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Résumé

Cette étude a été entreprise dans le but de contribuer a une investigation de la fréquence et 1’étiologie
des mammites cliniques et subcliniques de brebis d’Ouled-Djellal et déterminer également le profil de
I’antibiorésistance des germes bactériens isolés, dans la région de Ain El-Hadjel, wilaya de M’sila.

A travers les résultats obtenus, la situation des élevages étudiés se caractérise par une fréquence de
10,1% des cas cliniques. L’analyse microbiologique de 61 prélévements de lait de mammites clinique
a montré ce qui suit : 33,9% de Staphylococcus coagulase+, 20% d Escherichia coli. Néanmoins les
Staphylococcus coagulase- avec une fréquence de 10,2% semblent de plus en plus incriminés dans les
mammites cliniques. Tandis que, pour la flore fongique Rhodotorula sp était le plus fréquemment
retrouvée avec un taux de 40%. Sur 105 brebis, 210 quartiers ont été testés par le Californian Mastitis
Test (CMT). Ce dernier montre une prévalence de 42,9% des brebis atteintes de mammites
subcliniques et celle obtenue par I’analyse des quartiers a donné 27,1%. Parmi les 45 prélévements de
lait positifs par le test CMT un taux de 4,4% s’est révélé contaminé. Les germes les plus souvent isolés
ont été : Staphylococcus coagulase- (27,4%), Staphylococcus coagulase+ (22,6%), E coli (22,6%).
Tandis que Rhodotorula sp et Candida albicans étaient le plus fréqguemment retrouvées avec une
fréquence de 23,5%. L’antibiogramme a montré des taux de résistances élevées vis-a-vis de la

pénicilline G, la tétracycline, I’ampicilline, et Triméthoprime+Sulfonamide.

Mots clés : Brebis, Mammite clinique, Mammite subclinique, micro-organismes, Antibiorésistance.
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This study was undertaken in the goal to contribute to an investigation of the frequency and etiology
of clinical and subclinical mastitis in sheep Ouled-Djellal and determine the profile of antimicrobial
resistance in bacterial germs isolated in the region Ain El-Hadjel, province of M'sila.

Through the results obtained, the situation of the farms studied is characterized by a frequency of
10.1% of clinical cases. The microbiological analysis of milk samples of 61 clinical mastitis showed
that: 33.9% of Staphylococcus coagulase +, 20% of Escherichia coli. However, Staphylococcus
coagulase- with a frequency of 10.2% appears increasingly implicated in clinical mastitis. While, for
the fungic flora Rhodotorula sp was most frequently found with a 40%. 105 sheep or 210 udder half
were tested by Californian Mastitis Test (CMT). The latter shows a prevalence of 42.9% of sheep
with subclinical mastitis and that obtained by the analysis of the udder halves to gave 27.1%. Among,
45 milk samples positive by the CMT test rate of 4.4% was found contaminated. The bacteria most
frequently isolated were Staphylococcus coagulase- (27.4%), Staphylococcus coagulase + (22.6%), E
coli (22.6%). While Rhodotorula sp and Candida albicans were most prevalent among mushrooms
with a frequency of 23.5%. The antibiotic susceptibility showed high resistance rate vis-a-vis of
Penicillin G, Tetracycline, Ampicillin, Trimethoprim + Sulfonamide.

Key words: Sheep, clinical mastitis, subclinical mastitis, microorganisms, antimicrobial resistance.
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INTRODUCTION



INTRODUCTION :

La glande mammaire fait depuis longtemps 1’objet de nombreuses études fondamentales et
appliquées chez les différentes espéces surtout les vaches laitiéres. C’est la plus remarquable
caractéristique des mammiféres et 1’organe central de la fonction de lactation dont le rdle est
primordial dans le processus reproduction-production (Houdebine 2007). Elle est caractérisée par un
systeme immunitaire tres développé, I’affection de cet organe par différent facteurs microbiologiques

et épidémiologiques peut provoquer une mammite.

La mammite est une maladie importante chez les moutons, ayant un impact direct sur
I'économie et le bien-étre des animaux. Les pertes sont marquées par une diminution du rendement de
lait, I’altération de sa qualité, ’augmentation du taux de réforme et le cout de traitement (Jones &
Watkins, 2000 ; Menzies & Ramanoon, 2001 ; Bergonier & Berthelot, 2003 ; Kiossis et al., 2007 ;
Leitner et al., 2008). Parmi, les incidences de cette affection, on note aussi, un retard de croissance
chez les agneaux au pré-sevrage, et augmentation de leur mortalité (Watson & Buswell, 1984 ;

Fthenakis & Jones, 1990 ; Keisler et al., 1992 ; Clements et al., 2003).

La maladie est habituellement partagée en deux aspects, cliniques ou le diagnostic se fait
visuellement ou par la palpation et subclinique (asymptomatique) qui est principalement diagnostiquée
par l'intermédiaire de I'évaluation des cellules somatiques et/ou de la recherche des agents étiologiques
(Keisler et al., 1992 ; Radostits et al., 2000 ; Clements et al., 2003 ; Blagitz et al., 2012).

Selon Bergonier en 2003 et Contreras en 2007, les bactéries Gram positives (essentiellement
staphylocoque et streptocoque) sont les causes principales de la mammite chez les petits ruminants.
Parmi ces agents bactériens, ont été isolé dans la mammite subclinique les staphylocoques coagulase
négative (CNS) et le Staphylococcus aureus (Watson et al., 1990 ; Jones ., 1991 ; Bergonier et al.,
2003 ; Hariharan et al., 2004). Récemment plusieurs études ont montré I'importance du CNS en tant
gu'agents étiologiques de mammite subclinique chez les moutons (Pengov 2001 ; McDougall et al.,
2002 ; Contreras et al., 2007 ; Erglin et al., 2009). En ce qui concerne la mammite clinique ovine celle
a été la plupart du temps attribuée une infection intra-mammaire (IMI) par le Staphylococcus-aureus
(Merk et al., 2007 ; Arsenault et al., 2008) et a un moindre degré aux germes pathogenes

environnementaux.

Des infections mycologiques sont aussi en cause des mammites chez les ruminants. En effet,
Al — Kubaysi, 2008 a rencontré les deux formes de mammite fongique chez le mouton. L’infection
viral (maedi-visna) a été également rapportée comme cause importante de mammite subclinique
chronique chez les brebis (Menzies & Ramanoon, 2001 ; Arsenault et al., 2003 ; Asadpour et al.,
2013).




En Algérie, le troupeau du mouton prédomine et représente 82% du bétail total (occupe une
place importante dans 1’économie), et on estime leur nombre total 25194105 millions en 2012 (selon
les statistiques de ministére de I’agriculture), avec inégale distribution dans les différentes régions et
dans diverses conditions climatiques et environnementales. L'élevage des moutons dans notre pays est
principalement basé sur la race d’Ouled-Djellal, qui est trés appréciée pour sa qualité de viande, et de

laine.

Dans le monde entier et surtout en Algérie, 1’étude de 1a pathologie mammaire de la brebis
demeure insuffisante et marginalisée comparée a celle de la mammite des vaches ou elle constitue une
entité pathologique préoccupante presque pour tous les chercheurs. Néanmoins, un pourcentage de
37,14% d’infection mammaire a été décrit par Beldjil en 2013 dans un troupeau de mouton (Race
d’Ouled-Djellal) dans plusieurs régions. Ceci laisse apparaitre un taux d’infection trés élevé et

inquiétant.

Dans ce contexte la présente étude porte sur deux objectifs la contribution a 1’évaluation des
facteurs prédisposant cette maladie qui est réalisée par une enquéte et un diagnostic microbiologique

des mammites qui est fait au laboratoire. Pour cela notre travail a été scindé en deux parties :

= Une revue bibliographique qui nous a permis de se pencher sur les caractéristiques des
mamelles (I’anatomie et la défense de mamelle), les infections mammaires (agent étiologique
et I’épidémiologie), les différentes méthodes de diagnostic, ainsi qu'un certain nombre de

mesures de lutte contre ces agents infectieux.

=) La seconde partie concerne notre étude expérimentale qui a été effectuée a travers un
questionnaire pour ’enquéte épidémiologique sur le terrain. L’analyse microbiologique a
concerné la recherche les germes fongiques et bactériens avec I'évaluation du profil

d'antibiorésistance de ces derniers.
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Chapitre I.

Rappels Physiologiques



1. Rappel sur Panatomie de la mamelle :

La mamelle de brebis est située en région inguinale. Elle est constituée de deux quartiers
indépendants. Sa forme générale est globuleuse, mais il existe de grandes variations individuelles de
conformation. Les quartiers sont séparés par un sillon inter mammaire large. Les trayons sont orientés

presque a I’horizontale (Barone, 1978).
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Figure 1 : Conformation extérieure de la mamelle chez la brebis (Barone, 1978).

2. Meécanisme de la sécrétion de lait (lactation)

La lactation est un processus physiologique caractérisé par la synthése, la sécrétion, I'éjection
et le déplacement du lait. Cette fonction physiologique est rendue possible par captation, ou filtration
passive et active, des composés organigues et inorganiques et de I'eau a partir du fluide de sang par
I'épithélium sécréteur de la glande mammaire. Le mécanisme de la sécrétion de lait par les glandes
mammaires se fait de fagon cyclique. Cette activité cyclique est sous le contrdle du systeme nerveux

central a travers la production des hormones régulatrices. (Giuseppe, 2004).

3. Les moyens de défense de la mamelle (immunité)

La mamelle est caractérisée par un systéme immunitaire trés développé, contre les agents
pathogénes pénétrant par le canal du trayon ou par voie hématogene.

3.1 Défense passive grace au canal du trayon :

L’apex constitue la premicre barriere physique contre la pénétration des germes, car les
bactéries doivent traverser le canal du trayon avant de coloniser la glande mammaire. 1l contient des
différents constituants (kératine, protéines et des acides gras antibactériens) responsables de

I’élimination des germes (Craven et Williams 1985).

Aussi, dans la partie proximale du canal se trouve la rosette des plis papillaires ou rosette de
Furstenberg, qui joue un réle protecteur contre la pénétration des agents pathogenes dans la glande

mammaire (Bonnefont 2011).



3.2 Défense immunitaire (défense active) :

3.2.1  Immunité cellulaire :

Elle représente le moyen de défense essentiel et participe a la phagocytose. Elle est assurée
par les cellules de lait: les macrophages, les polynucléaires neutrophiles, Les cellules épithéliales

mammaires et lymphocyte (Paape et al., 2002).

Immunité humorale :

Le systeme immunitaire humoral dans le lait se compose des immunoglobulines qui
constituent les anticorps spécifiques actifs contre les antigénes étrangers responsables d’opsonisation,
de neutraliser des toxines, d’inhibition de 1’adhésion, et dans certains cas ils ont une action bactéricide
directe (Spanu, 2009). D’autre part il existe des facteurs immunitaires non spécifiqgues comme le
systétme du complément et les peptides antimicrobiens (Lactoferrines, Transferrine, Lysozyme,
Lactoperoxydase), ce sont des petits polypeptides qui peuvent étre bactériostatiques et bactéricides
(Brogden et al., 2003 ; Ganz 2003).




Chapitre 11 :

_es mammites



Partie bibliographique Chapitre IT : Mammites

1. Définition :

La mammite est une inflammation du tissu conjonctif d'un ou plusieurs quartiers de la glande
mammaire due généralement a la présence et ’action d’un ou plusieurS micro-organismes.
Néanmoins, il existe des mammites rares causées suite a des désordres physiologiques ou a des
traumatismes locaux (Bonnefont, 2011). Les infections mammaires peuvent étre ou non associées a
des signes cliniques, on distingue alors les mammites cliniques des mammites subcliniques. Parfois
les germes s’installent de facon durable dans la glande mammaire, on parle alors de mammites
chroniques (Gedilaghine., 2005).

2. Différent type des mammites :

2.1 Les mammites cliniques :

D’apres Bergonier et al. (2003), Une mammite est dite clinique lorsque I’atteinte mammaire
se traduit par la présence de symptomes fonctionnels (modification du lait dans son qualité et quantité
produite) reflétant une perturbation des fonctions de sécrétion et filtration. On peut observer des
symptomes locaux : rougeur, tuméfaction, chaleur et douleur de la mamelle ou du quartier atteint, avec
les ganglions retro mammaires peuvent étre hypertrophies On parle alors de mammite aigué. Lors de
mammite chronique, le quartier s’atrophie et se sclérose. Dans certains cas, on observe des symptomes
liés a une intoxication. Ils se traduisent par une altération de 1’état général (abattement, anorexie,
hyperthermie, déshydratation, asthénie, coma etc....). On parle alors de mammite suraigué. La
mammite clinique aura lieu juste apres le sevrage ou peu temps avant la mise bas (Radostits et al.,
2002 ; Timms, 2007 ; Bedolla, 2010).

Enfin, selon la gravité et la simultanéité des symptdmes, on distingue :

2.1.1 Mammite suraiqué :

Elle apparait brutalement et évolue rapidement vers des symptdmes déléteres, se caractérisent
par des signes locaux trés importants, modification de la sécrétion lactée (aspect séreux, aqueux,
hémorragique ou purulent), en présence de fiévre 1’état général de I’animal est trés affecté avec un

abattement profond qui évolue vers la mort en ’absence de traitement (Argenté et al., 2005).
On distingue deux types de mammite suraigueé :

2.1.1.1 Mammites gangreneuses :

L'examen de la mamelle indique un gonflement marqué de la glande, suivie d'une nécrose de
celle-ci avec décoloration du quartier atteint (noiratre, bleuétre et froid) et se prolonge souvent sur les
deux-tiers avant de tomber, Il se forme un sillon disjoncteur séparant les tissus vivants des tissus
morts. La sécrétion de lait est en faible quantité, d’aspect séro-hémorragique et contenant des gaz
d'odeur nauséabonde (Radostits et al., 2002., Philip Rscott 2007).
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2.1.2 Mammite subaiqué et aiqué :

Ce sont des inflammations violentes de la mamelle mais I’état général de I’animal est moins
affecté. Elle se caractérise par des signes locaux visibles au niveau de la glande qui apparait rouge,
gonflée, douloureuse et chaude. La sécrétion laitiére est modifiée (qualité et quantité) avec la présence
de grumeaux qui caractérisent ce type de mammites (Radostits et al., 2002; Timms, 2007 ; Spanu,
2009). Ces mammites évoluent moins rapidement que les précédentes. Ce type de mammite passe

généralement a la chronicité en absence de traitement.

2.1.3 Mammite chronique :

Elles sont généralement primitives (aprés une longue phase silencieuse) ou suite a une
mammite aigué, elle se caractérise par la persistance de I’inflammation et des symptomes locaux
variables et une évolution lente vers 1’atrophie du quartier infecté avec des zones de fibrose
cicatricielle a la palpation. La sécrétion n’est souvent modifiée qu’en début de traite avec la présence
des grumeaux plus ou moins réguliére. L’évolution en I’absence de traitement est lente et conduit au

tarissement du quartier (Emmanuel, 2008).

2.2 Mammite subclinique :

Ce sont des infections mammaires asymptomatiques. La sécrétion lactée est
macroscopiquement normale et I’état général n’est pas altéré. On observe une mamelle saine. Ces
mammites sont détectées par les examens complémentaires. Les comptages cellulaires et le diagnostic
bactériologique permettent de déterminer la présence ou I’absence d’infection. Ces mammites peuvent
résulter d'une infection primaire ou étre secondaires a une mammite aigue non totalement guérie
(présence de germe bactérien). Elles sont beaucoup plus fréquentes que les infections cliniques, plus
insidieuses car difficilement détectables (Spanu., 2009).

Ce type de mammites a tendance a passer inapercu au sein des élevages, ou il est assez répandu et

responsable des pertes économiques les plus importantes.

3. Les germes incriminés dans les mammites

Les mammites sont provoquées par plus d’une centaine de micro-organismes (Rinaldi et al.,
2010 ; Watts 1988) tels que les virus, les mycoplasmes, les champignons et surtout les bactéries qui
constituent la cause majeure (Bergonier et al., 2003). L’inflammation de la mamelle due a des
traumatismes ou des agressions de la peau du trayon (morsure excessif des agneaux) et parfois a des

sténoses du canal du trayon provoques par la machine a traire (Bonnefont, 2011).

Selon la pathogénicité des germes en cause, on classe les espéces bactériennes responsables

d'infections mammaires en deux groupes :
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3.1 Pathogénes majeurs :

3.1.1 Staphylocogque a coagulase positive :

S. aureus est la cause la plus commune de la mammite clinique chez les petits ruminants, avec
des taux de 11% a 65,3% des cas signalés (Suarez et al., 2002 ; Mork et al., 2007). La bactérie est
coque Gram positif, elle est présente sur la surface de la peau et des muqueuses, mais son réservoir
principal est le trayon de la mamelle infectée (Van De Leemput 2007). La multiplication de

Staphylococcus aureus est provoquée par la lésion de trayon et le manque d'hygiene des élevages.

Elle peut étre associée a une mammite aigué gangreneuse évoluant dans la plus part des temps

vers une mammite subcliniqgue (Mammite chronigue).

La réaction inflammatoire est lente et souvent modérée (Salat et al., 2007). Parfois, on observe
des mammites aigues avec des signe inflammatoires graves et des lésions tissulaires irréversibles,
conduisant a la perte du quartier ou parfois I’animal. Selon Smith et al., (2009) et Eicher et al., (2003)
une infection chronique est associée a une diminution de la production lactée lors de 1’induration et
formation des micro-abces dans le parenchyme mammaire qui protegent la bactérie des défenses

immunitaires et des traitements antibiotiques .

3.1.2 Streptococcus :
Chez le mouton les streptocoques sont probablement le deuxieme groupe de micro-organismes

aprés les satphylocoques a redouter dans la mammite. Cette derniére est provoquée par plusieurs
espéces de streptocoque (Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae),
Les streptocoques peuvent causer des manifestations de mammite de l'individu ou le troupeau (Las
Heras et al., 2002 ; Bedolla, 2010).

