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Résumé

Les mammites bovines représentent un colit économique et sanitaire important dans la production
laitiére. La prévention et le traitement de cette maladie reposent essentiellement sur I'usage des
antibiotiques qui affectent négativement la qualité de lait et dont I’efficacité est limitée. Le but de
cette étude est d’évaluer I’efficacité d’un traitement alternatif a base d’un symbiotique dans la
lutte et la prévention des mammites subcliniques, et dans I’amélioration de la qualité du lait
produit dans un élevage bovin laitier situé a la wilaya de Tipaza.

Le lait de 68 vaches a été collecté et analysé en subissant un Comptage Cellulaire (a I’aide du
Delaval Cell Counter®), ainsi qu’une analyse bactériologique; De ce fait, trois prélévements
différents sont réalisés a un mois d’intervalle. Le premier étant fait avant ’administration d’un
additif alimentaire (SYMBIOVEBA®) a des vaches laiti¢res en lactation. A partir de 1a, les
vaches sont classés en 2 groupes dans le but d’étudier les deux effets : curatif et préventif du
symbiotique. Chaque groupe est divisé en deux lots, un recevant le symbiotique et I’autre témoin.

La prévalence de la mammite subclinique dans cet ¢levage était de 33,82%. L’identification des
germes a ¢été effectuée par la méthode classique et n’a concerné que le groupe de vaches atteintes
de mammites initialement ; Ca a permis d’isoler 13 germes différents sur les trois prélévements
succincts. Nous avons constaté une prédominance de Staphylocoques avec une fréquence de 45%
et les Entérobactéries 40%. Ces taux ont connu une baisse considérable chez les 2 lots, sauf
qu’elle est plus importante chez les vaches traitées : 100% de guérison pour les Staphylocoques et
les Entérobactéries; Cependant le nombre de Stenotrophomonas maltophilia a augmenté dans les
deux lots.

Les concentrations cellulaires somatiques individuelles (CCSI) réalisés aux trois prélevement et
aux deux groupes ont révélées, pour un seuil de guérison S de 200.000Cls/mL, un taux de
guérison de 100% pour le lot de vaches sous SYMBIOVEBA® contre 62,5% pour le lot témoin ;
L’analyse non paramétrique (Mann-Whitney-Wilcoxon) de ces taux de guérison a révélé une
différence significative (p<0,05). L’application du test statistique (Mann-Whitney-Wilcoxon) sur
les CCSI du groupe de vaches initialement indemnes de mammites subcliniques au dernier
prélevement ne montre pas de différence significative (p=0,47).

Mots-clés : Vache laitiere, Mammite subclinique, Analyse bactériologique, CCS, Immunité,
Symbiotique, Probiotique.



Summary

Bovine Mastitis represents an economic and health costs in milk production. Prevention and
treatment of this disease is based on the use of antibiotics which negatively affect the quality of
milk and whose effectiveness is limited. The purpose of this study is to evaluate the effectiveness
of alternative treatment with symbiotic in the fight and prevention of Subclinical Mastitis, and in
improving the quality of the milk produced in a dairy cattle located in the province of Tipaza.

68 cows milk has been collected and analyzed by undergoing a cell count (using the Delaval Cell
Counter®), as well as a bacteriological analysis; For that, three different samples are taken a
month apart.The first being done prior to administration of a food additive (SYMBIOVEBA®) in
dairy cows in lactation. From there on, cows are classified into 2 groups to study both effects:
curative and preventive of the symbiotic. Each group is subdivided into two lots, one receiving
the symbiotic and the other witness.

The prevalence of Subclinical Mastitis in this breeding was 33,82%. Identification of germs was
performed by the classic method and has concerned the Group of cows with mastitis initially; It
allowed to isolate 13 different germs on three successive samples. We found a predominance of
staphyloccoci with a frequency of 45% and 40% for Enterobacteriaceae. These rates have
experienced a decline in the two batches, except that it is more important in treated cows: 100%
of healing for staphylococci and the Enterobacteriaceae. However the number of
Stenotrophomonas maltophilia increased in the two batches.

The Cell Somatic Individual Concentrations (CCSI) made to the three samples and to the two
groups revealed, for a threshold of healing S of 200.000Cls/mL, a cure rate of 100% for the batch
of cows under SYMBIOVEBA® against 62.5% for the batch witness; Nonparametric analysis
(Mann-Whitney-Wilcoxon) of these healing rates revealed a significant difference (p < 0,05).
Application of the statistical test (Mann-Whitney-Wilcoxon) on the CCSI at the last sampling of
the Group of cows initially unscathed by Subclinical Mastitis, shows no significant difference (p
=0, 47).

Keywords: Dairy cow, Subclinical Mastitis, bacteriological analysis, CCS, immunity, symbiotic,
probiotic.
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Introduction

Les mammites constituent la premiére cause de pertes économiques pour les élevages de
ruminants laitiers avec une facture qui s’éleéve a plusieurs millions d’euros par an (Rainard et
Gilert, 2010). Le cott s’explique par une baisse de la production de lait (Seegers et al., 2003),
des problémes de transformabilité¢ de la matiére premiere (Le Maréchal et al., 2011), la
réforme prématurée des animaux atteints de mammites cliniques ou chroniques (Seegers et
al., 2003), les cotts de traitements (produits et frais vétérinaires) (Barkema et al., 20006) et les
pénalités financicres sur la qualité du lait en fonction du comptage des cellules somatiques
(CS), sans compter la surcharge de travail pour I’exploitant. De nombreux problémes
sanitaires peuvent aussi en découler de la moindre qualité de la matiére premiere. En effet, la
présence de germes dans le lait suite a la traite d’animaux infectés peut entrainer une
contamination tout au long de la filiére laitiére causant notamment des toxi-infections
alimentaires (De Buyser et al., 2005).

Les mammites cliniques posent un probléme sérieux dans les élevages laitiers mais leur
dépistage visuel est facile, alors que le dépistage des infections mammaires subcliniques
nécessite le recours au controle du taux cellulaire dans le lait, par des méthodes indirectes
et/ou des méthodes directes (CCI, TCT), étant donné qu’un diagnostic visuel ne peut pas
refléter la présence de telles infections (M’SADAK et al., 2014)

En parallele, les attentes des consommateurs vis a vis de leur alimentation changent et leurs
questionnements sur la qualité de ce que leur offre 1’agriculture actuelle ne cessent de
s’accroitre, et les productions animales ne sont pas épargnées. On connait la peur qu’a la
population devant le risque de résidus d’antibiotiques dans 1’alimentation, ainsi que la forte
opposition, qui en découle contre [’usage systématique d’antibiotique en élevage.

Or, avec la mise en place de traitement antibiotique au tarissement sur les vaches en
production laitiére est devenue fréquente, et les mammites sont la premiére cause d’utilisation
d’antibiotiques en élevage laitier. Si ce qui est actuellement une nécessité d’¢levage, venait a
étre mis en avant par les médias, la filicre lait devrait probablement faire face a une grave
crise de confiance.

Ainsi, pour suivre les attentes des consommateurs, il apparait nécessaire de réduire le nombre
de traitements par vache, ce qui signifie bien slir, de mieux raisonner les traitements mais
surtout de diminuer la prévalence des nouvelles infections. Cependant les mammites sont un
probléme multifactoriel que I’on ne peut résoudre qu’a condition d’agir sur certains des
facteurs de risque présents dans I’élevage. C’est pourquoi, mise a part la mise en ceuvre
I’identification des mécanismes de propagation de I’infection afin de limiter celle ci, il devient
nécessaire de mettre en place des moyens préventifs tels que des additifs alimentaires
améliorant les performances zootechniques de la vache ainsi que sa résistance individuelle
aux pathogeénes.



Les question que I’on peut se poser aujourd’hui est : un additif alimentaire, plus
particulierement un symbiotique, pourrait il avoir un effet bénéfique sur I’immunité locale de
la mamelle d’une vache en lactation ? Son effet serait-il accentué lors de mammite ou plutdt
sur une mamelle saine ?

Pour répondre a ces questions, quatre parties seront traitées : une premicre partie permettra de
revenir sur I’anatomie de la mamelle et ses moyens de défenses ainsi que les germes qui la
menacent, la deuxieme sur les méthodes de diagnostic utilisables a I’échelle du troupeau lors
d’un probleme de mammites, la troisieme abordant les différents types d’additifs alimentaires
existant pour la vache en se concentrant sur les symbiotiques, et la quatriéme sera constituée
d’une étude descriptive et d’une analyse statistique des résultats obtenus par le comptage
cellulaire et la bactériologie du lait dans un élevage sis dans la Wilaya de Tipaza.
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I. STRUCTURE ET FONCTIONNEMENT DE LA MAMELLE

I.1. Structure anatomique et histologique de la glande mammaire

La glande mammaire (ou pis) de la vache est lourde et volumineuse. Son poids peut chez la
vache adulte étre supérieur a 50 kilogrammes. La glande mammaire comporte 4 quartiers
indépendants les uns des autres. Ils sont en effet séparés par un ligament médian de fixation
et par des ligaments latéraux (profonds et superficiels) de support qui les attachent a la paroi
abdominale et au bassin.

Les mamelles sont des glandes cutanées spécialisées dont la fonction est de sécréter du lait.
La mamelle de la vache est formée de quatre quartiers qui comportent une partie purement
glandulaire (Figure 1). Le parenchyme mammaire est constitué¢ de lobes, eux-mémes divisés
en lobules formés d'acini ou d'alvéoles glandulaires. Chaque alvéole est constituée
principalement d'une couche monocellulaire (lactocytes) qui est le lieu de synthése du lait.
Les lactocytes entourent la lumiére alvéolaire et reposent sur un fin réseau de cellules
myo¢pithéliales (Sereys, 2002).

Figure 1 : Conformation générale de la mamelle chez la vache (d’aprés le cours du Pr. Ch.
Hanzen, année 2014-2015)

Sur le bassinet s'ouvrent de nombreux gros canaux lactiféres qui conduisent le lait vers le
trayon au fur et a mesure que ces canaux remontent vers le haut de la mamelle, ils se
ramifient a la fagon des branches et branchettes d'un arbre. Les canaux les plus fins et les
canalicules débouchent sur les alvéoles (Monsallier, 1994) (Figure 2 et 3).

Le systéme lobulo-alvéolaire est englobé dans un tissu, appelé stroma, constitué de
fibrocytes, d'adipocytes et de fibres de collagéne, de vaisseaux sanguins et lymphatiques et de
nerfs.
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GALACTOPHORES

CITERNE

Figure 2 : Schéma général d’un quartier (d’apres le cours du Pr. Ch. Hanzen, année 2014-
2015)

Teat
sphincter

Teat
meatus

Figure 3 : Schéma de la glande mammaire saine (Gayrard, 2000)
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La masse glandulaire épithéliale est une structure transitoire, elle ne se forme qu'au cours de
la gestation, elle produit le lait pendant la lactation et elle disparait apres le sevrage ou le
tarissement.

1.2. Fonctionnement de la mamelle

La mamelle de la vache laitieére forte productrice de lait est un organe pourvu d'une forte
vascularisation, puisque ce systeme de vaisseaux apporte les éléments nécessaires a la
formation du lait par les lactocytes.

Les alvéoles mammaires sont de petites usines de lait. Elles travaillent jour et nuit. Elles
prennent les éléments nutritifs nécessaires (glucose, acides aminés, acides gras, eau et sels
minéraux) du sang pour les transformer en lait qui se collecte a 'intérieur de la lumicre
alvéolaire (Coullioud P., 1991). Au moment de la traite, les cellules myoépithéliales
stimulées par I'ocytocine se contractent pour expulser le lait de la lumicre alvéolaire a travers
le canal alvéolaire vers les canaux galactophores puis vers le sinus lactifere (Lee C.S., 1980)

II. LES DEFENSES IMMUNITAIRES DE LA GLANDE MAMMAIRE
II.1. Immunité innée

Le mécanisme de la réponse innée de la glande mammaire inclue des barri¢res physiques
comme le sphincter du trayon, des barriéres chimiques comme la kératine et la lactoferrine du
canal du trayon, et d’avantages de composants propres du systéme immunitaire comme les
macrophages, les cellules dendritiques, les mastocytes, les neutrophiles, les ¢osinophiles et
les cellules (NK) Natural Killer (Werling et al., 2006 ; Riollet et al., 2000, cité dans Schukken
etal., 2011)

A. Le canal du trayon

Le canal du trayon constitue la premiére barriére qui s’oppose aux germes microbiens ; Cet
effet barricre est lié a trois facteurs :

Le sphincter est constitué par un muscle circulaire élastique forme 'orifice du trayon et
empéche toute contamination

Les replis internes constituent la surface interne du canal du trayon qui jouent un rdle
mécanique en ralentissant la progression des micro-organismes

La kératine est une substance constituée par une couche de lipides, d'acides et de protéines
qui couvre les parois du canal du trayon. Elle a une activité antibactérienne. Car les bactéries
qui pénetrent dans le canal du trayon sont adsorbées par la kératine. Pendant la traite, ces
bactéries sont éliminées avec la desquamation superficielle de la kératine
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. |
B. Les protéines de défenses antimicrobiennes non spécifiques

- La lactoferrine : est une protéine secrétée par les cellules épithéliales et les polynucléaires
neutrophiles mammaires. Cette protéine apparait en concentration élevée (10 a 80 pg/ml) lors
de la période seche (tarissement) et au cours de la phase aigué d'une mammite sévere
(Barnouin and Chassagne, 1998).

