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Résumé

Dans le but d’étudier la prévalence des bactéries responsables de mammites chez le
bovin laitier et leur résistance aux antibiotiques, nous avons effectué 144 prélevements du lait
issus de 28 exploitations laitieres différentes au niveau de deux régions: Tigzirt et
Ouaguenoune (Tizi-Ouzou). Les prélevements collectés ont été soumis a la recherche de
quelques genres bactériens responsables de mammites, et ceci en faisant recours a des géloses
sélectives. Les isolats obtenus ont été soumis a une identification biochimique, suivie de
I’étude de leur sensibilité aux antibiotiques par la méthode de diffusion des disques
d’antibiotiques sur la gélose Mueller-Hinton, selon les recommandations du CLSI (2020).

Les résultats obtenus de cette étude montrent une faible prévalence des mammites
bovines. En effet, sur les 144 prélevements effectues, uniquement 41 (28.47%) se sont réveles
positifs, incluant des cas de mammites cliniques et des cas de mammites subcliniques. Un
total de 48 souches bactériennes ont été isolees, incluant 29 souches de S. aureus, 12

d’Escherichia coli, 2 de Providencia sp et 5 de Streptococcus sp.

En ce qui concerne la résistance aux antibiotiques, toutes les souches de S. aureus
isolées étaient résistantes vis-a-vis de la pénicilline. De faibles résistances a ’encontre de la
tétracycline, I’érythromycine et le triméthoprime/Sulfaméthoxazole ont été enregistrées, avec
des valeurs de 10.3%, 10.3% et 3.44%, respectivement.

Pour E.coli, 91.6% des souches sont résistantes a I’amoxicilline, 66.66% sont
résistantes a ’ampicilline et 16.6% des souches sont résistantes a la tétracycline. La totalité
des souches de Providencia sp sont résistantes a I’ampicilline, la nitrofurantoine et la
céftiofure. Alors que, 50% des souches avaient une résistance contre I’amoxicilline/acide
clavulanique. Dans le cas des streptocoques isolés, 100% sont résistantes a la pénicilline, a la
tétracycline, a la streptomycine et a la lincomycine, tandis que la résistance a I’ampicilline est

de 80%.

Les résultats de cette étude suggerent la mise en ceuvre d’un programme pour le
contrble des mammites, basé sur I’application des régles d’hygiéne et le recours a des
alternatives pour le traitement de ces infections, dans le but de diminuer la recrudescence des

bactéries résistantes aux antibiotiques.

Mots clés : Mammite, prévalence, antibiorésistance, bovin laitier, multi-résistance.



Introduction

Le lait de vache est parmi les aliments, les plus consommés en Algérie.
L’augmentation du niveau de la production laitiére et ’amélioration de la qualité hygiénique
du lait produit sont, entre autres, de grands défis auxquels sont confrontés les éleveurs de
bovins laitiers, ainsi que les transformateurs. Ces défis ne pourraient étre relevés sans les
meilleures connaissances des agents étiologiques impliqués dans les mammites, mais aussi
par I’élaboration des stratégies adéquates de lutte et de prévention. La rentabilité d’un élevage
laitier dépend étroitement de la maitrise de I’alimentation et du controle de certaines
pathologies comme les infections mammaires résultant de I’action de micro-organismes

pathogénes trés variés (FARTAS et al, 2017).

En effet, la mammite est 1'une des maladies qui causent beaucoup de pertes
économiques dans les élevages a travers le monde (BRADLEY, 2002), non seulement a cause
de la baisse de la production du lait et les colts des traitements des animaux malades, mais
aussi aux pénalités dues a une élévation du nombre des cellules somatiques, voire méme a
I’élimination des vaches incurables dans les cas les plus extrémes (BLOWEY, 2010). Cette
notion de pertes économiques est cependant difficile a situer dans les conditions actuelles

d’¢élevage en Algérie.

La détermination exacte de type de bactéries responsables de la mammite est une étape
importante pour le choix thérapeutique, dans le but d’un contréle et d’une prise en charge
efficace de ces infections mammaires dans les élevages laitiers (BRADLEY et al, 2000). De
plus, l'apparition de certaines bactéries pathogénes, résistantes aux antibiotiques, pourraient
potentiellement nuire a la santé humaine (CHARTIER, 2009).

Pour cela, afin de mener cette étude avec succes, nous avons établi les démarches suivantes :

o Estimer la prévalence de mammites (cliniques et subcliniques) chez la vache laitiere ;

e Isoler et identifier quelques genres bactériens responsables de 1’apparition de la
mammite ;

e Etudier la sensibilité des souches bactériennes isolées vis-a-vis de quelques molécules

d’antibiotiques, dans le but de mettre en évidence les formes de multirésistances.
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Chapitre | : Physiologie de la mamelle bovine et composition du lait
I. Physiologie de la mamelle bovine
I.1. Conformation du pis

La mamelle est une glande tégumentaire sécrétant le lait. La vache possede quatre trayons
accolés en région inguinale appelées : quartiers, formant le pis. Ce dernier est divisé par des
sillons intra mammaires (ligaments) séparant ainsi les quartiers gauches et droits
anatomiquement (figure 01) (PAVAUX et BARONE, 2001).

Anatomie de la glande mammaire

Année 2009-2010 Prof Ch Hanzen- Anatomo-physiologie de la glande mammaire etdu trayon 5

Figure 01 : La glande mammaire (HANZEN, 2008)

Chaque quartier est composé d’un corps et d’un trayon (papille). Le trayon s’ouvre sur un

unique orifice papillaire par lequel s’écoule le lait.

Un appareil dit suspenseur sépare les quartiers gauche et droit formant alors le ligament
médian du pis et est composé d’un tissu fibreux élastique. C’est la structure de soutien la plus
importante car elle est la plus puissante. Quand le pis est rempli de lait il devient lourd (il pese
entre 14 et 32 kg vide et peut dépasser les 50 kg chez la vache forte productrice (BILLON,
2009) et exerce une traction importante sur ce ligament. Son role est d’assurer la suspension
du pis lourd et de bloquer le passage des bactéries d’un quartier a un autre (PAVAUX et
BARONE., 2001). Un autre ligament dit latéral enveloppe la partie supérieure du pis et formé

de tissu conjonctif moins élastique et rigide (membrane conjonctive) (REMY, 2010).

1.2. Conformation de la mamelle

Chaqgue quartier comporte une glande mammaire et des conduites lactiferes menant a un
seul sinus lactifére (citerne) qui est réparti en citerne glandulaire (dans le corps) et citerne
papillaire (dans le trayon) (PAVAUX et BARONE, 2001).
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La glande mammaire est composee de lobes mammaires divisés a leur tour en lobules.

Chaque lobule est formé d’alvéoles ayant pour role de synthétiser le lait (figure 02)

(PAVAUX et BARONE, 2001).
l— Réseaux veineux et
(= artériels

)

Lobule PR

Ti onctif " <«———— Réseau lymphatique
Issu conjonctif —————> >

Canaux 3/ 2

e /}"’/ |
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Figure 02 : Anatomie de la glande mammaire de vache (CHARTON, 2017).

1.3. Les alvéoles mammaires

L’alvéole appelée aussi acini mammaire représente le tissu sécréteur de lait de la mamelle
et est entourée de stroma. Il est constitué de lactocytes internes : ce sont des cellules
épithéliales mammaires productrices de lait (CEM) (CHARTON , 2016), un réseau artério-
veineux périphérique apportant les nutriments, un canal galactophore qui évacue le lait une
fois synthétisé dans la citerne glandulaire et des cellules myoépithéliales externes (muscle)
(figure 03) (HANZEN, 2008) dont la contraction et la production de I’ocytocine : une
hormone transportée par voie sanguine provoquant la contraction des cellules myoépithéliales
et sa sécrétion est stimulée par I’éjection des premiers jets (Stimulation tactile du trayon)
(JADOUL et RUPERT, 2015).

La citerne papillaire débouche directement dans le canal puis le sphincter papillaire du
trayon, la porte de sortie du lait (PAVAUX et BARONE, 2001).
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Figure 03 : Conformation de I’alvéole (BOUICHOU, 2009)

Un tissu non sécréteur (stroma) entoure et recouvre le tissu sécréteur de la mamelle. Il est
constitué de tissus conjonctifs : un tissu lache qui entoure les alvéoles et les regroupent en
lobules divisés en lobes et qui joue le role d’un réservoir d’énergie requise pour la synthése du

lait et un autre dense qui est formé des deux ligaments médian et latéral (CHARTON, 2017).
1.4. Conformation du trayon

Le trayon est une structure cylindrique, creuse, d’une taille de 5 a 7 cm et d’un diameétre
de 2 a 4 cm. Sa paroi est élastique, riche en fibres musculaires lisses, assure, par sa souplesse,
une facilité de traite (REMY, 2010). 1 se situe alors en dessous de la citerne glandulaire et est
délimité par un relief annulaire appelé cercle veineux de Furstenberg. Puis vient la citerne
papillaire se terminant par la rosette de Firstenberg (anneau de tissu lymphocytaire dont le
role est la reconnaissance des germes), et vers ’extrémité postérieure du trayon se trouve le
canal tapissé intérieurement par de la kératine qui capte les bactéries puis le sphincter
papillaire (figure 04) (PAVAUX et BARONE, 2001 ; HANZEN, 2008).
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Figure 04 : Anatomie du trayon (BOUCHARD, 2013).
1.5. Lait de vache et ses principaux composants

Le lait de vache est produit par la vache deés la naissance de son veau pour le nourrir.
Il est trés utilisé en alimentation humaine transformé ou non. Il contient les trois types de
nutriments principaux (glucides, lipides, proteines), des sels minéraux tels le calcium et
le phosphore, et des vitamines (GRENON et al, 2004).

Le lait de vache est périssable. Certaines bactéries peuvent rapidement le coloniser et
modifier les caractéristiques chimiques, tout en dégradant ses composants. La résultante la
plus classique est [lacidification du milieu (dégradation du lactose en acide lactique),

conduisant & une coagulation des protéines : le lait « tourne » (CAMUS, 2011).

Il peut étre vecteur de germes de maladies portées par la vache et transmissibles a
I'homme (les zoonoses) ; les plus connues étant la brucellose, la tuberculose bovine, et
la listériose (KUNDA et al, 2007).

Le lait contient des cellules somatiques (globules blancs essentiellement) ; de 100 000 a
200 000 par ml pour une vache saine. Ces cellules ne sont pas toxiques, mais leur comptage
est un reflet de la santé de la glande mammaire et de la qualité bactériologique du lait. Un
niveau élevé est le signe d'une inflammation ou d'une infection bactériologique d'un ou

plusieurs quartiers de la mamelle ce qui engendre une mammite (CLEGG et al, 2013).
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Le lait contient plus de 88% d’cau. Les macronutriments du lait entier se répartissent
comme suit : 43% de glucides, le principal glucide est le lactose ; qui est un disaccharide
composé¢ d’une molécule de galactose, et d’une autre de glucose. La concentration en lactose
dans le lait de vache est trés stable au cours de la lactation et est comprise entre 48 et 50 g/L.
La teneur en lipides est de 29%, qui sont constitués essentiellement d’acides gras saturés et de
cholestérol. En revanche, la teneur en protéines est de 28%, leur concentration dans le lait est
mesurée par le Taux Protéique (TP), et est comprise entre 34 a 35 g/L (COURTET-
LEYMARIQOS, 2010).

Parmi les protéines d’origine lactique, les caséines représentent 80% des protéines du lait
de vache, les 20% restants étant des protéines dites « solubles » comme par exemple les
immunoglobulines. Dans le lait les caséines forment des micelles stabilisées entre elles par
des ponts de calcium. Ces protéines possedent un certains nombre de caracteres communs,
tels que la présence de phosphore sous forme de groupements phosphoséryls et leurs richesses
en certains acides aminés (leucine, proline, acide glutamique). Néanmoins, elles se distinguent
les unes des autres par le nombre de résidus phosphoseryls, la présence ou non de cystéines et
de dérives glucidiques, et la teneur en certains acides aminés (thréonine, tyrosine, proline par
exemple) (CROGUENNEC et al, 2008).