3.1.3 Escherichia coli (E. coli) :

C'est un germe a Gram négatif provenant des féces des animaux et se développant dans la

litiere ou les aires de couchage (logettes). L'infection de la mamelle par E. coli est due a une hygiéne
défectueuse (épisode de métrites) et a des traumatismes de la mamelle (Blain & Devillard, 1996).
Selon les travaux de Wenz et al (2006) sur les facteurs de virulence d 'E. Coli, la sévérité des
symptomes dependrait de la réponse immunitaire de 1’animal et non pas de la virulence de la bactérie
(genes de virulences). Les E. coli peuvent étre associés a des inflammations cliniques évoluant vers
une atteinte systémique aigué. L'inflammation peut toutefois évoluer vers la chronicité. Certaines

souches sont responsables de mammites chroniques (Schmitt et al., 2005).
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3.2 Les pathogénes mineurs :

3.2.1 Staphylocogues a Coagulases Négatives (SCN)

Il existe plusieurs espéces de SCN qui ont la capacité de causer la mammite chez les
moutons. Les plus fréquemment isolées sont : S. hyicus, S. chromogeénes, S. haemolyticus, S.
epidermidis, S. simulans et S. warneri, les SCN sont isolées surtout dans les mammites subcliniques
des brebis a travers toutes les étapes de lactation (Menzies 2000 ; Menzies & Ramanoon, 2001 ;
Bedolla, 2010). En l'absence d'infection par des pathogenes majeurs, les SCN sont responsables de
séveres augmentations des taux cellulaires (Paape et al., 2001).

Ces germes sont des hétes normaux des animaux. Ils sont fréqguemment isolés de la peau, du
vagin, des poils, du canal du trayon ou dans le lait prélevé par des moyens non aseptiques.

3.2.2 Arcanobacterium Pyogénes :

Ce germe a Gram négatif provoque des macro-abcés multiples dans la mamelle avec un lait
prenant la forme de pus jaune sans grumeaux et I’abcédations des nceuds rétro-mammaires, parfois
multiple entrainant 1’atrophie du quartier (Devillechaise et al., 1996 ; Hirsh et al., 2004). La source de
contamination est le tractus génital, les lésions du trayon de la mamelle, ou toutes autres blessures.
Selon Smith, (2008) et Remy, (2007), cette infection évolue généralement soit vers la chronicité, soit
vers la destruction du quartier et parfois vers la mortalité.

3.2.3 Pseudomonas aeruginosa :

C’est une bactérie Gram négatif, elle existe surtout au niveau des lésions de la peau du
trayon. C’est aussi un saprophyte du milieu extérieur et capable de résister aux défenses de
I’organisme via la formation de biofilm, la source de I’infection est souvent les boues de sédimentation
des abreuvoirs, de I’eau de lavage des pis, literie humide (Leitner et al., 2007). Les mammites dont il
est responsable sont sporadiques, mais elles peuvent toucher parfois plus du tiers du troupeau.
L'espéce Pseudomonas Aeruginosa est a 1’origine d’une forme suraigué séro-hémorragique (Smith,
2008., Hanzen, 2014) et d'aprés Le Guillou, (1989) la mortalité est fréquente .

3.2.4 Corynébactéries

Les corynébactéries sont des pathogénes mineurs qui provoquent rarement des mammites
cliniques. C. pseudotuberculosis est le principal agent de la maladie caséeuse des petits ruminants. Il
peut entrainer 1’abcédation des nceuds lymphatiques rétro-mammaires, mais il est rarement a 1’origine
d’une vraie mammite (Hirsh et al., 2004).

3.2.5 Mannheimia haemolytica :

C’est un bacille a Gram négatif provoque des mammites cliniques (gangréne) avec des
températures élevées, le lait devient purulent et I’inflammation termine par la nécrose du quartier
atteint. Il est transmis par 1’allaitant des agneaux malades, ou on le trouve en tant que flore normal de

I'appareil respiratoire supérieur (Scott et al., 1998. Gougoulis et al., 2008).

8
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3.2.6 Mycoplasmes :
La mammite due aux mycoplasmes est suspectée fréguemment quand les signes de la

mammite clinique apparaissent en répétition alors que le diagnostic bactériologique est négatif.
L’infection par mycoplasme est caractérisée par divers symptomes au sein d’un méme élevage. Les
symptbmes mammaires signalés par Mercier et al., (2000) et Mercier, (2001) sont: baisse de
production voire agalactie, lait modifié, atrophie et fibrose du quartier. Selon Buxadé., (1996) ;
Rodriguez, (1995) ils peuvent aussi parfois étre accompagnés de kérato-conjonctivite, d’arthrite ou de
pneumonie dans les troupeaux.

3.3 Autres germes :

Certains pathogénes rarement retrouvés chez les moutons dans le cas de mammite ont été
signalés par quelques auteurs a savoir : Klebsiella pneumoniae, (Agraz, 1984) ; Brucella, Serratia
macrescens, Salmonella sp (Nickerson, 2002) ; Bacillus cereus, Clostridium perfringens (Radostits et
al., 2002).

3.4 Les agents mycosiques :

Les mammites mycosiques sont dues principalement aux Candida albicans, Aspergillus
fumigatus, ou Cryptococcus spp (Bergonier et al., 2002). Elles sont a I’origine de mammites cliniques
subaigués s’aggravant suite a 1’utilisation d’antibiotiques (injection septique), évoluant ensuite vers la
chronicité, ne pouvant pas étre traitées par l'absence d’antifongique actif dans la mamelle sur le
marché. La source principale de contamination est I’aliment et I’eau (Elad et al., 1995 ; Hintikka,
1995). La peau, les féeces des animaux, le sol, le matériel de literie peuvent constituer un risque de
contamination (Loftsgard & Lindquist, 1960).

3.5 Virus

Des virus peuvent étre impliqués dans le déclenchement des mammites, soit en causant des
lIésions du trayon et ainsi en favorisant la contamination par d’autres pathogénes, soit en ayant une
action immunosuppressive (Barkema et al., 2009 ; Wellenberg et al. 2002).

Maedi-visna (MV) est une maladie lentivirale lente (longue période d'incubation) des
moutons définie par l'infiltration interstitielle chronique des cellules inflammatoires mononucléaires
dans plusieurs organes (Julio Benavides et al., 2013). Selon la sévérité des lésions et les signes
cliniques propres, quatre manifestations pathologiques ont été distingué (Palsson, 1990). Parmi elles,
la forme mammaire de I’infection par les lentivirus des petits ruminants a été récemment mise en
évidence (Dawson, 1987 ; van der Molen & Houwers, 1987 ; Lerondelle, 1988 ; Narayan et al., 1993).
L’infection par le virus de Maedi-visna est caractérisée par 1’importance de I’incidence économique
puisque la production de colostrum (mammite interstitielle aigué) est presque totalement supprimée ou
que la production laitiere est partiellement diminuée (mammite interstitielle chronique). Donc, on en

conclue une augmentation de la mortalité d'agneau par famine (Pekelder et al., 1994).

9
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4 Pathogénie :

L'établissement de l'infection et le déclenchement de la mammite dépendent a la fois de la
virulence des micro-organismes et des capacités de la défense naturelle ou induite de I'n6te (Harmon.,
1994 ; Burton & Erskine 2003). Selon Fabre et al., (1997) lI'ouverture du sphincter et I'écoulement du

lait peuvent favoriser la diffusion de l'infection.

L'infection peut guérir spontanément ou évoluer vers une forme plus sévere avec des signes
cliniqgues (mammite clinique) ou bien encore persister sous une forme inapparente (mammite
subclinique) (Poutrel, 1985).

Plusieurs étapes se succédent lors du processus infectieux :

4.1 La phase d'invasion :

41.1 Exposition de la mamelle a I'agent pathogéne :

L’une endogene (hématophore) mais exceptionnelle (Fetherson et al., 2001) et I’autre par

I’entrée du germe a I’extrémité du trayon (Hanzen, 2014).

41.2 Pénétration des microorganismes :

La pénétration des bactéries de canal du trayon est suite a des erreurs de traite (surtraite ou
vide trop important), peuvent endommager le canal de trayon ou de plus (Ledu, 1985), apreés la traite,
le sphincter de la mamelle reste ouvert pendant une ou deux heure, alors que le canal d'une mamelle

endommagée peut rester partiellement ouvert en permanence.

4.2 La phase d'infection :

v" La propriété d’adhésion (adhésine) des germes a 1’épithélium du sinus lactifére (fibronectine,

glycoprotéine) (Hanzen, 2014).

v Les germes se multiplient et proliférent avec la production des enzymes et toxines, qui vont
provoquer des lésions du tissu des grands canaux lactiferes (dégenérescence vacuolaire des cellules)

avec pour conséquence des modifications quantitatives et qualitatives de la production. Hanzen 2014.

v L’initiation du processus inflammatoire caractérisé par la libération des substances immuno-
modulatrices (cytokines) et un afflux important de polynucléaires neutrophiles et de diverses
substances effectrices (Immunoglobulines, complément, lactoferrine...) en provenance de la
circulation sanguine ou elles constituent la deuxieme ligne de la défense mammaire, I’afflux est plus
ou moins important selon 1’espéce bactérienne responsable et ’importance de la contamination.
Faroult, (2000). La fibrine produite a ce stade est a I’origine des caillots ou des grumeaux observables

dans le lait.
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Figure 2 : Interactions entre les défenses mammaires et les bactéries (d’apres Kremer et al., 1990)

4.3 Evolution :
Suivant le pouvoir pathogéne du micro-organisme et 1’efficacité des réactions de défense de la

glande, 1’évolution se fait :
S Vers la guérison spontanée, donc I’élimination totale des germes.

S Vers I’extension de I’infection (perte compléte ou partielle de fonctionnalité de la glande).

Donc, on observe des manifestations cliniques de mammite.

S Vers la persistance de I’infection dans la glande, on parle de mammite sub-clinique, se
traduise par un équilibre entre la multiplication du microorganisme et la réponse

inflammatoire de la glande, donc I’expression clinique reprend. Fetherson et al., 2001.
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5 Importance des mammites :

5.1 Aspect économique :

Selon Ranucci 1999 les mammites sont des pathologies qui provoquent une perte
économique importante sur les troupeaux laitiers ovins. Cela est due a la mortalité de brebis et
d'agneau, aux codts de traitement, a la production laitiére réduite, a la réforme des animaux
mammiteux, a la croissance réduite d'agneau, aux paiement de lait sur la qualité cellulaire dans
certains secteurs (Bergonier et al., 2003).

511 Diminution de la production laitiére et de réforme :

Timms., (2007) a signalé, dans ses travaux sur les mammites chez les brebis, un taux de
réduction de la production laitiére de 12% et une fréquence de 58% de mamelle infectées. En outre,
Barillet en 1999 a I'INRA, a considéré que la diminution de production laitiere comme une cause
primaire de réforme (environ de 13% de brebis par an), et lors de mammite clinique la reforme été en
moyenne de 7,2%, et cela variait de 5,6% des brebis en premiere lactation & 8,8% en troisiéme
lactation.

Aussi, d’aprés Radostits et al., (2002); Ebrahimi et al., (2007) les mammites sont
responsables d’une augmentation des taux de mortalité¢ des brebis d’environ de 10% et peuvent étre
une des causes de diminution du gain de poids des agneaux, voire d’une mortalité des agneaux avant le
sevrage. Moule (1954) a rapporté un taux de mortalité d'agneaux de 34.6% en Australie dont 23.6%
d'agneaux morts chez des brebis malades de mammites.

512 Codt de traitement :

Une augmentation du colt du traitement des brebis dans les conditions de terrain en
comparaison de la valeur de la réforme et du rétablissement qu’on peut en attendre (Bergonier et al.,

2005). La rechute de traitement lors de mal conduit ou inadéquat.

6 Epidémiologie :

6.1 Epidémiologie descriptive :

6.1.1 Prévalence, incidence, persistance

6.1.1.1 Mammite clinique :

L'incidence de ce type de mammite est habituellement inférieure a 5% par an (cas
sporadique), dans la plupart des troupeaux (Contreras et al., 2007. Bergonier & Berthelot., 2003). Par
contre, d’autres travaux de recherche rapportent une incidence avec des fréquences plus élevées de 30-
50%, qui entrainent la mortalité ou la réforme de 70% du troupeau. Ou les germes bactériens : S.
aureus, Streptocoques ou les microbes pathogenes opportunistes sont généralement la cause de ces
infections (Kirk et al., 1996. Lafi et al., 1998. D. Bergonier et al., 2003). Le Tableau 01, présente les

résultats des études de différents chercheurs sur la mammite clinique.

12




Partie bibliographique Chapitre IT : Mammites

Tableau 1 : Prévalence et étiologie des mammites cliniques de la brebis laitiére.

Py = 2 2 q;;_ ~ < ) g - § S | <
2w E |5 |55 5 |° | g v g |2|<
= N a

Kryzanowski etal. | 1983 | 757 7 m 1267 575 | 15,6 14 29 | 43 55
Baysal et Kenar 1989 | 3627 13 m 57 1,7 | 7,55 30,2 18,8 435 | 7,5
Fthenakis et Jones 1990 | 5498 36 m 148 | 114 29.5 18.6 15 1 15 37.3
Gutierrez et al. 1990 61 m 126 151 | 402 | 103 49.5
Marco et al. 1991 15 187 18 28.75 | 525 13.7 2.5 2.5 0
Marco Melero 1994 45 22 | Metm 48 27.1 28.6 20 17.1 11.4 22.9
Lafi et al. 1998 | 1736 46 145 2.1 18.6 28.8 11.9 8.5 186 | 34 28.8

SCN : Staphylocoques a Coagulase Négative M : Traite mécanique ; m: Traite manuelle. N : Nombre.
Bergonier, Berthelot., 2003.

La persistance de la mammite cliniqgue pendant la lactation est rarement documentée, et
dépend du type de production (brebis de lait ou de viande), (Bergonier et al., 1997 ; Bergonier et al.,
2003).

Selon, Watson & Buswell, (1984) ; Kirk & Glenn,(1996), une telle persistance est fréquente
(1.5 a 30%), avec une évolution vers la chronicité, les cas aigus peuvent devenir chroniques pour
plusieurs mois ou plus. Encore, la persistance au cours de la période séche est supérieure a 60% chez
les petits ruminants (Bergonier et al., 1997 ; Bergonier et al., 2003).

6.1.1.2 Mammites subcliniques :

La prévalence est trés variable d’un troupeau ou d’une région a I’autre. La prévalence de
mammite subclinique est estimée au moyen de I'analyse bactériologique des échantillons de lait ou par
comptage des SCI ou par le test CMT (Bergonier & Berthelot., 2003). La prévalence rapportée s'étend
de 5 a 30% par lactation pour les brebis de viande (Watson & Buswell, 1984 ; Marco Melero, 1994 ;
Kirk & Glenn, 1996 ; Bergonier & Berthelot., 2003). Par contre, pour les brebis laitiére on estime une
prévalence de 20-30% et qui s’étend de 7 a >60% par lactation (Marco Melero, 1994 ; Bergonier et al.,
1997 ; Lafi et al., 1998 ; Bergonier & Berthelot., 2003) voir Tableau 02.
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Tableau 2 : Prévalence et étiologie des mammites cliniques de la brebis laitiére.

= =3 % g ;g Q = S % = S | =
Z < |2 |z z |& T8 |2 |z |8 &8 &S

@ w 2 E EJ » - § w 0O | <

(2]

Fruganti et al. 1985 15 m 300 75 51.8 26.7 20 2,9
Baysal et Kenar 1989 3627 13 m 288 7.05| 36.1 62.5 13.6 6 6 38*| 6
Deutz et al., 1990 404 Metm 404 81.2 36.5 49.5 9.7 2 2.2
Otto 1991 315 M 622 58 39.2 1.6 17.8 2.6 38.8
Schoder et al. 1993 201 4 M 89 | 911 59.6 25.3 12.1 3
De la Cruz et al. 1994 466 12 932 36.7 | 74.8 79.1 4.1 1.5 05 | 14.8
Fthenakis, 1994 760 8 M 11 40.9 16.7 9 9 24
Mavrogenis et al. 1995 100 1066 91.2 66 22 8 1 3
Gonzalez- 1995 734 18 | Metm 1382 56.2 62.5 114 16.2 0.4 9.5
Rodriguez et al.
Stefanakis et al. 1995 99 6 198 34 78.3 40 37 10 3 10
Bergonier et al. 1996a 169 2 M 2271 80.1 80 2.8 17.3
Bergonier et al. 1996b 655 9 M 1310 85.6 91.5 5.3 0.5 2.6
Cosseddu et al. 1996 205 14 | Metm 410 75.4 68 3 4 4
Lafi et al., 1998 46 118 16.95 | 25.3 9.6 14.4 19.3 6 254
Las Heras et al. 1999 564 22 | Metm 1128 | 34.6 79 68 3.8 135 101 | 4.6
Bergonier et al. 1996a.b Metm | 36910 8.3 77.55 5.3 4 15 11.5

SCN : Staphylocoques a Coagulase Négative M : Traite mécanique ; m : Traite manuelle. N: Nombre
Coryn: corynebacteria+A. pyogenes, *A. pyogenes. Bergonier, Berthelot., 2003.

La persistance de mammite subclinique pendant la lactation est variable d’une part selon le
germe pathogéne en cause (Saratsis et al., 1999 ; Bergonier et al., 2003), et d’autre part par la
mauvaise détection et 1’élimination les mammites subcliniques. Selon les travaux de Bergonier et al

(1996) la persistance est de 40% pendant 3mois durant la période de lactation.

