souches exprimant le géne (Brun et al., 2007). En effet, les souches
Cna+ sont capables d’entrainer une inflammation suppurative (Rhem et al., 2000). La capacité
de liaison a la fibronectine de S. aureus a été rapportée pour la premiére fois en 1978 par
Kuusela, (1978). Cette propriété biologique s’avére étre trés commune aux souches de S.
aureus et joue un role important dans la premiére étape de la colonisation du tissu de I'hote
(Rhem et al., 2000). La fibronectine se lie d’une part aux FnBP et d’autre part aux intégrines
(localisées au niveau des cellules hotes). L’interaction ainsi générée serait a ’origine de
I’internalisation des bactéries (Fowler et al., 2000). Le clumping factor (CIf) est une protéine
responsable de I’adhérence des bactéries au fibrinogéne et, in vitro, de I’agrégation des
bactéries en présence de plasma (Geoghegan et al., 2010). De plus, elle protége les bactéries de
I’action du complément en inhibant le clivage de la fraction C3b en iC3b (Hair et al., 2010).
Deux variantes ont été décrites chez S. aureus (CIfA et CIfB). La protéine CIfA est présente a
la surface des bactéries a tous les stades de la croissance bactérienne, alors que la protéine CIfB
est présente a la surface des bactéries au début de la phase exponentielle de croissance et
seulement en cas de culture anaérobiose. Les souches qui possedent le géne de la protéine CIfA
sont associes a la sévérité des signes cliniques de la mammite (Akineden et al., 2001; Sharma et
al., 2000). La protéine EbpS se lie a 1’élastine retrouvée au niveau de certains organes et tissus
comme la peau, les poumons et les vaisseaux sanguins (Downer et al., 2002; Park et al., 1991).
Cette capacité d’attachement a la matrice extracellulaire permettrait de jouer un réle dans les
infections de la mamelle. La Protéine A (Spa) est une proteine de surface capable de se lier aux
immunoglobulines. En effet, cette protéine se fixe sur le fragment Fc des immunoglobulines et
empéche 1’opsonisation des bactéries (Brun et al., 2007). Cing & soixante pourcent des souches
de S. aureus responsables de mammites sont capables de se fixer sur les IgG, et cette fixation
est plus forte sur les 1gG2 que sur les 1gG1 chez les bovins (Poutrel et Caffin, 1988). Dans la

famille des protéines Sdr, plusieurs variants ont été decrits (SdrC, SdrD, SdrE) (Sabat et al.,
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2006). La protéine SdrC est impliquée dans 1’adhérence de S. aureus aux cellules épithéliales

de mammiféres (Barbu et al., 2008; Corrigan et al., 2009).

2.4.1.2. Les cytotoxines

S. aureus est aussi capable d’excréter plusieurs autres types de facteurs de virulence notamment
les hémolysines, les leucocidines, les entérotoxines et des enzymes extracellulaires. Les
hémolysines et les leucocidines sont des toxines a activité membranaire (Brun et al., 2007).
Quatre types de toxines hémolytiques ont été décrites a savoir; la toxine a (HLA), la toxine [
(HLB), la toxine y (HLG) et la toxine & (HLD). L’injection de toxine a purifiée dans une
glande mammaire de lapine entraine une nécrose hémorragique qui est dose dépendante, tandis
que I’injection de la toxine B entraine une inflammation de la glande mammaire associée a un
cedéme et a un afflux de PMN au niveau des canaux et des alvéoles (Poutrel et Sutra, 1994). La
toxine y (HLG), de par son mécanisme d’action, fait partie des leucocidines qui appartiennent a
la famille des toxines synergohyménotropes. Ces derniéres sont des toxines a deux sous-unites,
S et F, qui agissent en synergie en formant des pores pour lyser les membranes des cellules
phagocytaires, notamment les PMN et les monocytes (Brun et al., 2007). Dans une étude faite
au Canada, le typage du géne spa a démontré que, le t529 est présent dans 60% des souches
isolées de cas de mammites cliniques, et ce sérotype est fortement associé a I’expression du
géne hld (Veh, 2014).

2.4.1.3. Les entérotoxines

Les entérotoxines produites par les S. aureus sont impliquées dans des intoxications
alimentaires et dans la physiopathologie générale des infections staphylococciques chez les
humains et les animaux (Akineden et al., 2001). Ces entérotoxines sont douées de propriété
biologique capable d’entrainer une élévation de la température du corps (pyrogenicité), mais
aussi capable d’induire I’activation des lymphocytes T (antigenicité) (Dingues et al., 2000).
Plusieurs types d’entérotoxines ont été décrits chez S. aureus. Les toxines SEA, SEB, SEC,
SED, SEE dites “classiques” ont été caractérisées et décrites depuis 1960 (Brun et al., 2007).
Au sein de SEC, plusieurs variants ont été mis en évidence sur la base de la spécificité d’hote
(SEC1, SEC2, SEC3, SEChovine, SECovine, SECcaprine et SECcanine (Bergdoll et al., 1965 ;

Marr et al.,1993). De nouvelles toxines ou variants ont ensuite été progressivement découverts.
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2.4.1.4. Les enzymes

Les enzymes extracellulaires comme les exofoliatines, la staphylokinase, la coagulase, la
hyaluronidase ainsi que diverses protéases, lipases, et nucléases sont produites par S. aureus.
Les exofoliatines A (ETA), ETB, ETC et ETD ont été déecrites chez S. aureus, mais rarement
ou trés peu présentes sur les souches responsables des mammites (Karahan et al., 2009; Ote et
al., 2009 Larsen et al., 2002 ; Haveri et al., 2007). La staphylokinase est un activateur du
plasminogéne capable de dissoudre les caillots sanguins. Elle joue, par conséquent, un réle dans
la formation d’emboles septiques a ’origine des métastases infectieuses (Lijnen et Collen,
1996). La coagulase se lie a la prothrombine et I’activation du complexe ainsi formé entraine la
transformation du fibrinogéne en fibrine responsable de la coagulation du plasma. Cette action
génére dans 1’organisme des micro-caillots de fibrine a I’intérieur desquels les bactéries
peuvent proliférer et échapper a I’action phagocytaire et/ou thérapeutique. La hyaluronidase est
capable d’hydrolyser I’acide hyaluronique qui est un constituant de la substance interstitielle du
tissu conjonctif permettant ainsi la fluidification de la substance fondamentale. Or, la substance
fondamentale du tissu conjonctif offre une bonne résistance a la pénétration des agents
infectieux grace a sa consistance visqueuse. De par sa propriété évoquée précédemment, la
hyaluronidase peut permettre la propagation de I’infection a partir de son site initiale (El-safory

etal., 2010).

2.4.1.5. Les composants de surface

Les souches de S. aureus sont capables de former du biofilm défini comme étant une
communauté structurée de cellules bactériennes enfermees dans une matrice polymerique et
adhérant a une surface vivante ou inerte (Costerton et al., 1999). En raison de sa taille et de sa
structure chimique, le biofilm offre une résistance a la phagocytose par les macrophages, et
méme une résistance aux antibiotiques qui ont du mal a diffuser et a atteindre leurs cibles
(Monzona et al., 2001). Le géne ica code pour des protéines impliquées dans la production de
biofilm avec quatre variants (icaA, icaB, icaC et icaD) (Dhanawade et al., 2010). Les
expériences de Cucarella et al., (2004) ont montré que la capacité de colonisation bactérienne
de la glande mammaire est augmentée avec les souches de S. aureus mucoides porteuses des
genes icaABCD et du géne bap. Les souches de S. aureus porteuses du géne bap sont fortement

productrices de biofilm, et son expression est suffisante pour induire la production de biofilm
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méme en absence du géne ica (Cucarella et al., 2001 ; Cucarella et al., 2004). Certains auteurs
associent la persistance chronique des mammites a la production de biofilm (Costerton et al.,
1999 ; Donlan, 2000).

Les polysaccharides capsulaires chez S. aureus ont été classes en 11 sérotypes par Karakawa et
al. (1988). Cependant 80% des souches de staphylocoques responsables de mammite
produisent en majorité le type 5 et 8 (Poutrel et Caffin, 1988). Ces antigénes capsulaires sont a
I’origine de I’inactivation de la voie alterne du complément se traduisant ainsi par une

protection de la bactérie contre la phagocytose (Avril et al., 1992).

Le tableau 2 (page suivante) récapitule les différents facteurs de virulence.

2.4.1.6. La survie intracellulaire

Des études in vitro ont démontré que S. aureus est capable de survivre a I’intérieur des cellules
épithéliales mammaires (Almeida et al., 1996 ; Bayles et al., 1998 ). Toutefois, S. aureus a été
mis en évidence dans différents types cellulaires, notamment dans des macrophages et les
cellules alvéolaires isolés du lait des vaches naturellement infectées (Craven et Anderson, 1984
; Heébert et al., 2000), puis dans des cellules épithéliales et des neutrophiles issus de glande
mammaire de souris a la suite d’une infection expérimentale (Anderson et Chandler, 1975;
Brouillette et al., 2003), et enfin dans les ostéoblastes (Hudson et al., 1995 ; Reilly et al.,
2000). Certaines souches de S. aureus présentent des caracteres particuliers notamment une
capacité de croissance lente in vitro avec la production de petites colonies, une diminution de la
production de la toxine o, une résistance a la gentamicine et une capacité de survie
intracellulaire (Atalla et al., 2008). Ces souches sont appelées Small Colony Variants (SCVs).
Ces propriétés permettraient a ces souches de persister dans le phagocyte, étre moins sensibles

a I’action des antibiotiques conduisant ainsi a la persistance de I’infection (Vesga et al., 1996).
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Tableau 2: Apercu sur quelques facteurs de virulence de S. aureus.

Facteurs de virulence Géne Réle dans la pathogénie

Facteurs d’adhésion

Clumping factor protein clf Liaison au Fibrinogéne

Fibronectin binding protein A fnb Liaison a la fibronectine

Elastin Binding protein ebpS Liaison a I’¢élastine

Collagen binding protein cha Liaison au collagéne

Protein A spa Inactivation des immunoglobulines

Bone sialoprotein-binding protein | sdr Liaison aux ostéoblastes

Composants de surface

Intercellular adhesion protein A ica Formation du biofilm

Biofilm associeted protein bap Formation du biofilm

Capsular polysaccharide cap5H Protection contre la phagocytose

biosynthesis proteins cap8H

Hémolysines et Cytotoxines

Alpha hemolysin precursor hla Formation de pores sur les
leucocytes

Beta hemolysin precursor hlb Formation de pores sur les
leucocytes

Delta hemolysin precursor hid Formation de pores sur les
leucocytes

Cytotoxines

Leukotoxin chain luk Formation de pores sur les
leucocytes

Panton Valentine leukocidin plv Formation de pores sur les
leucocytes

Entérotoxines sea, seb, | Activation des lymphocytes T

sec, sed,
seg, seh
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2.4.2. Les outils épidémiologiques pour I’étude de S. aureus

Le typage des souches bactériennes est tres important dans les enquétes épidemiologiques dans
le but de déterminer les principales sources d'infection, les voies de transmission et aussi de
comparer les caracteres particuliers de virulence dévolus a certaines souches. Plusieurs
méthodes sont utilisées pour la caractérisation, notamment des méthodes phénotypiques

(biotypie, sérotypie, lysotypie) et des méthodes génotypiques (MLST, PFGE).

2.4.2.1. Les outils phénotypiques

Dans le biotypage, les souches de S. aureus sont différenciées au moyen des caracteres
observés a la culture, et aussi a diverses propriétés biochimiques. Par exemple, Devriese (1984)
a propose une technique qui distingue les souches de S. aureus en plusieurs biotypes sur la base
de I’étude de quatre caractéres phénotypiques: la production de la staphylokinase, la
visualisation du caractére B-hémolytique, la capacité de coaguler le plasma bovin et la
croissance sur gélose au cristal violet. Le désavantage de cette méthode réside dans la
discordance des résultats liée aux conditions des tests et aussi dans des problémes

d’interprétation du test sur la gélose au cristal violet (Hennekinne et al., 2003).

Le sérotypage est une technique de plus en plus utilisée dans la caractérisation des souches de
S. aureus isolés de cas de mammites bovines, particulierement le sérotypage des antigénes
capsulaires. Ainsi, les sérotypes capsulaires CP5 et CP8 sont exprimés par environ 80% des
souches responsables de mammites bovines (Poutrel et Caffin., 1988). Cependant, il y a aussi

une prédominance du serotype capsulaire selon les zones géographiques (Salasia et al., 2004).

Durant des années, la lysotypie a été la technique de choix pour la caractérisation des souches
de S. aureus. C’est une méthode qui consiste a déterminer la sensibilit¢ d’une souche
bactérienne a une gamme de bactériophages. Fox et al., (1991) ont utiliseé cette méthode pour
comparer 257 isolats de souches de S. aureus provenant de 40 troupeaux, a partir de 23
phages ; seules 10 souches n’étaient pas typables. Cependant, la lysotypie est aujourd’hui
considérée comme une méthode peu reproductible qui ne permet pas le typage de toutes les

souches (Bannerman et al., 1995).
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2.4.2.2.Les outils génétiques

La méthode dite du « Multi-Locus Sequence Typing » (MLST) transpose la technique de
I’analyse des iso-enzymes au niveau du génotype par comparaison des séquences codant pour
les enzymes métaboliques, afin de mesurer la distance génétique multi-locus (Enright et Spratt,
1999 ; Maiden et al., 1998). Chez S. aureus, cette technique consiste a séquencer sept géenes
conservés dit « genes de ménage ». Ainsi, chaque séquence constitue un alléle distinct désigné
par un numéro arbitraire et la combinaison des sept chiffres constitue le « Sequence Type »
(ST). Cette technique a connu plusieurs applications, notamment pour étudier la spécificité
d’héte des souches de S. aureus (Herron-Olson et al., 2007) ou la clonalité des souches isolées
de cas de mammites bovines (Rabello et al., 2007). Cette méthode présente I’avantage d’étre

reproductible et les données accessibles a partir d’une base de données sur internet.

La « Pulsed Field Gel Electrophoresis » (PFGE) est une méthode qui consiste a couper I’ADN
génomique extrait dans une matrice d’agarose par une enzyme de restriction possédant un
faible nombre de sites de coupure. Les fragments d’ADN obtenus sont par la suite séparés par
électrophorese en champs pulsé. La PFGE a connu beaucoup d’applications dans 1’étude des
souches de S. aureus responsables de mammites. Ainsi, elle a été utilisée pour étudier la
persistance a long terme de clones de S. aureus dans les troupeaux laitiers ainsi que les
relations génétiques de souches exprimant ou portant des déterminants spécifiques de virulence.

Elle a également I’avantage d’étre beaucoup moins chére par rapport a la méthode MLST.

2.4.3. La prévention et la lutte contre les mammites a S. aureus

Les mammites bactériennes sont des infections avec de fortes répercussions d’ordre
économique, sanitaire et, aussi, hygiénique au niveau des élevages spécialisés dans la
production du lait. Les mammites bactériennes, particulierement celles causées par S. aureus,
peuvent en effet évoluer sous forme gangréneuse et mettre en péril la vie de ’animal, ou se
développer de maniére insidieuse avec une évolution chronique favorisant ainsi 1’entretien de
I’infection au sein de I’¢levage. Ce passage a chronicité a pour conséquence la mise en route de
traitements, la réduction de la production, la réforme des vaches incurables et, aussi, des
pénalités sur le prix de vente du lait (en Europe), qui sont autant des frais a supporter par

I’¢leveur, réduisant ainsi les marges bénéficiaires. L’importance du traitement et de la
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prévention des mammites a S. aureus est aussi hygiénique, car le lait contaminé peut étre un
vecteur dans la transmission a ’homme des souches capables d’entrainer des toxi-infections
alimentaires. La prévention et le traitement des mammites ont, donc, de fortes implications

dans ces élevages.

2.4.3.1. La prophylaxie

La prophylaxie contre les mammites est antiseptique, nutritionnelle, génétique et/ou vaccinale.

Les principales mesures de prophylaxie antiseptique visent a éliminer ou limiter les sources de
S. aureus dans 1’¢levage et d’agir sur le mécanisme de sa transmission. La source majeure de S.
aureus demeure le quartier infecté, et la transmission se faisant essentiellement a I’occasion de
traite d’un quartier a un autre et/ou d’une vache a une autre. Les vaches atteintes d’infections
chroniques et/ou de mammites subcliniques, sont alors des sources de dissémination de la
bactérie au sein de 1’élevage. Il est, donc, indispensable de procéder au dépistage précoce des
vaches atteintes de mammites subcliniques et d’envisager la réforme de celles qui présentent
des infections chroniques. A la fin de la lactation, c'est-a-dire au tarissement, une
antibiothérapie permet également de prévenir de nouvelles infections au moment du vélage
(Bradley, 2002). Le traitement au tarissement est abordé dans la section suivante. Ces mesures
doivent également étre associées a une bonne pratique d’hygiéne au moment de la traite. Dans
le cas des élevages qui pratiquent la traite manuelle, les mesures d’hygiéne impliquent le lavage

et la désinfection des mains, du trayeur, du pis et des trayons avant et apres la traite.

Nagahata et al. (2000) ont proposé un programme de contréle de mammites articulé autour de
cing points d’intervention pour la maitrise des infections particulierement causées par S.
aureus :

» Etablissement d’un ordre de traite;

» Usage de gants en plastique a usage unique pour les travailleurs et de lavettes

individuelles pour laver chaque trayon;

» Trempage des trayons dans une solution désinfectante;

» Traitement des quartiers atteints par des antibiotiques au tarissement;

» Abattage des vaches infectées dans plus de deux quartiers et/ou atteintes d’infection

chronique.
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L’apport de certains nutriments dans 1’alimentation de la vache laitiére permet aussi a la
mamelle de prévenir efficacement des infections bactériennes. Ainsi, beaucoup d’études se sont
penchées sur la relation entre la présence de ces nutriments et le risque d’apparition des
mammites. L’une des approches les plus documentées est celle qui fait intervenir la
supplémentation des animaux avec le sélénium et la vitamine E chez la vache laitiere.
Cependant, d’autres nutriments, notamment le zinc, le cuivre, la vitamine A et les béta-
caroténes interviennent également dans la résistance de la mamelle contre les infections
bactériennes. Smith et al. (1984) ont étudié les effets de la vitamine E et du sélénium sur les
mammites bovines. Ces auteurs constatent que 1’incidence de mammites cliniques au vélage
était diminuée chez les vaches supplémentées en vitamine E pendant le tarissement, alors que
la supplémentation en Se avant le vélage diminuait la durée des signes cliniques. L’association
vitamine E / sélénium montre une synergie permettant la diminution de I’incidence et de la
gravité des mammites dans un élevage. La vitamine E et les béta-carotenes sont également des
éléments nutritifs importants dans le maintien de 1’intégrité des cellules épithéliales (Sordillo et
al, 1997). Les études menées par Chew et al. (1982) ont montré que les vaches avec des scores
de CMT élevés avaient significativement de plus faibles concentrations de vitamine A et de

béta-carotene dans leur plasma, contrairement aux vaches qui ont un score négatif.

Le cuivre facilite I’absorption et le transport du fer et intervient aussi dans la protection des
cellules contre les métabolites libérés lors de la phagocytose (NRC, 2001). Par ces deux
fonctions, il est supposé que le cuivre joue un réle important dans le cadre de la protection
contre les infections bactériennes de la mamelle. L’interaction entre le zinc et les cellules
immunitaires indiquent que ce dernier pourrait aussi contribuer a mieux combattre 1’installation
de l’infection bactérienne (Sordillo et al., 1997). Une zincémie faible est associée a un
amincissement de la couche cornée papillaire et a un accroissement de Il'infiltration leucocytaire
du parenchyme mammaire, par conséquent a une augmentation du nombre de cellules

somatiques dans le lait (Davidov et al., 2013).