Cette protéine est capable de fixer le fer en présence d'ion bicarbonate, réaction inhibée dans
le lait par le citrate (Rainard and Riollet, 2006). Cette protéine jouerait alors un réle contre les
bactéries ayant des besoins ¢élevés en fer comme les colibacilles.

- La lactoperoxydase -Thiocyanate d'hydrogene : ce systeme parait étre responsable du retard
de croissance de certaines souches de streptocoques telles que Streptococcus agalactie et
Streptococcus uberis (Barnouin and Chassagne, 1998).

- Le lysozyme présent dans le lait est une protéine qui intervient dans la défense de la glande
mammaire. C’est une protéine bactéricide qui clive le Peptidoglycane de la paroi des
bactéries Gram négatif et des bactéries Gram positif (Rainard and Riollet, 2006).

- Le complément est présent dans le lait d’une glande mammaire saine a un taux bas mais
significatif. Si le réle du complément dans I’initiation de I’inflammation reste incertain, le
complément parait contribuer a la défense de la glande mammaire, quand 1’augmentation de
la perméabilité vasculaire et épithéliale permet aux composants du complément de gagner le
compartiment tissulaire et le lait ou il pourra étre activer par le contact avec la bactérie et le
leucocyte (Rainard and Riollet, 2006)

C. Les mécanismes de la réponse innée mammaire

Les germes pathogénes qui parviennent tout de méme a traverser I’extrémité du trayon
doivent alors affronter les défenses antibactériennes présentes dans les sécrétions lactées, si
ils veulent s’établir dans la glande mammaire. Dans les tissus affectés, la réponse
inflammatoire, composante de la réponse précoce de I’'immunité innée, va permettre
I’augmentation de la perméabilité vasculaire et du flux sanguin. Il en résulte un afflux de
cellules et de facteurs solubles indispensables au bon fonctionnement des défenses
mammaires. Les propriétés des leucocytes résidents et nouvelle- ment recrutés vont alors
jouer un rdle crucial dans 1’établissement potentiel de 1’infection intra-mammaire (BOUTET
P., 2006).

a) Reconnaissance du pathogéne
Apercevoir la présence d’un pathogéne est la premicre étape obligatoire de la réponse
immune contre les pathogenes invasifs (Schukken et al., 2011).
Le contact entre une bactérie entrant dans la glande mammaire avec les cellules somatiques
du lait et avec le revétement de cellules épithéliales résulte en 1’induction du systéme
immunitaire innée a travers 1’activation transcriptionnelle des génes clés de la réponse
(Wellnitz and Bruckmaier, 2012).
Le systéme innée va reconnaitre a travers des récepteurs, dits : Pattern Recognition Receptors
« PRR », solubles ou présents a la surface des monocytes/macrophages, des neutrophiles, des
cellules dendritiques, des polynucléaires, des mastocytes, des cellules Natural Killer et des
cellules épithéliales, des motifs moléculaires associés aux pathogénes, dits : Pathogen
Associated Mollecular Patterns « PAMP ».
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Ce systéme non spécifique de reconnaissance inclus un nombre restreint de récepteurs
comparé a la diversité des pathogénes et de leurs motifs moléculaires. Cependant, ces PAMP
sont :

- Produits uniquement par les microorganismes et permettent ainsi la distinction entre le soi
et le non soi.

- Trés conservés et communs aux diverses espéces de microorganismes, ce qui permet au
nombre limité de PRR de détecter la présence d’un grand nombre de microbes.

- Et constituent une molécule essentielle pour la survie des microorganismes.

Les 13 différents TLR ou Toll-Like Receptors des mammiferes représentent la famille la plus
décrite parmi ces PRR (Akira et al., 2006 ; Akira et Takeda, 2004 ; Ozinsky et al., 2000 ; cité
dans Schukken et al., 2011).

Certains de ces récepteurs sont transmembranaires et lient les ligands bactériens par leur
domaine extracellulaire (Schukken et al., 2011).

Ci-dessous, un tableau des différents TLR identifiés et répertoriés jusqu’a maintenant, ainsi
que les différents motifs de pathogeénes reconnus par ces derniers (Tableau 1).
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Tableau 1 : Les Toll-Like Receptors et leurs ligands (Schukken et al., 2011).
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L’identification de CD14, TLR2 et TLR4 sur la membrane des globules gras du lait, suggere
un role direct du parenchyme de la glande mammaire dans la détection de pathogenes
(Schukken et al., 2011).

La biopsie du parenchyme de la mamelle lors de mammite a E.coli montre une augmentation
abondante de I’ARNm des geénes de TLR2 et TLR4 (mais pas TLR9) (Goldammer et al.,
2004 ;Stelwagen et al., 2009). Ces récepteurs aux pathogenes sont exprimés sur les cellules
épithéliales mammaires (MEC) et une infection induit fortement leur expression (Petzl et al.,
2008).

Il est maintenant connu que TLR4 reconnait le LPS des bactéries Gram négatif (par exemple
E. coli) et des molécules telles que le fibrinogene, les protéines de choc thermique, et des
polypeptides (Lembo et al., 2003) ; Tandis que TLR2 est impliqué dans la reconnaissance de
LTA et PGN des bactéries Gram positif (par exemple S.aureus) (Takeuchi et al., 2000).
Tous les signaux de transduction apres activation des TLR sont connus pour activer
éventuellement le facteur NF-kB (Akira e t Takeda, 2004, cité dans Schukken et al., 2011).
L’induction de NF-«xB peut se faire via une voie dépendante de MyD88 (Myeloid
Differentiation primary-response protein 88), ou indépendante de celle ci (Figure 3). Ces
facteurs NF-kB peuvent ensuite entrer dans le noyau et se lier a des promoteurs cibles
(Schukken et al., 2011).

Triacyl Imidazoquinolines

Adapters

lipopepide as sSRNA Flagelin
Diacyl CpGDNA Profilin-like protein
lipopeptide LPS Hemozoin Uropathogenic bacteria
TLRT  TLR2 TLR2 TLR6 TLR3 TLR4 TLR7/8 TLR9 TLR11

Inflammatory cytokines

Inflammatory cytokines
Type | IFN

Inflammatory cytokines

TLRS

nflammatory cytokines
Type | IFN

Inflammatory cytokines

Figure 4 : Réponse immune médiée par les Toll-Like Receptors (Kawai and Akira, 2006)
TLR2 en association avec TLR1 ou TLR6 discrimine entre les motifs moléculaires de
Triacyl ou Diacyl lipopeptide, respectivement. ; Ces deux associations utilisent MyD88 et
TIRAP/MAL comme essentiels adaptateurs. TLR4 reconnait le Lipopolysaccharide bactérien
(LPS), et utilise quatre adaptateurs : MyD88, TIRAP/MAL, Trif et TRAM.
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Apres la reconnaissance de PAMP par les TLR, une cascade immunitaire inné rapide et
complexe est lancé. La clé de ce procédé est la capacité de la MEC et les macrophages
présents dans le lait pour déclencher une réponse inflammatoire en sécrétant des cytokines et
des chimiokines pro-inflammatoires, tels que le TNFa (Tumor Necrosis Factor), IL-1f, et
I’IL-6, pour recruter des neutrophiles au niveau du parenchyme de la glande mammaire
(Oviedo-Boyso et al., 2007, cité dans Stelwagen et al.,2009).

b) Profil Cytokinique

* Cytokines pro-inflammatoires

L'expression des cytokines chez les vaches souffrant de mammites a été corrélée a 'activation
de NF-«B. Les effets biologiques induits par le LPS sont principalement médiés par les
cytokines TNFa, IL-1 et IL-6, qui sont produits par les phagocytes mononucléaires et connus
pour étre impliqués dans le choc septique, et par I'lL-8, qui est un agent chimio-attractif pour
les PMN et les cytokines d'activation des granulocytes (Schukken et al., 2011)

Le profil exact d'expression de ces composants immunitaires sur-régulés dépend, cependant,
de 1‘agent pathogene causant I’infection, avec des différences claires dans le type de
composant immunitaire et le timing de sa régulation entre les différentes especes bactériennes
(Griesbeck-Zilch et al., 2008)

Les cytokines pro-inflammatoires les plus importantes sont le facteur de nécrose tumorale
TNFa et I'interleukine IL-1 qui peut étre subdivisé en IL-1 cytoplasmique et I[L-1 sécrétée.
TNFa et IL-1 sont des médiateurs clés des deux réponses immunes, le local et systémique. Ils
régulent non seulement I'expression d'un orchestre de geénes de la réponse immunitaire, y
compris d'autres cytokines, des enzymes pour la synthése des eicosanoides, et des protéines
de phase aigué, mais aussi des génes impliqués dans la prolifération cellulaire et I'apoptose.
IL-6 est une cytokine pro-inflammatoire clé qui posséde également des propriétés anti-
inflammatoires. Les vaches infectées par différentes espeéces de pathogénes responsables de
mammite répondent avec une forte hausse de I’expression d’ARNm codant pour ces
cytokines dans le tissu de la mamelle, ainsi que 1'augmentation de I’abondance de cytokines
dans le lait (Buitenhuis et al., 2011; Bannerman, 2009; Kauf et al., 2007; Yang et al., 2008;
Giinther et al., 2010, cité dans Schukken et al., 2011).

Les groupes majeurs de cytokines étudiées comprennent les interleukines (IL), les facteurs
stimulateurs de colonies (colony-stimulating factor - CSF), les interférons (IFN) et le TNF
(tumor necrosis factor) (Tableau 2) (BOUTET P., 2006).
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Tableau 2 : Effets des cytokines sur les réponses inflammatoire et immunitaire de la glande
mammaire bovine (BOUTET P., 2006)

Cytokine | Observation Référence
IL-1 Associé a une augmentation de I"afflux de neutrophiles dans les infections | Riollet e al., 2000b ; Shuster
aE. coli. etal., 1995 ;1997
Son infusion dans une glande saine augmente le SCC, essentiellement | Nickerson et al., 1993
composé de neutrophiles et augmente la température rectale.
Linfusion d'IL-1p dans une glande infectée chroniquement par S. aureus | Daley et al., 1991 ;1993
augmente |"afflux de neutrophiles et la production de radicaux oxyge-
nés, sans effet sur la phagocytose.
1I-2 Son infusion dans la glande mammaire augmente le SCC, essentiellement | Nickerson et al., 1992 ;1993 ;
composé de macrophages et de plasmocytes. Torre et al., 1992
Son infusion dans une glande infectée par S. aureus augmente le nombre | Nickerson et al., 1989 ;
de lymphocytes, neutrophiles, macrophages et le titre en anticorps. | Quiroga e al., 1993 ; Reddy et
Augmente les activités cytotoxiques et bactéricides des lymphocytes. al., 1992
Adjuvant de vaccin efficace. Sordillo et al., 1991
Pighetti et Sordillo, 1995
IL-6 Facilite la transition de la réaction inflammatoire d"un afflux de neutro- | Kaplanski et al., 2003
philes vers celui de monocytes.
Participe au développement du choc endotoxinique a E. coli mais est | Shuster er al., 1993 ; Riollet
négligeable dans la mammite a S. aureus. et al., 2001 ; Alluwaimi et al.,
2003
IL-8 Puissant agent leucotaxique des neutrophiles produit par les macropha- | Matsushima et Oppenheim,
ges, les lymphocytes T, les cellules endothéliales. 1989
Augmentation de sa concentration lors de mammite a E. coli mais pas de | Riollet ef al., 2000b ;
changements significatif dans les infections a S. aureus. 2000¢ ; Shuster et al., 1997 ;
Alluwaimi et al., 2001
Facilite la libération du CD14 soluble a partir du CD14 membranaire. Lee et al., 2003
IL-12 Polarise la réponse immune lymphocytaire vers un phénotype Th-1 ou Th- | Trinchieri, 1995
2 et lie I'immunité innée a I'immunité acquise.
Niveau d'expression de I'ARNm augmenté dans une infection expé- | Alluwaimi et al, 2003 ; Riollet
rimentale a S. aureus, mais aucune apparence de polarisation de la | et al., 2001
réponse immune.
IFN<y Augmente la phagocytose et I'activité bactéricide du neutrophile. Sordillo et Babiuk, 1991 ;
Riollet et al., 2000a
Défaut de son activité transcriptionnelle dans la mammite expérimentale | Alluwaimi et al., 2003 ;
a 8. aureus mais augmentation de sa concentration dans la mammite a | Hisaeda et al., 2001
coliformes.
Augmente la liaison des IgG, au neutrophile lors de la phagocytose. Worku ez al., 1994
TNF-a0 Augmente la phase aigué de la réponse inflammatoire. Blum e al., 2000 ; Sordillo et
Streicher, 2002
Augmente la phagocytose et I'activité bactéricide du neutrophile. Sordillo et Streicher, 2002
Augmente |expression de molécules d'adhésion endothéliale. Sordillo et Streicher, 2002
GM-CSF | Augmente les activités chimiotactique et bactéricide du neutrophile. Sordillo et al., 1992
Active la formation de radicaux oxygéne par les neutrophiles mais n'a pas | Daley er al., 1993
d’effet sur leur nombre dans un modéle de mammite a S. awreus.
Augmente le nombre et I"activité bactéricide des neutrophiles. Kehrli er al., 1991a ; 1991b
Retarde |'apoptose des neutrophiles bovins. Boutet et al., 2004

SCC, somatic cell count = taux de cellules somatiques du lait
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* Cytokines anti-inflammatoires

Les cytokines telles que IL-4, IL-10, IL-13, et le facteur de croissance transformant TGF[3
suppriment la production de cytokines inflammatoires. Ces interleukines proviennent de
leucocytes envahissant la mamelle lors de 'infection. Une des interleukines anti-
inflammatoires les mieux examinées dans la réponse immunitaire de la mamelle est 1'[L-10.
Cette interleukine a deux fonctions principales, I'inhibition de la synthése de cytokines et la
réduction des molécules du complexe CMH-II. Cependant, I'IL-10 est également impliqué
dans I'absorption des antigenes et la différenciation et la fonction de des lymphocytes T et B
(Schukken et al., 2011)

TGFP est une autre cytokine anti-inflammatoire bien connu. Les différents isotypes de TGFf
prennent part 2 de nombreuses activités biologiques communes (Schukken et al., 2011). TGF-
B1, TGF-B2 et TGF-B3 sont exprimés dans le tissu mammaire (Maier et al., 1991).
Cependant, seulement TGF-1 et TGF-B2 sont retrouvés dans le lait. L’infection mammaire
augmente leur expression (Chockalingam et al., 2005; Ginjala and Pakkanen, 1998;
Pakkanen, 1998, cité dans Schukken et al., 2011).