Au cour de la période seche la persistance a été étudiée, sur des races différentes, Latxa et
Manech, Basco-Béarnaise et Lacaune, des valeurs d’estimation de 50% a 67% ont été donnés. Ces
résultats sont semblables a ceux rapportés chez des brebis de viande avec des taux de 33% a 48%
(Watson & Buswell, 1984 ; Hueston et al., 1989 ; Ahmad et al., 1992).
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6.1.2 Facteurs de variations :

6.1.2.1 Facteurs liés aux animaux :
A. Stade de lactation :

Selon Bergonier et al. en 2003 l'incidence des mammites clinique des petits ruminants ne
varie pas avec I'étape de lactation comme chez la vache laitiere. On observe une incidence élevée au
début et/ou en fin de période séche dans des cas trés rares et spécifiques (les agents mycosiques ou
Pseudomonas aeruginosa), en relation avec la contamination de I'environnement et/ou la mauvaise
hygiéne. Au contraire, on observe des taux plus élevés au début de la traite mécanique (juste apres
séparation des petits) et pendant le premier tiers de la lactation. On peut observer l'incidence élevée
chez des brebis de laiterie pendant le nourrisson ou les périodes de nourrisson-traite (Bergonier et al.,
2001, Las Heras et al., 2000). Les variations de l'incidence des mammites subclinique selon I'étape de
la lactation devraient étre évaluées par la cultivation mensuelle systématique de lait d'un grand nombre
de mamelles saines. Ce type d'étude est trés rare. Des variations peuvent étre indirectement estimées
par le SCC, permettant I'analyse de grands ensembles de données. Ils doivent étre interprétés avec
précaution en tant qu'effets infectieux et de lait de dilution/concentration sont ajoutés. Chez les brebis,

une incidence élevée a été rapportée au début de la lactation (Kirk et al., 1996).

De plus la prévalence des mammites subclinique s’accroit pour atteindre son maximum en fin

de lactation. Menzies 2000.

B. Numéro de lactation :

On observe Une augmentation de la prévalence des mammites cliniques avec le numéro de
lactation chez la brebis (Ahmad et al., 1992 et Fthenakis, 1994 ; Sevi et al., 2000 ).

C. Nombre des agneaux :

On a une corrélation positive entre le nombre des agneaux et I’incidence de mammite des
brebis. Ceci est expliqué seulement par une petite proportion de sa variabilité totale, ceci suggére que
les troubles du nourrisson fréquent et vigoureux des agneaux puissent affecter la mamelle qui

prédispose les brebis a la mammite. Menzies 2000.

D. Niveau de production laitiére :

Menzies (2000), dans son étude sur des moutons de laiterie au niveau de la ferme, a constaté
que les fermes avec une production laitiere élevée ont eu une présence sensiblement plus forte (48%)
de mammite subclinique comparée aux fermes de faible production (22%). Il a présumé que la grande
production de brebis avec un fort rendement de lait étaient plus susceptibles aux mammites que les

brebis de faible rendement de lait.
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E. Conformation et état de la mamelle :

La conformation du canal du trayon et son fonctionnement a un effet significatif mais mineur

sur la fréquence des mammites chez les moutons (Bergonier et al., 1997 ; Menzies 2000).

6.1.2.2 Facteurs de variation liés au milieu :

L’incidence et la prévalence varient fortement par rapport au type d’élevage (I’hygiéne et la
technicité). Elle est en particulier liée a la conception et réglage de machine a traire et a la routine de
traite (traite mécanique ou traite & main) (Bergonier et al., 2003).et d’autre part par la conduite du

troupeau trouble métabolique, carences en oligo-élément (Poncelet., 2000).

En effet, Marco Melero (1994), avec le test CMT, a observé une présence plus élevée de
mammite subclinique en bandes traites a la main (32.3%) qu'en bandes machine (28.8%) par rapport

au SCC moyen annuel (847 et 664.000 cellules par ml, respectivement).

En outre, la persistance est conditionnée par la qualité de la détection de mammite et
I'application des mesures de contréle (la qualité du traitement ou la décision de réformer) par le

fermier (Bergonier et al., 2003).

6.2 Epidémiologie Analytigue

6.2.1 Réservoirs des germes :

2 Les sources primaires (source majeur), sont constituées par les germes de la mamelle
infectée ou des lésions des trayons. A savoir principalement S. aureus, Streptococcus. agalactiae
et Streptococcus. dysgalactiae. Cependant, les staphylocoques sont également présents sur la
peau et les muqueuses non lésées (Jones, 1985 ; Poutrel., 1985 ; Bergonnier, 1997). Les autres
germes comme les entérocoques, les entérobactéries, et les Pseudomonas aeruginosa sont
essentiellement trouvés dans 1’environnement les cas de la litiere, les fourrages moisis ou I’air et
I’eau (Bergonier et al., 2003).

2 Les manchons et les mains du trayeur sont considérés comme des réservoirs
secondaires ou les germes occupent ces sites de fagon transitoire. Méme pour les facteurs associés
a I’environnement Sont principalement liées a la conception et I’entretien du logement et aussi a

la gestion du troupeau.
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Tableau 3 : Sources de contamination du lait (Frank et Hassan, 2002)

Source Genre
Personnel Coliformes, Salmonella, Enterococcus, Staphylococcus
Air Streptococcus, Micrococcus, Corynebacterium, Bacillus, levures et moisissures

Intérieur du pis Streptococcus, Micrococcus, Corynebacterium

Extérieure du pis = Micrococcus, Staphylococcus, Enterococcus, Bacillus

Féces Escherichia, Staphylococcus, Listeria, Mycobacterium, Salmonella
Appareil de Micrococcus, Streptococcus, Bacillus, coliformes

traite

Litiere Clostridium, Bacillus, Klebsiella

Sol Clostridium, Bacillus, Pseudomonas, Mycobacterium, levures et moisissures

Alimentation Eau Clostridium, Listeria, Bacillus, bactéries lactiques

Eau Coliformes, Pseudomonas, Corynebacterium, Alcaligenes

6.2.2 Mode de transmission :

2 Le principal facteur de dissémination est la traite. Le manque d’hygiéne va permettre la propagation
des germes d’une brebis a ’autre. Les germes sont principalement véhiculés par, 1’eau de nettoyage
ou tout simplement par les mains du trayeur et des lavettes contaminées ou par le matériel de traite.

(Mammite de traite).

2 La contamination peut également se faire Pendant 1’allaitement (la tétée a partir du portage buccal)

ou a la fin de traite ou le canal de trayon reste ouvert (Bergonier & Berthelot., 2003).

S Apreés la traite, il existe trois modes de rapprochement des germes : par contact direct de la mamelle
avec la litiere (Bergonier et al., 2002), via un vecteur ( la mouche Hydrotea irritans) en été, ou
encore par 1’administration de pommade ou des injecteurs intra mammaire dans des mauvaises

conditions d’hygiéne. (Mammite d’environnement).

7 Méthode des diagnostiques

7.1 Diagnostic clinique :

7.1.1 Examen clinigue de la mamelle :

Il consiste a une inspection a distance de la mamelle (la symétrie, la couleur et le volume), une
palpation superficielle puis profonde (avec notamment une palpation des nceuds lymphatiques rétro

mammaires) de la glande et des trayons pour la mise en évidence des symptomes généraux et locaux.
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Pour les symptomes fonctionnels en examinant les premiers jets de lait dans un bol a fond noir
(Bergonier et al., 1997; David et De Cremoux, 2000 ; Winkelmann, 2005).

Le diagnostic clinique de mamelle ne permet d’établir que 1’affection de 1’organe. Pour établir

un diagnostic précis des mammites cliniques, il faut identifier le germe responsable.

7.2 Diagnostic expérimentale :

7.2.1 Diagnostic direct :

7.2.1.1 Analyse bactériologique :

Cet examen permet un diagnostic de certitude de I'infection mammaire et mettre en évidence
la présence et I’identification des bactéries pathogénes présentes dans le lait mammiteux. Par ailleurs,
elle est coliteuse, longue et nécessite la présence d’un personnel qualifié pour les analyses. Ensuite,
faire une identification des espéces des micro-organismes avec la précision et de certitude a l'aide des
galeries standardisées (Api E, Api strept, Api staph...), et enfin réaliser un antibiogramme pour choisir

au mieux ’antibiotique a utiliser (Bergonier et al., 1997 ).

Le prélevement de lait doit étre réalisé de maniére aseptique que possible. La méthodologie
sera détail dans la partie expérimentale.
En cas de mammite, on obtient un ou deux types de colonies bactériennes. Si plus de deux

types de colonies sont isolés c’est que le prélévement est contaminé, donc inexploitable (Tableau 4).

Tableau 4 : Evaluation de la qualité du prélevement (d'aprés COFRAC/CNEVA)

Nombre de types de colonies isolées Conclusion

Prélevement stérile (négative)

1 Prélevement correct (1 seul germe)
2 Infection bi-microbienne (2 espéce bactériennes.)
<2 Contamination du prélévement (plus 2 espéce bactériennes.)

7.2.1.2 Analyse mycologique :

Cet examen est réalise par des méthodes microscopiques, qui permettent le diagnostic de
I'infection mammaire et de mettre en évidence les éléments fongiques : levure, filament et mycéliums
présents dans le lait mammiteux.

Le prélevement de lait doit étre effectué avec des précautions d’asepsie et d’antisepsie. La

méthodologie de I’analyse sera détail dans la partie expérimentale
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7.2.2 Diagnostic indirect :

7.2.2.1 Le California Mastitis Test (C.M.T)

Ce test développé par Schalm et Noorlander en 1957 s’adresse essentiellement a la détection
des mammites subcliniques directement dans 1’étable. Le CMT encore appelé test de Schalm est le test
le plus pratique et le plus répandu dans le monde. C’est une méthode semi-quantitative de détection
cellulaire dans le lait.

a. Mode d'action :

Pour ce test on mélange un détergent tensioactif (alkyl-aryl-sulfonate de sodium) a 10%, avec
un échantillon de lait, qui induit une lyse de la membrane cellulaire et la précipitation de I’ADN
nucléaire, et formant un gel, plus ou moins dense en fonction de la quantité d'A.D.N qui libére (Paape
2001). Cette réaction est rendue facilement observable, par I’ajout d’un colorant (indicateur de pH :
pourpre de bromocrésol). (David et al., 2000). Plus le nombre de cellules lysées est important, plus la
quantité de contenu cellulaire présente dans le lait est élevée, et plus le pH augmente. L'action du
détergent amplifie lI'alcalinisation du lait mammiteux.

La lecture de CMT doit étre immédiate s’effectue par la notation de viscosité du mélange

obtenu (tableaub).

Tableau 5 : Grille de notation du CMT (David et al., 2000 )

Note Aspect du melange Interprétation

0 Pas de précipité. aspect huileux Negatif

+/- Leégeres floculations disparaissant a 1"agitation Traces

+ Précipité granuleux Douteux

+ Précipit¢ filamenteux Legérement positif
++ Précipite visqueux. en masse Tres positif

7.2.2.2 Les concentrations cellulaires somatiques du lait (CCS) :

C’est une méthode indirecte, pour détecter les infections intra-mammaire, sans identification
de I’agent pathogéne, mais elles ont souvent I’avantage d’étre mises en ceuvre plus facilement.

Chez les brebis saines, les valeurs des CCS sont faibles avec des pourcentages différents :
principalement des macrophages (45-85%), des polynucléaires neutrophiles (10-35%) des
lymphocytes (10-20%) et moins de 2-3% d’épithéliocytes, cellules provenant de la desquamation
continue de 1’épithélium glandulaire ou des canaux lactiféres (Paape et al., 2001. Bergonier et al.,
2003). Les valeurs observées varient selon les études, elles sont généralement inférieures a 100 000,
150 000 ou 300 000 cellules/ml chez la brebis (Morgante et al. 1996 ; Bergonier et al. 1994 ;
Gonzalez-Rodriguez et al. 1995). Plus récemment, des chercheurs ont indiqué que le seuil supérieur
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de la CCS dans le pis de brebis en bonne santé devrait étre de 250.000 cellules / ml (Pengov, 2001.,
Menzies, 2000)

Lors de processus inflammatoire de la mamelle, les cellules somatiques restent les mémes
mais dans des proportions différentes, avec une augmentation importante des neutrophiles dans le lait
jusqu’a 90% des cellules somatique lors d’une diapédese a partir du sang (Cuccuru et al., 1997 ;
Moroni & Cuccuru, 2001 ; pyorala, 2003). La CCS du lait peut étre considérée comme une estimation
de la concentration en neutrophiles du lait et donc comme une caractérisation de 1’état inflammatoire
de la mamelle (Bergonier et al. 2003 ; Schukken et al. 2009).

L’intensité de la réponse cellulaire est trés variable Selon la pathogénicité du germe en cause
et les capacités de défense de 1’animal. Lors d’une infection mammaire par des agents pathogénes
majeurs induisent généralement une élévation des CCS plus importante que celles provoquées par des
agents pathogenes mineurs (Schepers et al., 1997). Ceci est moins évident dans le cas d’une infection
virale, peut-étre du fait d’une réaction inflammatoire réduite par I’action immunodépressive du virus.

Outre le statut infectieux de la mamelle, il existe des facteurs de variation non infectieux
(physiologiques, zootechniques et individuels). Parmi les facteurs non infectieux on a : Stade de
lactation, nombre d’agneaux nés, Variation journaliére de traite, Race.

Les CCS sont souvent mesurés par une méthode directe automatique fluoro
optoélectronique, basée sur le comptage des noyaux cellulaires (Paape et al., 2001, 2007 ; Contreras et
al., 2007).

7.2.2.3 La conductivité électrique du lait :

Cette méthode de diagnostic plus récente s’adresse au dépistage non seulement des
mammites cliniques mais également aux mammites subcliniques.

Il existe principalement un second critére indirect de mesure des IMI. Celui-ci repose sur la
conductivité électrique du lait (Fernando et al., 1982). Elle permet de mesurer les changements de
concentration ionique du lait lors d’une inflammation (Une augmentation de la concentration en ions
Na+ et Cl- avec une diminution de la concentration de K+) qui est provoqué par les germes
pathogeénes. (Kitchen et al., 1980).

Elle permet de détecter 80% des mammites cliniques et 45% des mammites subcliniques
(Norberg et al., 2004). Cette méthode permet un diagnostic trés précoce avant l'apparition des
premiers symptoémes. Mais elle est extrémement variable entre races, entre individus de la méme race,
selon le régime alimentaire, le stade de lactation, la température du lait, de la teneur en matiere grasse,
ce qui limite son efficacité dans la détection des IMI au sein d’un troupeau (Hamann et Zecconi 1998).
En revanche, la comparaison de la conductivité électrique entre les mamelles d’un méme animal

permet une bonne détection des compartiments atteints (Nielen et al., 1992 ; Pyorala 2003).
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8. Mesures thérapeutiques et prophylactigues

Les défenses intrinséques de la mamelle et les défenses immunitaires restent insuffisantes pour
éviter les infections intra-mammaires. Des actions peuvent alors étre mises en place pour soigner les

animaux atteints et pour prévenir les infections.

Afin de lutter contre les infections mammaires il faut, d’une part, éliminer les infections
présentes par des traitements d’antibiothérapie en lactation pour les infections cliniques, ce qui va
permettre de diminuer la persistance des infections, et d’autre part prévenir les nouvelles infections par
des traitements dit « hors lactation » ou « traitement au tarissement » qui visent a éliminer les
infections subcliniques. Ce qui va diminuer I’incidence des infections. L’association de ces deux types

de mesures permet d’agir sur la prévalence des infections dans les troupeaux.

8.1.Mesures thérapeutigues

En cas d’une mammite, les traitements vétérinaires reposent essentiellement sur 1’utilisation
d’antibiotiques. Selon la gravité des symptdmes ils sont soit appliqués par voie générale, soit par voie
diathélique. Soit par les deux voie dans les cas ou les symptdbmes sont trés prononcés (aigues ou
suraigués). Selon, Sutra & Poutrel., (1994); Aungier & Austin., (1987) ce traitement reste non

efficaces lorsque les bactéries ont pénétré a 1I’intérieur des neutrophiles ou des CEM.

8.1.1 Meédicaments et voies d’administration

a. Médicaments utilisé :

Il existe plusieurs molécules utilisées sur le terrain. Selon Guerin & Guerin-Faublee, (2007) Deux
périodes de traitement sont préconisées (Voir annexe 01) :

=) Le traitement en lactation
=) Le traitement hors lactation appelé traitement de tarissement

Ce dernier vise a éliminer les infections subcliniques et a prévenir les nouvelles infections

pendant la période séche, cette prévention est obtenue par 1’emploi d’antibiotiques a effet retard

b. Voies d’administration

b.1. Mammite clinique :

> Traitement par voie générale :

Il repose sur I’antibiothérapie. Des traites fréquentes sont conseillées afin d’éliminer les
germes présents dans le quartier. Elles peuvent étre précédées d’une injection d’ocytocine afin de
favoriser 1’¢jection du lait. En complément, on peut employer des anti-inflammatoires et mettre en

place une perfusion pour les cas graves (Bergonier et al., 1997 ; Bergonier et al., 2003).
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De nos jours, des béta-lactamines et des macrolides sont employé couramment sur le terrain.
(Bergonier et al., 1997).

=) Traitement par voie galactophore

Les préparations des antibiotiques, intra-mammaires destinés aux brebis sont trés rares.
Dailleurs, en raison du manque général de traitements spécifiquement congus pour les petits ruminants
on utilise des produits utilisés chez le bovin (tableau) annexel. De plus, il n’existe aucune donnée qui
montre I’effet de ces antibiotiques en termes de guérison clinique et bactériologique (Bergonier et al.,
2003).

b.2. Mammite subclinique :

Dans le cas des mammites subcliniques, le but est la guérison bactériologique du quartier et
prévention de nouvelles infections. D’aprés Marco Melero, (1994) ceci devrait permettre le contrdle
de la quantité et la qualité de lait dans des élevages de laiterie ou I'amélioration de la productivité des
agneaux (Watson & Buswell, 1984 ; Kirk et al., 1996).

Pour cela, on met en ceuvre un traitement antibiotique intra-mammaire au moment du
tarissement. Ce traitement permet également de prévenir les nouvelles infections. L'intérét préventif
reste a discuter, en particulier chez les brebis en période séche. (Longo et al., 1996 ; Bergonier et al.,
1996 ; Chaffer et al., 2003).

Une alternative au traitement intra-mammaire serait 1’administration d’antibiotiques par voie
intramusculaire lors du tarissement : cela permet d’éviter les problémes de contamination iatrogéne

des mamelles (Bergonier et al., 1997 ; Bergonier et al., 2003).

8.1.2. Echec thérapeutique :

Selon, Faroult en 1998 I’échec thérapeutique correspond a I’absence de guérison :

Aucune amélioration clinique apres 48h de traitement qui indique une certaine activité du
traitement antibactérien.