Par, ailleurs la genétique a aussi été utilisée pour la sélection des races laitieres plus résistantes
aux infections mammaires. Cette sélection repose sur [’enregistrement des comptages
cellulaires somatiques (CCS) individuels qui est un critére performant par son héritabilité
(proche de 0,15) et sa forte corrélation génétique (proche de 0,85) avec 1’objectif de sélection

associant mammites cliniques et sub-cliniques (Rupp et Boichard, 2001 ; Bonaiti et al., 2005).
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Cependant, une sélection des animaux avec des numérations cellulaires individuelles a des
valeurs tres faibles risque, pour certains auteurs, d’aboutir a la sélection d’animaux dont les
défenses immunitaires seraient amoindries et, par conséquent, plus vulnérables aux infections
(Coffey et al.,1986 ; Kehrli et Schuster 1994 ; Schukken et al 1994).

La prévention des mammites peut également faire appel a I’'utilisation de vaccins dont les
objectifs visent a prévenir de nouvelles infections, a réduire leur gravité et ainsi a réduire le
nombre de cellules somatiques dans le lait, ce qui permettrait de limiter 1’usage des
antibiotiques. Selon Middleton (2008), la vaccination contre les mammites vise deux objectifs
spécifiques : la réduction des taux cellulaires des vaches infectées et la prévention de nouveaux
cas de mammites au sein de 1’élevage. Cependant, la vaccination, notamment contre les
mammites a S. aureus, se heurte a plusieurs difficultés majeures qui retardent la mise au point
de vaccins pleinement efficaces (Wallemacq et al., 2010), ceci étant probablement lié a la
capacité de survie intracellulaire de cette bactérie lui conférant ainsi les moyens d’échapper a
I’action du systéme immunitaire. En effet, les vaccins utilisés visent a 1’obtention d’une
réponse immune humorale dirigée contre un antigene spécifique de S. aureus. Cependant, la
prise en compte de I’induction d’une réponse immune cellulaire impliquant notamment une
réponse cytotoxique dirigée contre les cellules infectées par S. aureus est un des axes a suivre

en perspective d’une mise au point de vaccin efficace (Wallemacq et al., 2010).

2.4.3.2. Le traitement

La stratégie du traitement des mammites par I’administration d’antibiotiques consiste a traiter
les mammites qui apparaissent au cours de la lactation et a établir un traitement systématique
des vaches pendant le tarissement et, enfin, a procéder a la réforme des vaches ayant des

infections chroniques.

La mise en place d’un traitement précoce lors de mammites s’avére efficace durant la lactation,
bien que cette efficacité chez les vaches avec des infections chroniques soit tres limitée. De
plus, une antibiothérapie a long terme lors de mammite chronique est, en partie, responsable de
I’émergence de souches résistantes. Parmi les antibiotiques les plus freqguemment utilisés pour
le traitement des mammites on peut citer les béta-lactamines, les macrolides, les

aminoglycosides et les tétracyclines (Sawant., 2005). Contre ces antibiotiques, S. aureus utilise
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principalement quatre mécanismes de résistance : I’inactivation enzymatique, la modification

ou le remplacement de la cible, la protection de la cible et I’efflux actif.

L’inactivation enzymatique résulte de la modification du noyau actif de 1’antibiotique par
clivage ou addition d’un groupement chimique empéchant par la méme occasion la fixation de
I’antibiotique a la cible entrainant ainsi une perte de ’activité antimicrobienne. Par exemple,
I’enzyme pénicillinase codée par le géne blaZ entraine une résistance a la pénicilline G, aux
pénicillines A (ampicilline, amoxicilline, etc.), aux carboxypénicillines (ticarcilline) et aux
uréidopénicillines (pipéracilline) (Quincampoix et Mainardi, 2001) et les enzymes « aminoside
N-acétyltransférases » (AAC), « aminoside O-phosphotransférases » (APH) et « aminoside O-
nucléotidyltransférases » (ANT) définissent chacune un phénotype particulier de résistance aux
aminoglycosides (Bismuth, 2006). La cible de I’antibiotique peut aussi étre modifiée ou
remplacée pour éviter que l’antibiotique ne s’y lie et ne puisse exercer son activité. C’est
I’exemple de la production d’une nouvelle « protéine de liaison a la pénicilline » (PLP2a) qui
entraine une résistance a toutes les béta-lactamines et dont les genes mecA et mecC sont les
supports génétiques (Quincampoix et Mainardi, 2001 ; Becker et al., 2014). Un autre
mécanisme de modification est la méthylation de la cible & hauteur du ribosome (sous-unité
50S), qui réduit ainsi 1’affinité des macrolides (Leclercq, 2006). La protection du ribosome,
cible des tétracyclines, est due aux genes tet(O), tet(M) et tet(W) qui codent pour des protéines
cytoplasmiques qui entrainent le relargage de I’antibiotique fixé et rendent ainsi au ribosome sa
conformation originelle (Poyart, 2006). L’efflux actif est un mécanisme par lequel les bactéries
vont relarguer 1’antibiotique a I’extérieur de la cellule bactérienne grace aux pompes a efflux,
telles que les pompes ABC transporteur (ATP Binding Cassette Superfamily) qui conferent une
résistance aux macrolides et les pompes MFS (Major Facilitator Superfamily) qui conférent une

résistance aux tétracyclines.

L'objectif de I’administration d’antibiotiques durant la période du tarissement est d'avoir moins
de quartiers infectés au vélage. Elle permet non seulement d’éliminer les infections existantes,
mais aussi de prévenir les nouvelles infections (Neave et al., 1966). Le traitement au
tarissement a ainsi un effet positif sur la réduction de l'incidence des mammites (Bradley,
2002). Cependant, des préoccupations majeures se posent de plus en plus quand a I’application
systématique de I’administration d’antibiotiques au tarissement. Ainsi, certains pays ont adopté

une politique de therapie sélective des vaches taries (Browning et al., 1990, Browning et al.,
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1994; Osteras et al., 1999). Pour Whist et al. (2006), cette thérapie sélective doit non seulement
étre simple et bon marché, mais aussi optimiser efficacement le traitement des quartiers
infectés, tout en minimisant le traitement des quartiers en bonne santé. D’ailleurs, une
recommandation de I’OMS appelle vivement a I’interdiction des traitements antibiotiques au
tarissement des vaches dans le cadre de la politigue de réduction de I’utilisation des
antibiotiques en agriculture (WHO, 1998).

L’alternative de la réforme des vaches atteintes de mammites chroniques est une méthode
onéreuse pour I’¢éleveur, mais nécessaire dans un plan stratégique de lutte contre les mammites
a S. aureus. La réforme s’adresse principalement aux vaches atteintes de mammites chroniques
incurables, malgré plusieurs traitements antibiotiques en lactation et celles ayant des CCI >
800000 cellules/ml au cours de deux lactations successives en dépit de traitement au
tarissement (Serieys, 1991 ; Bouaziz, 2005).

Le traitement des mammites dues aux levures concerne les espéces Candida albicans, C.
crusei, C. kefir et C. rugosa. Ces levures sont sensibles in vitro aux anti-mycosiques, mais in
Vvivo, aucune préparation n’a démontré scientifiquement une efficacité (Théron et al., 2010).
Cependant, certains auteurs rapportent 1’utilisation de certaines molécules dans le traitement
comme la nystatine (5 000 U/ml ; 125 000 U/mamelle/j pendant 4 jours), la natamycine (2,5% ;
500 mg/ quartier/j, 3 jours), du miconazole (100 mg/j pendant 3jours) et du clomitrazole (100 a
200mg/j pendant 3 jours) (Kadic , 1978 ; Weigt , 1984 ; Théron et al., 2010).

Deux espéces d’algues sont impliquées dans les mammites, Prototheca zoopfii et P.
wickerhamii. Des expériences in vitro ont démontré une sensibilit¢ de ces germes aux
aminoglycosides et aux polyénes (Bergmann, 1993 ; Marques et al. 2006 ; Jagielski et
Lagneau, 2007), mais aucune efficacité n’a été obtenue in vivo, probablement en relation avec
la localisation particuliere de ces germes pathogenes (Théron et al., 2010). En effet ces algues
sont capables d’envahir les tissus conjonctifs et les nceuds lymphatiques, ce qui les rend
responsables d’infections chroniques. De plus, les lesions provoquées sont irréversibles et la
production laitiére demeure faible méme apres la disparation de 1’agent pathogene (Costa et al.,
1996). Par conséquent, la réforme des animaux atteints constitue, a ’heure actuelle, la seule

mesure économiguement envisageable (Théron et al., 2010).
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Les mammites représentent une entrave a la production au niveau des élevages spécialisés
dans la production laitiére. Les pratiques d’élevages au Niger favorisent malheurcusement
I’entretien et la persistance des bactéries responsables des mammites dans les élevages. Au
Niger, trés peu d’études ont été menées sur les mammites et les rares études faites se limitent

a I’identification des agents étiologiques dans les zones urbaines et périurbaines de Niamey.

L’objectif général visé¢ dans ce travail est de faire 1’inventaire des principales bactéries
impliquées dans les mammites au niveau du plus grand Centre de Multiplication de Bétail au
Niger (station sahélienne expérimentale de Toukounous) et de procéder a la caractérisation
des bactéries prédominantes, afin de proposer une stratégie efficace de prévention et de

controle.

Les objectifs spécifiques assignés a cette étude sont :

1. Etudier la prévalence des mammites cliniques et subcliniques au niveau de la

station sahélienne expérimentale de Toukounous

2. Identifier les principales bactéries responsables des mammites
3. Faire une caractérisation phénotypique et génotypique des souches de S. aureus
4, Et, enfin, évaluer I’impact de I’application des mesures d’hygiéne sur la

prévalence des mammites
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Partie 1: Bactériologie

1.1. Préambule

Cette premiere partie du travail est divisée en trois études dont les objectifs étaient : (i) de
connaitre la prévalence des mammites au niveau de la Station Sahélienne Expérimentale de
Toukounous (SSET) ; (ii) d’identifier les agents étiologiques bactériens ; et (iii) de comparer

les souches de Staphylococcus aureus.

C’est ainsi que toutes les vaches en lactation des trois troupeaux a savoir les primipares, les
élites et les non-élites ont été testées au « Californian Mastitis Test » (CMT). Les résultats de
cette premiére étude ont démontré une prévalence élevée des vaches avec des CMT positifs,
bien qu’aucune mammite clinique n’ait été diagnostiquée au cours de nos travaux. Et comme
le lait de chaque vache positive au CMT a été préleve, nous avons pu par la suite procéder a
I’analyse bactériologique des échantillons. Les différents échantillons de lait ont été analyses
au niveau du laboratoire de 1’Ecole Nationale de Sant¢ Publique de Niamey (ENSP) au Niger.
Apres isolement et pré-identification, les différentes souches bactériennes ont été conservées,
puis acheminées au laboratoire de bactériologie de la Faculté de Médecine vétérinaire de
Liége aprés avoir obtenu un permis d’importation délivré par 1’Agence Fédérale pour la
Sécurité de la Chaine Alimentaire (AFSCA). En Belgique, les différentes souches
bactériennes ont été reprises en culture pour confirmer et/ou infirmer les résultats obtenus

précédemment au Niger.

Les résultats obtenus démontrent qu’il y a une diversité des agents bactériens impliqués dans
I’étiologie de la mammite au niveau de la SSET. Toutefois, Staphylococcus aureus est
I’espece la plus fréquente, ce qui conforte des resultats obtenus lors de deux études
précédentes réalisées dans les élevages laitiers urbains et périurbains de Niamey (Niger) selon
lesquels S. aureus est le germe mammopathogene prédominant (Bada et al., 2005 ; Harouna
et al., 2009). De plus, cette espece bactérienne est connue sur le plan mondial comme un
agent pathogene majeur de la glande mammaire, capable de provoquer autant des mammites
cliniques aigués que des mammites subcliniques tendant a devenir chroniques. Du fait de leur

évolution insidieuse, c'est-a-dire sans signe clinique annonciateur, les mammites subcliniques
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tiennent toute leur importance dans le cas du Niger ou le diagnostic n’est pas systématique sur

les vaches en lactation caractérisée par un faible niveau de production.

C’est ainsi que, partant des résultats précédemment obtenus, les investigations dans les deux
études suivantes de nos travaux ont porté particulierement sur S. aureus : il s’agit notamment
de leur caractérisation phénotypique et génotypique. Ainsi, ces deux études ont concerné des
aspects largement abordés dans beaucoup de publications de par le monde, mais qui restent
inédits dans le cas du Niger. Dans ces deux études, les investigations ont porté sur la
recherche des genes et des propriétés potentiels de virulence, sur la détermination de leurs
profils de sensibilité/résistance aux antibiotiques et sur 1’étude de la clonalité des souches de

S. aureus.
Il faut noter enfin, que dans la deuxiéme étude intitulée « Antibiotic resistance trends of

Staphylococcus aureus isolated between 2010 and 2012 from mastitis cases in Azawak zebu

in Niger », un erratum a été ajouté a la fin de I’article.
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Absiract

Though the government of Niger opted in 1975 for a policy of improving the dairy capability of the
Azawak zebu cows, the national level of dairy production satisfies only 50% of population needs.
Several reasons may explain this shortage, including the prevalence of mastitis. The purpose of this
research was (i) to study the prevalence of mastitis atl the Sahelian experimental station in
Toukounous; (i) to identify the bacterial species responsible; and (iii) to type the Sltaphylococcus (5.)
aureus isolates. Two hundred and sixty-five cows were tested using the California Mastitis Test (CMT)
and the 112 CMT-positive milk samples (10.6%) from 104 cows (39.2%) were further tested for bacterial
growth. Fifty-one of them (45.5%) gave a posilive growth: half of the isclated bacteria belonged o the
genus Staphylococcus and 23 (41.8%), to the species S. aureus. The majority of the S. aureus isolates
belonged lo the bovine biolype, formed biofilms, produced Small Colony Variants, grouped inlo
closely related virulotypes, and belonged lo two closely related pulsolypes. In conclusion, (i) the
prevalence of presumplive mastilis in Toukounous is 40%; (ii) the genus Staphylococcus is the most
freguent; and (ii) the 23 5. aureus isolates are closely related, though not clonal.

Keywords: Miger, Azawak zebu, mastitis, Staphylococcus aureus, virulolyping.

INTRODUCTION

In Miger, zebu callle of the Azawak breed offer the best
dairy apliluda with a level of production thal varies
betwaen BOD and 3000 kg of milk for a lactation period of
belwaen 270 and 300 days. Moreover, since 1975, the
Miger governmant has opled tor a policy of developing
the breeding of the Azawak zebu and of improving its
dairy capability (MRA, 2002). Varous pilot farms have
been set up, such as the Sahelian expenmental station in
Toukounous (Figura 1), with the objective of carrying out
the genelic selection of the Azawak zebu breed and of

distributing these cows o individual farmers across the
country.

Howewver, despila tha existence of such experimenial
farms and of almost 3.5 million heads of Azawak zebu
cows in 2000, nalional dairy production in Miger satisfies
only 50% of population needs (REPOL, 2001; Vias ef al.,
2005). Several reasons may explain this shorlage,
including the genetic background of the Azawak zeou
comparad to European and American dairy catlle breeds
and the infection rales of the mammary gland.

64



RESULTATS

Infection of the mammary gland by microorganisms,
genarally bacleria, causes inflammation and mastilis.
Clinical mastitis s characlerized by macroscopic
modification of the milk, whareas only high cell counts
with no macroscopic change are observed during sub-
climical mastitis. Mastitis can also be subdivided as either
contagious or environmental, according to the idantity of
the bacterial species: contagiows mastilis may be caused
by bacterial species such as Slaphylococcus aureus,
Streplococous agalactiag, coagulase-negalive
staphylococs,  Corynebactenun  bovis,  Mycoplasma
bowis, and environmental mastitis by Escherichia coll,
Streplococcus wberis,  Sheplococcus  dysgalactize
[Radostis at al., 2007; Quinn et al., 201 1).

Mastitis prevalence and mastilis-associaled bactarial
species can nevarthalass vary from country o country
and also betwean farms, mainly as the conseguence o
differancas in livestock managameant and milking process
hyaiens (Olde et al., 2008). In Miger, the prevalence of
mastilis in tha urban and peri-urban lvestocks of Miamay
arnd of Hamdallaye (Figure 1) is 44% and 42%
respectively, and 5 aweus is the most freguently
idantified bacterial species (Bada-Alambedji et al., 2008;
Harouna et al., 2009). Bul no survey has evar bean
performad at the pilot farms, such as the one in
Toukourous.

Therefore, tha purposa of this study was (i} 1o estimale
the prevalenca of mastilis in Azawak zebu cows al the
Sahalian expenmental station in Toukounous: (i) to
idantify the baclenal species responsible; and (iii] o fype
the Slaphylecoceus (5.) aureus isolales phenclypically
and ganelically.

MATERIALS AND METHODS
The station in Toukounous

The Sahelian experimantal station in Toukounous was
created in 1936 by the colonial countrigs in order o
produce meal for exporation to Euwrope. It was
transformed in 1975 by the Miger govarnmeant inlo a pilo
farm to improve the dairy production of the Azawak zebu
breed and to promote its distribution across the whole
country (MRA, 2002). The Toukounous station is located
220 km Morth East of Miamey (Figure 1) and covers a
surface area of 4474 hectares divided inlo several
parcels allowing a rational use of pastures (Saidou et al.,
2010). The dimate is of the Sahelian type, characterized
by a rainy seascn from Juneg to Oclober, with an average
af 300 mm of rain per year, and a dry season from
Movamiber to May.

Al the Toukounous station, Azawak zebu cows are
divided into three herds according 1o their level of milk
production  and age: “elile” cows [=1400 kg
milklactation), "nan-elile” cows (<1400 kg milklactation),
and ‘primiparous” cows. Feeding is based on pasturs
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grazing, which is complemented by the distribution of
cotlonsesd during the dry season. The animals drink
water ad libitun during the course of the day. The milking
process is performed manually twice daily with no
genaral or spacific disintection procadure.

Bacterial milk analyses

Milk samples were collected during the rainy s2asan
(September 2003) from the four quarters of 265 lactating
cows (120 elite. 74 non-glite, and 71 primiparous) and
were submitted to the Californian Mastitis Test (CMT): a
quarler was considered positive when the score was
[++], (+++]), of [++++], negalive when the scora was (-],
and doubtful when the score was [+). Only CMT-positive
quartars were sampled a second time for bactericlogical
analysis. Milk samples were stored at -20 °C in 10% {v/'v)
glyeeral until further usa.

Bacteriological analysis was  performad  at  the
Laboratory of Bacterclogy in the Mational Public Health
School of Miamey. Alter thawing, a loopful of each milk
sample was inoculated oMo Columbia base agar plates
supplemented wilth 5% shesap blood (BiohMérieus,
Franca). Plates wears incubated at 37 °C for 24 h o 48 h
Bacterial species were pre-identified on the basiz of
colony shapa, presence of hasmolysis, Gram sfaining,
bacterial cell shape, and calalase and peroxidase
praduclion.

Pra-identified colonies were further identified al the
Labaratory of Bactericlogy in the Velarnnary Facully of the
University  of Litgge  (impot  permit  n®
COMNTAEC/FRT/376035). Firsl, the colonies were grown
on Columbia blood agar plates and on differant selective
agar plates: Mannitol sall phenal red agar (Merck,
Germmany) for staphylococei, Edwards medium meodilied
(Oxeid, England) for streplococs, D-Coccosel agar
(BioMérieux, France)] lor enterococei, and Gassner agar
(Marck, Germany) for enterobacteria. Final identification
was performed using appropriate AP lasls (BiohMéreus,
France), excepl for bacili, which wers identified as
described by Reva and collaborators (Reva et al., 2001).
Al Staphylococcus (S) awreus isolates wera furthar
identified and typed phenotypically and genetically.