Les Interférons forment une famille de cytokines avec une fonction immune modulatrice. En
outre, I'IFNy favorise la différenciation de la voie TH1 et supprime de fagon concomitante
l'activité des cellules Th2.

¢ Les chimiokines

Les chimiokines sont une classe spécifique de cytokines médiatrices du recrutement de
cellules immunitaires effectrices sur le site de 1'inflammation. L’examen du transcriptome des
MEC apres un épisode inflammatoire démontre que ce type de cellule est capable d'exprimer
la plupart des chimiokines intervenant lors de la réponse immunitaire dans la mamelle, avec
l'exception détectable des protéines inflammatoires des macrophages MIP-1a (CCL3) et
MIP-1B (CCL4) (Gunther et al., 2009).

¢) Les cellules de I’immunité innée

Lorsque les bactéries pénétrent par le sphincter de la mamelle et le canal du trayon, la
deuxieme ligne de défense est constituée des neutrophiles, des macrophages et des
lymphocytes (Oviedo-Boyso et al., 2007).

Le lait contient différents types cellulaires, incluant les neutrophiles, les macrophages, les
lymphocytes et un plus faible pourcentage de cellules épithéliales (Lee et al., 1980 ; Sordillo
et Nickerson, 1988 ; Ostenson et al., 1988, cité dans Boutet et al., 2006)

Selon le statut sain ou infectieux de la glande mammaire, la concentration cellulaire (SCC
pour somatic cell count) varie en nombre et en composition (BOUTET P., 2006). Le SCC
d’une mamelle saine varie généralement entre 20.000 et 100.000 cellules/ml (Green et al.,
2006; Schepers et al., 1997, cité dans Schukken et al., 2011), mais dans les heures qui suivent
une infection intramammaire, le SCC augmente jusqu’a plusieurs millions de cellules/ ml de
lait (Persson et al., 1992, cité¢ dans Boutet et al, 2006). Les quartiers mammaires dont la
numération des cellules est basses ont tendance a répondre moins efficacement pour une
infection intramammaire (Wellnitz et al., 2010) et montrent également une incidence plus
¢levée de mammite clinique (Peeler et al., 2003).

De maniere plus globale, le SCC d’une mamelle saine est inférieur a 200.000 cellules/ml, et
au dela, c’est un signe d’infection (Tableau 3).
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Tableau 3 : Types cellulaires rencontrés dans la glande mammaire saine et infectée
(BOUTET P., 2006)

SCC Composition cellulaire (%)
[lules/ml , Cellul
e ulzist/)m d Macrophages Neutrophiles Lymphocytes épifhé‘fiffes
Quartier sain <200.000 66-88 ! 0-11" 10-27! 0-7!
3523 26-34%3 18-24%3 12-15%3
Quartier infecté > 200,000 9321 5095 13 14-2‘§ 1 0913
12

SCC, somatic cell count = taux de cellules somatiques du lait

"D'apres Lee etal, 1980 ; Concha etal, 1986 Miller et al., 1991 ; Riollet et al., 2000
2D'apres Miller et al., 1991

*D’apres Boutet et al., 2003

Les monocytes constituent 2 a 7 % des leucocytes sanguins bovins (Jain, 1986, cité dans
Boutet et al., 2006). Ces monocytes circulant dans le sang, maturent dans les tissus pour
devenir des macrophages qui sont des cellules vouées a la phagocytose et a la dégradation des
pathogenes et des cellules endommagées. Ils jouent également le role de cellule présentatrice
d’antigene par le biais des molécules de classe II du CMH.

Les macrophages représentent le type cellulaire prédominant dans le lait et les tissus d’une
glande mammaire saine, et leurs fonctions primaires sont la phagocytose et la digestion
intracellulaire de microorganismes, mais également le retrait des globules gras du lait lors de
la période d’involution mammaire (Outteridge et Lee, 1981, cité dans Boutet et al., 2006). Par
ailleurs, les macrophages mammaires agissent comme initiateurs de la réponse
inflammatoire. Ainsi les macrophages mammaires sont capables de libérer des chimiokines,
telles que I'interleukine (IL)-8, des métabolites de I’acide arachidonique, et le platelet-
activating factor. Ces facteurs augmentent fortement la réponse inflammatoire locale et, avec
des composants du complément comme le facteur C5a, vont attirer les leucocytes au site
inflammatoire (Sordillo and Streicher, 2002).

Dans le sang bovin, 15 a 45 % des leucocytes sont des polymorphonucléaires neutrophiles
(Jain, 1986, cité dans Boutet et al., 2006). Il existe un apport constant de neutrophiles dans la
glande mammaire normalement stérile ; Et par ce fait, les neutrophiles sont normalement
retrouvés dans le lait. Par ailleurs, suite a ’initiation de la cascade inflammatoire, les
neutrophiles sont les premicres cellules a migrer du sang vers le site inflammatoire. Une fois
au site infectieux, les neutrophiles phagocytent et tuent les bactéries ingérées grace a un
processus appelé « flambée oxydative ». Apres avoir ingérer et tuer la bactérie, les
neutrophiles vont mourir selon un phénomeéne bien régulé, appelé apoptose ou mort cellulaire
programmée (BOUTET P., 2006).

Mis a part son rdle dans la reconnaissance du pathogéne, 1’épithélium mammaire joue aussi
un role actif dans la défense de 1’hote et synthétise plusieurs facteurs de la réponse immune,
comme la Lactoferrine (Sanchez et al., 1992), la B-défensine (Swanson et al., 2004) et la
Lipopolysaccharide-Binding Protein (miles, 2004, cité dans Stelwagen et al., 2009). En plus,
les préparations de membranes entourant les globules gras du lait secrété par les MEC, qui
proviennent de la membrane apicale de la MEC, contiennent de nombreux peptides, protéines
et lipides impliqués dans la défense de I’hdte (Sprong et al., 2001). Les composants clés de la
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membrane des globules gras du lait, tels que la xanthine oxydase et les sphingolipides, ont
une activité antibactérienne contre une variété de bactéries (Hancock et al., 2002).

I1.2. Immunité acquise

Elle est menée par ’activité des lymphocytes B et T, qui est spécifique de I’antigene.

Au cours de l'infection bactérienne de la glande mammaire bovine, un grand nombre de
leucocytes migrent dans le pis, ce qui entraine la création d'une réponse de 1'hote contre
l'agent pathogéne. Actuellement, les populations de leucocytes spécifiques médiatrices de
cette réponse immunitaire ne sont pas bien définies. Des marqueurs de surface cellulaire sont
utilisés pour identifier les populations de cellules spécifiques indiquées dans la réponse
immunitaire mammaire (Schukken et al., 2011).

Les lymphocytes T peuvent étre classés en lymphocytes T af§, qui comprennent les
lymphocytes CD4 + (lymphocytes T auxiliaires) et les CD8 + (T cytotoxique), ainsi que les
cellules T yd (Schukken et al., 2011). Dans les secrétions mammaires, les Lymphocytes
représentaient 10-27% des cellules pendant la lactation, mais pas de cellules plasmatiques
retrouvées (Lee et al., 1980, cité dans Rainard and Riollet, 2006).

Les concentrations de lymphocytes sont élevées dans les sécrétions de mamelles involuées
mais diminuent a un nombre trés faible au cours de la semaine précédant le vélage
(McDonald and Anderson, 1981) ou au vélage (Jensen and Eberhart, 1981). Dans des
sécrétions mammaires normales, au moins deux fois plus de lymphocytes T expriment le
récepteur aff que le récepteur yo, les CD8+ sont prédominantes, et affichent le phénotype de
cellules mémoires (Soltys and Quinn, 1999). Dans les tissus mammaires et les sécrétions
lactées saines, le rapport CD4: CD8 est donc < 1, contrairement au sang ou le rapport est > 1
(Park et al., 1992 ; Taylor et al., 1994, cité dans Boutet et al., 2006). Le rapport CD4:CD8
dans les sécrétions mam- maires devient > 1 lors du tarissement, reste > 1 lors de la période
séche et redevient < 1 juste avant le part (Asai et al., 1998, cité¢ dans Boutet et al., 2006).

I est maintenant clairement établi que les cellules CD8+ peuvent exercer une fonction
cytotoxique ou une fonction suppressive (Inoue et al., 1993).Les cellules T cytotoxiques
reconnaissent les cellules présentant des peptides d’antigénes étrangers a leurs surfaces par le
biais du CMH de classe I, et les cellules T suppressives controlent et modulent la réponse
immune. Une étude indique que les lymphocytes CD8+ isolés directement apres la parturition
sont du type suppresseur, alors que ceux isolés en milieu ou en fin de lactation sont plu- tot
du type cytotoxique. La circulation préférentielle des lymphocytes CD8+ suppresseurs dans
les tissus et les sécrétions mammaires pourrait étre responsable de la moindre capacité de
réponse des leucocytes locaux, comparés a ceux provenant de la circulation sanguine
(Sordillo et al., 1997, cité dans Boutet et al., 2006). Comme pour les cellules T CD4+, les
deux sous-populations de cellules CD8+ expriment différentes cytokines : IL- 4, IL-5 et IL-
10 ont été associées au phénotype suppresseur (Inoue et al., 1993), et IFN- y au phénotype
cytotoxique (Shafer-Weaver and Sordillo, 1997). Dans des quartiers atteints d’infection
chronique a S. aureus, une étude a montré que les lymphocytes T CD8+ étaient recrutés en
plus grand nombre que les CD4+ et que 1’expression de I’ARNm de I’IL- 10 était augmentée
dans les cellules isolées de lait infecté. Ceci suggere que le profil des lymphocytes CD8+
retrouvés dans les quartiers infectés par S. aureus est bien de type suppresseur (Riollet et al.,
2001).

Les lymphocytes B ont pour réle primaire de produire des anticorps contre les organismes
pathogenes et utilisent leurs récepteurs pour reconnaitre des antigénes spécifiques. Ils
internalisent, traitent et présentent aux lymphocytes T-helper I’antigene associ¢ au CMH de
classe II. Suite a cette présentation, les lymphocytes T sécrétent des cytokines, telles que IL-
2, IL-4, IL-6 et IL- 10 (Riollet et al., 2000a, cité dans Boutet et al., 2006), ce qui provoque la
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prolifération et la différentiation des lymphocytes B en plasmocytes, producteurs d’anticorps
ou de cellules mémoires (Sordillo et al., 1997, cité¢ dans Boutet et al., 2006). A la différence
des lymphocytes T, le pourcentage de lymphocytes B reste constant tout au long de la
lactation (Shafer-Weaver et al., 1996, cité¢ dans Boutet et al., 2006) et leur proportion
n’augmente pas dans le lait lors d’infection (Riollet et al., 2001).

Le role primaire des plasmocytes est de produire des anticorps spécifiques de I’antigéne, qui
sont en fait une forme soluble du récepteur du lymphocyte B. Les anticorps sont les
principaux composants du systéme immunitaire acquis présents dans le colostrum et le lait
(Stelwagen et al., 2009). Quatre classes d’immunoglobulines (Ig) influencent les défenses de
la glande mammaire lors de mammite bactérienne : IgG1, 1gG2, IgA et IgM (Sordillo et al.,
1997, cité dans Boutet et al., 2006). Contrairement a d’autres especes, IgG est le type
prédominant dans le colostrum et le lait de vache, et non IgA (Kehrli et Harp, 2001, cité dans
Boutet et al., 20006).

En revanche, IgA et IgM sont présents a des concentrations beaucoup plus réduites dans le
colostrum et le lait bovin (tableau 4). Le pourcentage des différentes classes
d'immunoglobulines du colostrum et du lait, est différent entre les espéces; IgA est
l'immunoglobuline prédominante dans les sécrétions mammaires humaines (Tableau 4)
(Stelwagen et al., 2009).