En revanche, les minéraux ne représentent que 7 g/L de lait de vache produit, mais
assurent cependant des propriétés nutritionnelles majeures. Le lait est une source de calcium
(1.25¢/L): 100 g (environ 100 ml), couvrent plus de 10% de I’apport nutritionnel conseillé par
jour pour un adulte en calcium et en phosphore. Il contient d’autres minéraux a savoir le
potassium (1,6 g/L), le phosphore (1 g/L), le chlore (1,1 g/L), le sodium (0,425 g/L) et le
magnésium (0,4 g/L) (GAUCHERON, 2004).

Il contient aussi des vitamines B12, B2, B3, B5, A, C et D. Une portion de 100g (environ
100 ml) apporte pres de 12 % des apports nutritionnels conseillés en vitamine B12, environ
10% des apports conseillés en vitamines B2 et B3; pres de 5% des apports journaliers
conseillés en vitamines A, B5 et D. Il est parfois enrichi en vitamines, aprés avoir été écrémé
(GAUCHERON, 2004).

1.5.1. Propriétés physico-chimiques du lait

Les principales propriétés physico-chimiques utilisées dans 1’industrie laitiére sont le
point de congélation, I’acidité, et la densité (VIGNOLA, 2002).
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Un lait de vache frais a un pH compris entre 6,6 et 6,8. Le colostrum est plus acide que le lait
normal, tandis que le lait de fin de lactation et celui de vaches malades (lait mamiteux) ont

généralement un pH plus élevé, se rapprochant du pH du sang (VIGNOLA, 2002).

Son point de congélation est situé entre -0,54 °C et — 0,55°C. Ce critére est I'une des
caracteristiques physiques les plus constantes. Toute variation supérieure a -0,54°C est un
indice de mouillage. 1l permet la détection du mouillage du lait a partir de 3%. L'abaissement
du point de congélation peut aussi étre causé par la subdivision du lactose en plusieurs
molécules plus petites. Il peut aussi servir a évaluer le degré d'hydratation des protéines
(VIGNOLA, 2002).

La densité normale du lait de vache se situe autour de 1030 & 1035. Elle est la
résultante de la densité de chacun de ces constituants. Pour le lait entier, il convient de mesurer
la densité a 30°C pour que les matiéres grasses soient a I'état liquide, car autrement, a I'état
solide, les matiéres grasses ont une densité supérieure et variable. S'il y a présence d‘air dans le
lait, la densité sera plus faible (VIGNOLA, 2002).

La densité des constituants laitiers a 30°C s'établit comme sulit :

e Matieres grasses : 0,913 ;
e Extrait sec degraisse : 1,592 ;
e Lactose:1,63;

e Protéines: 1,35.

Le point d'ebullition du lait est de 100,5°C. Comme pour le point de congélation, il est en
fonction du nombre de particules en solution et par conséquent, il augmente avec la
concentration du lait et diminue avec la pression. Ce phénomeéne est appliqué dans les procédés

de concentration du lait. En revanche, I’acidité titrable d’un lait frais est de 16 a 18°Dornic (°D)

(JEANTET et al, 2017).

1.5.2.Composition microbiologique du lait

Le lait contient une flore originelle : microbienne ou fongique d’intérét technologique,
qui contribuent positivement a sa transformation. Elle est de I’ordre de moins de 10° germes
par ml (bactéries lactiques, germes saprophytes) s’il est prélevé dans de bonnes conditions et
issu d’un animal sain (GUIRAUD, 1998). Méme a la sortie de la mamelle, le nombre de

germes reste faible, malgré la température du lait, sa richesse en eau et sa teneur en glucides
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car le lait présente un pouvoir bactériostatique d’ou une multiplication quasi-inexistante
pendant quelques heures suivant la traite (FREDOT, 2012). En revanche, il peut aussi étre
contaminé par des flores d’altération, qui n’ont pas de danger sanitaire pour le consommateur,
ou par des flores pathogénes susceptibles d’engendrer des maladies chez I’homme (MICHEL

et al, 2001).

La présence de germes pathogenes est due a un état pathologique avec ou sans
infection du pis (mammite ou maladie). Il peut étre le siege d'une contamination microbienne
surtout a la ferme dont les sources sont multiples (feces, sol, air, eau, animal, litiére et
aliments, manipulateurs, équipements de traite et de stockage du lait, insectes ...etc.)
(BORREANI et al, 2019).

1.5.2.1. Bactéries lactiques :

Sont celles qui transforment le lactose en glucose et galactose puis en acide lactique
(température favorable 30 a 40°C). Lorsque la teneur en acide lactique atteint 6 a 7 g/1, la
caseine se coagule et le lait « tourne » a température ambiante. La mesure de l'acidité permet
de contréler la qualité du lait. On l'exprime en degré Dornic, c'est-a-dire en decigrammes
d'acide lactique par litre. Un lait frais titre 16-17°D. Il se coagule a I’ébullition lorsqu’il atteint
22-23°D (VEISSEYRE et LENOIR, 1992). Parmi les bactéries lactiques les plus importantes,
on trouve : Lactococcus, les Lactobacilles, les Streptocoques thermophiles et Leuconostoc
(CALLON et al, 2011).

1.5.2.2.Bactéries saprophytes

Ces germes considérés comme indésirables, peuvent étre nombreux si la récolte du lait
n'a pas été realisée sous de bonnes conditions d’hygiéne, tels que : les bactéries coliformes.
En raison de leur origine fécale, ces derniéres sont considérées comme un indice de pollution,
comme : Bacillus et Pseudomonas qui causent des troubles digestifs comme les
vomissements, des douleurs abdominales et parfois aussi, elles causent des diarrhées
(VIGNOLA, 2002).

1.5.2.3.Bactéries pathogénes

En plus des germes saprophytes et lactiques, on constate aussi parfois la présence de
bactéries pathogénes et de leurs toxines, telles que Escherichia Coli, Salmonella, Listeria

monocytogenes, Staphylococcus aureus, Streptococcus, ...etc
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Ces microorganismes pathogeénes nuisent a la santé publique. De ce fait, il est

obligatoire de les détruire par des traitements thermiques avant la transformation du lait cru.

Autres composes indésirables qui posent probleme pour les industries laitiéres, sont :
les résidus d’antibiotiques retrouvés dans le lait, ainsi que des substances chimiques comme :
les dioxines, le plomb, les pesticides,...etc) (BERTHELOT, 2018).
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Chapitre Il : Les mammites
I1.1. Définition de la mammite

C’est une inflammation du parenchyme de la glande mammaire due a une infection par
un agent pathogene : parasite, virus, levure ou bactérie comme dans la plupart des cas
(infection intra mammaire), une blessure ou une allergie, considérée comme la maladie la plus
répandue chez les mammiferes (KIBEBEW, 2017). L’infection est généralement ascendante,
les agents bactériens pénetrent a travers 1’orifice papillaire du trayon. Les symptomes varient

selon I’agent pathogéne et ’hote (STAUB et al, 2013).
11.2. Types de mammites

Les mammites sont généralement classées selon leur forme clinique. Chaque forme
clinique est caractérisée par ses symptdémes et des caracteristiques du lait de point de vue

physico-chimique.
11.2.1. Mammites latentes

C’est une infection discrete, 1’animal ne présente aucun signe clinique et son lait n’est pas
modifié. Le systeme de défense de la vache ne se déclenche pas (aucune réaction
immunitaire) (REMY, 2010). C’est une mammite redoutable du fait que la totalité du

troupeau peut étre contaminée sans que 1’¢leveur s’en apercoive (REMY, 2010).
11.2.2. Mammites cliniques

Les mammites cliniques sont définies comme une glande mammaire ayant des sécrétions
modifiées (plus aqueuses, présence de grumeaux, etc.) plus ou moins des signes locaux de
I’inflammation (enflure, rougeur, chaleur et douleur). Elles seront considérées aigués ou
suraigués dans le cas de changements soudains, et chroniques lorsque la situation est continue
ou récurrente (ERSKINE, 2004).

Elles sont caractérisées par des signes d’inflammation locaux (gonflement, chaleur,
rougeur et douleur), ainsi que des signes généraux (fievre, perte d’appétit,...etc). On peut
également observer des caillots ou des colorations dans le lait qui sont souvent du sang ou

ayant une consistance tres Iégére (ressemblant a de I’eau) (SEARS et al, 1993).
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Les mammites cliniques sont subdivisées en :
11.2.2.1. Mammites suraigués

Elles sont rares mais généralement mortelles. Elles sont caractérisées par une violente
inflammation et d’apparition brutale d’une traite a une autre due a des germes toxinogenes
(S.aureus doré) provoquant ainsi : une fievre, abattement, état de choc pouvant conduire a la
mort de I’animal aprés 24 a 72h (INSTITUT DE L’ELEVAGE, 2008 ; REMY, 2010 ;
WATREMEZ, 2014).

Parmi, les types les plus répandus de mammites suraigués :

11.2.2.1.1.Mammites gangréneuses

Elles peuvent étre trés aigués. Elles touchent a un seul ou plusieurs trayons (voire des
quartiers complets). Elles présentent des symptémes locaux : rougeur, gonflement et chaleur
qui se transforme en froid quelques heures plus tard. Les signes généraux sont : anorexie,
déshydratation, dépression, fiévre et signes de toxémie. Les sécrétions sont aqueuses et
ensanglantees. Le pis ou la mamelle devient nécrosé(e). Ce sont des infections rares mais
peuvent étre mortelles (BLOWEY et al, PHIRI et al, 2010 ; BOGNI et al, 2011).

11.2.2.2. Mammites aigués

Elles surviennent subitement et sont généralement provoquées par 1’association des
entérobactéries (Escherichia coli ou Klebsiella), streptocoques (Streptococcus uberis et
Streptococcus dysgalactiae) et staphylocoques (Staphylococcus aureus). Elles sont
caractérisées par une perte d’appétit, fievre et dépression. Les signes locaux sont
remarquables, le pis est enflé, dur et douloureux. Le lait peut étre trés clair et léger et
présenter des grumeaux (BOGNI et al, 2011 ; MANAS et al, 2019).

11.2.3. Mammites chroniques

Geénéralement provoquées par les staphylocoques coagulase négative (aureus et
uberis). C’est une inflammation persistante qui peut durer plusieurs mois. Si I’infection dure
plus de deux mois elle est identifiee comme chronique (KIBEBEW, 2017). Ce genre de
mammites endommage la mamelle de maniére irréversible suite aux infections répétées. Les
vaches sont souvent abattues (BLOWEY, 2010).

10
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11.2.4. Mammites subcliniques

Les mammites subcliniques représentent 95% des cas d’infections mammaires. Elles
peuvent étre une évolution d’une mammite latente ou une mammite clinique dont le
traitement n’a pas éliminé la totalité des germes responsables de I’infection (REMY, 2010).
Elles sont détectées par une analyse biochimique ou cytologique du lait, du fait que la vache
lutte contre I’infection en produisant des leucocytes dans la mamelle, alors la détection se
fait par comptage cellulaire individuel de chaque vache. Un test CMT (Californian Mastitis
Test) est souvent utilisé pour le dépistage des vaches atteintes (INSTITUT DE
L’ELEVAGE, 2008 ; REMY, 2010).