5. aureus phenotyping

5. awreus isolales were classified inle bovine, human, or
poultry biolypes according to the rasults of the following
tests (Devriesa, 1984): the production of staphylokinase
and of B-hasmaolysis on Columbia blood agar, the
coagulation of bovine plasma and growth on Tryplicase
Soy Agar plates (Merck, Garmany) supplemented with &
pa'ml crystal viaolst (Acros Organics, Belgium).

Bialilm production was assayed in microlitre plates
using the safranin staining method |{Stepanovic et al,
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Table 1. Prevalence of California Mastitis Test (CMT)-pasitive cows and samples according to herd

Herd No. of tested cows ”“-“TP“{'::':“ cows mﬂﬁﬂmﬂ
Elite 120 51 [42.5) 55 (11.5)
Mon-alite 74 20 (39.1) 32 (10.8)
Primiparous | 24 (33.8) 25 (8.8)
Total 265 104 (50.2) 112 (10.6)
Mastercycler®  (Eppendord, France) as previously using Microsoft Excel 2003, The data were analysed

described (Ofe &t al, 2011). All PCR products were
analysed by electrophoresis in 1.5% agarose gel. Gals
warg  then  slained  wilh  ethidium  bromide and
pholographed under UV light al 254 nm.

5. aiireus pulsalyping

The whole genome of the S aweus isolates were
compared by Pulsad Fiald Gel Electrophoresis (PFGE).
Lysostaphine pre-ireated baclerial cells ware embeddad
in 0.9% cerlified low-melt agarosa [Bio-Rad, Belgium),
lysed in a 0.58 EDTA (pH B) buffer containing 10% M-
lauraylsarcosing and 2 mg/ml lysozyma, and treated with
1 ma'ml prolainasa K (Sigma-Aldrich, Germany).
Geanomic DMNA was digested with 10U of Smal (Sigma-
Aldrich, Germany) according to the manuiacturer's
instructions.  Besfricted fragmenis were separaled
throwgh a 1% pulsed-field certified agarcsa gel in 0.5%
TBE buller by using a CHEF MAPPER (Bio-Had,
Belgium). The electrophoresis conditions were 6.0V/cm
lor 21h, with pulse times ranging fram 5 o 60s, an angle
of 120° and a linear ramp lactor. Bacleriophage lambda
DMA (Bio-Rad, Balgium) was used as malecular waight
marker.

5. aureus antibiotic susceptibility testing

The susceptibility of the 5 aurews isolates lo antibictics
was delermined by the disc diffusion meathod on Musller-
Himton agar plates (Becton Dickinson, Belgium) as
praviously  described  (Bauer ot al. 1966, The
interpretation  of  susceplibility was based on the
recommendations of the French Committes Guidalines
for susceplibility testing (Soussy, 2010). |solates were
tested for tefracycline (30 UN, penicilin (10 1),
gentamicin (10 U1, trimathoprim-sulfamethoxazole (1.25
Mg /2375 pa). enrofloxacin (5 pg), clindamyein (2 UI1),
ard oxacillin (5 pg) (Becton Dickinson, Banglux).

Statistical analysis

All data and information were ragistared and chacked

statistically and compared, in 2 x 2 and 2 x 3 contingency
tables, using tha y° test and the Fisher's Exact Test,
when tha ¥ test was not relevant | Evalee=8-85), using
SAS Soltwars 9.1 (SAS. 2001).

RESULTS
California Mastitis Test (CMT)

Though no clinical mashilis was observed during the
sludy, 112 milk samples fram 104 cows tested positive an
the GMT: 63 [++), 40 [+++) and 9 (++++) scoras. Ninaly-
six cows had one posilive quarler and eighlt cows two
positive quarters. The prevalence of CMT-positive cows
and quariers was higher {P<0.05) in the herds of elite and
non-glite cows lhan in the herd ol primiparous cows
(Table 1).

Identification of bacterial species

Of tha 112 CMT-positive milk samplas, 51 [45.5%) gave
a positive bacteral cullure: 7 samples with a (++++) CMT
scora (79 77.8%), 16 samples with & [+++) CMT score
(16/40: 40.0%) and 28 samples with a (++) CMT scors
(2B/B3: 44.4%%). The diflerence in isolation rates
according to the CMT score was ned significant. In four
samples, wo bacteria were isolated. Hall of tha 55
identilied isolates balonged to the genus Sfaphylococous
(50.9%), in parlicular to the species 5. aureus (41.8%)
(Table 2). Cther identified species belonged to the family
Enferobacteniaceas  (255%) and o the genera
Enterococcus (12.7%), Bacilus  (3.1%), and
Acingtobacter (1.8%) (Table 2). The majonty of
Staphylococcus species wera isolated from elile and non-
elite cows, while the majority of Enfercbacteraceae and
Enferococcus species wars isolaled from the primiparous
cows; thase differences were significant (P< 0.001).

5. aureus was isolated from 5 samples with a [++++)
scora on the CMT and 9 samplas with a (+++) or a [++)
scora, while the majority of the Entercbacteriaceas were
isclated from samples with a (+++) or a (++) score (Table
3). Neverthaless thess differences wara nat significant.
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Table 2. Distribution of the identified bacterial species sccording ta herd

Species identified Mo. of isolates Herd
(%) Primiparaus Elite Non-elite
Genus Staphylococcus 2B (50.9)
Staphylococcus auews 23 (41.8) 2 14 T
Staphylococcus schuri 2 (3.6) a 1 1
Staphylococcus wamern 1(1.8) 1 a 1]
Staphylococcus hycus 1{1.8) a 1 1]
_Staphyiooocous epidermidis 1{1.8) 0 1 o
Genus Enferococcus THAT)
Enterococcus faeciim 3(5.5) 3 a 1]
Enferococcus faecals 35.5) 2 1 1]
Enferococcus avium 1{1.8) 1 a 1]
Family Enferobacteriaceas 14 [25.5)
Eschenchia coll 11{1.8) 1 1] 4]
Kletrsiella preumoriae 3(5.5) 3 1] 4]
Enferobacter cloacag 2[16) 2 1] 4]
Enterohacter spp 3(55) 3 1] 4]
Cronahacter sakazakd 1{1.8) 1 a 1]
Citrobactar fraund 1{1.8) 1 1] 4]
Citrobacter farmeri 1{1.8) 1 1] 4]
Citrobacter spp 2 [36) 2 1] 1]
Genus Acinetobacter 1(1.8)
Acinetobacter baumanni 1 (1.8} 1 a 1]
Genus Bacillus 58.1)
Bacilus subhis 2[16) 1 1 4]
Bacilus coaguiang 3 [5.5) 1 2 4]

Table 3. Association of CMT acores with identified bactenal species

CMT Ho. of Ho. of positive samples Bacterial species

SCOres samples {6}

rttE 4 ™ 5. aureus (5). 5 warneri (1) E. feecium (1), Enterohacter spp (1)
(77.8)

et 40 16 5. aureus (9), E fasciwm (1], E awium (1), C. satazatl
(40.0) (1), C. frewndli (1), Cirobacter spp (1), B. subiifs (1), B.

coaquans (1)

+ B3 28 5. aureus (9, 5. sciwd [2), 5. hyicus (1], =

(44.4) apidemiaiz (1), E fascium (1), E. faecals (3), E. colil (1),

K. pneumonia (3), E cloacae (2), Enterobacter spp (2), C. farmen’
{1}, Cirobacter spp (1), A bawmanni (1), B subtiis (1), B

coagiians (2.
* One sample with two bacterial isclates
** Three samples with two bacterial isolates
Phenotyping of 5. aureus isclate. Maoreover, 20 isolates produced SCWs at diffaram

levels, while the remaining threa did nat.
The majority of 5. aurevs isclates (18/23) belonged 1o the
bowvine biolype: two isolates belonged to the human
biotype and three belonged to a non host-specific Virulotyping of 5. aureus
biotype. Five isclates were strong producers of biofilms,
12 were moderale producers, 6 were weak producers Al or most of the 5 auwews isolates gave amplified
and no biolilm production was datectad for the las fragmernts with most PCRs for the genes coding for
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Figure 1. Map of Niger showing the locations of the Niamey and
Hamdallaye areas and of the Sahelian experimental station in Toukounous
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2007). lIsolates from frozen stocks were grown in
Trypticase Soy Broth (TSB) (Merck, Germany) and
incubated at 37 “C under shaking. Ovemight cultures
were then diluted 1:100 in TSB containing 0.25% glucose
(TSBy.) and were transfarred into wells of sterile 96-well
flat-bottom tissue culture (TC) plates. Non-inoculated
TSBy. served as the negative control. The TC plates
were subsequently incubated at 37 °C for 24 h. The
supernatant was then discarded and the wells were
carefully washed twice with sterile Phosphate Buffered
Sodium (PBS). The plates were dried, stained with
safranin 0.1% (w/'v) for 10 min, washed twice with distilled
water and dried again at 37 “C. A mixture of 50% ethanol
— 50% acelic acid was added to each well and the plates
were incubated at room temperature for 15 min. The
quantitative classification of biofilm production was based
on optical density (OD) values at 490 nm using a
microplate reader (Bio-Rad, Belgium). The results were
collected from at least two independent experiments in
which the biofiim formation of each cullure tested was
evaluated in triplicate. Isolates were classified into non-
producers, weak producers, moderale producers, or
strong producers.

In order to study the formation of Small Colony
Variants (SCVs), S. aureus isolates were first inoculated
into Brain Heart Infusion (BHI) broth (Merck, Germany)
and incubated at 37 “C overnight. The OD value of each
broth culture was determined at 600 nm so that the
baglerial concentration could be adjusted to a value of
10" Colony Forming Unit/ml (CFUmI). Following this,
5.10° CFU/ml were transferred into BHI broth containing

1 pg/ml of gentamicin, and were incubated at 37 C
overnight on a rotary shaker (200 rpm). Each isolate was
then plated on Columbia blood agar containing 1 pyg/ml of
gentamicin and was incubated at 37 °C for 48 h. The
production of SCVs was then interpreted as previously
described (Atalla et al.. 2008).

S. aureus virulotyping

S. aureus isolates were therafore virulotyped by PCR for
the presence of genes coding for Microbial Surface
Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules
(MSCRAMM) to colonize the host epithelia and extra-
cellular matrix components (clfA, clfB, fnbA, cna, ebpS
and sdrC) (Dinges et al., 2000), for capsular and other
surface antigens conferring resistance to phagocytosis
(cap5H. cap8H. spa and icaA) (Hermans et al., 2010:
Vasudevan et al., 2003), for exfoliative toxins active on
extra-cellular matrix components (efA, etf and elD)
(Nishifuji et al., 2008). for haemolysins and leukocidins
counteracting the cells of the host's innate immune
response (hla, hib, hid, WgAC, lukD, lukM. lukF-PV and
lukS-PV) (Hermans et al.. 2010), and for enterotoxins
causing diarrhoea by action on the host enterocytes (sea,
seb, sec, sed, seg, seh, sel, sej and sen) (Dinges et al.,
2000).

DNA extraction was camed out using the
ChargeSwitch gDNA Mini Bacteria Kit (Invitrogen, USA)
according to the manufacturer's instructions for
staphylococci. All PCR reactions were performed with a
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surlace anfigens: offd [31%), o8 (100%), fnbd (100 %),
cra (100%), ebpS (100%,), sorC (B87%), capsH (B3%),
spa [96%), icad (96%): and with several PCRs for tha
toxin-encoding genes: edD (7494, hia (96%), hib (100%),
Mg (96%), MgAC (T4%). kD (96%), kM [96%).
Conversely, a minority of isolates fested positive with tha
PCRs for the following genes: cap8H (4%, WkF-PVY
(17%), WkS-PV (9%); only one isolate (4%) lested
positive for 2 of tha 9 enteratoxin-ancoding genes (sg
and seg); and nong with the PCRs for the 2td and =8
genas, Therefore the 23 5 aursus isolates could be
grouped into 14 wvirdolypes. with 7 of them (30.4%)
belenging to the same virulolype and hall of them (52%)
1o threa virulotypes (Table 4). The enterotoxin-encoding
gens-positive isolate was also the only ona that lesled
postive with the PCR for the cap8H gene and negative
with the PCRs for the spa and icad genes.

Pulsolyping of 5. aureus

The 23 isolates showed four distingt pulsolypes (Figure
2) which were named A (n=13), B (n=8), C {n=1) and D
[n=1). Pulzotypas A and B differ by only one band. The
pulsalype A was recoverad from the three herds, the
pulsotlype B from Lhe alite and non-elite herds, whareas
the pulsotypes C and D wers racovered respectively from
1he elites and the primiparcus herds (Table 5).

Antibiotic susceplibilityresistance profiles of S
auvreus

Clinical levels of resislance to gentamicin wars detected
in five isolates (223%), lo letracycling in threa isolates
[13%), to penicillin in three isolates (13%), and o
clindamyein in one isolate (4%%). Conversely, resistance
was nol  delected o enroflexacin,  oxaciling - or
trimathoprim-sullamelhoxazole (Figure 2).

DISCUSSION

The prevalence of presumplive mastitis (CMT-positive
milk samples) at the Sahelian experimental station in
Toukounous (39.2%) is similar to, though lower than, tha
obsarvations  reported by  Bada-Alambedji  and
collaborators also using the CMT test (Bada-Alambadji e
al., 2005) and by Harouna and collaborators with
refaranca to somatic cell counts (Harouna at al., 2008}, in
urban and peri-urban farms in Niger during the rainy
season (4% and 52%. respeclively). Although not
directly relevant to this study, il is essential 1o lake inlo
account the fact that the season can influence CMT test
resulls in Miger, with a prevalence as low as 27% beaing
reported during the dry season (Harouna el al, 2008).
Of the different bacterial species that can be involvad
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in bovine mastitis, several are isolated from Azawak zebu
dairy cows with the highest isolation rate being for
slaphylococel (50.9%:), bul an absence of sireplococs
(Table 2). Since Stepfococcus regresents one of the
genara known lo be the most likely cause of clinical
rmastitis (Bradley, 2002), the absence of thess bacteria in
our rasulls supports the obsarvalion thal clinical mastitis
is not present in Toukounous. Although a few of the
bacterial species identified hera (Table 2) are also known
lo be possible cavses of clinical mastitis, most of them,
including &, awreus and coliforms, are assocciated with
sub-clinical mastitis, high CMT scores and elevated cell
courds (Momtaz et al, 2010; Sargeamt et al., 2001)
(Table 3). The high prevalence of staphylococa in the
prasent sludy can be parily explained by the conlagious
nature of thesse baclenal species. This is especially the
case lor 5. aweus (Radostits et al, 2007). with
transmission fram cow lo cow being lavourad by the lack
of basic hygiene proceduras during the manual milking
process, such as disinfection of the leals and of the
hands of tha milkers.

Surprisingly all but two S, aureus are isolated from
glite and non-elite cows, most frequently from  milk
samples with a (++4++) or a {+++} CMT score (Table 1).
This difference between lha primiparous hard and the
glite and non-slite herds cannol be explained al this
slaga. Howeaver, this obsarvation might be related 1o the
fact that a different ssl of milkers works with 1he
primiparous hard than with the elite and non-alite herds.
An alternative explanation for the difference could ba
ralated 1o the aga of the cows (Harouna el al., 2009): alite
and non-alite cows are older than primiparous cows and
ara therefora more often chronically inlected with
contagious bacterial species such as 5. aursus.

Phanotypic and genolypic lyping of the 5 aweus
isolales was subseguently parformed in order o idenbty
their virslence prafiles. The majorily of the 23 5. aweus
isclates express properties andior possess genes (Table
4} of slrains able of parsisting in the mammary gland and
therefore causing chronic mastitis, in agreement with the
prasence of only chronic mastitis in Toukounous:
adharance o extra-cellular  malne  components
(McDonald, 1989), biofilm and SCV formation (Costerlon
el al.. 1999; Brouillatte at al., 2003; Afalla et al., 2008),
production of the Spa protein and clumping factors
(Matsunaga et al., 1933), of capsular antigens {O'Ricrdan
and Lee, 2004), and of haemolysing and leukolaxins
{Rainard et al., 2003; Haveri at al, 2007). Though the
results of the phenolypic assays (biolypes. biofilm
fermation, and SCV formation), of the PCR wirulotyping,
of the PFGE pulsotyping and of the antibiotic resistance
profiles do not support the clonality of all 23 5. aweus
isplates, several of them are closely related. supporting
(though only partly) the hypothesis of fransmission from
cow o cow by the milkers' hands during the milking
process.

The 14 virulotypas identified (Table 4) also show
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Figure 2. The A, B, C and D PFGE patterns of Smal-digested DNA of the S. aureusisolates.

similarities and differences in comparison with the
virulotypes identified during other surveys in different
countries, emphasizing once more the great diversity of
the mastitis-associated S. aureus isclates. For instance,
the clfA, clfB, cna, ebpS, hia, hib. lukD, lukM, spa, and
ica genes are widely distributed in our study. To cite only
a few recently published surveys in various countries, the
clfA, clfB. ebpS, hla, hib, lukD, lukM genes have also
been detected in the vast majority (more than 95%) of
isolates from bovine mastitis in lran and Belgum
(Momtaz et al., 2010; Ote et al., 2011). On the other
hand, the kD, lukM and spa genes are present in only a
small number of isolates in Senegal (Kadja et al., 2010),
the cna gene in one third of the isolates in ltaly and
Belgium (Zecconi et al., 2006; Ote et al., 2011) and the
icaA gene in one quarter to two thirds of the isolates in
Brazil and Belgium (Coelho et al., 2011; Ote et al., 2011).
Conversely, none of the 23 isolates of the present study
contains the efA and elB genes, in agreement with
results already published in Finland, Turkey and Belgum
(Haven et al., 2007; Karahan et al., 2009: Ote et al.,
2011).

The respective prevalence of the capsular antigen-
encoding cap5H and cap8H genes can also differ greatly
between bovine strains of S. aureus depending on the
geographical source (Sordelli et al., 2000). In our study,
the cap5H gene is the more frequent (87%) and the
cap8H gene is present in only one isolate. This result is in
agreement with some other published results, showing

that more than two thirds of isolates possess the gene
cap5H (Poutrel et al., 1988, Baselga et al., 1994; Kadja et
al., 2010). However, the same result contrasts with those
of Ote et al. (2011), who report that only one-third of
isolates harbour the cap5H gene. but two-thirds, the
cap8H gene. Such differances may be related not only to
actual geographical vanation in the dones of S. aureus
causing bovine mastitis. but also to the samples of the
isolates tested (numbers and/or clinical status of the
cows).

Finally, in the present study. only one isolate
belonging to a unique virulotype tests positive with PCR
for entarotoxin-encoding genes (Table 4), i.e. the seg and
sei genes, that are frequently associated since thay are
located on one "enterotoxin gene cluster” (egc) (Karahan
et al, 2009). This result is comparable to those of
Harouna and collaborators in Niger (Harouna et al..
2009), who report the absence of genes coding for any
enterotoxin. Enterotoxin-encoding genes are actually
most frequent in strains causing food toxi-infection in
humans (Zschock et al., 2005). Nevertheless, these
genes have also been described in some isolates from
maslitis in other countries (Rosec and Gigaud, 2002;
Zschock et al., 2005: Kadja et al., 2010; Ote et al., 2011)
questioning their possible public health hazard.

Our results also indicate that the 23 S. aureus isolates
show a good level of sensitivity to the seven antibiotics
tested (Figure 2), since a clinical level of resistance to
gentamicin, tetracycline, trimethoprim-sulfamethoxazol
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Figure 3. Prevalence (%) of antibiotic resistance amangst the 23 5. swmews isolates
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Table 5. Distribution of the pulaotypes &, B, C and D (see Figure 3) in the three herds

Pulsotypes Mo. of isolates Herds
Primiparous Elite Man-Elite
A 13023 1 7 5
B 823 0 5 2
G 113 1] 1 1]
[ 1123 1 a 1]

andior oxacillin is observed in only one to five isolates.
Similar results have been oblained during sureys in
African countries (Niger, Kenya and Sanegal) (Shitandi
and Slernesjo. 2004: Bada-Alambedji e al, 2005:
Harouna el al., 2009; Kadja &l al., 2010) and in other
counfries [Turkey and Naly) (Giler el al.. 2005; Moroni ef
al., 2008). However, the level of resistance lo B-lactams
15 usually higher than in our resulls.