Pas de guérison clinique compléte aprés 5 jours du le début de traitement. (Les signes cliniques et
le lait restent anormaux).

8.1.2.1 Causes possibles de I’échec thérapeutique.

Hanzen en 2014, explique les échecs de D’antibiothérapie des mammites par un ou plusieurs
phénomeénes suivants :
=) Les antibiotiques n’atteignent pas le site de I’infection & une concentration adéquate. Les

raisons en sont diverses.
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8.2

La difficulté de maintenir une concentration suffisante pendant la période de temps requise
(dose trop faible, intervalle de temps trop grand entre deux injections, durée de traitement trop

courte).

Des limites pharmacocinétiques de [’antibiotique (absorption, disponibilité¢, élimination,

séquestration par ionisation, obstacle a la diffusion dus a de I’cedéme, de la fibrose, des abces).

Une seconde raison est I’émergence de nouvelles résistances aux antibiotiques (utilisation
accrue des antibiotiques). Ce probléme concernait il y a quelques années le Staphylocoque. Ou
les souches résistants caractériser par la synthese de pénicillines résistantes a la pénicillinase

comme la cloxacilline. Il varie largement d’une région voire d’un élevage a I’autre.
D’autres raisons peuvent également étre responsables :

- Latence bactérienne (les bactéries ne se multipliant pas, elles ne sont pas sensibles
aux antibiotiques),

- Des bactéries se transforme sous forme L (ces formes nues non capsulées ne sont
pas sensibles aux B-lactamines),

- Localisation des bactéries : la localisation intracellulaire et I’invasion tissulaire de
certaines bactéries (notamment S. aureus) peuvent constituer un obstacle a leur atteinte par les
antibiotiques,

- Le développement d’une autre forme de mammite due a des microbes pathogenes
opportunistes particulierement Pseudomonas aeruginosa (Au période peri-partum et parfois au
début de la période séche) ou d’aspergillus fumigatus. (Au période peri-partum) (Bergonier et
al., 2003; Gonzalo et al., 2004). Généralement due a une utilisation des antibiothérapies intra-
mammaires mal approprié.

- Une manifestation sporadique provoquée par Burkolderkia cepacia a été également
associée a la contamination pendant le traitement au tarissement par 1’antibiotique (Berriatua

etal., 2001).

Des méthodes préventives (prophylaxie) :

8.2.2 Mesure médicale (Vaccination) :

Elle repose historiqguement sur 1’utilisation d’auto-vaccination et de vaccin commerciaux, Un

vaccin staphylococcique (exopolysaccharide) congu et expérimentalement évalué en Espagne sur la

race de Latxa (Amorena et al., 1994. Ceci a fait I’objet d’un essai sur le terrain comprenant deux

injections dans le mois précédant et dans le mois suivant la mise bas. L'efficacité des programmes de
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vaccination contre la mammite provoquée par s. aureus a été rapportée chez les moutons par Amorena
etal., (1994) ; Tollersrud et al.,( 2002).

Toutefois, méme si certains vaccins ont une efficacité reconnue pour diminuer 1’incidence des
mammites cliniques et subcliniques, ils ne permettent pas actuellement d’éradiquer les mammites. Une
autre approche préventive consiste a favoriser les défenses immunitaires des animaux et a sélectionner

des animaux plus résistants.

8.2.3 Mesure sanitaire :

8.2.3.1 Controle la source de ’infection

= Réforme des femelles affectées par mammite aigué ou la mammite chronique (Saratsis et al.,
1998) et traitement tarissement pour la mammite subclinique (CMT positif et/ou valeurs
élevées de SCCI).

=) Prévention des lésions de trayon (viraux ou traumatiques) et de la contamination bactérienne

secondaire (par antisepsie de trayon). (Bergonier et al., 1997).

=) L’action sur des sources environnementales consiste principalement a conformer des

recommandations pour la conception et I'entretien du logement.

8.2.3.2 Limitation de la transmission de ’infection

= Instauration d’un ordre de traite (traite des femelles infectées en dernier ou sur un matériel
spécifique, des primipares en premier) semble étre plus fréquente dans les chévres que chez
les brebis. Elle peut étre envisagée dans les élevages connaissant des problémes récurrents de
mammites. Bergonier et al., 1997

=) La vérification d'annuaire et I'entretien régulier des machines de traite constituent les mesures
de base, qui sont insuffisamment appliquées puisque seulement 40-60% de tout le nombre de
machines sont veérifié annuellement (Billon et al., 1999). Les autres mesures concernent la
technique de traite doivent étre évitées, ainsi que tout facteur favorisant le phénomeéne
d’impact (égouttage brusque et prolongé, décrochage sans coupure du vide...) Bergonier et al.,
1997.

=) la pulvérisation est un outil efficace pour réduire I'incidence IMI chez des brebis de laiterie,
surtout dans la période danger (la période de nourrisson-traite ou le commencement de la traite

ensuite sevrage) ou en cas d’épizootie de mammites. Bergonier et al., 1997.

8.2.3.3 Limitation de la réceptivité et de la sensibilité de la mamelle :
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O

Controlé les causes de la rétention de lait.

O

Soigneusement de I’alimentation : ration équilibrée et sans modifications brutales.

S L'équipement (capacité de pompe de vide, réservation de vide, volume et position de griffe,
etc.) doit étre adapté au rendement et a la taille animaux de bande, (Fernandez et al., 1997 ;
Billon et al., 1999).
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OBJECTIF :

Les pathologies mammaires induisent une grande perte économique dans 1’¢levage ovin
(Perte des quartiers chez les brebis ou/et mort de jeune et d’adulte). Parmi, lesquelles les mammites
cliniques et subcliniques. Cette constatation est bien observée sur le terrain malgré 1’absence des données
algériennes enregistrées auprés des services concernés.

Pour cela on a entrepris cette étude sur les mammites des brebis dans la région de Ain El-Hadjel
dans la wilaya de M’sila. Dans ce contexte, nous nous sommes fixés les objectifs suivants :

1. Evaluation de la situation épidémiologique de ces mammites dans les élevages par 1’élaboration
d’une enquéte. Cette dernicre a été réalisée a travers un questionnaire adressé pour le vétérinaire et
I’éleveur.

2. Apporter une contribution a la description de la situation des mammites (clinique et subclinique)
des brebis et déterminer la nature et la fréquence des germes responsables de ces infections (étude
bactériologique et fongique) ;

3. Déterminer le profil de I’antibiorésistance des germes isolés.
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I- MATERIEL ET METHODES :

A- Matériel :

1. Les animaux :

Notre travail a porté sur un effectif de 166 brebis de races d’Ouled Djelel appartenant a des

élevages ovins différents situés a Ain El-Hadjel. Notre étude s’est étalée sur une période allant de Mai
2013 a Décembre 2013.

Les animaux qui ont été concernés par ce travail sont en stabulation libre dans la plus part des

élevages.

2. Fiche d’enquéte (voir annexe 04) :

La partie permettant 1’évaluation des mammites sur le terrain et la récolte des informations en

relation avec le sujet a fait I’objet d’un questionnaire distribué aupres des vétérinaires praticiens sur les

sites choisis (Ain El-Hadjel). Cette fiche d’enquéte a porté sur les principaux points suivants :

=
=

O

Estimation de la fréquence des mammites

influence des différents parameétres (stabulation, état de propreté, nature du sol, équipements et
alimentation...)

une connaissance des tests de diagnostic sur lesquels se base le vétérinaire sur le terrain
déterminer les différentes molécules d’antibiotique utilisées sur le terrain.

3. Prélevements de lait :

L’analyse microbiologique a été effectuée aux prélevements de lait chez toutes les brebis

présentant des mammites cliniques et des mammites subclinique.

4, Matériels de prélévements

Le mateériel nécessaire pour le prélévement :

=

0O 0 0 00

Glaciére isotherme avec pains de glace.

Pots de prélevement stériles de 60ml.

Gants d'examen.

Coton hydrophile, compresse stérile et I’ Alcool a 70 ° pour désinfecter les trayons.
Papier absorbant.

Feutre indélébile.
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B- Méthodes

1. Méthodes de détection des mammites sur le terrain :

1.1. Détection des mammites subcliniques :

La mammite subclinique est une infection intra mammaire asymptomatique. Pour sa détection
sur le terrain utilisaté le test de CMT (California Mastitis Test) toute la méthode est décrite par
David et al. (2000) :

S Lavage des trayons.

9 Aprés Iélimination des premiers jets de lait, on préléve du lait de chaque quartier dans la
coupelle correspondante.

Quantité 2 ml de teepol identique a celle du lait est rajoutée.

Agiter le plateau a I’aide de petits mouvements circulaires pendant quelques secondes.

Notez la consistance du précipité obtenu pour chaque quartier.

On observe la consistance du gel obtenu, et on lui attribue une note de 0 & 4.

O 0 0 00

A T’issue de la notation, videz le précipite obtenu et rincez le plateau a 1’eau chaude pour

éliminer les résidus de lait et de détergent.

O

Le CMT est réalisé a partir de la 3éme semaine de lactation car son interprétation est peu
fiable si on le fait trop tét.
Aussi, ce type de mammite a été recherché par une analyse microbiologique au laboratoire

1.2. Détections des mammites cliniques :

La mammite clinique dans les élevages ovins est basée sur différents signes symptomatiques

retenus par l'observation de 1’éleveur chez la brebis. Les signes systémiques importants et

caractéristiques sont :

v’ Altération de I’état général (hyperthermie, anorexie, abattement, prostration)
v' La boiterie ou la marche raide-a jambes peut signifier une mamelle endolorie
1) Palpation de la mamelle : détecter une induration éventuelle, des abces, des kystes avec
mamelle chaude et parfois froide.
2) Couleur de la mamelle : rouge, violacée et parfois bleuétre ou noiréatre.
3) modification de la sécrétion lactée : aspect hémorragique, purulent ou présence des grumeaux
dans le lait qui signent une atteinte de la mamelle.
La détection de ce type de mammite s’est basée dans notre travail sur cette méme observation. Pour
cela des échantillons de lait ont été prélevés pour faire I’objet d’une analyse microbiologique au

laboratoire.
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2. Analyse microbiologique de lait :

L’étude microbiologique a été réalisée par une analyse bactériologique et mycologique des
prélevements de lait au laboratoire de microbiologie au niveau de 1’Ecole Nationale Supérieure

Vétérinaire d’ Alger (ENSV).

2.1. Matériels de I’analyse microbiologique

Le matériel utilisé est un matériel classique de base d’un laboratoire de microbiologie cité en

annexe 02.

2.2. Méthodes d’analyse de lait :

2.2.1. Techniqgue de préléevement du lait :

Les prélevements de lait ont été réalisés au présence de vétérinaire ou dans les élevages avant

I’instauration de tout traitement selon les étapes suivantes :

2 désinfectés les mains de I’opérateur et Porter des gants a usage unique.

9 Lavage avec I’ecau

S Lavage et séchage soigneusement des trayons et la partie basse de la mamelle avec 1’ Alcool

2 Désinfection de l'extrémité du trayon (I’orifice du canal) avec coton hydrophile imbibé dans
I'alcool a 70° puis essuyage avec compresse stérile.

S  aprés avoir ¢éliminé les premiers jets de lait, ouvrir le pot stérile d’'une main en gardant le
capuchon disponible entre le pouce et I’index, et maintenu le tube incliné a 45° de fagon éviter la
pénétration des poussiéres, des poils de la mamelle puis en prélever environ 10ml de lait. Ce pot était
immédiatement refermé pour éviter la contamination.

2 Marquage et identification de chaque pot avec des étiquettes portant les abréviations de I’ Age,
la date du prélévement, du nom du site ou a été fait le prélévement, et du quartier mammaire atteint
gauche ou/et droit (G ou D).

2 Les pots sont ensuite placés dans la glaciére et acheminés vers le laboratoire de microbiologie
de I’Ecole Nationale Supéricure Vétérinaire d’El Harrach. Les échantillons analysés au bout de 48
heures ont été conservés a +4°C selon la norme I1SO 17604, 2003. Concernant les échantillons traités
au-dela de ce délai ont fait I’objet d’une congélation -18°C. Celle-ci permet de garder les prélevements

sur une longue durée avant de les analysés.
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2.2.2. Analyse bactériologique :

Dans cette partie on a recherché et identifié les bactéries les plus incriminées dans les

mammites. Cette recherche s’est faite sur différentes étapes :

2.2.2.1. Enrichissement :

Cette étape consiste & ensemencer 1ml de lait a 1’aide d’une micropipette dans un tube de

bouillon cceur cerveau (BHIB), et incuber a 37°C pendant 24 heures
2.2.2.2. lsolement :

L’isolement a été réalisé par ensemencement de la culture d’enrichissement dans trois milieux

sélectifs qui ont été choisis. Par la suite on incube pendant 24 a 48 heures a 37°C.

v Gélose de Mac Conkey : utiliser pour la recherche des entérobactéries.
v Gélose Chapman : utiliser pour la recherche des staphylocoques.

v Gélose au sang frais : utiliser pour la recherche des streptocoques.

2.2.2.3. Purification et conservation des souches isolées :

Cette étape s’est effectuée par le réensemencement de chaque colonie suspecte sur les

mémes milieux sélectifs. Les colonies isolées sur Mac Conkey ont été réensemencées sur EMB.

Les souches ainsi ré-isolées et purifiées sont repiquées dans des tubes de gélose nutritive
inclinée (GNI), incubées a 37°C pendant 24heures puis conservées a la température du réfrigérateur
+4°C pour étre ensuite ¢tudier par 1’examen microscopique et une identification biochimique. Ces

mémes bactéries ainsi confirmées ont subi une recherche concernant leur profil d’antibiorésistance.

2.2.2.4. ldentification :

A partir des bacteéries isolées, purifiées et conservées sur GNI, la confirmation des bactéries
suspectées comme pathogéne a été effectuée selon les étapes suivantes :

a. ldentification microscopique :

Cet examen consiste en une coloration de GRAM qui a pour but de déterminer la morphologie et

I’aspect pariétal des bactéries (Vignolac, 2002). Voir annexe 2

30



Partie expérimentale Chapitre III : Matériels et Méthodes

b. Identification biochimique :

Cette étape s’est réalisée par deux méthodes différentes :

b.1. Méthodes biochimigques classiques

b.1.1. Identification des entérobactéries :

1. Mise en évidence de la fermentation du glucose, lactose et production de gaz et
d'H.S :

Cette mise en évidence a été effectuée dans le milieu Kliger Hajna (KIA). Incubé 24 heures a
37°C.

2. Mise en évidence de la production d’indole, présence de I’uréase :

Ces deux caractéres biochimiques ont été étudiés dans le milieu urée-indole, incubés pendant
24 h & 37°C. (Vandepitte et al., 1994, Le. Minor 1993, 1989).

3. Test de I’utilisation du citrate Simmons (CIT) :

Ce test permet de mettre en évidence I’utilisation du citrate comme seule source de carbone

dans le milieu de culture, incubé 24 h a 37°C.

4, Testdu RMet VP :

Ce test permet de rechercher les voies fermentaires des entérobactéries et de
différencier entre la fermentation des acides mixtes et la fermentation butanediol.

L’ensemencement de la souche a étudier se fait dans le milieu Clark et Lubs et incubé 24h a 37°C.
5. Test de utilisation du mannitol et de l1a mobilité :

Ce test permet de mettre en évidence I’utilisation du mannitol qui se traduira par

I’acidification du milieu, et de la mobilité.

Le test consiste & ensemencer, un milieu mannitol mobilité conditionné en culot, par piqdre

central a I’aide d’une anse de platine et incubé 24h a 37°C.

6. Test lysine décarboxylase (LDC), ODC (ornithine décarboxylase) et ADH (arginine
dihydrolase) :
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Ces enzymes, dont l'action est favorisée en milieu acide et en conditions d’anaérobiose,
forment des substances alcalines a partir des acides aminés avec libération de CO2. Ces enzymes sont

recherchées dans le milieu méeller, incubé a 37°C pendant 96h.
7. Recherche de I’oxydase (voir annexe 04).

b.1.2. Identification des Staphylocoques et Streptocoques : voir annexe 04.

1. Test de la catalase (staph et strept).
2. Test de la Coagulase libre (staph)

b.2. Identification par galerie AP1 (BIOMERIEUX)

b.2.1. Définition

La galerie API est un systéme standardisé pour I’identification des différents germes de GRAM-
et GRAM+. C’est une technique de routine tres utilisée en milieu professionnel pour le diagnostic in
vitro et le contréle microbiologique. Une galerie se compose de 20 microtubes contenant un substrat
déshydraté pour réaliser 21 tests biochimiques miniaturisés. On inocule chaque tube avec la
suspension bactérienne a identifier, les réactions produites aprés la période d’incubation se traduisent
par des virages colorés (indicateur de pH). La lecture et I’identification s’effectuent a I’aide d’une base
de données (fournie avec la notice).

Au-dela des notions de classification, 1’identification repose sur le profil biochimique de la bactérie.

Dans notre travail on a utilisé trois galeries APl : API 20E (Réf. 20 100), API Strept (Réf.
20 600) qui ont servi a I’identification successive des entérobactéries, des staphylocoques et des

streptocoques.

b.2.2. Ensemencement d’une galerie API :

» Préparation de I’inoculum :

+ A partir d’une culture pure de 18 a 24 h sur milieu d’isolement approprié, un raclage a I’aide
d’une anse de platine de quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques a été
effectué. Dans le cas de Streptococcus spp, on a Utilisé un écouvillon pour prélever plus
facilement les colonies bactériennes.

+ Bien décharger I’anse ou I’écouvillon dans 5 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%.

+ Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5Mac
Farland (MF) ou a une densité optique (D.O). de 0,08 a 0,10 lue a 625 nm. L’utilisation d’un

densitométre est fortement souhaitable.
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4+ La suspension bactérienne doit étre utilisée dans les 15 minutes suivant sa préparation.
» Préparation de la galerie :

+ Mettre de 1’eau distillée sur le fond de la boite (partie alvéolée) pour former une chambre
humide. Toutes les alvéoles doivent étre remplies.

+ Placer la galerie sur le fond de la boite elle doit étre manipulée avec la pince.

+ Recouvrir la boite avec son couvercle.

