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Résumé

En Algérie, le lait est consommé le plus souvent al’état cru échappant ainsi a tout contrdle
de qualité. La mammite est devenue un probleme de securité alimentaire par sa forme
subclinique de la maladie. Notre hypothese dans cette étude est que la consommation du lait
cru des vaches avec des mammites subcliniques est un outil de transmission de Staphylocoques
résistants aux antibiotiques, pouvant passer napercus vers ’homme.

Un total de 981 échantillons de lait cru ont été obtenus a partir des quartiers de 250 vaches
laitieres. Le test de la mammite Californie (CMT) a été effectué pour diagnostiquer la présence
de la mammite subclinique. Les échantillons de lait ont été 'objet d’une étude bactériologique
et les colonies présumées ont été confirmées en premier lieu phénotypiquement par la
caractérisation biochimique utilisant le systtme API-20-Staph. La détermination de certains
facteurs de virulence pour les Staphylocoques a été réalisée en combinaison entre la production
de la coagulase libre (la méthode en tube) et liee (le test du Staphytect plus) pour I'identification
des isolats et, la production de la Dnase. Les tests de sensibilité ont été reéalisés par la méthode
de diffusion sur gélose Muller-Hinton pour 13 antibiotiques frégquemment utilisés en médecine
Vétérinaire en Algérie et, le systtme VITEK 2 est utiliseé pour la détermination des
concentrations minimales inhibitrices (CMI) pour les souches confirmées comme S.aureus.
Dans la deuxiéeme partie de notre étude, une caractérisation genotypique des facteurs de
virulence, par la détection de la présence du gene coa et du gene nuc chez les souches de
S.aureus isolées par amplification par PCR. Des facteurs de risque hypothétiques affectant la
mammite subclinique ont été étudiés comme la race, la saison, I'age, le vélage ; ces derniers
impliguent une interaction claire entre I'hdte et agent causal.

Selon le test CMT, la prévalence de la mammite subclinique dans la région est de 33,6%.
L'examen bactériologique a révélé un pourcentage d'échantillons positifs de 14,2%. Dans
l'ensemble, il y avait une association positive significative entre 'examen bactériologique et le
test CMT dans le lait obtenu par le Test Khi 2 (p<0,001). L'identification biochimique a montré
que 73,75% des isolats sont des Staphylocoques a coagulase négatif et, que 26,25% sont des
S.aureus. Aprés Iidentification biochimique le test de Staphytect plus et le test de la coagulase
en tube ont été réalisés. Une réaction significativement positive (p<0,001) a été établie pour les
souches de S.aureus ; sur 21 souches identifiées 19 (90,48%) souches se sont révélés positives.
Des souches non S.aureus considérées normalement comme des coagulases négatives se sont
averées des coagulases positives : S. xylosus, S. hominis , S. caprae , S. intermidius , S.

chromogenes , S. sciuri , S. epidermis , S. lentus , S. hyicus . Dans la présente étude, l'activité



Dnase était positive chez 23.75% et 33.75% pour S.aureus et les Staphylocoques a coagulase
négative, respectivement. Sur le total de 21 isolats de S. aureus, 19 (90.48%) isolats ont été
trouvés Dnase positifs et 2(9.52%) Dnase négatifs. La résistance a la pénicilline G touche 61,02
% des souches de Staphylocoques a coagulase négative, celle a la tétracycline est de 74,58 %.
Pour S. aureus, nous avons retrouvé une résistance elevée a la pénicilline G 80,95% et a la
tétracycline 71,43%. Selon nos résultats, 02 (9.52%) isolats de S. aureus sont résistants a la
meticilline, avec modification de Protéines liant les pénicillines (PLP), identifié par le test du
disque de I'oxacilline avec un diamétre de : R <10 mm et confirmé par une CMI >4pug/l. La
CMI de la vancomycine a prouvé gu’une souche est une VRSA avec une CMI >32ug/ml, et
une seconde souche est une hétéro-VISA avec une CMI >1pug/ml. Nous avons noté que pour
les 21 souches de S.aureus, 11 phénotypes de résistances différents dominées par la résistance
a la pénicilline G.

L’amplification par PCR de l'extrémité 3 'du geéne coades isolats de S. aureus, a révélé que
parmi 21 isolats, 18 d’entre eux donnent une seule bande comprise entre 547 pb et 875 pb. Dans
la présente étude, les amorces utilisées pour le gene nuc ont reconnu 19 isolats de S. aureus
parmi les 21 isolats, et la taille moléculaire du produit d’amplification du géne nuc est de 395pb.

Le test du Khi deux (x?) arévélé qu'il y avait une dépendance entre le test CMT et la race
(P=0,026), avec une prévalence de la mammite subclinique aux niveaux des quartiers chez 204
(30,72%) vaches croisées. Le groupe d'age de 1-4 ans était le plus sensible a la mammite
subclinique. Dans la présente étude, il existe une dépendance entre la survenue de la mammite
subclinique, le stade de lactation (p<0,001), le Vélage (p=0,041) chez les vaches de race
croisées, et la zone de prélevement (p=0,043). Le résultat de la bactériologie dépend du stade
de lactation, de la race et de la saison avec des p de (0,031, 0,017, 0,005) respectivement. Nos
résultats indiquent que la vache est loin d’étre atteinte d’une mammite subclinique au milieu du
stade de lactation (OR=0,357, p<0,001 et IC=95%).

Nos résultats ont indiqué qu’il y’a un passage des staphylocoques multi-résistants dans le
lait cru consommé dans la région ouest de I'Algérie, avec une prévalence supérieure des
staphylocoques coagulase négatifs par rapport aux S. aureus. Malgré le pouvoir pathogene
méconnu de certaines espéces, ces organismes peuvent étre des réservoirs de résistance aux
antibiotiques ; ce qui nécessite une surveillance périodique de la résistance des staphylocoques
aux antimicrobiens dans le but de controler leurs propagations.

Mots clés : Mammite subclinique, Sécurité alimentaire, Antibiogramme, Concentration
minimale inhibitrice, Réaction de polymérase en chaine, Facteurs de risque.



Abstract

In Algeria, the milk is consumed directly, generally in the raw state thus escaping any
quality control. The subclinical mastitis becomes a problem of food security. Our hypothesis is
that consumption of the raw milk of the cows with subclinical mastitis is a tool for transmission
of antibiotic resistant staphylococci, which can pass unobserved to man.

A total of 981 raw mik samples were obtained from 250 cow’s quarters. The California
Mastitis test (CMT) has been performed to diagnose the presence of subclinical mastitis. Milk
samples were subjected to a bacteriological study and presumptive colonies were confirmed by
biochemical characterization using the API-Staph-20 system. The determination of some
virulence factors for staphylococci was realized by combination between the production of free
coagulase (the tube method) and clumping factor (the Staphytect test plus) for the identification
of isolates, and the production of the Dnase. The sensitivity tests were performed by disc
diffusion method on Muller-Hinton agar, for 13 antibiotics commonly used in veterinary
medicine in Algeria, and the VITEK 2 system is used for the determination of the minimum
inhibitory concentrations (MIC) for the strains confirmed as S. aureus.

In the second part of our study, the genotypic characterization of virulence factors by
detecting the presence of coa and nuc gene in the isolated of S. aureus strains by PCR
amplification. Hypothetical risk factors affecting subclinical mastitis were studied as breed,
season, age, calving, this implies a clear interaction between the host and the causative agent.

According to the CMT the prevalence of subclinical mastitis in our region is 33.6%.
Bacteriological examination revealed a percentage of positive samples with 14.2%. Overall
there was a significant positive association between bacteriological examination and CMT in
the milk obtained by the Chi 2 test (P <0.001).

The biochemical identification showed that 73.75% of the isolates are CNS, and that
26.25% are S. aureus. After the biochemical identification; the test of Staphytect plus and the
tube coagulase test were realized and a significantly positive reaction (P <0.001) was shown
for the strains of S. aureus, on 21 strains identified 19 (90.48%) strains are found positive. Non
S. aureus strains normally considered as the negative coagulase were proven positive coagulase:
S. xylosus, S. hominis, S. caprae, S. intermidius, S. chromogenes, S. sciuri, S. epidermis,
S.lentus , S. hyicus. In this study, the DNase activity was positive in 23.75% and 33.75% for
S.aureus and CNS, respectively. Of the total of 21 isolates of S. aureus, 19 (90.48%) isolates
were found positive DNase and 2 (9.52%) are DNase negative.



Resistance to penicillin G touches 61.02% of the strains of CNS that with the tetracycline
is of 74.58%. For S. aureus, we found a high resistance to penicillin G 80.95% and with the
tetracycline 71.43%. According to our results, 02 (9.52%) isolate is S. aureus resistant to the
methicillin, with modified penicillin-binding proteins, identified by the test of the disk of the
oxacillin with a diameter of: R<10 mm, and confirmed by one MIC >4 ng /1 The MIC of the
vancomycin has proved that one strain is a VRSA with one MIC > 32 pg / ml, and a second
strain is a hetero-VISA with one MIC > 1 pg / ml. We noted that for the 21 strains of S. aureus,
11 different phenotypes of resistances dominated by resistance to “penicillin G”.

The PCR amplification of the 3 'end of the gene coa of S. aureus isolates, showed that 18
of 21 isolates give asingle band between 547 bp and 875 bp. In this study the primers used for
the nuc gene recognized 19 isolates of S .aureus among the 21 isolates, and molecular size of
the amplification product of the nuc gene is 395pb.

The chi-square (x?) analysis revealed that there was a dependency between the CMT test
and breed (P = 0.026), with a prevalence of subclinical mastitis at quarters levels in 204
(30.72%) crossed cows.

The age group of 1-4 years was the most sensitive to subclinical mastitis. In this study,
there is a dependency between the occurrence of subclinical mastitis, stage of lactation
(p<0.001) and calving (p=0.041) in cross cows, and the sampling area (p=0.043). The result of
bacteriology depends on the stage of lactation, breed and season with p (0.031, 0.017, 0.005),
respectively.

Our results indicate that the cow is far from reaching a subclinical mastitis in middle stage
of lactation (OR=0.357, p<0.001 and 95% ClI).

Our results indicated that there's a multi-resistant staphylococci passage in raw milk
consumed in the western region of Algeria, harmful for the health and the security of the
consumer, with a higher prevalence of coagulase negative staphylococci compared with
S.aureus. Despite unknown pathogenicity of the species, organisms may be the tanks of the
resistant to antibiotics; which requires periodic monitoring of antimicrobial resistance of
staphylococci in order to control their spread.

Key words: Subclinical mastitis, Food Security, Antimicrobial, Minimum Inhibitory
Concentration, Multi-resistance, Polymerase Chain Reaction, Risk factors.
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Introduction

Le lait cru a des propriétés nutritionnelles supérieures (Mortari et al., 2014). Gréace a son
pH neutre et a lactivit¢ de l'eau élevée, c’est un excellent milieu de croissance pour les
differents micro-organismes (Claeys et al., 2013). En effet, la communauté médicale est tenue
de mettre en exergue qu’il est un véhicule potentiel de maladies d’origine alimentaire (Mortari
et al., 2014).

Au-dela de limpact direct sur la santé humaine, le lait contaminé est une barriere
économique pour lindustrie laitiere (Kaouche et al., 2015). Il provoque des problemes de santé
animale, et des changements de qualité du lait (Le Maréchal etal., 2011).

La croissance démographique et [lurbanisation provoquent une augmentation de la
demande pour le lait dans les villes des pays en voie du développement (Tolosa et al., 2013).
Or, dans la plupart des pays africains, le lait est directement autoconsommé, le plus souvent a
Iétat cru échappant ainsi a tout controle de qualite. La mammite est devenue un probleme de
sécurité alimentaire (Idriss etal., 2013).

La mammite bovine est la maladie la plus courante affectant les troupeaux laitiers a travers
le monde (EI-Ashker et al., 2015). La forme subclinique de la maladie est la plus persistante et
est largement répandue ; importante pour I’hygiéne du lait (Coulona et al., 2002). Bien qu'elle
ne se manifeste pas par des changements visibles dans la glande mammaire et dans le lait ; elle
provoque une augmentation dans les cellules somatiques. Par conséquent, elle n’est pas
facilement reconnue par les agriculteurs et peut conduire a d’importantes pertes de production
(Hovinen et al., 2011). En outre, les vaches souffrant d'infections subcliniques doivent étre
considérées comme une source a de nouvelles infections au sein des troupeaux (Dieser et al.,
2014).

La mammite est aussi la raison la plus commune pour l'utilisation des antibiotiques dans
les troupeaux laitiers, comme la thérapie antibiotique est une composante majeure et un outil
principal de contrdle de la maladie (Maga 2005). Prés de la moitié des antibiotiques,
actuellement utilisés dans les pays développés, sont utilisés dans l'agriculture ; y compris de
nombreux antibiotiques destinés atraiter les maladies humaines. Cette utilisation peut favoriser
la résistance aux antibiotiques chez les bactéries qui sont communs chez les animaux et qui
causent la maladie chez les humains (Valsangiacomo et al., 2000).

La résistance des bactéries pathogenes aux antibiotiques est en train de devenir un

probleme croissant pour la médecine humaine et vétérinaire en ce qui concerne le traitement
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des maladies infectieuses. En principe, toute utilisation d'antibiotiques augmente le risque de
sélection de résistance (Wallmann et al., 2003).

Une application excessive de ces agents a conduit a I'émergence de souches résistantes
comme un probleme croissant dans les pays développés (Jamali et al., 2015). Cette résistance
antimicrobienne développée par les agents pathogénes est I'une des principales raisons du faible
taux de guérison de la mammite. (Wang et al., 2015)

Par conséquent, la surveillance de la résistance aux antimicrobiens est importante pour
assurer des résultats optimaux d'utilisation des antimicrobiens et de minimiser le risque pour le
développement et la propagation de la résistance aux antimicrobiens (Waller et al., 2011). Toute
utilisation d'un agent antimicrobien peut sélectionner des bactéries ayant des concentrations
minimales inhibitrices élevées (Butaye et al., 2014).

Le diagnostic de la mammite et lidentification de l'agent causal sont importants lors du
choix du traitement correct et, par conséquent nécessitent un systéme de diagnostic de la
mammite suffisamment compétent (Karlsmose et al., 2013). L'identification précoce et correcte
est nécessaire pour prévenir et contrOler la propagation (Zastempowska et al., 2014).

Staphylococcus aureus reste I'un des organismes les plus importants associés ala mammite
subclinique bovine contagieuse, non seulement en Algérie, mais dans le monde entier. De toutes
les bactéries qui peuvent entrer dans la mamelle et provoquer la mammite, Staphylococcus
aureus est non seulement répandue, mais aussi l'un des plus difficiles a traiter (Maga 2005).
Cette maladie est considérée comme une maladie de la production la plus fréquente et la plus
colteuse dans les troupeaux laitiers des pays développés (Benhamed et al., 2011).

Pour quelles raisons, a-t-on visé dans cette étude a dépister la forme subclinique de la
mammite ? Les raisons sont les suivantes :

a) La forme subclinique est considérée comme 3 a 40 fois (Mir etal., 2014), 15 a 40
fois (Hamed et al., 2014) et 40-50 fois (Marimuthu et al., 2014) plus fréquente que
la forme clinique et compte des pertes plus importantes en termes de production de
lait.

b) Elle représente un réservoir d'organismes infectieux, et

c) Elle estliée aenviron 70% des pertes économiques de la mammite (Abdel-Rady et
al ., 2009).

Par conséquent, lenquéte sur la résistance aux antimicrobiens des staphylocoques des
vaches laitieres est importante non seulement pour le contrle de la mammite bovine, mais aussi

pour la santé publiqgue (Xu etal., 2015).
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1.1 La filiere lait

1.1.1 Le lait: un produit de large consommation

Situé dans les franges du nord de I'Afrique, comme les pays du Maghreb, I’Algérie a une
longue tradition avec la consommation de produits laitiers (Srairi et al., 2013). Selon les
coutumes arabes, le lait a une valeur symbolique de la vie (Benchelah et al., 2008).

Etant donné la valeur symbolique que les Maghrébins accordent au lait (accueil des invités
et accompagnement de régimes alimentaires dominés par les céréales). Etant un produit a haute
valeur nutritionnelle, le lait est associé a l'histoire de 'humanité (Srairi et al., 2007 a).

L’Algérie est considérée comme I'un des grands pays consommateurs de lait et de produits
laitiers au niveau maghrébin, et cela est di a la demande accrue de ce produit (EI Hassani,
2013). L’Algérie est le premier consommateur de lait au Maghreb, avec pres de trois milliards
de litres par an (Hamiroune etal., 2014). Le lait et ses dérivés ont été retenus par les pouvoirs
publics, comme des produits alimentaires prioritaires pour sécuriser l'approvisionnement en
protéines animales des populations (Srairi 2008).
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Figure 1: La consommation par habitant par an en litres du lait (Souki, 2009).

En plus, le lait occupe une grande importance dans lalimentation de tout le monde, en effet,
une protéine de gramme de lait, colte huit fois moins chére que la méme quantité de viande.
En termes d'énergie, une calorie obtenue a partir de la viande, est vingt fois plus chere que celle
du lait (Padilla et al., 2001).

De par sa valeur nutritionnelle, le lait s’est substitué aux viandes rouges et blanches

relativement plus chéres et, est d’une part principalement lLié a l'appui des prix a la
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consommation par les pouvoirs publics et d’autre part devient un aliment de choix chez le
consommateur algérien (Kaouche-Adjlane et al., 2015).

Du domaine spécifique des produits d'origine animale, la production laitiere a été
intensivement soutenue depuis I'époque coloniale, compte tenu de sa meilleure efficacité
métabolique par rapport a la production de viande (Vermorel et al., 1998).

En Algérie en 1990, on estimait que le lait a compté pour 65,5 % dans la consommation de
protéines d’origine animale, devangant largement la viande (22,4 %) et les ceufs (12,1 %)
(Amellal, 2000).

Les besoins en lait et produits laitiers sont considérables, avec une consommation moyenne
de 115 litres par habitant / an en 2010 (Benyagoub et al., 2014), et évoluent pour atteindre 140
litres / habitant en 2012. Environ 80% sont importés (Kaouche-Adjlane et al., 2015).

La consommation de lait a connu une augmentation rapide ; elle passe successivement de
54 Vhab/an en 1970 a 112 I/hab/an en 1990, pour atteindre aujourd’hui les 120 I. Le lait occupe
une place importante dans la ration alimentaire du consommateur algérien (120 lhab/an)
comparée a celle de nos voisins tunisiens (83 Ihab/an) ou encore marocains (64lhab/an) (EI
Hassani, 2013) et inférieure a la ration dans les pays d’Europe, ou elle est en moyenne de 400

litres par an (Bourbouze, 2001).

Tableau 1. Evolution de la filiére lait en Algérie (1997-2007) (El Hassani, 2013)

Années Production lait cru (1031)  Collecte (102 1) Taux intégration (%)
1997 1050000 112700 10,8
1998 1200000 92000 9,0
1999 1558730 93000 10.1
2000 1585900 100700 11,1
2001 1637210 93500 11,0
2002 1544000 129500 10,0
2003 1610000 120000 10,0
2004 1915000 200000 15,0
2005 2092000 119365 -
2006 2244000 221249 -
2007 2180000 195360 -

1.1.2 Situation et importance et de 1’élevage bovin

En Algérie, I'élevage ovin prédomine, il représente 78% du total des effectifs, suivi par les
caprins 14%, puis I’élevage bovin qui représente seulement 6% de 'effectif global dont 58%
de vaches laitieres. Une caractéristique importante de la production laitiere dans la région du

Maghreb est la contribution réduite des autres espéces que les bovins a la production globale.
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Ainsi, les chiffres officiels révelent que le lait provenant de petits ruminants et le chameau
représente respectivement 21,3, 5,1 et 3,7% de la production globale en Algérie, Maroc et
Tunisie. Par conséquent la production repose principalement sur le lait de bovins (Srairi et al.,
2013).

En effet, ala difference des pays du Moyen-Orient, il n’existe pas au Maghreb de traditions
de traite des petits ruminants, et le lait consommeé provient essentiellement des vaches. La
production et la consommation de lait camelin demeurent anecdotiques, a I'exception des villes
les plus méridionales (Srairi et al., 2007 a).

L’¢levage bovin est cantonné dans le Nord du pays avec quelques incursions dans les autres
régions. La race principale bovine locale est la race brune de I’Atlas qui est subdivisée en 4
races secondaires : la Guelmoise a pelage gris foncé vivant en zone forestiere ; la Cheurfa a
robe blanchatre que I'on rencontre en zone préforesticre ; la Chélifienne a pelage fauve ; la
Sétifienne a pelage noiratre adaptée a des conditions plus rustiques.

Les races bovines améliorées sont représentées par: la Frisonne Hollandaise Pie Noire, trés
bonne laitiere, elle est trés répandue dans les régions littorales et constitue 66% de I'effectif des
races améliorées ; la Frisonne francaise Pie Noire, également trés répandue et bonne laitiere ;
la Pie Rouge de I'Est et la Pie Rouge Montbéliarde dont I'effectif est plus réduit.

Ces races introduites pour I'amélioration de la production se trouvent confrontées a des
conditions écologiques tout a fait différentes de celles de leurs pays d’origine. Importées pour
leur fort potentiel génétique, elles voient leurs performances diminuer, puisqu’une grande partie
de leur métabolisme est utilisé pour leur adaptation aux facteurs environnementaux (Nedjraoui,
2003).

Le nombre de bovins varient considérablement entre les pays du Maghreb : respectivement
1,6,2,8 et 0,6 millions en Algérie, Maroc et Tunisie. On estime que les races des vaches laitié res
qui servent a représenter moins de 10% de la population totale des bovins dans les années 1970
ont augmenté a 17, 23 et 55%, respectivement, en Algérie, au Maroc et Tunisie (Srairi et al.,
2013).

Aujourd'hui, avec un troupeau estimé a 1,9 million de tétes de bétail, dont prés d'un million
de vaches laiticres, la demande nationale de plus en plus grande n’est pas encore satisfaite
(Kaouche-Adjlane et al., 2015).

Il convient, par ailleurs, de préeciser que cet accroissement de la production est surtout le
fait d’une augmentation des effectifS de vaches laitieres et non des rendements des
exploitations. Ce qui traduit le caractére peu productif du cheptel laitier mené essentielle me nt

en extensif au niveau des exploitations (Amellal, 2000).
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1.1.3 Structure de la production de lait

Les principales caractéristiques de la production de lait de bovins dans la région du
Maghreb est 'offre fragmentée, induite par de nombreuses petites exploitations agricoles. Les
chiffres officiels indiquent qu’en Algérie, au Maroc et en Tunisie, les exploitations de moins de
5 vaches et qui reposent sur moins de 5 ha représentent prés de 80% du nombre total
d'exploitations livrant du lait a la chaine alimentaire. Une telle structure implique un nombre
relativement élevé de fermes ayant des bovins (respectivement 212 000, 720.000; 112 000 en
Algérie, Maroc et Tunisie), avec des differences marquées dans leurs caractéristiques de
productions : les types génétiques des bovins, les systemes d'alimentation, le poids de viande et
du lait dans les stratégies de production (Srairi et al., 2013).

Beaucoup d’études de recherche ont montré que la moyenne annuelle de la production
laitiere par vache dans les troupeaux classiques, méme a haute races génétiques laitiers ou de
vaches croisées, ne dépasse pas 2.500 a 3.000 kg en Algérie, alors qu’en Tunisie, il atteint 3.500
a4.000 kg (Rekhis et al., 2007 ; Madani et al., 2008 ; Srairi et al., 2009 b).

Ainsi, dans les exploitations paysannes a faible niveau de trésorerie et de savoir-faire, les
niveaux de productivité laitiere annuels inférieurs a 2 500 kg, témoignent de la réminiscence
d’un ensemble de pratiques ancestrales, allaitantes plutdt que laitieres (Srairi 2008).

Les pays du Maghreb (Algérie, Maroc et Tunisie) sont confrontés depuis I'Indépendance a
une hausse continue de la demande intérieure en produits laitiers, étant donné une dynamique
démographique vigoureuse et I'urbanisation des populations (Srairi et al., 2007a).

Les rares recherches systémiques conduites dans ce domaine insistent sur le manque de
spécialisation laitiere (Srairi et al., 2007 b).

Le lait produit par les exploitations des vaches laitieres situées en dehors des oasis est vendu
directement aux consommateurs, ou il est consommé a la ferme, par les membres de la famille
des éleveurs (Srairi etal., 2013).

Le lait cru produit localement n’entre que pour une trés faible part dans Iactivité des
laiteries. Ainsi, en I'espace d’une décennie, la part de lait cru produit dans les exploitations

n’est entrée que pour une proportion de 6 % dans la production industrielle (Amellal, 2000).
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Tableau 2. Principaux indicateurs des chaines de produits laitiers dans les pays du
Maghreb (2010) (Srairi etal., 2013).

Indicateurs Algérie  Maroc  Tunisie

Nombre de bovins (x 1000) 1,600 2,800 600,000
Vaches laitieres de race pure (en%) 17,000 23,000 55,000
La production de lait de bovins (x 103 tonnes) 1,811 1,900 1,059
Lait non bovin dans la production globale de lait (%) 21,300 5,100 3,700
Taux de collecte de lait formelle (%) 14,000 65,000 63,000
Nombre d’unités industriel de transformation du lait 144,000 44,000 41,000
La consommation moyenne annuelle de lait (Kg par habitant) 100,000 55,000 110,000
Taux d’autosuffisance dans les produits laitiers (en %) 49,000 89,000 95,000

La qualité du lait cru demeure un élément important dans I'évaluation de la performance de
chaines laitieres, c'est en général est défini par les composants chimiques tels que graisses et de
protéines contenu qui sont le résultat de lalimentation pratiques, la race, et stade de lactation
(Srairi etal., 2009 a).

Les références existantes sur la qualite du lait dans le Maghreb région indiquent que les
caractéristiques les plus évidentes de lait cru dans les systémes de bovins du Maghreb est sa
qualité hygiénique pauvres, comme son la charge microbienne est généralement 100 fois plus
important que normes internationales. Cela est d(ia une mauvaise hygiéne au niveau de la ferme
(Aggad et al., 2009).
|.2 La glande mammaire de ’anatomie a la physiologie de I’infection

La glande mammaire aévolué dans toutes les espéces de mammiféres pour nourrir le jeune
nouveau-né. Toutefois, les animaux laitiers tels que la vache, par le biais de la sélection
génétique et le progres de la technologie de la traite, la glande mammaire ou pis donne
maintenant beaucoup plus de lait qu'un veau peut en consommer et des quantités beaucoup plus
importantes que lorgane d'origine a été congu pour I'accueillir (Nickerson, 1995).

La mamelle de la vache est une glande exocrine tubulo-alvéolaire composée de quatre
quartiers indépendants, située sur la face ventrale de I’animal (Frandson et al., 2009).

Chacun des quatre quartiers fonctionne en tant qu'entit¢ distincte au sein de la glande
mamelle et a son propre tissu sécrétoire du lait. Réceptionnant une grande circulation du sang
(400 litres de sang pour produire chaque litre du lait) et chargée avec du lait stocké, la mamelle
en lactation peut atteindre souvent un poids de 50-75kg.

Le soutien de ce poids massif est fourni par des ligaments suspensifs, fibreux, denses qui
s’imsérent dans le bassin et les tendons de la paroi abdommale. Les ligaments sont répartis

latéralement et ventralement sur la mamelle, puis vers lintérieur pour rejoindre le ligament
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médian apparié. Ceux-ci forment une double cloison verticale séparant la glande de gauche de
celle de droite (Blowey et al., 2010).

Le ligament médian est trop important. S’il est faible, on aura une mamelle suspendue et
des trayons a proximités du sol ; ce qui entrainerait des difficultés pour la traite et, une

exposition accrue aux agents pathogenes

Pelwic floor

Deep
lateral
ligament

Median
ligament

Superficial
lateral
ligament

Figure 2. La suspension de la mamelle (Blowey et al., 2010).

1.2.1 Le systéme alvéolaire

Le lait est sécrété dans des vésicules appelées alvéoles ou acini. Organisées en grappes,
elles sont entourées d’un tissu conjonctif et adipeux trés vascularis€é appelé stroma. Elles
s’ouvrent sur des arborisations canaliculaires : les canaux galactophores qui drainent le lait de
son lieu de sécrétion vers la citerne du pis et le trayon. L'alvéole est entoure extérieurement par
une trame de cellules myo-épithéliales et intérieurement par une couche de cellules cuboidales
- les lactocytes qui sont le lieu de synthese du lait. Chaque alvéole irrigue la citerne de la glande

via des canaux galactophores (Figure 3). (Frandson etal., 2009 ; Hanzan, 2015).
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Figure 3. La structure de la mamelle et des trayons (Blowey etal., 2010).

1.2.1.1 Les canaux galactophores

Les petits canaux galactophores qui drainent chaque alvéole se rejoignent pour former des
canaux tertiaires. Ces derniers se rassemblent en canaux secondaires puis primaires qui
aboutissent a la citerne de la glande. Des cellules myoépithéliales entourent I'épithélium des
canaux et des alvéoles et se contractent sous I'action de I'ocytocine, provoquant I'éjection du
lait.
1.2.1.2 La citerne de la glande mammaire

Chaque quartier comprend a sa base une citerne qui renferme un litre de lait environ. La
citerne correspond aune dilatation des canaux galactophores en sinus et en poches. Au moment
de la traite, 60 % du lait se trouve dans les aléoles, 20 % dans les canaux et 20 % dans la

citerne. La citerne du pis est séparée du sinus du trayon par un repli annulaire renfermant un
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tissu érectile veineux avec des lymphocytes (plexus veineux proximal ou anneau veineux de
Furstemberg). Ce dernier peut surtout en fin de traite constituer un obstacle au passage du latt.
1.2.1.3 Les trayons

A la base de la citerne de la glande mammaire se trouve le trayon (ou pis) par lequel est
éjecté le lait. Le trayon représente le premier contact ouvert entre le milieu extérieur et
Pintérieur de la glande. A Pextrémité inférieure du trayon se trouve le canal du trayon. Il
constitue un élément de résistance important. Les fibores musculaires lisses associées aux fiores
¢lastiques et a celles de collagéne se condensent a I'apex du trayon en un sphincter assurant
normalement locclusion du canal. Il constitue ainsi la premiere protection de la glande face
aux agents pathogénes (Frandson et al., 2009 ; Hanzan, 2015).
1.3 Physiologie de la descente du lait

Toute stimulation tactile des trayons déclenche immédiatement un influx nerveux en
direction du systéme nerveux central. Une fois stimulée, la posthypophyse libére I’hormone
ocytocine. Cette hormone, transportée par voie sanguine, provoque la contraction des cellules
myoépithéliales des acni mammaires et I'éjection du lait alvéolaire dans les canaux
galactophores puis dans la citerne du pis. Un deuxieme réflexe nerveux autonome local qui a
pour effet une dilatation des canaux galactophores et du sphincter des trayons, avec
augmentation du débit sanguin du pis. L’¢jection des premiers jets de lait représente la meilleure
stimulation tactile destrayons avant la traite. La descente du lait peut également étre déclenchée
par des stimuli visuels ou auditifs (vue du veau) (Amstalden et al., 2015).

1) Le mécanisme d'éjection du lait est initié par une stimulation (lallaitement ou la
traite).

2) Le trayon contient des neurones sensoriels et des impulsions de ces neurones se
déplacent atravers les nerfs afférents a I'hypothalamus.

3) Les nerfs dans les noyaux para-ventriculaires sont stimulés, et les terminaux dans
le lobe postérieur de 'hypophyse libérent l'ocytocine.

4) L'ocytocine pénétre ensuite dans le sang et il est delivré a la glande mammaire.

5) Les cellules cibles pour l'ocytocine sont les cellules myoépithéliales qui entourent
laléole. La contraction de ses cellules provoque I'impulsion et la sortie du lait a

partir des aléoles vers les petits conduits et ensuite dans les conduits plus larges.
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Figure 4. L'anatomie etla physiologie de I'éjection du lait (Senger, 2005)

L'effet net de la contraction simultanée des cellules myoépithéliales sur toute la glande
mammaire est de fournir du lait pour les gros canaux et la citerne glandulaire de sorte qu'il est
disponible pour le retrait par la traite.

I.4 La mammite bovine
1.4.1 Définition et conséquences

La mammite est un état mflammatoire d’un ou de plusieurs quartiers de la mamelle
(Hanzen, 2015).

C’est une maladie multifactorielle de la glande mammaire des vaches laitieres, qui se

produit dans la majorité des vaches au moins une fois par an (Hamann et al., 2010).

11
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Elle est causée par des agents physiques ou chimiques. Cependant, la majorité des cas sont
infectieux et généralement causés par des bactéries.

Le degré de gravit¢ est clinique ou subclinique, I'évolution est chronique, aigué ou
suraigué, la terminaison c’est-a-dire la guérison apparente ou réelle ou la mort de I'animal
(Markey et al., 2013 ; Hanzan, 2015).

En médecine vétérinaire, la mammite bovine est considérée comme lune des maladies les
plus courantes et économiquement importante affectant les troupeaux laitiers atravers le monde
(El-Ashker et al., 2015).

La mammite nuit a la qualitt du lait, le bien-étre de la vache ; elle conduit a une
augmentation des risques de résidus d’antibiotiques, et elle est trés ennuyeuse pour les
agriculteurs dont la routine de travail est dérangée, et pouvant avoir un effet négatif sur limage
de l'industrie laitiere, et possédant des impacts financiers (Lam et al., 2013).

La définition de la mammite repose aussi sur le nombre de cellules somatiques du premier
jet de lait du quartier. Les criteres de définition de la mammite ont changé a partir d'un seuil de
cellules somatiques de 500.000 cellules par ml, avec ou sans détection des agents pathogenes,
fixés par la Fédération internationale de lindustrie laitiere en 1967, au seuil courant de 100.000
cellules par ml.

Cependant, la limite acceptable du nombre de cellules somatiques dans le lait peut varier
en fonction du pays et les exigences des entreprises de transformation du lait (Markey et al.,
2013).

1.4.2 Le diagnostic de lamammite

La détection de la mammite clinique dépend de I'examen de la glande mammaire et sa
séerétion. La quantité et 'aspect du lait changent reflétant une perturbation des fonctions de
sécrétion. La glande affectée peut montrer un gonflement, une chaleur, une douleur et/ ou une
dureté. La sécrétion peut étre coagulée, séreuse ou, occasionnellement, tachée de sang.

Il est important que les vaches laitieres soient examinées avant chaque traite pour détecter
les signes des mammites cliniques. Cela permet que le lait anormal soit jeté et de donner a
I’'animal touché une thérapie le plus rapidement possible pour réduire les dommages de tissus
et donner ainsi des taux de guérison plus élevés, et enfin de minimiser les risques de transfert
de linfection (Andrews et al., 2008).

1.4.3 Symptomatologie de la mammite

Classiguement, on distingue trois types de symptémes (Hanzen, 2015) :

12
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e Lessymptdmes genéraux : on observe des modifications de I'état général telles
une perte de I'appétit, une absence de rumination ou de la ficvre. Ce sont les signes
d’une intoxination.

o Les symptdmes locaux : observés au niveau de la mamelle avec des signes de
I'inflammation (rougeur, tuméfaction, douleur et chaleur), atrophie d’un quartier.

e Lessymptomes fonctionnels : traduisant Iatteinte de la fonction de sécrétion et se
manifestant par des modifications macroscopiques de la quantité et de la qualité du
lait et/ou des modifications microscopiques telles que les concentrations en germes
ou en cellules.

1.4.4 La gravité de lamammite

Les cas cliniques sont désignés comme légers, modérés ou severes, correspondant a la
présence ou labsence de signes locaux et systémiques (Tableau 3).

L’enregistrement du score de gravité de chaque cas est utile dans la prévention, I'évaluation

et les pratiques de détection, ainsi que les résultats du traitement.

Tableau 3.le systeme de notation de la gravité pour la mammite (Roysteretal., 2015)

Le score La description

Faible Lait anormal (des caillots, flocons, aqueux)
Modéré  Lait anormal et des signes d'inflammation de la mamelle (la chaleur, gonflement,
douleur)

Sévere Maladie systémique (la fievre, la deshydratation, la faiblesse, linappétence)

1.4.5 Syndromes cliniques de la mammite

Selon (Markey et al., 2013) les principaux types de mammites cliniques sont :

 Suraigué : des signes locaux tres importants : gonflement, douleur, chaleur et des
sécrétions anormale de la glande mammaire sont accompagnés par des signes de perturbation
systémique tels que fievre, la dépression, l'anorexie, faiblesse et un rapide pouls faible. Les
signes sont ceux d'une toxémie ou septicémie, elle est d’apparition brutale et d’évolution rapide.