Several other baclerial species apart from 5. awreus
are also idenlified from the CMT-pasitive milk samples,
and some of thesa have a [++) or a {+++) CMT score.
These species can also be responsible for conlagiows
maslilis |other staphylococol) or cause environmental
maslilis (enlerococel, enlerobacieria). Due 1o tha low
number of isolates of each species, a comparison of thair
phenolypic and genotypic traits could not be parformed.
The mle of the remaining species [acinatobacteria and
bacilli) is maore difficull 1o assess and one cannol rule oul

the possibility thal they are, in fact, contaminants of the
milk sarmples.

Finally, a very inlerasting feature is that no bactenal
growih is obtained from ca. half of the milk samples with
high CMT scores, emphasizing once more that elevalad
cellular concanirations as avidanced by the CMT is not
always associaled with the presance of baclerial infeclion
(Longo at al., 1994). Indeed, physioclogical cellular
concentrations in milk can vary according to the number
of lactations and the stage of lactalion (Serays, 1385).
Moreaver, the falure 1o isclate bactera from GMT-
positiva milk samples may be associaled with the
prasence of anlibiolic residuss following treatmant of the
cows or wilh the destruction of the bacteria during
transport (Bouchal et al., 1985). A further possible cause
of this failure lo isolale bacteria may be Tound in the
growih conditions wsed al the Malional Public Health
School af Niamey, which do nat allow the isolation of
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some mastitis-associated bacteria, such as Mycoplasma
bovis or anaerocbes (Laak and Ruhnka, 1995).

In conclusion, resulls from the present study at the
Sahelian experimartal station in Toukouncus are similar
1o those obtained during two studies in urban and peri-
urban farms in Niger (Bada-Alambedji et al., 2005;
Harouna et al., 2008). It is most likely that the absence of

hyaienic proceduras at the time of milking contributes not
only 1o the original contamination bul alse to the
perpatuation of the inlection. It is hoped that wiger
transversal and longitudinal surveys in the three herds
will confirm these dala and demonstrate the positive role
of prophylactic measures when applied, and that the
genalic typing of isolates will clarify the mode of
contamination and of transmission of the infection.
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Abstract

Staphylococcus (S.) aureus is one of the most important pathogens causing bovine mastitis.
The aim of the present work was to follow in three herds and during three years the clonality
of S. aureus isolated from California Mastitis Test (CMT)-positive cows at the experimental
station of Toukounous (Niger) by (i) comparing their PFGE fingerprints, (ii) identifying their
virulotypes by PCR amplification, and (iii) assessing the production of capsule and the
formation of biofilm. The 88 S. aureus isolates belonged to 14 different pulsotypes, 3 of them
being predominant: A (30%), D (27%), B (15%). A and B pulsotypes had the highest profile
similarity coefficient (94%), while others had similarity coefficients under 60%. Only A and
B pulsotypes were present in the three herds from 2010 to 2012. Most surface factor-,
leukocidin- and haemolysin-, but not the enterotoxin-encoding genes were detected in the
majority (>75%) of the isolates and were evenly distributed between the A, B and D
pulsotype isolates. The majority of the 85 S. aureus positive at the PCR for the cap5H and
cap8H genes produced either the CP5 (83%) or the CP8 (87%) capsule. Biofilm production
by the 69 icaA-positive isolates was strong for 8 isolates, moderate for 38 isolates, but weak
for 23 isolates, implying that the icaA gene may not be expressed by one third of the positive
isolates in vitro. Altogether those results confirm that a restricted number of S. aureus clones

are present within a herd or a farm with mastitis.
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Introduction

Staphylococcus aureus (S. aureus) is one of the contagious mastitis-causing bacterial
pathogens and is responsible for clinical and sub-clinical as well as chronic and acute mastitis
(Hodges et al. 1984; Keefe 2012). S. aureus produces several putative virulence factors
contributing to S. aureus pathogenicity: protein adhesins, named ‘“Microbial Surface
Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules” (or MSCRAMMSs) interacting with
host extracellular components; polysaccharide intercellular adhesins involved in the
production of biofilm; other surface antigens intervening in the evasion of the innate and
acquired immune responses (capsules, protein A); and secreted toxins causing cellular and
tissue damages, such as haemolysins, leukocidins, and enterotoxins (Projan and Novick 1997;
Foster and H60k, 1998; Dinges et al. 2000; Srinivasan et al. 2006 ; Nishifuji et al. 2008).

Besides the virulotyping, a very effective and highly discriminatory technique to
characterizing the genetic diversity of S. aureus during outbreaks is the pulsed field gel
electrophoresis (PFGE), or pulsotyping (Hennekinne et al. 2003; Boerema et al. 2006; Hallin
et al. 2007).

The purpose of this work was to follow in time (over three years) and in space (over
three herds) the fate of S. aureus isolated from subclinical mastitis in Azawak zebu cows at
the Sahelian experimental farm of Toukounous in Niger. The clonality of the isolated strains
was studied by comparing (i) their pulsotypes by PFGE (ii) their virulotypes by PCR and (iii)

their ability to produce a capsule and to form a biofilm.
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Materials and methods

Study design and S. aureus identification

Three herds of lactating cows are present at the Sahelian experimental farm of Toukounous
(Niger) located 220 km North East of Niamey, according to their age and level of milk
production: “primiparous” cows, “non-elite” cows (<1400 kg milk/lactation) and “elite” cows
(>1400 kg milk/lactation). The milking process is performed manually twice daily with no
hygiene or antisepsis measures (Issa et al. 2015).

Between 2010 and 2012, the Californian Mastitis Test (CMT) was performed on all
lactating cows of the herds and the CMT-positive cows were sampled for bacteriological
analysis (Issa et al. 2013). The procedure was repeated three times on the same cows at two-
week intervals in 2010 (Table 1). Isolated colonies were pre-identified at the Laboratory of
Bacteriology of the National Public Health School of Niamey and confirmed at the
Laboratory of Bacteriology of the Veterinary Faculty of the University of Liege (import
permits n° CONT/IEC/FRT/589554 in 2010, CONT/IEC/FRT/813231 in 2011 and

CONT/IEC/FRT/1016090 in 2012).

Pulsotyping

After extraction of the whole genome DNA and enzymatic digestion with Smal restriction
enzyme (Sigma-Aldrich), the DNA fragments were separated using a CHEF MAPPER (Bio-
Rad) at 6.0 V/cm for 21 h, with pulsed times ranging from 5s to 60 s, an angle of 120° and a
linear ramp factor. Dendrograms were prepared by the Unweighted-Pair Group Method using

arithmetic average Algorithm (UPGMA) (Bardiau et al. 2014),
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Virulotyping

S. aureus isolates were tested by PCR as described by Ote et al. (2011) for the presence of
genes coding for MSCRAMM s (clfA, clfB, fnbA, cna, ebpS, sdrC), biofilm formation (icaA),
capsular antigens (cap5H, cap8H), protein A (spa), haemolysins (hla, hlb, hid, higAC),
leukocidins (lukD, lukM, lukF-PV, IukS-PV), and enterotoxins (sea, seb, sec4, sed, see, seg,

seh, sei, sej) (Dinges et al. 2000; Vasudevan et al. 2003; Hermans et al. 2010).

Capsular serotyping

The existence of 11 capsule serotypes is reported with two of them, CP5 and CP8, being most
frequent in mastitis-associated S. aureus (O'Riordan and Lee, 2004). Capsular serotyping was
performed by ELISA assays with specific monoclonal and polyclonal antibodies detecting the
CP5 and CP8 antigens (Bardiau et al. 2014). Optical density (OD) values were compared to
those obtained with S. aureus reference strains, namely the human CP5-positive strain

Lowenstein (ATCC 49521) and the human CP8-positive strain Wright (ATCC 49525).

Biofilm production

Biofilm production was assayed in microtitre plates using safranin staining (Bardiau et al.

2014). The quantitative classification of biofilm production was based on OD values at 490

nm using a microplate reader (Bio-Rad, Belgium). Isolates are classified into non-producers

and weak, moderate, or strong producers.
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Results

S. aureus identification and pulsotyping

From a total of 148 CMT-positive cows that were sampled, 88 S. aureus were identified: 68 in
2010, 8 in 2011, and 12 in 2012. Thirty-seven S. aureus were isolated from cows of the elite
herd, 29 from cows of the non-elite herd and 22 from cows of the primiparous herd (Table 1).

The 88 S. aureus isolates exhibited 14 different PFGE fingerprints arbitrarily
designated by a capital letter (Table 2). A and B pulsotypes had the highest profile similarity
coefficient (94%), while the other pulsotypes had similarity coefficients ranging between ca.
10% and 60% (Fig. 1). A, D and B pulsotypes were the most frequent: 26 isolates (30%), 24
isolates (27%) and 13 isolates (15%), respectively (Table 2). The remaining 11 pulsotypes
were identified in one to five isolates each. A and B pulsotypes were identified during the
three years and D pulsotype in 2010 and 2012, while most other pulsotypes were restricted to
the year 2010 (Table 2). A and D pulsotype isolates were equally distributed in the three herds
whereas B pulsotype isolates were almost restricted to the non-elite and elite herds (12/13
isolates), as were the other 6 pulsotypes identified in more than one isolate (Table 2).

In 2010, 12 of the 14 pulsotypes were identified during at least one of the four
sampling events: 7 in the primiparous, 5 in the non-elite and 7 in the elite herds (Table 3). But
only A pulsotype was identified in the three herds at the four sampling events.

In five cows of the 13 cows that could be followed through the three years (Table 4),
the same pulsotype was identified at least twice in 2010, but the same pulsotype was not

identified during two consecutive years in any of the cows.
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PCR virulotyping

Apart from the cap5H and cap8H genes all surface factor-encoding genes were detected in the
majority (>75%) of the 88 S. aureus (Table 5) and three of them were not equally distributed
between the A, B and D pulsotype isolates: the cna gene (86% of the isolates) was detected in
only two thirds of the B pulsotype isolates and the spa and icaA genes (75% and 78% of the
isolates, respectively) in one third and one half of the D pulsotype isolates. The cap5H gene
(52% of the isolates) was highly associated with A and B pulsotypes and the cap8H gene
(44% of the isolates) with D pulsotype.

The lukD, lukM, hla, hlb, hld and hlgAC toxin-encoding genes were also detected in
the majority of the 88 S. aureus (>79%) and, with the exception of the hlgAC gene, were
equally distributed within the A, B and D pulsotype isolates (Table 5). Conversely the lukS-
PV and lukF-PV genes were present in only one third and one fourth of the isolates,
respectively, and were more frequently identified in D, than in A and B pulsotype isolates.

Although 62 S. aureus (70%) tested positive for at least one enterotoxin-encoding
gene, only the seg gene was detected in a majority of the 88 isolates (61%). The sei and seb
genes were identified in one third of the isolates (<34%), but the other genes were detected in
a very few or in no isolates (3% of the isolates) (Table 5). The seg, sei and seb enteroxin-
encoding genes were all highly associated with D pulsotype (>90%), compared to A and B

pulsotypes (0 to 50%) (Table 5).

Capsular antigen ELISA and biofim formation

Of the 46 isolates genotyped as cap5H, 38 (83%) were CP5 ELISA-positive and of the 39

isolates genotyped as cap8H, 34 (87%) were CP8 ELISA-positive (Table 6). Irrespective of
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the identity of the capsular antigen the highest correlation was with D pulsotype isolates
(100%), followed by B (85%) and A (73%) pulsotype isolates.

All 88 S. aureus isolates produced biofilm to some extent: 38 (43%), 42 (48%), and 8
(9%) isolates were weak, moderate, and strong biofilm producers, respectively (Table 7). All
8 strong and 90% of the moderate producer isolates (38/42) harboured the icaA gene while
60% of the weak producer isolates (23/38) also tested positive (Table 7). The majority of A
and B pulsotype isolates not only harboured the icaA gene (96% and 85% respectively) but
also were moderate to strong biofilm producers (88% and 69% respectively). In contrast only
9% of D pulsotype isolates were moderate and none were strong biofilm producers though

50% (11/22) tested positive for the icaA gene (Table 7).
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Discussion

Though the 88 S. aureus isolated between 2010 and 2012 belong to 14 different pulsotypes, 3
of them (A, B, D) group together 72% and 5 of them (A, B, D, N, Z), 83% of the isolates,
confirming that a restricted number of S. aureus clones are present within a herd or a farm
(Hata et al. 2006; Aires-de-Sousa et al. 2007; Rabello et al. 2007). Nevertheless, apart from
the A and B pulsotypes (>90% similarity), the other pulsotypes are not closely related and
represent distinct lineages (Fig. 1), emphasizing different contamination origins and/or ways.
The majority of pulsotypes are identified during the four sampling events in 2010 (Table 3),
but only A and B pulsotypes are present in the three herds from 2010 to 2012, the latter being
isolated only once from the primiparous cows (Table 2). Already in 2009, A, B, and D
pulsotypes had been identified, as had C pulsotype (Issa et al. 2013) which was absent in this
study, and B pulsotype was restricted to the non-elite and elite herds (Table 2). Time (over
years) diversity and distribution of the pulsotypes is also illustrated by the results obtained for
the 13 cows followed along the three years (Table 4).

Although some influence of the differences in the sampling methods and in the
bacteriological analysis cannot be ruled out, this diversity and distribution of pulsotypes may
be explained by different factors, each one emphasizing the lack of hygiene measures during
the milking process (no hand washing, no teat disinfection), more especially occasional
exchange of the milkers between the herds, mixing of all pregnant cows in only one maternity
building, contamination by new strains after the introduction of a new cow or brought in by
the milkers from their living environment, ... (Roberson et al. 1994; Middleton et al. 2002;
Sommerhauser et al. 2003). Altogether the predominance of a limited number of pulsotypes
suggests that those isolates have a greater capacity to infect the mammary gland, to persist

over time within the mammary gland and/or to spread between cows (Rabello et al. 2007).
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However, according to the PCR results the virulotypes do not greatly differ between
pulsotypes (Table 5). The MSCRAMM-, capsule-, haemolysin-, leukocidin (except lukS-PV
and lukF-PV)-, and one enterotoxin (seg)-encoding genes are present in a majority of isolates,
while the other genes are detected in ca. less than one third of them, similarly to other
published results. The most noticeable difference is the much higher prevalence of the IukS-
PV (36%) and IukF-PV (26%) genes coding for the Panton-Valentine leukocidin (PVL)
compared to the results of other studies in Europe and Africa (Fueyo et al. 2005; Rainard et
al. 2003; Karahan et al. 2009; Ikawaty et al. 2010; Kadja et al. 2010; Ote et al. 2011; Issa et
al. 2013). Since the PVL toxin is strongly associated with human S. aureus isolates causing
skin and soft-tissue infections (Shallcross et al. 2013), the lukS-PV- and/or lukF-PV-positive
isolates in Toukounous might therefore be of human rather than of cattle origin, transferred
during fi the manual milking process.

In addition, three of the most frequent genes are unevenly distributed between the
most frequent three pulsotypes (Table 5): the spa, icaA and cap5H genes are detected more
frequently in A and B pulsotype isolates; the lukS-PV and IukF-PV genes, in D pulsotype
isolates; and the cap8H, seg, sei and seb genes, in D pulsotype isolates. To our knowledge,
none of these results can actually explain, from the one hand, the higher prevalence of these
three pulsotypes, or, from the other hand, the difference of their isolation rates between years
and herds. Indeed if some of the hundreds of the spa gene variants and if the seg and sei genes
are more frequently present in S. aureus associated with persistent infections and subclinical
mastitis (Haveri et al. 2007; Mitra et al. 2013; Spa Server Database, 2015), no pulsotype
association has been described to our knowledge.

As already reported the vast majority of the 88 S. aureus test positive for the cap5H or
cap8H capsule-encoding genes and are not at random distributed between the different

pulsotypes (lkawaty et al. 2010), but the reason for this is unknown. The prevalence of
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isolates actually expressing CP5 and CP8 (81%) is high and similar for either antigen (Table
6) in contrast to other studies (Camussone et al. 2012; Bardiau et al. 2014). Several
parameters can indeed influence the expression of CP5 and CP8 capsular antigens, including
the S. aureus growth conditions, the duration of the culture and, of course, mutations in the
encoding genes (Poutrel et al. 1995; Hebert et al. 2001; Cocchiaro et al. 2006).

Finally the frequency of the icaA gene in S. aureus isolated from bovine mastitis can
be highly different between studies: 15% (Darwish and Asfour 2013), 58% (Chavhan et al.
2012), 86% (Ote et al. 2011), 98% (Castelani et al. 2015) vs. 78% in the present study.
Biofilm production by the 69 icaA-positive isolates was strong for 8 isolates (belonging to
different pulsotypes), moderate for 38 isolates (including most A and B pulsotype isolates),
but weak for 23 isolates (including all 11 D pulsotype isolates) (Table 7), emphasizing not
only that the icaA gene may not be expressed by one third of the positive isolates in this in
vitro assay, but also that this lack of expression could be related to the pulsotype.