+ Inscrire nom, référence souche, date et température d’incubation sur la languette latérale de la
boite.

+ L'ensemble est incubé a une température adaptée pendant 24h.

> Inoculation et lecture de la galerie :

Remplir les cupules de suspension a 1’aide d’une pipette Pasteur en évitant des bulles d’air. La lecture

se fait a la fin de I’incubation. Voir annexe.
& Calculer le profil numérique.

Sur la fiche de résultats, les tests sont séparés par groupe de trois (chaque groupe de trois tests
est séparé du groupe voisin par un trait vertical).
Chaque test donnant une réaction négative prend la valeur 0. Lorsqu’un test est positif, il prend la
valeurl, 2 ou 4 selon sa position au sein d'un groupe de trois : si le premier test d'un groupe de trois est
positif il est noté 1, si le deuxiéme test est positif il est noté 2 et si le dernier test d'un groupe de trois
est positif il est noté 4. Le 21éme test mentionné sur la fiche de résultat (OX), correspond a I'oxydase
(test réalisé avant I'ensemencement de la galerie pour les entérobactéries).

Pour chaque groupe de trois, additionner les chiffres correspondants. On obtient un nombre a
sept chiffres qui constitue le profil numérique de la souche étudiée.
La recherche du profil numérique dans le "Catalogue analytique” commercialisé par le fabriquant

permet d'identifier la bactérie. Site API web.

2.2.3. Analyse mycologique :

L’étude mycologique a consisté a la recherche des mycétes qui figurent parmi les germes
responsables de mammites. L’analyse a été réalisée selon les méthodes classiques de diagnostic de
cette flore. Les mémes échantillons de lait ont subi cette recherche. Cette derniére a été basée sur

I’étude des caractéres macroscopiques et microscopiques de ces micro-organismes.

a. Isolement sur milieu sabouraud chloramphénicol :

Selon Lagneau et al., 1996 cette analyse a été effectuée comme suit :
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Aprés une centrifugation pendant Sminute a 4000 tours/min, a [’aide une pipete pasteur quelque gouttes
de culot sont prélevées puis déposées et étalées sur toute la boite. Le tout est incubé dans une étuve a

27°C pendant 24 & 48 h pour une premiére lecture et 48 a 72 h pour deuxiéme lecture.

b. Ré-isolement et purification sur gélose sabouraud chloramphénicol :
Les colonies obtenues au premier isolement sont réensemencées sur gélose sabouraud

chloramphénicol et incubées a 27°C pendant 72 a 96 h.

c¢. Examen macroscopique des colonies :
L’¢étude macroscopique est basée sur les caractéres suivants : la forme, la couleur, la
consistance et 1’aspect de la colonie. L’observation des cultures obtenues a porté sur les 2 faces de la

boite de Pétri. C’est une premicre étape dans 1’orientation de diagnostic mycologique.
d. Examen microscopique des colonies :

Cette partie a été faite en récupérant un inoculum de colonie a I’aide une anse de platine.
L’inoculum a été par la suite dilacéré entre lame et lamelle avec une coloration au bleu de lactophénol.

L’observation au microscopique est effectuée au grossissement x10 et x40.
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Figure 03 : Représentation schématique de la méthode d’isolement et d’identification bactérienne.
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Figure 04 : Représentation schématique de la méthode d’isolement et d’identification fongique.
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2.3. Etude de Pantibiorésistance des souches isolées :

L’étude des profils de la sensibilité aux antibiotiques des souches isolées a été réalisée par
la technique de I’antibiogramme selon la méthode recommandée par I’OMS et répondant aux critéres

définis par le CLSI et standardisées depuis 1999 en médecine vétérinaire en Algérie (OMS, 2011).

2 Principe

Il consiste a estimer, in vitro, I’activité d’une dizaine d’antibiotiques qui sont les plus en
vue dans le traitement des mammites ovines sur le terrain.
S Préparation de I’inoculum :

e A partir d’une culture pure de 18 a 24 h sur milieu d’isolement approprie, racler a 1’aide d’une
anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques. Bien décharger
I’anse ou I’écouvillon dans 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%.

e Bien homogénéiser la suspension bactérienne, et ajustée jusqu’a atteindre une opacité
équivalente a 0,5 MF. L’ajustement s’opére en ajoutant, soit de la culture a la suspension
bactérienne, soit de I’eau physiologique stérile a 0,9%.

o L’utilisation d’un densitomeétre est fortement souhaitable.

< Ensemencement :

e Plonger un écouvillon en coton stérile dans I’inoculum, étaler ce dernier sur la totalité¢ de la
surface gélosée du milieu Mueller Hinton additionné de sang de mouton pour les
streptocoques.

e Répéter I’opération 2 fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de faire
pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant I’écouvillon sur la
périphérie de la gélose.

o Fermer les boites et laisser sécher 5 minutes sur la paillasse.

> Application des disques d’antibiotiques et incubation :
e Chaque disque d’antibiotique est appliqué a I’aide de pince stérile.
o Laliste des antibiotiques utilisée selon le groupe bactérien, figure dans le tableau 6

e Les boites sont immédiatement incubées & 37°C pendant 18 a 24 heures.
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Tableau 6 : Les différents Antibiotique utilisé :

Entérobactéries | Pseudomonas spp | Staphylococcus spp | Streptococcus spp

B-Lactamines Ampicilline Amoxicilline+Acide | Penicilline Penicilline
Céfalotine Clavulanique Amoxicilline+Acide | Ampicilline
Clavulanique
Oxacilline
Aminosides Gentamicine Gentamicine Gentamicine
Cyclines Tétracyclines Tétracyclines Tétracyclines

Quinolones de 1 ¢ Acide nalidixique
génération

Polypeptides Colistine Colistine Bacitracine

Sulfonamides+ Triméthoprime+

Diaminopyrimidines | sulfaméthoxazole

Fluoroquinonolones | norfloxacine norfloxacine norfloxacine

Furanes Nitrofurantoine

Phénicoles Chloramphénicol Chloramphénicol

Lincosamides Clindamycine

Aminoglycosides Kanamycine

Macrolides Erythromycine Erythromycine
Novobiocine Novobiocine
Vancomycine Vancomycine

Céfotaxime
S Lecture :

e Mesurer avec précision les diamétres des zones d’inhibition a 1’aide d’un pied a coulisse.

o Comparer les résultats obtenus, aux valeurs critiques figurant dans les tables de lecture
correspondantes, ensuite la bactérie est classée dans 1'une des catégories : sensible,
intermédiaire ou résistante.

o Les résultats ont été interprétés selon les critéres du comité de I'antibiogramme de la société
francaise de microbiologie (CA-SFM, 2010).

3. Analyse statistique

Le traitement des données et les représentations graphiques ont été réalisés a 1’aide du logiciel
Microsoft Office Excel 2013. L’analyse statistique a été réalisée a partir des valeurs obtenues par
I’application des tests (chi2, intervalle de confiance) pour la comparaison entre les différents

parametres étudiés.

38



Chapitre 1V :

RESULTATS
ET
INTERPRETATIONS



Partie expérimentale

1. Résultats de ’enquéte :

Chapitre IV : Résultats et interprétations

Les données relatives aux conditions d’élevage (stabulation, nature de sol, état de propreté),

les renseignements sur la mammite (la fréquence, I’effet de saison et la période de lactation), les

interventions pour traiter la mammite, devenir de I’animal malade ont été recueillies lors de nos visites

et résumé dans le tableau suivant :

Tableau 7 : Caracteéristiques des troupeaux Vvisitées.

= g |2 £
(5 Y— 5 § E— § E % c % (<5
(=) o = S E feD) o = 5] = (<5} &
< Q ) 32 T = = O
> D = ) Q T 9 2 o T o 5
2 = 2 S <) i ] = B £ =
w | o k= g S |8 E|° g < S =
@ z S E <
L c €
E1 | 50 libre Humide Moyen 10% P. A. | Début de lactation et
aprés agnelage
E2 | 60 libre Humide Moyen 13,3% | P.A.H | Début de lactation et
apres agnelage
E3 | 39 | Semi-entravée Sec Moyen 7,7% P. A | Début de lactation et
aprés agnelage
E4 | 40 libre Humide Moyen 7,5% P. A | Début de lactation et
apres agnelage
E5 | 37 libre Sec Moyen 8,1% P. A | Début de lactation et
apreés agnelage
E6 22 libre Boueux Mauvais 9,1% | P.A.H | Début de lactation et
apres agnelage
E7 | 20 libre Humide Moyen 15% P. A | Début de lactation et
apres agnelage
E8 | 42 libre Humide | Mauvais | 11,9% | P.A.H | Début de lactation et
apres agnelage
E9 | 70 libre Humide | Mauvais 10% | P.A.H | Début de lactation et
apres agnelage
E10 | 45 libre Humide | Mauvais 8,9% | P.A.E | Début de lactation et
apres agnelage
E11 | 40 libre Humide Moyen 10% P. A | Début de lactation et
apres agnelage
E12 | 45 libre Humide | Mauvais 8,9% P. A | Début de lactation et
apres agnelage
E13 | 50 libre Humide Mauvais 12% P.A Début de lactation et
apres agnelage
E14 | 20 libre Humide | Mauvais 10% P.A.E | Début de lactation et
apreés agnelage
E15 | 44 libre Humide Mauvais 9,1% P.A Début de lactation et
apres agnelage

P : Printemps. A : Automne. H : Hiver. E : Eté

Résultats de notre enquéte montre que tous les élevages ont été des stabulations libre sauf E3 en de

stabulation semi-entravée. L’état de propreté des élevages dans tous les cas était presque mauvais. La

nature de sol dans la majorité des cas était humide sauf E3, E5 était sec, E6 était boueux.
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L’analyse des informations recueillies a partir de ces enquétes concernant les cas de mammite
clinigue ont abouti a une fréquence de 10.09%, avec une prédominance au printemps et en automne.
Leur fréquence est aussi liée au début de lactation et apres agnelage. Le devenir de 1’animal est
généralement la réforme lorsque les deux quartiers sont taris avec une fréquence de 3.36%.

L’analyse des renseignements a partir des fiches établies pour chaque brebis a permis de montrer

Iéchantillon investigué en fonction des critéres suivants : 1’élevage, 1’age et le stade de lactation.

2. Aspect global sur la population d’étude dans les cas de mammite clinique :

Soixante-un (61) brebis infectées et caractérisées par la présence des différents signes
inflammatoires. Ces animaux présentés aux vétérinaires pour des soins, appartiennent tous a des
élevages différents de la Daira de Ain EL-Hadjel. Notre étude s’est étalée sur 8 mois de Mai a
décembre. Les informations relatives a la répartition des prélevements de lait des brebis présentant une

mammite clinique en fonction des mois d’étude sont rapportées dans la figure 05.

Figure 05 : Répartition des prélévements de lait mammiteux en fonction de Mois.

2.1.Effet de ’dge sur les mammites cliniques :
Au cours de la présente étude, dans les cas de mammites cliniques, la fréguence la plus élevée

est observé chez les brebis agées de 2 a 4 ans. La différence entre les différents taux des mammites
cliniques rapportés en fonction de 1’dge des brebis est statistiquement hautement significative (p =
0,0005). Donc la répartition est hétérogene. Le tableau 8 et le figure 06 montrent la prévalence des

mammites cliniques constatées en fonction de 1’age des brebis.
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Tableau 8 : Répartition des mammites clinique des brebis en fonction de 1’4ge.

Age Nombre Fréquence Intervalle de confiance | P
1-2 ans 14 22, 95% [12,4% ; 33,5%)]
2-4 ans 32 52.46% [39,9% ; 64,99%)] P=0,0003
> 4ans 15 24,59% [13,8% ; 35,4%]

60,00% 52,46%

50,00%

40,00%

30,00% 24,59%

20,00%

10,00%

0,00%

1A 2 ANS

2 A 4 ANS

>4ANS

Figure 06 : Répartition des mammites clinique des brebis en fonction de 1’age

2.2. Effet de mois de lactation sur les mammites cliniques

Les tableaux 9 et le figure 07 indiquent la prévalence des mammites cliniques constatée en

fonction de mois de lactation des brebis.

Tableau 9 : Répartition des mammites cliniques des brebis en fonction du mois de lactation.

Mois de lactation | Nombre Fréquence Intervalle de confiance | P

1 (1-4 semaine) 38 62,29% [50,1% ; 74,46%)]

2 (5-8 semaine) 14 22,95% [12,4% ; 33,5%)] P <0.05
> 3 mois 9 14,75% [5,9% ; 23,65%]
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70,00% 62,29%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%
1 A 4 SEMAINE _
5 A 8 SEMAINE
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14,75%

Figure 07 : Répartition des mammites clinique des brebis en fonction de mois de part.

Apres la stratification des prévalences obtenues par mois de lactation, nous avons constaté
plusieurs variations, la prévalence la plus élevée est marquée de la premiére a la quatrieme semaine de
lactation, avec un taux globale de (62,29%) [IC : 50,1% ; 74,46%]. D’autre part, la prévalence la plus
faible est constatée au dernier mois de lactation, avec un taux globale de (14,75%) [IC : 5,9% ;
23,65%]. Aussi, la prévalence constatée au deuxiéme mois de lactation est relativement faible avec un
taux global de (22,95%) [IC : 12,4% ; 33,5%].

La différence entre les fréquences des mammites cliniques et le stade de lactation est

statistiquement trés significative (p < 0,05).

3. Aspect global sur la population d’étude dans les cas de mammite subclinique :

Cent cinq (105) brebis ont été dépistées pour I’investigation vis-a-vis de mammites
subcliniques, a partir de quatorze élevages de brebis, situés dans la Daira de Ain EL-Hadjel a raison
d’une moyenne de 7,5+2,175 brebis. Les informations relatives a la répartition du cheptel investigué

(brebis) en fonction des élevages, sont rapportées dans le tableau 10.
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Tableau 10 : Répartition de brebis analysées en fonction des élevages.

El 50 7 2
E2 60 10 6
E3 39 5 1
E4 40 5 1
ES5 37 10 4
EG6 22 8 4
E7 20 6 3
ES8 42 8 4
E9 70 11 5
E 10 45 7 3
E1ll 40 8 4
E 12 45 4 2
E 13 50 10 4
E 14 20 6 2
Total 580 105 45

3.1.Définition de la population en fonction de I’4ge :

Selon le test de chi2 la population est significative avec un p inférieur a 0.05 en fonction de
I’age de la brebis. Voir tableau 11 et figure 08.
Tableau 11 : Répartition des brebis en fonction de 1’4ge.

Age Nombre Fréquence Intervalle de confiance | P
1-2 ans 21 20% [12,3% ; 27,65%]
- 0 -
2-4 ans 50 47,62% [38,1% ; 57,17%] P=0002
>4 ans 34 32.38% [23,4% ; 41,33%]
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Figure 08 : Répartition des brebis en fonction de 1’age.

3.2.Définition de la population en fonction du stade de lactation :

La répartition de la population est homogene par rapport au stade de lactation, avec une

fréquence élevée de 41,90% dans les 5 & 8 semaines de lactation. Les résultats sont rapportés dans le

tableau 12 et le figure 09.

Tableau 12 : Répartition des brebis en fonction du stade de lactation.

Mois de lactation | Nombre Fréquence Intervalle de confiance | P
1 (1-4 semaine) 34 32,38% [23,4% ; 41,33%]
2 (5-8 semaine) 44 41,90% [32,5% ; 51,34%] P=0,14
> 3 mois 27 25,71% [17,4% ; 34,07%]
50,00% 41,90%
40,00% 32.38%
30,00% /
20,00%
10,00%

0,00%
1A 4 SEMAINE _
5 A 8 SEMAINE

>3 MOIS

Figure 09 : Répartition des brebis en fonction du stade de lactation.
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4. Dépistage au CMT

Sur I’ensemble de 105 prélévements de lait de brebis qui ont fait I’objet du test CMT 45
prélévements se sont montrés positifs, avec une prévalence individuelle de 42,85% (45/105) et une
prévalence quartier de 27,14% (57/210). En plus, parmi les 14 élevages visités durant notre étude,

aucun élevage n’a été qualifié indemne de mammite subclinique.

60,00%

50,00%

40,00%
30,00%
20,00%

10,00%
0,00%

Figure 10 : Répartition de brebis CMT positif en fonction des élevages.
La plus grande prévalence (60%) a été constatée au niveau de 1’¢levage E2, alors que la plus

faible (20%) prévalence a été constatée au niveau de 1’¢levage : E 3, E 4.

La prévalence globale des CMT positifs par individu et quartier au niveau des élevages sont
représentés dans les tableaux 13, 14et figures 11, 12 :

Tableau 13 : La prévalence individuelle des mammites subcliniques selon les élevages.

Type de Nombre totale de Nombre de CMT Prévalence Intervalle de
prélevement brebis brebis analysés  positif Confiance
Lait 580 105 45 4285%  [33%;52%]

12

10

8

6

4

2

0

El E2 E3 E4 ES5 E6 E7 E8 E9 E10 E11 E12 E13 E 14

=8—=Dbrebis analysés =—@=CMT positif

Figure 11 : prévalence individuelles selon les élevages
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Tableau 14 : La prévalence quartier des mammites subcliniques selon les élevages.

Type de Nombre totale de  Nombre de CMT Prévalence  Intervalle de

préléevement brebis quartier analysés | positif Confiance
Lait 580 210 57 27,14% [21% ; 33%]

25
20
15
10

El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E11 E12 E13 E14

=8—quartier analysés =—@=CNMT positif

Figure 12 : prévalence quartier selon les élevages
4.1. Effet de I’4ge sur les mammites subcliniques :
La répartition de la prévalence en fonction de 1’age est représentée dans le tableau 15. La
différence entre fréquences des mammites subclinique rapportés en fonction de 1I’Age des troupeaux
est statistiquement significative (p < 0,05).

Tableau 15 : Effet de ’age sur les mammites subcliniques.

Age Nombre Fréquence Intervalle de confiance | P
1-2 ans 5 23,81% [5,6% ; 42,03%)]
- 0, .
2-4 ans 23 46% [32,2% ; 59,81%] P=0007
>4 ans 17 50% [33,2% ; 66,81%]

4.2. Répartition de la prévalence selon les mois de lactation

La répartition des prévalences des mammites subcliniques par stade de lactation sont
rapportées dans le tableau 16.