La mammite gangreneuse est incluse dans cette catégorie. L’inflammation du quartier
infecté est tres importante et conduit a la nécrose de celui-ci, aprés apparition d’un sillon
disjoncteur ; le quartier apparait froid et généralement d’aspect bleuté

* Aigus : des changements dans la glande mammaire sont similaires a ceux de la mammite
suraigué mais les signes systémiques sont beaucoup moins séveres.

La mammite séche ou la mammite « d’été » est incluse dans cette catégorie. Elles touchent
le plus souvent les vaches taries ou les génisses, avec une hyperthermie importante (40°C), le

quartier touché est trés dur et le lait peut prend un aspect totalement purulent. Une odeur forte
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accompagne souvent ce type de mammite et doit alors faire suggérer une infection par
Arcanobacterium pyogenes.
e subaigué : aucune réaction systémique et les changements dans la glande sont
moins marqués ; on observe un lait légerement séreux, avec presence de grumeaux.
e chronique : il n'y a pas de signes systémiques et tres peu de signes extérieurs du
changement dans la mamelle avec une évolution lente vers latrophie du quartier
infecté, mais une sécrétion anormale de la glande se produit par intermittence.
e subclinique : linfection de la glande mammaire est détectable seulement par
culture bactérienne ou par des tests de comptage des cellules somatiques du lait.

Pour la mammite subclinique un comptage des cellules somatiques dans des échantillons
composites de lait (lait des 4 quartiers) de plus de 200.000 cellules / ml est couramment utilisé
pour indiquer que l'un ou plusieurs quartiers sont infectés (Royster et al., 2015). Elle ne présente
aucun des signes précédemment évoqués : I’état général est parfaitement normal, la mamelle,
cliniquement est saine. Ce type de mammite résulte de I’évolution de foyers infectieux au sein
du parenchyme, créés par des germes dont 'organisme n’arrive pas a se débarrasser (Hanzen,
2015). 1l n'y a pas de changement macroscopique du lait donc elle est asymptomatique.

Staphylococcus aureus est connu pour causer un pourcentage élevé (jusqua 50% du
cheptel) d’infections subcliniques dans les troupeaux laitiers (Markey et al., 2013).

Le stade subclinique peut évoluer pendant tres longtemps parfois sur plusieurs lactations
et aboutir a une fibrose plus ou moins importante des quartiers atteints (mammite clinique
chronique) (Hanzen, 2015).

Néanmoins, I'examen cytologique du lait pendant l'infection subclinique du quartier met
en évidence une augmentation parfois considérable du nombre de polynucléaires. De méme,
son analyse biochimique reévele la présence de modifications parfois trés importantes de la
composition du lait, qui réduit le rendement en lait et excréte l'organisme infectant.

1.4.6 Dynamique de I'infectiondu troupeau

La Figure 5 illustre la dynamique de maladie affectant la mamelle au sein du troupeau. Les
glandes mammaires peuvent étre placées dans I'une des trois catégories : non infectées, une
infection subclinique ou une infection clinique. Les proportions relatives des animaux dans ces
catégories varient entre troupeaux. Le type de lagent pathogene influe également sur la

dynamiq ue.
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Pour par exemple, les infections coliformes ont tendance a devenir rapidement des
infections cliniques, tandis que les infections a Staphylococcus aureus persistent souvent
comme des infections subcliniques pendant des semaines ou des mois (Andrews et al., 2008).

Pour chaque cas de mammite clinique, il y a en moyenne 20 a 40 cas de mammites

subcliniques (Hanzen, 2015).
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Figure 5.Motif de I'infection intra mammaire dans un troupeau laitier (Andrews et al.,
2008).
1.5 Etiologie de la mammite

Le lait cru est utilisé par un grand nombre de familles d'agriculteurs et de travailleurs et par
un segment croissant de la population en général qui croit que le lait donne des effets bénéfiques
pour la santé (Zeinhom etal., 2014).

Mais en médecine Vétérinaire, la mammite bovine est considérée comme l'une des maladies
les plus courantes et économiquement importantes affectant les troupeaux laitiers a travers le
monde (El-Ashker et al., 2015). La mammite est provoquée par un large spectre d'agents
pathogenes qui pénétrent dans le canal du trayon et se multiplient dans la citerne de la mamelle
(Carrillo-Casas et al., 2012). Ce large éventail d'organismes comprend : les bactéries, les
champignons et les algues (Ferreira etal., 2013).

Toutes les vaches laitieres sont exposées a des micro-organismes multiples qui peuvent
provoquer une mammite. Pourtant, le niveau de l'exposition montre une grande variation entre
les vaches et les troupeaux, en fonction des conditions d'hygiéne et I'environnement de la vache
(Hamann et al., 2010).

L'importance des principaux pathogenes de la mammite a changé au fil du temps,
probablement en raison des changements marqués dans lindustrie laitiere, et il varie entre non
seulement les pays, mais aussi entre les formes de la mammite. Les mammites subcliniques

sont plus répandues que la mammite clinique (Dieser et al., 2014).
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1.5.1 Caractéristique générale

Plus de 150 organismes différents ont été impliqués dans la mammite bovine, la majorité
des cas sont causés relativement par un nombre réduit d'especes (Green et al., 2012).

Les techniques microbiologiques ont permis une détermination précise de l'identité de la
plupart des agents pathogénes de la mammite. Basés sur leur épidémiologie et la
physiopathologie, ces agents pathogenes ont été classés comme : contagieux, opportunistes de
la peau des trayons, et la mammite environnementale (Radostits et al., 2006).

Il est d'usage de désigner la mammite selon lorigine des organismes. La mammite
contagieuse est causée par des bactéries qui résident principalement dans la glande mammaire
de vaches alors que la mammite environnementale est associée ades micro-organismes qui sont
presents dans lenvironnement (Tableau 4). Autrefois, la mammite contagieuse représentait

pour la plupart des foyers de la maladie (Quinn et al., 2011).

Tableau 4 . Résumé des principaux agents pathogénes de la mammite bovine et leur
classification historiqgue comme contagieuse ou environnementale (Green etal., 2012).

Les pathogenes Contagieuses Les pathogenes environnementaux
Streptococcus agalactiae Escherichia coli

Streptococcus dysgalactiae Streptococcus uberis
Staphylococcus aureus Klebsiella spp.

Mycoplasma spp. Autres entérobactéries

Corynebacterium spp.
Staphylocoques a coagulase négative

Chez les agents pathogenes contagieux, I'infection mammaire se transmit d'une vache a
I'autre pendant la traite (Kivaria et al., 2007a).

Les pathogenes environnementaux sont ubiquitaires, envahisseurs opportunistes de la
glande mammaire ; leur réservoir principal est environnement (Schukken et al., 2005).

Bien qu'une telle catégorisation reflete I'épidémiologie de la mammite dans les troupeaux
laitiers et les pratiques susceptibles d'étre efficaces dans le contréle des pathogenes particuliers

Au sein d'un troupeau, il y a un nombre croissant de preuves pour suggérer que la situation
ne peut étre aussi claire comme le pensait auparavant (Bradley, 2002).

En effet, I'épidémiologie des pathogénes de la mammite peut étre mieux représentée par
une échelle mobile ou l'equilibre de la transmission contagieuse etenvironnementale se déplace

progressivement, plutot que sur la base d’une dichotomie des espéces (Zadoks, 2003).
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Tableau 5. La mammite bovine : principaux agents étiologigues, source habituelle et
types cliniques (Markey etal., 2013).

Agent étiologique

Source habituelle

Type clinique de la
mammite

Staphylococcus aureus

Streptococcus agalactiae

Streptococcus dysgalactiae
Streptococcus uberis

Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae,
Enterobacter aerogenes

Mycoplasma bovis,
M.bovigenitalium, autres
especes des Mycoplasmes

la glande mammaire d'autres

vaches, des Iésions de Ila
mamelle, la peau et les
muqueuses

Intra  mammaire dans les
canaux galactophores

Cavite buccale et des organes
génitaux des bovins

Peau, les amygdales, le vagin,
les matieres fecales

Feces, la sciure de bois et
d’autres litieres. La maladie
des vaches logées

Les voies respiratoires et les
mugueuses

Subclinique, chronique, aigué
et suraigué, y compris la
mammite  gangreneuse. Un
pourcentage élevé de porteurs
subcliniques peut se produire
dans un troupeau

Aigué ou chronique avec des

cas cliniques  récurrents.
L'infection peut survenir chez
les génisses

Aigué

Aigué, peut se produire dans
la période séche

‘Mammite coliforme’.
Suraigué (toxémie) se produit
généralement juste apres le
Vélage chez les vaches.
Menacer le pronostic vital.,
Les infections aigués,
chroniques et subcliniques
peuvent également se
produire.

Aligué avec apparition rapide.
La plupart grave chez les
animaux récemment Vélés.
Tous les quartiers souvent
affectés. Chute dramatique
dans la sécrétion de lait, mais
rarement une réaction
systémique

De nombreuses especes bactériennes ont été isolées a partir de cas de mammite bovine

clinique et subclinique, mais historiquement les Staphylocoques, les Streptocoques et les

bactéries coliformes sont considérés comme les principaux pathogénes de la mammite a

I'échelle mondiale (Thomas et al., 2015).

Quelques-uns des nombreux micro-organismes qui peuvent provoquer une mammite

bovine sont résumés dans le Tableau 5. La source et le type de syndrome de mammite sont

indiqués pour chaque agent pathogene.
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1.5.2 Type des agents pathogenes

La mammite bovine est associée a de nombreux agents infectieux, généralement divisés en
ceux qui causent la mammite contagieuse ; des quartiers infectés, ces agents se répandent a
d’autres. Ceux qui sont habitants de la peau normale du trayon et provoquent la mammite
opportuniste, et ceux qui causent la mammite environnementale, et sont habituellement présents
dans 'environnement de la vache et peuvent atteindre la tétine a partir de cette source (Radostits
et al., 2006).

1.5.3 Les agents pathogénes de la mammite contagieuse

La glande mammaire bovine est le principal réservoir d'agents infectieux qui causent la
mammite contagieuse. La source de l'infection est généralement une glande mammaire infectée
(Quinn et al., 2011). Toutefois, les mains de trayeurs peuvent agir en tant que source de S.
aureus. Il 'y a beaucoup de pathogénes pour la mammite contagieuse. Les plus courants sont
Staphylococcus aureus et Streptococcus agalactiae.

La méthode de transmission prédominante est d'une vache contaminée a I’autre par manque
de mesure d’hygiéne de traite, le lait résiduel dans des gobelets trayeurs et Iéquipement de traite
inadapté (Radostits et al., 2006).

Les agents pathogénes de la mammite contagieuses sont caractérisés par leur adaptation a
la glande mammaire et de leur propension a causer une infection intra-mammaire persistante,
et donc de se propager d'une vache a I'autre au cours du processus de la traite.

Staphylococcus aureus est probablement I'agent pathogéne contagieux la plus classique et
la plus fréquente dans les troupeaux laitiers aujourd'hui et est aussi probablement le plus
redoutable a guérir, ce qui entraine souvent une infection subclinique ou chronique et la
nécessité d'abattre la vache touchée (Markey et al., 2013).

La transmission de l'infection se rapporte a des facteurs tels que la capacité d'un pathogéne
particulier pour survivre a I'hote.

Parce que les streptocoques et les Mycoplasmes sont sensibles aux influences de
I'environnement, ils survivent pour des périodes beaucoup plus courtes en dehors de I'hdte que
les Staphylocoques. La sévérité des réponses systémiques locales dans la mammite dépend
directement des caractéristiques de virulence de l'agent pathogene (Quinn et al., 2011).

La capacité de se propager sera en fonction a la fois de la possibilité et de la capacité. La
capacité est influencée par la dose infectieuse et la durée et la persistance de linfection intra-
mammaire. La possibilité de la propagation contagieuse prospérera avec la durée de l'infection,

de I'excrétion accrue et la dose infecticuse minimale (Green et al., 2012).
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Mycoplasma bovis est une cause moins fréquente de la mammite contagieuse ; il provoque
des flambées de mammite clinique ne répondant pas au traitement et, qui sont difficiles a
contrdler. La plupart des épidémies de Mycoplasma bovis sont associées a l'introduction récente
de nouveaux animaux dans le troupeau (Radostits et al., 2006).

1.5.4 Les agents pathogenes opportunistes de la peau des trayons

L'incidence de la mammite clinique légere associée aux bactéries pathogenes qui se
trouvent normalement sur la peau du trayon est en augmentation, en particulier chez les
troupeaux déja contrélés pour les principaux agents pathogenes de la mammite contagieuse.

Traiter les agents pathogénes opportunistes de la peau a la possibilité de créer une infection
intra-mammaire par infection ascendante a travers le canal de trayon.

En conséquence, leur épidémiologie d’infections differe de ceux des agents pathogenes
contagieux et environnementaux, et il est utile de les examiner dans une catégorie distincte. Les
Staphylocoques a coagulase négative sont les plus communs pathogenes opportunistes de la
peau des trayons (Radostits et al., 2006).

1.5.5 Les agents pathogénes de la mammite environnementale

Les bactéries habituellement présentes dans l'environnement, en particulier Escherichia
coli et Streptococcus uberis, sont les organismes les plus fréqguemment isolés a partir de cas de
mammite clinique dans de nombreux pays (Quinn et al., 2011). La période de non-lactation a
été démontrée pour étre d'une importance particuliere dans leur épidémiologie (Bradley et al.,
2000).

La majorité des infections a Escherichia coli se produisent pendant les sept a 10 jours avant
le vélage (Quinn et al., 2011). Les Escherichia coli causent tres souvent de lourdes
inflammations aigués avec des symptomes cliniques (Ferreira et al., 2013).

De méme, certaines souches de Escherichia coli ont été mises en évidence a persister en
intracellulaire dans les cellules épithéliales mammaires, ce qui provoque des épisodes récurrents
de la maladie clinique, tandis que certaines souches de Staphylococcus aureus ont été
représentées a se comporter de maniere plus environnementale (Green etal., 2012).

La contamination de l'extrémité des trayons est un facteur prédisposant majeur pour le
développement de la mammite environnementale (Quinn etal., 2011). La source de ces agents
pathogenes est lenvironnement de la vache. La principale méthode de transmission est
l'environnement de la vache par une gestion inadéquate de ce dernier.

Les exemples incluent : la litiere humide, les lots sales, traites humides de pis, la

préparation inadéquate de I'avant traite pour le trayon et la mamelle, les systémes de logement
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qui permettent des blessures aux trayons, et un mauvais contrdle des mouches (Radostits et al.,
2006).

Typiquement, la mammite environnementale est de plus courte durée que la mammite
contagieuse. En outre, les infections sont susceptibles d'étre cliniquement évidentes en
particulier celles provoquées par les bactéries coliformes dans lesquelles il peut y avoir des
signes cliniques seéveres (Quinn et al., 2011).

La mammite causée par Streptococcus uberis est particulierement associée avec une literie
de vaches avec de la paille. Lorsque la sciure et les copeaux de bois sont utilisés pour la literie,
les espéces Escherichia coli sont souvent isolées chez les vaches infectées. Le taux d'infection
est généralement plus élevé chez les bovins logés que ceux sur les paturages bien que
Streptococcus uberis a été isolé a partir des paturages intensivement paturés en chiffres
similaires a ceux trouvés dans la litiere (Quinn et al., 2011).

Des recherches récentes ont démontré une variation nette dans la capacité de différentes
souches de la méme espece de se comporter tres differemment ; par exemple, certaines souches
de Streptococcus uberis sont capable de provoquer une infection intra-mammaire chronique
que d'autres qui se comportent d'une maniére plus classique de I'environnement (Green et al.,
2012).

En revanche, les pathogénes environnementaux de la mammite sont considérés comme des
envahisseurs opportunistes a partir d'un réservoir environnemental, linfection persistante est
probablement relativement rare en comparaison avec les agents pathogenes de la mammite
contagieuse.

Cependant, dans les troupeaux ou les agents pathogénes de la mammite contagieuse
classique sont sous contrble, les agents pathogénes environnementaux peuvent étre une cause
importante de maladie clinique récurrente (Bradley etal., 2001).

Cependant, dans des conditions de production laitiere tres modernes, il se peut que la
majorité des agents pathogenes de la mammite clinique appartiennent au groupe des bactéries
de I'environnement (Hamann et al., 2010).

Ces bactéries sont isolées a partir de la peau, I'extrémité des trayons, ou ils peuvent avoir
acces a la glande provoquant une infection intra-mammaire.

Il est important de noter que certains facteurs microbiens, hotes et / ou les facteurs
environnementaux peuvent inciter les agents pathogenes environnementaux a se comporter
comme contagieux ou vice versa (Pyorala et al., 2009).

Les Staphylocoques a coagulase négative et Corynebacterium bovis sont assez

fréquemment isolés & partir d'échantillons de lait. Corynebacterium bovis provoque une
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infection persistante de I'épithélium du canal du trayon et une augmentation légere mais
significative de la numération des leucocytes. Parce que Corynebacterium bovis est sensible
aux désinfectants utilisés pour le trempage des trayons ; il a été suggéré que la présence ou
l'absence de la bactérie serait utilisée pour surveiller l'efficacité de la procédure du trempage du
trayon dans un troupeau (Markey et al., 2013).

L’évaluation périodique des bactéries associées a la mammite est nécessaire. En effet,
jusqu'a récemment, les Staphylocoques a coagulase négatifs ont été considérés comme moins
virulents et principalement associée a la mammite subclinique. Pourtant, plusieurs études en
Europe et en Amérique du Nord révelent maintenant que les Staphylocoques a coagulase
négatifs peuvent causer la mammite clinique (Kateete et al., 2013).

Les Staphylocoques a coagulase négative sont de faible pathogénicité bien que certaines
souches isolées a partir de cas de mammite aient la capacité invasive produisant de la toxine.
Ce groupe d'organismes peut provoquer des problemes avec augmentation du nombre de
cellules somatiques dans des troupeaux ou d'autres agents pathogénes de la mammite bien
contrblés. Les espéces les plus fréquemment isolées sont Staphylococcus hyicus et
Staphylococcus chromogenes. Il a été suggéré que la présence de staphylocogques a coagulase
négative peut étre avantageuse pour I'héte car ils ont tendance a occuper les sites de fixation
dans le canal du trayon requis par les Staphylocoques pathogénes a coagulase positive (Markey
et al., 2013).

1.5.6 Les agents majeurs contre les agents pathogenes mineurs

Historiquement, ainsi que la classification des agents pathogenes par le comportement
épidémiologique, les organismes ont également été classés comme agents pathogénes
«mineurs» ou «majeure» (Green et al., 2012).

Les agents pathogénes majeurs (ceux qui causent la mammite clinique) et les agents
pathogenes mineurs (ceux qui causent normalement la mammite subclinique et provoquent
moins fréquemment la mammite clinique) (Radostitis et al., 2006).

Globalement, les Staphylocoques sont des agents responsables de la mammite les plus
courants chez les vaches (Segura et al., 2007).

lls sont suivis de prés par les Streptocoques et Escherichia coli dans laquelle certaines
espéces ou les paraméetres peuvent avoir une fréquence similaire ou plus élevée que celui de la
mammite staphylococcique.

Moins fréquemment, d'autres bactéries Gram-positif (Actinomyces spp., Corynebacterium
spp., Bacillus spp., Mycobacterium spp., Enterococcus spp., Clostridium spp.) et des bactéries
Gram-négatives (Klebsiella spp., Enterobacter spp., Citrobacter spp., Serratia spp., Proteus
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spp., Pasteurella spp.) et des mycoplasmes peuvent étre impliqués dans létiologie de la
mammite. Tous cas de moisissures ou de levures sont rares.

Chez les animaux laitiers, les agents pathogenes causant la mammite sont classés en
fonction de leur comportement épidémiologique contagicux et de ’environnement (Contreras
et al., 2011).

1.5.7 Les agents pathogénes majeurs

Les germes pathogénes majeurs contagieux comprennent le Streptococcus agalactiae et
Staphylococcus aureus et Mycoplasma bovis (Radostits et al., 2006 ; Hanzen 2015).

Les germes pathogénes majeurs d’environnement Escherichia coli, Streptococcus uberis,
Streptococcus dysgalactiae, Klebsiella spp (Hanzen, 2015).

La mammite causée par S. aureus est la plupart du temps moins sévere, mais peut
éventuellement se transformer en une infection chronique avec une persistance tout au long de
la vie de la bactérie.

Certaines infections a Staphylococcus aureus peuvent également causer la mammite
subclinique sans symptomes cliniques apparents (par exemple, le gonflement de la mamelle,
les flocons de lait, de la fievre) et seulement la détection intermittente des bactéries dans le lait
jumelé avec le nombre de cellules somatiques élevées (Petzl et al., 2008).

Le Streptocoque agalactiae, c’est un parasite obligé de la glande mammaire. 1l est surtout
présent dans le lait et les quartiers atteints mais également au niveau des plaies du trayon, et
dans le milieu extérieur ou il peut persister durant 3 semaines. Avec la Staphylocoque, il
constitue la principale cause de mammite subclinique. A I'inverse de celle provoquée par le
Staphylococcus aureus, la durée de I'infection est plus courte. C’est le seul germe qui fait
augmenter de maniére significative le comptage bactérien du lait (Hanzen, 2015).

Divers mycoplasmes ont été rendus responsables de mammites. Mycoplasma bovis est le
plus fréguemment isolé. La survie de ces germes est habituellement courte dans le milieu
extérieur. lls peuvent néanmoins persister pendant une semaine dans le matériel de traite et un
mois dans les litieres. Il existe de nombreux porteurs asymptomatiques. La contamination se
fait essentiellement par la traite. Les vaches taries et en lactation peuvent étre atteintes. Les
manifestations peuvent étre cliniques ou subcliniques (Hanzen, 2015).

Les Streptococcus environnementaux comprennent Streptococcus uberis et Streptococcus
dysgalactiae, qui sont les plus répandus ; la moins répandu est Streptococcus équin

(anciennement dénommé Streptococcus bovis).
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Les coliformes environnementaux comprennent la bactérie Gram-négative Escherichia
coli, Klebsiella. spp et Enterobacter. spp, la mammite a Actinomyces pyogenes peut étre un
probleme important dans certains troupeaux (Radostits et al., 2006).

Les coliformes ont été classiquement associés a la mammite sévere résultant en des signes
systémiques a la suite de libération d'endotoxines.

Cependant, bien que plus susceptibles de provoquer une maladie systémique que les
pathogenes Gram-positifs, la grande majorité des mammites a coliformes (>90%) ne se
traduisent pas par une maladie clinique suraigué (Bradley et al., 2001).

1.5.8 Les agents pathogenes mineurs

Les agents pathogénes mineurs sont souvent associés a la colonisation du canal de trayon
et sont des commensaux ordinaires de la peau des trayons, il n’est donc pas surprenant qu’ils
soient aussi souvent isolés dans des échantillons de lait (Green et al., 2012). lls causent rarement
des mammites cliniques (Radostits et al., 2006). Les agents pathogenes mineurs ont été
caractérisés par leur propension aengendrer uniqguement une réponse immunitaire douce (Green
et al., 2012).

Les Staphylocoques a coagulase négative et Corynebacterium bovis sont considerés
comme des agents pathogenes mineurs.

Les infections par ces organismes provoquent une inflammation modérée avec un nombre
de cellules somatiques supérieures a ceux des glandes non infectées par seulement deux au
triple. Les infections pathogenes mineures sont rarement associées aux changements de
composition, ou une diminution spectaculaire de la production de lait (Harding et al., 1995).

Les Staphylococcus a coagulase négative, tels que Staphylococcus hyicus, Staphylococcus
chromogenes, sont généralement isolés a partir d'échantillons de lait et le canal du trayon.
Staphylococcus xylosus et Staphylococcus sciuri sont trouvés dans I'environnement
Staphylococcus warneri, Staphylococcus simulans et Staphylococcus epidermidis font partie de
la flore normale de la peau du trayon (et sont des pathogenes opportunistes de la peau du
trayon). La prévalence de Staphylocoques acoagulase négative est plus élevée chez les génisses
en premiere lactation que les vaches, et plus immédiatement apreés le vélage que dans le reste
de la lactation.

Corynebacterium Bovis est également un agent pathogéne mineur ; il est faiblement
pathogene et le réservoir principal est la glande ou le canal du trayon infecté. Toutefois, dans
certains troupeaux, Corynebacterium Bovis semble étre une cause commune de la mammite
clinique légere. La présence de Corynebacterium Bovis dans une glande permettra de réduire
la probabilit¢ d'une infection subséquente avec Staphylococcus aureus (Radostits et al., 2006).
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L'importance desagents pathogénes mineurs dans la susceptibilité a linfection par un agent
pathogene majeur de la mammite est une zone mal comprise, avec un certain nombre de
documents qui présentent des résultats contradictoires (Huxley et al., 2003).

Le raisonnement derriére le rble des agents pathogénes mineurs est qu'ils peuvent réduire
la probabilit¢ d’une super-infection par un agent pathogéne majeur, soit directement par
lexclusion compétitive ou indirectement par élevation de la concentration des cellules
somatiques (Green et al., 2012).

Le role des agents pathogénes mineurs comme des causes importantes de linfection intra-
mammaire et la mammite clinique est vivement débattue.

Alors que dans certains pays, les Staphylocoques a coagulase négative sont associés a la
maladie clinique (notamment en Scandinavie) dans d'autres pays leur rble est équivoque.

En revanche, Piepers et al., (2011) n’ont constaté que les génisses infectées par les
Staphylocoques acoagulase négative en début de lactation ne cause pas I'infection du troupeau.
1.5.9 Les agents pathogenes rares de lamammite

Les cas individuels ou des flambées sporadiqgues de mammite sont causées par
Pseudomonas spp., Actinomyces pyogenes, Serratia spp., ou d'autres agents pathogénes
inhabituels (Harding et al., 1995).

Beaucoup d'autres bactéries peuvent causer la mammite sévere, qui est généralement
sporadique et affecte habituellement seulement une vache ou quelques vaches dans le troupeau.
Ceux-ci comprennent Nocardia spp, Pasteurella multocida, Campylobacter jejuni et d'autres
bactéries Gram-négatives, y compris Citrobacter spp., Enterococcus spp, Proteus spp.

Les bactéries anaérobies ont été isolées a partir de cas de mammite, généralement en
association avec d'autres bactéries facultatives, par exemple, Clostridium sporogenes et
Fusobacterium necrophorum.

Les infections fongiques comprennent Trichosporon spp., Aspergillus jumigatus,
Aspergillus nidulans., les infections a levures comprennent Candida spp., Cryptococcus,
Saccharomyces neojormans. spp.

Les Infections par les algues comprennent Prototheca trispora et Protothcca zopfii.
Leptospiras, y compris, Leptospira interrogans seérovar. Pomona, et surtout Leptospira
interrogans hardjo, causent des dommages aux vaisseaux sanguins dans la glande mammaire
et d'anormalité brute du lait. lls sont plus correctement classés comme maladies systémiques
avec des manifestations de la glande mammaire.

Certains virus peuvent aussi causer la mammite chez les bovins, mais ils sont de peu
d'importance (Radostits et al., 2006).
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Nous concluons qu’est trop simpliste de considérer la glande mammaire bovine comme un
environnement aseptique. La mamelle, en tant que surface muqueuse avec une communication
directe avec l'environnement extérieur, aura été contestée par des micro-organismes pour des
millions d'années et alors que certains organismes sont devenus des agents pathogenes et
uniques, adaptée a combler cette niche écologique ; d'autres peuvent avoir adopté un réle plus
bénin de type commensal, Alors que I'on aurait raisonnablement espérer les profondeurs de la
glande mammaire d'étre « stériles », il est raisonnable de s'attendre a une « flore normale »
d'étre présente a la périphérie de la glande (le trayon).

Un défi important réside dans la compréhension du réle de ces organismes, leur impact sur
les mesures de la santé du pis et donc la définition d'une glande mammaire sain.

L'avenir de la lutte réside probablement dans le maintien d'un équilibre sain plutdt que
d'essayer de « bombarder » la mamelle avec des antibiotiques (Green etal., 2012).

1.6 La mammite Staphylococcique chez les vaches laitiéres

En élevage laitier, la mammite représente un défi important.

La mammite subclinique est la forme prédominante dans l'apparition et les Staphylocoques
sont les principaux agents étiologiques en raison de la fréquence et la large diffusion (Zuniga
et al., 2015).

Bien que Staphylococcus aureus ait été décrit comme l'un des agents pathogénes de la
mammite les plus importants chez les bovins, les Staphylocogques a coagulase négative sont de
plus en plus reconnus comme agents étiologiques associés aux infections intra mammaires dans
la plupart des pays (Taponen et al., 2009).

1.6.1 Taxonomie

Le nom Staphylococcus est dérivé du grec en : staphylo (grappe de raisin) et coccus (un
grain ou de baies), donc Staphylococcus (Carl, 2014).

Staphylococcus est classé dans le groupe des Bacillus-Lactobacillus-Streptococcus des
bactéries Gram-positives avec une faible teneur en GC (Bannerman et al., 2007). Le genre
Staphylococcus est maintenant classé dans une nouvelle famille Staphylococcaceae, ordre
Bacillales, classe les bacilles.

Il est un organisme non-motile, sphérique, non-sporulée. 1l est anaérobie facultatif,
catalase-positive, oxydase-négatif et peut se développer dans 10% de NaCl.

Le peptidoglycane de la paroi cellulaire est sensible a la lysostaphine et résistant au
lysozyme (Foster et al., 2015).
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Les Staphylocoques sont des cocci Gram positif ayant un diamétre moyen de 0,8 a 1 um,
qui ont tendance a étre disposés par paires, tétrades, ou plus souvent groupés en amas irréguliers
ou des « grappes » (Markey et al., 2013).

Les Staphylocoques comprennent 45 espéces et 21 sous-especes (Hosseinzadeh et al.,
2014). Les infections a Staphylocoques sont souvent aigués et pyogenes (Markey et al., 2013).

La differenciation entre les Staphylocoques virulents et celle des flores commensales
normales a longtemps dépendu de la production de la coagulase et ce depuis de nombreuses
années faisant partie de l'arsenal diagnostique des microbiologistes (Curtis etal., 2015).

Le genre est subdivisé en Staphylocoques a coagulase positive et Staphylocoques a
coagulase négative sur la base de leur capacité a coaguler le plasma (Thorberg et al., 2009). Le
test de la coagulase est généralement en corrélation avec la pathogénicité (Markey et al., 2013).

Staphylococcus aureus est un agent pathogene zoonotique ubiquitaire d'un intérét
particulier pour la médecine vétérinaire (El-Ashker etal., 2015).

Les inquiétudes sur la mammite a Staphylococcus aureus ne sont pas uniqguement limitées
a l'espéce bovine. En effet, lagent pathogéne peut étre une source d'intoxication alimentaire en
raison de sa capacité a produire des entérotoxines qui peuvent encore étre active apres
traitements thermiques (Scali et al., 2015).

Plus de 15 especes des Staphylocoques a coagulase négative ont été identifiées de cause
les infections intra mammaires chez les vaches laitieres, mais Staphylococcus chromogenes,
Staphylococcus  simulans,  Staphylococcus  xylosus,  Staphylococcus  epidermidis,
Staphylococcus hyicus, et Staphylococcus haemolyticus sont les plus couramment
Staphylocoques a coagulase négative isolés de mammites bovines (Thorberg et al., 2009).

Des études ont montré que les Staphylocoques a coagulase négative isolé a partir de
sécrétions mammaires bovines se composent en outre d’autres espeéces, y compris
Staphylococcus warneri et Staphylococcus sciuri (Gillespie et al., 2009).

Les Staphylocoques a coagulase négative sont les organismes les plus souvent isolés a
partir d'échantillons de lait dans les troupeaux utilisant des procédures efficaces de contrdle de
la mammite. Les Staphylocoques a coagulase négative les plus couramment isolés font partie
de la flore normale de la peau et comprennent Staphylococcus simulans, Staphylococcus hyicus,
Staphylococcus chromogenes, et Staphylococcus epidermidis.

Staphylococcus xylosus, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus sciuri et
Staphylococcus cohnii vivent librement dans l'environnement. Les Staphylocoques a coagulase
négative semblent étre opportunistes et infectent le canal du trayon et la glande mammaire a

partir de sources de la peau ou de I'environnement (Oliver et al., 2004).
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Cependant, leur pertinence clinique est pathogéne lorsquiils sont cultivés a partir du lait.
Cela reste un point de discussion. Certains les considérent comme de Véritables agents
pathogenes de la mammite avec d'importants facteurs de virulence, et la capacité de provoquer
des infections chroniques. D'autres les considerent comme des agents pathogenes mineurs chez
les vaches laitieres (Supré etal., 2011).

Des études plus récentes suggerent que les infections avec les Staphylocoques a coagulase
négative peuvent causer un préjudice plus grave a ce que l'on pensait avant. Une grande
variabilit¢ impliquerait que chez certaines vaches et des troupeaux, les infections des
Staphylocoques a coagulase négative pourraient jouer un role majeur dans la santé de la
mamelle et la qualité du lait (Schukken et al., 2009). Les Staphylocoques a coagulase négative
devraient, cependant, étre considérés comme des agents pathogenes de la mammite et pas
seulement des microbiotes du canal de trayon (Taponen et al., 2009).

1.6.2 La pathogeénicité et la Pathogenése

Comprendre les facteurs impligués dans la pathogenese de la mammite par les
Staphylocoques est d'une importance énorme, car cela permet une orientation améliorée des
mesures de contrOle (Zuniga et al., 2015).

La capacit¢ des Staphylocoques pathogénes a causer une multitude d'infections est
probablement due a I'expression de diverses toxines, des facteurs de virulence et des protéines
d'adhérence a la paroi cellulaire. La bactérie a la capacité de survivre a la phagocytose dans le
pis et provoque souvent une inflammation chronique (EI-Ashker et al., 2015).

La toxine alpha (alpha-hémolysine) est associée a la mammite gangréneuse chez les bovins.
Cette toxine est une toxine porogene et provoque des perturbations lysosomales dans les
leucocytes et influe également sur le muscle lisse, ce qui conduit a une constriction, une
paralysie et finalement une nécrose des cellules musculaires lisses des parois des vaisseaux
sanguins, entrainant une coagulation et une nécrose ischémiques des tissus adjacents. Le
quartier affecté devient violet et froid et finira par se dépouiller, si lanimal survit a la toxémie
(Markey et al., 2013).

La protéine A est une protéine de surface polymorphe considéree comme l'un des facteurs
les plus importants pour la virulence de Staphylococcus aureus (Zecconi et al., 2006).

La protéine A, se lie au fragment cristallisable (Fc) a la région de I’lgG et peut jouer un
role dans la pathogenése des maladies Staphylococciques (Markey et al., 2013).

La protéine A est ancréee a la paroi cellulaire par sortase ou elle inhibe la liaison
opsonophagocytose de la région Fc d’IgG. Lorsqu'elle est libérée dela cellule, elle circule dans
tout le corps et se lie aux déclencheurs de lactivation des lymphocytes B. Cela pourrait
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expliquer pourquoi la mémoire déclenchée aprés exposition a Staphylococcus aureus est

insuffisante pour protéger contre la réinfection (Foster et al., 2015).

Tableau 6. Les principaux facteurs de virulence des Staphylocoques pathogénes en
médecine vétérinaire (Markey et al., 2013).