In conclusion, S. aureus isolates collected between 2010 and 2012 can be divided into
14 pulsotypes of which three are predominant. The virulotyping identified some differences
between them but none could explain the differences observed in their distribution between
herds and years, nor their actual association with only sub-clinical mastitis. Additional long-
term surveys focusing on the isolation and typing of S. aureus from the hands of milkers and
from non-milk sites (dairy cow teat skin, teat canals, skin lesion and environment of the cows
and of the milkers) may help to better elucidate the epidemiology and the virulence of the
different pulsotypes of S. aureus-associated mastitis at Toukounous. The results obtained
from such surveys will subsequently help to set-up effective control strategies and hygiene

education programs throughout the production chain (Castelani et al. 2013).
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Table 1 Number of CMT-positive cows and of S. aureus identified per year and per herd

Year No. CMT-positive cows /

No. cows tested

No. S. aureus-positive cows /

No. cows sampled

Primiparous Non-elite Elites

Primiparous Non-elite  Elite cows

Cows cows Ccows Ccows Ccows
2010-t0° 19/39 20/40 25/65 2/19 5/20 3/25
2010-t+2w ND° ND ND 7119 5/20 7125
2010-t+4w ND ND ND 7119 4/20 6/25
2010-t+6w ND ND ND 6/19 7120 9/25
2011 ND 24/48 19/44 ND 4124 4/19
2012 ND 19/29 32/51 ND 4/19 8/32

& 2010-t0 = first of four sampling times in 2010; 2010-t+2w = second sampling two weeks

later; etc

b ND = not done
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Table 2 Number of pulsotypes per year and per herd

PFGE Number of

profile isolates

Year

Herd

2010 2011 2012 Primiparous Non-elite  Elite
cows® COWS COWS
A 26 (30%) 24 1 1 9 9 8
D 24 (27%) 20 4 8 9 7
B 13 (15%) 6 2 5 1 5 7
N 5 (6%) 1 4 1 3 1
z 4 (5%) 4 1 3
W 3 (3%) 3 3
P 3 (3%) 3 3
Q 3 (3%) 3 3
G 2 (2%) 1 1 2
F 1 (1%) 1 1
0 1 (1%) 1 1
R 1 (1%) 1 1
T 1 (1%) 1 1
M 1 (1%) 1 1

% Primiparous cows were sampled only in 2010
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Table 3 S. aureus pulsotypes according to the sampling times (TO to T+6W) in 2010

Events Primiparous cows Non-elite cows Elite cows
TO A (212) A (1/5) A (L/3)
B (1/5) B (1/3)
D (2/5) P (1/3)
Z (1/5)
T+2W A (317) A (2/5) A (217)
D (3/7) D (3/5) D (2/7)
M (1/7) Q (1/7)
Z (217)
T +4W A (217) A (2/4) A (1/6)
D (2/7) D (1/4) D (1/6)
B (1/7) G (1/4) P (1/6)
N (1/7) Q (2/6)
T (1/7) Z (1/6)
T+6W A (2/6) A (417) A (2/9)
D (3/6) D (1/7) D (2/9)
0 (1/6) B (2/7) B (1/9)
P (1/9)

W (3/9)
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Table 4 Pulsotypes distribution of S. aureus isolates from 13 cows over three years (2010 to

2012).
Herds Cow 2010 2010 2010 2010 2011 2012
t0*  t+2w t+4w t+6w
Elite 56/11 Q W
61/11 Z Z
6311 A D Q
65/11 P P
66/11 A A
68/11 D A
70/11 D
71/11 Z D
76/11 w
Non-elite 79/11 A A A A
86/11 D D A-D?
94/11 B G
96/11 A

2 Two different S. aureus colonies were isolated and identified

96



RESULTATS ”

Table 5 Relation between virulotypes and pulsotypes

Target genes Total %  Pulsotypes

coding for ... A D B N Z W P Q G F @)
n=26 n=24 n=13 n=5 n=4 n=3 n=3 n=3 n=2 n=1 n=1

... surface adhesins and antigens

clfB 96% 26 23 13 5 4 3 3 3 2 1 0 0 1 1
clfA 94 % 26 24 13 4 4 3 1 3 2 1 0 0 1 1
fnbA 94% 25 23 12 5 4 3 2 3 2 1 1 0 1 1
ebpS 93% 26 23 12 3 4 3 3 3 1 1 1 0 1 1
sdrC 87% 25 23 12 5 0 3 1 3 1 1 0 0 1 1
cha 86% 25 23 9 3 2 3 2 3 2 1 0 1 1 1
icaA 78% 25 11 11 5 4 3 2 3 2 1 0 0 1 1
spa 75% 24 7 13 4 4 3 2 3 2 1 1 0 1 1
capSH 52% 24 2 12 2 0 3 1 0 1 0 1 0 0 0
cap8H 44% 2 21 1 3 4 0 1 3 1 1 0 0 1 1
... leukocidins and haemolysins

hlb 95% 25 24 13 5 4 3 2 3 2 1 0

hid 94% 25 24 11 5 4 3 2 3 2 1 0

lukM 93% 24 24 13 5 4 3 1 3 1 1 0
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lukD
hla
hlgAC
lukS-PV

lukF-PV

87%

86%

79%

36%

26%

24

23

19

22

22

19

15

12

12

10

12

... enterotoxins
seg

sei

seb

secd

seh

sea

sed

se]

see

61%

37%

34%

14%

6%

4%

3%

3%

0%

24

22

23
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Table 6 Comparison of the results of the PCR for the cap5H and cap8H genes and of the

ELISA for the production of CP5 and CP8 capsular polysaccharides

ELISA-positive  Pulsotypes

isolates
A D B N Z W P Q G F O R T M
26° 24 13 5 4 3 3 3 2 1 1 1 1 1
CP5 3g° 19 2 10 1 0 3 1 0 1 o0 1 o0 o0 o

antigen  (46)° (24 (2 (120 @ (©) @) @) © @) © @) © (© (0

CP8 3 0 212 1 3 4 0 0 3 0 1 0 0 0 1

antigen  (39) (29 (2) () G @ O @O G O O O O @O @

® Number of isolates belonging to the pulsotype (Table 2)
® Number of isolates producing the CP5 or CP8 capsular antigens

® Number of cap5H or cap8H genes PCR-positive isolates (Table 5)
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Table 7 Comparison of the pulsotypes with the results of the biofilm production and of the

PCR for the icaA gene.

Productionofa  Pulsotypes
plofilm A D B N Z WP Q G F O R T M
26° 24 135 4 3 3 3 2 1 1 1 1 1
Weak 38" 3 2 4 3 1 2 1 1 1
23° (@ (1) @ G @ O @ 1) ©
Moderate 42 21 2 8 1 3 1 2 1 1 1 1
@ 0 © 6 O 6 O @ @ © @O @
Strong g° 2 1 1 2 1 1
(8) ) 1 @ @ @ 1)

® number of isolates belonging to the pulsotype (Table 2)

® number of isolates producing weak, moderate or high levels of a biofilm

° number of icaA gene PCR-positive isolates (Table 5)
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Figure 1 Dendrogram of the S. aureus isolates derived from the PFGE profiles

Dendrogram with Homology Coefficient %o:1.0 (UPGMA)
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NB : pulsotype C isolate was identified in 2009 (lIssa et al. 2013) but not between 2010 and
2012
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The present study was conducted at the Sahelian Experimental Station in Toukounous Niger, on three
herds of Azawak zebu breed in order to evaluate antimicrobial susceptibility of a total of 43
Staphylococcus aureus isolated from 164 milk samples of cows with subclinical mastitis from 2010 to
2012. The highest frequency of resistance was observed for the B-lactam family: penicillin (46%)
followed by oxacillin (16%). Twenty isolates were sensitive to all tested antibiotics, 12 were resistant to
one of them and 11 were multi-resistant (2 to 5 antibiotics). The resistance percentage to oxacillin,
enrofloxacin and clindamycin varied significantly over the 3 years (p <0.05) but not to the other
antibiotics. Moreover, 90% of S. aureus isolates resistant to penicillin detected by in vitro disk diffusion
possessed the blaZ gene. In conclusion, the isolates from cases of mastitis at Toukounous are more
resistant to the antibiotics frequently used for treatments at the station than to other antibiotics.

Key words: Mastitis, Staphylococcus aureus, antibiotic resistance, Azawak zebu, Niger.

INTRODUCTION

Mastitis is the inflammation of the mammary gland most
frequently caused by bacterial infection. Bacterial mastitis
is a disease causing considerable economic loss in cattle
farming. Milk deficits during mastitis vary from 25 to 48%

depending on the intensity of inflammation and the stage
of lactation (Gebreyohannes et al., 2009). Treatment (use
of antibiotics) costs can be expensive and the incurable
cows must be reformed, a preventive method truly efficient

*Corresponding author. E-mail: karimlebelge@yahoo.fr. Tel: +3243664052, +22796573021. Fax: +3243664261, +22720732147.

Author(s) agree that this article remain permanently open access under the terms of the Creative Commons Attribution License
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but also very expensive (Radostits et al., 2007). At the
Sahelian station in Toukounous (Miger) reformed cows
are sold to private farmers for fattening before slaughter.

Several bacterial species can cause boving mastitis
(Radostits et al, 2007). In many countries including Niger,
Staphylococcus aureus is one of the most frequently
isolated species from subchinical and clinical mastitis
(Pradeep et al., 2003; Bada et al., 2005; Harouna et al.,
2009; Issa et al, 2013). As a consequence of the wide
use of antibictics in dairy cattle farms, several mastitis-
causing bacterial species have become resistant to the
most frequently used antibiotics (Werckenthin et al.,
2001). Newvertheless, antimicrobial therapy still plays an
important role in mastitis control by reducing the infection
levels and preventing new cases (Rabello et al., 2005).

In Niger, zebu cattle of the Azawak breed offer the best
dairy aptitude and since 1975 the Niger government has
opted for a policy of development and improvement of the
breed. The experimental station in Toukounous was
therefore set up with the objective of improving the dairy
production by genetic selection and of promoting its
distribution to individual farmers across the whole country
(MRA, 2002). But, according to the available data in the
yearly reports, the extensive use of antibiotics of the @3-
lactam (amoxicillin, ampicilling, tetracyclin  (tetracyclin,
oxytetracylin), aminoglycoside (streptomycin, gentamicin)
and sulfonamide families is noticeable, more especially
for the treatment of intestinal and mammary gland infec-
tions (SSET, 2009). However, the influence of this wide
antibiotic use on the level of resistance of mastitis-causing
bacterial species is unknown. It is therefore important to
study not only the prevalence of the different antibiotic
resistance profiles of the most frequent mastitis-causing
bacterial species, but also their evolution in time to foresee
the efficiency of the treatments in the future,

Therefore the objective of this survey was to follow the
evolution of antibiotic resistance of the 5. aureus isclates
during a three year period of time (2010-2012) from
cases of mastitis in Azawak zebu at the Sahelian
experimental station of Toukouncus, Niger.

MATERIALS AND METHODS
Bacterial isolation and identification

A total of 164 milk samples were collected between 2010 and 2012
from cows of the three Azawak zebu herds (elites, non-elites and
primiparous) of the Toukounous station with subclinical mastifis,
The bactericlogical analysis of milk samples and the identification of
3 auvreus were performed as described previously (lssa et al,
2013).

Antibiotic susceptibility testing and resistance profiles

The susceptibility of the 3. aunsus isolates 1o seven antibiotics was
determined by the dise diffusion methed on Mueller-Hinton agar
plates (Becton Dickinson, Belgium) as described by Bauer et al
{1966). lsolates were tested with discs with tetracyclin (30 UI).

penicilin G (10 UI), gentamicin {10 UI), tnmethoprm-suifame-
thoxazale (1.25 pg / 23.75 pg). enrofloxacin (5 pg), clindamycin (2
U1y and axacillin (5 pg) (Becton Dickinson, Belgium). The diameter
in mm of the inhibetion zone of each tested antibiotic was compared
with the recommendatons of the French Committee Guidelines for
susceptibilty testing (Comité de 'Antiblogramme vélénnaire de la
Sociéé Frangaise de Microbiologie. 2010) to determine the
suscaptibility/resistance profile of each isclate. The data were
processed in a spreadsheet program (Excel for Windows, Microsoft),

PCR characterization

All the isolates wene tested for the presence of bisZ gene {coding
for B-lactamase) by polymerase chain reaction (PCR) with forward
primer 5-TAA GAG ATT TGC CTA TGC TT-3 and reverse primer
5-TTA AAG TCT TAC CGA AAG CAG-2' (Olsen et al., 2005). DNA
extraction was caried cut wsing the ChargeSwitch DNA Mini
Bacteria Kit (Invitrogen, USA) according 1o the manufacturers
instructions for staphylococei. The PCR reaction midure contained:
iU of Tag DMA polymerase (New England Biolabs, USA), 2.5 pl of
2 mM deoxynucleoside triphosphates (Eurogentec, Belgium), 2.5 pl
of 10X ThermoPol Reaction Buffer, 1 pl of each primer (10 pM) and
1.5 pl of a DNA template in a total volume of 25 pl. The PCR
reactions were performed using a Mastercycler® (Eppendorf,
France). The PCR-amplified DNA fragment of 519 bp was isclated
by electropheresis in a 1.5% agarose gel and photographed under
UY light after ethidium bromide staining

Statistical analysis

Ta compare the evalution of the percantages of resistant S aureus
1o the different antibiotics over the years (2010, 2011 and 2012),
the Fisher's Exact Test was performed (SAS, 2001). Differences
ware considered significant at p <0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

A total of 43 & aureus isclates were recovered from the
1684 milk samples: 22 isolates in 2010, 9 in 2011 and 12
in 2012, with 7 isclates from primiparous cows, 21 from
elite cows and 15 from non-glites cows (Table 1). Twenty
isolates (468%) were sensitive to all antibiotics tested, but
23 5. aureus isolates (54%) were resistant to at least one
antibiotic tested: 14 in 2010 (33%), 5 in 2011 ({12%) and 4
in 2012 (9% (p<0.05).

The average resistance rates over the three years differ
according to the antibiotic. As many as 20 of the 43 S.
aureus isolates (48%) were resistant to penicillin (Figure
1), much less isolates were resistant to oxacillin (16%),
gentamicin (9%, trimethoprim-sulfamethoxazale (9%),
tetracyclin (7%), clindamycin (5%) and enrofloxacin (2%),
The annual resistance rates in 2010 (22 isclates), 2011
(9 isolates) and 2012 (12 isclates) were the following
penicillin (64, 22 and 33%), oxacilin (14, 44 and 0%),
gentamicin (4, 0 and 0%), trimethoprim-sulfamethoxazole
(14, 11 and 0%) tetracyclin (14, D and 0%), clindamycin
(4, 11 and 0%) and enrofloxacin {0, 0 and 8%). The
Fisher's Exact Test confirmed a significant difference
(p<0.05) in the resistance percentages to oxacillin,
enrofloxacin and clindamycin over the 3 years but not to
the other antibiotics. All but three of the 23 resistant
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Table 1. Number of S. aureus isolated at Toukounous according to the heard and to
the year.
Herd 2010 2011 2012
No of sampled animal / No of isolated S. aureus __ Total
Elite 25/9 19/4 32/8 76/21
Non-elite 2077 24/4 19/4 63/15
Primiparous 19/6 6/1 0/0 25/7
Total 64/22 49/9 51/12 164/43
100% - -
000,
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8 .
= 50%
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Figure 1. Antibiotic resistance profiles of the 43 S. aureus isolates in 2010, 2011 and 2012.

isolates were resistant to penicillin and 11 of them were
multidrug resistant (Table 2): six isolates were resistant to
two antibiotics, four to three antibiotics and one to 5
antibiotics. These results are probably related to the
frequent use of B-lactams in the treatment of any
suspected bacterial infection at the station followed by
tetracyclins alone or in combination with aminoglycosides
in second intention.

The average resistance rates in Toukounous are
comparable, sometimes lower, to those obtained in previous
studies performed in different African countries and in
Pakistan. For instance, 64, 56, 54 and 100% of the S.
aureus isolates respectively in Tunisia, Pakistan, Senegal
and Uganda, are resistant to penicillin (Ben Hassen et al.,
2002; Arshad et al., 2006; Kadja et al., 2010; Kateete et
al., 2013). The results are also similar for oxacillin and
tetracyclin. Oxacillin resistance rate is 7.6, 10 and 15%
respectively in Nigeria, Senegal and Morocco (Bendahou

et al., 2008; Kadja et al., 2010; Suleiman et al., 2012);
whereas tetracyclin resistance rate is 13 and 15% in two
previous studies in Niger in 2007 and 2009 (Harouna et
al., 2009; Issa et al., 2013). Finally, 25% of the isolates of
this study are multiresistant (resistance to at least two
antibiotics), a result also comparable to the 23% reported
by Zanette et al. (2010), but lower than the 62% reported
by Meideiros et al. (2009), both in Brazil.

Thirteen cows could be followed between 2010 and 2012
to assess the individual antibiotic resistance evolution
(Table 3). The antibiotic resistance profiles of the S.
aureus isolated from the same cow differed from one
year to another suggesting that the isolates are not clonal
and that reinfection of the udder occurred during the
three years. The Pulsed Field Gel Electrophoresis profiles
(manuscript in preparation) confirm the hypothesis that
isolates from the same cow are indeed not clonal.

Of the 20 isolates of S. aureus resistant to the penicillin
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Table 2. Resistance profiles of the 23 S. aureus isolates resistant to at least one antibiotic.

No. of antimicrobials

Resistance profile

No. of isolates

Pen
1 Oxa
Clin
Pen Oxa
2 Pen Gen
Pen Tet
Pen Eno
Pen Oxa
3 Pen Oxa
Pen Tet
Pen Tsu
5 Pen Oxa
Total

9

2

1

2

2

1

1

Tet 1

Tsu 1

Tsu 1

Gen 1

Gen Tsu Clin 1
23

Pen = Penicillin, Oxa = oxacillin, Tet = tetracyclin, Tsu = trimethoprim-sulfamethoxazole, Enro =
enrofloxacin, Clin = clindamycin, Gen = gentamicin.

Table 3. Antibiotic resistance profiles of the S. aureus isolates from 13 cows over three years (2010

to 2012).

Antibiotic resistance profile

Cow identification/ year of isolation

2010 2011 2012
56/11 Pen, Oxa, Tsu, Clin, Gen S 0
61/11 0 Pen, Oxa, Tsu Pen
63/11 0 Clin S
65/11and 68/11 S 0 S
66/11 S Oxa 0
7011 Pen, Gen 0 S
7111 Pen 0 S
76/11 Pen, Tet, Tsu 0 S
7911 S S S
86/11 Pen Pen, Oxa Pen, Enro
94/11 0 0 Oxa
96/11 S Oxa S

Pen = penicillin, Oxa = oxacillin, Tet = tetracyclin, Tsu = trimethoprim-sulfamethoxazole, Enro =
enrofloxacin, Clin = clindamycin, Gen= gentamicin, S = sensitive to all tested antimicrobials, 0 = no S.

aureus isolated from milk sample.

by the in vitro disc diffusion test, 18 (90%) tested positive
by PCR for the blaZ gene suggesting that the production
of B-lactamase by most penicillin-resistant S. aureus of
this study is encoded by the blaZ gene (Zscheck and
Murray, 1993).

In conclusion, our study provides recent data on the
distribution of antimicrobial resistance at the pilot farm of
Toukounous. The massive resort to B-lactam antibiotics
to treat any condition is most probably responsible for the
high rate of resistance observed at the farm. Besides the
resistance problem, it has also been reported that intra-

mammary infection remained significantly more often
chronic if it was caused by blaZ-positive than blaZ-
negative isolates of S. aureus (Taponen et al., 2003). It is
therefore an absolute necessity to be more cautious and
strict in the application of treatments with antibiotics,
particularly in the use of the B-lactams.
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ERRATUM

Il est apparu suite a la défense privée que deux souches de S. aureus isolées en 2011 étaient
résistantes a 1’oxacilline et sensibles a pénicilline, ce qui s’aveére scientifiquement impossible.
Aussi, nous avons refait le test de I’antibiogramme sur ces deux souches pour verification afin
d’infirmer ou de confirmer les résultats précédemment obtenus. Les résultats nouvellement
obtenus ont montré que ces deux souches sont, en réalité, sensibles a 1’oxacilline, ce qui est
scientifiquement plus logique et vient infirmer les résultats apparus dans I’article.

Par conséquent, nous avons apporté les corrections nécessaires notamment dans le

« Summary », dans la section « Résultats et Discussion », et enfin, adapté « Tables 2 and 3 ».

Summary
Au niveau de la cinquiéme ligne, veuillez lire: « oxacillin (12%) », au lieu de « oxacillin
(16%) ».

Results and Discussion

- Au niveau premier paragraphe. De la quatriéme ligne a la fin du paragraphe, veuillez lire :

« Twenty-two isolates (51%) were sensitive to all antibiotics tested, but 21 S. aureus
isolates (49%) were resistant to at least one antibiotic tested: 14 in 2010 (33%), 3 in 2011
(7%) and 4 in 2012 (9%) (p<0.05) », au lieu de « Twenty isolates (46%) were sensitive to
all antibiotics tested, but 23 S. aureus isolates (54%) were resistant to at least one antibiotic
tested: 14 in 2010 (33%), 5 in 2011 (12%) and 4 in 2012 (9%) (p<0.05) ».

- Au niveau deuxiéme paragraphe:

a) A la quatrieme ligne. Veuillez lire : « oxacillin (12%) », au lieu de « oxacillin (16%) »

b) A la neuviéme ligne. Veuillez lire: «oxacillin (14%, 22% and 0%) », au lieu de
« oxacillin (14%, 44% and 0%) ».

c) A la seizieme ligne: Veuillez lire: « All but three of the 21 resistant isolates », au lieu de

« All but three of the 23 resistant isolates ».

Table 2 and Table 3
Les tableaux 2 et 3 ont été modifiés afin de les adapter aux nouveaux résultats.
Lisez ces nouveaux tableaux 2 et 3 comme suit :

Table 2. Resistance profiles of the 21 S. aureus isolates resistant to at least one antibiotic.
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No. of antimicrobials Resistance profile No. of isolates
Pen 9
1 Clin 1
Pen Oxa 2
Pen Gen 2
Pen Tet 1
2 Pen Eno 1
Pen Oxa Tet 1
Pen Oxa Tsu 1
Pen Tet Tsu 1
3 Pen Tsu Gen 1
5 Pen Oxa Gen Tsu Clin 1

Total

N
[
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Table 3. Antibiotic resistance profiles of the S. aureus isolates from 13 cows over three years
(2010 to 2012).