11.3. Germes responsables de mammites

La mammite est causée par des agents physiques, chimiques et biologiques.
Généralement, les infections bactériennes sont les principales causes de mammite chez la
vache. Parmi les nombreux micro-organismes causant cette infection mammaire, les plus
courants sont les Staphylocoques (Staphylococcus aureus), les Streptocoques (Streptococcus
agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis) et quelques genres
d’entérobactéries (Escherichia coli, Klebsiella), ainsi certains agents moins courants tels
que : Salmonella, Pseudomonas, Mycoplasma, en plus des levures et moisissures. Les virus
sont rarement impliqués dans I’apparition de mammites chez les bovins (MARKEY et al,

2011).
11.3.1.Germes majeurs responsables de mammites
11.3.1.1. Staphylocoque doreé ou Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus communément appelé le staphylocoque doré est une bactérie
Gram positive, retrouvee sous forme de cocci immobiles d’environ 1pum de diamétre et qui se
présente en diplocoques (des cocci associés par deux) ou sous forme d’amas formant ainsi la
forme de grappes de raisin (figure 05). Cette bactérie est pourvue de catalase (enzyme qui
hydrolyse le peroxyde d’hydrogéne (H202) en H20 et Oz), elle est mésophile et aéro-anaérobie
facultatif. De plus, elle posséde aussi, une coagulase, c¢’est a dire une enzyme provoquant une
coagulation du plasma, cette derniere est considérée parmi ses facteurs de virulence, ce qui la
distingue de la plupart des autres especes de staphylocoques. Elle est commensale et

opportuniste, impliquée dans de différentes maladies chez I’homme et ’animal. Elle se

11
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retrouve pour la plus part des cas sur la peau, dans les muqueuses et les fosses nasales
(REMY, 2010).

Figure 05 : Photo du Staphylococcus aureus prise par microscopie électronique
(HOPKINS, 2021).

11.3.1.2.Streptocoques

Les Streptococcus sont des bactéries Gram positives, d’environ lum de diamétre, se
présentent généralement en diplocoques (deux coques) ou en chainette de longueur variable
(figure 06). Elles sont immobiles, asporulées et rarement capsulées. Elles se développent aussi

bien en absence d’oxygéne qu’avec (aéro-anaérobies facultatifs) (REMY, 2010).

Ce genre Streptocoques regroupe un tres grand nombre de bactéries ubiquitaires et qui
comprend de nombreuses especes pathogénes, des especes commensales et saprophytes.
Parmi elles : Streptococcus agalactiae qui est un héte obligatoire de la glande mammaire des

bovins, ou il provoque une mammite contagieuse (KEEFE, 1997).

D’autres espéces de Streptococcus associées a la mammite semblent d’étre spécifiques a
une espéce animale. Chez les bovins, les plus répandus sont Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus uberis, toutes les deux sont considérées comme agents pathogénes
environnementaux causant une mammite par transmission directe ou indirecte de I’agent

infectieux (BRADLEY, 2002).

12
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Figure 06 : Photo des Streptocoques prise par microscopie électronique (CENTERS
FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2021).

11.3.1.3. Escherichia coli

Escherichia coli est une bactérie Gram négative, appartenant a la famille des
Enterobacteriaceae. Elle est sous forme de bacille mobile grace a une ciliature péritriche
(figure 07), vivant isolée ou groupée par paire. Elle mesure environ 3um pour un diametre de
0.5um (REMY, 2010).

Ce micro-organisme est un hdte commensal du microbiote intestinal des animaux et de
I’humain (TENAILLON et al, 2010). Il est doté d’une capsule polysaccharidique, cette
derniére rend la phagocytose difficile et inhibe I’action des défenses immunitaires de son
hote. De plus, cette bactérie est pourvue d’adhésines, appelées fimbriae, qui lui permet
d’adhérer aux cellules épithéliales et de résister dans la lumiére des canaux lactiféres

(RATTEZ, 2017).

La multiplication de cette bactérie est extrémement rapide bien qu’elle soit en partie
éliminée pendant la traite ; ainsi en 8h une bactérie peut produire 16 millions de nouvelles
cellules bactériennes. C’est une bactérie peu contagieuse, parfois est absente dans des
analyses bactériologiques, le fait qu’elle est excrétée en petite quantité et par intermittence
(REMY, 2010).

13
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Figure 07 : Photo microscopique d’Escherichia coli (BENSAKHRIA, 2018)
11.3.2 Germes mineurs responsables de mammites

Chez les vaches laitieres, la plupart de bactéries Gram négative qui causent la mammite
sont des E.coli, mais il y a d’autres genres bactériens qui favorisent ’apparition de cette
infection, tels que les Klebsiella, Pseudomonas, Serratia, Shigella, Providencia, et trés
rarement Salmonella (DELGADO et al, 2009).

Ces micro-organismes considérés comme agents causaux environnementaux,
provoquent généralement la mammite clinique suite a la libération d’endotoxines dans

certains cas lors de la réponse immunitaire de I’hote (HOGAN et SMITH, 2003).

Cependant, les levures sont des causes trés rares de mammites bovines. Parmi ces
levures Candida albicans retrouvée généralement dans I’environnement ou dans les eaux, et
favorise 1’apparition d’une candidose mammaire, ce qui implique par la suite une mammite
chez le bovin (LOCATELLLI et al, 2011).

Les algues telles que (Protothecazopfii) peuvent provoquer des mammites
subcliniques ou cliniques aiguée, avec une forte augmentation cellulaire et une importance
baisse de la production laitiere (REMY, 2010).

Mémes s’ils sont considérés comme des agents causaux rares de mammites, les virus
parfois y parviennent a induire une infection mammaire chez la vache laitiere, comme

I’Herpés virus bovin 1, et le virus de la fievre aphteuse, et le parainfleunza de type 3

(WELLENBERG et al, 2002).

14
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11.4. Facteurs influencant les mammites

. La race: les vaches destinées a la consommation sont généralement rarement
touchées par les mammites. Leur lait est directement consommé par le veau donc
aucune traite mécanique est utilisée ce qui réduit significativement la détérioration du
trayon, qui est habituellement causée par les machines a traire (KIBEBEW, 2017).

. La structure de la mamelle : les mamelles avec des quartiers inégaux en termes de
taille sont plus susceptibles d’étre infectées, €galement pour les trayons longs.
L’inactivit¢ des quartiers peut étre aussi un risque d’une mammite subclinique
(AWALE et al, 2012).

. L’4age de la vache et le stade de lactation : I’age de la vache est un facteur important,
car chez les vaches ageées le sphincter est plus large en raison des traites fréquentes
pendant des années. L.’age peut aussi augmenter la perméabilité de 1’épithélium de la
mamelle causée par des inflammations précédentes méme aprés un traitement efficace
(KROL et al, 2013).

Les génisses ayant une inflammation avant la parturition sont beaucoup plus exposees
au risque d’avoir une mammite clinique. En effet, les mammites cliniques sont plus
fréquentes apres parturition, lactation précoce et durant les premieres semaines de la
période de tarissement (MALINOWSKI et SMULSKI, 2007) et c¢a résulte de
I’augmentation du stress oxydant et la réduction des mécanismes de défenses
antioxydants au début de la lactation (KIBEBEW, 2017).

. Les mécanismes de traite et ’hygiéne : ’hygi¢ne lors de la traite est primordiale.
Dans les élevages ou la traite est faite manuellement par des éleveurs qui ont bien lavé
leurs mains, le taux d’infections mammaires est bas contrairement aux ¢élevages ou les
éleveurs ne lavent pas leurs mains (SHITTU et al, 2012).

. La période de tarissement : la période de tarissement est une période ou les
mammites sont fréquentes. Durant cette période le tissu de la glande mammaire se
régénere. Pour 305 jours de lactation, la durée optimale de tarissement est de 40-60
jours. La diminution de la période de tarissement minimise la résistance de la mamelle
aux inflammations par conséquent 1’augmentation du risque des mammites
(KIBEBEW, 2017).

. L’hygiéne de I’environnement : ’hygiéne de 1’environnement ou se trouvent les

vaches est un facteur affectant la santé du cheptel (MYLLYS et al, 1995). Plus il y a
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un manque de propreté, plus les vaches sont exposées au risque de mammite
(DELELESSE, 2010).

Le choix de litiére, 1’¢limination de la boue et ’habitat de 1’élevage sont en une relation

étroite avec les mammites de ’environnement (KIBEBEW, 2017).
11.5. Méthodes de dépistage des mammites

Le diagnostic d’une mammite peut se faire grace aux symptomes cliniques. En
conséquence, il est souvent diagnostiqué directement par une évaluation visuelle de
I’inflammation de la mamelle ou par changements dans les propriétés organoleptiques du lait

(PYORALA, 2003).

En outre, il existe plusieurs méthodes permettant le dépistage de mammite chez le
bovin laitier, comme le test de CMT (California Mastitis Test) (figure08). C’est un simple
test de dépistage rapide, bas¢ sur I’estimation du nombre de cellules somatiques dans
I’échantillon de lait. La population de cellules somatiques se compose de 75% de leucocytes
et de 25% de cellules épithéliales. L’augmentation de ces leucocytes indique la présence
d’une mammite. Le réactif tensio-actif nommé le Teepol, est melangé avec les échantillons du
lait déposés sur un carpelle qui comporte quatre puits correspondant aux quatre trayons de la
vache. L’agent tensio-actif provoque la lyse des cellules somatiques et la libération d’ADN

formant ainsi des grumeaux (JACK et al, 2021).

Figure 08 : Photo du Test CMT (CHAUMARD, 2020)
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Par ailleurs, il est possible de dépister une mammite par le biais du comptage
individuel des cellules somatiques (CCSI) dans le lait. Il évalue a ’occasion de son contrdle la
qualité du lait (taux butyreux, taux protéique). Une CCSI est réalisée par le mélange de lait
des quatre quartiers, le taux cellulaire du quartier infecté est donc dilué par les quartiers sains
(BOSQUET et al, 2004).

Les CCSI doivent étre réalisées tous les mois, car leur interprétation se fait par
comparaison aux mois précédents afin de noter les augmentations importantes indiquant une
infection et de positionner les résultats de la vache par rapport aux valeurs seuils (BOSQUET
et al, 2004).

En conclusion, si le résultat d’une CCSI est élevé, cela permet de suspecter une
infection. Ces résultats permettent aussi d’identifier entre les vaches qui sont infectées
constamment par des agents pathogenes majeurs, et les autres vaches qui sont sujettes a une
infection par des agents pathogénes mineurs ou soit elles ne sont pas infectées tout
simplement (BOSQUET et al, 2005).

17




Partie bibliographique

Chapitre 111 : Impacts des mammites

I11.1. Impacts des mammites sur la qualité du lait (propriétés physico-chimiques et

microbiologiques du lait)

L'inflammation de la glande mammaire durant la mammite provoque une gamme de
modification physique, microbiologique, et chimique du lait. L'indicateur le plus largement
utilisé de la santé du pis est le comptage des cellules somatiques, une mesure du nombre de
globules blancs, appelés leucocytes dans le lait (AULDIST, 2011).

Le nombre de cellules somatiques, est inclus comme un paramétre dans la définition
de la qualité du lait. Tant que le nombre de cellules est moins de 100.000 cellules par mL du
lait sécrété dans un quartier sain, la composition du lait peut étre caractérisée comme
physiologique (se trouve dans la fourchette normale) (HAMANN et al, 2010). La qualité du
lait peut étre évaluée en mesurant les parameétres qui indiquent a la fois son aptitude a la
consommation ou a la transformation en produits laitiers et de I'état de santé de la vache ou
d'un troupeau produisant du lait (KELLY et al, 2011).

Les principaux critéres de la qualité hygiénique du lait cru sont le nombre total de
bactéries présentes dans le lait, 1’absence de bactéries pathogénes, et de résidus
d’antibiotiques (HAMANN, 2002). L’augmentation des cellules somatiques du lait est
associée a I’altération de la qualité des protéines, la modification de la composition d'acide
gras, laltération de la teneur en lactose et en minéraux, l'augmentation de l'activité
enzymatique, et un pH plus élevé du lait cru (COULON et al, 2002 ; OGOLA et al, 2007).

I11.2. Impacts des mammites sur la santé du consommateur

Bien que le lait soit un élément important dans une alimentation saine, si consommeé cru,
il peut présenter un danger pour la santé publique en raison de la contamination possible par
des bactéries pathogenes. Ces bactéries peuvent provenir des animaux cliniquement sains
avec une mammite subclinique, le lait produit sans aucun changement visible, est
accidentellement mélangé dans le lait en vrac; il entre dans la chaine alimentaire et peut étre
dangereux pour les humains (ANGULO et al, 2009).