Les facteurs de virulences

Fonctions

Le coagulase libre (protéine extracellulaire)
La protéine A

La protease
Les entérotoxines (A, B, C,D, E et F)

Les hémolysines (alpha, béta, delta, gamma)

Les lipases et les phospholipases

Le déoxyribonuclease
La staphylokinase

Le syndrome de choc toxique Toxine 1
(TSST-1)

La coagulase liée

La leucocidine

La capsule

Les béta-lactamases

L’hyaluronidase

Le glycocalyx (exopolysaccharides)
Les protéines de surface

La toxine exfoliative A etB
La staphyloferrin B
Les bactériocines (Staphylococcine)

L’adhérance a la prothrombine, transforme le
fibrinogéne enfibrine

L'adhésion au fragment Fc  de
limmunoglobuline G, inhibe la phagocytose
L'hydrolyse des protéines

Neurotoxines avec une activité superantigé ne
sur les lymphocytes T vomisseme nts,
diarrhée, choc

La lyse des globules rouges. La toxine alpha
est une toxine formant des pores, et peut
également avoir un réle dans [l'évasion du
phagosome intracellulaire de S. aureus
L’activité enzymatique sur les lipides et les
phospholipides

Exotoxinequi hydrolyse 'ADN

L’adherence 4 la plasminogéne et la
transforme en plasmine qui a une activité
fibrinolytique et protéolytique. Aides a la
diffusion et de la nutrition

Activité superantigénique

L'adhésion au fibrinogéne
La lyse des leucocytes
Inhibe la phagocytose
L'hydrolyse du cycle
pénicillines

Facteur de diffusion, l'hydrolyse de la matrice
extracellulaire

Inhibe la phagocytose

L'adhésion a la fibronectine, le collagene, la
vitronectine

La dermatite pustuleuse

Sidérophores

Inhibition des bactéries a Gram négatif

béta-lactame des

Suite & lentrée dans la glande mammaire,

les adhésines telles que la protéine A et les

protéines de liaison au fibrinogéne sont susceptibles d'étre importantes dans ladhésion aux

cellules epitheliales mammaires (Castagliuolo et al., 2006).

La leucocidine détruit les neutrophiles et les macrophages chez les bovins.

Les enzymes comprennent la staphylokinase qui est un activateur de plasminogéne ; le

coagulase ce qui provoque la coagulation du plasma in vitro ; I'hyaluronidase (« facteur
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d’étalement ») ; la lipase ; la collagénase ; la protéase ; la nucléases et luréase, peuvent toutes
avoir un role dans la pathogenese des infections staphylococciques.

Le Tableau 6 énumére les principaux facteurs de virulence des Staphylocoques pathogénes.

Staphylococcus aureus a une vaste gamme de facteurs de virulence, ce qui peut aider a la
surmonter ou l'échapper des défenses immunitaires de I'hdte et d'augmenter la sévérité des
infections (Scali et al., 2015).

Des études de facteurs de virulence des Staphylocoques a coagulase négative sont rares, et
certaines especes des Staphylocoques a coagulase négative peuvent posséder des facteurs de
virulence semblables a Staphylococcus aureus tandis que d'autres n’en peuvent pas (Taponen
et al., 2009).

Mais Staphylococcus chromogenes a été signalé pour provoquer la plus sévere mammite
que les autres Staphylocogques a coagulase négative (Capurro et al., 2009).

Les souches des Staphylocoques a coagulase négative produisent également plusieurs
toxines et des enzymes qui pourraient contribuer a la virulence, comme hémolysine,
leucocidine, lipase, protéases, et DNase. Les infections dues aux staphylocoques a coagulase
négative des tissus mammaires présentaient une plus grande infiltration de leucocytes et
laugmentation de stroma du tissu conjonctif (Zhang et al., 2000).

Il a fallu attendre les années 1960 pour que les staphylocoques a coagulase négative,
mannitol négatif et DNase-positifs aient été isolés a partir du matériel clinique (Curtis et al.,
2015).

1.6.3 Identification

Sur la gélose au sang, Staphylococcus aureus se forment des colonies qui sont
généralement pigmentées jaunes, lisses, toutes soulevées et hémolytiques (Foster et al., 2015).

Le plus souvent, la différenciation entre les espéces des Staphylocogues a coagulase
négative est baseée sur la morphologie et les propriétés biochimiques (Devriese et al., 1985).

Ces méthodes pourraient toutefois étre difficiles a réaliser, ce qui pourrait conduire a
Iutilisation de Kits d'identification commerciaux facilement disponibles (Thorberg et al., 2009).

Le test de la coagulase en tube, est un test dans lequel une colonie inoculée dans le plasma
de lapin provoque la coagulation ase produire dans les 4 heures ; la capacité de coagulase pour
stimuler la formation de caillots dans le plasma est une propriété définissant de Staphylococcus
aureus qui a été connue pour plus de 100 ans (Foster et al., 2015).

D'autres especes de Staphylococcus, y compris le Staphylococcus hyicus, peuvent

également étre coagulase positive (Devriese et al., 2005).
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La présence d'une activité de DNase est souvent utilisée comme un substitut marqueur pour
ldentification des Staphylocoques a coagulase positive et en particulier de Staphylococcus
aureus dans des échantillons de lait (Boerlin et al., 2003).

La disponibilité impressionnante de facteurs de virulence comme force de Staphylococcus
aureus ; facilite lapparition de la mammite chronique (Scali et al., 2015). Ces infections
souvent ne répondent pas a la thérapie de routine (EI-Ashker et al., 2015).

Une variété de tests commerciaux d'agglutination au latex et des tests d’hémagglutination,
qui détectent la protéine A, le facteur de l'agglutination (Clumping factor) et d'autres antigenes
de surface sont disponibles, tels que le test d'agglutination au latex Staphytect Plus (Oxoid).

Des systemes de tests commerciaux manuels et automatisés qui incorporent les tests
classiques pour la fermentation, l'oxydation, la dégradation et a 'hydrolyse de substrats telles
que le systeme API Staph (BioMérieux) et les systemes automatisés qui peuvent rapidement
identifier les organismes au niveau de l'espéce et dans certains cas, 'intégration de tests de
sensibilité aux antibiotiques (le systeme automatisé Vitek 2 de BioMérieux) (Foster et al.,
2015).

Cependant ces systemes d'identification phénotypique des especes de Staphylocoques (y
compris les systemes classiques et les tests d'identification commerciale) ; en général entravés
par le fait qu'ils sont dépendants de l'expression d'activités métaboliques ou des caractéristiq ues
morphologiques et ne sont généralement pas aussi précis que les méthodes génotypiques
(Jousson et al., 2007).

Dans la derniere décennie, de nombreuses techniques moléculaires ont été développées et
utilisées pour lidentification et la comparaison des isolats de Staphylococcus aureus dans des
études epidémiologiques.

Parmi ces méthodes, le typage du géne coagulase a prouvé étre un moyen simple et efficace
pour identifier les coagulases positives d’isolats de Staphylococcus aureus animales (Momtaz
et al., 2011).

Le typage du géene coa a été considéré comme simple, exact, suffisamment reproductible,
specifique, facile a interpréter et une méthode discriminatoire pour le typage de Staphylococcus
aureus isolé des sources distinctes (Saei et al., 2009).

L’identification de Staphylococcus aureus, en utilisant l'amplification par PCR du géne
nuc, est considérée comme une méthode d'étalon de choix. Le gene nuc code pour fenzyme de
thermonucléase et lamplification du géne nuc est le potentiel pour le diagnostic rapide de

linfection a Staphylococcus aureus (Ali et al., 2014).
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1.6.4 La mammite aux staphylocoques a coagulase négative protege t- elle le
guartier par rapport a d'autres infections ?

Certains auteurs suggerent que les quartiers infectés par les agents pathogénes mineurs (Les
Staphylocoques a coagulase négative) seraient plus résistants aux infections naturelles
ultérieures dues aux agents pathogénes majeurs (Lam et al., 1997).

D'autre part, ils sont ainsi considérés comme des micro-organismes potentielle ment
intéressants pouvant protéger les quartiers contre les infections intra mammaires avec des
agents pathogenes plus nocifs qui provoquent des infections intra mammaires ou colonisent le
trayon bovin (Supré et al., 2011). lls sont présents en abondance sur les sommets des trayons et
lenvironnement des vaches (Taponen et al., 2008).

En revanche, Compton et al., (2007a) ont montré que linfection intra mammaire du pre-
Vélage, par des agents pathogénes environnementaux, affecte I'immunité de 'hote et augmente
le risque des mammites subcliniques dans la période du post-vélage.

De Vliegher et al., (2004) ont démontré que la colonisation du sommet du trayon par
Staphylococcus chromogenes dans la période du pré-partum chez les génisses laitieres protege
le quartier de la mamelle contre I'augmentation des cellules somatiques au début du post-
partum et inhibe la croissance de Staphylococcus aureus.

De méme Piessens et al., (2011) suggére que les Staphylocoques a coagulase négative
protegent les génisses en début de lactation.

Les mécanismes possibles de cet effet pourraient étre dus a la production des peptides
ribosomiaux comme la bactériocine, qui aun effet inhibiteur contre les bactéries (Coelho et al.,
2007).

1.7 Les mécanismes de défense mammaire

Les mammites chez les bovins sont le plus souvent d’origine bactérienne. Ainsi, il en
résulte une compétition entre les défenses de la mamelle et ’agent bactérien en cause. De cette
lutte résultera la guérison ou I'infection qui peut, dans certains cas, persister a bas bruit donnant
lieu ades individus asymptomatiques.

1.7.1 Les défenses anatomiques

La structure anatomique de la glande mammaire est la premiere ligne de défense contre
I'invasion des microorganismes pathogenes. L’infection survient lorsque les bactéries sont
capables de gagner l'entrée de la glande mammaire via le canal du trayon. Pour cette raison,
lextrémité du trayon est considérée comme la premiere ligne de défense contre les agents

pathogénes envahisseurs (Sordillo, 2005).
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Normalement, le canal du trayon est hermétiquement fermé par le muscle du sphincter, ce
qui empéche lentrée d'agents pathogenes. Elle est bordée de kératine, du matériau cireux dérivé
de Iépithélium malpighien qui a des propriétés antimicrobiennes, tels que les acides gras a
longue chaine, qui aident dans la lutte contre linfection (Viguier etal., 2009).

1.7.2 Les défenses cellulaires

Lorsque les bactéries pénetrent dans le sphincter et le canal du trayon, la deuxiéme ligne
de défense est le systéme immunitaire de ’animal qui se compose de neutrophiles, macrophages
et des lymphocytes (facteurs cellulaires). Le tissu de la glande mammaire est protégé par deux
formes des mécanismes de défense immunitaire : I'immunité innée et limmunité acquise. Les
systémes immunitaires innés et acquis, interagissent étroitement dans une tentative pour fournir
une protection contre les micro-organismes de l'infection mammaire (Oviedo-Boyso et al.,
2007).

Les macrophages, les polynucléaires neutrophiles (PNN) et les cellules T représentent les
populations cellulaires de la glande mammaire saine. Ces cellules sont aussi appelées des
cellules somatiques par opposition aux germes exogenes. Dans les sécrétions de la glande
mammaire saine, les cellules prédominantes sont les macrophages. On suppose que ces
populations de cellules "résidentes” sont bénéfiqgues pour les vaches laitieres, puisque les
macrophages de lait sont en principe susceptibles d'initier la réponse inflammatoire en
phagocytant le pathogéne. Aprés la phagocytose des bactéries, les macrophages sont capables
de sécréter des facteurs qui sont chimiotactiques (cytokines) pour les neutrophiles du sang, et

vont favoriser leur recrutement vers le site de I'infection (Rainard etal., 2003).

Tableau 7 .Types cellulaires rencontrés dans la glande mammaire saine et infectée
(Boutet etal., 2006).

Quartiers TCSL (cellules/ml de latt) CC (%)

Mac Neu Lym CEP
Quartier sain < 200 000 66-88 0-11 10-27  0-7
Quartier infecté > 200 000 9-32 50-95 14-24 0-9

TCSL : Taux de cellules somatiques du lait ; CC : Composition cellulaire ; Mac : Macrophages ; Neu :
Neutrophiles ; Lym : Lymphocytes ; Cep : Cellules Epithéliales.

Les cellules épithéliales de la glande mammaire, qui sont la premiére ligne, pourrait
démarrer la réaction inflammatoire trés tot apres la pénétration des bactéries dans le lait, la
stimulation de I'épithélium par les bactéries, est soit par contact direct (adhésion) ou via les
métabolites irritants ou les toxines. Les cellules épithéliales réagissent en synthétisant la
chimiokine, une molécule douée avec des propriétés chimiotactiques pour les neutrophiles, et

en considére que ces cellules effectrices de lmmunité non spécifique (Rainard et al., 2003).
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En plus du pouvoir phagocytaire dans le site de I'infection, les neutrophiles contiennent de
nombreux granules cytoplasmiques, ces granules contiennent la majorité de protéine dotee
d’activit¢  antimicrobienne (les défensines), présentent une activité bactéricide contre de
nombreuses bactéries gram-positif, Gram négatif (Paape, 2003).

Ainsi, la migration élevée des cellules du systéme immunitaire pour combattre I'infection
provoque par inadvertance linflammation de I'épithélium alvéolaire et rendre ces cellules non
sécrétoires. L’activité¢ des fibroblastes est stimulée, et laugmentation subséquente des
dommages simultanée aupres de I'épithélium alvéolaire conduit a sa régression et a déprimer
lactivité sécrétoire et a la stase du lait (Akers et al., 2011).

Le systeme immunitaire inné représente la premiere ligne de défense dans la réponse de
I'hote a linfection et il est prét immédiatement a reconnaitre et a répondre aux premiers stades
de linfection. En outre, il est capable de répondre a des agents pathogénes non rencontrés
auparavant. Cette réponse est conduite par Paptitude des récepteurs membranaires différents a
reconnaitre les composantes de la paroi cellulaire des bactéries comme les lipopolysaccharide

(LPS), le peptidoglycane (Bannerman et al., 2004).

33



Partie théorique

Chapitre | : Rappel bibliographique

. . -’/'-
A Conective tissue e g
\ e Bpithelial o R
cells —
[ =
‘\
Cistern of l
the gland \
Alveoli Blood }
Keratinized vessel |
epithelium Teat canal Migration through

the endothelium

@) — 4
Sphincter b @ Vessel
muscle teat C \‘ ¢/ T—
Chemokir;e; ;‘ p—
Bacteria Jo ‘&
Neutrophils * o )
@Macrophages "‘:J \ U L
Cytokines o::} \

Endothelial

cells

Figure 6. Schéma de la glande mammaire bovine montrant les facteurs anatomiques les
plus importants qui agissent comme des barrieres de défense (Oviedo-Boyso etal., 2007).

A. Le muscle du sphincter des trayons représente la premiére ligne de défense, tandis que I'épithélium kératinisé
de la citerne du trayon estconsidéré comme la deuxieme ligne.

B. Facteurs solubles et cellulaires qui participent a la réponse immunitaire innée de la glande mammaire. Les
macrophages se trouvant dans les alvéoles phagocytent les bactéries qui pénétrent dans la citerne de la glande
mammaire. Les macrophages activés libérent des cytokines

C. Les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins adjacents aux alvéoles expriment des molécules d'adhésion,
en réponse a des cytokines pro-inflammatoires ; ce qui facilite le recrutement des neutrophiles de sang vers le site
de linfection, afin d'éliminer les bactéries envahissantes.

1.7.3 Les defenses solubles

Le complément est un autre composant de 'immunité mnnée et se compose d'un ensemble
de protéines présentes dans le sérum et le lait. Les protéines qui constituent le systéme du
complément sont synthétisées principalement par les hépatocytes. Les concentrations de
complément sont les plus élevées dans le colostrum, et les glandes mammaires enflammées

(Aitken et al., 2011).
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Selon Rainard (2003) le complément peut contribuer a la phagocytose par trois étapes :

e L'opsonisation des bactéries, par dépdt a la surface des bactéries des fragments
reconnus par des récepteurs sur les phagocytes.

e L'attraction des phagocytes par des complexes qui exercent une activité
chimiotactique.

e Activités bactéricides directes par le dépbt des complexes porogenes sur la surface
des bactéries.

En revanche le complément n’est généralement pas considéré comme un systéme
antimicrobien significatif dans le lait de bovin a cause de ses concentrations faibles (Rainard,
2003).

La lactoferrine est une glycoprotéine reconnue dans le lait, et d'autres sécrétions
épithéliales (Chaneton et al., 2008). Synthétisée par les cellules de I'épithélium glandulaire de
la glande mammaire (Molenaar et al., 1996). Principalement reconnue comme une protéine
bactériostatique et bactéricide grace a sa capacité a chélater le fer ou a se lier a la surface
bactérienne. En conséquence, la lactoferrine est considérée comme un facteur pertinent dans les
mécanismes de défense innée de la glande mammaire contre les infections intra mammaires
(Chaneton et al., 2008).

En plus la lactoferrine avec son effet antibactérien, peut étre utilisée a faible concentration
en combinaison avec plusieurs antibiotiques. L'observation la plus frappante est que cette
glycoprotéine augmente [activité inhibitrice de pénicilline de 4 a 16 fois chez Staphylococcus
aureus résistantes a la pénicilline (Lagasse et al., 2008).

La B-lactoglobuline est une autre protéine qui est présente dans la plupart des mammiféres,
mais est absente chez les humains. Cette protéine possederait un effet inhibiteur sur la
croissance de Staphylococcus aureus (Chaneton et al., 2011).

L'efficacité de la barriere du systtme immunitaire innée est non seulement déterminée si
des nouwvelles infections mammaires se produisent, mais influe également sur la gravité et la
durée de la mammite en agissant sur la nature de la réponse immunitaire adaptative (Aitken et
al., 2011).

Si un agent pathogéne est capable d'échapper ou n’est pas complétement éliminé par le
systeme de défense inné, le systéeme immunitaire spécifique ou acquis est déclenché. 1l est
responsable de reconnaitre les déterminants antigéniques spécifiques d'un agent pathogéne, et
de la mémoire de I’hdte infecté.

Dans le cas ou I'hdte devrait rencontrer le méme antigéne plus d'une fois, un état accru de

réactivité immunitaire se produirait en conséquence de la mémoire immunologique. Dans cette
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étape il y’a une prolifération de lymphocytes B qui produise les anticorps contre les pathogénes
envahisseurs (principalement 1gG et IgM dans le cas de la mammite bovine), en utilisant leurs
récepteurs cellulaires spécifiques de surface pour reconnaitre les agents pathogenes.

Dans la glande mammaire, il est nécessaire que les deux systémes immunitaires (inné et
acquise) doivent étre hautement interactifs et coordonnés afin de fournir une protection
optimale pour la glande mamelle (Sordillo et al., 2002).

1.8 Le diagnostic de la mammite

Il est important que le lait, en tant que produit alimentaire, soit soumis & des tests de
diagnostic et de qualité¢ a tous les stades de la production de la vache a la tasse. Les tests de
diagnostic de la mammite actuellement couramment utilisés dans la ferme sont effective ment
des tests de détection plutét que de diagnostic (Green et al., 2012).

Un diagnostic précoce est d'une importance capitale en raison des colts élevés de la
mammite. La lgislation de I'Union européenne (Reéglement 853/2004) souligne que le lait
sélectionné ala consommation humaine doit provenir d'animaux en bonne santé (Viguier etal.,
2009).

1.8.1 Détectionde la mammite

Inspection de lait pour anomalie est une obligation légale dans de nombreux pays a travers
le monde. Dans sa plus simple détection de la mammite commence par l'observation visuelle
(Green et al., 2012).

Il serait souhaitable que lapparition des sécrétions mammaires puisse identifier les
infections intra-mammaires, mais il ne suffit pas précis (Roy et al., 2009).

La détermination du statut de l'infection de la mamelle est traditionnellement impliquée
Iutilisation des tests de laboratoire standard tels que la culture microbiologique. Bien que ces
tests soient fiables et précis, ils ne sont pas pratiques pour une utilisation a la ferme, et des
alternatives ont été developpées (Rodrigues et al., 2009).

Un outil de diagnostic idéal et fiable pour sélectionner les quartiers atteints devrait étre
facile aréaliser ala ferme, la bactériologie du lait ne correspond pas a ces criteres (Roy et al.,
2009).

1.8.2 Les approches actuelles pour le diagnostic de la mammite

Le nombre de cellules somatiques a été accepté comme le meilleur indice d'utiliser a la fois
a évaluer la qualité du lait et de prédire linfection du pis chez la vache (Pyorala 2003).

Un certain nombre de choix existent pour lidentification de la mammite, mais ils ont des

differences quant a la précision (sensibilité et spécificité) et le colt. L'énumération des cellules
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somatiques est une méthode commune pour lidentification de linflammation de la glande
mammaire (Fosgate et al., 2013).
1.8.3 Le test de mammite de Californie (CMT)

L'un des plus anciens et des plus connus test (Schalm et al., 1975). Le test CMT est un test
rapide, pas cher et simple pour le dépistage de la mammite subclinique dans des conditions de
terrain (Mahmmod et al., 2013).

La réaction du CMT est une mesure indirecte pour le dénombrement des cellules du lait.
Au cours des 50 dernieres années, de nombreuses études ont été menées pour tenter de valider
le test CMT comme un prédicteur des infections intra mammaires (Sanford et al., 2006).

Le lait d'une glande mammaire bovine saine, non infecté contient des cellules somatiques
comprenant les macrophages, les neutrophiles et les lymphocytes. Le nombre de ceux-ci est
généralement <50000 cellules / ml de lait. Lorsque la mammite est présente, le nombre de
cellules augmente, principalement en raison de linfiltration de neutrophiles (Andrews et al.,
2008).

Selon l'estimation du nombre de cellules somatiques en utilisant le test CMT, un quartier a
été considéré atteint d’une mammite subclinique lorsque les cellules somatiques est supérieure
a200.000 / ml sans signes cliniques manifestes (Xu et al., 2015).

En raison de l'absence de signes cliniques observables chez les animaux avec la mammite
subclinique, le diagnostic présomptif a été fait sur la base de tests de diagnostic d'échantillons
de lait dont le test CMT (El-Ashker etal., 2015).

Tableau 8. Lecture et interprétation du test CMT (Cockcroft, 2015)

Score Interprétation Réaction visible Nombre total de
cellules/ml

0 Négatif Mélange fluide 0-200000
0-25% Neu

1 Trace Floculat trés finqui Disparaitaprés agitation 150000-500000
30-40% Neu

2 Fiable positif ~ Floculat trées net sans Tendance a la 400000-1500000

gélification 40-60% Neu

3 Distinct positif Floculat épais avec d’un gel 800000-5000000
60-70% Neu

4 Forte positif Viscosité fortement augmentée. Un gel >5 000 000

cohésif et solide, avec une surface convexe 70-80% Neu

Neu : Neutrophiles
Malheureusement, les agriculteurs ne sont pas conscients qu'une vache apparemment en

bonne santé peut abriter " cacher " la mammite, qui, dans un long terme crée une perte énorme
de la production laitiere, et qui peut compromettre la qualité et la sécurité du lait (Kivaria et al.,
2007h).
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Le test CMT mesure la quantitt d’ADN dans un échantillon de lait, et donne une mesure
indirecte du nombre de cellules somatiques présentes. Un echantillon de lait de chaque quartier
est placé dans le puits d'une palette en plastique fourni avec le test. Le volume de I'échantillon
est ajusté en versant l'excés en utilisant un marqueur dans la palette. Un volume égal de
détergent est ajouté a chaque puits, et la palette est doucement tourbillonnée. Plus visqueux
devient le mélange, plus grande est la numération des cellules somatiques. L'interprétation est
assurée dans le (Tableau 8).

Il'y a également un indicateur de pH présent (le bleu de bromothymol), qui passe du jaune
a pourpre avec un pH acide. Cependant, méme si une diminution du pH est associée a certains
types de mammite, l'absence de changement de couleur ne se prononce pas sur la mammite et,
souvent, la couleur reste violette en présence de la mammite.

Une procédure utile est d'identifier les quartiers infectés en utilisant le test CMT et de
recueillir un échantillon de lait pour la culture bactériologique.

1.8.4 La preécisiondu test CMT

Selon Mellenberger, (2001), la précision du test CMT est fondée sur trois principes :

1) Les leucocytes (globules blancs) augmentent considérablement en nombre quand
une infection affecte le tissu mammaire.

2) Les leucocytes : en particulier, les leucocytes polynucléaires ont de gros noyaux
(ADN) par rapport a d'autres cellules ou de bactéries dans le lait.

3) La paroi cellulaire des leucocytes est principalement constituée de lipides
(graisses).

La sensibilité et la spécificité du test CMT rapportées dans la littérature est variable.

Selon Mahmmod et al., (2013), Sanford et al., (2006) ont constaté que la sensibilité et la
spécificitt  du test CMT pour identifier les principaux agents pathogenes, y compris
Staphylococcus aureus étaient de 79% et 46%, respectivement, alors qu'ils étaient de 66,7% et
54,8%, respectivement, dans une étude réalisee par Sargent et al., (2001).

D’aprés Roy et al., (2009), Sargeant et al., (2001) ont constaté que la sensibilité et la
specificité d'identifier toute infection intra mammaire au niveau de quartier était de 57% et 56%,
respectivement. D'autre part, Vijaya et al., (1998) ont rapporté une sensibilité de 71% et une
spécificité de 75%.

1.8.5 Avantages et inconvénients du test CMT

Le test CMT présente un certain nombre d'avantages et d’inconvénients (Blowey et al.,
2010).
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Tableau 9. Le comptage de cellules somatiques et d'autres méthodes actuelles de
détection des mammites (Viguier etal., 2009).

La méthode Principe Avantage Inconvénient
Portacheck Ce test utilise wune réaction Rentable (3$US Faible sensibilité
enzymatique  catalysée  par par test), rapide aux basses
estérase pour déterminer la et facile autiliser concentrations des
concentration des cellules cellules
somatiques dans le lait. somatiques.
Fossomatic Ce compteur fonctionne selon le  Rapide et auto- Le dispositif est
principe de la fluorescence op- matisée colteux (7000 $
tique. US) et complexe a
Le bromure d'éthidium pénetre utiliser.
et intercale avec [IADN
nucléaire, et le générateur de
signal de fluorescence  est
utilisée pour  estimer la
concentration des cellules
somatiques dans le lait.
Delaval Ce compteur fonctionne selon le  Rapide et le dis- Relativement
compteur de principe de la fluorescence positif est faci- colteux.
cellules optique, dans lequel liodure de lement transpor-
propidium est utilisé  pour table.
colorer I'ADN nucléaire pour
estimer la concentration des
cellules somatiques dans le lait.
Le test de la Ce test mesure laugmentation Peut étre utilisé Probleme dans le
conductivité de la conductivitt du lait «sur place ». diagnostic lié a la
électrique provoquée par [élévation des grande  variation
taux d'ions tels que le sodium, le dans la lecture.
potassium, le calcium, e
magnésium et le chlorure durant
linflammation.
Les enzymes Des dosages sont utilisés pour Les dosages sont Les essais
détecter des enzymes, telles que rapides. pourraient étre en
la  N- (NAGase) Acetyl laboratoire.

glucosam-inidase et (LDH) la
Lactate Déshydrogénase.

Comme avantages du test CMT, on peut citer :

o |l est un test pas cher ;

o |l peut étre effectué par le trayeur pendant la traite ;

e Les résultats sont disponibles immédiatement ;

e |l est reproductible ;

e |l donne une indication sur le niveau d'infection de chaque trimestre séparément ;

e Tout résultat sur une réaction de trace est considéré comme suspect.

Les inconvénients du test CMT comprennent :
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e Variation significative des résultats ;

e Variation de potentiel entre les opérateurs ;

e Les modifications ne sont vues a la numération des cellules de 400.000 et plus ;
e Aucun résultat numérigue.

Une série de tests peut étre appliquee pour le lait pour détecter les mammites subcliniques.
Ces tests mesurent généralement les changements qui sont soit cytologiques ou biochimiques
ou les deux a la fois. Dans le (Tableau 9), des tests actuellement utilisé sont cités :

1.9 Etude épidémiologique de la mammite

La mammite subclinique, est la forme la plus commune de la mammite. Elle est de 3 a 40
fois (Mir et al., 2014), ou de 15 a 40 fois plus fréquente que les cas cliniques (Hamed et al.,
2014 ; Marimuthu et al., 2014) déclarent une prévalence d'environ 40-50 fois plus que la
mammite clinique qui attire une attention prompte a l'industrie laitiere.

Cette forme de mammite a recu peu d'attention en Algérie ; des efforts ont été concentrés
seulement sur le traitement de cas clinique. De ce fait, il devient indispensable de mettre en
place des enquétes épidemiologiques, car il est important de connaitre I'épidémiologie de la
maladie et, c’est une exigence absolue pour la combattre efficacement (M’Sadak et al., 2014).
1.9.1 La prévalence

La mammite est tres commune chez les vaches dans les pays en voie de développement
(Kurjogi et al., 2014). Plusieurs études différentes soulignent que la mammite subclinique est
plus importante économiquement que la mammite clinique. Ceci est expliqué par le fait que la
mammite subclinique est plus difficile a diagnostiquer et donc habituellement persiste plus
longtemps dans les troupeaux, causant des pertes de production (Abrahmsen etal., 2014). Il n'y
a pas altérations visibles de lait et, par conséquent une difficulté de détection (Rajic-Savic et
al., 2015).

La mammite subclinique est considérée comme le type le plus important de la mammite en
raison de la prévalence plus elevée et des effets nuisibles along terme des infections chroniques
par rapport a la mammite clinique (Tolosa et al., 2013). Le diagnostic précoce de la mammite
subclinique est vital parce que les changements dans le tissu de la mamelle se produisent
rapidement et les signes deviennent apparents (Kurjogi et al., 2014).

Les raisons de la grande propagation des infections intra mammaires dans le monde sont
de toute évidence liees aux caractéristiques des bactéries, mais aussi & une incompréhension

générale de I'épidémiologie conduisant a des mesures de contrble inefficaces (Zecconi, 2010).
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Ainsi, la prévalence, le diagnostic, sont des domaines tres importants a la fois en termes de
médecine Vétérinaire et de l'économie des pays (Abrahmsen et al., 2014).

La prévalence des agents pathogenes de la mamelle peut varier entre les pays, mais les
études européennes et américaines décrivent de facon générale les staphylocoques, comme les
principaux agents responsables de la mammite subclinique (Botrel et al., 2010).

Xu et al., (2015) ont affirmeé que les Staphylocoques sont les bactéries le plus souvent
isolées de la mammite bovine.

La prévalence de la mammite subclinique est signalée a étre de 31% aux Etats-Unis, les
Pays-Bas (23% et 29%), la Belgique (40%), la Suisse (35%), et 29% en Australie (Plozza etal.,
2011).

Aux Pays-Bas, les isolats récupérés de 18,9% des 438 cultures positives des échantillons
de lait dont la numération des cellules somatiques élevees provenant de vaches atteintes de
mammite subclinique ont été identifiés comme Staphylococcus aureus (Thomas et al., 2015).

Dans d'autres pays avec le développement des industries laitieres, la prévalence de la
mammite subclinique est beaucoup plus élevée. Une enquéte d'une province laitiere en Chine a
rapporté 54% de prévalence au niveau de la vache et 28% au niveau du quartier. De méme, le
niveau de la prévalence des vaches au Brésil est de 47% (Contreras et al., 2011).

Mekonnen et al., (2010) ont déclaré que la prévalence des mammites subcliniques dépasse
celle des mammites cliniques de 4,5, 6,6 et 9,3 fois, respectivement a I'échelle du troupeau, des
vaches et des quartiers, dans les élevages laitiers en Adama, Ethiopie.

Abrahmsen et al., (2014) ont rapporté une prévalence globale de la mammite subclinique
chez les vaches a 37,2% dans la province de Jinja en Ouganda.

Bitew et al., (2010) ont rapporté une prévalence de la mammite subclinique a 25,2 au
niveau des vaches laitieres et de 12,3 au niveau des quartiers dans la région de Bahir Dar en
Ethiopie.

En Zimbabwe, Katsande et al., (2013) ont noté la prévalence de la mammite subclinigue
chez les vaches des petites exploitations laitieres est de 16.3%.

La prévalence des infections intra-mammaires subcliniques dans les troupeaux laitiers a été
étudiée dans la commune rurale de Hamdallaye au Niger, a montré une prévalence qui varie de
27,1 2 55,2% (Harouna et al., 2009).

En Algérie, la maladie n'a pas été bien étudiee. Une étude de la mammite chez les bovins
a Blida et Ain Defla, région du centre Algérien en 2011 montrent que 29,20% des quarts et

29,62% des vaches avaient une mammite subclinique (Saidi et al., 2013). Une autre étude
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réalisée a Batna et Sétif dans la région Est de 'Algérie démontre un pourcentage de 29, 44%
de quartiers atteints de mammite subclinique (Mamache et al., 2014).

Cependant, la prévalence a été signalée étant influencées par des facteurs tels que la race,
anomalie anatomique de la mamelle, le stade de lactation, la reproduction et la pratique de
gestion (Marimuthu et al., 2014).

1.9.2 La sensibilité aux mammites

Les bovins laitiers sont exposés a de nombreux facteurs génétiques, physiologiques, et
environnementaux qui peuvent compromettre I'immunité de 'hote et accroitre I'impact de la
mammite (Sordillo 2005).

Il existe des corrélations génétiques défavorables entre la production de lait et la mammite.
La croissante sélection génétique, pour maximiser la production de lait, accroit le stress
métabolique, associé a la synthése et la sécrétion de lait, qui provoque une diminution de la
résistance a la mammite (Oltenacu et al., 2010).

D'un point de vue environnemental, la traite meécanique peut causer un traumatisme des
tissus des trayons, ce qui facilite la colonisation par les organismes provocateurs de la mammite.

Une augmentation des densités de vache par unité de surface, et I'utilisation de matériaux
de litiere qui soutiennent la croissance bactérienne peut aussi avoir un impact marqué sur la
susceptibilit¢ des bovins laitiers a de nouvelles infections mammaires en épuisant les
mécanismes de défense locales (Hogan et al., 2003).

Selon Mcdougall et al., (2009), les facteurs qui conduisent a la mammite peuvent étre
définis comme :

e Des facteurs prédisposants : a savoir les facteurs qui augmentent la susceptibilité
de I'héte tels que I'age ou la fonction immunitaire ;

e Des facteurs favorisants : a savoir les facteurs qui facilitent les infections intra
mammaires tels que le logement ou la nutrition ;

e Des facteurs déclenchants : a savoir les agents infectieux associés a la mammite ;

e Des facteurs de renforcements : a savoir les facteurs qui aggravent la mammite,
tels que la réponse immunitaire déprimée ou l'exposition récurrente a lagent
pathogene.

La santé de la mamelle dépend d'une interaction équilibrée entre I'hdte et sa microflore, qui
peuvent contenir des microorganismes potentiellement infectieux (Contreras et al., 2011). Par

consequent, il y a beaucoup de facteurs microbiens, hdtes et ou environnementaux qui peuvent
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jouer des réles importants dans le développement de la mammite et qui sont illustrés dans la
(Figure 7).

Les facteurs épidémiclogiques
de la mammite

—— o
Microbien Héte
— p
I S
La génétique Y P
Py —— -
— Stade de lactation Age
Facteurs e, ~ ~
de V\'Iu_l_':f' ce La résistance aux
antibiotiques .
N -
Mombre de lactations Les facteurs des glandes
~ ma@ms
Troupeau
_— ,"'_“"\
Les pratiques de traite La nutrition et I"état
immunitaire
—— T

Les pratiques
nutrition nelles
e S

Les pratiques
de gestion

FiZ]Uga 7. Les facteurs épidémiologiques influencant la mammite, étiologie et la
physiopathologie (Contreras et al., 2011).
1.9.3 Source et transmissionde labacteérie

Les ruminants portent les souches de Staphylocoques sur la peau qui comprend la peau du
trayon surtout quand il est endommagé ou érodé. La répartition de l'espéce, toutefois, difféere
dans les différentes régions du corps et la peau du trayon, et la microflore du sommet du trayon
differe de la microflore associée avec la peau poilue. Le développement de la mammite est lié
alentrée des staphylocoques dans le canal du trayon et de coloniser le sommet du trayon (Gyles
et al., 2011).

Les différences dans I'épidémiologie des organismes contagieux et environnementaux sont
résumées dans le (Tableau 11).

L'infection de la glande mammaire est presque toujours via le canal du trayon. Chez les
vaches cela se produit généralement lorsque le sphincter du trayon est mou, pour une période
de 20 minutes a deux heures apres la traite (Markey et al., 2013). Les colonies deviennent
établies a la fin de trayon et se développent lentement a travers le canal sur 1-3 jours (Blowey
et al., 2010).

Cesagents pathogenes sont transmis par la machine a traire ou les mains de trayeurs. Apres
lentrée de la glande mammaire, les organismes s’établissent et se multiplient. L’adhérence a
I'épithélium mammaire est un important facteur de virulence des agents pathogenes contagieux
(Markey et al., 2013).
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Tableau 10. Les facteurs bactériens, I'ndte etles facteurs environnementaux qui influent
sur I'apparition de la mammite (Markey etal., 2013).