Cow identification/
) ) Antibiotic resistance profile
Year of isolation
2010 2011 2012
PenOxaTsuClinGen S
56/11 0
0 PenOxaTsu
61/11 Pen
0 Clin
63/11 S
S 0
65/11and 68/11 S
S
66/11 Pen 0
PenGen
70/11 0 S
Pen
71/11 0 S
PenTetTsu
76/11 0 S
S
79/11 S S
Pen
86/11 PenOxa PenEnro
0
94/11 0 Pen
S
96/11 S S
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Partie 2 : Prévention

2.1. Préambule

Les résultats précédemment obtenus ont permis, dans un premier temps, de montrer une
prévalence importante des vaches avec des CMT positifs au niveau de la station sahélienne
expérimentale de Toukounous (SSET). Ensuite, de 1’ensemble des bactéries isolées et
identifiées, le genre Staphylococcus, particulierement 1’espéce S. aureus, est le pathogene
majeur le plus fréquent. Enfin, non seulement un petit nombre de clones des souches de S.
aureus sont présents dans les trois troupeaux, mais aussi certains de ces quelques clones
persistent dans le temps. Ces observations ont été reliées aux pratiques de terrain présentes a
la SSET.

Par exemple, au niveau de la SSET, la traite se fait de maniére purement manuelle deux fois
par jour, matin et soir, sans aucune application de mesures d’hygiéne, avant ou apres la traite,
ni sur les mamelles, ni sur mains des trayeurs. De plus, si des trayeurs sont spécifiquement
affectés a chaque troupeau, il est fréquent de voir certains trayeurs d’un troupeau venir en aide
aux trayeurs d’un autre troupeau, lorsque ces derniers sont débordés de travail, dans un élan
de solidarité. A la lumiere de toutes ces informations, I’hypothése logique est que ces
comportements ont une influence sur la transmission et la persistance des bactéries

mammopathogenes, en général, et des clones de S. aureus, en particulier.

S’il est difficile, voire impossible, de modifier la technique de traite ou les comportements
solidaires des trayeurs, il est, par contre, envisageable d’instaurer I’application de mesures
élémentaires d’hygiéne lors de la traite. Ces mesures concernent non seulement les trayeurs,
mais également les vaches en lactation. Pour les trayeurs, il s’agit, avant de commencer la
traite, de se laver les mains avec de I’eau propre et, ensuite, d’appliquer une solution de Dakin
(hypochlorite de sodium + permanganate de potassium). Cette opération doit étre répétée
entre chaque animal. En ce qui concerne les vaches, chaque trayeur doit pulvériser la
mamelle, apres chaque traite, avec une solution a base de la chlorhexidine. L’objectif de cette
quatriéme étude était donc d’évaluer I’impact de ces mesures d’hygiéne sur la prévalence des

vaches positives au CMT et sur I’identité des germes isolés.
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Hygiene conditions during milking are essential in dairy cattle to ensure the highest level of milk
production. The aim of this work was to assess the efficacy of hygiene measures during the manual
milking process with no pre- or post-milking antisepsis measure at the Sahelian experimental station of
Toukounous (Niger), on the prevalence of California Mastitis Test (CMT)-positive cows, on the identity of
bacterial pathogens recovered from positive milk samples and on the clonality of the Staphylococcus
aureus isolated. The application of mammary gland washing prior to milking, of teat dipping with
chlorhexidine after milking and of milkers’ hand washing and disinfection with sodium hypochlorite
significantly decreased the number of CMT-positive cows. However, the percentages of bacteriologically
positive milk samples and the relative isolation rates of S. aureus and coagulase-negative staphylococci
did not significantly differ according to the presence/absence of antisepsis measure. As for the clonality
of the S. aureus isolates, the 53 S. aureus isolated in the absence of hygiene measures belonged to 10
pulsed field gel electrophoresis (PFGE) fingerprints, while, in comparison, only five PFGE fingerprints
were identified amongst the 11 S. aureus isolated in the presence of hygiene measures. As a
conclusion, the strict application of hygiene and disinfection during hand milking at Toukounous is a
major contributor to the decrease of the percentage of CMT-positive cows and, therefore, of mastitis
prevalence and incidence. The reasons for the persistence of the remaining S. aureus after application
of hygiene measures may be numerous; one of them could be that they belong to more resistant clones.

Key words: Mastitis, antisepsis, manual milking, Azawak zebu, Niger.

INTRODUCTION

Preventive measures against bovine mastitis are mainly based on milking hygiene, dry cow therapy and vacci-

113



RESULTATS

nation whereas curative measures are based only on
local and general antibiotic treatment. The objective of
hygiene measures is to prevent not only intra-mammary
infection of any cow during and between milking, but also
the spread of the infection within one herd during the
milking process (Neave et al., 1969; Radostits et al.,
2007; Dufour et al., 2011).

The primary sources of mastitis pathogens can be
infected quarters, teat ends, perineal skin, faeces and
general environment (Pankey et al., 1987; Roberson et
al., 1998; Radostits et al., 2007). Pre- and post-milking
teat antisepsis reduces the number of contagious
bacterial pathogens transferred to teats during and
between milking and of environmental pathogens trans-
ferred to teat skin between milking, therefore contributing
to the decrease of the incidence rate of subclinical and
clinical mastitis during lactation (Pankey et al., 1983;
Bramley and Dodd 1984; Oliver et al., 1990).

A variety of bactericidal antiseptics can be used for teat
dipping, such as iodine, chlorhexidine, quaternary ammo-
nium, sodium hypochlorite, dodecyl benzene sulfonic acid,
chlorine, nisin, hydrogen peroxide, glycerol monolaurate,
and fatty acids (Nickerson et al., 1986; Radostits et al.,
2007).

In Niger, very few studies have focused on mastitis. For
example in Niamey urban and peri-urban farms, the
prevalence of subclinical mastitis varies between 44 and
52% and is characterized by a high prevalence of
Staphylococcus aureus, several of them being resistant
to B-lactams and tetracycline (Bada et al., 2005; Harouna
et al., 2009).

This may influence the efficiency of antiseptic applica-
tion since Staphylococus sp., especially S. aureus
isolates can form biofiims on the skin and mucosal
surfaces (Katsuyama et al., 2005; Moore, 2009).

At the Sahelian experimental station in Toukounous, a
prevalence of 39% of mastitis is reported when applying
the California Mastitis Test, or CMT (Issa et al., 2013).

Half of the bacteria from CMT-positive milk samples
were contagious pathogens belonging to the genus
Staphylococcus, 82% of them (23/28) being identified as
S. aureus. The 23 S. aureus isolates belong to four
Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) profiles, two of
which representing 21 isolates. The other half of the
bacteria isolated are environmental pathogens belonging
to the gender Enterococcus and to the family
Enterobacteriaceae..

Since the milking process at Toukounous is purely
manual (Figure 1) with no pre- or post-milking antisepsis
measure and since the four to six milkers per herd
applyno hand washing or antisepsis between the cows,
the objective of the present study was to assess the con-
sequence of the application of antiseptic measures (teat
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dipping and hand washing) during the milking process (i)
on the prevalence of bacterial mastitis applying CMT, (ii)
on the identity of bacterial pathogens recovered from
CMT-positive milk samples, and (iii) on the clonality of the
S. aureus isolates by PFGE.

MATERIALS AND METHODS
Study population

The livestock at Toukounous is essentially consisting of the Azawak
zebu breed (Issa et al., 2013). The dairy cows in lactation are
divided into three herds according to the level of milk production
and age: ‘primiparous” cows, "non-elite" cows (<1400kg
milk/lactation) and "elite" cows (>1400kg milk/lactation). The system
of breeding is semi-extensive with feeding based on the exploitation
of pasture grazing, while the watering of the animals is ad libitum
during the day. The milking process of dairy cows is performed
manually twice daily without any hygiene measure (Figure 1).

Hygiene measures

The protocol of hygiene measures includes two main actors of the
milking process, the cow and the milker. As far as the cows are
concerned, mammary gland washing was applied before the
milking and teat dipping after each milking with chlorhexidine, that
is active against Gram-positive and Gram-negative bacteria and
also against fungi and some enveloped viruses (Hugo and
Longworth, 1964; Kampf and Kramer, 2004). As for the milkers,
they were asked to wash their hands with clean water and with a
solution of hypochlorite of sodium before and after milking each
cow. Some studies have shown that hypochlorite sodium has
broad-spectrum antimicrobial activity against vegetative bacteria,
bacterial spores, fungi, protozoa and viruses (Siqueira et al., 1998;
McDonnel and Russell, 1999). These hygiene measures were
applied for six months (July to December), respectively to the
primiparous herd in 2011 and to the non-elite and elite herds in
2012.

Study design

In 2010, no hygiene measures were applied. All cows in lactation
were tested by the CMT and milk samples from the CMT-positive
cows were bacteriologically analysed to confirm the results already
obtained in 2009 (Issa et al., 2013). In 2011, the hygiene measures
were applied for six months in the primiparous herd that is 32 cows
in total. At the end of this period (M6), all cows of the three herds
were tested with the CMT and milk samples from the CMT-positive
cows were further tested for bacterial growth. In 2012, the hygiene
measures were applied for six months in the non-elite (29 cows)
and elite (51 cows) herds. All cows of both herds were tested with
the CMT before the application of the hygiene measures (MO0), after
three months (M3) and at the end of the period (M6) and, again,
milk samples from the CMT-positive cows were further tested for.
bacterial growth. The CMT result interpretation was performed
according to the NMC recommendations (1999): a quarter was
considered positive when the score was (++), (+++) or (++++),
negative when the score was (-), and doubtful when the score was

(+).

*Corresponding author. E-mail: karimlebelge@yahoo.fr.

Author(s) agree that this article remain permanently open access under the terms of the Creative Commons Attribution License

4.0International License
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Figure 1. lllustration of manual milking at Toukounous.

Bacteriological analysis

Before sampling for bacteriological analysis, the first milk stream
was discarded after which routine teat cleaning and disinfection
with 70% alcohol were applied as prescribed by the National
Mastitis Council (NMC, 1999). The whole bacteriological analysis
procedures in Niger (Laboratory of Bacteriology, National Public
Health School, Niamey) and in Belgium (University of Liege, Faculty
of Veterinary Medicine, Department of Infectious Diseases,
Bacteriology; import permits CONT/IEC/FRT/589554 in 2010,
CONT/IEC/FRT/813231 in 2012 and CONT/IEC/FRT/1016090 in
2013) have already been described (Issa et al., 2013). Briefly,
bacteria were pre-identified on the basis of colony shape, presence
of haemolysis on Columbia blood agar, growth on different selective
agar plates, Gram staining, bacterial cell shape, catalase and
peroxidase production. Final identification was performed using
appropriate API tests (BioMérieux, France), except for bacilli (Reva
etal., 2001).

The whole genomes of the S. aureus isolates were compared by
PFGE after extraction and digestion with Smal (Sigma-Aldrich)
restriction endonuclease according to the procedure described
elsewhere (Issa et al., 2013; Bardiau et al., 2014). Restricted
fragments were separated through a 1% pulsed-field certified
agarose (Bio-Rad) gel in 0.5% TBE buffer by using a CHEF
MAPPER (Bio-Rad). The electrophoresis conditions were 6.0 V/cm
for 21 h, with pulse times ranging from 5 to 60 s, an angle of 120°
and a linear ramp factor. Bacteriophage lambda DNA (Bio-Rad)
was used as molecular weight marker. The different PFGE profiles,
or pulsotypes, were arbitrarily identified by capital letters.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed with SAS Software (SAS
Institute, 2001). For calculation of the statistical significance of the
observed frequency distributions, contingency tables of the random
expected values were determined and Chi-square tests were
performed. P values lower than 0.05 were considered significant.

RESULTS
California mastitis test (CMT)

The percentages of CMT-positive cows without any
application of hygiene measures were comprised be-
tween 38 and 50% in 2010 according to the herd (Table
1). These results did not significantly differ from the
percentages of CMT-positive cows in 2009 (33% to 42%:
p=0.307) (Issa et al., 2013).

The application in 2011 and 2012 of mammary gland
washing prior to milking, of teat dipping with chlorhexidine
after milking and of milkers’ hand washing and disin-
fection, lead to a decrease of the % of CMT-positive cows
after six months (M6): down to 18% of the primiparous
cows vs. 43-50% of the non-elite and elite cows (with no
hygiene measure) in 2011 (p=0.0011) and down to 24-
20% of the non-elite and elite cows vs. 62-65% at MO
prior to the application of antisepsis measure (p=0.001),
respectively (Table 1).

In 2012, a decrease could already be observed at M3
(41-44%) compared to M0. The longitudinal progressive
reduction of the percentages of CMT-positive cows
observed in 2012 at M3 and M6 following the application
of hygiene measures was statistically significant
(p=0.001).

Bacteriological analysis

All CMT-positive quarters were sampled for bacteriolo-
gical analysis. Overall, the % of bacteriologically positive
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Table 1. Comparison of California Mastitis Test results from 2009 to 2012 without/with application of antisepsis measures during

milking (see Materials en Methods for study design).

% CMT+ve cows without antisepsis

% CMT+ve cows at Mx with

Year Herds (No.*ve cows/Total) antisepsis(No.+ve cows/Total)
Primiparous 33% (24/71) ND

gg?g) (ssa et al. non Eiite 39% (20/74) ND
Elite 42% (51/120) ND
Primiparous 48% (19/39) ND

2010 Non-Elite 50% (20/40) ND
Elite 38% (25/ 65) ND
Primiparous* ND M6: 18% (6/32)

2011 Non-Elite ND M6: 50% (24/48)
Elite ND M6: 43% (19/44)
Primiparous ND ND

. 0

S5 Non-Elite* 65% (19/29) “&%:42‘:)12((1;;2;)

Elite* 62% (32/51) Nsdlow 218

M8: 24% (12/51)

*Herds with application of antisepsis measures (see Materials and Methods). ND, Not done.

milk samples with no application of hygiene measure in
2009 and 2010 did not differ significantly (p=0.148)
(Table 2). There was no significant difference either in the
percentage of bacteriologically positive milk samples
according to the presence/absence of antisepsis
measure in 2011 and 2012 (p=0.1080).

Globally, the genus Staphylococcus was the most
frequently identified in the 160 bacteriologically positive
milk samples, including those of 2009 (Table 2): 64 S.
aureus (40%) and 58 CNS (36%) (Table 2). The isolation
rates of S. aureus were not significantly different between
2009 and 2010 (p=0.70) (Table 3), and also did not differ
according to the presence/absence of antisepsis mea-
sure in 2011 and 2012 (p=0.4391). However, the isolation
rates of CNS were significantly different between 2009
and 2010 (p=0.0001), but the difference was not sig-
nificant according to the presence/absence of antisepsis
measure in 2011 and 2012 (p=0.1969).

Some variation in the isolation rates of S. aureus and
CNS in each of the three herds were also observed
according to the presence/absence of antisepsis along
the four years (Table 3), but none of them was
statistically significant: in the primiparous herd, the
isolation rates of S. aureus were 25% (1 positive
sample/4 samples) in the presence of antisepsis vs. 16%
(4/25) in its absence (p=0.5526) and of CNS, 50% (2/4)
vs. 24% (6/25) (p=0.2361); in the non-elite herd, the
isolation rates of S. aureus were 33% (3/9) vs. 39%
(20/51) (p=0.7379) and of CNS, 55% (5/9) vs. 49%
(25/51) (p=0.4821); and in the elite herd, the isolation
rates of S. aureus were 50% (7/14) vs. 51% (29/57)
(p=0.9531) and of CNS, 28% (4/14) vs. 28% (16/57)

(p=1).

Pulsotypes

In the absence of hygiene measures in the three herds,
the 23 S. aureus isolates in 2009 belonged to four
pulsotypes (Issa et al, 2013) and the 10 S. aureus
isolates in 2010 to five pulsotypes (Table 4). Still in the
absence of hygiene measures in the non-elite and elite
herds, the 8 S. aureus isolates in 2011 belonged to four
pulsotypes and the 12 S. aureus isolates in 2012 to five
pulsotypes (Table 4). In summary, in the absence of
hygiene measures, these 53 S. aureus isolates belonged
to 10 pulsotypes. In comparison, only five pulsotypes
were identified amongst the 11 S. aureus isolated in the
presence of hygiene measures in the primiparous herd in
2011 and in the non-elite and elite herds in 2012 (Table
4). Ten of these S. aureus belonged to four pulsotypes
also detected amongst the 53 S. aureus isolated in the
absence of hygiene measure (Table 4).

DISCUSSION

In this study, the application of hygiene measures at the
experimental station of Toukounous, that is pre-milking
washing and post-milking disinfection with chlorhexidine
of the udder and milkers’ hand washing and disinfection
with sodium hypochlorite, contributes to a significant two-
to three-fold reduction of the % of CMT-positive cows
after 3 and 6 months, compared to the % observed
between 2009 and 2012 in the herds with no antisepsis
policy or prior to the application of the antisepsis policy.
The effectiveness of disinfection of the udder with
chlorhexidine in preventing mastitis especially by conta-
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Table 2. Comparison of bacteriological analysis results from CMT-positive quarters from 2009 to 2012 without/with application of
antisepsis measures during milking (see Materials en Methods for study design).

% bacteria +ve milk samples

Year Herds without (MO0)/ with (M3; M6) Bacterial species identified (No.)
antisepsis
I % W S. aureus (2), CNS (1), Bacillus sp. (2), GNB
2000 (ssa anlpa.\rous MO: 40 % (20/25) (14), Entero(cgccus sp.((6)) p- (2)
al., 2013) Non-Elite MO: 62% (10/32)*** S. aureus (7), CNS (1) '
Elite MO: 38% (21/55)** S i‘éscu,§1:,3.' (1()3"'5 (@) Baclius: sps: (B
Primiparous MO: 26%(5/19)** S. aureus (2), CNS (5)
2010 Non-Elite MO: 65% (13/20)** S. aureus (5), CNS (7), GNB (1)
Elite MO: 16% (4/25) S. aureus (3), CNS (1)
Primiparous™ ma: NB NR
M6: 67% (4/6) S. aureus (1), CNS (2), Ent. sp. (1)
. MO: ND NR
291 Non-Elite M8: 54% (13/24) S. aureus (4), CNS (8), Bacillus sp. (1)
Elite MO: ND NR
M6: 57% (11/19) S. aureus (4), CNS (5), Bacillus sp. (2)
Primiparous ND NR
MO: 78% (15/19) S. aureus (4), CNS (9), Bacillus sp. (2)
Non-Elite* M3: 46% (6/13) S. aureus (2), CNS (4)
2012 M6: 50% (3/6) S. aureus (1), CNS (1), Bacillus sp. (1)

MO: 65% (21/32)
Elite* M3: 47% (10/21)
M6: 33% (4/12)

S. aureus (8), CNS (7), Bacillus sp. (3), GNB (3)
S. aureus (4), CNS (4), Bacillus sp. (1),
Micrococcus sp. (1)

S. aureus (3), Bacillus sp. (1)

*Herds with application of antisepsis measures (see Materials and Methods); **Samples with two bacterial isolates; *** Two samples with
positive bacteriological cultures in which isolates were lost after import; ND, not done; NR, not relevant; CNS, coagulase-negative

staphylococci; GNB, gram-negative bacilli.

gious bacterial mammary pathogens such as S. aureus
or Streptococcus agalactiae, has of course already been
published (Pankey et al., 1983; Hicks et al., 1981;
Gleeson et al., 2006). Since ca. 75% of the mammary
gland pathogens in the three herds at the experimental
station of Toukounous belong to the gender Staphylococcus
(Table 2), a dramatic decrease of the frequency of CMT-
positive cows like observed in 2011 and 2012 (Table 1)
was expected. Still, although the prevention measures
were identical in the three herds during this study, the
percentages of CMT-positive cows were higher in the
elite and non-elite herds than in the primiparous herd,
most probably because the teat canal becomes
expanded after each lactation, predisposing older cows to
mastitis (Oaki, 1990).