Le lait et autres produits laitiers sont souvent infectés par des Staphylococcus aureus, et
la glande mammaire bovine peut étre un important réservoir de ces souches (HAMEED et al,

2007). Le danger pour la santé publique est particulierement lié a la capacité de 50 % de ces
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souches de produire des entérotoxines thermostables associées a une intoxination alimentaire
(BENDAHOU et al, 2008).

Par ailleurs, le lait peut étre impliqué dans plusieurs problemes sanitaires, notamment la
contamination chimique, due aux résidus de médicaments vétérinaires. Ces résidus sont
utilisés dans les systémes d’¢élevage en prophylaxie, comme additifs alimentaires ou comme
facteurs de croissance des animaux (PASCAL, 2005) et peuvent détériorer la qualité du lait et
provoquer de sérieuses conséquences (TOLLEFSON et al, 2000). La contamination des
denrées alimentaires par les résidus d’antibiotiques conduit a plusieurs désagréments,
aboutissant au développement de populations bactériennes résistantes aux antibiotiques
(RAMIREZ et al, 2003), a ’apparition et au développement de certains problemes allergiques
(AFSSA, 2014) et au déséquilibre de la flore intestinale (CERNIGLIA et KOTARSKI.,
2005). Dans les industries laitieres, les conséquences peuvent étre désastreuses. Les résidus
entravent toute maturation de ferments lactiques, au cours de la transformation, engendrant

ainsi des pertes economiques énormes (NOVES et al, 2015).

La découverte des antibiotiques a eété un miracle du fait de leur importance dans le
domaine médical. Or, cette découverte a été suivie par 1’apparition de 1’antibiorésistance qui
évolue plus rapidement que ces molécules thérapeutiques particulierement chez les bactéries

Gram négatives dont les entérobactéries (LODE, 2010).

Selon les bonnes pratiques, I’antibiothérapie ne doit étre qu’une solution au cas par cas
de controle d’un épisode infectieux, et en aucun cas un palliatif systématique a des défauts
techniques. Cela exige une stratégie d’utilisation adaptée aux besoins sanitaires de I’é¢levage
aprés un passage en revue de I’ensemble des options de controle des infections (vaccination,
biosécurité, pratiques zootechniques, etc.) assurant la meilleure prévention (SANDERS et al,
2011).

I11.2.1. Présence de résidus d’antibiotiques dans le lait

Les antibiotiques restent parmi les molécules les plus utilisées en élevage bovin pour
lutter contre des maladies dont les principales sont les affections respiratoires et podales ainsi
que les mammites (NICKELL et WHITE, REYBROECK., 2010). Leur usage, en traitement
curatif, préventif ou en complémentation dans lI'alimentation animale, conduit a la présence de
leurs résidus dans les denrées alimentaires issues des animaux, par exemple dans le lait lors
d’un cas de mammite traitée (BOULTIF, 2015).
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Les résidus d’antibiotiques sont définis comme étant tous principes actifs ou leurs
métabolites qui subsistent dans le lait ou autres denrées alimentaires provenant de 1’animal
auquel le médicament en question a été administré (KEBIR, 2016). Ils sont éliminés
essentiellement dans les matiéres fécales et ’urine, ils peuvent se retrouver en trés faible
quantité dans le lait des vaches aprés le traitement (ANING, 2007) car la stérilisation ou la
pasteurisation ne peuvent pas forcément les détruire (JUNZA et al, 2014) ce qui cause une
vraie menace sur la santé du consommateur. La présence des résidus d’antibiotiques peut étre
de différentes sources : un non respect des délais d’attente, la traite d’une vache tarie, le non-
respect de la période claustrale (pas de livraison de lait les 7 jours suivant le vélage), une

mauvaise utilisation du traitement (mauvais dosage par exemple) (CUMINET, 2014).

111.2.2. Apparition de bactéries multi-résistantes

Dans le domaine microbiologique, il y a deux types de résistance: naturelle et acquise. La
premiere des deux s'effectue de fagon naturelle, sans devoir impliquer l'acquisition de génes
de résistance ou de mutation. Par exemple, il y a le mycoplasme qui résiste a la pénicilline
puisque cette bactérie n'a pas de paroi, site d'action de cet antibiotique. En revanche, 1’autre
type de résistance consiste en une mutation cellulaire ou bien, l'acquisition de génes exogeénes.
Le premier type de résistance est lié a une mutation effectuée au niveau du chromosome
bactérien, ce qui aura pour conséquence de muter les cibles auxquelles les molécules de
I'antibiotique se lient normalement. Si le changement de structure est assez important,

I'antibiotique ne pourra plus s'y lier, rendant la bactérie résistante (PRESCOTT et al, 2000).

Les bactéries pathogénes de la glande mammaire, exposées aux antibiotiques de maniere
fréquente et répétée, ont l'occasion de développer une antibiorésistance. Suite a des infusions
intra mammaires, que cela soit en période de tarissement ou de lactation, les bactéries
pathogenes sont exposees a des antibiotiques lors d'un épisode de mammite. Cette exposition
permettra la sélection des micro-organismes les plus aptes a résister a des antibiotiques
spécifiques (COURVALIN, 2005). L'inconvénient lorsque des agents pathogénes deviennent
résistants, c'est qu'ils peuvent souvent transférer leurs génes aux autres bactéries. Devant
I'apparition de I'antibiorésistance, I'nomme s'est mis a créer d'autres antibiotiques pour enrayer
cette menace. Cependant, la population bactérienne a su s'adapter a nouveau pour éviter de se
faire anéantir par les antibiotiques. Il suffit de penser aux Staphylococcus aureus résistants a
la méticilline (SARM) (KOWALSKI et al, 2005).
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La présence de résidus d’antibiotiques conduit a 1’émergence d’une multitude de

désagréments, aboutissant a titre d’exemple au déséquilibre de la flore intestinale, a des effets

toxiques ou allergénes et la sélection de bactéries pathogénes résistantes aux antibiotiques
(MEKADEMI, 2008 ; SANDERS et al, 2011).

Parmi les mécanismes que la bactérie développe pour fuir I’action des antibiotiques

(figure 09) :

Inactivation enzymatique : retrouvé souvent chez Staphylococcus aureus
résistants a la méthicilline (SARM) (SAGEMAN, 2015) ou la bactérie
synthétise les B-lactamases qui dégradent le noyau des p-lactames et rendent
I’antibiotique inactif (HOLCOMB et al, 2008).

Imperméabilité de la membrane plasmique : certaines bactéries ont la capacité
de réduire la perméabilité de leur membrane externe (souvent chez les souches
a Gram negatif dotées d’une membrane externe) grace a une mutation qui
engendre [D’altération des pores de la membrane généralement par la
modification de la charge électrique ou de la structure, ce qui empéche
I’antibiotique de pénétrer a I’intérieur de la cellule; I’antibiotique est actif mais
n’atteint pas sa cible. Certaines bactéries a Gram négatif sont naturellement
résistantes vis-a-vis des grosses molécules comme la vancomycine grace a
leurs pores étroits qui ne laissent pas les grosses molécules passer
(GALDIERO et al, 2012).

Modification de la cible : certaines bactéries ont la capacité de modifier la
cible de I’antibiotique. Celui-ci ne reconnait plus sa cible et il devient inactif.
Par exemple, la tétracycline qui bloque I’ARNt chez la bactérie, cette dernicre
modifie son ARNt de maniére a ne plus étre reconnu par la tétracycline
(DENYER et al, 2011).

Pompes a efflux : certaines bactéries utilisent des pompes a efflux qui sont des
pompes biologiques qui vont éjecter ’antibiotique de la cellule avant qu’il
atteint sa cible. Ce mécanisme est utilisé plus fréquemment avec les
macrolides, les tétracyclines et les fluoroquinolones qui, en général, inhibent la
synthése d’ADN et de protéines & I’intérieur de la cellule (WILLEY et al,
2013).
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Figure 09 : Mécanismes de résistance des bactéries vis-a-vis des antibiotiques (DOUBLET et
al, 2012).

Pour éradiquer ce probléme, des mesures doivent étre prises telles que 'utilisation de
I’antibiotique qu’aprés isolement, identification et réalisation d’un antibiogramme pour la
souche, I’interdiction d’utilisation des antibiotiques comme promoteurs de croissance,
utilisation des antibiotiques a spectre étroit avant les antibiotiques a spectre large, le respect

de la dose, la durée et le délai d’attente du traitement (DUGASSA et SHUKURIE, 2017).
111.3. Impacts économiques des mammites sur les éleveurs et les industries laitieres

La mammite clinique a été identifiée comme la cause la plus fréquente de morbidité
chez les vaches laitiéres adultes aux Etats-Unis. Cette infection représente une menace pour

les éleveurs car elles peuvent induire un grand probléme économique (SHARMA et al, 2011).

En Royaume Uni par exemple, ’ensemble des pertes liées aux mammites se situent
entre 106 et 373 millions de livres par an (AXFORD et al, 2000), et aux Etats Unis
d’Amérique sont de 2 milliards de dollars (SORDILLO et al, 2002).

22



https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/mastitis

Partie bibliographique

La mammite clinique entraine de nombreux effets négatifs pour la vache, notamment
la douleur, la diminution de la production, I'abattage et la mort. Le producteur laitier supporte
le colt de ces résultats négatifs incluant la réduction de la qualité et la quantité de lait, ainsi

que "augmentant des colts de production (ROLLIN et al, 2015).

La mammite subclinique a la plus grande importance économique en raison de la
réduction a long terme de la production laitiére. Les pertes sont des revenus potentiels perdus,
alors que les colts de contrble sont les dépenses réelles liés a des traitements, des mesures

préventives, et a la main-d'ceuvre supplémentaire utilisée (SINHA et al, 2014)

Bien que la mammite subclinique soit plus répandue que la mammite clinique, I'impact
économique des infections subcliniques est plus difficile a quantifier et d’éradiquer des
troupeaux, en raison de la variabilité de l'intensité de dépistage au niveau du troupeau et de la
définition de cas (ROLLIN et al, 2015).

Selon HALASA et al, (2007) et VIGUIER et al, (2009), les facteurs économiques et

les codts associés peuvent étre repartis comme suit :
Les codts directs, ils correspondent :

e Aux dépenses Vétérinaires ;
e Au lait non produit du fait de réformes prématurées ;
e Au lait non commercialisé, car écarté du tank suite a une antibiothérapie ;

e A labaisse de production laitiere induite par les mammites.

Lorsque la CCSI est de 400 000 cellules/ml, il existe une baisse de production de 0,5 Kg de
lait/vache/jour par rapport au seuil de référence de 200 000 cellules/ml, et une baisse de
production atteignant 1 Kg/vache/jour en cas de CCSI supérieure ou égale a 800 000
cellules/ml (INSTITUT DE L’ELEVAGE, 2008).

Les co(ts indirects, sont liés aux :

e Pénalités imposées par les laiteries, liées aux taux cellulaires élevés ;

e Le temps perdu par I’éleveur pour soigner ses vaches soit environ 4h par mammite

(INSTITUT DE L’ELEVAGE, 2008).