Tableau 4 : Les immunoglobulines dans le colostrum et le lait du bovin et I’humain
(Stelwagen et al., 2009).

Concentration, mg/mL % of total immunoglobulins
Species Immunoglobulin Colostrum Milk Colostrum Milk
Bovine IgG, 47.60 0.59 81.0 73.0
IgG, 2.90 0.02 5.0 2.5
IgA 3.90 0.14 7.0 18.0
IgM 4.20 0.05 7.0 6.5
Human IgG 0.43 0.04 2.0 3.0
IgA 17.35 1.00 90.0 87.0
IgM 1.59 0.10 8.0 10.0

'From Butler (1973).

La glande mammaire bovine joue un rdle actif dans la régulation de la concentration des
différentes immunoglobulines présentes dans le colostrum et le lait, bien que I'épithélium
mammaire lui-méme ne synthétise pas d’immunoglobulines (Stelwagen et al., 2009). Tandis
qu'une petite quantité des immunoglobulines peut arriver au colostrum et au lait a partir du
sérum sanguin par voie paracellulaire a la suite de "fuites" aux jonctions intercellulaires
serrées (Lacy-Hulbert et al., 1999, cité dans Stelwagen et al., 2009), la grande majorité des
immunoglobulines entre via une voie collective intracellulaire médiée par un récepteur
spécifique. Ces immunoglobulines peuvent étre dérivées du sang ou produites in situ par les
cellules plasmatiques intramammaires. La présence d'un récepteur IgG spécifiques (récepteur
Fc néonatal) dans la membrane des cellules épithéliales mammaires, a été rapportée pour
plusieurs mammiféres et marsupiaux euthériens (Adamski et al., 2000). Récemment, une
¢tude a montré que ce récepteur joue un role actif dans le transport des IgG dans la glande
mammaire bovine lors de lactation (Mayer et al., 2005). Les IgA trouvés dans le colostrum
bovin et dans le lait sont produits par les cellules plasmatiques intramammaires résidentes
(Stelwagen et al., 2009). Ce trafic de cellules plasmatiques dans la glande mammaire par le
sang, dont le recrutement est médiée par des chimiokines produites localement (Wilson and
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Butcher, 2004). La transytose de 1'[gA au travers de la MEC est facilitée par le récepteur
d'immunoglobuline polymérique (plgR) exprimée sur I'épithélium de la muqueuse. Sur le
pole apical de la MEC, plgR est clivé et ’IgA est libéré dans la lumiere alvéolaire avec une
partie de pIgR, le composant sécrétoire (Apodaca et al., 1994).

Sous-muqueuse p y
Cellules épithéliales

Lumiére

Plasmocyte

‘/ Récepteur
desIg
. polymérisées d 2@&@2
IgA dimérique

sécrétoire

Vésicule

Figure 5 : Trancytose d’une IgA au travers d’une cellule épithéliale grace au pIgR (schéma a
partir du cours du Pr. Henri Jean Boulouis, 2014)

L'expression et la régulation des récepteurs impliqués dans le transport mammaire des IgG et
IgA chez les ruminants semblent étre réglementés par des changements endocriniens au
moment de la parturition (Rincheval-Arnold et al., 2002).

Le polypeptide SC fortement glycosylé est un autre facteur immunitaire présent dans le
colostrum et le lait, et qui interagit avec le systéme immunitaire adaptatif. Composant
sécrétoire dérivé d'une partie du récepteur IgA qui, non seulement améliore la fonctionnalité
de I’'IgA lorsqu'il est fixé a lui (Phalipon et al., 2002), mais peut avoir des propriétés
protectrices directes lui-méme (Stelwagen et al., 2009).
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II1. LES MAMMITES DE LA VACHE LAITERE

II1.1. Définition

La mammite bovine est une inflammation d'un ou plusieurs quartiers de la mamelle de la
vache. Elle est généralement septique et provoquée la plupart du temps par une infection
bactérienne. Des mammites aseptiques existent cependant, elles sont rares et provoquées par
des traumatismes locaux, des toxiques ou des désordres physiologiques (Rémy 2010)

Dans le langage courant, le terme « mammite » désigne donc les infections intra-mammaires
bactériennes mais d'autres agents pathogenes peuvent occasionner des infections de la
mamelle comme des levures ou des algues (ANGOUJARD, 2015).

Elle apparait sous forme sub-clinique ou clinique et sa gravité (subaigué, aigue ou chronique)
dépend de I'intensité des signes cliniques (PIRARD, 2014).

Dans la suite de ce travail, nous allons surtout nous concentrer sur les mammites sub-
cliniques et sur leur fréquence dans un troupeau laitier.

II1.2. Etiologie

Mis a part les traumatismes locaux, les toxiques ou les désordres physiologiques qui peuvent
rarement provoquer des mammites, la cause principale de ces dernieres est d’ordre septique.
La contamination a lieu par voie galactogene par le canal du trayon a l'exception des quelques
bactéries pouvant pénétrer par voie hématogene (les mycoplasmes, les salmonelles, Listeria
monocytogenes et Mycobacterium paratuberculosis).

A. Bactéries

La majorité des mammites sont d'origine bactérienne. Il est décrit plus de 200 especes
bactériennes différentes provoquant des mammites chez les bovins dans la littérature
scientifique.

Les bactéries sont classées dans les catégories poly- ou mono-clonale suivant le nombre de
souches d'une méme espece présente dans I’élevage. Une espece bactérienne est qualifiée de
poly- ou multi-clonale si de nombreuses souches de cette espece sont présentes au sein d'un
méme troupeau. A l'inverse, une espece bactérienne est dite mono-clonale si une seule souche
est présente au sein d'un méme troupeau (ANGOUJARD, 2015).

a) Bactéries majeures

Les pathogenes majeurs sont les bactéries responsables des mammites cliniques et
subcliniques, et sont le plus couramment isolées. Ils regroupent les coques Gram positifs

( Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus aureus), les entérobactéries (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter aerogenes...) et les entérocoques, plus rares (Enterococcus
faecalis...).Aujourd'hui on constate la prédominance de trois pathogeénes majeurs qui sont par
ordre décroissant Streptococcus uberis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli (BIDAUD
Oetal.,2010; BOSQUET et al., 2005; JEAN BARROT DEBREIL, 2008). Dans une étude
francaise sur 618 prélevements de lait pour analyse bactériologique entre novembre 2005 et
juillet 2007, 70 % des isolats appartiennent a seulement quatre especes bactériennes (dont les
Staphylococcus coagulase négatifs qui sont des pathogenes mineurs, Streptococcus uberis
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représentant 25 % des isolats, Escherichia coli : 18 % et Staphylococcus aureus : 13 %
(BIDAUD O et al., 2010). Mais d'autres bactéries peuvent €tre isolées comme
Arcanobacterium pyogeénes, Pseudomonas aeruginosa, des mycoplasmes et des bactéries
anaérobies.

b) Bactéries mineures

Les pathogénes mineurs ne sont normalement qu'exceptionnellement responsables de
mammites cliniques mais plutdt responsables d'infections subcliniques. Ce sont surtout les
Staphylococcus coagulase négatifs (Staphylococcus xylosus, Staphylococcus chromogenes,
Staphylococcus warneri, Staphylococcus haemolyticus...) (BEN HASSEN et al., 2003).
Longtemps considéré comme pathogénes mineurs comme décrit dans cette classification
traditionnelle, ils sont devenus des pathogénes majeurs responsables de mammites cliniques
et chroniques (JEAN BARROT DEBREIL, 2008; TAPONEN et al., 2006), avec de fortes
inflammations du quartier ainsi que des mammites subcliniques. Ils représentent 14 % des
isolats de I'¢tude précédemment citée, et seraient responsables de 20 % des mammites
bovines en France, d'aprés TAPONEN ef collaborateurs. 1ls sont prédominants dans les
isolats réalisés au sein de la clinique vétérinaire de Gavray dans la Manche, de mai 2007 a
janvier 2008, représentant 32 % des 118 bactériologies réalisées et 33 % dans I'étude de
DUREL et al. . Les staphylocoques coagulase négatifs sont des germes de la flore cutanée
normale. La source d'infection est en général un défaut d'hygieéne au moment de la traite, ou
ils colonisent le canal du trayon a la faveur d'une blessure. La pathogénie est encore mal
connue (DUREL et al., 2003).Ces germes sont en général plus prévalents sur les primipares.
La colonisation de la mamelle des primipares s'est réalisée bien avant le vélage (JEAN
BARROT DEBREIL, 2008).

Lors d'infections mammaires, les vétérinaires sont surtout confrontés a quelques especes
bactériennes. Les différentes études de terrain sur I'étiologie des mammites bovines, tous
montrent la prédominance des Staphylococcus coagulase négatif, Steptococcus uberis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella spp, Streptococcus dysgalactiae et
agalactiae (JEAN BARROT DEBREIL, 2008)

Mais cette dichotomie entre pathogenes majeurs et pathogénes mineurs tend actuellement a
étre remise en cause devant la part croissante des isolements de staphylocoques a coagulase
négative dans les laits de mammites cliniques (MYLLYS et al., 1994)

B. Levures, Champignons et Algues

Les levures (Candida albicans, Cryptococcus neoformans), champignons (Aspergillus
fumigatus) et algues (Prototheca zopfii) responsables de mammites sont des agents
pathogenes mineurs. Ils représentaient moins de 2% des isolats (BIDAUD O et al., 2010).
Ce sont des agents naturellement présents dans l'environnement, ils sont présents sur les
plantes, dans la terre et I'eau. L'humidité est un facteur favorisant leur développement. Les
sources de contamination sont souvent des litieres humides et/ou moisies, ce qui peut arriver
lorsque la paille est stockée a l'extérieur des batiments.

Les mammites a levure apparaissent lorsqu'un certain nombre de vaches se couchent dans le
couloir en cas de stabulation a logette, ou lors de la traite si les trayons ne sont pas essuyés
avant l'application des gobelets-trayeurs (BLOWEY and EDMONDSON, 2010)
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Levures et champignons entrainent des mammites cliniques de sévérité moyenne avec des
quartiers durs, chauds, cedématiés et la présence de caillots de lait lors des premiers jets.
L'hyperthermie présente est particulierement élevée lors d'infection a levure (Candida spp).
Une guérison spontanée est observée dans la majorité des cas en 2 a 4 semaines
(CRAWSHAW et al., 2005).

Les algues (Prototheca zopfii) provoquent des mammites subcliniques ou cliniques aigués
avec une forte augmentation des taux cellulaires et une importante baisse de la production
laiticre.

Les antibiotiques sont totalement inefficaces sur les levures, les champignons et les algues,
leur utilisation est donc inutile voire délétere puisque cela conduit souvent a une persistance
et une aggravation de la mammite, aboutissant a la chronicité de celle-ci. A I'arrét des
traitements antibiotiques, une amélioration clinique est méme souvent constatée (REMY,
2010).

II1.3. Description clinique des mammites

A. Les mammites cliniques

Une mammite clinique se caractérise par une modification de la sécrétion de la glande. La
quantité et I’aspect du lait changent reflétant une perturbation des fonctions de sécrétion.

En plus de ces symptomes fonctionnels on peut observer les manifestations classiques de
I’inflammation : rougeur, chaleur, douleur, et tuméfaction de la glande. On parle alors de
mammite aigué. Si le quartier se sclérose et s’atrophie on parle de mammite chronique. Dans
certains cas on observe également des symptomes généraux de type fievre, abattement,
anorexie, etc., liés a I’endotoxémie induite par I’infection. Ce type de mammite est qualifié
de suraigué.

a) Mammite suraigué

Elle se caractérise par des signes locaux treés importants (sécrétion modifiée, souvent d’aspect
séreux, hémorragique, ou purulent, voire interrompue par la douleur), d’apparition brutale et
d’évolution rapide. L’état général est fortement altéré, et on observe généralement une
évolution vers la mort en 1’absence de traitement. On distingue deux types de mammites
suraigués : la mammite paraplégique ou la vache est en décubitus, avec généralement de la
fievre, et parfois de la diarrhée, et dont la sécrétion a un aspect que 1’on compare
généralement a de la bicre ; et la mammite gangreneuse ou I’inflammation du quartier infecté
est trés importante et conduit a la nécrose de celui-ci, apres apparition d’un sillon disjoncteur.
Avant de tomber le quartier apparait froid et généralement d’aspect bleuté. La sécrétion est
généralement rare, nauséabonde, et d’aspect séro-hémorragique. L’évolution conduit a la
mort en I’absence de traitement.

b) Mammite subaigué et aigué

La sécrétion est modifiée, on observe un lait plus ou moins séreux, avec présence de
grumeaux qui caractérisent ce type de mammites. Les symptomes généraux sont absents
(mammite subaigu€) a tres faibles (mammite aigu€). En ’absence de traitement ce type
d’infection évolue généralement a la chronicité.
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¢) Mammite chronique

Faisant généralement suite a2 une mammite aigué€, elle se caractérise par des symptomes
locaux discrets et une évolution lente vers 1’atrophie du quartier infecté. La sécrétion n’est
souvent modifiée qu’en début de traite. L’évolution en 1’absence de traitement est lente et
conduit au tarissement du quartier.