Last but not least, chlorhexidine residues in milk after
teat dipping or spraying have been demonstrated to be
as low as to represent no harm to consumers. Therefore
the European Agency for the Evaluation of Medicinal
Products considers that there is no need to establish a
Minimal Residue Limit (MRL) for chlorhexidine in dairy
farms, a positive conclusion for developing countries

(EAEMP, 1996).

Though the hygiene of the udder is of the upmost
importance, when manual milking is performed, the hand
hygiene of the milkers is also an important component to
ensure a low frequency of mastitis. Hand washing with
water followed by disinfection with sodium hypochlorite
before and after milking undoubtedly helped to reduce
the number of CMT-positive cows in this study. There is
now evidence that strict adherence to hand hygiene
reduces the risk of cross-transmission of infections by
eliminating transient or resident flora and the best results
are obtained when washing is applied first and disinfec-
tion afterwards (Rotter, 1996; Mathur, 2011).

Conversely, the application of the hygiene measures
had no effect on the relative % of the different bacteria
isolated and identified, with S. aureus and CNS remain-
ing the most frequent pathogens, as they are in the
absence hygiene measures or prior to their application
(Tables 2 and 3). Together they represent more than 3
out of 4 bacteria isolated from the CMT-positive milk
samples. In the same previous two studies conducted in
Niger, the frequency of isolation is similar for S. aureus
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Table 3. Comparison of the isolation rates of S. aureus and CNS from bacteriologically positive milk samples according to
the year (2009 to 2010) and to the presence/absence of antisepsis measure in 2011 and 2012.

% S. aureus in the

% CNS in the

Year Herds Antisepsis bacteriologically positive bacteriologically positive
milk samples milk samples
Primiparous Absence 10% (2/20)** 5% (1/20)
2009* Non-Elite Absence 70% (7/10) 10% (1/10)
Elite Absence 66% (14/21) 14% (3/21)
Primiparous Absence 40% (2/5) 100% (5/5)
2010 Non-Elite Absence 38% (5/13) 54% (7/13)
Elite Absence 75% (3/4) 25% (1/4)
Primiparous Presence 25% (1/4) 50% (2/4)
2011 Non-Elite Absence 31% (4/13) 61% (8/13)
Elite Absence 36% (4/11) 45% (5/11)
: Absence 26% (4/15) 60% (9/15)
o Hon:Elie Presence 33% (3/9) 55% (5/9)
Elite Absence 38% (8/21) 33% (7/21)
Presence 50% (7/14) 28% (4/14)

*Issa et al. (2013); ** (No. positive samples/ No. bacteriologically positive samples).

Table 4. Comparison of the pulsotypes of the S. aureus isolates according to the year and to the implementation or not of hygiene measures.

2009* 2010 2011 2012
Pulsotype No hygiene No hygiene No hygiene Hygiene No hygiene Hygiene
measure (n=23) measure (n=10) measure (n=8) measure (n=1)  measure (n=12) measure (n=10)
A 13 4 1 1 1
B 8 2 2 5 5
o] 1
D 1 2 4 3
E 1
F 1
G 1
N 4 1
P 1
R 1
4 1

*Issa et al. (2013).

(36 and 44%), but lower for CNS (22 and 16%) (Bada et
al, 2005; Harouna et al.,, 2009). Nevertheless the
common result of those surveys in different farming
systems in Niger is that S. aureus is the most frequent
mammopathogen bacterial species in Niger.

Some of the bacteriological results nevertheless
demand further explanations: the rates of CMT-positive
and of bacteriologically positive milk samples, and of
isolation of staphylococci highly decreased but never
reached the nil percentage; the relative percentages of S.
aureus and CNS isolated during the four years of the
study vary between the three herds as much in presence
than in absence of antisepsis measures; and most

percentages of S. aureus and CNS isolates even
increase in the presence of hygiene measures. All three
observations can be explained by: (i) the staphylococci,
more especially CNS are ubiquitous on the bovine udder
and in the cow environment providing a permanent
source of bacteria that come in contact with the teat skin
between the milking periods, when the biocidal activity of
chlorhexidine has decreased (Pankey et al., 1984); (ii)
many staphylococci can form biofilms not only in infected
organs, but also on the skin, therefore becoming not
accessible to antiseptics (Katsuyama et al., 2005; Moore,
2009); (iii) some Staphylococcus species and some S.
aureus clones may better persist despite the application
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of antisepsis measures, as evidenced by the PFGE
results (Table 4), and additional studies are right now
being conducted to compare the virulotypes of the S.
aureus isolated at Toukounous before and after the
implementation of hygiene measure; and/or (iv) the sizes
of the some samples are small causing the % to vary a
lot in function of the numbers of positive samples (Table
3).

As a conclusion, the results obtained by this study
confirm that the strict application of hygiene and disin-
fection during hand milking is @ major contributor to the
significant decrease of the % of CMT-positive cows and,
therefore, of mastitis prevalence and incidence, espe-
cially. Such results are encouraging, but a study based
on the application of hygiene measures on a long-term
could lead to even more conclusive results. These results
can now be explained to farmers and milkers to ensure
not only their willingness to pursue the procedure for a
more efficient and higher quality milk production at
Toukounous, but also its extension to private farms in
other areas of Niger.
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DISCUSSION GENERALE

Le Niger est un pays a vocation essentiellement agropastorale et 1’élevage est une activité
traditionnelle pratiquée par plus de 87% de la population, soit en tant qu’activité principale
soit comme activité secondaire. Le sous-secteur de 1’¢levage contribue a plus de 11% dans la
constitution du PIB national et a plus de 25% du budget des ménages. Cette activité participe
a la lutte contre la pauvreté et contre 1’insécurité alimentaire permanente et contribue a assurer
un apport en protéines animales indispensables au bien-étre de la population. Parmi les
productions animales, le lait occupe une place de choix. Selon un rapport de la FAO, la
consommation de cette denrée a drastiquement chuté au Niger entre 1960 et 1999, passant de
107 litres en moyenne par personne a 27 litres, malgré un effectif pléthorique de bovins
estimé a 7 336 088 tétes (RGAC, 2008). La production nationale en lait ne couvre, en fait, que
50% des besoins de la population (RECA, 2010).

Pourtant, il existe une diversité de ressources généetiques bovines au Niger. En effet, cing
races bovines sont rencontrées: les races zébus Azawak, Djelli, Goudali et M’Bororo et la
race taurine Kouri. Les performances de production laitiere de ces races locales sont,
cependant, tres faibles comparées a celles des vaches européennes. Par exemple, la race
Azawak produit en élevage extensif 7 a 8 litres/jour ; la race M’Bororo, 2 litres/jour ; et la
race Djelli, 2 a 3 litres/jour. La race Azawak apparait donc clairement comme la meilleure
productrice laitiere au Niger car, selon les conditions d’élevage, la quantité de lait produite
peut atteindre jusqu'a 12 litres/jour. Cette production plus élevée est liée au fait que cette race

a fait I’objet d’une sélection génétique a la station de Toukounous des années durant.

La station sahélienne expérimentale de Toukounous (SSET) est située dans une zone pastorale
au Niger, ce qui lui offre I’atout particulier de disposer d’un fourrage naturel de qualité et
dispose d’une cloture complete qui la rend difficile d’accés aux autres animaux. Un autre
atout est 1’utilisation rationnelle des cinq parcelles, qui permet aux animaux de disposer du
paturage a temps plein tout au long de I’année. Une étude sur le peuplement floristique du
paturage de la station de Toukounous rapporte que la production du parcours est en moyenne
de 2733 kg MS a I’hectare avec une valeur pastorale pouvant atteindre 87,5% (Saidou et al.,
2010). Par ailleurs, grace a la coopération bilatérale entre la Belgique et le Niger, la station de
Toukounous a bénéficié d’un appui important a travers le “Projet Azawak” entre 2000 et

2008. Ce projet a permis de diffuser 1800 géniteurs aupres des éleveurs a travers le pays. En
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plus, 100 géniteurs ont été rétrocédés au Burkina Faso, au Mali, en Cote d’Ivoire et au

Nigeria, ce qui dénote I’importance de cette race au niveau de 1’ Afrique Occidentale.

Malgré son apport inestimable dans I’économie du Niger, le sous-secteur de 1’¢levage est de
plus en plus confronté a de graves difficultés, notamment la persistance de certaines maladies
animales, la faible productivité des animaux et 1’insignifiance des investissements tant publics
que privés. Au Niger, I’'un des grands défis de 1’élevage, en général, et de la filiere de
production laitiere en particulier est la persistance de maladies infectieuses et parasitaires, qui
plombent la performance des animaux. C’est a ce juste titre que cette étude s’est intéressée
aux mammites qui sont des maladies récurrentes dans les élevages laitiers, y compris dans les
stations expérimentales comme celle de Toukounous. Les données sur les mammites au Niger
n’apparaissent, cependant, que dans les rapports annuels des services décentrés de 1’élevage et
se limitent a 1’enregistrement du nombre de cas traités, sans aucune précision sur la nature du
germe en cause. En outre, le nombre de cas rapportés de mammites est ridiculement faible.
Par exemple, dans le rapport de 2007 fourni par le Ministere de I’Elevage et des Industries
Animales, seulement 134 cas de mammites ont été¢ enregistrés sur I’ensemble du territoire
national, malgré le cheptel bovin dont dispose le pays. Et le méme constat peut étre effectué
au niveau de la SSET. Dans le rapport de 2009, il est précisé que seulement deux cas de
mammites ont été enregistrés. Cette situation, dans son ensemble, est difficile a admettre et la
question est de savoir si les mammites sont bien diagnostiquées au Niger ? L’¢éloignement par
rapport aux zones pastorales des services vétérinaires de proximité qui n’arrivent pas a couvrir
I’ensemble du pays (OIE, 2008) et I’absence des moyens adéquats de diagnostic au niveau des
laboratoires régionaux peuvent expliquer, en partie, ces faibles nombres de cas rapportés de
mammites au niveau national, mais pas ceux d’un ¢élevage a vocation de production de lait
comme celui de Toukounous. Une deuxiéme raison serait le fait que les mammites sévissent
davantage chez les vaches ayant des productions laitieres plus élevées que celles des races
locales au Niger, qui seraient ainsi moins sujettes aux mammites. En effet, une étude menée
en Algérie a montré que la prévalence des vaches présentant un CMT positif est plus élevée
chez les vaches qui produisent plus de dix litres de lait/jour (Saidi et al., 2001). Mais avec
I’exemple de la SSET, ou il y a un bon ratio entre le nombre d’animaux et le personnel
soignant (vétérinaire et para-vétérinaire), une troisieme explication serait que les mammites se

développent dans la plupart de cas de maniéere insidieuse, sub-clinique et chronique, alors que
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les méthodes de diagnostic se limitent habituellement a 1’observation visuelle des signes

cliniques lors de mammites aigués.

A travers I’objectif général de cette étude, il s’est agi de rechercher les bactéries impliquées
dans les mammites au niveau de la SSET dans les troupeaux de vaches en lactation. Les
objectifs spécifiques étaient, donc, les suivants : évaluer la prévalence des vaches en lactation
positives au CMT ; effectuer I’inventaire des différents agents étiologiques des mammites ;
réaliser la caractérisation des especes bactériennes les plus freqguemment isolées ; et proposer
une stratégie idoine de contrdle de cette infection via 1’application de mesures d’hygiéne au

cours de la traite manuelle.

L’année 2009 a été la ligne de base de cette é¢tude pour évaluer la prévalence des mammites
via I’application du « Californian Mastitis Test » (CMT) et pour identifier les bactéries
responsables dans le but d’orienter de maniere plus spécifique nos travaux. C’est ainsi qu’au
cours de cette année 2009, toutes les vaches en lactation des trois troupeaux, a savoir
« élites », « non-élites » et « primipares », ont été testées au CMT. Les résultats obtenus a
partir de 265 vaches, dont 120 élites, 74 non-elites et 71 primipares, montrent une prévalence
globale de 39% des vaches positives au test,et des prévalences selon le troupeau de 42%, 39%
et 33%, respectivement, alors qu’aucune mammite clinique n’a été diagnostiquée. La
prévalence des vaches positives au CMT a la SSET est ainsi proche des résultats
précédemment obtenus au Niger en 2005 et en 2009 respectivement 44% et 52% dans les
élevages urbains et périurbains de Niamey (Bada et al., 2005 ; Harouna et al., 2009). La
situation est aussi globalement identique a celle existant dans les autres pays de I’Afrique
Occidentale. Au Senégal, la prévalence des mammites subcliniques varie entre 55% et 69%
dans les élevages intensifs (Shyaka, 2007 ; Tchassou, 2009), alors qu’elle est de 46% dans les
élevages semi-intensifs (Konté, 2003). Au Bénin, la prévalence des mammites subcliniques
est de 45% (Kadja, 2011).

Les analyses bactériologiques de tous les échantillons de lait des quartiers positifs au CMT de
104 vaches, soit 112 échantillons au total, ont été réalisées a 1’Ecole Nationale de Santé
Publique (ENSP) de Niamey, Niger. Ce laboratoire, dont la mission premiére est 1’initiation
des étudiants a la bactériologie n’a pas une vocation de recherche, mais était la seule

alternative possible pour le début de cette étude. Le Niger dispose aussi d’un Laboratoire
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Central d’Elevage (LABOCEL), doté d’un service de bactériologie, mais non fonctionnel. Au
terme des analyses bactériologiques, 55 souches bactériennes ont été identifiées dont la moitié
(51%) appartiennent au genre Staphylococcus, avec 42% de S. aureus et 9% de
staphylocoques a coagulase négative. Les autres bactéries isolées ont été identifiées au genre
Enterococcus (13%), a la famille des Enterobacteriaceae (25%), au genre Acinetobacter (2%)
et, enfin, au genre Bacillus (9%). En 2009, la repartition des bactéries selon les trois
troupeaux revelent que la majorité des bactéries de la famille des Enterobacteriaceae a été
isolée du troupeau des primipares et que la majorité des S. aureus (21/23) I’a été des
troupeaux des multipares, a savoir les élites et les non-élites. Les infections des primipares
pourraient étre liées a la méthode de gestion des troupeaux mise en place a la station mais
également du moment de la réalisation de notre étude. En effet, a la SSET, I’essentiel des
mises-bas se passent au cours des mois de mai et juin qui coincident avec les premiéres
pluviométries, afin de faire mieux profiter les vaches de 1’herbe verte. Comme notre étude
s’est déroulée vers la fin de cette saison des pluies, il est probable que les primipares étaient
déja infectées au moment de notre passage. Toutefois, I’infection pourrait avoir comme
source “la maternité”, lieu ou toutes les vaches de la station mettent bas. Ce court séjour a la
maternité avant que chaque vache ne regagne son troupeau, pourrait étre le point de départ des
infections des primipares. On retiendra alors une forte fréquence des bactéries contagieuses,
particulierement S. aureus (41,8%) par rapport aux bactéries de 1’environnement a la station
de Toukounous. Cette fréquence de S. aureus est Iégerement supérieure a celle rapportée au
niveau des élevages urbains et périurbains de Niamey, ou se concentrent les bassins laitiers
qui alimentent les unités laitiéres. En effet, dans ces élevages, la fréquence de S. aureus a été
respectivement de 36% en 2005, et 32% en 2009 (Bada et al., 2005 ; Harouna et al., 2009).
Des fréquences supérieures ou encore inférieures a celle que nous avons obtenue ont été
rapportées dans différents pays en Afrique. Ainsi, la fréquence des mammites a S. aureus est
de 43% au Sénégal, 30% en Algérie, 28% en Ethiopie (Tchassou, 2009 ; Abera et al., 2011 ;
Assnoune et al., 2012).

Les mammites subcliniques a S. aureus sont une préoccupation mondiale de nos jours. En
effet, a travers le monde, ce germe pathogene continue a induire des pertes au niveau des
producteurs laitiers notamment liées a la baisse du niveau de production de lait, aux frais de
pénalité a I’achat du lait (dans les pays ou des normes sont appliquées) et aux colts du

traitement. Par exemple, les infections subcliniques a S. aureus entrainent des pertes de
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production de 25% a 48% (Gebreyohannes et al., 2009). En plus, en cas de traitement, les
taux de guérison sont généralement faibles (Brouillette et al., 2004), ’'une des causes des
échecs therapeutiques étant la résistance de S. aureus aux différents antibiotiques utilisés dans
le traitement ou la prévention. Malheurcusement au Niger, il n’existe pas de telles études qui
rapportent les pertes financieres engendrées par les mammites. Plusieurs raisons peuvent
I’expliquer. Une premiére raison est 1’absence de perception de la réalité du probléme des
mammites sub-cliniques vu I’absence de signes cliniques et, donc, I’impossibilité de faire un
diagnostic visuel. D’autre part, 1’achat du lait par les industriels laitiers est basé uniquement
sur deux criteres : le test d’acidité et la vérification de I’ajout de 1’eau. De plus, ces industriels
ont plus que jamais besoin de la production locale pour s’affranchir de I’importation du lait en
poudre. Une étude rapporte, en effet, que 90% de la matiere premiére utilisée par les unités
laitieres modernes de transformation au Niger sont du lait en poudre (Vias et Renault, 2009).

Au Niger, les antibiotiques sont bien utilisés dans les traitements de diverses maladies, mais
aucune utilisation n’a été constatée dans le cadre du traitement ou de la prévention des
mammites a la SSET pendant la durée de I’étude. Les résultats des profils de résistances aux
antibiotiques obtenus entre 2009 et 2012 sur les 122 souches de S. aureus, dont 66 souches
dans I’étude 1 et 2 et 56 souches non publiées, montrent un taux moyen de résistance plus
¢levé avec les antibiotiques de la famille des B-lactamines, 41% a la pénicilline et 7% a
I'oxacilline (souches MRSA). Cependant, aucune des souches résistantes 1’oxacilline ne
possede le gene mecA, qui code pour la production de la protéine PLP2a a I’origine de cette
résistance dans de nombreuses souches MRSA. Bien que plusieurs variants alléliques du gene
mecA existent (Monecke et al., 2012), la PCR utilisée au cours de I’étude permet de détecter
I’ensemble de ces variants pour S. aureus. Il se pourrait, cependant, que cette résistance a
I’oxacilline soit liée au géne mecC qui n’est pas détecté par la PCR mecA mas qui n’a pas été
recherché (Garcia-Alvarez et al., 2011 ; Becker et al., 2014). D’autre part, des mécanismes de
résistance de bas niveaux ont été décrits chez certaines souches de S. aureus. Il s’agit
particuliéerement des souches BORSA (BORderline S. aureus) et MODSA (MODified S.
aureus). Ces souches BORSA et MODSA ne possedent, en effet, pas le gene mecA
(Chambers et al., 1997). Cependant, une hyperproduction de la pénicillinase staphylococcique
est a I’origine du mécanisme de résistance pour les souches BORSA, alors qu’il s’agit d’une
modification des protéines PLP endogénes (PLP1, 2 ou 4), sans production de pénicillinase,

qui est responsable de la résistance pour les souches MODSA (Eveillard, 2007). La
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comparaison des résultats de 1’antibiogramme sur les souches nigériennes a ceux obtenus dans
d’autres pays montre que la résistance de S. aureus a la pénicilline y est plus frequente : 54%
au Sénégal, 64% en Tunisie et 100% en Uganda (Ben Hassen et al., 2002; Kadja et al., 2010 ;
Kateete et al., 2013). Quant a la fréquence de la résistance a 1’oxacilline, elle est comparable a
plus élevée dans des pays d’Afrique de 1’ouest : 7,6 % au Nigeéria et 10% au Sénégal ; ou
encore en Afrique du Nord: 15% au Maroc (Bendahou et al., 2008; Kadja et al., 2010;
Suleiman et al., 2012). En ce qui concerne les autres antibiotiques testés, les taux de
résistance est inférieur a 5% pour la clindamycine, 1’association trimétoprime-
sulfaméthoxazole et I’enrofloxacine, mais il est de 11% tant pour la tétracycline que pour la
gentamicine. L’étude de I’antibiorésistance des souches de S. aureus isolées des élevages
urbains et périurbains réalisée en 2005 au Niger ne rapporte aucune résistance a la
gentamicine, au trimethoprim-sulfamethoxazole ou & la tétracycline, résultats probablement
liés a un moindre recours aux antibiotiques dans ces types d’élevages (Bada et al., 2005).
Cependant, lors d’une autre étude en 2009, la résistance a la tétracycline était de 15%,

(Harouna et al., 2009), antibiotique largement utilisé sur le terrain au Niger.