Les mammites restent la maladie la plus fréquente, la plus pénalisante et la plus colteuse
des élevages laitiers. Certains considérent que leur codt représente, en France, un milliard

d'euros par an dont soixante-dix millions pour les mammites cliniques (REMY, 2010).
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Le co(t de mammite représente deux fois le colt des troubles de la reproduction ou
des maladies métaboliques, et six fois ceux dus aux pathologies locomotrices. Certains colts
sont plus faciles a appréhender que d'autres. Les codts directs d'une mammite clinique (perte
de lait, colt du traitement, baisse de production, réformes anticipées) peuvent étre estimés
entre 75 et 150 euros pour les mammites les plus graves. L'évaluation économique des colts
indirects est plus difficile a estimer, mais ces derniers restent significatifs : pénalités induites,
surcroit de travail. Les réformes précoces ont un colt qui a été répercuté sur le prix du litre de
lait. Pour mener une vache a son premier vélage, il faut compter entre 1 500 et 2 000 €. Ce

colt d'élevage doit étre réparti sur I'ensemble de la production (REMY, 2010).
La répartition des pertes liées aux mammites est:
* 70 % dues a la diminution de production de lait + diminution de la matiéere grasse.
* 13 % dues aux réformes et a la mortalité.
* 11 % dues a la non-commercialisation du lait (suite au traitement antibiotique).
* 5 % dues aux frais de traitement (RABOISSON et al, 2020).

Ajoutant a cela, le lait provenant de vaches souffrant d’'une mammite présente d’autres
caractéristiques négatives qui peuvent entrainer des problemes de qualité, tels qu’une
mauvaise aptitude a la conservation ou des défauts au niveau du godt (WALTER, 2007). De
plus, les effets de mammites sur les industries laitieres et fromageéres sont observés et qui
consistent en modifications de la composition biochimique du lait provoquant ainsi, le
ralentissement de la coagulation. De plus, la modification de certaines propriétés
organoleptiques, telles que ’odeur et le gout du lait, qui est liée a I’augmentation de la
lipolyse, qui est derriére le gout de rance. La présence des antibiotiques dans le lait cru
provoque I’inhibition de la fermentation lactique et ainsi I’atteinte a la salubrité du produit

final et la baisse de sa qualité hygiénique et organoleptique (OGOLA et al, 2007).
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Chapitre 1VV: Matériel et méthodes

IV.1. Objectif et plan pratique
IV.1.1 Objectif de I’étude

Notre étude s’est fixée comme objectif d’identifier les bactéries responsables de
mammites bovines subcliniques et leurs antibiorésistances, dans deux régions de la wilaya de
Tizi-Ouzou (Ouaguenoun et Tigzirt). En vue de sa réalisation, nous avons effectué 145

prélevements, issus de 28 élevages laitiers différents.
IV.1.2 Plan pratique
Afin d’atteindre notre objectif, nous avons suivi la démarche suivante :

- Inspection des fermes dans le but de repérer les cas cliniques et les cas suspects ;
- Reéalisation des prélevements de lait aseptiquement ;
- Isolement et identification des souches responsables de mammites ;

- Reéalisation d’antibiogrammes pour les souches identifiées.

IV.2. Matériel et méthodes
IV.2.1. Matériel, réactifs et milieux de culture
IV.2.1.1. Pour la réalisation des prélévements
Tubes stériles, glaciére, gants, portoir a tubes, lingettes stériles, alcool éthylique 70°.
IV.2.1.2. Pour I’analyse microbiologique

Milieux de cultures (Hektoen, Chapman, KF), anse a boucle, bec bunsen, écouvillons

stériles, étuve, bain marie, autoclave.
IV.2.1.3. Pour les tests biochimiques

Milieux d’identification (TSI, Citrate de Simmons, Mannitol-Mobilité, Urée-Indole,

gélose a ADN), pipettes Pasteur, micropipettes, étuve, embouts, pince.

» Reactifs: Plasma de lapin, disques d’oxydase, dioxyde d’hydrogéne (H202),
réactif de Kovacs, HCl a 2N.
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1V.2.1.4 Pour la réalisation d’antibiogrammes

Gélose Mueller Hinton, bec bunsen, disques d’antibiotiques, pince, écouvillons stériles,
vortex, densitométre, tubes stériles, eau physiologique stérile.
IV.2.2. Méthodes

Dans le but d’éviter toute erreur éventuelle ou des résultats faux, pendant notre étude,
nous avons pris des précautions lors des prélevements et le transport des échantillons au
laboratoire, ainsi que lors des analyses microbiologiques que nous avons effectué.

1V.2.2.1.Présentation de la zone d’étude

Nous avons réalisé nos prélevements, a partir de deux daira de la wilaya de Tizi-Ouzou,

qui sont Quaguenoun et Tigzirt.

» Daira de Ouaguenoun :
Ouaguenoun est une région rurale dominée par les pleines et qui est située au Nord-Est de

Tizi-Ouzou, délimitées par Tigzirt, Azzefoun, Azazga, Tizi-Ouzou, Makouda et Draa Ben
Khedda.

» Daira de Tigzirt :

Tigzirt est une région cotiere de la wilaya de Tizi Ouzou, située a 40 km au nord de Tizi-
Ouzou, limitrophe par la wilaya de Boumerdes a 1’Ouest et par la daira d’Azzefoun a I’Est, de

Makouda et Ouaguenoun au Sud, et de la Mer Méditerranée au Nord.

% : Prélevements réalisés a Ouaguenoun

A : Prélevements réalisés a Tigzirt

Figure 10 : Localisation géographique des élevages laitiers investigués dans 1’étude.
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IVV.2.2.2 Population animale de I’étude

Durant notre étude, 144 échantillons de lait sont prélevés de 28 élevages de bovins
différents, répartis sur deux régions d’Ouaguenoun ou nous avons obtenu 84 échantillons
issus de 12 exploitations laitieres différentes et de Tigzirt ou nous avons prélevé 60

échantillons a partir de 16 élevages laitiers distincts.

Lors de notre enquéte, nous avons découvert que les races prédominantes dans ces
élevages laitiers visités, sont : la Montbéliarde (52 vaches), Holstein (37 vaches) et la race

locale (55 vaches).
IV.3. Echantillonnage
IV.3.1. Prospection des lieux et dépistage des vaches atteintes ou suspectées

Lors de nos visites sur le terrain, nous avons pu collecter certaines informations en
relation directe avec les pratiques d’hygiene instaurées dans ces élevages, ainsi que le nombre
d’individus dans chaque cheptel, le nombre de vaches en lactation, la race, 1’état hygiénique
de I’étable, 1’état hygiénique de I’animal, le type de traite (mécanique ou manuelle), et I’état
de santé des vaches et leurs antécédents sanitaires.

Une fois sur les lieux, nous avons observé 1’état des mamelles et des pis des vaches, afin
de dépister les cas cliniques. Tandis que les cas suspects (cas subcliniques), des dépistages par
le test CMT sont effectués par des vétérinaires praticiens qui nous ont accompagné lors de nos

visites.
1VV.3.2. Collecte des échantillons du lait

La réalisation des prélevements est effectuée apres le ringage de la mamelle, 1’élimination
des premiers jets et la désinfection des pis. Les prélévements du lait sont récupérés dans des
tubes stériles, conservés dans une glaciere empilée de pochettes de glaces et acheminés au

laboratoire pour des analyses microbiologiques.
IV.4. lIsolement et identification des bactéries responsables de mammites

L’isolement de bactéries responsables de mammites a été effectué sur des géloses
sélectives pour chaque genre ou espece bactérienne recherchée. Pour les staphylocoques, nous
avons utilisé la gélose hyper-salée de Chapman, la gélose Hektoen pour les entérobactéries et

la gélose KF pour les streptocoques. A I’aide d’un écouvillon stérile, une quantité du lait a été
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prélevée et ensemencée sur chaque gélose sélective. L’incubation est faite a 37°C pendant 24

heures pour les entérobactéries et 48 heures pour les staphylocoques et les streptocoques.

Apres incubation, nous avons sélectionné les boites ayant des colonies caractéristiques,
ensuite nous avons réalisé des repiquages pour mieux isoler et purifier les souches, et cela sur
le méme milieu (pour les streptocoques) ou sur un milieu sélectif (pour les staphylocoques et

les entérobactéries).
IV.4.1.Purification des souches isolées

Les isolats ainsi obtenus sur les milicux d’isolement ont fait I’objet de repiquages
successifs et ceci dans le but de purification des souches. La méthode utilisée est 1’épuisement
(méthode des trois quadrants) sur la méme gélose d’isolement (Hektoen ou Mac Conkey pour
Escherichia coli ou d’autres entérobacteries et la gélose KF pour les streptocoques) ou bien
sur une gélose non sélective (BHA pour les staphylocoques). Puis incubation a 37°C pendant

24 heures pour les entérobactéries et 48 heures pour les staphylocoques et streptocoques.

Aprés cette étape de purification, les souches obtenues sont soumises a une

identification biochimique.

IV.4.2. Identification des souches (tests biochimiques)

Identification biochimique de Staphylococcus aureus

Pour I’identification du staphylocoque doré¢, on réalise certains tests biochimiques :

— Catalase: 2 a 3 colonies sont mises en contact avec une goutte d’hydroxyde
d’hydrogene (H202). Un test est positif lorsqu’il y a dégagement de bulles de gaz
(effervescence).

— Coagulase : un volume 0,5 ml de plasma de lapin est mélangé avec le méme volume
d’une suspension bactérienne, préalablement préparée. L’incubation est faite a 37°C
durant 1 a 4 heures. Le test est positif lorsqu’il y a la formation d’un caillot.

— ADNase : ce test est réalisé sur la gélose a ADN. La souche a tester avec la souche de
référence S.aureus ATCC 25923, sont ensemencées par des stries centrales sur cette
gélose. L’incubation est réalisée a 37°C pendant 24 heures. Aprés 1’incubation, les
boites sont inondées avec une solution d’HCI a 2N. Le test est dit positif lorsqu’il y a

apparition d’une zone claire autour des stries.
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Identification biochimique des Escherichia coli
Afin d’identifier E.coli, un ensemble de tests biochimiques ont été réalisés :

— TSI : utilisé pour la recherche de la dégradation des 3 sucres : glucose, lactose et
saccharose. A I’aide d’une pipette Pasteur, deux colonies caractéristiques d’E. coli
sont prélevées de la gélose Mac Conkey, puis ensemencées par piqure centrale et par
stries sur la gélose TSI, préalablement coulée en pente. L’incubation est réalisée a
37°C/24 heures. La fermentation du sucre se présente sous forme d’un virage de

couleur (acidification du milieu).

— Citrate de Simmons : ce test est utilisé pour tester I"utilisation du citrate comme seule
source de carbone par la bactérie. Il est realisé par des stries sur la pente. L’incubation
est faite a 37°C pendant 24heures. Le milieu est vert, en cas de résultats positifs il va
virer vers une couleur bleue.

— Urée-indole : ce test permet de mettre en évidence la production d’indole et la
dégradation de 1'urée. Deux colonies caractéristiques sont prélevées et ensemencées
dans le bouillon urée-indole, puis incubé a 37°C pendant 24 heures. Apres incubation,
le virage du milieu jaune vers le rouge est une preuve de la présence de I’'uréase. Pour
I’indole, 2 gouttes du réactif de Kovacs sont rajoutées, le résultat positif sera présenté
par I’apparition d’un anneau rouge.

— Mannitol-mobilité : on teste I'utilisation du mannitol comme seule source de carbone
et la mobilit¢ de la souche par réalisation d’une piqure centrale. L’incubation est
réalisée a 37°c pendant 24h. L’utilisation du mannitol se manifestera par le virage de
la couleur du milieu rouge vers le jaune (acidification), la mobilité sera observée sous
forme d’un sapin renversé.

— Oxydase : ce test permet la mise en évidence la présence ou I’absence de 1’enzyme
oxydase qui peut oxyder le N-diméthyl-paraphénylene diamine, chez les bactéries
Gram négatives, ce qui donne des produits violacés. Pour cela, un volume d’eau
physiologique a été mis dans un tube stérile, dans lequel un disque d’oxydase a été
rajouté, ensuite a 1’aide d’une anse a boucle stérilisée, nous avons prélevé 2 a 3
colonies caractéristiques. Aprés quelques secondes, le test est négatif, suite au non

virage du milieu vers le violet, et ce dernier reste transparent.
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1V.4.3. Réalisation des antibiogrammes

Une suspension bactérienne est préparée a partir d’une culture jeune de la souche a
tester, préalablement cultivée sur une gélose. La densité optique de cette suspension est
comprise entre 0,49 et 0,51 MacFarland. Des boites contenant de la gélose Mueller-Hinton
ont été ensemencées par la technique d’écouvillonnage. Des disques d’antibiotiques sont
appliqués a I’aide d’une pince stérile sur la surface de cette gélose. L’incubation est

réalisée a 37°C pendant 24 heures.