B. Les mammites sub-cliniques

Elle est par définition asymptomatique, la sécrétion est macroscopiquement normale : seul un
comptage des cellules somatiques du lait ol une bactériologie permet de déterminer la
présence ou I’absence d’infection. 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.

Les germes responsables sont essentiellement Gram positifs, mais on peut aussi rencontrer
des mammites subcliniques a entérobactéries. Elles peuvent résulter d'une infection primaire
ou étre secondaires a une mammite aigué non totalement guérie bactériologiquement. Elles
sont beaucoup plus fréquentes que les infections cliniques, plus insidieuses car difficilement
détectables JEAN BARROT DEBREIL, 2008)

La mammite subclinique est caractérisée par I’absence de symptomes visibles. Les mammites
subcliniques notamment celles a Staphylococcus aureus peuvent évoluer vers une mammite
chronique, a savoir, une infection persistante ou latente qui peut resurgir a 1’état clinique en
fonction du temps et de ’environnement. Chez les bovins, 80 % des infections persistent
pendant la lactation en cours, voire pendant le tarissement (Rainard and Poutrel, 1988)
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I11.4. Pathogénie des infections mammaires
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Figure 6 : Schéma représentatif du développement d’une mammite dans une mamelle
infectée (Viguier et al., 2009)

Les micro-organismes environnementaux et contagieux envahissent la memelle par le trayon.
IlIs se multiplient alors dans la mamelle ou ils sont attaqués par les neutrophiles tout en
endommageant les cellules épithéliales qui tapissent les alvéoles, avec une libération
conséquente d’enzymes comme la NAGase et LDH. Les cellules épithéliales secrétent aussi
des composants antimicrobiens. Un dommage tissulaire considérable est observé une fois que
les cellules immunitaires effectrices commencent a combattre les pathogenes envahisseurs
(Viguier et al., 2009) (Figure 6).

A. Pénétration des bactéries dans la mamelle

A part le cas particulier des mammites tuberculeuses et brucelliques d'origine hématogene,
les germes pathogenes pénetrent généralement dans le quartier par le canal du trayon. Celui-
ci constitue une premiere barriere contre la colonisation de la mamelle : le sphincter a la base
du canal assure I'étanchéité entre la mamelle et le milieu extérieur. Les cellules kératinisées
de la muqueuse se desquament régulierement, participant a 1'élimination des germes en début
de traite. Ainsi la pénétration des germes se réalise au moment ou le sphincter est ouvert,
durant la traite et surtout en fin de traite (le sphincter reste ouvert environ une demi heure
apres la traite), mais aussi a 'approche du vélage, ou au tarissement ou le sphincter laisse
suinter voire couler un peu de lait par la pression de celui-ci.La pénétration des bactéries se
produit suivant trois possibilités :
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|
¢ Au cours de la traite

e Par le phénomene d'impact
Une entrée d'air se réalise au niveau des manchons trayeurs provoque une baisse du niveau de
vide dans la griffe et un reflux de lait sous forme de brouillard, vers les autres manchons ou le
niveau de vide est plus élevé. Le lait se dépose sur les trayons et peut méme pénétrer le canal.
Ce lait peut étre contaminé par des germes d'un quartier malade ou part la présence de ceux-
ci dans les manchons (JEAN BARROT DEBREIL, 2008) .

e Par le phénomeéne de traite humide ou Reverse Flow C'est le retour du lait qui vient
d'étre trait vers le trayon en raison d'un mauvais réglage des phases de massage de la machine
a traire (LABBE, 2007).

¢ Par la multiplication des germes présents sur le trayon

Ces germes profitent de l'ouverture du trayon en post-traite pour pénétrer le canal. Les 1ésions
du trayon et du sphincter (verrue, gercure, blessure, éversion du sphincter) favorisant la
multiplication des germes. Un contact précoce entre le trayon et l'environnement ( pature,
litiere, etc...) est aussi un facteur prédisposant l'infection du canal par des pathogenes apres la
traite (BORN et al., 2006).

¢ Par l'introduction de germes par 1'étre humain

Que ce soit par 1'éleveur ou le vétérinaire, l'introduction dans le sinus lactifere de germes est
réalisée par la mise en place de traitement intra-mammaire ou de sondage du canal du trayon
de maniere non adéquate ( défaut d'hygieéne). Apres cette €tape, les bactéries se retrouvent
dans le lait intra-mammaire. C'est le site infectieux obligatoire pour tous les types de
mammites (JEAN BARROT DEBREIL, 2008).

B. Infection du quartier mammaire

Lors de chaque traite, une évacuation du lait contribue a I'élimination des bactéries qui ont pu
pénétrer le quartier. Le lait joue un role de véhicule et de milieu nutritif pour les germes.
Ceux-ci peuvent entre chaque traite envahir l'ensemble des canaux galactophores. Les
bactéries qui ont la capacité d'adhérer a la surface des épithéliums, ne seront pas chassés par
la traite. Cette propriété est probablement une condition nécessaire pour la colonisation de la
mamelle de maniere plus profonde et sa persistance dans le quartier (TAPONEN et al., 2006).
Il est possible que certains germes aient une capacité de croissance telle qu'il ne soit pas
nécessaire pour eux d'avoir des facteurs d'adhésion pour produire tout de méme une
infection.La multiplication bactérienne engendre la production d'enzymes, de toxines qui sont
responsables des 1ésions du tissu sécrétoire et de la modification qualitative du lait produit.
Les défenses immunitaires se mettent en place plus ou moins rapidement suivant 1'animal et
la nature de l'infection.Une mamelle saine ne renferme que peu de cellules immunitaires. Ce
sont surtout des macrophages. Lors d'infection, la 1ésion des tissus mammaires provoque
l'afflux de polynucléaires neutrophiles sanguins par diapédese. Ils deviennent l'espece
cellulaire majoritaire dans le lait. Ce sont eux qui provoquent l'augmentation des taux
cellulaires constatée dans le lait de mammite avec 'augmentation des cellules épithéliales
desquamées, des lymphocytes et des macrophages. L'afflux massif des polynucléaires est
responsable de 1'apparition de caillots de fibrine et des grumeaux dans le lait de mammite. La
mamelle possede entre autre, une auto-défense par la sécrétion de lactoferrines, le lysozyme,
et le systeme lacto-péroxydase-thiocyanate-péroxydase dans le lait, qui limite la fixation des
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agents pathogenes sur les cellules épithéliales et leur multiplication (JEAN BARROT
DEBREIL, 2008).

C. Guérison ou persistance de l'infection

Suivant les pouvoirs pathogenes de la bactérie et l'efficacité des défenses immunitaires,
l'infection mammaire peut évoluer vers une guérison spontanée ou vers l'extension dans le
cas de mammite clinique. Certaines bactéries, apres adhésion a la surface des cellules
épithéliales, peuvent y pénétrer et s'y multiplier. Cette localisation intra-cellulaire est associée
a des infections de type chroniques et récurrentes (BOSQUET et al., 2005). Certaines
souches de Staphylococcus aureus en pénétrant dans les cellules épithéliales, sont capables de
provoquer une apoptose (phénomene sous controle normalement hormonal qui se produit en
fin de lactation, occasionnant une réduction de la production laitiere). D'apres LAFONT et
al., MIDDLETON et al. ont montré que lors d'infection expérimentale par Staphylococcus
aureus, la production lactée chute de maniere significative par rapport a des vaches saines
(JEAN BARROT DEBREIL, 2008). D'autres souches de staphylocoques sont connus pour
résister a la bactéricidie des lysosomes, des macrophages et des polynucléaires et peuvent
méme s'y multiplier.L'action des adhésines, exotoxines, invasines des bactéries associées au
passage massif des polynucléaires, provoque la désorganisation des liaisons inter-cellulaires
épithéliales et autorise la pénétration de 1'agent pathogene dans le parenchyme mammaire, et
peut méme atteindre les voies lymphatiques , sanguines et provoquer une septicémie.Lors de
localisation dans le parenchyme, il se produit une augmentation du tissu inter-alvéolaire au
16 détriment des alvéoles producteurs de lait (BOSQUET et al., 2005). Un tissu fibreux
réactionnel et cicatriciel se met en place pour circonscrire le foyer infectieux. Le tissu croit
avec l'ancienneté de l'infection, formant des nodules durs dans le quartier, qui sont palpables.
La pénétration intra-cellulaire dans le parenchyme mammaire est signe de chronicité.
L'apparition de fibrose détermine une incurabilité de l'infection, 'agent est quasi intouchable
dans les micro abces du parenchyme.

Lorsqu'un équilibre s'établit entre multiplication et persistance du germe et les défenses de la
mamelle, on observe des mammites subcliniques sans symptome. Des que cet équilibre est
rompu, l'expression clinique reprend. L'évolution clinique d'une mammite dépend de la
nature des bactéries en cause et du statut immunitaire du bovin JEAN BARROT DEBREIL,
2008).
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II1.5. Moyens de diagnostic des mammites

La mammite clinique se diagnostique surtout par 1’observation des signes cliniques généraux
et locaux associés. Pour ce faire, I’éjection des premiers jets ou encore la palpation
systématique des quartiers suspects constituent des gestes classiquement pratiqués pour
déceler des modifications du lait ou de la mamelle (THERON et al., 2010). Le recours a une
caméra thermique pour détecter 1’augmentation de la température de la peau du pis a
également été proposé (Viguier et al., 2009). 1l est par contre, beaucoup moins facile mais
tres important de détecter les stades précoces de la mammite surtout si elle se manifeste de
maniere subclinique. Les méthodes envisageables sont de nature diverse (Viguier et al.,
2009). Les unes visent a identifier de manieére directe ou indirecte les modifications
cellulaires de la mammite, les autres visant a en identifier les conséquences métaboliques
(conductivité, biomarqueurs tels les enzymes...) ou encore les facteurs responsables a savoir
I’agent pathogene.

A. Identification directe des modifications cellulaires

Le lait contient différents types cellulaires, incluant les neutrophiles, les macrophages, les
lymphocytes et un plus faible pourcentage de cellules épithéliales (Lee et al., 1980 ; Sordillo
et Nickerson, 1988 ; Ostenson et al., 1988; cité par Boutet, 2006)

Seuls les leucocytes font varier significativement la concentration et sont le signe d'une
infection.

Depuis (ALEXANDRE, 2005), le tableau suivant résume les proportions physiologiques des
composants cellulaires du lait:

Tableau 5 : Cellules somatiques du lait, leur origine, rdle et proportions physiologiques
(complété d’apres LE PAGE ; Cité par Alexandre, 2005)

CELLULES SOMATIQUES ORIGINE ROLE POURCENTAGE
1 g Erosion du ti
Cellules épithéliales rosion €u HSst Aucun 0-7
glandulaire
i P

Polynu_cléaurcs Sang B 0-11
neutrophiles (PNN) Phagocytose des bactéries

Lymphocytes Mobilisation des PNN 10-27

Phagocytose des débris
cellulaires
Macrophages 66-88

Favorise le contact des
bactéries avec les lymphocytes

Eosinophiles Sang rare

Diverses (cellules

s, e rare
kératinisées, hématies)

Le comptage de cellules somatiques est dit SCC pour Somatic Cell Count ou CCS pour
Concentration Cellulaire Somatique, et varie en nombre et composition selon le statut sain
ou malade de la mamelle.
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Depuis Boutet et al., le tableau suivant récapitule les proportions de types cellulaires
presents dans le lait selon le taux de SCC de ce dernier.

Tableau 6 : Types cellulaires rencontrés dans la glande mammaire saine et infectée (Boutet
etal,, 2006)

SCC Composition cellulaire (%)
cellules/ml de . Cellules
( lait) Macrophages Neutrophiles Lymphocytes épithéliales
Quartier sain <200.000 66-88 ' 0-11"' 10-27" 0-7'
cfer 26-34 18-24 % 12-15%°
Quartier infecté >200.000 9-32 1 50-95 1 1‘}34‘ ' 09"
SCC, somatic cell count = taux de cellules somatiques du lait

"D’aprés Lee et al,, 1980 ; Concha et al., 1986 ; Miller et al., 1991 ; Riollet et al., 2000
D'aprés Miller et al., 1991
' D'aprés Boutet et al., 2003

Seuls les leucocytes font varier significativement la concentration et sont le signe d'une
infection (ANGOUJARD, 2015).

Il est acquis dans la littérature que le SCC d’un quartier sain, sans croissance bactérienne, est
inférieur a 100 x 10 cells/mL tandis que celui d’un quartier trés probablement infecté est
supérieur a 200 x 10 cells/mL (Djarbri et al., 2002 ; Hillerton, 1999 ; Piepers et al., 2007)

Le comptage cellulaire peut se faire en pratique sur le lait chaque quartier mammaire a part,
sur le lait de mélange des quatre quartiers d’une vache ou bien sur le lait de Tank.

La concentration cellulaire somatique individuelle (CCSI) est réalisée sur le mélange de lait
des quatre quartiers, le taux cellulaire du quartier infecté est donc dilué par les quartiers sains.
De méme, une CCSI élevée peut persister apres la guérison bactériologique.

Lorsqu'un quartier est infecté subcliniquement par une bactérie de type contagieux, le résultat
du CCSI est compris entre 200 000 et plus de 10 000 000 cell/mL (Risco et Melendez, 2011).
En conclusion, si une CCSI élevée permet de suspecter une infection, une CCSI basse ne
permet pas de conclure a une absence d'infection.