Ces résultats bruts de sensibilité/résistance sont, cependant, a relativiser dans le cadre des
mammites. En effet, les valeurs critiques utilisées pour classer les souches en sensibles,
intermédiaires et résistantes n’ont alors finalement que trés peu de valeur d’un point de vue
thérapeutique. En effet, pour avoir une réelle chance de guérison, 1’antibiotique doit atteindre
le site de I’infection avec une concentration identique a celle contenue dans le disque
correspondant. Les diameétres des zones d'inhibition sont calculés pour établir des posologies
recommandées pour I'homme par voie systémique, et non chez les bovins, encore moins lors
de I'utilisation par voie diathélique des antibiotiques (Durel et al., 2003). En conséquence,
seuls quelques antibiotiques disposent de criteres d’interprétation spécifiques ou transposables
a I’espeéce bovine et trés peu concernent les infections de la glande mammaire (CSLI, 2002).
La pirlimycine et 1’association pénicilline-novobiocine sont deux exemples pour lesquels il
existe des valeurs critiques spécifiquement applicables au traitement des mammites bovines
en cours de lactation, d’étiologie staphylococcique (S. aureus) ou streptococcique (S.
agalactiae, S. dysgalactiae et S. uberis) (CSLI, 2002). Ainsi, il est préférable dans
I’interprétation des résultats d’un antibiogramme que le patricien puisse prendre en compte un
certain nombre de parameétres complémentaires, notamment la cinétique de la molécule et sa

capacité de concentration dans les tissus mammaires. Néanmoins, 1’antibiogramme s’avére
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aussi un outil capital en épidémiologie dans le cadre des programmes nationaux de
surveillance. Il est tout aussi important lors de mammites contagieuses, particulierement
celles provoqueées par S. aureus, dans lesquelles peu de souches différentes circulent dans le
troupeau.. Ainsi, le caractere sensible ou résistant peut étre considéré comme constant et le
test d’antibiogramme réalisé sur quelques isolats peut étre généralisé, avec les limitations
expliquées ci-dessus, a I’échelle de 1’exploitation, comme a Toukounous. Toutef0is,
I’extrapolation de ces résultats a 1’échelle des €élevages urbains et périurbains de Niamey n’est
possible qu’en tenant compte de deux parameétres essentiels supplémentaires : tout d’abord, il
faut que les mémes familles d’antibiotiques soient utilisées ; ensuite, il faut que 1’on retrouve
dans ces élevages urbains et périurbains des vaches ayant connu plusieurs lactations a la

SSET, qui peuvent ainsi propager les mémes clones bactériens.

Les grands défis qui se posent pour le futur sont, donc, les suivants : diminuer 1’utilisation
d’antibiotiques a long terme et I'incidence de D’infection dans I’exploitation par une
prophylaxie appropriée ; connaitre davantage les caractéristiques des relations entre le profil
génétique et/ou phénotypique et la capacité des souches a entrainer une mammite subclinique

plutdt que clinique et a persister au niveau du pis.

En théorie, la prophylaxie des mammites est simple, puisque les modes d’infection et de
transmission sont connus. En effet, S. aureus a pour origine la peau de la mamelle et se
transmet d’un quartier a un autre ou d’un animal a un autre lors du processus de la traite par le
matériel ou les mains du trayeur. L’instauration de mesures d’hygiene lors du processus de
traite, surtout manuelle, est donc un facteur déterminant pour diminuer la prévalence et
I’incidence de I’infection. Les résultats auxquels nous sommes parvenus le confirment. Par
exemple, les prévalences des vaches positives au CMT qui étaient respectivement de 62%
(32/51) et 65% (19/29) dans les troupeaux des vaches « élites » et « non-élites » sont passées
a41% (21/51) et 44% (13/29) apres trois mois d’application des mesures d’hygiéne, puis a
24% (12/51) et 20% (6/29) apres six mois. Cependant, ces résultats sont a relativiser par
rapport au contexte dans lequel 1’étude a été réalisée a Toukounous. L’¢étude aurait été plus
pertinente en constituant un groupe témoin dans chacun des deux troupeaux lors de
I’application des mesures d’hygi¢ne. Mais les contraintes du terrain, notamment I’absence de
pertinence de 1’étude aux yeux des trayeurs et la difficult¢ d’imposer un ordre de traite en

commencant par le lot témoin, sans parler des mouvements possibles des trayeurs entre les

127



DISCUSSION GENERALE

deux troupeaux, nous ont amené a suivre une méthode consensuelle moins rigoureuse, mais
quand méme efficace afin de juger de I’impact de I’application de ces mesures d’hygiéne. En
prenant en compte les résultats de CMT en 2009, 2010 et 2011 chez les élites et les non-élites
qui correspondent aux années pendant lesquelles les mesures d’hygiéne n’étaient pas
appliquées dans ces troupeaux, on note une différence significative par rapport a ceux obtenus
apres six mois d’application des mesures d’hygiéne dans ces mémes troupeaux en 2012.
Parallelement, en comparant les résultats de CMT obtenus chez les primipares en 2011 aprés
six mois d’application des mesures d’hygiéne, comparés a ceux obtenus chez les élites et non-
¢lites dans la méme année sans application de mesures d’hygiéne, on note une fréquence
significativement plus élevée des vaches avec des CMT positifs au niveau des élites et des
non-¢lites. Ainsi, malgré 1’absence d’un controle interne au sein d’un méme troupeau, le
controle externe effectué¢ parallelement au niveau d’un autre troupeau donne une valeur
ajoutée aux résultats auxquels nous sommes parvenus. Il est, par ailleurs, reconnu que les
mesures d’hygiéne a la traite permettent de réduire le nombre des bactéries présentes sur la
peau du trayon, ce qui pourrait des lors limiter leur transmission (Sheldrake et Hoare, 1955;
Hoare et Roberts, 1972; Galton et al., 1984). Ainsi, une bonne application de ces mesures

permet de prévenir 50% de nouvelles infections au niveau d’un élevage.

La qualité des produits utilisés lors du processus de la traite a été aussi sans doute
déterminante au cours de cette étude. La chorexhidine (1%), qui a été utilisée pour la
désinfection des trayons, s’avere effectivement efficace contre les bactéries
mammopathogénes. Elle a été privilégiée par rapport aux produits iodés, car ces derniers sont
tachant et possédent une odeur acre, ce qui pourrait créer une certaine méfiance des trayeurs
quant a sa bonne utilisation, contrairement a la chlorhexidine qui est incolore et inodore.
L’hypochlorite de sodium qui a, quant a lui, été utilisé pour la désinfection des mains des
trayeurs et, aux dilutions recommandées, entraine trés peu de risque pour I’homme (INRS,
2000). Bien entendu, les plus faibles fréquences de vaches avec CMT positif apres
I’application des mesures d’hygiene peuvent, en partie, avoir d’autres causes : ’existence du
phénoméne de guérison spontanée lors de mammites, les interventions thérapeutiques a base
d’antibiotiques pour des traitements contre d’autres pathologies que les mammites et divers

phénomenes environnementaux, ...
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L’étude phénotypique et génétique des souches de S. aureus isolées des vaches présentant un
CMT positif, a tout d’abord permis de réaliser que 16 pulsotypes coexistent au niveau de la
station de Toukounous. Cependant, 3 pulsotypes se sont révélés prédominants, A (33%), D
(23%) et B (21%). Ces résultats sont en accord avec ceux d’autres études réalisées, qui
soulignent que les infections a S. aureus sont généralement dues a un nombre limité de
pulsotypes dans une exploitation. D’ailleurs, Serieys (2004) rapporte que plus de 80% des
infections dans un élevage sont dues a ce petit groupe de souches. De par leur caractére
specifique, les geénotypes prédominants vont influencer les caractéres des infections
notamment la contagiosité, la sévérité, la curabilité et la persistance (Serieys, 2004). Dans
notre étude, ces pulsotypes se distinguent par la prédominance des genes spa et cap5H au
niveau du pulsotype A et B, des genes icaA, cap8H, seg, sei et seb au niveau du pulsotype D
et, enfin, luks-PV présent principalement au niveau des pulsotypes B et D. Le géne spa code
pour la protéine A dont le réle est d’inhiber 1’opsonisation provoquée par les IgG (Hartleib et
al., 2000; Foster, 2005). Les genes seg et sei sont significativement associés a des souches
isolées des mammites cliniques (Haveri et al., 2007). La production du biofilm (icaA), la
présence ou I’absence de synthése d’une capsule (CP5 et CP8) sont considérées comme des
propriétés impliquées dans la chronicité d’une infection a S. aureus. Des études ont démontré
qu’il existe des souches plutdt adaptées a une niche extracellulaire qui expriment la capsule
CP8 et envahissent faiblement les cellules MAC-T et les souches plutét adaptées a une niche
intracellulaire qui n’expriment aucune capsule (bien qu’hébergeant le geéne cap5) et
envahissent fortement les cellules MAC-T (Bardiau et al., 2014). Ces différences dans la
prédominance des facteurs de virulence notamment impliqués dans la chronicité des
mammites pourraient aussi expliquer la fréquence plus élevée et la persistance des pulsotypes
A, B et D dans notre ¢étude malgré I’application des mesures d’hygiéne, bien que cette
derniere puisse aussi étre due simplement au fait que ces pulsotypes étaient les plus fréquents.
Il a été déja établi que la capacité de S. aureus a provoquer une infection chronique est
corrélée a sa faculté a échapper a la réponse immune et a persister a long terme dans des
niches particuliéres au sein de la mamelle. Cependant, les propriétés corrélées au potentiel
chronique de certaines souches et/ou leur niveau d’expression dans la mamelle, par rapport
aux souches responsables de mammites aigués, ne sont pas encore identifiées avec certitude
(Bardiau et al., 2014).

129



DISCUSSION GENERALE

En résumé, le systeme d’¢levage a la SSET présente quelques similitudes avec 1’élevage
urbain et périurbain de Niamey, telles que la traite manuelle sans mesures d’hygiéne, ou
encore [’'utilisation des mémes antibiotiques dans les différentes types d’affections
bactériennes. Les résultats de 1’antibiogramme obtenus dans notre étude peuvent par
conséquent étre extrapolés a 1’échelle de ces types d’élevage. La mise en application des
mesures d’hygiéne chez ces éleveurs traditionnels périurbains et urbains sera par contre plus
difficile a mettre en ceuvre que dans les fermes semi-modernes, dont les propriétaires sont
issus d’une classe sociale plus apte a comprendre leur intérét. Néanmoins, tous les éleveurs
sont conscients des problémes liés a ’hygiéne, car le lait acheté au niveau des laiteries est
sujet a deux controles majeurs, 1’acidité et le mouillage. Dés lors, ces mémes ¢€leveurs sont
attentifs a ’adoption de toute mesure pouvant réduire la charge bactérienne et contribuant a la
diminution de la rapidité de 1’acidification du lait. Cette notion a pu étre démontrée au niveau
des élevages peériurbains et urbains de Niamey grace au projet « Lait sain pour le Niger ».
Malgré les mauvaises conditions d’hygiéne de la traite, les résultats de ce projet ont démontré,
par exemple, une efficacité du traitement avec la lactoperoxyadase (LPS) pour la conservation
du lait jusqu'a la livraison en laiterie avec une acidité acceptable pour la pasteurisation.
Cependant, le recours a 1’utilisation de la lactopexoydase ne permet pas de se passer des
mesures d’hygiéne, car leur mise en ceuvre permet de diminuer la charge bactérienne du lait et
d’allonger le temps de conservation. Malgré le succés de ces résultats préliminaires, qui ont
d’ailleurs abouti a un arrété ministériel autorisant 1’utilisation officielle de la lactoperoxydase
dans la conservation du lait cru au Niger, 1’absence des mesures d’accompagnement,
notamment la mise en place de I'organisation commerciale pour I'importation et la distribution

des activateurs LPS ont fait disparaitre la pratique.

130



EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE

~

CONCLUSION
ET

~

_ PERSPECTIVES |




CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Au niveau de la station sahélienne expérimentale de Toukounous (SSET), des dispositions
particuliéres sont nécessaires a prendre dans le cadre de la gestion des troupeaux de vaches
laitieres dans le but d’améliorer la production en quantité¢ et en qualité. Ces dispositions
concernent la gestion de la mise-bas des animaux, la création d’un cadre idéal de la traite, une
surveillance réguliére des mammites, un controle des accouplements des animaux et une

meilleure alimentation des animaux.

Au sein de la SSET, toutes les vaches gestantes primipares et multipares mettent bas au méme
endroit appelé localement « la maternité ». Le temps de regagner le troupeau d’origine, on
assiste tres souvent a la traite de ces animaux dans des conditions pouvant favoriser la
transmission croisée des bactéries entre les animaux. Il serait, dés lors, préférable que ces
premigres traites soient réalisées pour chaque vache dans son troupeau d’origine avec, en plus,
la mise en application des mesures d’hygiéne nécessaires. Des études complémentaires
pourraient étre faites aussi pour connaitre I’identité des bactéries rencontrées au niveau de la
maternité associé aussi a une comparaison de la prédominance du type de bactéries en

fonction des saisons.

En ce qui concerne ’application de ces mesures d’hygiene a la traite justement, un travail de
fond doit étre entrepris du sommet a la base pour leur mise en place effective a Toukounous.
Les différents responsables en charge de la station doivent aussi étre convaincus et
convaincants quant au bien-fondé de ces pratiques. A défaut de données chiffrées indiquant
les pertes liées aux mammites a la SSET, des voyages d’études dans des pays ayant une
tradition de cette pratique pourraient créer un déclic capable de donner a la direction une autre
vision de la traite et de tendre vers une modernisation de celle-ci. Ainsi, la traite mecanique
peut étre envisagée, surtout que la docilité des animaux fait partie de I'un des critéres de
sélection. Tout cela passe aussi par une amélioration préalable de 1’aire de traite des vaches
laitieres en aménageant un local confortable et bien adapté. Une fois engagée dans cette
optique, la direction doit aussi mettre en ceuvre un mécanisme assurant D’effectivité de
I’application des mesures d’hygiene par les trayeurs sur le terrain. Ce dispositif doit prendre
en compte la sensibilisation des trayeurs et assurer qu’a chaque traite un membre de la
direction assiste a toutes les opérations du début a la fin. Le groupe de trayeurs ayant moins
de vaches avec moins de mammites pourrait aussi chaque mois se voir attribuer une prime

forfaitaire de motivation. Aussi, faudrait-il que le contréle laitier effectué mensuellement a la
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station soit couplé au test du CMT et a la surveillance de 1’état des trayons. Ainsi, tout
changement de I’aspect du lait, devrait étre systématiquement rapporté a la direction qui doit
enregistrer les données relatives a chaque vache pour un suivi individuel. Lors de mammites
cliniques détectées, un traitement s’impose tout en évitant les antibiotiques a base de
pénicilline (vu les niveaux de résistances), et I’antibiotique utilisé doit étre mentionné sur la
fiche de I’animal. Par ailleurs, lors de résultats positifs au CMT, des prélévements doivent
étre réalisés pour des analyses bactériologiques. Les vaches qui présentent des résultats de
CMT réguliérement positifs sur plusieurs mois peuvent étre traitées a la fin de la lactation. La
persistance de CMT positifs sur plusieurs lactations, nécessite la réforme précoce de la vache,
car la durée de la carriere des vaches laitiéres a Toukounous varie entre 15 et 16 ans. Les cas
de réforme précoce constatés sur le terrain concernent les vaches avec une baisse de
production, avec un ou des quartier(s) peu a non productif(s) suite a leur fibrose sans doute
liée a une infection chronique, et aussi les vaches qui ne répondent pas aux criteres de
sélection. Une étude rétrospective sur le nombre des vaches réformées pour baisse de
production associée au colt des antibiotiques utilisés pour cause de mammites sont des
indicateurs faciles a mettre en place, afin d’avoir une idée sur les pertes engendrées par ces

infections.

La SSET est un établissement public et la subvention de I’Etat est donc indispensable pour
soutenir la politique de la direction lors de la mise en place d’un programme de contrdle de
mammites. Bien entendu, 1’Etat assure déja I’équipement des trayeurs en vétement de traite,
bottes et savons, mais il serait nécessaire de mettre en place un petit laboratoire de diagnostic
bactériologique fonctionnel et de doter la station en matériels nécessaires pour la réalisation
du CMT, pour la désinfection des trayons et des mains des trayeurs, ainsi qu’en antibiotiques

sous forme de tubes intra-mammaires.

Au-dela de I’aspect mammites, certains autres points s’aveérent importants a améliorer et/ou a
investiguer, car pouvant étre en lien d’'une maniere indirecte ou directe avec les mammites.
Depuis sa création, la sélection du zébu Azawak au niveau de la SSET s’est essentiellement
orientée sur I’'uniformisation de la robe et I’amélioration des productions en lait et en viande.
Ces travaux de sélection génétique savamment menés ont fait que cette race est 'une des
meilleures races laitiéres dans la sous-région et est tres convoitée par des pays voisins du

Niger. Cependant, plusieurs annees durant, les croisements entre parents proches ont fait
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resurgir des problémes de consanguinité qui se sont traduits par une diminution de la
production laitiére, une diminution du taux de fécondité, une augmentation de la fréquence
des avortements, un retard de croissance et des malformations congénitales. Le contrle des
accouplements est ainsi plus que nécessaire & Toukounous, en évitant I’appariement entre
parents proches et/ou en favorisant 1’introduction de sang neuf. La conservation du patrimoine
génétique de la race Azawak est capital pour I’¢élevage au Niger et des recherches doivent

continuer dans I’intérét du progres génétique.

La qualit¢ de I’alimentation des animaux a la SSET n’a pas fait, quant a elle, ’objet de
beaucoup d’études. Par exemple, aucune donnée n’est disponible quant a la qualité physico-
chimique et encore moins microbiologique de I’eau de forage utilisée pour alimenter les
différents bacs d’abreuvement des animaux. Toutefois, des études ont été menées quant a la
composition floristique du paturage. Ces études s’accordent sur des possibilités d’une
couverture adéquate des besoins des animaux. Des études complémentaires s’averent

cependant nécessaires pour connaitre le niveau réel d’apport du paturage de Toukounous.

De toute évidence, le contr6le de mammites dans un élevage passe par cing points essentiels :
I’établissement d’un ordre de traite des vaches, I’usage de gants en plastique a usage unique
pour les travailleurs et de lavettes individuelles pour laver chaque trayon, le trempage des
trayons dans une solution désinfectante, le traitement des quartiers atteints par des
antibiotiques au tarissement et 1’abattage des vaches infectées dans plus de deux quartiers
et/ou atteintes d’infection chronique. Ces mesures n’ont jamais été appliquées a la station de
Toukounous avant nos travaux. Et, I’application de certaines d’entre elles au cours de cette
étude a conduit a une modification de 1’organisation de la traite et a une augmentation des
temps de travail du personnel. Cette nouvelle approche a rapidement été jugee fastidieuse par
les trayeurs, qui sont réfractaires a toute innovation dans le processus de la traite.
L’instauration de manic¢re permanente de I’application des mesures d’hygiéne a la traite a la
SSET s’avére pourtant nécessaire, surtout que le Ministére de 1’élevage a travers le Centre de
Multiplication du Bétail (CMB) envisage la mise en place d’un systéme de traite mécanique.

Nous espérons donc que la publication de ce travail et de ces quelques articles y aidera.
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