La classification des souches sensibles, intermédiaires ou résistantes a été réalisée selon

les diamétres des zones d’inhibition prescrites dans le CLSI (2020).

Les antibiotiques utilisés lors de la réalisation des antibiogrammes pour Staphylococcus

aureus sont :

> Les béta-lactamines comme : CXN : Cefalexine ; PEN : Pénicilline ; P : Pénicilline
G ; FOX : Céfoxitine.

Aminosides:GMI : Gentamicine ;

Macrolides : ERY : Erythromycine ;

Lincosamides : CMN : Clindamycine ;

Sulfamidés : SXT : Triméthoprime + Sulfaméthoxazole ;

Tétracyclines : TE : Tétracycline ;

YV V V V V V

Quinolones : NOR : Norfloxacine.

Les antibiotiques utilisés lors de la realisation des antibiogrammes pour Escherichia coli sont :

> Béta-lactamines comme: AMX: Amoxicilline; AMC: Amoxicilline+Acide
clavunalique ; ERT :Ertapéneme ; CF: Céfalotine; AMP: Ampicilline; CTX:
Céfotaxime ;

Sulfamidés : SXT : Triméthoprime + Sulfaméthoxazole ; SSS : Sulfonamide ;
Aminosides: NEO : Néomycine ; GMI : Gentamicine ;

Tétracyclines : TE : Tétracycline ;

Polypeptides : COL : Colistine ;

Phénicolés : CHL ; Chloramphénicole ;

Quinolones: UBN: Fluméquine ;

AcidePhosphonique : FSF : Fosfomycine ;

vV V V V V V V V

Diamino-pyrimidines : TMP : Triméthoprime.
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Les antibiotiques utilisés lors de la réalisation des antibiogrammes pour Providencia sont :

>

YV V. V V V V

>

Béta-lactamines comme: AMC: Amoxicilline+Acide clavunalique; CF:
Céfalotine ; AMP : Ampicilline ; CTX : Céfotaxime; CAZ : Céftazidime; FUR:
Céftiofure ; FEP : Céfépime ;

Quinolones : UBN : Fluméquine ;

Fluoroquinolones : MAR : Marbofloxacine ; ENR : Enrofloxacine ;

Aminosides : GMI : Gentamicine ; NEO : Néomycine ;

Tétracyclines : TE : Tétracycline ;

Polypeptides : COL : Colistine ;

Phénicolés : CHL ; Chloramphénicole ;

Nitrofurane : F : Nitrofurantoin.

* Test pour la mise en évidence des béta-lactamases a spectre élargi ou BLSE

Les béta-lactamases a spectre élargi ou BLSE sont des enzymes produites par les

bacilles a Gram-négatif hydrolysant les céphalosporines de troisieme genération (C3G) et

I’aztréonam mais restant généralement inhibées in vitro par ’acide clavulanique. Afin de

mettre la lumiére sur ces BLSE, nous avons appliqué un disque d’Amoxicilline+Acide

clavunalique a c6té d’un autre de Céfotaxime qui est une céphalosporine de 3°™ génération.

Apres incubation de 24 heures a 37°C, s’il y a apparition d’une zone d’inhibition sous forme

d’un bouchon de champagne, cela veut dire apparition des béta-lactamases a spectre élargi ou

BLSE.

Les antibiotiques utilisés lors de la realisation des antibiogrammes pour Streptococcus sont :

YV V. V V V V V V

Béta-lactamines comme : AMP : Ampicilline ; PEN : Pénicilline ;
Tétracyclines : TE : Tétracycline ;

Fluoroquinolones : ENR : Enrofloxacine ;

Glycopéptides : VAN: Vancomycine ;

Macrolides : ERY: Erythromycine ; TIL : Tilmicosine ;
Lincosamides : LCN: Lincomycine ;

Sulfamidés : SXT : Triméthoprime + Sulfaméthoxazole ;

Aminosides : STR : Streptomycine.
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Chapitre V : Résultats et discussion
V.1. Résultats

Nous avons réalisé des prélevements a travers des élevages laitiers ou nous avons
collecté 84 échantillons de lait mammiteux dans la région de Ouaguenoune et 60 échantillons
dans la région de Tigzirt, soit un nombre total de 144 échantillons. 41 échantillons sont

positifs, ce qui représente une fréquence de 28.47% (Tableau 01).

Tableau 01 : Prévalence des mammites cliniques et subcliniques chez la vache laitiére

a Tigzirt et a Ouaguenoune

Région Elevage Nombre de Nombre de Pourcentage de
vaches vaches infectées | vaches infectees
dépistées (%)
01 01 00 00
02 01 01 100
03 02 02 100
04 02 01 50
05 04 04 100
06 04 00 00
07 05 04 80
Tigzirt 08 03 01 33.33
09 05 01 20
10 09 00 00
11 04 01 25
12 01 00 00
13 05 01 20
14 07 01 14.28
15 04 01 25
16 03 02 66.66
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Tableau 01 : Prévalence des mammites cliniques et subcliniqueschez la vache laitiere

a Tigzirt et a Ouaguenoune (Suite)

Région Elevage Nombrede Nombre de Pourcentage de
vaches vaches infectées | vaches infectées
dépistées (%)
17 06 00 00
18 07 03 42.8
19 10 03 30
20 05 01 20
21 04 02 50
Ouaguenoune 5 5 53 =
23 05 01 20
24 10 00 00
25 06 00 00
26 07 02 28,57
27 04 02 50
28 16 04 25
total 144 41 28.47

Le pourcentage total des cas positifs est de 28.47% représentés par 41 échantillons

incluant des cas de mammites cliniques et subcliniques. Sur les 60 prélévements collectés a

Tigzirt, 15 cas (25%) sont des cas de mammites subcliniques, uniquement 5 (8.33%) cas

cliniques sont observés, les 40 cas restants (66.66%) sont sains. Presque les mémes résultats

sont enregistrés dans la région de Ouaguenoune, avec 16 cas subcliniques (19%), 5 cas (6%)

sont cliniques, les 63 cas restants (75%) sont sains.

Sur les deux regions, une moyenne de 21 % est subclinique,7% des cas sont cliniques

et 72% restants sont sains.

V.1.1. Prévalence des germes responsables de mammites

A partir des 41 échantillons positifs, nous avons réussi a isoler 48 souches bactériennes

réparties comme suit :

— 29 souches de Staphylococcus aureus (60.42%) ;
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— 12 souches d’Escherichia coli (25%) ;
— 2 souches de Providencia (4.17%) ;

— 5 souches de Streptococcus (10.42%).
Ces échantillons positifs sont répartis, selon les germes qu’ils renferment, comme suit :

— 25 échantillons contaminés de Staphylococcus aureus;
— 10 echantillons contaminés par les entérobactéries incluant 09 échantillons contaminés
par Escherichia coli et 01 échantillon contaminé par Providencia ;

— 02échantillons contaminés par Streptococcus;

Les quatre échantillons restants sont contaminés par au moins deux germes et sont répartis

comme suit ;

— 1 échantillon est contaminé par les trois germes incluant S.aureus, E.coli, et
Streptococcus ;

— 1 échantillon est contaminé par S.aureus, E.coli, Providencia et Streptococcus ;

— 1 échantillon est contaminé par S.aureus et E.coli ;

— 1 échantillon est contaminé par S.aureus et Streptococcus.

M S.aureus

2.43% 2.43%

W E.coli

M Providencia

Streptococcus

M S.aureus+E.coli+Strep

M S.aureus+E.coli

S.aureus+E.coli+Strep+Prov

S.aureus+Strept

Figure 11 : Répartition des échantillons du lait mamiteux selon le type de bactérie isolée.
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V.1.2. Résistance des souches isolées aux antibiotiques

V.1.2.1.Résistance des souches de S. aureus isolées

Au cours de cette étude, nous avons isolé 29 souches de Staphylococcus aureus.

L’étude de leurs profils de résistance aux antibiotiques a montré que toutes les souches étaient

résistantes a la pénicilline. De faibles résistances vis-a-vis de la tétracycline, 1’érythromycine

et de I’association triméthoprime/sulfamethoxazole, avec des taux de 10.3%, 10.3% et 3.44%,

respectivement. Aucune résistance vis-a-vis des autres molécules n’a été observée (Tableau

02).

Tableau 02 : Profil de résistance des souches de Staphylococcus aureus isolées (n=29).

Antibiotique Résistante Intermédiaire Sensible
(Nombre et (nombre et | (nombre et %)
%) %)
CXN 0 (0 %) 0 (0 %) 29 (100 %)
PEN 29 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
FOX 0 (0 %) 0 (0 %) 29 (100 %)
P 29 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
CMN 0 (0 %) 4 (13,7 %) 25 (86,3 %)
SXT 1 (3,44 %) 0 (0 %) 28 (96,56 %)
TE 3(10,3 %) 0 (0 %) 29 (100 %)
ERY 3(10,3 %) 0 (0 %) 29 (100 %)
NOR 0 (0 %) 0 (0 %) 29 (100 %)
GMI 0 (0 %) 0 (0 %) 29 (100 %)

CXN: Cefalexine: NOR: Norfloxacine; P
Erythromycine ; CMN : Clindamycine ; SXT : Triméthoprime + Sulfaméthoxazole ; P : Pénicilline
G ; FOX: Céfoxitine ; TE : Tétracycline.

EN: Pénicilline; GMI: Gentamicine; ERY:
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o

Figure 12: Profil de résistance de la souche de S.aureus D26 (photo prise au laboratoire)

V.2.1.2. Résistance des souches d’E.coli isolées

Au cours de cette étude, nous avons isolé 12 souches d’Escherichia coli. L’étude de leurs

profils de résistance aux antibiotiques a montré que la majorité des souches étaient résistantes

a I’amoxicilline et a I’ampicilline avec des taux de 91.6% et 66.66% respectivement. De

faibles résistances vis-a-vis de la tétracycline et la céfalotine, avec des taux de 16.6%,

respectivement. Aucune résistance vis-a-vis des autres molécules n’a été observée (Tableau

03).
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Tableau 03 : Profil de résistance des souches d’Escherichia coli isolées (n=12).

Antibiotique Résistante | Intermédiaire Sensible
(nombre et (nombre et | (nombre et %)
%) %)

AMX 11 (91.6 %) 0 (0 %) 1 (8.4 %)
AMC 0 (0 %) 4(33.33%) | 8(66.66 %)
ETP 0 (0 %) 0 (0 %) 12 (100 %)
CF 2 (16.6 %) 0 (0 %) 10 (83.4 %)
AMP 8 (66.66 %) 0 (0 %) 4 (33.33 %)
CTX 0 (0 %) 0 (0 %) 12 (100 %)
SXT 0 (0 %) 0 (0 %) 12 (100 %)
SSS 0 (0 %) 0 (0 %) 12 (100 %)
NEO 0 (0 %) 0 (0 %) 12 (100 %)
GMI 0 (0 %) 0 (0 %) 12 (100 %)
TE 2 (16.6 %) 0 (0 %) 10 (83.4 %)
COoL 0 (0 %) 2 (16.6 %) 10 (83.4 %)
C 0 (0 %) 0 (0 %) 12 (100 %)
UBN 0 (0 %) 0 (0 %) 12 (100 %)
FSF 0 (0 %) 0 (0 %) 12 (100 %)
TMP 0 (0 %) 0 (0 %) 12 (100 %)

AMX : Amoxicilline; AMC: Amoxicilline+Acide clavunalique ; ERT :Ertapénéme; CF:
Céfalotine ; AMP : Ampicilline ; CTX : Céfotaxime ; SXT : Triméthoprime + Sulfaméthoxazole ;
SSS: Sulfonamide; NEO: Néomycine; GMI: Gentamicine; TE: Tétracycline; COL:
Colistine ;  C :Chloramphénicole ; UBN: Fluméquine ; FSF: Fosfomycine; TMP:

Triméthoprime.
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Figure 13: Profil de résistance de la souche d’E.coli D10 (photo prise au laboratoire)
V.2.1.3. Résistance des souches de Providencia isolées

Dans le cas de Providencia, 100% des souches isolées sont résistantes a I’ampicilline, la
cefalotine et a la nitrofurantoine. La moitié des souches (50%) sont résistantes a
I’amoxicilline + acide clavulanique (Tableau 04).
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Tableau 04 : Profil de résistance des souches de Providencia isolées (n=2).