Tableau 16 : Effet de mois de lactation sur la prévalence des mammites subcliniques.

Mois de lactation | Nombre Fréquence Intervalle de confiance | P

1 (1-4 semaine) 14 41,17% [24,6% ; 57,72%]

2 (5-8 semaine) 23 52,27% [37,5% ; 67,03%] P=0,04
> 2 mois 8 29,63% [12,4% ; 46,85%)]

46



Partie expérimentale Chapitre IV : Résultats et interprétations

Aprés la stratification des prévalences observées par mois de lactation, on a constatée des
variations, c’est bien que la prévalence la plus ¢levée est constaté entre 5 et 8 semaine de lactation,
avec un taux globale de (52,27%) [IC : 37,5% ; 67,03%]. D’autre part, la prévalence la plus faible est
constatée au dernier mois de lactation, avec un taux globale de (29,63%) [IC : 12,4% ; 46,85%]. Aussi,
la prévalence constatée au premier mois de lactation est relativement élevée avec un taux global de
(41,17%) [IC : 24,6% ; 57,72%].

La différence entre les taux des mammites subcliniques et le stade de lactation est
statistiquement significative (p < 0,05).

5. Analyse microbiologique

5.1.Mammite clinigue :

5.1.1 Analyse bactériologigue

5.1.1.1 Qualité d’échantillonnages :

Selon la présence ou I’absence des germes recherchés, une qualité des différents échantillons a
¢été établit. Ceci a abouti a I’ordre suivant : Le tableau 17 et la figure 13.

Sur les 61 prélevements analysés, 43 échantillons (70,49%) ont été positifs a la culture (27 ont
permis I’isolement d’une seule espéce bactérienne (44,26%), 16 (26,23%) de deux espéces
bactériennes) et 15 échantillons (24,59%) ont été négatifs (stérile), en fin 3 (4,92%) ont été contaminé.

Tableau 17 : Nombre et fréquence des germes isolés par quartiers positif :

Culture Nombre de prélévements Fréquence %
Stérile 15 24,59%
Correct (1 seul germe) 27 44,26%
Bi-microbien (2 espéce bactériennes) 16 26,23%
Contaminé 3 4,92%
Total 61 100%
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Stérile;
18,03%

Bi-microbien;
26,23%

(‘01‘1‘8(‘1’;
50,82%

Figure 13 : Nombre et fréquence de germes isolés.

5.1.1.2 Nature et prévalence des germes :

Nos résultats montrent des pourcentages différents pour les principaux germes recherchés lors
des cas cliniques des brebis dépistées. La répartition des souches montre que les staphylocoques
coagulases positifs (SCP) constituent 1’espéce la plus isolée 33,90%, suivi d’Escherichia coli avec
20,03%, les Staphylococcus a coagulase négative (SCN) avec 10,17% et les entérocoques avec 8,47%
(Tableau 18).

Tableau 18 : fréquence d’isolement des différentes espéces bactériennes dans 58 quartiers.

Famille Espéces Nombre Fréquences %
Staphylococcaceae Staphylococcus coagulase+ 20 33,90
Staphylococcus coagulase- 6 10,17
Enterobacteriacea Escherichia coli 13 20,03
Serratia spp 4 6,78
Klebsiella spp 2 3,39
Proteus vulgaris 2 3,39
Salmonella spp 1 1,69
Enterobacter sp 2 3,39
Streptococcaceae Streptococcus sp. 2 3,39
Enterococcus sp. 5 8,47
Pseudomonadaceae Pseudomonas aeruginosa 2 3,39
Total 59 100
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5.1.2 Analyse mycologique :

Sur les 58 prélévements qui ont fait I’objet de cette recherche, 10 prélévements ont révélé un

résultat positifs I’équivalent d’une fréquence de 17,24% avec la présence de 40% de Rhodotorula sp

(tableau 19 et figure 14).

Tableau 19 : fréquence d’isolement des différentes espéces mycosique dans 59 quartiers.

Espece Nombre Fréquence %
Rhodotorula sp 4 40
Aspargillus sp. 2 20
Dermatophyte sp 1 10

Candida albicans 1 10
Epidermophyton sp 1 10
Trichosporon sp 1 10

Total 10 100

Figure 14 : Fréquence d’isolement des différentes espéces mycosique dans 58 quartiers.

5.2.Les mammites subcliniques :

5.2.1 Analyse bactériologigue

5.2.1.1 Qualité d’échantillonnages

Selon la présence ou I’absence des germes recherchés, une qualité des différents échantillons a

été établit. Ceci a abouti a I’ordre suivant : Le tableau 20 et la figure 15.
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Sur les 45 prélevements a été positifs aux CMT on fait I’objet des analysés microbiologiques.
En effet du 93,33% des laits de mammites contiennent 1 ou 2 germes (40%, 53,33% respectivement),

et de 4,44% des cultures contient plus de deux germe (contaming).

Tableau 20 : Nombre et fréquence de germes isolés par quartiers a CMT positif :

Culture Nombre de prélevements Fréquence %
Stérile 1 2,22%
correct 18 40%
Bi-microbien 24 53,33%
Contaminé 2 4,44%
Total 45 100%

Stérile;

2,22%

correct;
40%

Bi-microbien;
53.33%

Figure 15 : Nombre et fréquence de germes isolés.

5.2.1.2 Nature et prévalence des germes

Nos résultats montrent des pourcentages différents pour les principaux germes recherchés lors
des mammites subcliniques des brebis dépistées. La répartition des souches montre que les
Staphylococcus coagulase négative (SCN) constituent 1’espéce la plus isolée 27,42%%, suivi de
Staphylococcus coagulase positive (SCP) et d’Escherichia coli avec 22,58%, ensuite les

Enterococcus sp de 11,29 %, et Streptococcus sp de 4,83% (Tableau 21).
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Tableau 21 : Répartition des différentes espéces bactériennes isolées dans 42 quartiers

Famille Espéces Nombre Fréquences %
Staphylococcaceae Staphylococcus coagulase+ 14 22,58
Staphylococcus coagulase- 17 27,42
Enterobacteriacea Escherichia coli 14 22,58
Citrobacter sp 1 1,61
Klebsiella sp 2 3,23
Proteus vulgaris 1 1,61
Salmonella spp 1 1,61
Enterobacter sp 2 3,23
Streptococcaceae Streptococcus sp. 3 4,83
Enterococcus sp. 7 11,29
Total 62 100

5.2.2 Analyse mycologigue

Sur les 42 prélévements qui ont fait I’objet de cette recherche, 17 prélévements ont révélé un
résultat positifs 1’équivalent d’une fréquence de 40,47% avec la présence de 23,53 % de Rhodotorula

sp et Candida albicans, et de 17,64% pour Geotrichum sp (Tableau 22 et figure 16).

Tableau 22 : fréquence d’isolement des différentes espéces mycosique dans 42 quartiers.

Espéce Nombre Fréguence %
Rhodotorula sp 4 23,53
Candida albicans 4 23,53
Geotrichum sp 3 17,64
Trychophyton sp 2 11,76
Microsporum sp 2 11,76
Trichosporon sp 1 5,88
Penicillum sp 1 5,88

Total 17 100
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25.00%

20.00% 17,64%

15.00%

10.00%
5.88%  5.88%

5.00%

Figure 16 : Fréquence des levures et champignons isolés

6. Résultats de ’antibiogramme

L’antibiogramme a permis de déterminer, in vitro, la résistance et la sensibilité de I’ensemble
des souches isolées. Ces derniéres ont été testées vis-a-vis des différents antibiotiques énumérés dans

le chapitre matériels et méthodes.

6.1 GRAM+
6.1.1. les staphylocoques :

6.1.1.1. Staphylococcus coaqulase positifs :

Selon nos résultats les SCP sont sensible presque a la totalité des antibiotiques testés. Les taux
obtenus sont a 100% pour la Gentamycine, Norfloxacine, Amoxicilline+ Acide Clavulanique et de
96,77% pour la Kanamycine, 80,64% pour la Clindamycine, Oxacilline, Vancomycine. Par contre une

résistance de 80,65% a été trouvée pour la Pénicilline G.

Les chiffres des résultats obtenus de 1’antibiorésistance des SCP vis-a-vis de 1’ensemble des

antibiotiques sont représentés dans la figure 17.
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100%

90% 2,58% 29.04%
80%

19.36% 19,36% 19,36%

80,65%

100% 100% 100% __96,77%
80.,64% 80,64% 80,64% 83,87%

1T,42% 70 9694

Sensibilité Résistance

Figure 17 : Pourcentage de sensibilité et de résistance des SCP aux Antibiotiques

6.1.1.2. Staphylococcus coaqulase néqgatifs

L’histogramme suivant illustre le pourcentage de résistance et de sensibilité des SCN vis-a-vis de 11

antibiotiques

100% 3,23 +
90% 19,36%

41.94%

12,0105 6,36% 12,91%
35,49% 32.26%

61,29%

90,33%

96,77% 87,0005 93:54%

64,51% 67,74%

80,64% SRR

58,06%

Sensibilité Résistance

Figure 18 : Pourcentage de sensibilité et de résistance des SCN aux Antibiotiques
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Nos résultats mettent en évidence une forte résistance des SCN isolées a la pénicilline G dont
le taux s’¢éléve a 90,33%. Ce pourcentage atteint a 61,29% pour 1’Oxacilline, 41,94% a la Bacitracine
et 35,49% ; 32,26% ; 19,36% ont été respectivement notés pour la Clindamycine, Erythromycine et
Tétracycline. En outre, la résistance de SCN a été minime concernant les molécules de Gentamicine,

Vancomycine, AMC, Norfloxacine, kanamycine et Erythromycine voir figure 18.

6.1.2. Les streptocoques :

6.1.2.1. Enterococcus

Les souches Enterococcus sp isolées ont montré qu’elles sont fortement résistantes a la
Pénicilline, Ampicilline et Erythromycine avec un taux 100%, 96%, 75% respectivement, est de
moindre degré de 62,50% pour la Tétracycline. La sensibilité a été de 100% pour le chloramphénicol.

Figure 19.

100%

62,50%
75,00%
60%

100,00%

20% 37,50%

0% 3,84%

Erythromycine Penicilline Ampicilline Tétracycline  Chloramphénicol

9% Sensiblite 9% resistance

Figure 19 : Pourcentage de sensibilité et de résistance des entérocoques aux antibiotiques

6.1.2.2. Streptococcus :

Concernant les souches Streptococcus sp leur résistance est en particulier trés élevée pour la
majorité des antibiotiques testés. Cette résistance a été de 100% pour la Tétracycline, Ampicilline et
Céfalotine et de 83,33% vis-a-vis de I’Erythromycine et Pénicilline G. Cependant une sensibilité

importante pour le chloramphénicol de 83,33%. Figure 20.
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Figure 20 : Pourcentage de sensibilité et de résistance des Streptococcus aux antibiotiques

6.2 GRAM- :
Les résultats obtenus font ressortir un taux élevé de résistance des espéces de GRAM- isolées,
parmi lesquelles on peut citer E. coli, Enterobacter spp et klebsiella spp. Serratia spp....
6.2.1. Escherichia coli

Durant cette étude on a enregistré une sensibilité accrue de 100% des E coli vis-a-vis la
Colistine, Cefalotine, Gentamycine, Chloramphénicol et Nitrofurantoine et de 96,77% pour la
Norfloxacine. Cependant La résistance est trés élevée pour la Tétracycline 80,65%, Ampicilline
74,20%, Triméthoprime+Sulfonamide 70,97% et atteinte a 50% pour Acide Nalidixique (figure 21).

50,00%

0
80,65% Ll

100%  100% _ 96,77% 100%

50,00%

Sensibilité Résistance

Figure 21 : Pourcentage de sensibilité et de résistance des E Coli aux Antibiotiques
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6.2.2. Autre GRAM- :

Nous constatons que le pourcentage de sensibilité des autres souches de GRAM- est 100%
pour la Gentamycine, Chloramphénicol et Nitrofurantoine. Le taux de résistance enregistré vis-a-vis
de la Tétracycline, Ampicilline est important de 76,20%, 71,43 respectivement et dans un degré
moindre aux autres antibiotiques a savoir Céfalotine, Colistine, Triméthoprime+Sulfonamide ont été
respectivement 61,91%, 57,15%, 52,38%. Nos résultats de I’antibiorésistance des souches GRAM-
représenté dans la figure 22.

28,57%
52,38%

B lies SRt 76,20%

100% 100% 100%
71,43%

47,62%

90,47%

78,5706 > 5:09% 23.80%

Sensibilité Résistance

Figure 22 : Pourcentage de sensibilité et de résistance des souches GRAM- aux Antibiotiques.
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Au cours de notre étude nous avons tenté d’établir deux approches. En effet, une approche du
terrain a travers une enquéte sous forme d’un questionnaire et une approche du laboratoire a 1’aide
d’un diagnostic microbiologique (bactériologique et mycologique) chez des brebis atteintes de
mammites cliniques et subcliniques. Cette expérience s’est effectuée dans des cheptels ovins dans

guelgue troupeau de la daira de Ain EL-Hadjel.

La brebis est considérée comme une forte productrice dans nos pays essentiellement pour la
production de viande, de laine et des agneaux. Chez cette espéce, les mammites sont donc une
pathologie prédominantes et importante d'un point de vue économique pour I'éleveur (frais de
traitement et la réforme), qu'elles soient cliniques ou subcliniques. Or, pour un grand nombre
d'éleveurs, le probléme des mammites se résume aux épisodes de mammites clinique (lésions, des
inflammations local et des gangrénes...). L’impact des mammites subcliniques, quant a lui, est

largement négligé ou elle donne un pourcentage tres élevé dans notre travail.

l. Informations générales sur le cheptel expérimenté :

Notre travail a porté sur un totale de 166 brebis, qui sont repartis sur 61 brebis avec des
mammites clinique caractérisées par la présence des signe inflammatoire, qui indique une atteinte aigu
de la glande mammaire et de 105 brebis ont été testées par le test CMT. En fonction des trois critéres
retenus (I’élevage, 1’age et le stade de lactation) ont été discutés les résultats de notre travail.

1. Enregistrement des cas clinique :

Selon I’enquéte réalisée, on a observé une fréquence importante de la mammite clinique allant
jusqu’a 10.09%, associée a un taux de réforme trés important de 3.36%. Ces résultats sont un peu plus
élevés par rapport a ceux décrits par Bocklisch Wetzstein (1994) et Onnash et al (2005) par un

intervalle de fréquence de 2.8% -7%, qui sont cités par Melero et al en 2012.

Le pourcentage élevé de la mammite clinique pourrait étre due aux mauvaises conditions
d’¢levage (stabulation est majoritairement libre) avec un manque d'hygiéne, ce qui favorise la

mammite. Ce constat a été rapporté par Shekimweri en 1992.

Au cours de notre travail sur les 61 cas de mammite clinique, nous avons remarqué que I’age de
I’animal est statistiquement significative (p< 0,05), avec un pourcentage ¢levé de la maladie chez les

brebis agées de 2 a 4 ans. Ce qui signifie que I’age a un effet sur I’incidence de la maladie.

D’autre part, on a observé une tendance a 1’augmentation du taux de I’incidence avec le stade de
lactation, surtout dans le premier mois de lactation, ou elle donne une fréquence de 62,29%. Ces

résultats sont en concordance avec les résultats rapportés par Mork et al 2007, Vatn 2005, Arsenault
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2008 ou la mammite s’est produite pendant les trois premicres semaines apres l'agnelage. Selon
Onnasch et al (2002) la mammite produite pendant la premiére semaine de lactation et entre la
troisieme et quatrieme semaine, alors que Jones en 1991 décrit une mammite produite a la premiére
semaine de lactation et entre la quatrieme et septiéme semaine apres l'agnelage.

Ces forts pourcentages pourraient étre expliqués aux demandes accrues de lait par les agneaux et
I'éruption de trayon par les incisives, qui augmentent la transmission des germes pathogenes (M.
haemolytica) aux brebis (Scott & Jones, 1998) et/ou la lésion de trayon. Indrebo 1991 a signalé que les
Iésions de trayon sont fréquemment présentes dans les trois a quatre semaines apreés l'agnelage chez les
brebis avec des cas clinique. Alors que, Bergonier et al (1997) expliquent la forte incidence par la
pratique éventuelle de I'allaitement-traite.

2. Enregistrement des cas subcliniques (CMT) :

Sur les 105 cas soumis au teste CMT, on est trouvé une prévalence de 42.85% des brebis sont
atteintes par des mammites subcliniques. Ce résultat est similaire a ceux décrits par Oliveira et al
(2013) avec 40.45% et Beldjil et al (2013) avec 37.14%. Des prévalences largement supérieurs aux
ndtres ont toutefois étaient constatés dans de nombreux pays tels que : Portugal 70%-92% par Quiroga
et al (1997) et Jordan 66.9% par Myassar et al (2014). Aussi, nos résultats sont nettement supérieurs a
ceux rapportés par Islam et al (2012), Beheshti et al (2010), Ergun et al (2009), McDougall et al.
(2002), Al-Majali et al (2003), Gebrewahid et al (2013) avec des fréquences notés respectivement 4%,
9.23%, 18.5%, 19%, 24.8%, 28.14%.

Une prévalence globale de 27.14% des quartiers sont atteints par des mammites subcliniques. On
note que ce résultat est en accord avec Del La Cruz et al (1994) par 25%, Al-Majali et al (2003) par
23.3%, Davasaztabrizi et al (2013) par 20.3% et de 21% selon Las Heras et al (1999). Mais également
supérieur a ceux décrits par Pradieé et al (2012) avec 9.66%, Fthenakis et al (1994) avec 9.8%, Ergun
et al (2009) avec 11.7%. Nos résultats sont inférieurs aux Gonzalez-Rodriguez et al (1995), Azmi et al

(2014) par des prévalences de 44% et 55.5% respectivement.