En pratique le choix de la valeur seuil a utiliser pour ce type de test dépend du but du test et
des conséquences sanitaires et économiques pour le troupeau des inévitables faux négatifs et
faux positifs. Par exemple dans les cas d’évaluation de la guérison bactériologique d’une
mammite apres traitement, on privilégiera un test avec une grande sensibilité, de facon a
laisser passer le moins possible de vaches encore infectées mais avec un CCQ faible (faux
négatif). On utilisera dans ce cas une valeur seuil plus faible, tout en sachant que 1’on aura
beaucoup plus de faux positifs. A I'inverse, si I’éleveur ne raisonne que d’un point de vue
économique il aura peut étre intérét, compte tenu des délais d’attente lait apres traitement, a
utiliser un test peu sensible mais tres spécifique de maniere a ne traiter que les vaches
effectivement infectées, donc choisir une valeur seuil plus élevée. Il apparait ici la nécessité
de faire une évaluation économique des conséquences des faux négatifs et faux positifs pour
I’¢levage. Cette approche économique sort du cadre de notre étude.

Selon Orlandini et Van den Bijgaart, (2011), la méthode de référence en matiere de SCC est
le comptage microscopique direct des cellules somatiques (DMSCC). Le DMSCC est basé
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sur le comptage des cellules nucléées apres coloration, au moyen d’un microscope optique ou
plus classiquement maintenant par fluorocytométrie électronique (Orlandini et Van den
Bijgaart, 2011). Il existe deux types de fluorocytométrie électronique, la « disc cytometry » et
la « flow cytometry ». Dans le premier cas, un volume défini de I’échantillon mélangé a un
tampon et un colorant est étalé sur la tranche d’un disque vertical. Dans le second il est
poussé dans un capillaire. Chaque particule colorée observée par le microscope a
fluorescence émet une pulsion électrique comptabilisée par 1’appareil. Ce systeme de mesure
est repris comme gold standard par diverses études sur le comptage des cellules somatiques
comme par exemple Araujo et al., (2012). A titre d’exemples de systemes utilisant la
fluorocytométrie, citons le Fossomatic S000® (Foss Electric, Hillergd, Denmark) ou encore
un modele portable moins couteux comme le Delaval Cell Counter®(DCC) (Delaval nv). Les
spectres de mesure se situent respectivement entre 0 et 10 x 106 cells/mL pour le Fossomatic
5000 et entre 10 x 10 et 4 x 106 cells/mL pour le DCC. Le colorant utilisé dans le cas du
Fossomatic, est 1’ethidium bromide tandis que pour le DCC, c’est du propidium iodide qui est
utilisé afin de colorer I’ADN nucléaire (Viguier et al., 2009).

Tableau 7: Comparaison des avantages et inconvénients relatifs aux principales méthodes de
quantification du SCC directes et indirectes (Sources : ORLANDINI and VAN DEN
BIJGAART, 2011; Viguier et al., 2009; depuis Pirard, 2014)

Avantages Inconvénients
- Apparence visuelle variable
des plages a comptabiliser
. - Subjectivité humaine
DMSCC - Standardis¢ (ISO 13366-1IIDF substantielle
148-1)
- Chronophage
- Fastidieux
-Précision perfectible
- Standardisé (ISO 13366-2IIDF
148-2) - Rapide (jusqu’a 500
. échantillons/h)- Automatisé- Bonne | - Colit important a I’achat
Fossomatic® . .. e et .
précision — Complexité d’utilisation
- Coflit plus faible si beaucoup
d’analyses
- Rapide et facile a utiliser.- Assez | - Colit assez élevé a I’achat
DCC® précis (Se 86%, Sp 82%). - | (~2700€) et a I’analyse pour
Automatisé- Rapide- Utilisable sur | un appareil portable
le terrain. (~2,3€ /test).
- Utilisable sur le terrain.- Rapide.- | Aucun blication sur la
Ekomilk Scan® | Automatisé- Cofit faible (0.03€ - récius‘;;‘ne publication st
0,05€/test). P
- Collt faible (~0,QS€/tests 51‘2mI\4 - Grande subjectivité- Faible
CMT par test). - Rapide et facile a o
o - i Se (estimation du SCC)
utiliser.- Utilisable sur le terrain.

Se : Sensibilité ; Sp : spécificité ; DMSCC : direct microscopic somatic cell count ; DCC :
DeLaval Cell counter ; CMT : California Mastitis Test ; SCC : Somatic cell count.
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B. Identification indirecte des modifications cellulaires

Le California Mastitis Test (CMT) est la plus ancienne et la plus connue des méthodes
indirectes d’estimation du SCC (Schalm et Noorlander, 1957). Ce test est réalisé en ajoutant
au lait un détergent qui provoque une réaction de gélification du mélange dans le cas d’un lait
mammiteux. Le principe théorique du CMT repose sur le phénomene de la lyse des cellules
somatiques lorsqu’elles sont exposées a un détergeant. Whyte et al. (2005) expliquent que,
une fois I’ADN et les histones exposés, le gel se forme par liaisons ioniques entre les histones
chargées positivement et les tétes de molécules détergentes chargées négativement, ainsi que
par la liaison entre elles des queues hydrophobes des molécules détergentes. La viscosité du
complexe obtenu étant proportionnelle a la quantité de matériel nucléaire libéré, elle peut étre
corrélée au SCC (Viguier et al., 2009). Le tableau II reprend les différents grades et les taux
cellulaires associés utilis€s pour interpréter les résultats du CMT.

Diverses tentatives d’automatisation du CMT ont été développées sans pour autant pouvoir
les utiliser « on line » c’est-a-dire en cours de traite (WHYTE et al., 2005). L’Ekomilk
Scan® (BULTEH 2000 Ltd.) constitue un exemple d’automate utilisable au chevet de
I’animal (cowside test). Il utilise un agent tensio-actif sous forme de poudre. Celle-ci doit étre
remise en solution dans de 1’eau distillée avant d’étre mélangée au lait. L.’analyseur mesure
ensuite le temps de transit du mélange au travers d’un simple capillaire au moyen d’un
capteur afin d’évaluer le SCC. L’appareil, notifie a la fois le temps d’écoulement (« flow time
») et le nombre de cellules estimé a partir de ce temps. La plage de dénombrement cellulaire
de la machine s’étendant essentiellement de 90 a 2 200 x10 cells/mL

L’intégration du principe du CMT aux outils de détection « on line » a ét€ envisagée par
Whyte et al. en 2005. Ceux-ci concluent cependant que la réaction de gélification de ce test
est complexe et difficile a controler ou méme a quantifier. L utilisation on line du principe du
CMT peut donc, selon eux étre développée sous réserve de comprendre clairement quelles en
sont les variables afin de pouvoir les contrdler.

C. Identification des modifications métaboliques

Des enzymes telles que la N-acetyl-B-D-glucosaminidase (NAGase) augmentent
significativement en phase inflammatoire.et sont connues comme étant des indicateurs
précoces de mammites (Welbeck et al. 2011). La NAGase est une enzyme lysosomiale
intracellulaire libérée dans le lait par les neutrophiles durant la phagocytose et la lyse des
cellules, ainsi que par certaines cellules épithéliales endommagées (Kitchen et al., 1984).
Selon Pyoriléd (2003) 1’activité de la NAGase est non seulement étroitement corrélée au SCC
mais aussi que son utilisation comme indicateur de la mammite, notamment de ’infection
intramammaire (Kitchen, 1981 ; Mattila et al., 1986), est supportée par une littérature
abondante. Le développement, par Pemberton et al.(2001) de capteurs électrobiochimiques
capables de détecter la NAGase via sa capacité a transformer le 1-naphthyl N-acetyl-b-D-
glucosaminidine en 1-naphthol représente une promesse d’amélioration significative des
systtmes de détection « on-line » des mammites (Viguier et al., 2009). Plusieurs autres
enzymes comme différentes lipases estérases, phosphatases, ou encore la lactate
déshydrogénase (LDH), sont reconnues comme étant augmentées lors de la mammite et
peuvent potentiellement €tre associées a la détection de la pathologie (Kitchen, 1981).
Cependant, aucune évidence ne permet d’assurer leur utilité en tant que test de dépistage pour
la mammite subclinique (Pyorild, 2003).

La réaction inflammatoire aigue provoque la libération d’un grand nombre de protéines
synthétisées par le foie. Elles sont appelées « acute phase proteins » (APP) et augmentent
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significativement dans le lait lors de de la phase aigiie de I’inflammation de la glande
mammaire (Pannen et Robotham, 1995 ; Raynes, 1994). Chez la vache, les APP les plus
sensibles sont I’haptoglobine (Hp) et le serum amyloid A (SAA). Plusieurs travaux récents
ont cherché a mettre les APP en évidence dans le lait de vache. Ainsi que I’Hp et le SAA sont
significativement corrélés avec la présence d’infection intra-mammaire (IMI) (Eckersall et
al., 2001 ; Gronlund et al., 2003). Eckersall et al., (2001) plaident pour une tres bonne validité
diagnostique de leur détection dans le lait quant a la recherche de mise en évidence de la
mammite. Cette étude montre que les cut-off de 0.02 mg/mL et de 0.55 pg/mL pour I’Hp et le
SAA respectivement donnent une spécificité parfaite (100%) et de tres bonnes sensibilités
(86% et 93% respectivement).

La revue de Viguier et al. (2009) notifie les avancées des techniques de protéomiques,
comme [’électrophorese sur gel bidimensionnelle (2D-GE) et la spectroscopie de masse
(MS). Celles- ci ont mené a 1’identification de nouvelles protéines présentes dans le lait
mammiteux et qui pourraient servir de nouveaux biomarqueurs. Il s’agit de protéines dites
chaperonnes ayant un role dans le reconnaissance des pathogenes (Smolenski. et al., 2007),
de protéines sanguines telles que la sérotransferrine ou 1’albumine sérique (Hogarth et al,
2004), de protéines neutrophiliques impliquées dans la réponse immune (Lippolis et
Reinhardt, 2005), etc. Cependant les méthodes permettant 1’utilisation de ces nouveaux
biomarqueurs potentiels comme indicateurs diagnostiques de la mammite reste encore a
investiguer (Viguier et al. 2009).

Lorsque le tissu mammaire est endommagé, il en résulte une diminution de sa capacité de
biosynthese, y compris celle du lactose. Il est en effet bien établi que la concentration du
lactose décroit clairement durant 'inflammation et pourrait donc étre utilisée comme
marqueurs (Pyorild, 2003). Un argument positif pour 1’utilisation du lactose dans la détection
des mammites réside dans la disponibilité accrue en matiere de méthodes d’analyse. Un cut
of de 4,7% a méme été proposé (Hamann, 2002 ; Hamann et Kromker, 1997). Cependant, de
plus amples études sont vraisemblablement nécessaires avant de pouvoir utiliser le lactose en
tant qu’indicateur pour le screening de la mammite (Pyoréla, 2003).

La mesure des modifications de la conductivité €lectrique du lait (EC) est la méthode la plus
répandue des techniques de détection automatique de la mammite au niveau des robots de
traite (Mottram T. et al., 2007). Elle reflete les changements de concentration en ions
(sodium, potassium, chlore, calcium, magnésium) résultant de phénomene infectieux.
Cependant, bien qu’elle soit un indicateur précieux, elle ne constitue pas encore un outil
suffisamment sensible et fiable pour poser un diagnostic conclusif de mammite (Viguier et
al., 2009). Des améliorations ont été proposées. Elles consistent a recourir a des systemes
multi sensoriels appelés « electronic tongues » disposant d’une quinzaine de capteurs
chimiques, capables de détecter les changements de concentration en ions de chlore,
potassium et sodium relargués dans le lait au cours de processus de la mammite en plus des
cations et anions inorganiques comme organiques. Dans cette étude, le systeme multi
sensoriel évalué fourni une sensibilité de 93% et une spécificité de 96% lorsqu’il s’agit de
discriminer un lait sain d’un lait mammiteux (Mottram et al., 2007).

D. Identification des germes

Les techniques de culture bactériennes classiques représentent la méthode standard par
excellence pour le diagnostic des agents pathogenes responsables et la mise en évidence de la
mammite (Viguier et al., 2009 ; Sargeant et al. 2001). Cependant ces méthodes sont
laborieuses, trés couteuses et prennent du temps. C’est pourquoi d’autres tests, tels que le
CMT, sont les bienvenus afin de pouvoir préalablement sélectionner les quartiers atteints.
Lorsque la culture bactérienne n’est pas concluante, alors qu’un traitement spécifique du ou
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|
des pathogene(s) incriminé(s) est nécessaire, la polymerase chain reaction (PCR) a aussi toute
son utilité. En effet, le délai d’attente des résultats de la culture est long (72 a 96 heures

nécessaire en Belgique) et 1’on sait que 27 a 50% des échantillons analysés se révelent
négatifs (RAO, 2013-2014).

II1.5. Traitement et prévention des mammites

A. Prophylaxie médicale

a) La vaccination

La vaccination a pour objectif de protéger 1'animal vacciné avec trois axes : diminuer la
sévérité des signes cliniques, réduire le nombre de cas et baisser les comptages des cellules
somatiques individuels (CCSI).

Un des vaccins ayant I’AMM dans plusieurs pays européens est le Starvac® du laboratoire
Hipra. Ce vaccin est composé de deux valences : I'une est constituée d'une souche d'E. coli, et
l'autre d'une souche de S. aureus.