Antibiotique | Résistante | Intermédiaire | Sensible

(nombreet | (nombreet | (nombre et
%) %) %)

AMC 1 (50 %) 0 (0 %) 1 (50 %)

AMP 2 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
MAR 0 (0 %) 0 (0 %) 2 (100 %)
GMI 0 (0 %) 0 (0 %) 2 (100 %)
NEO 0 (0 %) 0 (0 %) 2 (100 %)
C 0 (0 %) 0 (0 %) 2 (100 %)
ENR 0 (0 %) 0 (0 %) 2 (100 %)

CF 2 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
CAZ 0 (0 %) 0 (0 %) 2 (100 %)
FUR 0 (0 %) 0 (0 %) 2 (100 %)
CTX 0 (0 %) 0 (0 %) 2 (100 %)
UBN 0 (0 %) 0 (0 %) 2 (100 %)

F 2 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
FEP 0 (0 %) 0 (0 %) 2 (100 %)

coL 0 (0 %) 1 (50 %) 1 (50 %)
TE 0 (0 %) 0 (0 %) 2 (100 %)

AMC : Amoxicilline+Acide clavunalique ; CF: Céfalotine; AMP : Ampicilline; CTX:

Céfotaxime; CAZ: Céftazidime ; FUR : Céftiofure ; FEP : Céfépime ; UBN :

Fluméquine ;

MAR : Marbofloxacine ; ENR : Enrofloxacine ; F : Nitrofurantoine ; CN : Gentamycine ; N :

Néomycine ; CT : Colistine ; TE : Tétracycline ; C : Chloramphénicole.
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Figure 13: Profil de résistance de la souche de Providencia V39 (photo prise au

V.1.2.4. Résistance des souches de Streptococcus spp isolées

laboratoire)

Concernant les Streptocoques, la totalité des souches isolées sont résistantes a la

tétracycline, la streptomycine, la lincomycine, ainsi qu’a la pénicilline. Ils présentent

¢galement une forte résistance également a ’ampicilline de I’ordre de 80%.Une résistance

relativement faible a 1’égard de la tilmicosine a été enregistrée, de 1’ordre de 20% (Tableau

05).

Tableau 05 : Profil de résistance des souches de Streptococcus isolées (n=5)

Antibiotique Résistante Intermédiaire Sensible
(nombre et %) (nombre et %) | (nombre et %)
AMP 4 (80 %) 0 (0 %) 1 (20 %)
PEN 5 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
TE 5 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
VAN 0 (0 %) 0 (0 %) 5 (100 %)
ENR 0 (0 %) 0 (0 %) 5 (100 %)
ERY 0 (0 %) 2 (40 %) 3 (60%)
SXT 0 (0 %) 0 (0 %) 5 (100 %)
STR 5 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
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LCN 5 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %)

AMP: Ampicilline; PEN: Pénicilline; TE: Tétracycline; VAN : Vancomycine; ENR:
Enrofloxacine ; ERY : Erythromycine ;S XT: Triméthoprime + Sulfaméthoxazole; STR:
Streptomycine ; LCN : Lincomycine ; TIL : Tilmicosine.

Suite a la réalisation des antibiogrammes pour les souches de Staphylococcus aureus et
celles d’entérobactéries (E. coli et Providencia) isolées, nous n’avons pas pu obtenir des

souches ayant un profil de multi-résistance vis-a-vis des antibiotiques testes.

Par contre, nous avons réussi a isoler une souche de Streptococcus multi-résistante, qui a
le phénotype suivant : TE — STR-LCN.
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V.2. Discussion

Les mammites resteront un probléeme majeur dans le domaine de la santé animale,
notamment chez le bovin laitier, que ce soit des mammites cliniques ou subcliniques. Dans la
présente étude, un pourcentage de 7% a été enregistré pour les cas cliniques inférieur a ceux
apportés par BENHAMED et al, (2011) et LAMARA et al, (2020), qui ont signalé des

prévalences de 53.83% et 36%, respectivement.

Pour les cas cliniques, nous avons observé une valeur de 93 %, supérieur a celles
enregistréees par BENHAMED et al, (2011) et LAMARA et al, (2020), qui ont enregistré des
valeurs de 46.17% et 64%. D’autres prévalences concernant les mammites subcliniques ont
été rapportées dans les différentes régions en Algérie. En effet, au nord-est Algérien,
HOCINE et al, (2021) ont rapporté une prévalence de mammites cliniques de 1’ordre de
9.25% et de mammites subcliniques de l'ordre de 31.79%. Des taux de mammites
subcliniques de I’ordre de 62.8% (MESKINI et al, 2021), 28.27% (SAIDI et al, 2013), 26%
(AIT KAKI et al, 2019) et 45.9% (AKKOU et al, 2018) ont été rapportés. En Tunisie,
(MAALAOUI et al, 2021) ont une forte incidence de mammites subcliniques, avec une valeur
de 60.3%. Notons que la mammite est une maladie qui peut étre influencée par plusieurs
facteurs, incluant I’environnement, les pratiques d’¢levage, la physiologie du pis et la santé de

I’animal (LOPES et al, 2020).

La connaissance des agents pathogénes du pis causant la mammite reste trés importante
pour une bonne prise en charge de ces infections et le suivi continu de la santé du pis dans les
troupeaux laitiers (MAALAOUI et al, 2021). 1l existe trois grandes catégories de bactéries qui
peuvent infecter la glande mammaire, incluant les bactéries contagieuses, environnementales
et les agents pathogénes opportunistes. La premiére catégorie vivent sur le pis et sont transmis
des trayons infectés aux trayons non infectés lors des opérations de la traite, les bactéries
opportunistes ont de trés fortes propriétés adhésives qui les aident a envahir la paroi interne de
la glande. En revanche, les bactéries environnementales résident genéralement dans
I’environnement de la ferme et la litiére et se transmettent durant la traite (ASHRAF et
IMRAN, 2019).

Concernant les germes causant ces infections intra-mammaires, d’aprés (BENHAMED et
al, 2011), le germe le plus dominant est le Staphylococcus aureus a 30.76% qui est un
pathogene contagieux et est le premier responsable des cas cliniques (DEBDREIL, 2008). Ce

taux de prévalence des staphylocoques est beaucoup moins important a celui enregistré dans
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notre étude qui est de 60.42%. Notre résultat corrobore avec ceux de plusieurs auteurs qui ont
signalé que le S. aureus est la bactérie la plus isolées dans des cas de mammites subcliniques
(SAIDI et al, 2013; AIT KAKI et al, 2019; DEMIL et al, 2022). Selon (CHENG et HAN,
2020), le réservoir fondamental de S. aureus est la glande mammaire chroniquement infectée.
Pour cette raison, le maintien de 1’hygiéne du pis et de la traite peut protéger une vache en

bonne santé contre une vache infectée, réduisant ainsi 1’infection.

En revanche pour les Enterobacteriaceae, plus précisément Escherichia coli. Une
prévalence de 1’ordre de 23.07% a été rapportée par BENHAMED et al, (2011), cette valeur
est proche a celle de notre étude, qui est de 29.3 %. Une faible prévalence de mammites
subcliniques a Escherichia coli a été observée par d’autres auteurs (SAIDI et al, 2013;
MAALAOUI et al, 2021).

La prévalence des Streptococcusspp enregistrée dans notre étude est de 12.2%. Cette
valeur est proche a celles enregistrées par plusieurs auteurs en Algérie (BOUAZIZ et al,
2002 ; BENHAMED et al, 2011 ; AIT KAKI et al, 2019 ; MESKINI et al, 2021). Des
prévalences légerement élevées sont observées par BIRHANU et al, (2017) et ABRAHMSEN
et al, (2014), qui sont de I’ordre de 25.3% et 16.2%, respectivement.

La variation de prévalence des bactéries responsables de mammites reste en relation
directe avec de nombreux parameétres, tels que I’état d’hygiéne de 1’élevage, la qualité de

I’alimentation et des fourrages, et 1’état de santé de I’animal.

Dans notre étude, 100 % des isolats de Staphylococcus aureus présentent une résistance a
la pénicilline et la pénicilline G. Ce taux est plus proche a celui de SAIDI et al, (2015) qui ont
rapport une forte résistance a cette molécule. Notre résultat corrobore avec ceux de plusieurs
auteurs qui ont signalé de fortes résistances des souches de S. aureus isolées des cas de
mammites a la pénicilline (ABRAHMSEN et al, 2014; NDAHETUYE et al, 2019; DEMIL et
al, 2022). La résistance de S. aureus a la pénicilline peut étre attribuée a la production de
pénicillinases, enzymes capables d’inactiver les pénicillines. Cette forte résistance vis-a-Vvis
cette molécule est probablement liée a Iutilisation accrue de la pénicilline pour le traitement

des cas de mammites bovines.

En revanche, de faibles résistances vis-a-vis de 1’érythromycine et de la tétracycline ont
été observées dans notre étude, ce qui ne rejoignent pas les résultats de certains auteurs, qui
ont observé de fortes résistances a I’encontre de ces deux antibiotiques (HAFTU et al, 2012;
DEMIL et al, 2022).
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Les souches d’Escherichia coli isolées ont exprimé de fortes résistances vis-a-vis de
I’amoxicilline et de I’ampicilline. Nos résultats corroborant avec ceux de HAFTU et al,
(2012) et FERDOUSI et al, (2021), qui ont rapporté de fortes résistances a I’ampicilline. Une
faible résistance vis-a-vis de la tétracycline a été observée dans cette étude, ce qui est en
accord avec SEDRATI et al, (2020).

A propos de I’antibiorésistance des souches de Providencia, 100 % des isolats sont
résistants a I’ampicilline, la céfalotine, et le nitrofurantoin. Nos résultats corroborant avec
ceux de AYYAL AL-GBURI, (2020), qui a signalé des résistances de 1’ordre de 94.4% et de
100% vis-a-vis de I’ampicilline et de la nitrofurantoine. En revanche, une faible résistance a
¢té enregistrée contre I’acide clavulanique, une valeur inférieure a celle observée par AYYAL

AL-GBURI, (2020).

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques des souches de Streptococcus isolées, montre
que la totalite (100%) des isolats est résistante vis-a-vis de la pénicilline, de la tétracycline, de
la streptomycine et de la lincomycine. Ces taux enregistrés sont supérieurs a ceux trouves par
NDIRANGU et al, (2017), qui sont respectivement de 50 % et 75% pour la tétracycline et la
streptomycine. Concernant I’ampicilline, nous avons obtenu un taux de résistance de 80%,

considérablement supérieur a celui signalé par le méme auteur.

En prenant compte de ces présents résultats obtenus et ceux des études antérieures, il est
suggérable qu’une sélection de bactéries résistantes a eu lieu suite a 1'usage abusif

d’antibiotiques dans les exploitations laitiéres.
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Conclusion

Les mammites constituent I’'une des pathologies majeures de I’élevage de bovin laitier en
Algérie. En effet, ces infections entrainant une baisse de la production laitiére chez les
ruminants, qui est associée a une augmentation des taux cellulaires. Cette derniére pourrait avoir

des effets nefastes sur les caractéristiques biochimiques et technologiques du lait.