Les facteurs

Les facteurs de I'hote

Les facteurs environne mentaux

microbiens

L’adhésion la Age : les vaches plus agées (> 4™ La présence d'un grand nombre
particularité lactation) sont plus sensibles ; peut d'agents pathogénes potentiels
importante  pour étre due en partie a la rapiditt et dans l'environnement immédiat de

les agents patho-
genes contagieux
La liaison au Fer

La  production
d'endotoxines
La capacité anti-
phagocytaire

La survie dans
l'environnement
immédiat de I'ho-
te

L’aptitude a colo-
niser le canal du
trayon

lefficacité de la réponse des neutro-
philes

Génétique : des différences considé-
rables entre et a l'intérieur des races.
Il existe une corrélation négative
entre la production laitiere et la
résistance a la mammite. Héritabilité
de la résistance a la mammite est
faible

Le stade de lactation

La présence de lésions des trayons :
peuvent prédisposer a la traite
inadéquate, ou abriter des bactéries
qui produisent la mammite.

Les facteurs immunologiques, vy
compris lefficacité de la réponse
phagocytaire et au niveau de la lac-
toferrine, des immunoglobulines et
du complément.

l'animal, que ce soit logé ou au
paturage.

Les facteurs de gestion, y compris
les pratiqgues d'alimentation. Le
bilan énergéetiqgue négatif chez les
vaches a haut rendement en post-
partum peut compromettre la
réponse immunitaire.

Les mauvaises techniques de traire
et le manque d’hygi¢ne.
Les traumatismes externes.

Le dysfonctionnement de la Ma-
chine a traire ou une conception
inadéquate.

Tableau 11. Les principales différences entre les organismes contagieux et
environnementaux (Blowey etal., 2010).

Contag ieux

Environnemental

Source de I'infec-
tion

Transfert de
I'infection dans la
mamelle

La mammite cli-
nique

Le contrdle

Le quartier et la mamelle

Pendant la traite

La plupart des cas sont subcliniques

Le trempage poste traire des trayons.
tarissement.

Le traitement au
L’hygiene de traite L’abattage.

L’environnement contaminé

Entre les traites et pendant la
période séche

La plupart des cas sont cliniques
L’hygiene de lenvironnement.

Le trempage avant la traire des
trayons.

1.9.4 Pathogénése

Les organismes passent a travers le canal du trayon dans la citerne et peut par la suite

s’établir dans une zone de tissu sécrétoire. La pathogenése de Staphylococcus aureus dans la
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glande mammaire implique probablement le concept généralement admis de la colonisation
specifique. Les bactéries Staphylococcus aureus sont en outre capables de se lier a des
molécules de la matrice extracellulaire. Il est suggéré que les staphylocoques peuvent utiliser
des protéines de matrice :

- Exposés par des microlésions ou apparaissant dans des caillots de sang

- En tant que substrats pour ladhésion et comme une étape dans la colonisation et le
développement d'infections mammaires.

Les Staphylocoques isolés a partir de la mammite bovine ont la capacité de se lier a la
fibronectine, le fibrinogéne, et difféerents types de collagéne.

Le lait est un milieu adéquat pour la multiplication des Staphylocoques. Au cours de la
multiplication des Staphylocoques, des substances cyto-toxicogénes sont produites, ce qui
provoque une infiltration de la glande mammaire par les neutrophiles. L'agrégation des
neutrophiles se traduit par la formation de caillots dans le lait et lcedéme inter-alvéolaire. La
présence des Staphylocoques et des neutrophiles obstruent les lobules, qui commencent a
s’involuté. L'accumulation des fibroblastes, des macrophages, des lymphocytes se traduit par
la dilatation du tissu conjonctif inter-alvéolaire. Les bactéries restent dans les aléoles et les
canaux d'ou elles sont excrétées par intermittence. La multiplication intense locale de
Staphylococcus aureus peut entrainer des abcés ou des granulomes (Gyles et al., 2011).

1.10 Antibiorésistance

1.10.1 Qu’est-ce qu’un antimicrobien et un antibiotique ?

Le mot « antimicrobien » (du grec anti : contre, mikros : petit et bios : vie), est une
substance capable d’agir contre la vie des microorganismes. L’adjectif antibiotique (du grec
anti : contre, biotikos : concernant la vie) utilisé pour la premiere fois en 1889, en référence a
une substance synthétisee par un organisme pour en détruire un autre, se précisera plus tard,
comme une substance chimique produite par un microorganisme et disposant en solution diluée
de la capacit¢ d’inhiber sélectivement la croissance vor méme de détruire d’autres
microorganismes.

Les composés utilisés ades fins thérapeutiques lors de maladies bactériennes chez 'lhomme
et les animaux sont fréquemment appelés, par les professionnels de la santé, antibiotiques.
Pourtant, ce terme est bien souvent utilisé de facon erronée et subit régulierement un
élargissement de son sens. En effet, la définition du mot antibiotique réfere strictement aux
substances antimicrobiennes d’origine naturelle, et selon cette notion, ce terme ne devrait donc

pas étre employé pour qualifier des substances synthétiques telles que les sulfamidés et les
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quinolones, ou semi-synthétiques telles que 'amoxicilline (Guillemot et al., 2006 ; Muylaert et
al., 2012).

Tableau 12. Principaux modes d’action des grandes familles d’antibactériens
(Auckenthaler, 1999 ; Greenwood, 2003 ; Alanis, 2005).

Mode d’action Familles d’antibiotiques impliquées
R-lactamines, glycopeptides (vancomy-
cine) et polypeptides (bacitracine)

Inhibition de la synthése de la paroi bactérienne

Inhibition de la synthése ou du fonctionnement :
) Polymyxines

de la membrane plasmique

L \ . Aminosides, tétracyclines, macrolides

Inhibition de la synthése des protéines et lincosamides

Inhibition de la synthése de I’acide nucléique

(ADN)

Inhibition du métabolisme intermédiaire (acide

folique, impliqué dans la synthése des nucléotides)

Quinolones et certains ansamycines

Sulfamides, triméthoprime

La caractéristique principale des antibiotiques est leur grande spécificit¢ d’action car ils
agissent sur des cibles cellulaires structurales ou métaboliques spécifiques des procaryotes.
Cette caractéristique leur permet d’étre efficace a de faibles concentrations et d’étre, la plupart
du temps, non toxiques pour les espéces animales : c’est le principe de la toxicité sélective. Au
sens large, ony inclut également les antibactériens de synthése ou de semi-synthese chimique.
Leur importance est capitale dans la lutte contre les maladies infectieuses (Guillemot et al.,
2006 ; Collectif, 2008).

1.10.2 Les antibiotiques en médecine vétérinaire
1.10.2.1 Antibiothérapie a usage vétérinaire

Les antibiotiques utilisés en médecine humaine et vétérinaire appartiennent aux mémes
familles, a 'exception de quelques sous familles spécifiques de la médecine humaine.

lls peuvent étre administrés par voie orale, parentérale ou topique, ont pour objectifs la
maftrise des maladies, la restauration ou le maintien du bien-étre animal et la prévention de la
transmission des agents pathogénes aux autres animaux voire a 'Homme (Schwarz etal., 2001
a; Phillips et al., 2004).
1.10.2.2 L'utilisation d'agents antimicrobiens chez les animaux

Les antibiotiques sont la seconde classe de médicaments utilisés en médecine Vétérinaire.
lIs sont utilisés depuis les années 50 chez les animaux producteurs de denrées alimentaires.
(Sanders, 2005).
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1.10.2.3 Types d’utilisation

Iy a quatre facons dans lesquelles des substances présentant une activité antimicrobienne

sont utilisées chez les animaux : la thérapie, la métaphylaxie, la prophylaxie et la promotion de

la croissance (Schwarz etal., 2001 b).
Selon Phillips et al., (2004) :

La thérapie est ladministration d'un antimicrobien a un animal, ou un groupe
d'animaux, qui présentent une maladie clinique franche.

La prévention / prophylaxie est l'administration d'un antimicrobien a des animaux
sains exposes considérés comme étant a risque, mais avant le début prévu de la
maladie et pour lesquels aucun agent étiologique n'a encore été mis en culture.

La métaphylaxie est un traitement de contrble utilisé quand il y a une maladie
clinique chez certains animaux, mais tous sont traités.

La promotion de la croissance est ladministration d'un agent antimicrobien,
habituellement sous forme d'un additif alimentaire, au cours d'une période de temps,
a lanimal en croissance qui se traduit par une amelioration des performances

zootechniques.

D’aprés (Schwarz et al., 2001 a) certaines particularités de la pharmacopée vétérinaire par

rapport a la pharmacopée humaine peuvent étre répertoriées :

En médecine Vétérinaire, le colt du traitement doit étre pris en compte. Pour des
raisons économiques, les veilles molécules efficaces telles que les pénicillines et
les tétracyclines sont largement utilisées.

En médecine vétérinaire, certaines familles d’antibiotiques sont sous-développées
par rapport a leurs apparentés actuellement en usage humain.

Un nombre trés limité¢ de nouvelles molécules ont été introduites dans la médecine
Vétérinaire et peu de nouveaux antibiotiques sont en cours d'élaboration.

Des molécules ont été seulement introduites dans la médecine Vétérinaire, comme
la tylosine.

Des molécules introduites dans la médecine humaine n'ont pas été introduites dans
la thérapie des animaux, comme par exemple, la troisieme génération de

céphalosporines, I'amikacine.
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Tableau 13. Coincidence de temps entre la découverte / production d'agents
antimicrobiens, leur introduction en utilisation clinique, ainsi que I'apparition de
bactéries résistantes (Schwarz et al., 2001 a)

Agent Découverte/production Introduction a Présence de bactéries
antibactérien [utilisation résistantes
clinique
Pénicilline 1940 1943 1940
Streptomycine 1944 1947 1947,1956
Tétracycline 1948 1952 1956
Erythromycine 1952 1955 1956
Vancomycine 1956 1972 1987
L'acide nalidixique 1960 1962 1966
Gentamicine 1963 1967 1970
Fluoroquinolones 1978 1982 1985

1.10.3 Qu’est-ce que 1’antibiorésistance ?

L’mtroduction et 'usage des antimicrobiens en médecine vétérinaire ont, sans nul doute,
contribu¢ a I'amélioration de la productivité¢ et de la sant¢ animale. Cependant, leur utilisation
a contribué aune sélection de résistances vis-a-vis de différentes familles d’antibiotiques parmi
les microorganismes pathogénes et commensaux rencontrés au niveau des difféerentes flores de
I'organisme des individus traités.

Malgré I'abondance de phénotypes de résistance aux antibiotiques observés au sein des
bactéries, seul un nombre limité de mécanismes par lesquels ces résistances sont acquises ont
été décrits (Muylaert et al., 2012).

Ce point constitue une question majeure sur le plan sanitaire, relayée par le corps médical
qui décrit souvent le secteur vétérinaire comme un fort contributeur a cette situation (Madec,
2012).

Lors de la découverte de la pénicilline, les antibiotiques semblaient étre “'arme absolue™
dans la lutte contre les maladies infecticuses. Aujourd’hui, Iapparition de bactéries multi
résistantes et les problémes qu’elles engendrent suscitent de nombreuses inquiétudes en
médecine humaine (Roussel et al., 2006).

Lorsque Fleming a découvert la pénicilline, il a observé que certaines bactéries étaient
intrinsequement sensibles et d'autres intrinséquement résistantes. 1l a également noté que les
bactéries sensibles pourraient développer une résistance, en particulier si elles sont exposées a
de faibles doses, et a averti que si la pénicilline devenait pas chére et facilement disponible,
lutilisation « négligente » pourrait encourager la résistance et de I'échec du traitement (French,
2010).

48



Partie théorique Chapitre | : Rappel bibliographique

1.10.4 Définition de la résistance bactérienne

La résistance aux antibiotiques est une réponse physiologique des bactéries a tout usage
d’antibiotique (D’Costa et al., 2011).

Selon (Chancey et al., 2012) et (Magiorakos et al., 2012) ; elle peut étre encore définie :

1) Comme étant la capacité d'une bactérie spécifique a survivre en présence d'un
antibiotique qui a été initialement efficace pour traiter les infections causées par la
bacterie ;

2) L’acquisition d'un mécanisme de résistance a un antibiotique spécifique.

La définition de la résistance aux antibiotiques est encore a ’heure actuelle sujette a de
nombreuses discussions. Ainsi, la résistance aux antibiotiques est définie selon différents points
de vue.

En effet, selon la discipline considérée, I'approche de la résistance et son expression ne
sont pas tout a fait les mémes (Guillemot etal., 2006) :

e Pour le clinicien, une souche bactérienne est résistante & un antibiotique si le
traitement n’est pas efficace ;

e Pour le pharmacologue, une souche bactérienne est résistante a un antibiotique si
les concentrations atteintes au site d’action, sont inférieures a la concentration
minimale inhibitrice ;

e Pour le microbiologiste, une souche bactérienne est résistante a un antibiotique si
elle dispose d’un mécanisme de résistance augmentant la valeur de la concentration
minimale inhibitrice ;

e Pour I'épidémiologiste, une souche bactérienne est résistante a un antibiotique si
elle a une concentration minimale inhibitrice significativement différente de celle
de la population normale.

Afin de classer les bactéries en catégories sensible, intermediaire ou résistante, des seuils
critiques, « break points », sont déterminés par des groupes d’experts sur la base des
informations cliniques, pharmacologiques, microbiologiques et épidémiologiques. Ces seuils
critiques sont donnés pour des méthodes standardisées de détermination de la concentration
minimale inhibitrice (concentration critique) ou de mesure de diamétres d’inhibition par une
méthode de diffusion (diamétre critique) (Guillemot et al., 2006).

La résistance clinique d’une bactérie a un antibiotique se définit par rapport a la gamme de
concentrations atteintes en cours de traitement au niveau du site infectieux (Figure 8). Une

espéce bactérienne est dite sensible si les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de la
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majorité des souches sont inférieures ou égales aux concentrations moyennes atteintes par
I'antibiotique en cours du traitement. L’espece est dite naturellement résistante a cet
antibiotique si ces concentrations minimales inhibitrices sont supérieures a ces concentrations

actives pour quasiment toutes les souches isolées de I'espéce (Sanders et al., 2011).

Catégorisation clinique d’'une souche bactérienne

Determ'nat'on _d_e la Directe : microdilution en milieu liquide, dilution en
1 concentration minimale milieu gélosé
inhibitrice Indirecte : E-test, méthode des disques, automates

Confrontation aux concentrations critiques inférieure ¢
2 et supérieure C

[ SENSIBLE | . | INTERMEDIARE |

c C

| RESISTANTE ]

3 Lecture interprétative

Figure 8 .Principes de la catégorisation clinique d’une souche bactérienne vis-a-vis d’un
antibiotique (Cavallo etal., 2008)

Dans un contexte épidémiologique, un micro-organisme est défini comme « sauvage » ou
« sensible » pour les espéces n’ayant pas acquis de mécanismes de résistance a I'antibiotique
en question. Une souche bactérienne est définie de « non-sauvage » ou « résistante » vis-a- vis
de I'espéce considérée lorsqu’elle a acquis un mécanisme de résistance a I’antibiotique cible
(Carle, 2009).
1.10.5 L'utilisation d'antimicrobiens chez les animaux et le développement de la
résistance

L'utilisation d'antibiotiques dans la production animale est blamée pour contribuer a la
résistance bactérienne croissante aux antibiotiques chez les humains. Cependant, presque tous
les microorganismes ciblés par les agents antimicrobiens possédent la capacité d’y devenir
résistants. Dans ce contexte, des lignées microbiennes résistantes apparaissent régulierement et
il est reconnu qu’un usage accru, prolongé ou inapproprié des produits antimicrobiens est un

facteur de risque d’apparition de cette résistance (Kuipers et al., 2016).
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Selon Schwarz et al., (2001b) et Simonsen et al., (2004), la dynamique des populations de
la résistance aux antibiotiques dépend des antibiotiques administrés ; la résistance est égaleme nt
influencée par un certain nombre d'autres facteurs, notamment :

e La disponibilité du préexistant des genes résistants ;
e D’interchangeabilité des génes de résistance et de leur activité fonctionnelle dans
differents hotes bactériens ;
e La pression sélective.
1.10.6 Phénoméne de 1’antibiorésistance

Ce phénomene est ancien, il n’a cessé de s’amplifier depuis les années 1970. Les mondes
animal et humain sont riches en exemple d’antibiorésistance des bactéries (Sanders, 2005).
1.10.7 Origines de 1’antibiorésistance

On cite classiquement deux origines : résistance naturelle et résistance acquise (Sanders
2005).
1.10.7.1 La résistance naturelle (ou intrinseque)

Elle se définit par une résistance aux antibiotiques due aux propriétés intrinseques
physiologiques, biochimiques ou structurales de la bactérie qui sont indépendantes de tout
contact avec un antibiotique. (Membrane externe, efflux actif, capsule, matrice des biofilms).

Les génes de résistance font partie du patrimoine génétique de la bactérie. La résistance
naturelle est un caractére présent chez toutes les souches appartenant a la méme espéce et
pourrait ainsi étre mieux considéré comme I'insensibilité. Ce type de résistance est détecté dés
les premieres études réalisées sur Iantibiotique afin de déterminer son activité et contribue a
définir son spectre antibactérien. Cette résistance peut étre due a I'imaccessibilité de la cible
pour I'antibiotique, aune faible affinit¢é de la cible pour I'antibiotique ou encore a ’absence de
la cible.

La résistance bactérienne naturelle est permanente et d’origine chromosomique. La
résistance naturelle est stable, transmise a la descendance (transmission verticale) lors de la
division cellulaire, mais elle n’est généralement pas transférable d’une bactérie a l'autre
(transmission horizontale) (Guillemot et al., 2006 ; Bebell et al., 2014).
1.10.7.2 La résistance acquise

Comme son nom I'indique, se définit par une résistance acquise en raison d’une pression
environnementale.

La résistance bactérienne a un antibiotique est d’origine génétique. Les genes de résistance

se trouvent soit dans le chromosome (résistance chromosomique), soit dans un élément mobile,
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comme les plasmides, les éléments transposables ou les intégrons (résistance extra
chromosomique).

Les bactéries peuvent développer de la résistance aun antibiotique préalablement sensible,
ce qui implique des changements génétiques. Cette résistance est souvent instable. Ces
changements peuvent étre de deux types : soit une mutation spontanée, soit 'acquisition de
genes par un autre micro-organisme (Bebell et al., 2014).
1.10.7.2.a) Mutation chromosomique spontanée (évolution verticale)

La mutation chromosomique spontanée constitue un mécanisme de résistance aux
antibiotiques chez environ 10 a20 % des bactéries. Les génes de résistance se situent alors dans
le chromosome de la bactérie. Une mutation n’affecte qu’un caractére, et la résistance ne
concerne généralement qu’un antbiotique ou qu'une famille d’antibiotiques ayant le méme
mécanisme d’action (Carle, 2009).
1.10.7.2.b) Acquisition de genes de résistance par un autre organisme (évolution
horizontale)

La résistance bactérienne par acquisition d’information génétique exogene représente la
majorité des cas isolés en clinique. L’acquisition d’un nouveau materiel génétique peut se faire
soit par échange direct de matériel chromosomique, soit par échange d’é¢léments mobiles.

Cette forme de résistance est transférable d’une bactérie a autre et méme a des bactéries
d’especes différentes. Le transfert d’un seul plasmide augmente aussi le risque d’une résistance
a plusieurs médicaments (Carle, 2009).

Les mécanismes de transfert (Figure 9) correspondent a des mécanismes bien connus :
transformation (a partir d’ADN nu, notamment dans I’écosystéme du sol), conjugaison (a partir

de plasmides), transduction (a partir de phages).

52



Partie théorique Chapitre | : Rappel bibliographique

‘ﬂe morte

ADNnu s Plasmide « R »

O

Bactérie receveuse

Figure 9. Mécanismes de transferts des genes de résistance (Guillemot etal., 2006).

Un géne peut coder pour un mécanisme de résistance aux antibiotiques. On parle de
résistance croisée quand la résistance conférée par ce seul géne de résistance concerne plusieurs
molécules appartenant a la méme famille ou a des familles différentes. Par exemple, la
résistance a la meticilline des staphylocoques due a la production d’une nouvelle protéine liant
les pénicillines (PLP2a) est une résistance croisée envers toutes les molécules appartenant a la
famille des béta-lactamines.

Quand plusieurs génes de résistance a differentes molécules ou familles d’antibiotiques
s’associent au sein d’une structure génétique tel qu’un transposon, un plasmide ou un intégron,
on parle alors de co-résistance aux antibiotiques. Quand ces résistances sont transferables, elles
sont généralement transférées en bloc (Guillemot et al., 2006).

La résistance acquise est présente uniquement dans certaines souches de la méme espece
ou genre. Dans certains cas ; elle peut étre trés répandue, comme dans la production de la
pénicillinase staphylococciques, et est présente dans plus de 90% des souches.

Il existe trois niveaux de diffusion exponentielle de la résistance aux antibiotiques : les
épidémies de bactéries résistantes chez les mammiferes, les épidémies de résistance
plasmidique en raison de la large gamme d'h6tes de la conjugaison, et les épidémies de genes
entre bactéries (transposons et integrons) (Périchon et al., 2009).

1.10.8 Mécanismes de résistance

Les résistances intrinseque et acquise ne different pas dans leurs mécanismes.
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Sur le plan biochimique, Il existe quatre grands mécanismes d’action qui sont mis en jeu

lors de I'acquisition de la résistance aux antibiotiques, etils sont présentés au Tableau 14:

Tableau 14. Mécanismes de résistance (Carle etal., 2009 ; Bebell etal., 2014)

Mécanismes de resistance Conséquences

Inhibition enzymatique Production d’une enzyme qui inactive ou
détruit lantibiotique ; Mécanisme de résis-
tance le plus répandu.

Réduction de la perméabilité cellulaire Changements de perméabilité de la paroi ou
de la membrane bactérienne empéchant le
médicament d’atteindre sa cible.

Altération des sites de liaison ciblés par Baisse de laffinité de Iantibiotique pour son

'antibiotique site d’action.

Pompes a efflux Antibiotique éjecté de la cellule par transport
actif et site d’action devenant maccessible.

1.10.8.1 Mesure de la résistance
Selon (Guillemot et al., 2006), la mesure de la résistance est déterminée soit par :
e Mc¢éthodologie de I'antibiogramme ;
e Méthodologie moléculaire : Détection de genes de résistance.
L’antibiogramme de la souche est déterminé par :

e La mesure de la concentration minimale inhibitrice qui consiste a mesurer la
premiere concentration qui inhibe la croissance d’une souche bactérienne en
inoculant des milieux liquides ou solides contenant des concentrations croissantes
en antibiotiques (méthode par dilution) (Sanders etal., 2011) ;

e [a mesure d’un diametre d’inhibition autour d’un disque contenant une quantité
connue d’antibiotiques obtenue sur une gélose noculée avec la souche étudiée
(méthode par diffusion). Cette méthode est celle couramment pratiquée par les
laboratoires de diagnostic pour réaliser I'antibiogramme des bactéries pathogenes
animales et guider les vétérinaires dans leur prescription (Chen etal., 2015).

1.10.9 Problemes rencontrés : risques pour la santé animale et humaine.
1.10.9.1 Risques pour la santé animale
1.10.9.1.a) Risque de I'utilisation accrue des antibiotiques etl’échec thérapeutique

Dans le monde entier, il y a une préoccupation croissante au sujet de la prévalence accrue
de la résistance aux antibiotiques. 1l est maintenant généralement admis que le principal facteur
de risque pour cette augmentation de la résistance des bactéries pathogenes est [utilisation

accrue des antibiotiques (Van Den et al., 2000).
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L'utilisation la plus fréquente de médicaments antimicrobiens dans les fermes laitieres est
de traiter la mammite due aux Staphylocoques (Soulsby, 2007).

D’aprés Faye (2005), I'utilisation vétérinaire des antibiotiques favorise la survenue de
Pantibiorésistance chez les bactéries de I'animal, Les modalités d’utilisation des antibiotiques,
le type d’antbiotique sont autant de facteurs qui vont favoriser le développement de
I'antibiorésistance (Figure 10).

Les facteurs intervenant dans ces relations sont inhérents ala population bactérienne et aux
traitements antibiotiques utilisés :

e Je nombre d’animaux traités ;

e La pression de sélection exercée par I'antibiotique.

—— ——— e e

( " Facteur o Facteurs inhérents &
__ Population bactérienne . I"Antibiotique
Nombre Pression de sélection
d’animaux traités exercée par les antibiotigues

v Antibiotique de type temps dépendant
v Faibles doses
v Longues durées

Antibiorésistance des pathogénes de I'animal

e

Sélection et Maintien des germes antibiorésistanis
ef des génes de résistance chez Uanimal et dans les produits
de consommation d'origine animale (RESERVOIRS)

Figure 10. Relations entre I’utilisation des antibiotiques et antibiorésistance (Faye, 2005)

L’utilisation des antibiotiques a pour conséquence de créer des environnements dans
lesquels une pression de sélection va favoriser la survie des bactéries résistantes et, par voie de

fait, la diffusion des génes de résistance aux antibiotiques (Tableau 15).
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Tableau 15. Processus d'émergence etde dissémination de la résistance aux
antibiotiques (Sanders etal., 2011)

Gene Mutation Acquisition Emergence
Bacteérie Adaptation Sélection
Animal Traitement individuel Sélection
Population animale Traitement du groupe Diffusion
Animal-Homme Contact /Produit alimentaire  Transmission
Environnement Fumiers,  Lisiers,  Boues, Dissémination

Aérosols de poussiere. Eau,

Sol.

Les phénoménes de résistance aux antibiotiques sont responsables de nombreux échecs
thérapeutiques liés au fait que les traitements sont souvent prescrits sans antibiogramme
prealable (Chen etal., 2015).
1.10.9.2 Risques pour la santé humaine
1.10.9.2.a) Le risque toxique et allergique

La persistance de résidus d’antibiotiques dans les denrées alimentaires peut provoquer des
réactions allergiques.
1.10.9.2.b) La résistance aux antimicrobiens chez les animaux etla chaine alimentaire

L'utilisation généralisée des agents antimicrobiens chez les animaux et la chaine
alimentaire constitue une source importante de la résistance aux antimicrobiens, bien que
limpact de cette utilisation sur la santé humaine reste controversée (Marshall etal., 2011).

Des bactéries résistantes d’origine animale, pathogénes ou non, peuvent étre directement
transmises a I’homme par voie alimentaire entrainant soit une toxi-infection alimentaire soit,
dans le cas des bactéries non pathogénes, une propagation des genes de résistance aux bactéries
commensales et infecticuses d’origine humaine (Licbana et al., 2012).
1.10.9.2.c) Les stratégies de limitation de I’émergence des antibiorésistance

L'amélioration des connaissances sur l'utilisation des antibiotiques dans les filieres de
production animale est indispensable a I’évaluation des risques d’antibiorésistance, probleme
majeur en santé vétérinaire et humaine depuis plusieurs années (Cazeau et al., 2010).

L’usage des antibiotiques en médecine vétérinaire doit s’effectuer en respectant les
principes d’un rapport bénéfice/risque en faveur de la santé publique (Sanders 2005).

La mise en ceuvre de la thérapie vétérinaire est amenée aujourd’hui a évoluer, notamment
en raison de la progression des phénoménes d’antibiorésistance. Méme si des résistances
existent chez des bactéries n’ayant jamais été en contact avec des antibiotiques, lutilisation
massive des antibiotiques au cours des dernieres décennies, tant en médecine humaine que

Vétérinaire semble en avoir accéléré leur émergence et leur diffusion (Roussel et al., 2006).
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A notre connaissance, I'évaluation du risque d’échecs thérapeutiques, dii a la résistance
aux antibiotiques, est moins développée en médecine vétérmaire. L’étude de la relation entre
Iefficacit¢ clinique et celle, bactériologique, des traitements vétérinaires, fait aujourd’hui
I'objet de réflexion en médecine vétérinaire (Sanders, 2005).

La maitrise de ce probleme est donc entre les mains des prescripteurs qui doivent faire des
efforts communs d’utilisation raisonnée des antibiotiques. L’exploitation épidémiologique des
informations concernant la résistance aux antibiotiques et les prescriptions ; mais également les
regles d’hygiéne générale, sont également un outil important de maitrise de la résistance. La
mise en place d’outils adaptés a la pratique vétérinaire est un enjeu pour la profession comme
pour les systémes de production.

A Pinstar de la médecine humaine, le suivi de I'évolution de lantibiorésistance chez
I'animal permet de mieux identifier les familles d’antibiotiques sur lesquelles le prescripteur
doit porter une attention particuliere dans le cadre de leur utilisation raisonnée (Sanders, 2005).

Selon Roca et al., (2015), le colt biologique associé a la résistance, quand elle existe, est
souvent réduit par une évolution de compensation permettant la stabilisation des bactéries
résistantes dans la population.

Les interventions visant a limiter I'émergence et la propagation de bactéries résistantes dans
le cadre des animaux peuvent inclure les éléments suivants :

e L’interdiction de l'utilisation d'antibiotiques comme promoteurs de croissance et de
limiter son utilisation pour d'autres applications non thérapeutiques,

e La réduction de la diffusion des bactéries multi résistantes dans la chaine
alimentaire en améliorant la biosécurité agricole et élaboration des stratégies
alternatives de traitement et laugmentation des conditions de pratiques d'hygiéne
le long de la chaine alimentaire,

e L’élaboration de programmes d'éducation, dirigés principalement aux vétérinaires,
aux agriculteurs et aux manipulateurs d’aliments,

e Lier les systemes de surveillance sur la résistance aux antibiotiques établis pour les
humains et les animaux.

La solution la plus rapide et la plus pragmatique, actuellement, est de repenser I'utilisation
des antibiotiques pour préserver I'efficacité des molécules actives disponibles (Roussel et al.,
2006).

Un bon usage des antibiotiques est donc indispensable afin de limiter la sélection de

bactéries résistantes, de préserver I'efficacité du médicament antibiotique (Cazeau et al., 2010).
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I.11 Importance de la mammite

En Algérie, durant ces deux derniéres décennies, la demande en lait et produits laitiers n'a
pas cessé d'augmenter. Les infections mammaires constituent une pathologie importante des
¢levages bovins laitiers algériens puisqu’elles concernent pratiguement une vache sur deux
(50,6%) (Kebbal et al., 2010).
1.11.1 Les effets économiques de lamammite bovine et de la gestionde la
mammite

Bien que la mammite subclinique soit plus répandue que la mammite clinique, limpact
économique des infections subcliniques est plus difficile aquantifier etde prévoir destroupeaux
en raison de la variabilité de lintensité de dépistage au niveau du troupeau et de la définition de
cas (Rollin etal., 2015).

La mammite subclinique ala plus grande importance économique enraison de la réduction
a long terme de la production laitiere. Les pertes sont des revenus potentiels perdus, alors que
les colts de contrdle sont les dépenses réelles liés a des traitements, des mesures préventives,
et a la main-d'ccuvre supplémentaire utilisée (Sinha et al., 2014).

Selon Halasa et al., (2007) et Viguier et al., (2009), les facteurs économiques et les colts
associés peuvent étre répartis comme suivants :
1.11.1.1 Les pertes de production de lait

Les pertes économiques sont engendrées par la baisse de la production de lait par vache et
la réduction du systeme de paiement du lait fondé sur les kilogrammes de lait. Les pertes de la
production sont temporaires ou permanentes.
1.11.1.2 Les médicaments

Les médicaments nécessaires pour traiter les animaux infectés sont une cause directe de
dommages économiques, en raison de leurs codts.
1.11.1.3 Lait jeté

Les pertes sont sous la forme de lait anormal jeté des quartiers infectés. Le préjudice
économique dd au lait jeté est comparable a une diminution de cette production de lait et les
codts d'alimentation.
1.11.1.4 Services vétérinaires

Le colt de diagnostic et le traitement des cas de mammites.
.11.1.5 La main d'ceuvre

Le colt du travail supplémentaire et le temps qui a été utilisée pour prévenir et traiter les

vaches atteintes de mammite.
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1.11.1.6 Les codts sont

* Des colits de traitements supplémentaires liés, par exemple, aux médicaments et soins
Vétérinaires.

 L'augmentation des colits de main-d'ceuvre, par exemple le travail supplémentaire requis
pour l'élevage de bétail et pour l'application de mesures préventives.

» Augmentation des colts pour la surveillance de la qualit¢ du lait et de I'état de la maladie
chez le reste du troupeau.
1.11.1.7 La qualité des produits

La réduction du systeme de paiement du lait fondé sur les kilogrammes de composants de
lait tel que la graisse et les protéines, résultant en des produits laitiers avec des propriétés
organoleptiqgues moins favorables et de mauvaise qualité avec un nombre élevé de cellules
somatiques. L'utilisation d'antibiotiques dans le traitement de la mammite fait augmenter le
risque de pénalités par le rejet du lait. Certains de ces changements rendent le traitement du lait
moins efficace et pourrait aboutir a des produits ayant des propriétés de moindre qualité.
1.11.1.8 Matériaux et investissements

La gestion de la mammite comprend ['utilisation de matériaux et de matieres premieres qui
coltent cheres. Les matériaux peuvent étre soit renouvelables (par exemple les désinfectants et
les médicaments) ou non renouvelables (par exemple une nouvelle salle de traite).
1.11.1.9 Diagnostics

Les colts de diagnostic relatif a la mammite doivent étre inclus dans les calculs, des frais
d'instance de techniciens et de cultures bactériennes.
1.11.1.10 Autres maladies

Les vaches atteintes de mammite sont une source constante d'infection due a l'effusion de
bactéries.
1.11.1.11 Abattage

Une vache est abattue quand le remplacement est la décision optimale ; la réforme
prématurée réduit la vie productive du bétail et engendre des codts de remplacement des vaches.
Les vaches, avec une mammite, ont un risque plus élevé d'étre abattues. 11y a une valeur basse
pour la viande des vaches de réforme, suite a un rendement de carcasse et une qualité réduite.

En outre, la mammite était parmi les principales raisons identifiées de mortalité de la vache
(Rollin et al., 2015). Dans le contexte Tunisien, 30 % des vaches laitieres sont réformées a

cause des mammites (M’Sadak etal., 2013).
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1.11.2 Les estimations des co(ts de la mammite

Parmi les maladies animales qui affectent la rentabilitt de lélevage des animaux, la
mammite est considérée comme l'une des maladies colteuses en termes de perte de production
(Sinha et al., 2014). Du point de vue économique, la mammite représente 'une des causes les
plus importantes pour les éleveurs bovins laitiers (M’Sadak et al., 2013).

La perte économique due a la mammite chez les bovins laitiers est estimée a $ 185/ vache
/ an aux Etats-Unis. Elle totalise plus de 2 milliards de dollars par an aux Etats-Unis. En fait,
un seul quartier infecté pendant lallaitement peut réduire la production de lait d'une vache de
10 a 12% (Akers et al., 2011).

Au Royaume-Uni, la mammite entraine une perte annuelle d'environ £ 300 millions aux
producteurs laitiers. Dans la Republique d'Irlande, le colt de la mammite clinique est d'environ
693 € par an pour chaque vache infectée. Aux Pays-Bas, le colt moyen par vache infectée varie
entre 164 € et € 235 (Viguier etal., 2009).

En Algérie, I'impact économique de la production laitiere dans la wilaya de Blida dans le
centre du pays pour 'année 2008 montre une perte en production laiticre comprise dans
I'intervalle de 7 357 370 et 10 455 210 de litres. Elle équivaut a une perte financiére comprise
entre 323 724 280 DA et 460 029 240 DA, soit une perte financiere comprise entre 4,05 et 5,7
millions de dollars US (a raison de 1 $ US = 80 DA).

Sur la base d’une production laitiére nationale pour I'année 2008 de 2,207 x 109 litres, la
perte nationale en production laitiére serait comprise dans I'intervalle 419,33 x 10° et 595,89 x
106 litres. Elle équivaut a une perte financiere comprise entre 18 450 520 000 DA et 26 219 160
000 DA, soit une perte financiére comprise entre 230,6 et 327,7 millions de dollars US (Kebbal
et al., 2010).