Les études européennes sur le sujet ont des résultats différents. L'efficacité du vaccin contre
S. aureus dépend des caractéristiques de 1'¢levage et de la conduite de celui-ci (Schukken et
al., 2014). March et al., (2010) dans leur étude pour I'obtention de ' AMM du vaccin ont
constaté une diminution du nombre de mammites a entérobactéries, a S. aureus et 8 SCN, une
baisse du nombre de traitements utilisés dans les lots vaccinés ainsi que des CCSI inférieures
bien que élevées par rapport a la norme (328 000 cell/mL) (ANGOUJARD, 2015). Sérieys,
(2011) a également observé une diminution des CCSI mais uniquement pour les vaches

multipares.

Wilson et al., 2007 ont constaté une baisse de la sévérité des symptdmes locaux et généraux

des mammites a entérobactéries grace a la vaccination (ANGOUJARD, 2015).

La vaccination est un moyen de lutte contre les entérobactéries et les staphylocoques. Elle
doit étre toujours associée a une tres bonne conduite d'élevage avec une bonne gestion des

facteurs de risques et une bonne détection des mammites.
B. Prophylaxie sanitaire

a) Hygiéne et santé des animaux

L'hygiene de la traite et des batiments est une composante importante de la lutte contre les
mammites. Les principaux facteurs de risque de 1'élevage identifiés sont a prendre en compte
dans le plan de lutte. Il convient de diminuer leur impact voire de les supprimer si cela est

possible.
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La santé des animaux est un facteur important dans la lutte contre les mammites. Une
surveillance particuliere doit €tre apportée aux animaux en mauvais état général ou ayant une
autre maladie. Les autres maladies prédisposent aux mammites par une action mécanique
comme la fievre de lait qui induit un relachement du sphincter, par une baisse de I'immunité
telles les métrites et les acétonémies, ou parce qu'elles modifient le comportement de 1'animal

comme les boiteries qui augmentent le temps de couchage (Durel et al., 2011).

b) Augmentation du nombre de traites par jour

La traite permet 1'évacuation du lait et avec celui-ci d'une partie des bactéries, des toxines et
des médiateurs de l'inflammation. L'augmentation du nombre de traites par jour pourrait en

théorie contribuer a la guérison d'une mammite.

La réalisation d'une traite plus fréquente est déconseillée lors de mammites dues aux
streptocoques environnementaux. Les vaches traitées via des traites fréquentes seules ou via
l'association d'une antibiothérapie intra-mammaire et des traites fréquentes avaient des taux
de guérison clinique et microbiologique inférieurs a ceux des vaches témoins (Kromker et
al,, 2010). La traite fréquente augmente la contagion et accroit le temps de guérison
(Roberson et al., 2004).

C. Traitement

a) Les antibiotiques

Le plan de traitement proposé par le vétérinaire praticien se base sur le modele
épidémiologique du troupeau établi a partir des documents de 1'élevage et d'un sondage
bactériologique. Il permet de choisir I'antibiotique a privilégier en premiere intention, excepté
pour les mammites cliniques accompagnées de signes généraux ou la gravité de la situation
autorise l'utilisation d'antibiothérapie large spectre en premicre intention quelque soit le

modele épidémiologique du troupeau.

Le traitement des mammites cliniques accompagnées de signes généraux débute par la
gestion du choc via la fluidothérapie, la correction des troubles électrolytiques éventuels et
'administration d'un anti-inflammatoire (AINS de préférence). Le traitement antibiotique se
fait par voie diathélique (= intra-mammaire) avec un spectre large Gram — et Gram +, et
générale pour lutter contre les infections secondaires a la bactériémie. Les mammites
cliniques avec signes généraux nécessitent un traitement de premiére intention le plus
efficace possible afin d'éviter I'évolution vers la septicémie et la mort de I'animal
(ANGOUJARD, 2015).
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Pour I'antibiotique par voie diathélique, Bosquet et al., 2013 recommandent une association
large spectre Gram + et Gram — de type [3-lactamine — aminoside, amoxicilline — acide
clavulanique ou bacitracine — néomycine. Le traitement par voie générale cible les Gram —
afin de lutter contre les conséquences de la bactériémie avec des fluoroquinolones, du

sulfamide — triméthoprime , des aminosides ou de la colistine (Bosquet et al., 2013).

Les mammites cliniques non accompagnées de signes généraux sont souvent des infections
récentes et de localisation parenchymateuse superficielle. Bosquet et al., (2013)
recommandent l'utilisation de la voie diathélique en premiere intention. La voie générale est
justifiée seulement lors de congestion importante du quartier, qui restreint la bonne diffusion
de 'antibiotique intra- mammaire ou lors de mammite subclinique précédemment détectée

qui devient clinique.

Le choix des antibiotiques se fait sur la base du modele épidémiologique et des bactéries
suspectées (Tableau8). Lorsque les bactéries Gram — sont majoritairement suspectées,
Bosquet et al., 2013 privilégient les associations d'antibiotiques pour obtenir un large spectre
d'action telle l'association bacitracine - néomycine. Le choix d'antibiotiques est le méme
lorsque le modele épidémiologique est mixte ou indéterminé. En cas de suspicion principale
de bactéries Gram +, les antibiotiques sont ciblés avec un spectre d'action principalement

Gram +.
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Tableau 8: Traitement antibiotique des mammites cliniques sans signes généraux en premiere

intention (d'apres Bosquet et al., 2013)

Environnemental Contagieux
Modele Mixte,
épidémiologique indéterminég | >20 % de | <20 % de | <20 % > 20 % de SCP
Gram - Gram - de SCP+ | +
Restreint Gram +
Spectre d'activité Large Gram + et Gram - Streptocoques et SCP | (Streptocoques,
- SCP + et SCP -)
Voie o . . : : )
. ) Diathélique (+ générale si congestion, ancienneté)
d'administration
] o Pénicilline M,

) [-lactamine — aminoside, . ) )
Choix des o ) [-lactamines Céphalosporines
L amoxicilline — acide . R
antibiotiques par . o (benzylpénicilline, | de lere et 2eme

o clavulanique, bacitracine — o .
voie diathélique ) . pénéthamate) génération,
néomycine . .
Lincosamides
Choix des . ) )
L Macrolides, [3-lactamines [-lactamines .
antibiotiques par o o Macrolides
L (pénéthamate) (pénéthamate)
voie générale

Le traitement des mammites subcliniques se fait au tarissement et a de rares exceptions
durant la lactation. Le taux de guérison des mammites subcliniques durant la lactation est de
50 % en moyenne contre 70 a 80 % au tarissement. Le colit important de ce traitement en
matiere de médicaments et surtout de pertes de lait est un critere majeur de décision. Un
traitement en lactation permet de diminuer les CCSI et la concentration en bactéries dans le
lait. Le choix des animaux a traiter est restreint pour que 1'opération soit rentable. Il s'agit de
vaches en premiere ou deuxieme lactation dans les 3 premiers mois de cette lactation et ayant
un CCSI = 1 500 000 cells/mL sans Iésions fibreuses du quartier (Bosquet etal., 2013). Le
traitement sera a base de prilimycine par voie diathélique contre les bactéries Gram +, a base
de gentamicine et de cloxacilline par voie diathélique ou de pénéthamate par voie générale

pour une action a large spectre. Un traitement de seconde intention serait trop coliteux.
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b) La fluidothérapie

Lors de déshydratation et surtout de choc, la fluidothérapie est la base du traitement de
réanimation. L'état de choc est provoqué lors de mammites par la libération d'endotoxines par
les agents pathogenes comme les entérobactéries ou par des exotoxines produites par les
staphylocoques, les streptocoques, les clostridies et Trueperella pyogenes (Le Page et al.,
2014).

Les mammites dues a des entérobactéries comme E. coli induisent une hypocalcémie. Une
complémentation calcique est a réaliser par voie orale. En effet, le calcium peut se révéler
toxique pour le fonctionnement du cceur lorsqu'il est injecté par voie parentérale (Le Page et
al.,2014).

¢) Les anti-inflammatoires

Les anti-inflammatoires stéroidiens (ou « corticoides) inhibent la phospholipase A2 qui
transforme les phospholipides en acide arachidonique précurseur des molécules pro-

inflammatoires comme les prostaglandines.

Le recours aux AIS est controversé. Ils seraient intéressant dans le traitement des mammites
endotoxiniques pour améliorer la guérison mais favoriseraient des infections cliniques chez
les vaches ayant une mammite subclinique a staphylocoques via la baisse de I'immunité qu'ils

peuvent induire (Le Page et al., 2014).

L'ensemble des AINS a un effet positif sur les signes cliniques de l'inflammation : flunixine,
ketoprofene, carprofeéne, acide tolfénamique (Le Page et al., 2014). Le carproféene améliore
1'état général des animaux par son action antipyrétique et la restauration des contractions

ruminales (Vangroenweghe et al., 2005).

d) Autres thérapeutiques

En agriculture biologique, I'utilisation d’antibiotiques est tres limitées et les éleveurs doivent
utiliser des stratégies alternatives telles que 1’homéopathie, I’acupuncture, I’utilisation de
plantes, de vitamines, de produits a base de lactosérum, d’argile, d’ozone (Loken, 2001 ;
Ruegg, 2009). Cependant, peu d’études scientifiques solides viennent soutenir et démontrer
de réels effets bénéfiques pour la santé de I’hdte vis-a-vis des mammites. D’autres études

seront nécessaires pour déterminer le potentiel de telles méthodes.

Les essais réalisés sur le terrain ont permis le traitement de 100 mammites cliniques par
injection intra-mammaire de 10 ml de préparation a base d’huiles essentielles. Une

formulation a base d’huile de Thymus satureoides, Rosmarinus verbenone et Laurus nobilis
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(1,5% chacun dans de 1’huile de tournesol) a été testée sur 55 mammites. Les 45 autres ont
été traitées par Thymus vulgaris et Rosmarinus verbenone seulement (6% chacun, en solution
huileuse ou en suspension aqueuse). Le taux de guérison, comparable quel que soit le

médicament testé, est de I’ordre de 40 % des cas seulement (Lefevre et al., 2008).

L’utilisation de bactéries lactiques a également été testée, que ce soit pour leurs bactériocines,
telle que la Lacticin 3147 (Crispie et al., 2005) ou la nisine (Cao et al., 2007; Sears et al.,
1992; Wu et al., 2007) ou pour leur action inhibitrice envers S. aureus, en prévention ou en
traitement (Crispie et al., 2008; Klostermann et al., 2008). Ces résultats ont montré que
I’utilisation de souches de bactéries lactiques, notamment Lactococcus lactis DPC3147
comme traitement présentait une efficacité équivalente a celle d’un cocktail d’antibiotiques
classiquement utilisé (Crispie et al., 2008). Cet effet bénéfique sur la santé est
majoritairement attribué a la capacité d’immunomodulation des bactéries lactiques. A noter
que des études d’innocuité ont été réalisées afin de prouver que I’injection intramammaire de
souches de bactéries lactiques n’induisait pas de modification physiologique de la glande

mammaire (Frola et al., 2012).

IV.LES SYMBIOTIQUES

IV.1. Généralités

Les symbiotiques sont des additifs alimentaires qui se présentent comme une forme de
synergie entre des bactéries probiotiques et des nutriments prébiotiques. Le fait qu’un
probiotique ne pourrait pas vivre pendant longtemps dans le tube digestif sans son aliment
prébiotique, donne lieu la fonction principale des symbiotiques qui est de prolonger cette vie.
En effet, cette source alimentaire qui est les symbiotiques procure au probiotiques un moyen
de défense et d’adaptation aux différents facteurs présents dans le systeme digestif tel
I’oxygene, le pH bas, et la température. De plus, le prébiotique fournissant un environnement
favorable a la prospérité du probiotique, cette population de bactéries amies est préservée.
Les études récentes poussent a favoriser une forme de synergie entre les prébiotiques et les
probiotiques, apres avoir conclu que le concours et la coordination des avantages de ces
prébiotiques et probiotiques augmentent le nombre de bactéries bénéfiques dans le systeme
digestif. Ces dernieres années témoignent d’un élargissement sans précédent de 1’intérét que
porte les chercheurs scientifiques aux études sur les symbiotiques, cet intérét demeure encore
plus impressionnant lorsqu’il s’agit de 1’application des symbiotiques dans le traitement des
maladies. L’admission d’un aliment symbiotique méne a une modulation de D’activité
métabolique des intestins, sans modification de la biostructure de ces derniers (Kolida and
Gibson, 2011)
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IV.2. Composition

A. Les Prébiotiques

L’Organisation Mondiale de la Santé affirme que les prébiotiques sont des substances non
digestibles, qui en stimulant la croissance ou I’activité des bactéries endogenes, entrainent un
effet bénéfique sur ’organisme hote. La nature nous offre divers sources de prébiotiques
qu’on retrouve dans les aliments : fruits, Iégumes et céréales. Les exemples les plus communs
parmi ces sources sont 1’asperge, I’ail, les germes de blé, I’avoine, et ’orge. A ces sources
naturelles se rajoutent les oligosaccharides classés comme prébiotiques, ces derniers rentrent
dans la préparation de I’aliment, et parmi eux on peut citer : les fibres de nature gommeuse,
fructo-oligosaccharides, inulines, isomalto-oligosaccharides (Gibson et al., 2011)

B. Les Probiotiques

Les probiotiques

La notion de micro-organismes bénéfiques est née de la découverte et de I’étude de la
microflore indigene de I’humain, en particulier du microbiote intestinal, et de son role majeur
dans la physiologie et la santé de 1’hote. Le concept de probiotique, bien que ce terme n’ait
été introduit qu’une cinquantaine d’années plus tard, remonte ainsi au début du XXe siecle.
Les probiotiques sont définis comme des micro-organismes vivants qui, administrés en
quantités adéquates, conferent un bénéfice a la santé de 1’hote au-dela du simple apport
nutritionnel (FAO-WHO 2001). Ces micro-organismes appartiennent le plus souvent aux
bactéries lactiques, notamment au genre Lactobacillus, ou Bifidobacterium. Les effets
exercés par chaque probiotique sont spécifiques des souches sélectionnées et peuvent
difficilement étre extrapolés aux souches de la méme (sous-) espece ou a d’autres
probiotiques. Un probiotique est donc un microorganisme qui doit obligatoirement Etre
administré vivant afin d’exercer son effet dans la zone ciblée et présenter une parfaite
innocuité (Bouchard, 2013).