En fin, il faut connaitre que les variations de la prévalence de mammite subclinique constatées
entre notre étude et les travaux de certains autres seraient vraisemblablement liées a un certain nombre
de facteurs tels que : la localisation géographique, la saison, la race, I’dge de I’animal, la taille des
¢chantillons d'étude, gestion et le type d’élevage (surtout le type extensif, ce qui favorise la maladie).
En outre, les méthodologies et les criteres employés pour définir la mammite subclinique ont été variés
dans toutes les littératures (CMT, SCC, Bactériologique...). Myassar 2014.
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Au cours de la présente étude, on a trouvé que I’age de I’animal joue un réle important sur
I’augmentation de la prévalence de la maladie, comme celle décrite par Al-Majali et al (2003) et
Beheshti et al (2010), ou ils ont signalés que les brebis agées sont a risque a la mammite subclinique
que les brebis jeunes. Ce risque peut étre di a la longueur accrue de l'exposition de I’animal agé a des
agents pathogenes par rapport aux jeunes animaux. En outre, lorsque la durée de I'infection est longue
et le taux de guérison spontanée est faible. McDougall 2002.

Le stade de lactation de I’animal a été toujours un facteur important qui régit la prévalence de la
mammite subclinique des brebis (Kirk et al, 1996 ; Leitner et al, 2001 ; Menzies, 2007). Globalement,
dans nos résultats la différence entre la prévalence de mammites subclinique enregistrés, pendant les
différentes stades de lactation est statistiguement significative (p< 0,05), ce qui suggéré que le stade de
lactation constitue un facteur de risque trés important dans I’épidémiologie de la mammite
subclinique. Contrairement a ceux qui a été trouvé par Gebrewahid et al (2013). Cela est due aux :
tarissement brutal est précoce et/ou mal conduit, en particulier s'il est associé a des injections intra-
mammaires réalisés dans des conditions d'hygiene insuffisantes, qui conduisant a des mammites
mycosiques ou a Pseudomonas aeruginosa en début et/ou en fin de période séche mais dans des cas
rare et spécifique (Bergonier et al, 1997 ; Las Heras et al, 2000). En plus, en raison de la détection et
de I'élimination pauvre de telles infections pendant la lactation, avec une persistance trés longue de la
maladie selon I’agent étiologique. (Bergonier et al, 1996a).

1. Analyse microbiologique :

1. Analyse bactériologique :

1.1. Prélévement contaminé (plus de deux espéces bactériennes) :

Sur la totalité des prélévements de lait des brebis (106) effectué due a une mammite clinique
ou subclinique on observe un taux de contamination faible atteint a 4,71%. Le faible pourcentage de
prélevements contaminés signe une bonne maitrise du geste du prélévement et la qualité des
prélévements de lait est globalement bonne. Par contre, dans certaines études on trouve une fréquence
de contamination élevée de 12,9 % pour Lafi, 1998 et de 12,1 % pour Segura 2006

1.2.Prélévement stérile (culture négative) :

Notre fréquence des prélévements de lait de mammite subclinique n’est pas important de
2,2%. Par contre dans les cas de mammite clinique on a trouvé un pourcentage trés éleve de 24,59% et
concordant avec ceux cités par Marco Melero 1994 de 27,1% et de Lafi et al., 1998 de 18,6%. Toutes-
fois elle est faible par rapport a celle décrite par Gutierrez et al., 1990 (15,1%), Baysal et Kenar., 1989
(7,55%), Marco et al., 1991 (11,1%), Bergonier et al., 2005 (de I'ordre de 7,7 & 9,6%), Benjamin 2006
(9,7%).

L’absence de I’isolement bactérien dans le lait mammiteux peut étre expliquée par plusieurs raisons :
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- Mammite d’origine inflammatoire sans infection due a un probléme traumatique, physique ou

chimique.

- Le prélévement est d’origine infecticuse mais il est stérile lors de :

» Elimination naturel des germes, cas de mammite aigué par endotoxines qui sont libere
qu’aprés la lyse des corps bactériens (entérobactéries) ou elle provoque des
symptomes. (Eberhart et al 1979).

» Enkystement du germe, cas de S. aureus ainsi que la localisation intracellulaire de
certaines bactéries ou la quantité de lait prélevé est insuffisant.

» Utilisation des antibiotiques pour le traitement de mammite ou elles empéchent les
germes de cultiver et modifiant considérablement le tableau bactériologique
(HANZEN, 2008)

- Dans notre étude le milieu de culture utilisé non approprié pour certaines espéces bactériennes
aux exigences de culture particuliéres, donc difficilement cultivables sur milieu ordinaire le cas de
Mycoplasme et Maedi Visnha.

- Mauvaise condition d’acheminement et de conservation des prélévements : certains
échantillons ont été congelés (-20). Selon des études de nombreux germes supportent mal la
congélation surtout les entérobactéries (E. Coli, Actinomyces pyogenes) ou les SCN, tandis que d'autres
la supportent bien comme les S. aureus, qui peut méme augmenter due a la présence d’une importante
couche de peptidoglycane. (POUTREL, 2008).

1.3.Prélévement correct et bi-microbien :

1.3.1. Mammite clinique :

Nos résultats mettent en évidence une forte positivité bactérienne (43 prélevements positivent
sur 61) due a une fréquence de 70,49%, réparti en 44,26% pour une culture d’un seul germe, et
26,23% est atteint par deux espéces bactériennes. Ces résultats sont inférieurs de ceux de Segura,
2006 ; Benjamine 2006 ; Arsenault et al. 2008 qui estiment la fréquence d’atteint de quartier par un
seul germe de 63,5% ; 56,5% ; 55% et celle de quartier atteint par deux espéces bactérienne de 6,9% ;
22,2%, 9% respectivement. La différence de nos résultats par rapport aux autres études est expliquée
par la différence dans la technicité de laboratoire (personne et matérielles) et la méthodologie utilisée
pour I’isolement bactérien.

Les germes pathogenes majeurs ont été les plus fréquemment observés dans notre étude
puisqu’ils représentent 65,76%, alors que la fréquence des germes pathogénes mineurs s’éléve a
34,24%. Les germes de réservoir sont prédominants (55,93%) par rapport au germes d’environnement
(44,07 %).

Dans la présente étude, les résultats bactériologiques placent les staphylocoques comme les

agents étiologiques les plus fréquents dans les mammites cliniques par une fréquence de 44,07%. En
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effet, il a été isolé des SCP de 33,9% des cas et le reste 10,17% des SCN. Ce pourcentage confirme sa
place dominante parmi les germes majeurs. Ces résultats sont proches a ceux de Hammadi &Yousif
(2013) ; Marco et al (1991) par une fréquence de 33,3% et 32,6% des s. aureus (SCP). En revanche
cette valeur est supérieur a ceux de Al- Kubaysi (2000) ; Judi (2000) et Arsenault et al. 2008 avec une
fréquence noté respectivement de 13,17%; 25% et de 22,85% des s. aureus. Staphylococcus
coagulase positive reste un des principaux germes pathogenes majeurs, responsable de mammite
clinique. (Kirk & Glenn, 1996 ; Lafi et al., 1998 ; Ariznabarreta et al., 2002).

En deuxiéme position, on trouve les Escherichia coli (20,03% des isolements bactériens), La
prévalence de ces E coli dans les mammites cliniques varie selon les différentes études. Selon 1’étude
de Baysal & Kenar (1989) ; Lafi et al (1998) on estime une prévalence trés proche de 18,7%. Par
contre a I’é¢tude de Marco et al (1991) ou elle trouve une fréquence tres basse de 2,5%.

Les autres germes rencontrés avec des fréquences plus ou moins faible comme les
Streptococcaceae 11,86% et les Pseudomonadaceae 3,39% et les entérobactéries (sauf E coli) de
18,64%. Ces résultats sont presque similaire avec de Lafi et al (1998). Les mémes chiffres sont
signalés également dans la plupart des études déja citées. Ces groupes bactériens ont une faible
importance dans 1’étiologie des mammites cliniques.

L’importance de SCP, E Coli et SCN comme agents de mammite clinique dans notre étude
souligne les mauvaises conditions de logement et d’hygi¢ne dans lesquelles se trouvent les animaux et
I’absence de mesures de lutte.

1.3.2. Mammite subclinique :

Sur les 42 prélévements positifs, on a 18 atteint par un seul germe (40%) et 24 atteint par deux
germes différents avec fréquence de 53,33%. Ces résultats sont comparables a celle d’AL-Majali &
Jawabreh (2003) ou ils donnent une fréquence de 71,4% des mammites subclinique atteint par un seul
germe et de 28,6% atteint par deux espéces bactériennes.

Les germes pathogenes majeurs ont été les plus frequemment observés dans notre étude des
mammites subclinique puisqu’ils représentent 66,12%, alors que la fréquence des germes pathogénes
mineurs s’¢éleve a 33,88%. Les germes de réservoir sont majoritaires (61,28%) par rapport au germes
d’environnement (38,72%). Les mammites de traite sont plus fréquentes que les mammites
d’environnement.

Notre étude bactériologique montre que les SCN sont ’agent étiologique primaire et le plus
dominant dans les mammites subclinique par une fréquence de 27,42%. Ce résultat et sa place est
confirmé par d’autres études mais avec des pourcentages différents, Arsenault et al (2008) de 32,22% ;
Ergun et al (2009) de 75%, Ozenc et al (2011) de 64,2% Oliveira et al (2013) de 52,70%, Myassar et
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al (2014) de 56,9%. Contrairement aux SCP et E Coli ou elles étaient présentes avec un pourcentage
de 22,58%. Les Streptococcus sp, occupe une place moins importante avec une fréquence de 4,83%.

Les SCN considérées comme agent pathogéne mineur pour les vaches laitieres (Schalm et al.,
1971). Par contre, chez les brebis ont été fréquemment isolées avec une fréquence allant jusqu’a 93%
des cas des mammites subclinique (Pengov, 2001 ; Leitner et al., 2001 ; Ariznabarreta et al., 2002 ;
Gonzalo et al., 2002 ; Hariharan et al., 2004). Aussi, les SCN chez des brebis de laiterie ont donné des
taux cellulaires plus élevé que 1.0-1.5x10¢ (Pengov, 2001).

Le nombre élevé des Staphylococcaceae serait di aux absences les principales mesures de
controle des infections a réservoirs mammaires et/ou l’effet de congélation sur les prélévements
effectue. En plus la présence des E Coli avec un pourcentage un peu plus élevé pourrait étre expliquée
par les mauvais entretiens de la litiére, la mauvaise hygiéne de la stabulation et des animaux en général

vue que ce sont des germes d’environnement qui peuvent infecter la mamelle via le canal du trayon.

2. Analyse mycologique :

Vue le peu de travaux concernant les mammites mycosique chez brebis, et plus d’études
réalisées sur les mammites chez le bovin. Ceci nous a mené a discuter et comparer nos résultats avec
les données obtenues des travaux concernant aussi les vaches. L’examen mycologique des 106
échantillons de lait traités nous a permis de mettre en évidence la présence de levure et de moisissure.
En effet, nos résultats montrent que la prévalence des mammites mycosique est de 17,24% pour les
mammites cliniques et de 40,47% pour les mammites subcliniques. Ces résultats sont supérieurs a
ceux d’Al-Kubaysi (2008), qui estime la prévalence des mammites cliniques fongique par une
fréguence de 9,76% et celle des mammites subclinique fongique par 26,83%. Cette forte prévalence
due aux mauvaises conditions d’hygiénes, 1’utilisation anarchique des applicateurs intra-mammaire et
sans aucune mesure d’hygic¢ne, et 1’absence des médicaments spécifiques contre les problémes
fongiques.

Dans notre étude, les analyses mycologiques des mammites cliniques et subcliniques ont
permis d’isoler différentes especes de levure (Rhodotorula sp, Aspargillus sp, Candida albicans,
Dermatophyte sp, Epidermophyton sp, Trichosporon sp, Trychophyton sp, Penicillum sp, Geotrichum
sp, Geotrichum sp), sont similaires a se trouvés par Watkin & Jones (2007), Al- Kubaysi (2000),
Bahout & Balata (1998), Perez et al (1998). Mais avec une prédominance de 1’espéce Rhodotorula sp
dans les deux cas de (23,53% a 40%). Ces résultats corroborent avec ceux décrits par Benbellkacem
2010 en Algérie qui a trouvé une prédominance de 1’espéce Rhodotorula sp de 29,41%. En plus de
notre étude on constate une fréquence élevé de I’ Aspargillus sp, dans les cas des mammites cliniques
de 20%. Ce pourcentage est associé¢ avec I’administration incorrect des antibiotiques (Las Heras et al.,

2000) et le risque de dissémination de ce germe a partir de la mamelle aux différents sites de
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I’organisme suite a une invasion par voie hématogéne. Perez et al (1998). Et avec le Rhodotorula sp
on trouve méme une fréquence élevée de Candida albicans dans les cas des mammites subclinique de

23,53% et celle comparable avec AL-Kubaisy (2008) qui a trouvé une fréquence proche de 26,66%.

I1l.  Antibiorésistance :

Il est difficile de comparer nos résultats obtenus avec les travaux de d’autre auteurs car les
techniques de mesure de la sensibilité aux antibiotiques sont différentes (méthode d’ensemencement,
technique de disques, technique de dilution en milieu gélosé) tout comme les critéres d’interprétation
sont différents d’une étude a 1’autre. Erskine et al., 2001.

A partir de notre travail préliminaire en conclu une résistance importantes des staphylocoques
aux bétalactamaines qui atteint 80% a 90% a la pénicilline G. Le taux de résistance observé dans notre
étude est comparable a ceux obtenus par d’autres auteurs. En effet, Hammadi & Yousif (2013), Azmi
et al (2014) rapportent une fréquence de résistance a la pénicilline G trés proche de 76,4%, 70,1%
respectivement. Par contre, Ergun et al (2009), obtiennent un taux de résistance vis a vis de la
pénicilline G de 56,4%. Des fréquences de résistance sont inférieur vis a vis de la pénicilline G sont
rencontrées par Osman et al (2012) de 27,2%, Nilgun et al (2012) de 26,9%, Alian et al (2012) de
23,9% et Ebrahimi et al (2007) de 14,3%. Les SCN sont nettement plus résistantes a ’oxacilline et a la
Bacitracine que SCP. Par contre, Ben Hassen et al. (2003) observent que les SCN sont plus sensibles
aux antibiotiques que S. aureus.

Ce résultat est en relation avec une utilisation accrue et incorrect de cet antibiotique dans les
traitements systémique et local, ceci peut mener au développement de la résistance da a la production
des enzymes de Pénicillinase des bactéries de S. aureus Quinn, 2004. Cette résistance est codé par le
géne blaZ qui a été identifié chez les petits ruminant selon Osman et al., 2012 au Turkey et Chirles et
al., 2012 au Brésil.

L’antibiogramme réalisé sur les souches de GRAM- révele une forte résistance aux
Tétracycline, Ampicilline et Triméthoprime+Sulfonamide allant jusqu’aux 70% ou plus. Ces résultats
sont similaires a ce trouvés par Azmi et al en 2014 sauf les Sulfamide ou il a trouvé une sensibilité
accrue presque pour tous les germes isolés avec une moyenne de 68,58%.

En effet les résultats de I’antibiogramme des Streptococcus spp et enterococcus spp isolées ont
démontré que ces souches sont fortement résistantes a la plupart des antibiotiques testés jusqu’a des
fréquences de 100%. Par contre au chloramphénicol ou ces germes sont sensibles presque a 100%.
Ceci est dii a I’absence des médicaments a base de chloramphénicol. Azmi et al 2014 ont rapporté des
résultats similaires dans la résistance a la pénicilline G, Ampicilline mais avec une sensibilité de 100%

a la tétracycline.
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On peut expliquer ces fortes résistances des germes isolés aux antibiotiques par 1’utilisation
anarchique et incorrecte, et/ou la vente non réglementaire de ces produits aux éleveurs quelques soit
intra mammaire ou générale. Le nombre inégal d’échantillon pourrait également jouer un role dans

cette différence de taux.
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Conclusion et perspectives :

Devant la complexité étiologique des infections intra-mammaires des brebis, nous avons
essay¢ tout au long de ce travail de mettre 1’accent sur le role des agents microbiens et de souligner
I’influence de certains facteurs de risque (I’¢levage, 1’age et le stade de lactation des brebis) dans le

déclenchement et 1’aggravation de la mammite.

A travers les résultats obtenus, la situation des élevages étudiés dans la région de M’sila (Ain
EL-Hadjel) se caractérise par des prévalences assez élevées de brebis atteintes de mammites

subcliniques 42,85% et d’une fréquence de 10,09% des cas cliniques.

Parmi les méthodes d’investigations utilisées, le CMT (Californian Mastitis Test). Le CMT
reste de par sa grande sensibilité et sa grande spécificité le meilleur outil de diagnostic des mammites
subcliniques, et indispensable pour la réalisation d’enquéte de masse ou d’épidémio-surveillance des

mammites.

La bactériologie apporte un diagnostic de certitude, mais sa mise en ceuvre est complexe car
elle nécessite un équipement adapté et un personnel qualifié. De plus son co(t reste tres élevé et le

retour de I’information a I’éleveur n’est pas immédiat.

L’enquéte épidémiologique a permis de montrer que la mauvaise condition d’hygiéne, le
mauvais entretien de la litiere et I’utilisation anarchique des applicateurs intra-mammaire ont constitué
probablement des facteurs susceptibles d’augmenter le risque d’infection de la mamelle. En plus, nous
avons également pu noter que 1’age, le stade de lactation, I’hygiéne de I’étable et les élevages
constituent des facteurs de risques majeurs a prendre en compte lors de I’établissement d’un

programme de lutte contre les mammites.

Les analyses bactériologiques des laits de mammites cliniques et subcliniques mettent en
évidence la prédominance des germes pathogénes majeurs a réservoir mammaire SCP (22,58% et
33,90%) et SCN (10,17% et 27,42%). Cela est di probablement a I’absence de 1’application des régles
de base de lutte contre les mammites (hygiéne adéquate). C’est ainsi que ces germes contagieux
continuent a circuler. Aussi, E coli (20,03% et 22,58%) présente une importance grandissante dans
I’¢étiologie des mammites cliniques et subcliniques. Cela est a relier aux conditions de logement des

animaux.