1.12 La mammite et la qualité du lait cru, la sécurité et le rendement

La mammite est la maladie la plus fréquente dans les troupeaux laitiers et elle est la
principale source de pertes économiques dans la production de lait dans le monde entier (Le
Marechal et al., 2011). La mammite, en particulier le type subclinique, est la maladie la plus
persistante et elle est largement répandue ; importante pour I'’hygiéne du lait (Coulon et al.,
2002). La santé de la mamelle peut avoir un effet profond sur les caractéristiques de qualite, et
de quantité¢ (Auldist, 2011).

Au-dela des questions de santé animale et de sécurite alimentaire, la mammite est

également un probleme en raison des changements induits du lait. La composition du lait peut
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étre affectée par un large éventail de facteurs : la race, l'age, le stade de lactation, et le régime
alimentaire de l'animal (Le Marechal etal., 2011).

La mammite modifie la composition du lait et son utilisabilité technologique (Coulon et
al., 2002).

1.12.1 Le nombre de cellules somatiques

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).

Apres une longue discussion entre les commissions internationales (FDA etc.), on peut
affirmer que le nombre de cellules normales d'un quartier sain est d'environ 100 000 cellules
par ml de lait (Hamann et al., 2002 ; Smith, 2002).

Le nombre de cellules somatiques dans du lait des quartiers non infectés est typiquement
<100.000 cellules / ml, alors que dans les quartiers infectés, il pourrait étre jusqu'a plusieurs
millions de cellules par millilitre. Ils ont estimé que 15 a 40 cas subcliniques peuvent étre
trouvés pour chaque cas clinique (Brand et al., 2010). La mammite subclinique augmente le
nombre de cellules somatiques et réduit la production de lait des vaches laitieres. Les pertes se
produisent en raison de dommages causes par des micro-organismes aux tissus sécrétoires de
la glande mammaire et la rupture des jonctions cellulaires, ce qui peut entrainer la perte
permanente de capacité de synthese du lait (Gongalves et al., 2016).

Beaucoup d'entreprises de transformation du lait a travers le monde ont intégré le comptage
de cellules somatiques comme un parametre clé a la production du lait (Auldist, 2011). Et par
conseéquent, il est une composante importante du lait en termes de qualité, d'hygiene, et de
controle de la mammite (Ogola et al., 2007).

Selon Burgess et al., (2010) la présence d'un nombre important de cellules somatiques
(principalement les cellules sanguines qui combattent [linfection), est donc une preuve de la
présence d’une mammite dans le troupeau, et elle est une source de préoccupation pour
I'industrie laitiére pour deux raisons :

1) La présence de la mammite est un indicateur que la santé du troupeau n’est pas
aussi bonne qu'il se doit, et donc un sujet de préoccupation en ce qui concerne la
santé et le bien-étre des animaux.

2) Les vaches atteintes de mammite donnent du lait inférieur du point de vue qualité
et salubrité. Cela peut se manifester selon les maniéres suivantes :

e Activité enzymatique des bactéries envahissantes qui provoquent une

dégradation de la matiere grasse et des protéines du lait.
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e Présence d'agents pathogénes (bactéries infectantes)
e Rendement réduit de certains produits manufacturés (par exemple, le fromage)
e Défauts de saveur (le rancissement).

Cependant, i y’a d'autres facteurs que I'infection intra mammaire qui affecte la
concentration des cellules somatiques, par exemple, la parité, la race, et la production de lait
(Nyman et al., 2014).

1.12.2 Effets de la mammite sur la qualité du laitcru, de lasécurité etdu
rendement

Les plus importants effets de la mammite comprennent des changements ala qualité et la
sécurité du lait cru et une baisse de rendement du lait.
1.12.2.1 Qualité du lait cru

Les produits a base de lait contribuent de maniére significative au régime global alimentaire
humaine dans de nombreuses régions du monde. Le lait cru n’est pas trés bien défini. Ainsi,
tout le lait extrait de la glande mammaire non chauffé au-dessus de 40C° peut étre caractérisée
comme du lait cru (Hamann et al., 2010).

D'une maniere générale, la qualit¢ est I'aptitude d'un produitt a satisfaire completement les
besoins et les attentes des utilisateurs. (1SO 22000).

Le nombre de cellules somatiques, estinclus comme un paramétre dans la définition de la
qualité¢ du lait. Tant que le nombre de cellules est de moins de 100.000 cellules par ml de lait
sécrétées 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 parametres qui indiquent a la fois son
aptitude a la consommation ou a la transformation en produits laitiers et de l'état de santé de la
vache ou d'un troupeau produisant du lait (Kelly et al., 2011).

En conséquence, la définition et le développement de méthodes de détection du lait anormal
ont porté principalement sur les compétences organoleptiques des trayeurs, altérations visuelles
particulierement en ce qui concerne sa couleur et rhomogénéité (Brandt et al., 2010).

De nombreux rapports ont décrit les changements dans la production du lait ou de la
composition sont associés avec la mammite. En ce qui concerne le contrble de qualité,
laugmentation du nombre de cellules somatiques dans le lait est le principal marqueur pour la
détection et le diagnostic de la mammite (Viguier etal., 2009).

L’augmentation des cellules somatiques du lait est associée avec laltération de la qualité

des protéines, la modification de la composition d'acide gras, le lactose, et la concentration
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minérale, laugmentation de lactivité enzymatique, et un pH plus élevé du lait cru (Coulona et
al., 2002 ; Ogola et al., 2007).
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Figure 11. La relation entre les infections intra mammaires aux Staphylococcus aureus,
les réponses induites par la glande mammaire et les changements observés sur les
composants du lait (Le Marechal etal., 2011).

L'inflammation de la glande mammaire durant la mammite provoque une gamme de
modification physique, microbiologique, et chimique dans le lait. Cela comprend la variation

de la composition chimique du lait, et parce que les différents composants du lait ont des

propriétés fonctionnelles différentes, ce qui conduit a des changements dans les propriétés de
traitement du lait (Auldist, 2011).

Néanmoins, des modifications dans le lait se produisent non seulement en réponse a la

mammite subclinique. Influences de jour de lactation, [lintervalle de traite, la fraction

d'échantillonnage du lait, et lage de la vache doivent étre pris en considération pour
linterprétation détaillée (Brandt et al., 2010).

1.12.2.2 Salubrité du lait cru

La salubrité du lait cru est une partie de l'hygiene alimentaire, en plus de la protection et
de la conservation des aliments.
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Relative a ISO 22000, la salubrité c’est 'assurance que les aliments sont acceptables pour
la consommation humaine conformément a lusage auquel ils sont destinés. La salubrité¢ du lait
cru est déterminée principalement par les conditions d'hygiene dans I'exploitation, y compris
I'équipement de la traite et de I’état de santé de la vache laitiere.

La premiere priorite de la sécurité du lait cru est le risque de contamination bactérienne,
dans la mesure ou la mammite est la plus préoccupante (Hamann et al., 2010).

Les vaches atteintes de mammite détectée représentent également un risque d'infection
pour les autres vaches. Nous croyons que la plupart des agriculteurs aimeraient identifier les
quartiers infectés pour le développement économique ainsi que pour des fins de santé du
troupeau. La mammite devrait étre détectée de maniere fiable et en temps opportun pour éviter
que la mammite subclinique ne se développe en maladie clinique (Hovinen et al., 2011).

Les origines du lait anormal sont soit des dommages tissulaires de trayons (lait taché de
sang) ou des inflammations de la mamelle cliniques (principalement des flocons et des caillots,
et potentiellment dans le sang). Une tache de sang de 0,1% de sang mélangé avec du lait peut
étre détectée de maniere fiable par les consommateurs, et les professionnels (Brandt et al.,
2010).

Différents types d'échantillons du lait peuvent étre analysés pour le comptage des cellules
somatiques, en fonction du motif de test :

1) Le lait d'un quartier individuel d'une seule vache ;

2) Un mélange du lait des quatre quartiers d'une vache individuelle ;

3) Lait d'une citerne de ferme, contenant un mélange de lait de toutes les vaches dans
le troupeau.

Pour un échantillon d'une vache individuelle, le comptage des cellules somatiques reflete
directement la migration des leucocytes dans le lait (transfert a travers le sang / barriere de lait)
et reflete donc l'état de santé de la vache, et en particulier lapparition de la mammite. Le
comptage des cellules somatiques du lait de tank donne une indication sur la santé globale et la
production moyenne du troupeau (Kelly et al., 2011).
1.12.2.3 La production de lait

Si un quart souffre de mammite, en fonction de son type (clinique ou subclinique) et le
degré (suraigué, aigué, chronique) de la maladie, une diminution de la production du lait dans
une gamme significative de 10% a plus de 80% est observable.

L'activité de la sécrétion du lait (kg de lait) est identique pour les quartiers avant ainsi que

pour les deux quartiers arriere (Woolford, 1985).
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Cette situation est valable si tous les quartiers sont en bonne santé. La mammite va changer
la situation, le quartier infecté va diminuer la production du lait, mais les quartiers sains
avoisinants seront, capables de réagir avec une augmentation de rendement de compensation
d'environ la moitié de la perte du rendement du quartier infecté (Hamann et al., 1990).

Les conséquences de la mammite sont la perte de lait, le travail supplémentaire et des
efforts supplémentaires pour le traitement veétérinaire, qui se montent a 17 € par an (Bludau et
al., 2014).

La mammite peut entrainer un effet négatif a long terme sur la santé de la mamelle et est
associée a un taux de réforme accrue, augmentant ainsi les codts d'élevage (De Vliegher et al.,
2012).

Autres facteurs de risque identifiés pour la mammite sont : la saison, la nutrition et la
génétique (Archer et al., 2013).

Selon Hospido et al., (2005), en termes économiques, la mammite peut généralement étre
considérée comme la maladie la plus grave des vaches laitieres. Cependant, la mammite est une
question économique, en impliquant deux types de pertes de lait :

-lait de faible qualité qui doit étre écarté car il est impropre a la consommation humaine et

-la réduction du rendement de production.

La mammite réduit la production du lait de 10-25% par vache. Cette baisse de la production
du lait est due a des dommages physiques aux cellules épithéliales de la glande mammaire, ce
qui limite la capacité de synthése et de sécrétion de la glande (Auldist, 2011).

1.13 Le lait cru une menace pour la santé publique

Le lait destiné a la consommation humaine aété défini en 1909 par le congres international
de la répression des fraudes alimentaires a Geneve : « est le produit intégral de la traite totale
ininterrompue d'une femelle laitiere bien portante, bien nourrie et non surmenée. 1l doit étre
recueilli proprement et ne pas contenir de colostrum » (Benhamed et al., 2011).

La consommation de lait cru n’est pas bien documentée, mais dans le contexte de la
tendance actuelle & « consommer naturel » et « achat local », la consommation de lait cru est
de plus en plus populaire. Ceciest nourri par la perception que le chauffage détruit les avantages
nutritionnels et sanitaires du lait, et peut méme induire des effets néfastes (Claeys et al., 2013).
1.13.1 Source du danger

Bien que le lait soit un élément important dans une alimentation saine, si consommé cru, il
peut présenter un danger pour la santé en raison de la contamination possible par des bactéries

pathogenes. Ces bactéries peuvent provenir des animaux cliniquement sains avec une mammite
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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 ses souches (Hameed et al., 2007).
Le danger pour la santé publique est particulierement lié a la capacité de 50 % de ces souches
de produire des entérotoxines thermostables associés a une intoxication alimentaire (Bendahou
et al., 2008). Certaines souches produisent des toxines, qui peuvent conduire a un syndrome de
choc toxique ou d'intoxication alimentaire. On estime que [lintoxication causée par
Staphylococcus aureus occupe le troisieme rang sur les causes d'empoisonnement alimentaires
communes (El-Ashker et al., 2015).

Selon Jamali et al., (2015), plusieurs épidémies d'origine alimentaire d'intoxications a
Staphylococcus aureus ont été documentées pour étre associées a la consommation de différents
types d'aliments contaminés. Le développement d'une maladie, aprés avoir consommé du lait
cru contaminé, dépend de plusieurs facteurs tels que la pathogénicité du micro-organisme, le
nombre de micro-organismes ingérés, et I'état de santé du consommateur (Lund et al., 2011).
1.13.2 Risques liés a laconsommation de laitcru

La déclaration épidémiologique des espéces bactériennes zoonotiques telles que
Staphylococcus aureus nécessite de mettre en place des techniques simples et rapides pour
connaitre la situation réelle de cet agent pathogéne dans I'étape de contrle de la propagation
des bactéries zoonotiques entre les animaux et les humains (Radwan et al., 2015).

La proximité des humains et des animaux dans lenvironnement laitier presente des
opportunités pour la transmission de bactéries entre eux. Dans la mesure ou le transfert des
bactéries zoonotiques est préoccupant du point de vue de la santé humaine ; le scénario du
transfert anthroponotique inverse de bactéries des humains aux animaux existe aussi. Il est donc
important que les populations bactériennes a l'interface animal-humain doivent étre surveillées
(Schmidt et al., 2015). Autres chercheurs adoptent et documentent le transfert de
Staphylococcus aureus humaine aux bovins (Resch et al., 2013).

Les fermes laitieres forment un environnement idéal dans lequel les bactéries sont soumises
a des traitements antimicrobiens, et la pression de la sélection subséquente pourrait favoriser la
sélection et la diffusion de souches résistantes (Saini et al., 2012).

En principe, toute utilisation des antibiotiques augmente le risque de sélection de résistance
(Wallmann et al., 2003). Pres de la moitié des antibiotiques actuellement utilisés dans les pays

développés sont utilises dans lagriculture, y compris de nombreux antibiotiques destinés a
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traiter les maladies humaines. Cette utilisation peut favoriser la résistance aux antibiotiques
chez les bactéries qui sont communes chez les animaux et qui causent la maladie chez les
humains (Valsangiacomo et al., 2000).

L'évaluation de la sensibilité aux antimicrobiens des isolats de Staphylocoques récupérés
de linfection intra mammaire est importante pour guider le traitement thérapeutique des
animaux infectés. En outre, la surveilllnce de la résistance aux antimicrobiens de
Staphylococcus. spp chez les animaux est importante du point de vue de la santé publique
(Schmidt et al., 2015). L'inquiétude grandit a propos de ['utilisation d'antimicrobiens chez les
animaux et son role potentiel dans la création de réservoirs de bactéries résistantes qui peuvent
étre transférées de lanimal a des populations humaines le long de la chaine alimentaire (Saini
et al., 2012).

De par I'impact des mammites sur la sant¢ animale, la santé humaine peut se trouver en
danger par la présence des résidus d’antbiotiques résultant du traitement des mammites
(M’Sadak et al., 2013).Les résidus d'antibiotiques dans les aliments peuvent conduire a des
réactions graves chez les personnes allergiques aux antibiotiques et, a des niveaux faibles,
peuvent entrainer une sensibilisation des individus et le développement de souches résistantes
aux antibiotiques de bactéries normales (Hameed et al., 2007).

Malgré son importance économique et de santé publique, la mammite n’est pas une maladie
bien considérée en Algérie.

1.14 Le traitement de la mammite subclinique

Le traitement de la mammite subclinique pendant l'allaitement n'a pas été considéré comme
rentable (Erskine et al., 2003).

Le traitement n'a pas été indiqué, a moins que le taux d'infection trés élevé mette en danger
la commercialisation du lait. Le co(t de la thérapie et le lait jeté au cours de la période de retrait
réduit sérieusement le bénéfice de la thérapie (Du Preez et al., 2000).

Il existe deux types de traitements de la mammite bovine, soit les médicaments a utilisation
en période de tarissement, soit ceux a utilisation en période de lactation (Radostits et al., 1995).

La grande différence réside dans la persistance de lantibiotique dans la glande mammaire
aprés linjection. Un traitement donné durant la période de lactation aura une diffusion ainsi
gu'une élimination rapide. Les médicaments de tarissement se donnent une fois au début de
cette période. Leur présence dans la glande sera prolongée, empéchant limplantation de
nouvelles infections ainsi que [l'élimination des micro-organismes causant des mammites
chroniques datant de la lactation précédente (Eberhart, 1986).

67



Partie théorique Chapitre | : Rappel bibliographique

Les infections intra mammaires a Staphylococcus aureus ont tendance a devenir chroniques
et les traitements aux antibiotiques se caractérisent par un faible taux de guérison (10% et
dépassent rarement 40-50%) (Boutet et al., 2006).

Dans de nombreux cas de mammite subclinique, une fibrose extensive et la formation de
micro abceés sont présents dans la glande, ce qui peut rendre la distribution des applicateurs de
médicaments intra mammaires difficile (Sandgren et al., 2008).

Le succes de la thérapie de la mammite est plus faible chez les vaches laitieres que chez
les vaches seches, en particulier pour la mammite staphylococcique. L’efficacit¢ d’un
traitement au tarissement est comprise entre 50 et 70 % (Du Preez et al., 2000).

Habituellement, le traitement d’une mammite a Staphylocoques dépend de la durée (6
injections a 12 heures d’intervalle semblent mndispensables), et son association avec un
traitement par voie générale (I'injection journaliére intramusculaire d’un antibiotique pendant
3 jours augmente les chances de guérison).

La réussite d’un traitement d’une mammite a Staphylocoques dépend de plusieurs facteurs
:I'age de 'animal (diminution avec I'age), la position du trimestre et du stade de lactation (Sol
et al., 1997).

1.14.1 La prévention de lamammite

La meilleure facon de réduire la prévalence de la mammite est d'empécher une nouvelle
infection intra mammaire, plutdt que le traitement des nouveaux cas. Aussi, rien ne vaut de
traiter la mammite subclinique lorsque les facteurs prédisposant ont été limités ou éliminés (Du
Preez et al., 2000).

D’aprés Deluyker et al., (2005) ; en lactation, le traitement sera donc surtout préventif et
axé sur I'hygiene de la salle de traite, le trempage des trayons aprés la traite, le contrle des
maladies infectieuses autour du vélage, les machines a traire bien adaptés, et un bon contr6le
des maladies infectieuses a la traite.

Les stratégies de prévention dépendent du systeme de gestion du troupeau (a savoir la traite
conventionnelle ou la traite mécanique, stalles entravées ou un logement libre).

Il est préférable d’intervenir davantage sur les primipares puisqu’elles présentent un taux
de guérison plus €levé que les multipares, et d’intervenir dans un stade précoce de I'infection
intra mammaire.

La réforme de I'animal s’avérera souvent la meilleure solution en cas d’infection du

troupeau (Hanzen, 2015).
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Partie pratique Chapitre 11 : Matériels et Méthodes

I1.1 Hypothése du travail

Suite a la généralisation de I'antibiothérapie pour le traitement des mammites, des résultats
surprenants sont produits, mais avec I’élaboration du phénoméne de I'antibiorésistance des
germes. La consommation du lait cru des vaches avec des mammites subcliniques serait le
principal facteur de risque identifié. C’est un outil de transmission de bactéries resistantes aux
antibiotiques, pouvant passer napergues vers 'homme et compromettant ainsi la sécurité
alimentaire.
11.2 Objectifs de I’étude
11.2.1 Objectifs principaux

e FEtablir une premiére approche des mammites, en particulier les mammites
subcliniques dans le troupeau de de la région de Sidi-Bel-Abbes pour quantifier
I'importance et Pactualisation des connaissances épidémiologiques.

e Décrire le diagnostic étiologiqgue des mammites subcliniques en utilisant le
diagnostic épidémiologique et le diagnostic bactériologique dans les fermes
laitieres de la région de Sidi-Bel-Abbés.

e Mesurer la prévalence de la mammite subclinique, et le taux de multi résistance au
sein des Staphylocoques spp. et plus précisément des Staphylococcus aureus
putatifs dans les exploitations laitieres.

11.2.2 Objectif secondaire

e Identifier les principaux facteurs de risque liés a I'installation des infections
mammaires, particulierement les mammites subcliniques a Staphylocoques multi
résistance.

11.3 Enquéte épidémiologique
11.3.1 Type, lieuet période de 1’étude

Il s’agit d’une étude de type transversal a vise analytique (étude de la prévalence), a un
moment donné sur un cliché d’une population (les sujets inclus ne sont pas suivis dans le temps),
réalisée au niveau des fermes laitieres dans les périmétres de la région de Sidi-Bel- Abbés située
alouest de I'Algérie 433 km de la capitale, au cours de la période allant de mai 2013 a Juillet
2015, elle couvre donc une durée de 27 mois. Durant cette période, 20 visites ont donné lieu a
des prélevements. Les vaches en période de lactation dans des fermes d’élevage laitier de la
région de Sidi-Bel-Abbés ont été examinées.

Suivi d’une étude étiologique, transversale a vise de détermmner les facteurs favorisants

(Odds ratio).
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11.3.1.1 Population d’étude

Dans notre enquéte I'unité épidémiologique utilisée est le quartier. Notre population se
compose de vaches au moins primipares et les multipares sont choisies selon I'objectif, qui est
I'é¢tude des infections subcliniques au moment de la lactation.

11.3.2 Collecte des données

La stratégie de surveillance est basée sur l'approche clinique, par 'observation de I'état
général de 'animal, et I'étude clinique des mamelles (Annexe A).

L’examen clinique est réalisé en trois temps :

e Examen visuel de la mamelle
e Palpation de la mamelle
e Examen visuel des sécrétions mammaires.

L’examen clinique de la mamelle et du lait permet de mettre en €vidence un processus
inflammatoire qui peut étre induit par une infection (L’utilisation réguliére d’un bol a fond noir
peut faciliter la tache).

Les données collectées sont :

e Le numéro de la vache ;
e Les résultats de comptages cellulaires pour les 4 quartiers ;
e Le quartier atteint ;
e La date de détection de la mammite qui est aussi la date de réalisation du
prélevement.
11.3.2.1 Facteurs de risque
Il s’agit des facteurs suivants :
o Age;
e Stade de la lactation ;

e Rang de la lactation ;

e Saison ;
e Race;
o Vélage.

11.3.2.2 Criteres de définition de la mammite subclinique

L’étude des mammites subcliniques fait appel a la recherche de t¢émomns de 'inflammation
(comptage de cellules somatiques) et / ou des agents pathogénes dans le lait. Ce type de
mammite est asymptomatique : il n’y a donc pas de signes généraux, de modifications de la

mamelle et de modification de la sécrétion. Un test CMT positif a partir de 900000 cellules/m|
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et une bactériologie positive seront les criteres pour identifier les animaux atteints de mammite
subclinique.
11.3.2.3 Critéres d’inclusion et d’exclusion

Parmi toutes ces vaches, une sélection a été entreprise a partir des criteres énoncés ci-
dessous :
11.3.2.3.a) Critéres d’inclusion

e Vaches ayant Vél¢ ;

e Vaches dont le comptage cellulaire avec au moins un quartier positif pour un score
> 2.

11.3.2.3.b) Critéres d’exclusion

e Vaches ayant avorté ;

e Vaches présentant au moins une mammite clinique (une modification du quartier,
une douleur au toucher de la mamelle, et une modification apparente du lait avec
des grumeaux) ;

e Vaches ayant une maladie intercurrente ;

e Vaches ayant recu un traitement anti-infectieux ou anti-inflammatoire.

11.3.3 Les documents et recueil des données

Une enquéte épidémiologique est réalisée a chaque visite du troupeau : les données de
chaque vache choisie ont été¢ recueillies a laide d'un questionnaire normalisé d’une fagon
exhaustive ; le questionnaire a été déja utilisé dans l'étude d’Elmoslemany et al., (2010). Le
questionnaire est rempli en temps réel, en interrogeant le personnel s’occupant des élevages et
en assistant a toutes les étapes de la traite.

Les indicateurs mesurés dans notre étude de recherche de la résistance aux antibiotiques
sont :

e Le taux de resistance aux antibiotiques dans une population bactérienne ;

e La prévalence de la résistance aux antibiotiques dans une population animale.

11.4 Description de I’échantillon de I’étude

11.4.1 Prélevement

La mamelle saine n’héberge pas de flore commensale. La valeur de I'examen
bactériologique des laits de mammites dépend en grande partie de la qualit¢ du prélevement
(Hanzen, 2015).
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11.4.1.1 L unité du prélévement
Chaque quartier est considéré indépendamment des autres quartiers de la méme vache.
L'analyse doit se faire quartier par quartier, le mélange étant ininterprétable (Hanzen, 2015).
11.4.1.1.a) Moment du prélevement
Deux types de prélevement du lait ont été réalisés sur chaque quartier avant la traite de
Iapres-midi. Le prelevement est soumis a un examen de comptage cellulaire et si le score de
CMT est > 2, donc un cas de mammite subclinique est ainsi défini, et il est alors le point de
départ pour un prélévement pour I'examen bactériologique. Le volume prélevé est de 20
millilitres environ.
11.4.2 Réalisationdu prélévement
La qualit¢ du prélevement dépend de la technique de 'opérateur (Mialot, 1983 ; Markey,
et al., 2013 ; Cockcroft, 2015). Les principaux points en vue d’une bonne technique de
prélevement sont les suivants :
e Lavage des mains ;
e Lavage et séchage des trayons ;
o Désinfection de Iextrémité du trayon a I'aide d’un coton imbibé d’alcool a 70° ;
e Elimination du premier jet de lait ;
e Effectuer la collecte le plus rapidement possible ;
e Tenir le flacon de collecte stérile presque horizontalement et maintenir le couvercle
dans le creux du petit doigt de sorte que le couvercle ne soit contaminé ;
o Identifier aussitot le flacon avec la date, le numéro de la vache et le quartier prélevé.
Lorsque l'on préleve plusieurs quartiers, on respecte un ordre de prélevement inverse de
Pordre de désinfection, afin d’éviter de toucher un trayon non encore préleve avant de le
prélever (Annexe D).
11.4.3 Conservation et traitement des prélévements
Les prélevements effectués, au cours des visites étaient placés temporairement dans une
boite isotherme, puis réfrigérés et conservés a +4°C jusqu'a larrivée aux Laboratoires.

I1.5 Le test CMT

Le test CMT est réalisé selon la recommandation du (Radostits et al., 2006 ; Markey et al.,
2013 ; Cockcroft, 2015) ; ¢’est une méthode indirecte pour évaluer la concentration des cellules
somatiques sur des échantillons de lait individuels. Il s’agit la d’une méthode semi-quantitative,

c’est un test rapide réalisé a la ferme sous la vache. Un résultat positif (score >2) indique une
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probabilit¢ élevée d’avoir une concentration cellulaire dans le quartier, supérieure a 800 mille
cellules/ml.
11.5.1 Principe

Le test CMT est basé sur I'ajout au lait d’un volume égal d’un détergent tensio-actif : la
solution de Na-Teepol. Ce dernier agit en provoquant la lyse des cellules présentes dans le lait.
La destruction ou la décomposition des parois cellulaires libére TADN (le détergent dissout la
graisse) et augmente la viscosité du lait en provoquant la formation d’un floculat plus ou moins
marqué (ADN chaine ou gel pour former une masse fibreuse). Il posséde en plus un indicateur
coloré (le pourpre de bromo-crésol) qui vire au bleu-violet.
11.5.2 Technique de réalisation

Environ 2 ml de lait de chaque quartier sont prélevés dans chacune des quatre alvéoles
identifiées de la cupule A, B, C, et D correspondant respectivement aux quartiers avant droit,
arriere droit, avant gauche et arriere gauche, fournis avec le réactif. Aprés ajout de 2 ml de
Teepol (le laurylsulfate de sodium) dans chaque coupelle, un mouvement circulaire est appliqué
au plateau pendant quelques secondes pour mélanger le lait avec le réactif. La réaction produit
une gélification en quelques secondes (Annexe E).
11.5.3 Lecture et interprétation

On apprécie la présence ounon du floculat et son intensité. La lecture et 'interprétation du
test CMT se font en référence au tableau de lecture (Tableau 16). Celui-ci permet d’évaluer le

résultat.

Tableau 16. Interprétation du test CMT selon les indications accompagnant le reactif
(Markey etal., 2013 ; Cockcroft, 2015)

Lecture Interprétation
Score
Aspect Valeur  Croix Infection RNCM(x103ml)
Consistance normale, couleur 0 ) Absente 100
grise
Léger gel disparaissant aprés 1 (€3] Risque d’infection par 300
agitation, couleur violacée pathogene mineur
Léger gel persistant, filament 2 (+) Mammite subclinique 900
grumeleux, couleur gris violet
Epaississement immédiat, amas 3 (++)  Mammite subclinique 2700
visqueux au fond de la coupelle
Gel épais, consistance du blanc 4 (+++) Mammite subclinique a 8100
d’ceuf, couleur violet foncé limite de I'expression

RNCM : Relation avec la numérotation cellulaire moyenne
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11.6 Les analyses de laboratoire

Les analyses microbiologiques ont été réalisées au laboratoire de Microbiologie du
Département de I’ Agronomie, Faculté des sciences de la nature et de la vie, Université Djillali
Liabes de Sidi-Bel-Abbés, Algérie. Les tests supplémentaires ont été effectués dans le
Laboratoire Veétérinaire Régional de Tlemcen, Algérie.

11.6.1 L’enquéte microbiologique du lait de mammite

L’examen bactériologique peut renseigner sur I'état sanitaire des mamelles, pour

déterminer :

e Les principaux agents pathogenes provoquant la mammite ;

e Le pourcentage de vaches porteuses de mammite subcliniques ;

o Les profils de sensibilité aux antibiotiques des pathogenes majeurs.
11.6.2 Les analyses bactériologiques

Les méthodes utilisées dans la recherche et l'dentification des germes présents dans le lait
sont des méthodes de routine décrites par Quinn et al., (2011) et Markey et al., (2013).

11.6.3 Ensemencement et isolement

Notre étude est régie spécialement sur les souches de Staphylocoques impliquées dans la
mammite subclinique.

ATarrivée du prélévement au laboratoire, onensemence une gélose Columbia additionnée
de 5 % de sang de mouton par un inoculum de 50 a 60 pl de lait en parallele avec la gélose
Chapman. Le premier milieu permet d’isoler la majorit¢ des especes bactériennes
potentiellement responsables de mammites, et le deuxieme est un milieu sélectif pour les
Staphylocoques.

Les 02 milieux sont ensuite places a I'étuve a 37°C. Deux lectures sont réalisées
respectivement a 24 et a 48 heures car certaines colonies ne deviennent visibles qu’aprés 36 a
48 heures d’incubation. Une premieére orientation a été réalisée apres vérification de I'absence
de contamination par coloration de Gram et les tests de catalase et de 'oxydase.

11.6.4 Identification phénotypique

L’identification du genre est effectuée par I'aspect de colonies sur gélose et la fermentation
du mannitol sur le milieu Chapman. Les Staphylocoques apparaissent ainsi comme des coques,
a Gram + et catalase +.

L’identification des Staphylocoques fait recours a différents tests biochimiques
(Bannerman et al., 2007 ; Denis et al., 2011 ; Carl, 2014).
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Le but de cette partie est de caractériser phénotypiquement les souches de Staphylocoques
isolées a partir des cas de mammites subcliniques.
11.6.5 Le system API

Les colonies présumées ont été confirmées par la caractérisation biochimique utilisant le
systeme API-20-Staph (BioMérieux, Marcy-France).
11.6.5.1 Intérét clinique

Les tests effectués en tube de 15 ou 20 ml ont été progressivement remplacés depuis de
nombreuses années par des tests biochimiques miniaturisés en galerie. API Staph estun systeme
standardis¢ pour I'identification des genres Staphylococcus, comprenant une base de données
(Jamali et al., 2014 ; Ruegg et al., 2015).
11.6.5.2 Principe

La galerie API Staph comporte 20 micro-tubes contenant des substrats déshydratés. Les
substrats sont reconstitués par lajout d'une suspension bactérienne. Les réactions produites
pendant la période d'incubation se traduisent par des virages colorés spontanés donc ce sont des
tests colorimetriques ou révélés par l'addition de réactifs (Bannerman et al., 2007).
11.6.5.3 Méthode

L'organisme a été sous cultivé sur gélose Columbia au sang a 37 °C pendant 18-24 heures.
Inoculer une colonie pure et bien isolée dans le milieu API Staph pour faire une suspension
bactérienne homogene avec une turbidité équivalente a0,5 McFarland et cette suspension a été
utilisée immédiatement apreés la préparation (Markey et al., 2013).
11.6.5.4 Résultat

L'Index analytique du profil (API ; BioMérieux) est le systeme le plus populaire pour le
diagnostic bactériologie dans le monde. L’identification est obtenue par le numéro a7 chiffres
genéré par la feuille de données de la bande profil de I’ API- 20-Staph tester. La lecture du profil
numérique est obtenue par la version du logiciel apiweb 4.1 (El-Seedy et al., 2012).

1.7 Les facteurs de virulences

Du point de vue épidémiologique, la présence de souches virulentes de S. aureus dans le
lait de mammite donne une importance pour détecter et caractériser ces souches, et controler et
réduire la diffusion de la maladie dans les troupeaux laitiers. S. aureus produisent un grand
nombre de facteurs de virulence jouant un role important dans les difféerentes étapes de la
pathogenie de la mammite (Coelho etal., 2011 ; Abdeen et al., 2015).
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11.7.1 Le testa la coagulase
11.7.2 Intérét clinique

Dans la clinique, les staphylocoques sont différenciés sur la production de la coagulase
libre (Bannerman et al., 2007 ; Carl, 2014).
11.7.3 Principe

La production de coagulase libre provoque une coagulation du plasma qui se traduit par la
formation d'un culot de coagulation.

L’enzyme catalyse la formation de caillots de fibrine dans le plasma, en activant la
prothrombine, qui convertit le fibrinogéne en fibrine.
11.7.3.1 Mode opératoire
11.7.3.1.a) Préparation du plasma

e Prélever 10 ml de solvant a laide d'une pipette stérile ;

e Additionner stérilement ces 10 ml de solvant directement dans le flacon de plasma
de lapin lyophilisé (Bio-Rad, France) ;

e Agiter légerement pour favoriser la dissolution en évitant la formation de mousse.

11.7.3.1.b) Préparation de I'échantillon

e A partir d'une culture de la souche a étudier, réaliser une subculture en bouillon
Staphylocoagulase ou en bouillon nutritif. Incuber la culture 18 heures a 37°C ;

e Mélanger dans un tube a hémolyse 0,5 ml de plasma reconstitué et 0,5 ml de la
culture. Incuber le mélange a 37°C pendant 24 heures ;

e Réaliser un témoin bouillon-plasma, si Fon nutilise pas le bouillon
Staphylocoagulase. Selon les instructions de fabricant, certaines préparations de
bouillon ordinaire, non ensemencées, mélangées au plasma de lapin, peuvent
entrainer sa coagulation. 1l est donc indispensable de le faire au préalable.

11.7.3.1.c) Résultats attendus

Certaines souches de Staphylocoques provoquent la coagulation du plasma en un temps
variant d'une demi-heure a 24 heures. La prise en masse du plasma est généralement totale, au
point que le tube peut étre retourné. Un caillot moins compact visible avant la 24éme heure doit
étre considéré comme positif. Le milieu doit étre observé toutes les heures pendant les 4
premiéres heures. En effet certaines souches produisent de la fibrinolysine qui lyse les zones de

coagulation. Au bout de 24 heures, cette réaction peut entrainer une fausse réaction négative.
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11.7.4 Le test de Dnase
11.7.4.1 Intérét clinique
L’identification des Staphylocoques pathogenes, par la recherche de la désoxyribonucléase
(la Dnase) (Denis et al., 2011).
11.7.4.2 Principe
La Dnase est une enzyme qui hydrolyse 'ADN (Acide Désoxyribonucléique). La mise en
évidence de la production d'une Dnase est effectuée sur une gélose contenant de 'ADN.
L’organisme hydrolyse TADN et lutilise comme source de carbone et d'énergie pour la
croissance.
11.7.4.3 Mode opératoire

e A partir d'une culture de la souche a étudier, réaliser une subculture en bouillon
ceeur-cervelle. Incuber la culture 18 heures & 37°C ;

e Sécher la surface des boites de pétries contenant la gélose Dnase avant utilisation ;

e Chaque boite peut étre divisée en sections en tracant des lignes sur le fond de la
boite ;

e Les bactéries sont ensemencées en utilisant un inoculum lourd et en réalisant une
strie a la surface de la gélose de 3-4 cm de long de jusqu’au centre de la boite ;

e Incuber a 37 ° C pendant 18-24h;

e Apres incubation, [lhydrolyse de I'ADN est révélee en ajoutant de lacide
chlorhydrique (HCI 1N) par inondation, celui-ci va précipiter ’ADN et donner un
aspect opaque au milieu.