Notre étude s’est focalisée sur la détermination de la prévalence et I’antibiorésistance des
bactéries responsables de mammites chez le bovin laitier au niveau de quelques élevages de la
Wilaya de Tizi Ouzou.

Les résultats obtenus de cette étude montrent une faible prévalence des mammites bovines. En
effet, sur les 144 prélevements effectués, uniquement 41 (28.47%) se sont révelés positifs,
incluant des cas de mammites cliniques et des cas de mammites subcliniques. Un total de 48
souches bactériennes ont été isolées, incluant 29 souches de S. aureus, 12 d’Escherichia coli, 2

de Providencia sp et 5 de Streptococcus sp.

L’¢tude de la sensibilité des souches isolées a montré I’existence des résistances avec des taux
variables selon I’espéce bactérienne considérée et la molécule d’antibiotique testée. En effet, les
souches de S. aureus isolées étaient résistantes vis-a-vis de la pénicilline. De fortes résistances
vis-a-vis de I’amoxicilline et de I’ampicilline ont été enregistrées chez les souches d’Escherichia
coli. Tandis que, les souches de Providencia sp et celles de Streptococcus sp ont exprimé de

fortes résistances vis-a-vis plusieurs molécules d’antibiotiques.

Compte tenu des résultats obtenus lors de cette étude et ceux de plusieurs auteurs, nous
pouvons dire que, les infections mammaires sont considérées comme un sérieux probleme en
santé animale, vu les pertes économiques considérables que ces infections peuvent engendrer.
Pour diminuer les fortes prévalences des mammites, des plans de luttes et de gestion doivent étre
mis en place, tels que le dépistage régulier et périodique des cas de mammites dans les
exploitations laitieres et le suivi sanitaire des vaches. La vulgarisation et la formation continue
des éleveurs sur les bonnes pratique d’hygiéne est primordiale pour lutter contre tout types de

mammites.

Enfin, ces microorganismes responsables de mammites peuvent étre a la fois, des agents
causaux de I’infection, mais aussi des réservoirs potentiels des geénes de résistance aux
antibiotiques. Pour cela, la prévention reste le seul moyen pour une bonne maitrise de la

propagation des formes de multirésistances.
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Annexe | : Fiche de renseignement des élevages Visités :
Informations générales :
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Annexe Il : Tableaux des résultats des antibiogrammes réaliseés.
Tableau | : Résultats des antibiogrammes réalisés pour Staphylococcus aureus
p-Lactamines Lincos- Sulfamidés Tetra- Macrolides | Quinolones | Aminosides
amides cyclines
ATB CXN PEN FOX P CMN SXT TE ERY NOR GMI
Echt 30ug 6g 30ug 10ug 21g 25ug 30ug 15ug 5ug 15ug
V 10 27S 6 R 28 S 6 R 27S 26 S 22 S 26 S 25S 28 S
V 15 24 S 6 R 25S 6 R 27S 27S 7R 29 S 24 S 26 S
V19 26 S 6 R 25S 6 R 29 S 28 S 20S 30S 23S 27S
V 23 26 S 6 R 27S 6 R 30 S 26 S 8R 28 S 25 S 26 S
V 24 32S 6 R 30S 6 R 22S 33S 30S 29 S 27S 34S
V 30 34S 6 R 32S 6 R 28 S 29 S 22 S 31S 24 S 25S
V31 29 S 6 R 24 S 6 R 18 1 36 S 29 S 26 S 26 S 35S
V 33 25 S 6 R 24 S 6 R 27 S 23 S 29 S 27 S 24 S 26 S




V 34 27 S 6R 28S 6R 30S 29 S 30S 27 S 25S 25S
V 35 328 6R 30S 6R 191 39S 30S 28 S 24 S 25S
V 59 30 S 6 R 24 S 6 R 34 S 35S 29 S 30 S 23 S 27 S
V 63 35S 6 R 34 S 6 R 18 1 35S 27 S 6 R 30 S 36 S
V 66 39 S 6 R 35S 6 R 36 S 42 S 27 S 24 S 26 S 40 S
V78 26 S 6 R 25 S 6 R 32 S 34 S 26 S 30 S 26 S 26 S
V 80 32 S 6 R 27 S 6 R 30 S 34 S 29 S 30 S 29 S 25 S
D3 33S 6R 28 S 6R 201 30S 28 S 25S 29S 26 S
D4 328 6R 23S 6R 34 S 39S 30S 8R 30S 31S
D6 27 S 6R 30S 6 R 22 S 29 S 26 S 31S 27 S 25S
D7 33S 6 R 34S 6 R 35S 38S 29 S 26 S 26 S 39S
D8 30S 6 R 25S 6 R 24 S 34S 30S 26 S 29 S 25S
D9 30S 6R 30S 6 R 30S 33S 30S 28 S 30S 25S
D 17 29S 6R 24 S 6 R 25S 28 S 27 S 27 S 26 S 26 S
D 18 27 S 6R 25S 6 R 32S 33S 27 S 26 S 29 S 29 S




D 22 34S 6R 328 6R 27 S 29 S 31S 30S 27 S 29 S
D 24 328 6R 30S 6R 23S 25S 26 S 31S 28 S 28 S
D 26 20S 6R 24 S 6 R 6R 6 R 6 R 15R 28 S 23S
D 55 27 S 6 R 23 S 6 R 32 S 34 S 28 S 30 S 26 S 25 S
D 59 30 S 6 R 29 S 6 R 34 S 31 S 27 S 34 S 23 S 31 S
D 60 33S 6 R 23 S 6 R 27 S 26 S 30 S 29 S 28 S 30 S

CXN : Céfalexine : NOR : Norfloxacine ; PEN : Pénicilline ; GMI : Gentamicine ; ERY : Erythromycine ; CMN : Clindamycine ; SXT :

Triméthoprime + Sulfaméthoxazole ; P : Penicilline G ; FOX : Céfoxitine ; TE : Tétracycline.

R: Résistant ; I: Intermédiaire ; S: Sensible




Tableaull : Résultats des antibiogrammes réalisés pour Escherichia coli

B Lactamines Sulf- Aminosides Tétra- Poly- Phéni- Quino- | AcidePhos Diamino-
amidés cyclines peptides colés lones phoni-que pyrimidines
ATB | AMX | AMC | ETP | CF | AMP | CTX | SXT | SS | NEO | GM TE COoL C UBN FSF TMP
S I
25ug | 10pg | 10p | 30 | 10pg | 30 | 25 30ug 30ug 10pg 30ug 30ug S50pg SHg
200 15
Echt g | K g g H
MY g
V12 | 10R | 18S | 30 |25 | 20S |30S |20S | 28 | 32S | 28S 10R 25S 26 S 34S 20S 30S
S |S S
V13 | 11R | 19S | 30 | 25| 19S |33S|22S | 25 | 34S | 25S 30S 20S 24 S 30S 19S 23S
S | S S
V33 | 1I0R | 18S | 32 |22 | 20S |38S|30S| 21 | 28S |32S 22S 171 30S 35S 23S 20 S
S | S S
V34 | 12R | 151 | 28 | 23| 7R [32S|28S | 25 | 27S |30S 27S 18S 32S 29S 22S 26S
S | S S




V67 | 12R | 171 | 30 | 30| 17S | 29S| 28S | 30 | 30S | 29S 26 S 22 S 33S 28 S 26 S 29 S
S S S

D10 | 20S | 19S | 29 |10 | 10R | 38S | 32S | 29 | 32S | 29S 24 S 24 S 26 S 33S 20S 20 S
S | R S

D18 | 10R | 20S | 32 |30 | 6R |38S|32S | 27 | 27S |30S 32S 161 36 S 34 S 20 S 25S
S S S

D19 | 9R | 20S | 33 | 27| 8R | 39S | 29S| 28 | 26S |31S 33S 24 S 28 S 36 S 29 S 28 S
S S S

D30 | 10R | 21S | 30 |27 | 1I0R | 37S|31S | 30 | 27S | 30S 29 S 28 S 21S 38S 28 S 27 S
S S S

D32 | 12R | 161 | 34 12 R| 40 (22 S| 22 |32S|30S 8 R 27 S 32 S 40 S 21 S 26 S
S | R S S

D51 | 18R | 171 | 29 | 25 | 11R | 37S |24S | 30 | 24S | 27S 30S 29S 34S 328 17S 30S
S S S




D59

10R | 19S

31

24

10R | 29S

28 S

26

30S

28 S

28 S

24 S

27 S

27 S

20S

29 S

AMX : Amoxicilline ; AMC : Amoxicilline+Acide clavunalique ; ETP :Ertapeneme ; CF : Céfalotine ; AMP : Ampicilline ; CTX : Céfotaxime,
COL : Colistine ; NEO : Néomycine ; SXT : Triméthoprime + Sulfaméthoxazole ; GMI : Gentamicine ; TE : Tétracycline ; SSS : Sulfonamide ;

CHL ; Chloramphénicole ; UBN: Fluméquine ; FSF : Fosfomycine ; TMP : Triméthoprime.

R: Résistant ; I: Intermédiaire ; S: Sensible

Tableau I11 : Résultats des antibiogrammes réalisés pour Providencia
ATB | AMC | AMP | MAR | GMI | NEO | CHL | ENR CF CAZ | FUR | CTX | UBN F FEP | COL TE
10pg | 10pg | Sug | 10pg | 30pg | 30pg | Sug | 30ug | 30ug | 30ug | 30ug | 30ug | 300pg | 30ug | 10ug | 30ug
Echt
V 33 11R| 6R | 28S | 24S | 26S |24S | 26S | 6 R | 27S | 26S | 27S |19S | 6R |36S | 161 |22S
V 39 19S | 12R | 25S | 25S | 23S | 36S | 24S |12R | 27S | 24S | 34S | 34S |11R|28S | 12S | 23S

R: Résistant ; I: Intermédiaire ; S: Sensible




TableaulV : Résultats des antibiogrammes réalisés pour Streptococcus

ATB AMP PEN TE VAN ENR ERY SXT STR LCN TIL

Echt 10ug 69 30ug 30ug 5ug 15ug 2519 10ug 15ug 15ug
V33 20R 20R 10R 18S 27 S 22 S 26 S 6 R 9R 14 |

V 35 19 R 21 R 10 R 19 S 24 S 20 1 26 S 6 R 10 R 14 |
V70 21R 21R 15R 20S 26S 25S 28S 6R 10R 10R
V72 19R 16 R 9R 21S 26 S 25S 22 S 6R 10R 16 S
D18 27 S 23R 16 R 19S 25S 191 24 S 6R 11R 15S

AMP: Ampicilline ; PEN: Pénicilline ; TE : Tétracycline ; VAN : Vancomycine ; ENR : Enrofloxacine ; ERY : Erythromycine ; SXT :

Triméthoprime + Sulfaméthoxazole ; STR : Streptomycine ; LCN : Lincomycine ; TIL : Tilmicosine.

R: Résistant ; | Intermédiaire ; S: Sensible




Annexe 11 : Composition des milieux de culture

Milieu Chapman

Pour un litre d’eau distillée :

Composants Quantités
Mannitol 10¢g
Peptone animale 119
NaCl 759
Rouge de phénol 25 mg
Agar 9-18 ¢
pH final 6,8
Milieu Hektoen

Pour un litre d’eau distillée :

Composants Quantités
Lactose 129
Saccharose 12 g
Protéose-peptone 12 g
Extrait de levure 30
Désoxycholate de sodium 99
Salicine 290
Bleu de bromothymol 65 mg
Fuscine acide 100 mg
Thiosulfate de sodium 50
Citrate ferriqgue ammoniacal 159
Chlorure de sodium 59
Agar 15¢
pH final 75




Milieu KF

Pour un litre d’eau distillée :

Composants Quantités
Maltose 20 ¢
Lactose 1g
Peptone 10¢g
Extrait de levure 10¢g
Glycérophosphate de sodium 109
Chloride de sodium 590

Azide de sodium 044¢g
Agar 209

pH final 7,2
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