L’étude des profils de sensibilité aux antibiotiques a révélé des résistances marquées vis-a-vis
de certains antibiotiques largement utilisés en médecine vétérinaire surtouts les Bétalactamines, ce qui

laisse prévoir de nombreux échecs thérapeutiques.
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Les conclusions de notre travail ont montré que les mammites a réservoirs mammaires sont le
probléme majeur tant dans les infections cliniques que subcliniques. Pour en réduire I’incidence et la
prévalence, la mise en place de plan de lutte contre les mammites se justifie donc pleinement. Il faut

agir a deux niveaux : limiter les nouvelles infections et diminuer les taux des infections existantes.

Recommandation :

Q> Traitement précoce et adapté des mammites cliniques : Il a pour but bien sir de guérir la
brebis malade et de limiter la gravité des lésions mais aussi de stopper I’excrétion des germes
contaminants et éviter le passage a la chronicité. 1l faut traiter systématiquement les mammites
cliniques en respectant les régles de base (traitement avec antibiotique précoce, massif et

soutenu effectué apres des traites complétes, nettoyage et désinfection des quartiers a traiter).

Qt> L'antibiotique de choix est celui qui ne présente pas de résistance a l'antibiogramme. Il doit

étre un produit qui est facilement véhicule dans la glande mammaire avec un prix optimal.

Q> La réforme des animaux incurables est nécessaire car ce sont des réservoirs permanents de
germes qui augmentent le risque d’infection des brebis saines. Doivent étre réformées les
brebis présentant :

2 Un quartier fibrosé (non fonctionnels).
<> Plusieurs mammites cliniques durant une lactation (mammites récidivantes).
2 Un ou plusieurs quartiers restés infectés apres un traitement correct.

i Respecter la période de tarissement pour optimiser la lactation suivante

Qt> Il faut assurer une bonne hygiéne du logement pour limiter la contamination et la
multiplication des germes dans la litiére. Ainsi, le respect d’une surface disponible par animal
suffisante, 1’évacuation réguliére de la litiére, pourront peut-&tre diminuer I’importance des
mammites dues a des bactéries de I’environnement.

% sensibiliser les éleveurs et les vétérinaires aux risques d’utilisation anarchique des
antibiotiques (générale ou intra-mammaire) tant pour la santé animale que publique, risque de
I’antibiorésistance.

Q{) Vulgariser I’utilisation réguliére du CMT sur les quartiers de toutes les brebis en lactation pour
dépister précocement les cas subcliniques et pour contrdler la guérison apres traitement.

Qt> On peut penser que la mise en place ces mesures systématiques diminuera la prévalence des
mammites et de certains germes.
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ANNEXE 01

Tableau : Antibiotiques disponibles pour le traitement en lactation (mammites cliniques) (Guerin et
Guerin-Faublee, 2007).

Préparations contenant 1 seul antibiotique Nom commercial
Céfalexine Rilexine®
Céfopérazone Pathozone®
Cefquinome Cobactan®
Céfazoline Céfovet®
Cloxacilline Orbenin®
Oxacilline Stapenor®
Préparations contenant 2 antibiotiques Nom commercial
Ampicilline + cloxacilline Ampiclox®
Ampicilline + dicloxacilline Diclomam®
Cloxacilline + gentamicine Gentamam®
Pénicilline G + Dihydrostreptomycine Masti-péni®
Pénicilline G + néomycine Nemypen®
Lincomycine + néomycine Lincocine®
Cloxacilline + colistine Coliclox®, Mammicine®, Mammitel®

Préparations contenant antibiotiques et anti-inflammatoire  Nom commercial
Amoxicilline + acide clavulanique + prednisolone Synulox intramammaire®

Néomycine + Bacitracine + Tétracycline + prednisolone Mastijet®

Tableau : Antibiotiques disponibles pour le traitement hors lactation.

Antibiotiques seuls Antibiotiques associés

Cloxacilline (Cloxamam, Cloxine HL, Diclomam, Dihydrostreptomycine + Pénicilline G +
Kloxérate DC, Orbenin hors lactation, Orbenor hors Nafcilline (Nafpenzal T)
lactation, Tarigermel)

Oxacilline (Stapenor retard) Pénicilline G + Néomycine (Vonapen HL)
Céfalexine (Rilexine hl) Cloxacilline + Colistine (Coliclox HL)
Céfazoline (Céfovet) Rifamixine (Fatrox)

Céphalonium (Cépravin) Néomycine + Spiramycine (Spéciorlac)

Cefquinome (Cobactan dc) Cloxacilline + Néomycine (Cloxagel HL 500)



ANNEXE 02
Milieux de culture utilisés

@ Bouillon ceeur-cervelle

Composition :
Infusion de cervelle de veau......... 12.5 g

Infusion de cceur de beeuf........... 50¢g

Peptone........ceeeviiiiiii, 100 g

Glucose.....oovvvviiiiiiiiiiie, 20¢g

Chlorure de sodium................... 50¢g

Phosphatase disodique.................2.5 g
pH=7.4

@ Gélose hyper salée au mannitol — Chapman —

Composition :

Peptone........ooovviiiiiiiii 11.0g
Extraitde viande........................... 10g¢
Chlorure de sodium........................ 750 ¢g
Mannitol...........c.oooiiiiiii 100 g
Agar....oii i 150¢g
Rouge de phénol

(Solution sodique a 0.25 p. 100).......... 20 ml

pH=7.6

@ Gélose Mueller-Hinton
Composition :

Infusion de viande de beeuf.............. 300 ml

Peptone de caséine........................ 175¢g

Amidon de mais......................... l5¢g

AGar.. ..o 100 g
pH=7.4

@ Gélose nutritive
Composition :

Peptone ..........coooviiiiiiiil. 100 g

Extrait de viande..................... 40¢g

Chlorure de sodium................. 50g

Agar.. ..ot 130¢g
pH=7.2

@ Base pour Gélose au Sang

Composition :

M¢élange spéciale de peptones......... 230¢g
Amidon...........coooiiiiiiii 1.0g
Chlorure de sodium..................... 50g



pH=7.3
Préparation :

42.5 g par litre d’eau distillée. Stérilisation a 1’autoclave a 120°C, 20 min.
Le sang est ajouté stérilement dans le milieu stérile en surfusion

@ Gélose Sabouraud plus chloramphénicol
Composition :

Peptone pepsique de viande........................ 10

GIUCOSE. . 20

Chloramphénicol..................cooiiinnL. 0.5

N2 ) 15
pH=7,0

@ Geélose Mac Conkey
Composition :

Peptone de caseéine................ 17
Peptone de viande.................. 3
Sels biliaires.........ccccccevennenn. 1,5
Cristal violet..............cocu.... 0,001
LaCtOSE......cevvvvieiiieeiiieesieens 10
Rouge neutre...........ccccoeeenee. 0,03
NaCl...ccooeveieeeee e 5
AQar.....cooecieieieieeeeen, 13,5

pH final =7,1

@ Gélose a I'éosine et au Bleu de Méthyléne (gélose EMB)
Composition :

Peptone de viande...............cceueee. 10
Phosphate dipotassique.................. 2
LaCtOSE......eevivieiiiie e 10
EOSINE.....oviviiiceeee e 0,4
Bleu de méthylene.............cc.c...... 0,067
AGA i 13,5

pH final = 6,8-7

@ Plasma de lapin

Composition :

Plasma de lapin lyophilisé...................... 1 flacon : 10 ml
Diluant (oxalate de sodium).................... 1 ampoule : 10 ml
Préparation :

10 ml de solvant additionné stérilement dans le flacon de plasma de lapin lyophilisé.

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



ANNEXE 03
Milieux de culture Produit et réactif

- Mac Conkey (milieu d’isolement des bactéries
lactose +).

- Milieu Eosine Bleu de Méthylene (EMB) (milieu
d’isolement des entérobactéries).

- Chapman (milieu sélectif pour la culture des
staphylocoques).

- Gélose au sang frais (isolement des germes
exigeants, streptocoque).

- Gélose nutritive

- Milieu Muller Hinton (utilisé pour la réalisation
de Pantibiogramme).

- Milieu sabouraud + chloramphénicol est utilisé
pour la mycologie.

- Bouillon cceur-cervelle BHIB g/l

- Milieux : kia (milieu KliglerHajna), citrate de
Simmons, milieu Mannitol-Mobilité, Clark et
lubs, urée-indole, ADH, LDC et ODC, sont des

milieux d’identification biochimique classique.

- galeries d’identification rapide (Galeries : APl 20
E, API 20Stap, API 20 Strep, Bio Mérieux)

- l'eau oxygénée H202 du commerce pour les tests
catalase

- le test coagulase (RABBIT PLASMA plus chez
BIO-RAD)

- Disque d’oxydase, Arcomex ; Jordan ; utilis€¢ pour
la recherche de la production d’oxydase

- Réactif Kovac’s ; Arcomex ; Jordan : utilisé pour la
recherche de la production d’indole.

- Réactif TDA (Tryptophane Désaminase).

- Réactif ZYMa et ZYMb

- Réactif VP1 et VP2

- Réactif NIT1 et NIT2

- Réactif NIN

- Réactif RM

- Disques d’antibiotiques : Bio-Rad(France), Oxoid

(Angleterre)

| Equipements Les solutions et colorants |

- Vortex

- Autoclave 121°C/15min
- Etuve de (27°C et 37°C)
- Agitateur.

- Bain Marie 45°C a 50°C.
- Centrifugeuse.

- Bec Bunsen.

- Microscope optique.

- Poire.

- Pied a coulisse.

- Distributeur des disques antibiotiques.
- Stérilisateur 170°C.

- Portoir.

- Marqueurs.

Eau physiologique a 0,9%.
Ethanol a 95%.

Huile & immersion.

Huile de vaseline.

Bleu lactophenol.

Violet phérique.

Solution de fuschine.
Liquide de lugol.

Consommable

Lame et lamelle.

Tube stérile.

Pipettes pasteur.

Anse de platine.

Boite de pétrie stérile a usage unique.

Ecouvillon stériles.

Matériels biologique : ATCC

STAPHYLOCOCCUS AEURUS ATCC 25923

ENTEROCOCCUS FAECALIS ATCC 29212

- ECHERICHIA COLI ATCC 25922

- PSEUDOMONAS AEROGINOS ATCC 27853



ANNEXE 04

@ Technique de la coloration de Gram :

Réalisation de frottis

> Sur une lame, déposer une goutte d'eau physiologique stérile.
< Ajouter a l'aide d'anse de platine stérilisée une colonie bien isolée.
2 Etaler et fixer a la chaleur (au-dessus de flamme de bec bunsen).

< Poser la lame séchée sur le portoir reposant sur un bac de coloration.

Réalisation de la coloration

< Voici succinctement les différentes étapes de cette coloration :

2 Coloration par le violet de gentiane et laisser a 1 minute.

< Mordangage au lugol (solution d'iode iodo-iodurée): étaler le lugol et laisser agir 1 minute
secondes.

< Décoloration (rapide) a I’Ethanol a 95%: la lame est trempée dans la solution de I’Ethanol a
95%, pendant 30 secondes. Puis rincée a I'eau durobinet.

2 Recoloration a la fuchsine. Laisser agir a 1 minute. Laver doucement a I'eau de robinet.

< Sécher la lame et Observer au microscope optique a objectif 100 a d’huile immersion

(grossissement x100).

Lecture

Une coloration violette  pssssssssn)  Des bactéries & gram positifs.
Une coloration rose —

Des bactéries a gram négatifs.
@ Recherche de I’oxydase :

Principe

Ce test permet la mise en évidence d’une enzyme qui est la (phényléne diamine oxydase) de la
bactérie a partir de leur culture en milieu gélosé.

Cette enzyme est capable d’oxyder le réactif : N dimethyl para phényléne diamine qui est

incolore, et en présence de I’enzyme, il libére un composé bleu violacé.

Mode opératoire

A T’aide de Ieffilure d’une pipette pasteur, prélever une colonie et la déposer sur une bandelette
imprégnée par un réactif pour la recherche de I’oxydase (NNNN tetramethyl-p-phényléne-diamine
dichlorohydrate (oxoide).



Lecture
La présence de cette enzyme se manifeste par I'apparition d'une coloration bleu/violette intense en

5 secondes aux maximums.

@ Test de la catalase :

Principe
En présence d’oxygéne moléculaire, certaines réactions métaboliques conduisent a la formation de
I’eau oxygénée. La catalase est une enzyme qui dégrade I’eau oxygénée en eau et en oxygene.

Mode opératoire

A l'aide d'une anse de platine, Une colonie bien isolée est déposée sur une lame porte-objet propre
avec une goutte d'eau oxygeénee.

La catalase catalyse cette réaction : H202 = H20 + 02
Lecture

La présence de la catalase est révélée par un déegagement gazeux sous forme de bulles dans les 30

secondes.

@ Test de la Coagulase libre : plasma de lapin 56352 (BIO-RAD)

Mode opératoire

a) Présentation de plasma :

Etiquetage Reactif
R1 Rabbit plasma | 1 flacon de 10ml de plasma de lapin lyophilisé.
R2 Diluent 1 ampoule de 10ml de diluent (oxalate de sodium).

b) Préparation du plasma :

+ Prélever exactement 10 ml de solvant a I’aide d’une pipette stérile.

+ Additionner stérilement ces 10 ml de solvant directement dans le flacon de plasma de
lapin lyophilisé.

+ Agiter légerement pour favoriser la dissolution en évitant la formation de mouse

C) Préparation de I’échantillon :

% A partir d’une culture de la souche a étudier, réaliser une subculture en bouillon nutritif
ordinaire .incuber la culture 1 heures a 37°

+ Meélanger dans un tube a hémolyse 0.5 ml de plasma reconstitué et 0.5 ml de la culture.
Incuber le mélange a37°/24 heures

d) Résultats attendus :



<+ Les souches de staphylococcus aureus provoquent la coagulation du plasma en un temps
variant d’une demi-heure & 24heures. La prise en masse du plasma est généralement
totale, au point que le tube peut étre retourné. Un caillot moins compact visible avant la
24 heure doit étre considéré comme positif

+ Ce test permet de faire la distinction entre les staphylocoques a coagulase négative (SCN)
et les staphylocoques a coagulase positive (SCP : S. aureus) (DAGUET, 1972
SINGLETON, 1994).

e) Limites d’utilisation :

Le milieu doit étre observé toute les 4 premiéres heures.

Mode de remplissage :

) ) )
./ — — —
Cupule vide Cupule simple ex : ONPG, | Cupule  encadré ex : | Cupule souligné ex :
PAL, NIT, Les sucres.... |ICITIVPIGEL| H2S, ADH, ODC, LDC,

Remplir la partie inferieur | Remplir toute la cupule | RAF, TRE, indole, urée,

- En ajoute I'huile de

paraffine stérile.

Lecture :

= Sortir la boite de I'étuve et noter sur la fiche de lecture les résultats obtenus pour les tests a lecture
spontanée

+ Révéler les tests nécessitant l'addition de réactifs :

TDA : ajouter une goutte du réactif TDA

IND : ajouter une goutte du réactif de James

VP : ajouter une goutte du réactif VP 1 et une goutte du réactif VP
NIN

ZYMa et ZYMb

NIT1 NIT2

0O 00000



ANNEXE 05

P Questionnaire méthodes d'élevage :

Identification de I’élevage :

Nom de I’éleveur :

Adresse :

Caracteristique de I'exploitation

Brebis
v’ nombre de total : .........ccccureeeeeeeni.. dont ......primipares
Y URACE T i
Obatiment :
Stabulation
Libre [
Entravée [

Etat de propreté
Mauvais [
Moyen [
Bonl]

Nature du sol :

Sol : Sec Humide Boueux
Nature de la litiére :
Fréquence de paillage :
Fréquence de nettoyage :

Equipements :

Mangeoires :
Abreuvoirs :

Alimentation

Parcours forestier, chaumes :
Fourrage :

Paille :



Concentrés :
Compléments : pierre a 1écher, CMV...

Transition alimentaire autour de la mise bas

Mammites :

e Fréquence des mammites dans 1’¢levage :

e Saison :

Enhivers [ ] enprintemps|  ]enété [ | enautomne [ ]

e En début de lactation

En pic de lactation
En fin de lactation

Apres le vélage
Avant le vélage
e Detection

UL

Observation quotidiens des animaux aux :
Logement Oui [ nonlJ
Lors de traite Oui [1 non []

Symptomes d’appel :
Animaux tristes, prostrés ? Oui [1 non []
Observation de la mamelle ?  Oui [1 non [
Palpation de la mamelle ? Oui [ non [J
Observation des premiers jets ? Oui [ non [

e Devenir de I’animal

Tarissement du quartier atteint

Tarissement des 2 quartiers

Réforme (nombre/an)

Séparation de I’animale

Traite en dernier

[1Traitement

» Intervention d’un vétérinaire ou technicien :
Utilisation de seringues intra-mammaires :

Modalité d’utilisation des seringues :



- vidange préalable du quartier
- désinfection de I’extrémité du trayon
e Devenir du lait :
- Jeté
- Donné aux agneaux
- Consommation humaine (familiale ou fromagerie)
> Isolement des animaux atteints dans un batiment séparé ? Oui [ non [J
Traite des animaux atteints :
Traite manuelle  Oui (1 non [
Traite en fin de lots Oui ) non [
Le traitement est-il systématique dés les premiers signes  Oui [ non [J
> parmi les brebis traites, y’a-t-il celles qui ont présente une antibiorésistance : oui [

non [ Si oui, quels sont les produits ..............cccooeviiiiiiiiinnnn..
Mortalite :

Nombre de morts suite & une mammite clinique / an :



ANNEXE 06

o Fiche d’identification de prélevements de lait ovine

(] Race :

[ Age :

[J Date du prélévement :
1 Nombre De Tétes :

[J Type d’¢levage :

) Stade De Lactation :
) Etat de la mamelle :

[J Nombres de mises bas :

< Résultats du CMT

[J Négatif
] Traces

[J Score 1
[J Score 2
[J Score 3



ANNEXE 07

Photo 01 : prélévement positif sur milieu Chapman.

Photo 02 : prélevement positif sur milieu gélose au sang.

/

Photo 03 : prélévement positif sur milieu Sabauroud (Rhodotorula spp).



Photo 04 :

Photo 05 : résultat des Galeries Api.

Photo 06 : résultat de Coloration de GRAM.
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