11.7.4.4 Lecture
Si lorganisme qui se développe dans le milieu produit la Désoxyribonucléase, 'ADN serait
dégradé, et le résultat est comme suit :

e Zone claire autour de la strie, le reste de la boite reste opaque donc souche DNase
(+)

e Absence de zone claire autour de la strie donc souche DNase (-).

11.7.5 Le test Staphytect Plus
11.7.5.1 Intérét Clinique

Le kit Staphytect Plus (Oxoid, Basingstoke, Royaume-Uni) est un test d’agglutination au
latex sur carte, qui permet de differencier les S.aureus possédant le clumping factor, la protéine
A et des polysaccharides capsulaires, des autres staphylocoques qui ne les possedent pas (Van
Griethuysen et al., 2001 ; Kozytska et al., 2010 ; Soares et al., 2011).
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La recherche du facteur d'affinité pour le fibrinogene (coagulase liée ou Clumping
factor) : Ce test consiste en la mise en évidence du facteur d'affinité pour le
fibrinogene présent a la surface des cellules ;

La recherche de la protéine A : cette protéine A peut étre retrouvée chez S. aureus,
mais aussi chez les souches de S. hyicus et de rares souches de S. intermedius. La
protéine A est associée au peptidoglycane de 90 % des souches de S. aureus et a la
propriété de fixer le fragment FC des immunoglobulines (Ig) de 'homme et du

lapin.

11.7.5.2 Principe du test
Le test Staphytect Plus est constitué de particules de latex bleues, sensibilisées par du

fibrinogéne de porc et des IgG de lapin incluant des anticorps poly-clonaux spécifiques diriges

contre les polysaccharides capsulaires de S. aureus. Lorsqu’on mélange sur la carte le réactif

avec les colonies de S. aureus, il apparait une agglutination rapide due a la réaction entre le

fibrinogéne et le clumping factor, le fragment FC des immunoglobulines G et la protéine A, les

IgG spécifiques et les polysaccharides capsulaires. L’agglutination peut aussi apparaitre avec

d’autres espéces possédant le clumping factor ou la protéine A telles que S. hyicus et
S.intermedius (Quinn etal., 2011 ; Denis etal., 2011 ; Leboffe etal., 2012).
11.7.5.3 Matériel

Le réactif test (5,6 ml) : Particules de latex bleues sensibilisées par du fibrinogéne
de porc et des 1gG de lapin contenant des anticorps poly-clonaux spécifiques dirigés
contre les polysaccharides capsulaires de S.aureus ;

Le réactif de contréle (5,6 ml) : Particules de latex bleues non sensibilisées ;

Les cartes de réaction : 35 cartes de réaction jetables sont fournies dans chaque Kit.

11.7.5.4 Méthode

Utiliser une culture jeune cultivée sur gelose Columbia pendant 18-36 heures
d’incubation ;

Ramener le latex a température ambiante. S’assurer que le latex a été remis en
suspension par agitation et expulser le latex du compte-goutte ;

Ajouter une goutte de latex dans le cercle de réaction prévu a cet effet, et une goutte
de latex de controle dans 'autre cercle ;

Prélever 5 colonies de taille moyenne (équivalent 2-3 mm) et les émulsionner

doucement avec le latex de contréle. Procéder de la méme facon avec le latex test ;
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e Réaliser sur la carte un mouvement de rotation douce pendant 20 secondes environ
et observer I'agglutination sous une lumiére normale.

11.7.5.5 Lecture et interprétation des résultats
11.7.5.5.a) Résultat positif

Un résultat est considéré comme positif s’il y a agglutination des particules de latex bleues
en moins de 20 secondes (présence probable de S. aureus).
11.7.5.5.b) Résultat négatif

Un résultat négatif est obtenu s’il n’apparait aucune agglutination et que le latex demeure

uniformément bleu dans le cercle test (absence probable de S. aureus).

11.7.5.5.c) Résultat ininterprétable
Le test est ininterprétable si le réactif de contrble montre une agglutination. Ceci indique
que la culture provoque une auto agglutination.

11.8 Tests de sensibilité aux antibiotiques

11.8.1 Méthode d’antibiogramme par diffusion (méthode des disques)
11.8.1.1 Principe

L’antibiogramme par diffusion en gélose consiste a déposer des disques imprégnés d'une
concentration connue d’antibiotiques sur une gélose ensemencée en nappe avec la bactérie a
tester. 1l repose sur le principe de la compétition entre la croissance d'une bactérie etla diffusion
d'un antibiotique dans un milieu gélosé. L'antibiotique diffuse a partir du disque de papier selon
un gradient de concentration décroissant. Apres incubation, la culture délimite autour des
disques des zones d’inhibition circulaires. Le diametre de la zone d'nhibition est mesuré en
millimetres a l'aide d'un pied a coulisses (Quentin-Noury, 2016).
11.8.1.2 But

Selon (Caron, 2012) le but de la réalisation d’un antbiogramme est :

1) L’antibiogramme est un outil d’aide a la décision thérapeutique ; il aide a prévoir
la sensiilit¢t d’un germe a un ou plusieurs antibiotiques dans une optique
essentiellement thérapeutique ;

2) L’antibiogramme est un outil d’investigations épidémiologiques, c’est P'outil de
typage bactérien le plus aisé en routine, souvent méme le seul disponible. Le typage
repose sur la comparaison des phénotypes de résistance, d’ou le nom d’antbiotype.
Donc c’est un outil de surveillance épidémiologique de la résistance bactérienne, et

d’identification bactérienne par la mise en évidence de résistances naturelles ;
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3) L’antibiogramme, est un outil d’aide a la politique antibiotique par ses résultats ; il
collecte les données sur les bonnes pratiques d’utilisation des antibiotiques et pour
cerner I'écologie globale ou particuliére de populations.

11.8.1.3 Milieu

La gélose utilisée est une gélose Mueller-Hinton et son épaisseur doit étre de 4 mm. La
composition du milieu geélosé est importante car des modifications de composition peuvent
avoir des conséquences sur le résultat des tests de sensibilité pour certains antibiotiques (CLSI,
2008).
11.8.1.4 Technique

Les tests de sensibilité ont été réalisés par disque (Bio-Rad, France) et jugés conformé ment
a I'Institut de Standards Cliniques et des Laboratoires (CLSI, 2008).

S. aureus et les souches de Staphylocoques a coagulase négative, isolées a partir des
échantillons de lait de mammite, ont été inspectées pour leur comportement de sensibilité contre
divers agents antimicrobiens utilisés dans les pratiques de médecine vétérinaire et humaine. Les
antibiotiques testés sont : la Pénicilline G (PG-10 UI), I’Amoxicilline +l’acide clavulanique
(AMC- 20/10 pg), I'Oxacilline (OX- 1 pg), la Céfoxitine (Fox-30 pg), 'Erythromycine (E-15
1g), la Néomycine (N- 30 pg), la Gentamicine (Gm-10 pg), 'Enrofloxacine (ENR-5 pg), le
Triméthoprime + sulfaméthoxazole (SXT- 1,25/ 23,75 pg), la Tétracycline (Te -30 pg), la
Vancomycine (VA-30 pg), la Bacitracine (Ba-130 pg), la Clindamycine (Cm-2 pg) (CLSI
2008).

L'ensemencement de la gélose est réalise par écouvillonnage (en imprimant
successivement ala boite de Pétri une triple rotation de 60 °C environ. Les disques sont déposes
bien a plat a la surface de la gélose a une distance de 30 millimétres les uns des autres. Les
disques ne doivent pas ensuite étre déplacés car lantibiotique diffuse rapidement apreés la pose
des disques. Les géloses ensemencées sont incubées a 37 °C pendant 18 heures en position
renversée (couvercle en bas).

Le controle de qualité a été réalisé avant chaque antibiogramme sur des souches de
référence : Staphylococcus aureus ATCC 25923 ; Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ;
Escherichia coli ATCC 25922 (Annexe C).
11.8.1.5 Lecture

L’antibiogramme consiste a classer les bactéries dans 'une des trois catégories cliniques,
sensible (S), intermédiaire (1) ou résistante (R), vis-a-vis d’une série d’antibiotiques (Jehl,
2015 ; Quentin-Noury, 2016) (Annexe B).
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Le résultat « R » (résistant) signifie que le risque d'échec thérapeutique est grand
quel que sotit le traitement ;

Le résultat « S » (sensible) signifie qu'il n'y a pas de mécanisme de résistance
acquise exprimé in vitro. La probabilité de succes thérapeutique est forte ;

Le résultat « | » (intermédiaire) correspond a une zone d'incertitude qui ne peut pas

prédire du succes ou de I'échec thérapeutique.

La procédure consiste a la :

1) Détermination du seuil de sensibilitt de la bactérie vis-a-vis des antibiotiques

étudiés ;

2) Comparaison de ce seuil aux valeurs critiques qui délimitent les catégories

cliniques, et catégorisation S, louR ;

3) Lecture interprétative, c’est-a-dire validation biologique et thérapeutique.

11.8.2 La déterminationdes concentrations minimales inhibitrices (CMI) par le

VITEK 2

Le Vitek 2 Compact (BioMérieux), est une version moderne de I’ Automicrobic, disponible

depuis 2005. C’est un systéme entierement automatisé, qui gére I'incubation, la décision de

lecture et la lecture elle-méme. C’est un automate congu dans les années 1970 pour étre utilisé

dans les navettes spatiales américaines. Le Vitek a été introduit en Microbiologie clinique dans
les années 1980 (Winstanley et al., 2011 ; Karlowsky, 2015 ; Quentin-Noury, 2016).
11.8.2.1 Principe

Le Vitek 2 est basé sur le principe de :

La détermination de la sensibilité aux antibiotiques par dilution en bouillon basés
sur des concentrations d’épreuve ;

Le calcul des CMI a partir d’un algorithme appliqué ala vitesse de croissance en
I'absence d’antibiotique (t¢émoin) et en présence d’une concentration test de chaque
antibiotique ;

L’utilisation des milieux de culture permettant une croissance plus rapide et un
inoculum plus dense que dans les conditions standards ;

Le systeme expert avancée (AES) du Vitek 2 contient une banque de données avec
une compilation de dizaines de milliers de CMI de multiples antibiotiques pour des
espeéces variées présentant des mécanismes de résistance divers, issues de

différentes sources.
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11.8.2.2 But

Fournir des résultats comparables a ceux obtenus avec les méthodes de réference en :

e Reéduisant le temps de travail, et des résultats rapides de 8,4+2h;

o Améliorant la fiabilité des résultats grace a la standardisation des réactifs et de la
procédure et a linformatisation qui évite les erreurs de catégorisation et de
transcription ;

e Proposant un ou plusieurs phénotypes, impliquant des tests complémentaires pour
lever toute ambiguité, ce qui est consommateur du temps de travail et de réactifs et
retarde les résultats ;

e Diminuant I'intervention humaine dans la réalisation, la lecture et I'interprétation
de lantibiogramme, en augmentant la sécurité pour le personnel en diminuant les
contacts avec les échantillons ;

e Produisant des données quantitatives (CMI).

11.8.2.3 Méthodes

Le systeme VITEK 2 (BioMérieux) est un systeme modulaire intégré qui se compose d'une
unitté de remplissage-scellement, un lecteur-incubateur, un module de commande par
ordinateur, un terminal de données et une imprimante multi copie. L’appareil est équipé d’une
« Smart Carrier Station » qui comprend une unité de base avec microprocesseur contenant une
cassette d’une capacité¢ de 15 cartes et un lecteur de codes-barres. Le mécanisme peut accueillir
entre 30 a 60 cartes.

L'AST-P631 est une carte colorimétriques, petite et mince en plastique de 64 puits
contenant des antibiotiques sous forme déshydratée, un nombre de concentrations
d’antibiotiques (1 a 6 concentrations d’épreuve de 9 a 20 antibiotiques), est utilisé pour couvrir
les concentrations d’mtérét thérapeutique : la Benzylpenicilline, la Clindamycine,
IErythromycine, la Gentamicine, la Néomycine, I'Oxacilline, screening test de Céfoxitine, la
Tétracycline, I'Enrofloxacine, le Triméthoprime-sulfaméthoxazole et la VVancomycine.

L’inoculum est préparé manuellement. Les suspensions ont été préparées en émulsionnant
de 3 a5 colonies bactériennes dans 3 ml d'une solution de chlorure de sodium a 0,45% dans un
tube en polystyréne ; la turbidité a été ajustée a l'équivalent de 0,5 McFarland selon les
recommandations du fabricant. Aucun réactif n’est a ajouter. Les cartes ont été
automatiquement remplies, scellées, et chargées pour lincubation et la lecture. Les cartes sont
placées dans la cassette ; des puces électroniques permettent le transfert de I'information

numérisée  a lincubateur-lecteur. Apres que la cassette ait été placée dans le poste de
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chargement du Vitek 2, elle est automatiquement déplacée au travers des postes de lecture des
codes-barres, de dilution de I'inoculum, d’inoculation puis de fermeture dela carte. Le systéme
de transport place alors les cartes sur un carrousel pour I'incubation.

Chaque carte est déplacée vers le poste de lecture toutes les 15 minutes pour une mesure
de la transmission de la lumiére par un photométre automatique, qui prend des lectures
turbidimétriques proportionnelles ala croissance. Le systéme détecte la croissance des bactéries
dans les micros puits dans le délai préwvu en utilisant une technologie a base de fluorescence
(Winstanley et al., 2011 ; Quentin-Noury, 2016).
11.8.2.4 Lecture

Ala fin du cycle d'incubation, une analyse par régression linéaire détermine les valeurs des
CMI aTaide d’un algorithme pour chaque antibiotique présent dans la carte, et les résultats sont
mterprétés en conformité avec les lignes directrices de I'Institut de Standards Cliniques et des
Laboratoires (CLSI, 2008).
11.8.2.5 Identification génotypique

Durant la derniere décennie, de nombreuses techniques moléculaires ont été mises au point
et utilisees pour lidentification et la comparaison des isolats de S. aureus dans des études
épidémiologiques (Momtaz et al., 2011).

Les méthodes moléculaires telles que la PCR (la réaction en chaine par polymérase), en
utilisant des cibles d'ADN différentes, ont été utilisées avec succés pour lidentification des
staphylocoques.  L'utilisation des génes fonctionnels universels, dont les séquences
nucléotidiques sont plus conservées dans les bactéries comme des cibles d'ADN pour
lamplification par PCR, est de plus en plus fréquente (Ezzeldeen et al.,, 2011). Le
développement de ces methodes basées sur la PCR pour la déetection de ces génes a permis
l'dentification rapide de la virulence de S.aureus (Tyagi et al., 2013).

Le but de cette partie était de caractériser les facteurs de virulences génotypiquement, Par
la détection de la présence du géne coa et du géne nuc chez les souches de S. aureus isolées a
partir des cas de mammites subcliniques par amplification par PCR. (Gharib et al., 2013 ;
Momtaz et al., 2011 ; Abbas et al., 2014).

11.8.3 Le typage du gene de coagulase

L’amplification du géne de coagulase (coa) a été considérée comme une méthode simple,
précise suffisamment reproductible, spécifiqgue, facile a interpréter et, une méthode
discriminatoire pour le typage de S. aureus isolé a partir de sources animales. Cette technique
est rapportée et pouvant étre utilisee dans des enquétes épidémiologiques sur isolats de S.
aureus de la mammite bovine. (Moon et al., 2007 ; Gharib et al., 2013 ; Momtaz et al., 2011).
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La production de coagulase est I'une des caractéristiques déterminantes, utilisée dans le
monde pour lidentification de S. aureus et est considérée comme un important facteur de
virulence (Momtaz et al., 2011 ; Abbas et al., 2014).

Le géne coa posseéde une région de répétition polymorphique répétée et conservée ; il peut
étre utilisé pour différencier les isolats de S. aureus. (Coelho etal., 2011 ; Momtaz et al., 2011 ;
Gharib et al., 2013).

Le polymorphisme du géne coa se trouve adéquat pour lenquéte épidémiologique de
mammite bovine a S. aureus (Sahu et al., 2014).

La région 3’ de coa se compose de courtes séquences d'acides aminés répétées de 81 paires
de bases, qui sont en nombre et séquence variables de quatre a huit et une séquence fixe de 330
pb (Coelho etal., 2011 ; Momtaz et al., 2011 ; Gharib et al., 2013).

Dans ce procédé, la PCR est utilisee pour amplifier la région 3’ (Moon et al., 2007).

L'amplification par PCR du géne coa des isolats de S. aureus a été effectuee selon la
méthode décrite par Hookey et al., (1999).

11.8.4 La nucléase thermostable (Thermonucléase = TNase)

Le géne nuc chez S. aureus code pour I'enzyme de thermonucléase ; lamplification de ce
gene est un potentiel de diagnostic rapide et d'identification de S. aureus, et elle est considérée
comme une méthode d'étalon-or. Ce gene nuc est considéré comme un important facteur de
virulence et un marqueur unique, largement utilise dans la détection de Staphylococcus aureus
a partir d'échantillons d'aliments et les échantillons cliniques (Ali et al., 2014).

La TNase est une endo et exonucléase stable a la chaleur, capable d'hydrolyser ADN et
I'ARN dans des cellules hotes (Sandel et al., 2004 ; Hu et al., 2013).

La TNase est une protéine ayant une masse moléculaire de 17 000 Da, et lactivité
enzymatique peut résister a 100°C pendant au moins 1 heure (Brakstad et al., 1992).

L'amplification par PCR du gene nuc des isolats de S. aureus a été effectuée selon la
méthode decrite par Gao et al., (2011).

11.8.5 Les amorces du PCR

Les techniques moléculaires basées sur la PCR ont été développées en utilisant des amorces
spécifiques diriges contre une variété de séquences (des génes) dans le génome de S. aureus
(Brakstad et al., 1992).

Les souches de S. aureus produisent une nucléase thermostable extracellulaire avec une
fréquence similaire a celle au cours de laquelle elles produisent de la coagulase (Brakstad et al.,
1992).
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11.8.6 La détection moléculaire des genes de virulence
11.8.6.1 Préparation de I'"ADN matrice

L’ADN servant la matrice de I'amplification est préparé a l'aide du kit « Geno PlusTM
Genomic DNA Extraction Miniprep System » (Viogene, cat N°: GG2001) selon le protocole
du fabricant.
11.8.6.2 Protocole

Les cultures de 18 h de S. aureus dans un bouillon BHI (3 ml) a été récolté par
centrifugation a 7500 tours par minute (5000 x g) pendant 10 minutes, et le culot est remis en
suspension dans 160 ul du tampon TE, puis ajouter 40 ul de la solution de lysozyme (100mg /
ml) et bien mélanger et incubée a 37 °C pendant 30 minutes.

Le Protéinase K (20 pl) et le tampon FX (150 ul) ont eété ajoutés au mélange, introduits
immédiatement au vortex pendant 20 secondes puis incubés a 60 °C pendant 40 minutes pour
lyser les cellules bactériennes. L’utilisation du Vortex toutes les 5 minutes pendant I'incubation
facilite la lyse.

Pour obtenir ADN génomique exempt d’ARN, 10 ul de 50 mg / ml de RNase a été ajouté
au mélange apres I'incubation a 60 °C, et incubé pendant 10 minutes ou plus a température
ambiante. Pendant ce temps, le préchauffage de 10 mM de Tris-HCI (pH 9,0), ddH20 ou du
tampon TE a 70 °C (500 ul / préparation) pour l'€lution de ’ADN.

Le tampon FX (150 ul) puis I'éthanol (98-100%) (200 ul) ont étaient ajouté au mélange et
introduit au vortex.

Tout le mélange (y compris le précipité) a été pipeté dans une colonne placé dans un tube
de collecte, sans toucher la jante, centrifugé a 8000 tours par minute (6000 x g) pendant 2
minutes, puis placé dans un nouveau tube collecteur, enfin laver deux fois avec 0,5 ml du
tampon WS par centrifugation a 8000 tours par minute (6000 x g) pendant 2 minutes ; ainsi
I'écoulement est éliminé. La colonne a été centrifugée a pleine vitesse (10 000 x g) pendant 2
minutes pour éliminer les résidus d’éthanol puis, placée dans un nouveau tube de 1,5 ml.

L’ADN est de nouveau élué avec 200 ul de la solution d'élution préchauffée précédemment,
et gardé dans une colonne pendant 1-5 minutes et, centrifugé pendant 1-2 minutes.

L’ADN élue a été conservé a -20 °C.
11.8.6.3 Les amorces de PCR

Une paire d’amorce a ét¢ choisie pour amplifier chaque géne de virulence (le géne coa et

le géne nuc) de S.aureus. Les sequences sont répertoriées dans le (Tableau 17).
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Les amorces utilisées pour les 2 genes ont été synthétisées et fournies par Sigma Aldrich
Chemical Pvt M /s. Ltd (Etats-Unis).

Tableau 17. Les séquences des amorces utilisées

Nom de 'amorce  Séquence Référence

CoaF 5-ATAGAGATGCTGGTACAGG-3' (Hookey et al., 1999)
coaR 5-GCTTCCGATTGTTCGATGC-3'

nuck 5-ATATGTATGGCAATCGTTTCAAT-3' (Gao et al., 2011)
nuck 5'-GTAAATGCACTTGCTTCAGGAC-3'

11.8.7 Le mélange réactionnel de laPCR

Le mélange réactionnel de la PCR est effectu¢ dans un volume total de 25ul en mettant
dans chaque tube PCR stérile les composantes du Tableau 18.

Tableau 18.Préparation du mix en volume pour I’amplification

Produit \olume pour un tube (pl)
Eau bidistillée stérile 18 ul

Tampon PCR 10 fois concentrée 2,5ul

dNTP (200mM, JenaBioscience) 0,25ul

Oligo sens (25pM) 1 ul

Oligo anti-sens (25pM) 1 ul

Taq polymérase (5U/ul, JenaBioscience cat N°: PCR-201S)  0,25ul

ADN matrice (50pg/ml) 2ul

\olume total 25ul

11.8.8 Le principe de laPCR
Selon (Gamnier etal., 2011) la PCR repose principalement sur trois éléments :

e Le chauffage d'un ADN double brin jusqu'a au moins 90 °C permettant de le séparer
en deux simples brins (étape de dénaturation) ;

e Apres le chauffage et une séparation de 'ADN double brin en simples brins, un
refroidissement progressif permettant une hybridation entre des séquences
complémentaires (étape d'hybridation des amorces) ;

e La propriété de recopiage d'un brin cible a partir d'une amorce complémentaire
hybridée sur le brin grace a des ADN polymérases, enzymes thermostables (étape
d'élongation).

11.8.9 La PCR
Les tubes sont introduits dans le thermocycleur (MultiGene Gradient Thermal Cycler,

Labnet) (Figure 12) et soumis au programme d’incubation représenté dans le schéma suivant :
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35 oycles
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Figure 12. Le schéma représentatif du programme de la PCR utilisé

Figure 13. Le thermocycleur MultiGene Gradient Thermal Cycler, Labnet

11.8.10 Détection des produits PCR par électrophorese sur gel d’agarose
Le principe de I'électrophorése en gel d’agarose repose sur le fait que les acides nucleiques
chargés négativement peuvent migrer dans un champ électrique, et permet la séparation des
fragments d’ADN de différentes tailles (200-15'000 pb) a I'aide un champ électrique constant.
Le systeme de séparation utilisé est l'effet de filtration sur gel. La vitesse de migration d'une
molécule d'acide nucléique sera fonction de deux parametres : sa masse moléculaire (nombre

de bases ou de paires de bases) et la concentration du gel.
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Le gel d’agarose est un réseau complexe de polymere, composé d’agarose et d’un tampon
aqueux. La taille des pores est déterminée par la composition de ce dernier et de par la
concentration et le type d’agarose utilisé. Plus les pores du gel sont grands, plus la taille des
molécules que le gel peut séparer est grande. L'ADN migre vers [électrode chargée
positivement dans la cuve d'électrophorése.

La révélation est possible grace au bromure d’éthidium (BET), agent intercalant de ’ADN.
Lorsqu'on excite le BET par des ultraviolets (UV), celui-ci présente une fluorescence et TADN
est visualisé sous forme de bandes (Garnier et al., 2011).

11.8.11 Preéparation du gel a5%

Préparation du gel d’Agarose par la méthode standard : 1g d’Agarose dans 100ml de
tampon TBE 1x (89 mM TRIS, 89 mM Acide borique et 2 mM EDTA, pH: 8). La révélation
de TADN par BET.

11.8.12 La composition de la solution de dépot sur gél d’agarose
e Bleu de bromophénol 0,02% ;
e Xyléne cyanol 0,02% ;
o 3% glycérol.

Figure 14. Systéme d’électrophorése sur gel d’agarose
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11.8.12.1 Lecture

3ul des produits de PCR ont été¢ analysés par électrophorese sur un gel d’agarose 1%.
L'estimation de la taille des fragments est faite grace a la comparaison avec l'échelle de
marqueur de taille moléculaire type 100pb DNA ladder, Bio Basic Inc, utilisé simultanément
dans une autre piste lors de la migration.

Les bandes sont visualisées sous lumiére ultraviolette et photographiées par le Gel Doc
« Syngene » (Figure 15).

Le produit d’amplification du géne coa est variable (875pb, 660pb, 603pb et 547pb).

La taille moléculaire du produit de PCR du géne nuc est de 395pb.

Figure 15. Le Gel Doc « Syngene »
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11.9 L’analyse statistique

Les données sont analysées avec le logiciel IBM, SPSS 23, la relation entre la mammite
subclinique et les differents facteurs est réalisée par le test x? corrigé de Yatte ou test exact de
Fisher, les valeurs p sont considérés comme significatives si p<0,05, hautement significative si
p<0,01 ou fortement significative si p<0,001. La régression logistique est réalisée afin de
déterminer les facteurs favorisants et leur intensité en relation avec la survenue de la mammite

subclinique.

90



Chapitre 111 : Resultats et discussion



Partie pratique Chapitre 111 : Résultats et discussion

La présente étude a été réalisée pour étudier la prévalence de mammites subcliniques
staphylococciques isolées a partir du lait cru des vaches en lactation dans I'ouest Algérien, en
utilisant le test CMT et d'identifier les facteurs de risque associés.

Dans notre étude, les agriculteurs ne sont pas du tout familiers avec le concept de la
mammite par le manque de signes visibles. Les vaches n’ont donc jamais été criblées par un
test de dépistage ni par des échantillons pour une culture bactériologique afin de détecter la
mammite subclinique. Une assistance Vétérinaire a été demandée seulement dans le cas d'une
grave mammite clinique. Par conséquent, informer les agriculteurs et les sensibiliser autour de
la mammite subclinique dans notre région restent des objectifs majeurs.

Le test CMT est un outil d’assurance de la sécurité¢ du lait cru destiné a la consommation
humaine. C’est un test de dépistage fiable pour l'enquéte épidémiologique de la mammite
subclinique dans les troupeaux laitiers (Elbably et al., 2013).

L’étude épidémiologique appliquée dans cette enquéte a été appliquée par la combinaison
du test CMT avec les cultures bactériologiques, parce que la mammite subclinique aété définie
lorsque les glandes mammaires sont sans anomalies cliniques et donnent du lait apparemment
normal, mais étaient bactériologiquement positives et avec un test CMT positif (Stefanakis et
al., 1995). Cependant, I'examen logistique et financier de I’échantillonnage de toutes les vaches
pour la culture bactériologique reste loin d'étre adopté, vu son cout élevé.

I11.1 Le diagnostic sanitaire mammaire par le testCMT

Un millier de quartiers, de 250 vaches en lactation examinés, cliniquement sains, avec
mamelle d’aspect normal, dépistés pour la présence de la mammite subclinique en utilisant le
test CMT. Sur le total des quartiers examinés, 19 (1,9%) quartiers étaient inactifs laissant 981
quartiers fonctionnels.

L’utilisation du test CMT présente de nombreux avantages. Il a lavantage de faire
économiser le temps et 'argent en permettant de cibler les quartiers infectés.

Dans la présente étude la prévalence des quartiers avec une mammite subclinique selon le
test CMT est de 33,6% comme indiqué dans le tableau 1, ce qui est supérieur aux résultats
trouvés dans d’autres études menées en Algérie. Dans la région de I'est Algérien (Mamache et
al., 2014) ont trouvé 29.44%, aussi dans une autre étude dans le centre d’Algérie (Saidi et al.,
2013) ont rapporté 29.2%. En Inde (Mir et al., 2014) ont signalé 30.73 % et en Egypte (Elbably
et al., 2011) 23.47%.
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Tableau 19 . La prévalence et la distribution de la mammite au niveau des vaches et des
quartiers examinés

Examinés CMT négatif CMT positif Fréquence (%)
Quartiers 1000 664 336 33,60%
AD 250 170 80 32,00%
AG 250 167 83 33,20%
PD 250 167 83 33,20%
PG 250 160 90 36,00%
Vaches 250 116 134 53,60%

La prévalence de la mammite sur la base des quartiers est de 336 (33.6%) avec un taux
d'infection plus élevé dans les quartiers arriere 173 (34.6%s) par rapport aux quartiers avant
163 (32.6%) (Figure 16).
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Figure 16. La distribution de la mammite subclinique selonles quartiers

Porcher (1932), a montré que les quartiers postérieurs sont plus souvent infectés que les
quartiers antérieurs, par le fait que les quartiers postérieurs stagnent plus que les quartiers
antérieurs dans les excréments et qu’au repos, ils se trouvent comprimés davantage que les
quartiers antérieurs entre les cuisses. En effet, I'importance des infections mammaires est
probablement causée par la contamination des quartiers arrieres par des feces ou de la litiere
souillée.

D’apres la Figure 17, il apparait qu’il n’y a pas de diference significative entre les
infections des quartiers droits (AD et PD) et celles des quartiers gauches (AG et PG). Les
quartiers PG ont une fiéquence d’infection plus élevée que les quartiers PD avec un pourcentage

de 90 (36%) contre 83 (33.2%).
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Figure 17. La distribution des quartiers selon leurs états sanitaires

Porcher (1932) affirme que la plupart des bovins choisissent plutot le coté gauche que le
coté droit pour se reposer, en raison de la disposition de la panse a gauche. L’animal évite de
se coucher sur le c6té droit, afin de ne pas comprimer le reste des organes digestifs avec la
panse, dont la masse est considérable.

Les résultats de la relation entre la mammite subclinique et le test CMT avec les scores

sont présentés dans le tableau.

Tableau 20. La distribution des quartiers selon le score du testCMT

Scores CMT positif Fréquence (%)

0 156 15,6
1 508 50,8
2 177 17,7
3 134 13,4
4 25 2,5
Total 1000 100,00

Sur les échantillons de lait de quartiers examinés par le test CMT, 50.8, 17.7, 13.4 et 2.5
ayant les scores : 1, 2, 3 et 4 respectivement, tandis que 15,6% des échantillons sont avec le
score 0.

Nos résultats sont en accord avec les résultats de Mamache et al., (2014) qui ont trouvé
17.76% pour le score 2 et sont inférieurs par rapport a Attia et al., (2003) avec 30 et 75% pour
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le score 4 et 3 respectivement. Tandis que largement supérieur a Dar et al., (2014), qui ont
trouvé 9.12% pour le score 1.

111.2 L'isolement et I'identification des isolats

111.2.1 Identification phénotypique

Trois cent trente-six échantillons de lait positifs avec un score de CMT>2 ont ét¢ examinés
pour la bactériologie. L'examen bactériologique a révélé un pourcentage d'échantillons positifs
de 14,2% (Tableau 21).

Dans lensemble, il y avait une association significative forte entre [lexamen
bactériologique et le test CMT dans le lait obtenu par le Test ¥2 (P <0,001). La mammite
subclinique et l'examen bactériologique sont liés méme si les quartiers seront changés.

Selon l'examen bactériologique, parmi les 336 échantillons positifs au test CMT 142
échantillons sont des cultures bactériologiques positives et les Staphylocoques représentent
(56,34%), ce qui confirme que les Staphylocoques sont lagent pathogéne principal de la
mammite bovine dans les différents pays (Wang et al., 2015). La mammite staphylococcique
rapportée comme la plus répandue par de nombreuses études ; 41.04% en Inde par (Mir et al.,
2014), et 63.6% en Egypte par (Elbably et al., 2013).

Tableau 21.La prévalence de la mammite etla bactériologie par rapport aux quartiers

Quartiers  Nombre de Mammite Résultats Trayons MS vs RB
quartiers subclinique bactériologiques inactive x2 ddl  p
examinés (MS) (RB)

AD 250 80 32,0% 35 140% 6 24%

PD 250 83 332% 32 128% 3 12%

126,015 1 <0,001

AG 250 83 332% 33 132% 7 28%

PG 250 90  36,0% 42 168% 3 12%

Total 1000 336  336% 142 142% 19 19%

111.2.1.1 Identification biochimique

Les isolats bactériens ont été identifies biochimiquement en utilisant le systeme d'API 20
STAPH et les espéces de Staphylococcus ont été résumées dans le Tableau 22.

Une forte difference est marquée entre la répartition des espéces (p <0,001) (Tableau 23),
dans cette étude, les prévalences de difféerentes bactéries isolées sont :

S. aureus (26,25%), S. xylosus (13,75%), S. Scuiri (3,75%), S. simulans (1,25%), (7,5%)
pour S. hominis, S. caprae, S. intermidius et S. epidermis, (6,25%) pour S. chromogenes et S.

hemolyticus, (2,5%) pour S. auricularis, S. warneri, S. capitis, S. lentu et S. hyicus.
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L’identification biochimique a montré que 73,75% des isolats sont des Staphylocoques a
coagulase négatifs et que 26,25 % sont des S. aureus. Ce résultat est en accord avec (Mekonnen
et al.,, 2010) en Ethiopie et (Katsande et al., 2013) au Zimbabwe ou les Staphylocoques a
coagulase négatives, etS. aureus ont été signalés comme les organismes les plus fréquemme nt
isolés par ordre d’importance décroissant. Cela souligne limportance des Staphylocoques a
coagulase négatives dans la mammite subclinique et que certains d'entre eux sont plus

pathogenes que ce qui sont précédemment admis.

Tableau 22. La frequence de distribution des espécesde Staphylocoques isolés des
quartiers avec une mammite subclinique (CMT positives).

Especes Frequences Pourcentages (%) 2 ddl p
S.aureus 21 26,25

S.xylosus 11 13,75

S.hominis 6 7,50

S.caprae 6 7,50

S.intermidius 6 7,50

S.auricularis 2 2,50

S.chromogenes 5 6,25

S.scuiri 3 3,75 67,375 14 <0,001
S.simulans 1 1,25

S.epidermis 6 7,50

S.warneri 2 2,50

S.capitis 2 2,50

S.hemolyticus 5 6,25

S.lentus 2 2,50

S.hyicus 2 2,50

Total 80 100,00

Dans la présente étude, S. aureus a été isolée a partir de 26,25 % des cas d'échantillons de
lait de mammite. Les résultats similaires de récupération de S. aureus, a partir d'échantillons de
lait de mammite, ont été observés par divers auteurs. Arslan et al., (2009) ont retrouvé 25,66%
de S. aureus. Ranjan et al., (2011) et Chougule et al., (2014) ont rapporté respective ment
27,37% et 27,78% de S. aureus.

Plusieurs espéces de Staphylocoques a coagulase négatives sont isolées dans cette étude ;

les données suggerent que la repartition des principales especes de Staphylocoques a coagulase
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négatives dans le lait de mammite était différente entre les fermes laitieres ou les troupeaux (Xu
et al., 2015). Les especes de Staphylocoques a coagulase neégatives isolées dans la presente
étude sont en accord avec les résultats isolés par Thorberg et al., (2009) et Gillespie et al.,
(2009).

Selon divers auteurs (Boerlin et al., 2003 ; Taponen et al., 2007 ; Zadoks et al., 2009) S.
chromogenes, S. simulans, S. xylosus, S. hyicus et S. warneri sont les espéces les plus
fréqguemment isolées dans le lait de bovins.

Dans cette étude, les isolats de Staphylocoques a coagulase négatives sont de 73,75%
supérieurs a 29,12% a ceux trouvés par (Mamache et al., 2014) dans I'est de I’Algérie et
inférieurs a ceux de (Hosseinzadeh et al., 2014) en Iran avec 95.6%.

Selon Bhutto et al., (2012) le test CMT a un score >2 ou plus, a été associ€¢ a un risque
accru d'infection par S. aureus (Tableau 23). Dans notre étude, les résultats montrent une bonne
sensibilité du test CMT pour l'identification bactériologique des mammites subcliniques chez

la vache ; des résultats similaires ont été trouvés par (Rasmussen et al., 2005).

Tableau 23. Relation entre les bactéries isolées et le score du test CMT
Les espéces de Staphylocoques

D

s 2 8 . 2 3

2 2 - E = =
Score 8 Z £ 8 E 3 g - & £ s 8 T g g
£ © E 5 ¢ £ 8 353 g 2 5§ & g = 28
cMTE £ 2 8 £ 3 5§ 8 = & = 8§ 2 =& =2
(90) (9] (90) (90) (9p) (90) (90) (90) (90) (0] (9p) (9] (90) (90) (9p)
2 4 5 2 5 3 0 3 0 o0 3 2 0 5 1 2
3 14 6 1 1 3 1 2 3 1 3 0 2 O 1 0
4 3 0 3 0 0 1 o 0 o o o0 o o o0 o

Nos résultats suggerent que, globalement, il y avait une association significative entre la
fréquence d’isolement des S. aureus et des Staphylocoques a coagulase négatives et le score
CMT dans des échantillons de lait, et indiquent également que les quartiers infectés parun agent
pathogene majeur étaient plus susceptibles d'avoir des scores du test CMT plus élevés que ceux
qui sont infectés par des agents pathogenes mineurs ce qui est d’accord avec les résultats de
(Bhutto et al., 2012).
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111.2.1.2 La détermination de certains facteurs de virulence
111.2.1.3 La combinaison entre la production de la coagulase libre etliée pour
I’identification des isolats

Apres P'identification biochimique, le test de Staphytect plus et le test de coagulase en tube
ont été réalisés (Tableau 24).

De nouvelles méthodes pour lidentification de nombreux agents pathogénes de la mammite
ont été développées. S.aureus a été identifié traditionnellement par le test de la coagulase, mais
la détection des protéines de surface telles que le clumping-factor et/ ou la protéine A, permet
également lidentification rapide des espéces (Zschick et al., 2005).

L'une des caractéristiques qui distinguent les souches de Staphylocoques pathogenes des
moins pathogénes est la capacité & produire de la coagulase libre et de la coagulase liée
(Clumping factor) (Malinowski etal., 2011).

Plusieurs facteurs de virulence sont produits par S. aureus, y compris les protéines de
coagulase ; ce qui est important dans la pathogénie la transformation du fibrinogene en fibrine,
conduisant alors a la formation d'abces et de la persistance de micro-organismes dans les tissus
de I'héte (Abdeen et al., 2015).

Le test de la coagulase en tube (le coagulase libre) est toujours le « gold standard » dans le
laboratoire de microbiologie clinique (Markey et al., 2013).

D’aprés Cuny et al., (1999), le Staphytect Plus a une excellente sensibilité pour
ldentification de S. aureus.

Mais selon Personne et al., (1997), la distinction entre S. aureus et les Staphylocoques a
coagulase négatives uniquement sur la base du test d'agglutination conduit a un certain nombre
d’erreurs qui pourraient étre évitées par l'utilisation systématique d'un second test tel que le test
de la coagulase en tube. Par conséquent, les laboratoires doivent utiliser les Kits d'agglutination
en confirmant tous les résultats obtenus avec un test coagulase en tube. Tout écart entre les deux
tests doit étre résolu en déterminant les caractéristiques biochimiques des isolats.

L'utilisation des anticorps anti capsulaires, ameliorent la détection des isolats de S. aureus
en particulier les souches déficientes en clumping factor et a la protéine A (Zschock et al.,
2005).

Au lieu de [Iutilisation d'anticorps monoclonaux dirigés contre les polysaccharides
capsulaires, Staphytect-Plus travaille avec des anticorps polyclonaux de lapin contre ces
structures de surface de S. aureus. La portion Fc de I'lgG de lapin est capable de détecter
simultanément la paroi cellulaire liée a la protéine A. En outre le fibrinogéne porcin est ajouté

pour la détection de l'activité du clumping factor (Zschock et al., 2005).
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Une meilleure sensibilité pour les deux tests a été observée pour les souches de S. aureus.
Sur 21 souches identifiées 19 (90,48 %) souches sont revélées positives.

Dans la présente étude, sur 21 isolats de S. aureus, 19 (90,48%) se sont révélés étre des
souches productrices de coagulase par la méthode du tube ; les mémes résultats ont été rapporté
par Pawar (2009) avec 95.12%.

Cependant, des pourcentages plus faibles de production de la coagulase libre ont été
rapportés par plusieurs auteurs. Chougule et al., (2014) ont trouvé (30%) ; Hussain et al., (2012)
38.33% ; Boerlin et al., (2003) 50% ; et Mosaferi et al., (2012) 56.96%.

Des résultats non interprétables selon les instructions du fabricant pour le test de Staphytect
plus en raison d’agglutination du contrdle négatif ou le phénoméne auto-agglutination ont été
observés parmi les isolats de (01) S. hemolyticus, (01) S. aureus, (02) S. sciuri, (01) S. Hominis,
(01) S. epidermis.

Deux souches (9,52%) atypiques de S. aureus ont été défectueuses pour le test de
Staphytect plus et le test de coagulase en tube.

Des Staphylocoques atypiques étaient la principale raison des infections intra mammaires
a la ferme, ce qui provoque des problemes de la production d'une qualité acceptable du lait
(Malinowski etal., 2011).

Dans la recherche de Garbacz et al., (2002), plus de 12,3% et 4,2% des souches de S. aureus
isolées de patients dans les hépitaux en Pologne ont été coagulase et clumping factor négatifs,
respectivement.

D'autres auteurs (Lee, 2003 ; Wisniewska et al., 2008) ont également noté la présence de
souches atypiques de S. aureus dans le lait des vaches et chez des patients dans les hdpitaux.

Les sensibilités plus faibles pourraient étre expliquées principalement par labsence de
détection de souches atypiques de S. aureus défectueux du clumping factor, la protéine A ou de
type capsule 5 ou 8. Ces souches ne sont pas rares dans la mammite bovine. Hummel et al.,
(1992) rapporte labsence d'activité clumping factor dans les souches de S. aureus de la
mammite de plus de 50% des souches étudiées sur le terrain.

Laevens et al., (1996) ont isolé un clumping factor négatif chez des souches atypiques de
S. aureus comme une cause d'infection intra mammaire dans un troupeau laitier.

Parmi les especes non S. aureus, des réactions faussement positives ont été observées pour
le test de Staphytect plus principalement pour : S. xylosus, S. hominis, S. caprae, S. intermidius,
S. auricularis, S. chromogenes, S. simulans, S. epidermis, S. warneri, S. capitis, S. hemolyticus,
S. lentus, S. hyicus. Résultant que la spécificité du test de Staphytect plus est réduite par rapport
a ces réactions positives (Tableau 24).
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Tableau 24. Résultats des 2 tests Staphytect plus et Coagulase libre pour les especes

isolées
Les especesde Nombre (%) Testde Testexact de Testde Testexact de
Staphylocoques Des especes Staphytect Plus Fisher Coagulase Libre  Fisher
(% des cas (% des cas

positif) positif)
S. aureus 21(26,25%)  19(23,75%) 19(23,75%)
S. xylosus 11(13,75%)  9(11,25%) 5(6,17%)
S. hominis 6(7,5%) 3(03,75%) 1(1,23%)
S. caprae 6(7,5%) 4(5%) 2(2,47%)
S. intermidius 6(7,5%) 6(7,5%) 6(7,41%)
S.auricularis 2(2,5%) 2(2,5%) 0(0%)
S. chromogenes  5(6,25%) 4(5%) 4(4,95%)
S. scuiri 3(3,75%) 0(0%) p=0,048 2(2,47%) p< 0,001
S. simulans 1(1,25%) 1(1,25%) 0(0%)
S. epidermis 6(7,5%) 4(5%) 1(1,23%)
S. warneri 2(2,5%) 1(1,25%) 0(0%)
S. capitis 2(2,5%) 1(1,25%) 0(0%)
S. hemolyticus 5(6,25%) 3(03,75%) 0(0%)
S. lentus 2(2,5%) 1(1,25%) 1(1,23%)
S. hyicus 2(2,5%) 1(1,25%) 2(2,47%)

Dans I'étude de (Zschock et al., 2005), une souche de S. haemolyticus et deux souches de
S. epidermidis de cette étude ont fait apparaitre des réactions faussement positives. Ces
réactions faussement positives pourraient étre dues a d'autres antigénes sur ces isolats qui
donnent une réaction croisée avec les anticorps particuliers utilisés dans ces essais.

Alors que la présence de lactivité du clumping factor est une caractéristique déterminante
de S. aureus, des souches de Staphylocoques a coagulase négatives ont également été signalées
a étre positives dans cette réaction (Kloos et al ., 1999).

Bien que moins sensibles et moins spécifiques, des resultats ont été observés pour le test
de coagulase en tube pour les souches non S. aureus considérées normalement comme des
coagulases négatives mais se sont avérées des coagulases positives : S. xylosus, S. hominis, S.
caprae, S. intermidius, S. chromogenes, S. sciuri, S. epidermis, S. lentus, S. hyicus. (Tableau
24).

En médecine vétérinaire, les staphylocoques a coagulase positive autre que S. aureus ont
souvent eté mal identifiés comme étant des souches de S. aureus, car ils ont plusieurs
caractéristiques phénotypiques en commun. (Sasaki et al., 2010).

Depuis 1976 tous les staphylocoques positifs pour le test de coagulase en tubes ont été
identifiés comme S. aureus. Cette procédure d'identification simple peut conduire a

ldentification erronée de certaines especes a coagulase positive autres que S. aureus comme S.
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intermedius, S. hyicus qui colonisent les animaux et peuvent devenir pathogénes pour ’homme.
(Riegel et al., 2011). C’est le cas de la présente étude ou nous avons trouvé des especes autres
que S. aureus qui produisent I'enzyme de coagulase.

Dans la présente étude, une liaison modérément significative (p=0,048) et fortement
significative (P<0,001) respectivement, du test de Staphytect plus et le test de coagulase en
tube, par apport aux espéces de Staphylocoques isolés. Une forte proportion de souches de
Staphylocoques a coagulase négatives ont exprimé des protéines de surfaces susceptibles de
produire des réactions positives avec le test de Staphytect plus normalement concu pour
lidentification de S. aureus et de mettre en évidence les erreurs qui pourraient se produire avec
de tels Kits d'agglutination, ce qui correspond avec les résultats de Personne et al., (1997) et
Cuny etal., (1999).

Les méthodes d'identification rapide pour S. aureus ont été rarement évaluées
spécifiquement pour le diagnostic de la mammite chez les bovins. La validation de test séparé,
pour l'dentification des isolats de la mammite bovine avec ces kits d'identification rapide, est
nécessaire a cause de la différence entre les populations de S. aureus de lhomme et des bovins
(Kapur et al., 1995).

L’occurrence de la protéine A a été signalée, comprise entre 50 et 60% chez les souches
isolées de la mammite bovine, contrairement aux souches humaines étant comprises entre 90 a
99% (Forsgren, 1970 ; Kronvall et al., 1972).

Seulement 69,4% des souches de mammite bovine portent lantigene polysaccharide
capsulaire de type 5 ou 8 (Poutrel et al., 1988) contrairement a 70-80% des isolats cliniques
humains (Fournier etal., 1989).

La protéine A par exemple a été démontrée pour étre présente chez plus de 2% du
staphylocoques a coagulase négatives (Winblad etal ., 1973 ; Maxim et al., 1976).
111.2.1.4 La détermination de la production de la DNase

La Dnase est un facteur de virulence de S. aureus (Sandel et al ., 2004).

Elle est un critere important, utilisée pour identifier S. aureus, et est aussi importante que
la coagulase dans la pathogénese ; elle fait la distinction entre les staphylocoques pathogénes
et la flore résidente non pathogene (Pfaller etal ., 1988).

C’est une enzyme qui décompose ADN. Comme la coagulase, elle facilite la colonisation
tissulaire, l'évasion immunitaire et la destruction des tissus (Chougule et al., 2014).

Dans l'étude de Devriese et al., (1975), il a été constaté qu'il y avait une forte association

entre la Dnase et la coagulase chez S. aureus. Ces deux tests étaient a 96% positifs.
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Selon Zastempowska et al., 2014, une forte activit¢ de la Dnase est utile pour identifier
potentiellement les Staphylocoques pathogénes, tels que S. aureus, tandis que la faible activité
de la Dnase est rare dans cette espece de bactéries.

Dans la présente étude, l'activité Dnase était positive chez 23.75% et 33.75% pour S. aureus
et les Staphylocoques a coagulase négatives, respectivement (Tableau 25). Des résultats plus
forts sont trouvés par Erganis etal., (1995), Daghistani et al., (2000) et Tirkyilmaz et al., (2006)

avec 42,2% et 54,4% pour S. aureus et les Staphylocoques a coagulase négatives,

respectivement.
Tableau 25. Résultats du test Dnase
Positif Le test DNng;:tif Testexact de Fisher

S. aureus 19 (23.75%) 02 (2.5%)

S. xylosus 06 (7.5%) 05 (6.25%)

S. hominis 04 (5%) 02 (2.5%)

S. caprae 02 (2.5%) 04 (5%)

S. intermidius 00 06 (7.5%)

S.auricularis 00 02 (2.5%)

S. chromogenes 03 (3.75%) 02 (2.5%)

S. scuiri 01 (1.25%) 02 (2.5%) 0=0,001
S. simulans 01 (1.25%) 00 ’

S. epidermis 03 (3.75%) 03 (3.75%)

S. warneri 01 (1.25%) 01 (1.25%)

S. capitis 01 (1.25%) 01 (1.25%)

S. hemolyticus 03 (3.75%) 02 (2.5%)

S. lentus 00 02 (2.5%)

S. hyicus 02 (2.5%) 00

Total 46 (57.5%) 34 (42.5%)

Sur le total de 21 isolats de S. aureus, 19 (90,48%) isolats ont été trouvés Dnase positif et
2(9,52%) Dnase négatif.

Le résultat ci-dessus de la production positive de la Dnase est supérieur a celle de Singh et
al., (2011), Younis et al., (2000) et Chougule et al., (2014) avec 87,50%, 83,3% et 76,66%
respectivement.

Des résultats aussi élevés avec 93,7%, 94,5%, 98,74% et 100% ont également été observés
par Rahul et al., (2015) ; Giindogan et al., (2006) ; Boerlin et al., (2003) et Narmeen et al
.,(2009), respectivement. Cependant, Marques et al., (2013) ont enregistré seulement 36,84%
de S. aureus avec une activite positive de Dnase étant beaucoup plus faible gque nos conclusions.

La corrélation étroite entre la capacité des souches de S. aureus pour produire a la fois la
coagulase et la Dnase et leur pathogénicité pour les animaux, a encouragé la recherche sur la

possibilité que les staphylocoques a coagulase négative peuvent également produire la Dnase.
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Il a été rapporté que les Staphylocoques a coagulase négatives peuvent également avoir une
activité¢ de Dnase (Markey et al., 2013).

Il n’était, par conséquent, pas étonnant que dans plusieurs références les non S. aureus ont
montré des propriétés phénotypiques identiques ou similaires a ceux de S. aureus (Graber et
al., 2013).

L’activit¢ Dnase est typique de S. aureus, mais est également observée dans un certain
nombre de non S.aureus dont S.hyicus, S. epidermis et S. intermedius (Markey et al., 2013), et
S. chromogenes (Schleifer et al., 2009). C’est le cas observé dans notre étude.

Selon nos résultats, lactivité de Dnase a été trouvée dans 45.76% des non S. aureus ; ce
qui est largement supérieur aux résultats de Citak et al., (2003) avec 10.2%. De méme, la Dnase
apermis de reconnaitre correctement (90.48%) des souches de S. aureus, et il y avait un nombre
considérable de non S. aureus qui génerent également un résultat positif (45.76%). Ce résultat
est largement supérieur pour les non S. aureus chez Graber et al., (2013) avec (17%).

L’activit¢ Dnase a été trouvée en 3 (60%) de 5 S. haemolyticus, 4 (66,77%) de 6 S. hominis,
et 6 (54,55%) dell S. xylosus ; elle diverge de celle de Citak et al., (2003) avec 3 (42,9%) de 7
S. haemolyticus, 6 (20,7%) de 29 S. hominis, et 5 (17,9%) de 28 S. xylosus.

S. intermidius, S. auricularis et S. lentus n’ont aucune activit¢ DNase (Tableau 25).

La présence d'une activité de Dnase est souvent utilisée comme un marqueur substitut pour
ldentification des staphylocoques a coagulase positive et en particulier de S. aureus dans des
échantillons de lait (Marques et al., 2013). Selon Tang (2015) la présence de I'enzyme Dnase
chez les Staphylocoques a coagulase négatives varie entre 8 et 63%, la distribution dépendant
de la source des souches étudiées.

I11.2.1.5 Les tests de sensibilité aux antibiotiques etla détermination de la concentration
minimale inhibitrice par automate Vitek 2

Dans la présente étude, les antibiotiques sont choisis pour lantibiogramme en tenant
compte des médicaments les plus fréquemment utilisés pour le traitement des mammites
bovines en Algérie. Pour cela, 'activit¢é de 13 agents antibactériens est testée in vitro contre des
souches de staphylocoques isolés a partir de la mammite subclinique chez les vaches en
lactation.

D'apres le Tableau 26, la résistance aux antibiotiques a été rencontrée dans 80 souches de
staphylocoques isolées. La résistance était plus frequente chez les especes de S. aureus avec 21

souches résistantes, suivies par S. xylosus avec 11 souches résistantes aux antibiotiques.
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antimicrobieny,

convenue par la communauté médicale (Magiorakos et al., 2012).

En littérature,

la résistance multiple

signifie

. « la résistance a plus d'un agent

mais aucune definition normalisee pour la multirésistance n’a encore été

Tableau 26. La résistance multiple aux antibiotiques parmi les souches de
Staphylocoques isolées.

Les espéces

résistantes

Les

souches

Nombre de souches résistantes par

rapport au nombre d'antibiotiques

Les souches

multirésistantes

1 2 3 4 5 6 7 8
S. aureus 21 8 5 4 1 2 1 - - 13
S. xylosus 11 2 3 4 1 - -1 - 9
S. hominis 06 1 2 2 R 5
S. caprae 06 3 - - 3 - - - - 3
S. intermidius 06 6 - - = = |= = = 0
S. auricularis 02 - 1 - -1 - - - 2
S. chromogenes 05 - 2 - - 2 - 1 - 5
S. scuiri 03 - 1 - 2 - - - - 3
S. simulans 01 1 - - - - - - - 0
S. epidermis 06 1 4 1 - - - - - 5
S. warneri 02 - 1 - 1 - - - - 2
S. capitis 02 1 1 - - - - - - 1
S. hemolyticus 05 - 3 1 -1 - - - 5
S. lentus 02 1 - - - - - -1 1
S. hyicus 02 1 - - -1 - - - 1
Total 80 25 23 12 9 7 1 2 1 55

La recherche sur les résistances aux antibiotiques des agents pathogénes a révélé que, par

suite de défi permanent aux antibiotiques, des agents pathogenes acquiérent le plus souvent des

résistances et des résistances multiples (Kapil, 2005 ; Kresken et al., 1999 ; Livermore, 2007).

De 21 isolats de S. aureus, 13 (61,9%) isolats étaient avec un phénotype de multi-

résistance. Un niveau remarquable de la résistance multiple (résistance a au moins deux

antibiotiques selon Soares et al., (2011) a été observé, 55 (28,6%) isolats sont multi-résistants

avec des souches de S. xylosus et S. chromogenes atteignant sept resistances aux antibiotiques

par souche, alors que S. lentus a atteint jusqu’a huit résistances aux antibiotiques par souche
(Figure 18).
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Les differents multi-résistants observés dans la présente étude peuvent étre dus a
I'émergence de nouvelles souches d'organismes dans notre région.

Nous avons noté que pour les 21 souches de S. aureus, 11 phénotypes de résistances
differents dominés par la résistance a la pénicilline G, cela est représenté dans la Figure 18.
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Figure 18. Profils de résistance aux antibiotiques d’isolats de S. aureus

Au total, nous avons noté que pour les 59 souches de Staphylocoques a coagulase
négatives, 25 phénotypes de résistances différents, la plupart des isolats (72,88%, n=43) étaient
résistants a plus d’un agent antimicrobien ; elles sont largement dominées par le phénotype «

Tétracycline », cela est représenté dans la Figure 19.
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Figure 19. Profils de résistance aux antibiotiques d’isolats de Staphylocoques a
coagulase négative

Nos résultats

indiquent

une augmentation de la résistance aux antibiotiques de

Staphylocoques isolés de la mammite ; ce qui est en accord avec les résultats de (Pyorala et al.,

2009).

Les résultats de I'antbiogramme et la mesure de la CMI, pour les souches de S. aureus,

sont représentés dans le Tableau 27.

Tableau 27. Le testde sensibilité des S. aureus pour différents antibiotiques etla CMI

réalisée par automate VITEK 2

Antibiotique . o x2 ddl p Le test du CMI 2 ddl P
oa Degré de résistance ° (VTTEK) ©
R % I % S % S % R %
PENI 17 80.95 0 0.00 4 19.04 5 23.80 16 76.19
AMC 3 1428 1 4.76 17 80.95
ENR 1 476 1 4.76 19 90.47 20 95.23 1 4.76
VAN 0 0.00 1 4.76 20 95.23 20 95.23 1 4.76
TE 15 71.43 0 0.00 6 28.57 5 23.80 16 76.19
SXT 0 0.00 0 0.00 21 100 21 100 0 0.00
CM 3 1429 0 0.00 18 85.71 124.9 24 <0.001 18 85.71 3 14.29 92.0 10 <0.001
E 6 2857 0 0.00 15 71.43 15 71.43 5 23.80
3 1428 1 4.76 17 80.95 17 80.95 4 19.04
OX 2 952 1 476 18 85.71 19 90.47 2 9.52
GM 0 0.00 0 0.00 21 100 21 100 0 0.00
FOX 0 0.00 0 0.00 21 100 19 90.47 2 9.52
BA 0 0.00 0 0.00 21 100

a b ¢ CLSI 2008
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Dans la présente étude, les isolats de S. aureus ont montré une forte résistance a la
pénicilline G et a la tétracycline 80,95 % et 71,43 % respectivement. La prévalence élevée de
cette résistance, est en accord avec les résultats de (Jamali et al., 2014) en Malaisie (86% et
76.6%) et les résultats de (Wang et al., 2015) en Chine de (90.4% et 74.4%). Nos résultats
divergent avec celle de (Botrel et al., 2010) en France qui ont trouvé une tres faible prévalence
(17 % et 1.4%), et avec I'étude réalisée dans I'union européenne par (Thomas et al., 2015) dans
laquelle la résistance a la pénicilline est de (50,0%) en ltalie, (15,5%) dans les Pays-Bas et,
(37,5%) en France.

Le pourcentage €levé de résistance des isolats de S. aureus a la pénicilline et la tétracycline
peut étre di a la l'administration étendue de ces antimicrobiens dans les fermes laitieres (Jamali
etal., 2015). En plus, il est postulé que la résistance est exacerbée par I'utilisation fréquente des
préparations intra-mammaires par les agriculteurs (Kateete et al., 2013). En Algérie les béta-
lactamines y compris la Pénicilline G sont largement utilises dans le traitement de la mammite
sans aucun test de la sensibilité des souches bactériennes vis-a-vis de ces antimicrobiens.

La Gentamicine est trés active contre S. aureus; aucune résistance n’a été trouvée. Ce
résultat est similaire aux résultats obtenus par (Mubarack et al., 2012) en Inde, (Gooraninejad
et al., 2007) en Iran et (Abera et al., 2010) en Ethiopie et de (Saidi et al., 2015) en Algérie.

Il est intéressant de noter que la présente étude arévélé une susceptibilité complete (100%)
des souches de S.aureus a de nombreux antibiotiques, y compris le triméthoprime-
sulfaméthoxazole, la gentamycine, la céfoxitine et la bacitracine ; le méme résultat a été signalé
dans I’est algérien par (Bakir etal., 2011) ; un résultat similaire de (Ben Hassen et al., 2003) en
Tunisie est observé pour le triméthoprime-sulfaméthoxazole, la gentamycine, la vancomycine.
De méme (Malinowski et al., 2002) en Pologne ont signalé une faible résistance pour la
bacitracine de 7,1%.

Le pourcentage ¢levé de la sensibilit¢ a ces familles d’antibiotiques pourrait étre la cause
de leurs utilisations moins fréquentes dans la pratique vétérinaire en Algérie, en raison du colt
élevé de ces médicaments.

La résistance a I'Erythromycine est de 28,57%, le méme résultat a été signalé par (Unakal
et al., 2010) en Inde de 27.94%, et contrairement a (Wang et al., 2015) en Chine qui a trouveé
une forte prévalence pour ce médicament 79.9%. Une faible résistance a la clindamycine de
14,29% est constatée dans la présente étude ; elle est inférieure a la résistance trouvée par
(Jamali et al., 2014) en Malaisie avec 34,9% et largement inférieure a (Wang et al., 2015) en

Chine avec 77.2%. La résistance globale de S. aureus isolée a partir des mammites bovines,
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aux macrolides (Erythromycine) et lincosamides (clindamycine) dans différents pays est faible
ou rare (De Oliveira et al., 2000 ; Russi et al., 2008).

Dans la présente étude une résistance faible est détectée pour 'amoxicilline 14,28%, mais
reste supérieure au résultat de (Guler etal., 2005) en Turquie qui n’a détecté aucune résistance,
et franchement inférieure au résultat de (Unakal et al., 2010) en Inde qui montre une résistance
de 63.23%. L’activité¢ synergétique ¢levée de lamoxicilline et de l'acide clavulanique dépendant
de leur résistance a I'enzyme de B-lactamase. L'acide clavulanique est un inhibiteur de 3-
lactamase (Oncel et al., 2004). Les informations sur la susceptibilité de S. aureus a partir du lait
a lamoxicilline / acide clavulanique est rare dans la littérature (Tenhagen et al., 2006).

Une faible résistance a été détectée pour I'enrofloxacin 4,76 % qui est similaire aux
résultats de (Nahed et al., 2013) en Egypte avec 4,8 %. Pour la néomycine, on a signalé une
faible résistance de 14, 28% qui reste supérieure acelle de (Malinowski et al., 2002) en Pologne
9,3% et 10,7% en Turquie par (Turutoglu et al., 2006), et diverge des résultats de (Saidi et al.,
2015) qui ont trouvé une sensibilité de 100% pour cet antibiotique.

Malgré I'utilisation fréquente de la néomycine dans la pratique Vétérinaire en Algérie sous
forme de pommades intra mammaire surtout, la sensibilité élevée remarquée dans la présente
étude est justifiée par I'utilisation associée de cette molécule avec d’autres antibiotiques pour
assurer une activité alarge spectre couvrant toutes les bactéries communément rencontrées dans
les mammites.

Selon nos résultats, 02 (9,52%) isolats de S. aureus sont des S.aureus résistants a la
meticilline (SARM), avec modification de Protéines liant les pénicillines (PLP), identifiés par
le test de disque de I'oxacilline avec un diamétre de : R<10 mm, et confirmés par une CMI >4
ug/ litre. Le test de disque de céfoxitine a 30 pg pour détecter la résistance a la meticilline des
S. aureus par diffusion de disque sur gélose a donné un résultat avec un diametre de : S >22
mm donc négatif ; ce qui est contradictoire avec la CMI >8 ug/ litre qui indique un test positif
pour le test de céfoxitine screen par le systeme automatisé VITEK2 de BioMérieux.

Une conclusion similaire, trouvée par une étude réalisée en Suisse, a démontré que sur 142
souches S. aureus obtenues a partir de 2,662 échantillons prélevés sur la mammite bovine,
seulement 2 (1,42%) isolats étaient positifs pour le SARM (Vishnupriya et al., 2014).

Dans la présente étude, le systeme Vitek 2 de BioMérieux a été utilisé pour la premiere fois
en Algérie pour tester la sensibilité aux antibiotiques (la concentration minimale inhibitrice)
dans les études sur la sensibilité des germes isolés des mammites subcliniques des vaches, le
test a été effectué selon les instructions du fabricant. Les lectures ont été prises

automatiquement toutes les 15 min.
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Plusieurs travaux ont élaboré la fiabilité et la capacité des systémes automatiseés comme le
systtme VITEK2 de BioMérieux pour détecter la résistance aux deférents antibiotiques chez
les staphylocoques (Winstanley etal., 2011).

Les valeurs critiques des CMI pour S. aureus sont utilisées selon les recommandations du
CLSI (Institut des normes cliniques et de laboratoire). Pour le test de sensibilit¢ a I'oxacilline :
une CMI < 2 pgflitre indique la susceptibilité¢, et une CMI >4 ug/ litre indique la résistance.
Ainsi pour le test de céfoxitine screen : une CMI < 4 pg/litre indique un test Négatif, et une
CMI >8 pg/ litre indique un test Positif.

En général, on a observé une bonne concordance entre I'antibiogramme et la mesure de la
CMI pour toutes les souches de S. aureus ; ce qui est représenté dans (le tableau 3), sauf pour
la méthode phénotypique de disque de céfoxitine a 30 pg qui atrouvé un résultat contradictoire
avec la CMI.

Selon Felten et al., (2002), une étude réalisée en France indique que le test de disque de
cefoxitine 30 pg a montré une spécificité et une sensibilité de 100% pour la détection du SARM
avec les criteres d'interprétation de diametre de la zone < 27 mm.

Pour I'étude de (Skov et al., 2003) en Danemark, la méthode de la céfoxitine était
excellente avec une sensibilité de 100% et une spécificité de 99% en utilisant un diametre de la
zone d'interprétation de S >29 mm et R <29 mm.

Ces diametres sont supérieurs a ceux correspondant aux perspectives de Iinstitut des
normes cliniques et de laboratoire (CSLI) pour les valeurs de diffusion de disque, mais peuvent
étre la justification de nos résultats.

Le systtme automatisé VITEK 2 de BioMérieux s’est avéré capable dans la détection
reproductible et I'interprétation avec un haut niveau de précision et de normalisation des
mécanismes de résistance des souches de S.aureus (Livermore et al., 2002 ; Kobayashi et al.,
2004 ; Roisin et al., 2008).

Peu d'études ont signalé la résistance de la vancomycine de S. aureus dans la mammite
bovine en Algérie.

La vancomycine est le choix le plus fiable pour contrdler les souches de Staphylococcus
aureus résistantes a la meticilline (SARM). Récemment, les SARM sont devenues résistantes a
la vancomycine, qui génere une crise pour les contrler (Mandal et al., 2015).

L’institut des normes cliniques et de laboratoire (CLSI) a abaissé les valeurs critiques de

la CMI de la vancomycine a partir de 4 pg/mL a 2 ug/mL pour les souches sensibles et de 32
ug/mL a 16 ug/mL pour les souches résistantes en 2006 (Huang et al., 2015).
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Pour la résistance a la vancomycine par la méthode de diffusion par disque sur gélose, nos
résultats sont en accord avec (Botrel et al., 2010) en France dans laquelle aucune résistance n’a
été signalée. Dans la présente étude, nous avons trouvé une souche a résistance intermédiaire
pour la vancomycine.

Aprés la confirmation par la CMI de la vancomycine, il s’est avéré que cette souche est
une (VRSA) qui signifie une souche de S. aureus résistante a la vancomycine avec une CMI >
32 pug/ml, et une deuxiéme souche hétéro-VISA avec une CMI > 1 ug/ml,

Hétéro —VISA est défini comme des souches de S. aureus sensibles ala vancomycine mais
avec présence d’une sous population intermédiaire ala vancomycine (Chaudhari et al., 2015,
Hiramatsu et al., 2014).

Pour S. aureus, une résistance intermédiaire hétérogéne a la vancomycine semble étre
I'étape qui précéde le développement de la résistance intermédiaire a cette molécule (Maor et
al., 2009).

Le mécanisme de la résistance génétique et biochimique a la vancomycine dans S. aureus
est toujours mal connu (Hasan et al., 2016).

La concentration minimale inhibitrice des isolats, I'hétéro-VISA est dans la gamme des
souches sensibles, mais les sous-populations de VISA sont présents a la fréquence de < 105-
106 (Maor et al., 2009).

Les criteres d'interprétation (en millimeétre) de la CLSI définissent seulement le caractere
de la sensibilité pour le disque de vancomycine qui est > 15 mm. Pourtant, ces derniers ne sont
pas fiables pour détecter les souches de VISA.

Dans la présente étude, les résultats bactériologiques indiquent une prévalence élevée des
Staphylocoques a coagulase négative avec 73,75% ; plusieurs études ont constaté que la
majorité des bactéries provenant de vaches atteintes de mammite subclinique sont des
Staphylocoques a coagulase négative, en Algérie (Bakir et al., 2011) et en Ouganda (Kateete et
al., 2013). Depuis longtemps les Staphylocoques a coagulase négative sont considérés comme
des agents pathogenes mineurs, et sont généralement associés a une légere augmentation du
nombre de cellules somatiques dans le lait pendant les infections intra-mammaires. (Ben Hassen
et al., 2003).

En Europe les Staphylocoques a coagulase négative d’origine bovine sont la plupart du
temps signalés étre sensibles aux agents antimicrobiens. (Taponen et al., 2009).

Selon (Waller et al., 2011), la résistance, a d'autres antimicrobiens que la peénicilline des

staphylocoques a coagulase négative, était rare. Ce qui n’est pas le cas dans notre étude. La
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sensibilité des souches de Staphylocoques a coagulase négative vis-a-vis 13 agents

antimicrobiens testés dans cette étude sont présentés dans (Figure 20).

R=Resistant, I=Intermediare, S=Sensible

X X X
120% X X o S o S
o N EN ™ o, o,
< ° N in 0 0 0
100% © 2 R = < < <
() =3 % (o)}
o
0 L x X
0% N N = X 3
° o ~ o ~
. < % <
o ) — o
o Q\O Q\c o
. oiom k 5 5
& ) ° X ) L
8 %) N N I2) 0
0, -~
e 40% " r':\ R
(48] ~ ~ Q
= — X X Q =X
2 0% 5 | o ® N BE | B 2 N
7 ° o =~ ™~ al o < o) a3
(<5} X o X © O - L2l X c\or; X o\or; ‘_;o\o XXX
o o o .- -o - . o o o o o RN
O% [ | — [ | — — —

RI'SRI'SRI'SRISRISRISRISRISRISRISRISRISRIS

PENIG AMC ENR = VAN TE SXT C™M E N OX GM FOX BA

Antibiotiques

Figure 20. Antibiogrammes des Staphylocoques a coagulase négative isolées

Dans la présente étude les Staphylocoques a coagulase négative sont plus sensibles que S.
aureus vis-a-vis de la pénicilline, avec 61,02 % contre 80,95%. Pour les staphylocoques a
coagulase négative, la pénicilline est lantibiotique le moins efficace ; ce qui concorde avec
I’étude réalisée en Turquie par (Turutoglu et al., 2006).

Une moindre activité a été retrouvée pour la tétracycline avec 74,58% de résistance, la
méme sensibilité diminuée est observée dans une étude en Corée entre 2003 et 2008 par (Kim
et al., 2010) avec 80,1% de résistance.

Dans la présence étude, Iétude de la sensibilit¢ aux antibiotiques des staphylocogues a
coagulase négative a fait ressortir des frequences de résistance de 5,08% pour SXT, et des
sensibilités & 100% pour la gentamycine et la néomycine ; les mémes résultats ont été trouvés
par (Bakir et al., 2011) dans I’Est de I’Algérie.

La résistance aux macrolides et lincosamides a été signalée pour les Staphylocoques a
coagulase négative isolés dans le lait des vaches avec la mammite subclinique (Luthje et al.,
2006).

Dans la présente étude, une résistance de 38,98% et 27,12% est pour I'érythromycine et la

clindamycine respectivement. Notre résultat est nettement supérieur a ce qui est trouvé pour
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I’érythromycine en Algérie par (Bakir et al., 2011) et en Zimbabwe par (Kudinha T et al., 2002)
qui ont trouve 100% de sensibilité, et supérieur a celui de (Botrel et al., 2010) en France et
(Gooraninejad et al., 2007) en Iran avec 7,3 % et 12,58% respectivement. Pour la clindamycine
2,9%, 13,7% et 15,4% ont été trouvés par (Botrel et al., 2010) en France (Kudinha et al., 2002)
en Zimbabwe et (Turutoglu et al., 2006) en Turquie.

Pour l'enrofloxacin et la vancomycine, on a constaté une bonne activit¢é de ces
antimicrobiens avec une faible résistance de 10,17% et 6,75% ; elle diverge avec les résultats
de (Botrel et al., 2010) en France qui ont trouvé une sensibilité de 100%.

Les isolats de Staphylocoques a coagulase négative sont résistants a l'oxacilline avec
35,59%, mais une souche (1,69%) a été résistante a la céfoxitine par la méthode de diffusion
sur disque ; ce qui implique qu'elle est meticilline résistant . Cette constatation concorde avec
celle de (Ben Hassen et al., 2003) en Tunisie avec 1,7%.

Dans la présente étude, une différence de sensibilité aux antimicrobiens parmi les especes
de Staphylocoques a coagulase négative a été observée ; ce qui est également décrit par (Waller
et al., 2011). Ces Staphylocoques a coagulase négative peuvent donc servir comme des
réservoirs de génes de résistance aux antimicrobiens dans Ienvironnement (Sawant et al.,
2009).

111.3 Etude génotypique des génes de virulences coa et nuc

L’analyse épidémiologique et moléculaire des espéces bovines de S. aureus suggere qu'un
petit nombre de types clonaux étaient responsables de la plupart des infections. S. aureus a la
capacité de produire un grand nombre de facteurs de virulence. Certains de ces facteurs peuvent
avoir plus d'importance que d'autres dans differentes maladies ou a difféerents stades de la
pathogenése des infections particulieres, car tous les éléments ne sont produits par chaque
souche (Kalorey et al., 2007).

Dans la présente étude pour la mise en évidence des génes de virulence 'ADN servant la
matrice de amplification est vérifié sur gel d’agarose, et les profils électrophorétiques sont

représentés dans la Figure 21.
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ADN Génomique
2800 Mb

Figure 21. Migration des échantillons d’ADN des souches de S.aureus sur gel d’agarose.
M : Margueur de poids moléculaire de 100 pb.

La fleche montre la bande qui correspond a TADN génomique de S.aureus avec un poids
moléculaire approximatif 2800 Mb.

La présence d’une bande pour tous les échantillons et I'absence d’un « smear » nous donne
une idée sur I'intégrité et la bonne qualit¢ de ’ADN (absence de dégradation). Ces échantillons
vont servir comme matrices au cours de la réaction de la PCR.

111.3.1 Le géne coa

L'expression du géne codant la coagulase (coa) est utile pour améliorer la croissance
bactérienne et favoriser linfection en face de mécanismes de défense de I'hdte (Karahan et al.,
2007).

La coagulase est considéré comme le facteur de virulence le plus important qui coagule le
plasma par activation conformationnelle de la prothrombine (Fournier et al., 2008), et couvre
la cellule bactérienne, empéchant ainsi la phagocytose qui permet de capturer les
staphylocoques dans un réseau de fibrine, de diffuser et de résister au mécanisme
opsonophagocytaire des cellules immunitaires de I’hote. 1l transforme le fibrinogene en fibrine
(Coelho etal., 2011), puis conduit a la formation d'abces et a la persistance de micro-organisme
dans le tissu hote (Abdeen et al., 2015).

Le géne codant le coagulase (coa) est responsable de linvasion de S. aureus dans
I'épithélium mammaire. Le polymorphisme du géne coa se trouve adéquat pour l'enquéte

épidémiologique de la mammite bovine a S. aureus (Sahu et al., 2014).
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Cette méthode de génotypage basée sur la PCR afourni des informations épidémiologiques
détaillées sur S.aureus (Moon et al., 2007).

Dans la présente étude, les 21 isolats de S. aureus sont soumis a une amplification par PCR
de l'extrémité 3 'du géne coa, et le résultat a révélé que tous les isolats donnent une seule bande
comprise entre 547 pb et 875 pb (Figure 22).

Les résultats de la présence du géne coa ont montré que les phénoménes de polymorphisme
de ce géne conduit a des poids moléculaires differents ; ce qui concorde avec I'étude de (Abbas
et al., 2014) qui a trouvé entre 500 pb et 850 pb.

S. aureus est capable de produire des poids moléculaires différents trouvés dans les
phénomenes de polymorphisme et cette enzyme est utilisée pour classer les isolats en fonction
des différents poids moléculaires dans les études épidémiologiques (Da Silva et al., 2005).

Par ailleurs (Da Silva et al., 2005) ont montré que lamplification du géne coa de S. aureus
isolé de la mammite de vache produits 27 produits de PCR différents, qui variaient de 579 a
1442 pb.

Aussi Hooley et al., (1999) détecte la taille du produit de PCR coagulase isolats de S.
aureus de sujets humains qui étaient soit 660, 603 ou 547 pb.

En outre, Reinoso et al., (2008) détecte que l'amplification par PCR du géne de S. aureus
coa isolé a partir d'échantillons humains, de la mammite subclinique bovine et des échantillo ns
d'aliments a abouti a différents types de tailles d'amplicons allant de 400 a 1000 pb.

La présence du gene coa dans les19 isolats de S.aureus est due au fait que tous les isolats
inclus dans I'étude sont des producteurs caogulase comme le prouvent les tests biochimiques.

Comme le montre la Figure 22, 3 isolats de S. aureus ne montraient aucune bande a
lensemble de cette amorce qui peut étre due a un polymorphisme du gene.

Cette constatation est d'accord avec Aslantas et al., (2007) qui a montré que S. aureus
donne 5 produits différents du PCR pour le géne coa.

En outre, Momtaz et al., (2011) indique que le gene de la coagulase a différents produits

de PCR indiquant le polymorphisme du gene.
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MNI123 456789 101112131415 16 M N17 1819 20 21

547 pb 3875 pb ‘

Figure 22. Migration des produits de PCR du géne coa sur gel d’agarose 1%. M :
Marqueur de poids moléculaire de 100 pb, N : contrble négatif, les pistes de 1 a 21
représentent les produits de PCR.
111.3.2 Le géne nuc

Les souches de S. aureus produisent une nucléase thermostable extracellulaire avec une
fréquence similaire a celle au cours de laquelle ils produisent de la coagulase (Brakstad et al.,
1992).

La TNase provoque la destruction des tissus et la propagation de S. aureus (Sandel et al.,
2004 ; Hu et al., 2013).

Dans la présente étude, les amorces utilisées pour le gene nuc ont reconnu 19 isolats de S.
aureus parmi les 22 isolats (Figure 23). Selon Brakstad et al., (1992) le géne nuc a des
séquences qui, d'une part, se trouvent dans tous les isolats de S. aureus et, d'autre part, sont
propres a des bactéries de cette espece.

L'espéce est confirmée par la détection du gene codant pour la nucléase thermostable de S.
aureus (nuc).

Le gene nucest la ligne de base dans l'identification et la classification de S. aureus et, dans
la présente étude, la taille moléculaire du produit d’amplification du géne nuc est de 395pb.
Dans I'étude de Wilson et al., (1991) la taille moléculaire était de 450 pb du géne nuc. Tandis
que Ali etal., (2014) ont utilisé un fragment d’une longueur égale a 270 pb.
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Figure 23: Détection par PCR du géene nuc. M: Marqueur de poids moléculaire de 100
pb, N : contrble négatif.

I11.4 Les facteurs de risques

La mammite subclinique a une nature multifactorielle qui implique une interaction claire
entre I'hote, I'agent causal et lenvironnement (Thrusfield, 2005). Pour cette raison, les facteurs
étudiés, ici, ont été déterminés comme des facteurs de risque hypothétiques affectant la
mammite comme la race (Bendixen et al., 1988), la saison, lage (Hultgren, 2002) et la gestion
(McDougall, 2003).

I11.4.1 La relationentre lamammite subclinique et |'age

La relation entre la mammite subclinique et I'dge est présentée dans le tableau 4.

Les résultats indiquent que, parmi les 134 vaches atteintes de mammite subclinique, 77
appartenaient au groupe d'age de 1-4 ans, dont 43 (55,84%) étaient respectivement des vaches

croisées et 33 (42,86%) des vaches Holstein.
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Figure 24. La relation entre la mammite subclinique etl'age selon la race

Tandis que 46 vaches au sein du groupe d'age de 5-8 ans avaient une mammite subclinique
qui comprenait 32 (69,57%) et 12 (26,09%) de vaches croisées et Holstein et seulement 11
vaches dont lage est de 9 ans et plus avaient des mammites subclinique qui comprenait 9
(81,82) % et 2 (18,18 %) des vaches croisées et Holstein respectivement.

Les vaches peuvent contracter I'infection de la mamelle a différents ages. Les vaches
varient également dans leur capacité a surmonter une infection, une fois établie. L’apparition
de la mammite peut étre influencée par certaines caractéristiques héréditaires telles que la
capacité de production de lait, les structures et la conformation des trayons (Schutz., 1994,
Radostits et al., 1994).

Plusieurs auteurs ont rapporté une augmentation de la fréquence de la mammite subclinique
avec I’age (Abdel-Rady et al., 2009, Moges et al., 2012).

Nos résultats dans le Tableau 28, étaient en désaccord avec ceux rapportés par ces auteurs
puisque le groupe d'age de 1-4 ans était le plus sensible ala mammite subclinique que ceux de
5-8 ans et plus, et en accord avec celui de (Elbably et al., 2013) qui ont signalée que I'age de
de 3-5ans est le plus touche par la mammite subclinique.

Cependant, des études dans d'autres régions ont signalé une prévalence plus élevée chez
les génisses par rapport aux vaches plus agées ; cela pourrait étre da a des différences dans les
pratiques de gestion et un mauvais état hygiénique pendant le vélage (McDougall et al., 2009).

La prévalence des quartiers infectes par les staphylocoques dans la présente étude est
supéricure dans le groupe d’age de 1-4 an (Figure 25) avec 85 (13,71 %) quartiers, parce que
S. aureus est adapté a survivre dans la mamelle et a établir des infections subcliniques et
chroniques (Abera et al., 2010).
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Figure 25. La relation entre les quartiers infectés et I'age

Selon Haftu et al., (2012) la prévalence des quartiers infectés augmente avec I'age. Cela
peut étre attribué au temps et a la durée prolongée de l'infection, en particulier dans un troupeau
sans programme de contrle de la mammite.

La difference possible dans la pathogénicité mammaire des organismes impliqués dans
linfection intra-mammaire parmi les génotypes peuvent également exister (Gonzalez-
Rodriguez et al., 1995).

La forte prévalence de la mammite clinique chez les vaches agées peut étre due a une
diminution de limmunité et de la résistance des bactéries aux antibiotiques qui ont été
indifferemment utilisés pour le traitement de la mammite au cours des infections antérieures
(Kurjogi et al., 2014).

I11.4.2 La relationentre lamammite subclinique et la race

Avec létude du facteur de race (Tableau 28), le test CMT dépend de ce facteur avec
(p=0,026).

Tableau 28. La relation entre la mammite subclinique et la race

Races Quartiers testés CMT positif (%) X2 (p)
Locale 20 8 (2, 38%)

Croisée 664 204 (60, 71%) 7,337 (0,026)
Holstein 316 124 (36, 90%)

Total 1000 336 (100%)
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Figure 26. Distribution des CMT positif selon la race

Le résultat du test CMT effectué dans la présente étude a montré que la prévalence de la
mammite subclinique aux niveaux de quartiers était significativement plus élevée chez les
vaches croisées 204 (30,72%) quartiers que chez les vaches Holstein 124 (36,9%) et les vaches
locales 8 (2,38 %) quartiers respectivement (Tableau 28).

Cette prévalence élevée peut étre attribuée au type d’élevage des animaux, puisque la
plupart des bovins impliqués dans cette étude étaient des races croisées.

D'autre part, cette différence entre les races pourrait étre due a d'autres facteurs non
controlés, tels que la gestion des exploitations agricoles, plutdt qu'a une vraie différence de race,
puisque les vaches dans cette étude ne sont pas toutes dans les conditions correspondantes ; ce
qui concorde avec I'étude de (Lakew et al., 2009) qui ont constaté cette différence.

Selon Moges et al., (2012), la prévalence de la mammite subclinique était élevée dans
toutes les races. En outre Kurjogi et al., (2014) ont déclaré qu’il n'y a pas de relation
significative entre la race de la vache et la mammite subclinique.

Cependant Radostits et al., (2007) ont déclaré que les vaches a haut rendement sont plus
sensibles ala mammite que celles a faible rendement. Cela peut étre di a la facilité¢ avec laquelle
des blessures sont subies dans les grandes mamelles, de sorte que les foyers pour l'entrée des
agents pathogenes sont créés et le stress associé a un rendement élevé du lait peut perturber le
systeme de défense de l'animal.

L’influence de la race sur la prévalence de la mammite peut étre attribuée a la différence
de certaines caractéristiques physiologiques et anatomiques des glandes mammaires (Biffa et
al., 2005), qu’a des caracteres héréditaires et 'immunité (Kurjogi et al., 2014).
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D’autres auteurs (Dego et al., 2003 ; Abdel-Rady et al., 2009) ont constaté que les vaches,
a rendement de lait relativement faible, sont génétiquement résistantes a Iinfection intra
mammaires, et sont plus adaptées a I'environnement et au climat que les vaches hautement
productrices. De méme dans la région de Tiaret en Algérie, Ghazi et al ., (2006) ont trouvé que
les races locales sont plus résistantes par rapport a celles importées.

Dans notre region, la race importée Holstein a un rendement laitier faible par rapport a leur
pays d’origine, et elle rencontre beaucoup plus de problemes sanitaires. Cela est principale ment
dd a la résistance génétique (Payne et Wilson 1999 ; De Vliegher et al., 2012), et aussi a la
mauvaise adaptation de ces vaches a lI'environnement local et au climat.
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Figure 27. La relation entre les quartiers infectés et la race

Aucune différence statistiguement significative n'a été observée chez les races de la
prévalence des micro-organismes. Chez la race croisée 77(11,60%) quartiers infectés par les
staphylocoques tandis que 62(19,62%) quartiers chez la race importée (Figure 27).

Ce resultat a été probablement lie a la similitude dans lenvironnement et les méthodes
d'élevage ; ce qui a été observé par I’étude de (Harouna et al., 2009).

Des études plus poussées sont nécessaires pour évaluer la différence de race et, pour faire
la lumiere sur les taux d'infection entre les races locales et importées.

111.4.3 La relationentre les Staphylocoques isolés de lamammite subclinique et le

rang de lactation

Dans la présente étude, la fréquence des infections mammaires par les Staphylocoques

augmente que ce soit pour les primipares ou pour les multipares ; ce qui est représenté dans le
Tableau 29.
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Ceci pourrait étre expliqué par, la négligence des cas de mammites subcliniques, tout en
les laissant se développer davantage. Selon Rakotozandrindrainy et al., (2007) et Saidi et al.,
(2010), les multipares sont plus affectées par les mammites que les primipares.

Selon Waage et al., (1999) la proportion de S. aureus ne différait pas entre les vaches pré-
partum et les post-partum. S. aureus estun organisme contagieux, et le transfert pendant la traite
est considéré comme un mécanisme important pour la propagation de cet organisme d'une vache
a lautre (Bramley et al., 1984). Une étude de Roberson et al., (1998) a suggéré que le lait des
vaches infectées dans les troupeaux était la source la plus probable pour Tinfections intra
mammaires a S. aureus chez les génisses. S. aureus peut étre rencontré a tout moment de la
lactation ; ce qui tend a prouver que 'infection s’étend des quartiers infectés vers les quartiers
sains lors de la traite (Guerin, 1998).

Les staphylocoques a coagulase négative ont isolé a partir de la mamelle des vaches vides,
en gestation, ou fraichement Vélges (Trinidad et al., 1990 ; Aarestrup et al., 1997 ; De Vliegher
et al., 2003). Cela signifie que les staphylocoques a coagulase négative sont importants chez

les vaches de tous ages (Taponen et al., 2006).

Tableau 29. La relation entre les Staphylocoques isolés et le rang de lactation

S.xylosus 2
S.hominis 0
S.caprae 2
S.intermidius 2
S.auricularis 0
S.aureus 2
S.chromogenes 1
S.simulans 0
0
1
0
1
3
0
2
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Les infections chroniques a S. aureus sont fréquentes et susceptibles de se reproduire dans
les lactations ultérieures (Almaw et al., 2008, Aphis 2008 et Haftu et al., 2012). Ceci est d a
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I'exposition continuelle a la pression infectieuse au cours des différentes lactations et a la baisse
des défenses naturelles au niveau de la glande mammaire des vaches &dgées (Badinad 2003).
I11.4.4 La prévalence de lamammite subclinique, en relation avec le stade de la
lactationet de la parité par rapport a la race

Dans la présente étude, il existe une dépendance entre la survenue de la mammite
subclinique, le stade de lactation (p <0,001) et le vélage (p=0,041) chez les vaches de race

croisée (Tableau 30), et de la zone de prélevement (Tableau 31).

Tableau 30. La prévalence de la mammite subclinique, en relation avec le stade de la
lactation etde la paritée par rapport a la race
Mammite subclinique

Races Facteurs Examinés N % x> ddl p
Début 0 0 0,0
Locale Milieu 1 1 33,3 Incalculable
Fin 4 2 66,7
Début 12 9 10,7
Croisée Stade Milieu 87 31 36,9 16,744 2 <0,001
Fin 67 44 524
Début 9 7 149
Holstein Milieu 33 16 34,0 3,427 2 0,180
Fin 37 24 511
Primipare 0 0 0,0
Incalculable
Locale Multipare 5 3 100,0
. . Primipare 21 15 17,9
4172 1 0,041
Croisée  VRlage 1 itipare 145 69 821
. Primipare 18 8 17,0
2,191 1 0,139
Holstein Multipare 61 39 83,0

D’apres Biffa et al., (2005), le stade de lactation affecte la prévalence de la mammite
significativement (P <0,001). Un stade précoce et la période de linvolution des glandes
mammaires ont été les stades les plus sensibles, et plus bas pour les vaches au milieu de
lactation.

Un résultat similaire a été observé par Bitew et al., (2010) en Ethiopie et, qui a montré une
infection significativement plus élevée (p<0,05) chez les vaches avec les stades de lactation
précoces et tardives que les vaches de stade de lactation moyen chez les races croisées. Il y avait
une différence significative dans la prévalence de la mammite chez les vaches avec le numéro
de parité différente (p<0,05). Les mémes résultats ont été signalés par les études de Corbett
(2009) et Lakshmi et al., (2009).

Elbably etal., (2013), ont montré que le stade de la lactation a un effet trés significatif sur

la prévalence de la mammite au (p <0,003).
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Cela peut étre di a une absence de thérapie de période seche et influences de la mise bas
(Abera et al., 2010). La mamelle est plus sensible ala mammite subclinique pendant la période
apres la mise bas (Abrahmsen et al., 2014).

L’absence du traitement de tarissement des vaches pourrait étre parmi les principaux
facteurs contribuant ala prévalence élevée au début de la lactation. Au cours de la période séche
en raison de la faible qualité bactéricide et bactériostatique du lait, les agents pathogenes
peuvent facilement pénétrer dans le canal du trayon et se multiplier ; cela peut étre reproduit a
la période apres Vélage (Biffa et al., 2005).

En Irlande, Berry et al., (2005), ont expliqué que la prévalence accrue de la mammite aun
stade précoce de la lactation peut étre attribuée a des changements a la fois dans les mécanis mes
de défense de I'hOte et aux mécanismes non spécifiques de défense de I'hote en période
peripartum chez la vache laitiere.

Selon autres études (Mungube et al., 2004 ; Getahun et al., 2008 ; Almaw et al., 2008) en
Ethiopie, et en Inde (Sudhan et al., 2005), les quartiers de vaches, en fin de lactation, étaient
plus susceptibles d'étre infectés par la mammite subclinique par rapport aux quartiers de vaches
en début de lactation.

Les résultats de cette étude sont d'accord avec les résultats de la recherche de Busato et al.,
(2000) ainsi qu’aux de Moges et al., (2012), qui ont constaté que les risques de la mammite
subclinique augmentent de fagon significative chez les multipares.

I11.4.5 L'associationentre laprévalence de la bactériologie positive et les divers
facteurs de risque

Dans la présente étude le resultat de la bactériologie dépend du stade de lactation, de la
race et de la saison avec des p de (0,031, 0,017, 0,005) respectivement (Tableau 31).

Selon Guerin et al., (2007), pour S. aureus et les staphylocoques a coagulase négative, les
nouvelles infections surviennent essentiellement dans les premiéres semaines de la lactation et
pendant le début de la période séche.

La période du tarissement a été rapportée pour inhiber [action phagocytaire des
neutrophiles dans la mamelle et, pendant la période seche, la capacité des quartiers a fournir les
activités phagocytaires et bactéricides est diminuée, conduisant a un fort taux d'infection (Sori
et al., 2005).

L'isolement de S. aureus dans le début de la lactation chez les vaches allaitantes augmente
considérablement le risque de mammite subclinique pendant la premiére lactation (Compton et
al., 2007b ; Paradis et al., 2010 ; Piepers et al., 2010).
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La saison aussi influence la fréquence des infections mammaires, suite a 'augmentation
considérable de la température (Rakotozandrindrainy et al., 2007).
I11.4.6 L’analyse de la régressionlogistique univariée et multivariée dela

prévalence des facteurs de risque de la mammite subclinique

Malgré une valeur de 1,737 du rapport des cotes (OR), I'intervalle de confiance n’exclut
pas la valeur 1; alors on ne peut infirmer le risque causé par le début du stade de lactation
comparé a la fin. Par ailleurs, une valeur de 0,357 avec un p<0,001 indique que la vache est
loin d’étre atteinte d’une mammite subclinique en période du stade de lactation (facteur
préventif).

Tableau 31. L'association entre la prévalence de la mammite subclinique, la
bacteriologie positive et les divers facteurs de risque

Bactériologie Mammite
positive subclinique
N % X2 ddl p N % X2 ddl p
Age de I'animal 1-4 55 59,78 77 57,46
5-8 30 32,61 0,474 2 0,789Ns 46 34,33 2,778 2 0,249Ns
29 7 7,61 11 8,21
Rang de Lactation 1 17 18,48 23 17,16
2 23 25,00 34 25,37
3 17 18,48 22 16,42
4 13 14,13 19 14,18
5 6 6,52 4,592 7 0,710N 14 1045 6,529 7 0,480Ns
6 7 7,61 9 6,72
7 3 3,26 4 2,99
8 6 6,52 9 6,72
Stade de Lactation Début 11 11,96 16 11,94
Milieu 35 38,04 6,976 2 0,031* 48 35,82 19,212 2 <0,001%**
Fin 46 50,00 70 52,24
Race de la vache Locale 2 2,17 3 2,24
Croisé 51 55,43 8,035 2 0,017* 84 62,69 1,844 2 0,432Ns
Holstein 39 42,39 47 35,07
Saison Automne 15 16,30 21 15,67
Hiver 0 ,00 . 0 00
Printemps 28 30,43 10,7322 0,005 51 38,06 3,568 2 0,168
Eté 49 53,26 62 46,27
Vélage Primipare 17 18,48 23 17,16
Multipare 75 81,52 0,916 1 0,339™ 111 82,84 05371 0,464
Zone de prélevement Nord 15 16,30 28 20,90
Sud 23 25,00 ns 28 20,90 "
Est )8 30,43 6,978 3 0,073 37 2761 8,157 3 0,043
Ouest 26 28,26 41 30,60

NS: Non significatif; *: Significatif, **: heutement significatif; ***: fortement significatif; N: Effectif; %:
pourcentage; x2: valeur de chi deux; ddl: degree of freedom; p: signification.

En comparant les zones de prélevement on peut dire que la zone ouest peut étre considérée

comme indicateur de risque comparée a la zone nord ; alors que les deux autres zones ne le sont

pas. Finalement en combinat les deux facteurs, c’est-a-dire en prenant en considération a la fois,
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le stade de lactation et la zone de prélevement le risque de la zone ouest n’est plus significatif

(p=0,07), alors que le milieu du stade de lactation persiste comme une phase hors risque.

Tableau 32. L’analyse de la régression logistique univariée et multivariée de la

prévalence des facteurs de risque de la mammite subclinique

Facteurs Mammite Analyse univariée Analyse multivariée
faworisants subclinique
N % p OR IC 95% p  ORag  IC 95%
BI BS Bl BS
Stade de Début 16 1194 0316 1,737 0590 5,110 0329 1,725 0578 5,151
Lactation Milieu 48 3582 <0001 0357 0,209 0611 <0001 0376 0218 0,647
Fin @ 70 5224 <0,001 <0,001
Constante 0,002 1,842
Zone de Nord 2 28 20,90 0,045 0,123
prélévement Sud 28 20,90 0936 1,029 0509 2,084 0,888 0949 0456 1,974
Est 37 2761 0,090 1,850 0,909 3,764 0160 1,694 0812 3532
Ouest 41 30,60 0,021 2330 1136 4,775 0070 1990 0945 4,193
Constante 0,379 0,800 0,330 1,350

a . catégorie deréférence ; OR : rapport des cotes ; IC 95% : intervalle de confiance a 95% ; Bl: borne inférieure
; BS: Borne supérieure ; p : signification ; N : effectif ; % : pourcentage.
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Conclusion et perspective

Les mammites restent une dominante pathologique chez la vache laitiere. Cette premiere
étude, sur la mammite bovine dans la région de Sidi-Bel-Abbes, nous a permis d’évaluer la
prévalence des mammites subcliniques bovines dans les exploitations laitieres.

La connaissance préecise des agents pathogenes de la mammite permet [utilisation de
mesures de contrOle appropriées pour améliorer l'état de santé du pis des vaches laitieres. Ceci
est un élément essentiel des conditions d'une amélioration qualitative et quantitative de la
production laitiere. La combinaison du test CMT et de la bactériologie donne une image précise
de l'état infectieux du pis de la vache et, doit étre effectuée chaque fois que possible.

Plus d'efforts sont nécessaires pour améliorer la santé générale de la mamelle dans les
troupeaux laitiers de notre région vu que 33.6% des quartiers avaient un test CMT positif ou
une infection sous-clinique. Cette forte prévalence de la mammite subclinique, dont limpact
sur la quantité et la qualité de la production de lait est avéré, ne doit pas étre négligée.

L’identification biochimique a montré que 73,75% des isolats sont des staphylocoques a
coagulase négatifs et que 26,25 % sont des S. aureus. La présence de S. aureus dans le lait cru
amontré que la consommation du lait cru pourrait étre un risque potentiel d'infection d'origine
alimentaire.

L’évaluation de la fréquence de résistance aux antibiotiques d’intérét thérapeutique
vétérinaire de souche de staphylocoques isolés a montré l'existence d’un niveau alarmant de la
résistance contre les agents antimicrobiens couramment utilisés dans les fermes de la région
ouest de I’Algérie. En général nos isolats de Staphylocoques ont montré un niveau élevé de
résistance particulierement a la pénicilline et a la Tétracycline, avec (80,95 % et 71,43 %),
(61,02 % et 74,58%) pour S. aureus et les Staphylocoques a coagulase négatifs respectivement.

Les profils de sensibilité aux antimicrobiens devraient étre identifiés pour les
Staphylocoques, les données de susceptibilité actuelles sont nécessaires pour sélectionner les
antibiotiques appropriés pour un traitement réussi. La haute résistance a la pénicilline eta la
tétracycline souligne l'importance de lidentification des Staphylocoques lorsqu'une infection
intra mammaire est présente devrait étre examinée avec soin pour le contrdle de la mammite et,
pour éviter leur utilisation inutile.

Les résultats de cette étude ont montré une prévalence des Staphylocoques coagulase
négatifs par rapport aux S. aureus, malgré le pouvoir pathogene méconnu de certaines espéces
; CeS organismes peuvent étre des réservoirs de résistance aux antibiotiques ; ce qui nécessite

une surveillance périodique de la résistance des Staphylocoques aux antimicrobiens dans le but
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de contréler leurs propagations. Cette surveillance continue pourrait étre utile de traiter plus
efficacement les infections, et de prévenir dans le futur le passage dans le lait cru et les produits
laitiers des germes nocifs pour la santé et la sécurité du consommateur.

Ce résultat indique la nécessité d'une enquéte plus approfondie de I'épidémiologie de la
résistance contre ces agents antimicrobiens chez les Staphylocoques isolés a partir des glandes
mammaires bovines.

Il est intéressant de noter que la présente étude arévélé une susceptibilité complete (100%)
des souches de S. aureus a de nombreux antibiotiques, y compris le triméthoprime-
sulfaméthoxazole, la gentamycine, la céfoxitine et la bacitracine.

Les CMI pour les souches de S.aureus ont été déterminées par le systtme VITEK 2, et 02
isolats de S.aureus sont des SARM. Bien que la vancomycine soit le choix le plus fiable pour
controler les souches de SARM, ces derniers sont devenus résistantes a la vancomycine et se
font ainsi difficilement controlables. Peu d'études ont signalé la résistance a la vancomycine de
S. aureus dans la mammite bovine en Algérie. Ces résultats ont révélé, pour la premiere fois,
des souches animales identifiées avec ce profil d’antibiorésistance dans la région de Sidi-Bel-
Abbés.

Les résultats de I’étude pointent vers un besoin de surveillance des 02 souches h-VISA et
VRSA trouvées, et de développer les tests de laboratoire ou des stratégies dans son diagnostic
dans la routine de la microbiologie clinique et, que la charge et limpact clinique devraient étre
étroitement et continuellement surveillés.

Les analyses de la biologie moléculaire ont permis de déterminer la présence des genes de
virulences. La majorité des souches de S. aureus isolées dans cette étude sont des souches
porteuses de génes coa et nuc codant pour la coagulase et la thermonucléase. Notre recherche
représente la premiere étude portant sur les genes de virulence ; une meilleure connaissance des
facteurs de virulence permettra de mettre en place de meilleures mesures de gestion du S. aureus
dans les fermes laitieres.

L'évaluation de la résistance aux antimicrobiens dans les troupeaux laitiers, les pratiques
de gestion globale pour le traitement et la manipulation de S. aureus chez les animaux infectés,
plutdt que l'utilisation uniques des antimicrobiens, devraient étre pris en considération.

La détermination des facteurs de risque associés a une grande importance, tant pour le
choix du traitement des animaux atteints que pour I'élaboration de mesures efficaces contre les
facteurs de risque. Le stade de traite des vaches laitieres avec des mammites et I'histoire de la
mammite précédente se sont révélés étre des facteurs de risque significativement liés a la

prévalence de la mammite.
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Toutefois, d'autres recherches sont nécessaires pour étudier la prévalence de la mammite
subclinique a Sidi-Bel-Abbés afin d'obtenir une image plus complete de la situation de la
mammite actuelle.

Les résultats suggerent également qu'il est important de faire un travail de prévention dans
les fermes, afin de réduire la prévalence de la mammite subclinique. Pour cela, les limites de
cette étude nous conduisent a apporter un certain nombre de recommandations par la réponse
aux questions suivantes :

La méthode du prélevement bactériologique est-elle importante ?

Le diagnostic de la mammite subclinique peut étre colteux, surtout si des échantillons de
lait de quartiers sont utilisés. Une alternative a l'échantillonnage du lait de quartier est de
recueillir des échantillons composites de vaches. Cela permet d'économiser les colts ; mais le
risque de contamination est plus grand et, il ya un risque de perte de sensibilit¢ dd a la dilution
du lait.

Comment lutter contre Iantibiorésistance ?

-Eviter la baisse d’efficacité des molécules antibiotiques et Papparition de souches de
bactéries résistantes :

- Par le recours limité ;
- Le respect des prescriptions Vvétérinaires (durée, dose) ;
- le choix des molécules utilisées.

- Généraliser de I'mformatisation des activités d’¢élevage et de la clinique vétérinaire pour
conserver de maniére durable les informations et faciliter leur exploitation ;

- Associer la surveillance de la résistance et I'usage des antbiotiques en médecine
vétérinaire en appliquant I'antbiogramme comme une ¢&tape indispensable pour une
antibiothérapie adéquate ;

- Intervenir sur les pratiques vétérinaires et les approches zootechniques ;

- Développer, par les praticiens vétérinaires, des régles d’intervention plus strictes
d’utilisation des antbiotiques, par linformation et la formation des utilisateurs des
antibiotiques ;

-Former des vétérinaires en matiere de santé publique et de gestion sanitaire des troupeaux.

La formation des éleveurs, est-elle un outil d’appui a la gestion zootechnique en élevage ?

Informer les éleveurs et les sensibiliser autour de la mammite subclinique restent 'objectif
majeur :

e En contrblant les facteurs suivants :
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-La désinfection des trayons avant et apres la traite en faisant une attention particuliere a
orifice du trayon ;

-la traite manuelle compléte ;

- Une bonne hygiene et le suivi des procédures et des équipements de traite adéquats ;

-L’identification des vaches avec des concentrations cellulaires somatiques élevées afin de
les séparer des vaches saines, en généralisant I'utilisation des tests de dépistage comme le test
CMT ;

-Les animaux avec des mammites doivent étre isolés et trait separément. Dans le cas
contraire, les animaux infectés doivent étre traits apres les non-infectés.

e FEten évitant :

- L’automédication ;

- La traite favorisant la contagion (mains, lavettes, manchons) ;

- Les trayons crevassés ;

- Le tarissement mal conduit, le traitement préventif au tarissement insuffisant et la période
séche longue ;

- Les réformes tardives ;

-La stabulation longue ;

- Les défauts d’hygiene du logement (surface, ventilation, pentes) ;

-L’aire de couchage contaminée (t°, humidité, circulation) ;

- La consommation de lait non pasteurisé.
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Annexe B : Valeurs critiques des diametres des zones
d’inhibition et des CMI pour Staphylococcusspp. (En médecine

vetérinaire)

Antibiotiques testés Code Charge du [ Diametres critiques CMI critiques
disque (mm) (ng/ml)

R I S R I S
Pénicilline PG 10U <28 - >29 [ >025] - | <0,12
Amoxicilline+ Acide AMC| 20M0pg | <19 - | >20]| >84| - | «n
clavulanique
SX:S;EEE ox I g <t0| 1112 | 213 24 | | <«
SC.N 1 pug <17 - >18 | =05 <0,25
Céfoxitine**
S aureus FOX 30 pg <21 - >22 | =8 - <4
Erythromycine E 15 pug <13 | 14-22 | >23 | =>8 | 1-4| <05
Néomycine N 30 pg <13 | 1417 | =18 >64 | 32| <l6
Gentamicine* Gm 10 png <12| 1314 | >I15| =16 | 8 <4
Enrofloxacine ENR Sug <l6 | 1722 | =223 | >4 | 1-2| <05
Trimethoprime + SXT | 125/2375ug | <10 | 11-15 | >16 | >4/76| - | <2/38
Sulfaméthoxazole
Tetracyclines Te 30 pug <14 | 1518 | >19| =16 8 <4
Vancomycine** Va 30 pg - - >15| =16 |4-8 <2
Bacitracine B 130 pg <15 - >15|1 >2 - <2
Clindamycine Cm 2 ug <l4| 1520 | =221 | >4 | 1-2| <05

* Antibiotique testé uniquement dans le cadre de I'épidémiosurveillance ** Antibiotique testé

seulement pour la recherche de la meticilline.

Pour la mettre en évidence de la résistance a la meticilline, le CLSI recommande dans son

communiqué de février 2008 de dépister cette résistance a I'aide d’un disque de céfoxitine 30

ug (FOX).

Performance Standards for Antimicrobial Disk and Dilution Susceptibility Tests for Bacteria
Isolated from Animals; Approved standard —Third Edition M31-A3 .Vol.28 N° 8.. February

2008.
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Annexe C : Caractéristiques des souches de reférences utilisees

dans ce travail

Souches de références

Caractéristiques et utilisations

Staphylococcus aureus ATCC 25923
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Escherichia coli ATCC 25922

Controle de qualit¢ de I’antibiogramme

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Sensible a la pénicilline

Staphylococcus aureus ATCC 43300

Resistante a la penicilline

S.aureus ATCC 29213
S. aureus ATCC-1026 (cefoxitin screen)

Controle de qualité interne de I’automate Vitek 2
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Annexe D : Technique de prélevement de lait
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Annexe E : La réalisation du test de mammite de Californie
(CMT)

Foremilk is discarded and one or two squirts of milk are
drawn from each quarter into a paddle dish.

Positive strings of gel.

Solutions are examined for the presence of a ‘gel’ or
‘slime’ reaction: gelatinous ‘strings’ indicate a high
cell count quarter.

An equal volume of CMT reagent is added to the milk.
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