* Les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques constituent un groupe hétérogene de bactéries (Lactobacillus,
Enterococcus, Streptococcus, Lactococcus...) qui ont pour principal trait commun, la capacité
de produire de I’acide lactique comme produit final de fermentation des sucres. Longtemps
exploitées pour leurs propriétés techno-fonctionnelles, notamment dans la conception de
produits alimentaires fermentés, elles sont aujourd’hui de plus en plus étudiées pour leurs
effets probiotiques en santé humaine et animale. En plus de I’effet santé, chez I’animal, cette
supplémentation a aussi pour but d’améliorer la croissance (efficacité alimentaire, gain de
poids, production de lait) (Bouchard, 2013).

Le Tableau 19 ci-dessous, résume différentes études reflétant I’effet des bactéries lactiques
sur la santé animale.
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Tableau 9 : Exemples d’études reflétant I’impact des bactéries lactiques sur la santé des
animaux (Bouchard, 2013)

Lactobacillus farminis 3699 Inhioition of achesion, dissemination and viability of Brachyspira hyodysenteriae
Lacoacis amvesus 3698 | "™ and Brachyspia pioscol Bomaien o, 200
Enhance meat productivity, Intestinal fermentation and colonization of the gastro- Ohashi et al., 2004
Uddedaoml | o ot acus Ketas and Morion, 207
Laa 1 ’ Invivo Decrease Saimonella portage In gastro-ntestinal tractus Casey etal,, 2004
En us aocium K13 o Decroase of E. col bacterial count In facces, Reduce cholesterol and ennance total 8 ol o, 2006
Plgs and seric protein ongls
Sows | Bifidobacterium lactis B12 Human bacterial problotics have competive exclusion against pigs entero-
I 166 Invivo - Collado et ., 2007
Enterococcus faseium Probiotics strains reduce diarmoa associated to pathogens and antibiotics use and
NCIMB10415 i 1o he viuence exessionof E.cof T 8, 200
Entorococcus faocium SF68 Invivo Roduce cytotoxicity madiated by E. coll during Intestinal infoctions Scharek ot al,, 2008
Bifidobactorium sp Probiotics enhance positive flora implantation after birth et reduce Intensity and
Lacobaos 9 o T — -
Torres-Rodriguez ot a, 2007
Lactobacilus spp Invivo | Enhance meat and eggs productivty. Reduce mortaity and nutriments absorplion Yoruk ot al., 2004
Yamawak et al., 2013
Podiococcus acidilacticl Invivo Enhance resistance to coccidiosis by enhancing humoral immunity of host Loo etal, 2007
Towar ot al., 2011
Pouy Entorococcus faccium NCIMB 1041 invivo | Increased the waight gain, the conversion rate and the size of the vill in the lleum Samii et al., 2007
. Control endemic necrotic enteritis caused by Clostridium perfringens reducing ,
Lactobacillus johnsonii F19785 | in vivo oconomic lossae and the use of sntbiol La Ragione et al., 2004
. ' ta ) Higgins et al., 2008
Lactobacillus sp Invivo Decrease Salmonella Enteridls colonization In chicks Chenet g, 2012
Lactobacilus Invivo A-Dobalb
Bl oﬂumsp Decrease diarrhea, Improved weight gain, reducing health costs. Reduce me::$
.o invitra/ vivo gastrointestinal and uragenital pathogens colonization Otero et al, 2008
! Elimination of the pathogen in the mammary gland by stmulating the immune |  Klostermann et al., 2008
Dalry cattle - e system of the host Crispie et al., 2008
Lactobacils casa Vit Reduction of adhesion and intemalization of 8. aureus into bovine mammary g o, 201
epithelial colls
Lactobacillus casel can act as an Immunoblotics to reduce the proinflammatory
Lactobacillus casel OLL2768 |  invivo rosponse utng . col nnsnl ich Takanashi et al., 2013
Small Lackobacilis $p invivo | Reducton of ilestalcarrage of E col O167HT, improves food intake andweight | Lemaetal, 2001
ruminant Straptococcus sp
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IV .3. Propriétés des symbiotiques

Les symbiotiques sont I’association d’un probiotique et d’un prébiotique spécifique. Le but
est de fournir au probiotique un substrat utilisable dans le cdlon pour augmenter sa
persistance, sa survie et donc les concentrations luminales de bactéries vivantes.

Les probiotiques sont des suppléments nutritionnels composés de micro-organismes vivants
(essentiellement lactobacilles et/ou bifidobactéries) qui exercent une action bénéfique sur
I’héte qui les ingere.

Les prébiotiques sont des substances capables d’exercer des effets bénéfiques chez I’homme
en stimulant la croissance et/ou I’activité de certaines bactéries de la flore colique autrement
des probiotiques.

Etant donné que le symbiotique est une association probiotique-prébiotique visant une
potentialisation d’action de I’un et de 1’autre, et que les prébiotiques sont des substances dont
le but principal est de stimuler la croissance et/ou 1’activité des probiotiques, alors cette partie
portant sur les propriétés des symbiotiques va surtout contenir celles des probiotiques, leurs
composants actifs.

Les probiotiques ont des effets sur les performances des animaux et leur santé notamment par
une action anti diarrhéique, par 1’inhibition des bactéries indésirables, la neutralisation des
produits toxiques, 1’amélioration de la digestibilit¢ et la stimulation des mécanismes
immunitaires. Les mammites, les métrites et les diarrhées sont les maladies les plus
communes aux animaux d’élevages. Elles peuvent affecter la productivité mais aussi la
fertilité¢ des animaux. La majorité des études sur les probiotiques portent sur I’écosysteme
intestinal ou vaginal chez I’Homme. Treés peu d’études mettent en évidence les mécanismes
impliqués dans le potentiel inhibiteur des bactéries lactiques probiotiques chez 1’animal. Leur
usage est, pour I’heure, essentiellement ciblé sur le tube digestif de 1’hote. Cependant depuis
quelques années I’usage de probiotiques dans d’autres écosystemes (vaginal, mammaire) est
évalué ouvrant de nouvelles possibilités thérapeutiques (contre les métrites ou les mammites)
(Bouchard, 2013)

A. Protection des intestins

La flore intestinale participe activement au renforcement du systtme immunitaire, Les
bactéries probiotiques peuvent altérer la perméabilité de la muqueuse intestinale, sont en
charge de piloter la production des cellules immunitaires qui vont naviguer dans tout le corps
jusqu’au systeme respiratoire méme. De plus, elles luttent contre 1’augmentation de la charge
des bactéries pathogénes et préviennent les infections virales. La production de 1’acide
lactique par ces probiotiques crée un environnement acide désavantageux aux pathogenes. En
outre, la production des Bactériocines par quelques souches de probiotiques inhibe la
croissance des souches similaires ou proches de ces souches bactériennes (Nocek, 2002)

B. Prévention de I’acidose ruminale
Chez la vache laitiere, les bactéries probiotiques sont recommandées dans des situations de

déséquilibre microbien, en I’occurrence au début de la lactation avec le changement brutal de
la ration alimentaire assez riche en aliments concentrés et tres fermentescibles, ce qui
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engendre une baisse du pH ruminal. La plupart des expériences sur la prévention des acidoses
par les probiotiques ont montré une stabilisation du pH (Nocek, 2002),

(Greening et al. 1991) ont utilisé des bactéries utilisateurs de lactate (Megasphaera elsdenii)
qui ont diminué I’acide lactique ruminal et donc diminution du pH ruminal.

C. Amélioration de la Production laiti¢ére

En général, une augmentation de 0.75 a 2 kg lait/jour a été observée. Cependant, 1’effet sur la
composition varie d’un cas a 'autre. Dans une publication récente, L’administration de
symbiotique a entrainé une augmentation de produits de fermentation et de la matiere grasse.
(Chiquette et al., 2008).

D. Effets bénéfiques contre les infections bactériennes

Au niveau d’un écosysteme, comme 1’écosysteme intestinal ou vaginal, les pathogenes sont
confrontés a des environnements hostiles. Ces environnements inclus des activités
physiologiques comme la production d’acides biliaires, d’acides organiques ou encore de
peptides antimicrobiens. L’ensemble de ces conditions environnementales créent des
obstacles aux pathogenes. Ces derniers élaborent des stratégies de survie et d’échappement,
notamment par I’internalisation dans les cellules de I’hote. Certains des agents pathogenes les
plus importants sont des pathogenes intracellulaires (obligatoires ou facultatifs ; par exemple
Campylobacter jejuni, Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes, E. coli, N.
gonorrhoeae, S. aureus). Leur capacité a envahir les cellules hotes est une étape clé dans le
processus d'infection et ou dans leur persistance dans les tissus de I'hdte. L’invasion des
tissus de 1’hote repose majoritairement sur I’interaction entre des substances extracellulaires
de la bactérie avec des molécules complémentaires présentes a la surface de 1’épithélium. La
capacité des BL a empécher l'invasion de pathogeénes est donc souvent testée, en particulier
contre les agents pathogeénes intestinaux.

Au niveau de I’écosysteme vaginal, de nombreux agents pathogeénes sont intracellulaires (ex.
Mycoplasma genitalium, N. gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, E. coli uropathogene).
Dans la littérature scientifique, il existe de nombreuses références sur les probiotiques
vaginaux. Cependant, il n'y a presque pas de rapports sur la capacité de ces probiotiques
vaginaux a interférer avec l'invasion de pathogenes dans les cellules épithéliales de 1'héte.
Spurbeck et Arvidson ont adapté un modele de culture cellulaire in vitro pour examiner les
effets de souches de lactobacilles sur les interactions gonococciques avec les cellules
épithéliales endométriales. Dans ce travail, ils ont noté que la précolonisation des cellules en
culture avec des lactobacilles (L. jensenii, L. gasseri ATCC33323 ou ATCC9857) entraine
une inhibition de l'invasion gonococcique de cellules épithéliales de plus de 60 %. Cette
inhibition s'est avérée étre indépendante des mécanismes d'adhésion (Spurbeck et Arvidson,
2008).

Les probiotiques affectent positivement I’hdte en améliorant la balance de la flore intestinale
(Fuller, 1989). Les probiotiques permettent de créer des conditions défavorables pour le
développement des flores pathogenes (Mauntzairis et al. 2007) et a ’inverse favorisent les
microorganismes bénéfiques, qui améliorent a leur tour la santé de I’hote. De nombreuses
souches de lactobacilles présentent un effet protecteur pour I’organisme hote contre une
variété d’entéropathogeénes incluant Salmonella (Gill et al. 2001), L.monocytogenes (Waard
et al. 2002) et E. coli (Medellin-Pena et Griffith, 2009).
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Ces effets protecteurs sont conférés par la maturation des cellules du systtme immunitaire
permettant une élimination plus efficace du pathogeéne (Bouchard, 2013).

E. Stimulation du systeme immunitaire

Parmi les allégations santé conférées aux souches probiotiques, les propriétés
d’immunomodulation des bactéries lactiques sont souvent mises en avant. Ces allégations
suscitent de grands intéréts suite au lien établi entre 1’altération de la microflore de 1’hodte, les
maladies autoimmunes et I’émergence des allergies. De nombreuses €tudes relatent le role
crucial du microbiote dans le maintien de I’homéostasie chez I’adulte et la maturation du
systtme immunitaire chez 1’enfant (Martin et al., 2004 ; Ouwehand et al., 2002 ; Reid G.,
1999). En théorie, la régulation immunitaire se traduit par une homéostasie entre les activités
immunitaires humorale et cellulaire, des cellules Th1, Th2 et Th17 qui jouent un rdle central
dans le mécanisme de régulation immunitaire. Les lymphocytes Thl sont responsables de
I'immunité cellulaire, ils participent a I’élimination des pathogenes intracellulaire, grace a
l'interféron-vy. Ils activent les lymphocytes T CD8, les cellules NK et les macrophages. Les
lymphocytes Th2 sont responsables de I'immunité humorale. Ils vont aider les lymphocytes B
a produire des anticorps (IgM, IgE, IgA). Les anticorps ne peuvent étre actifs que sur les
pathogenes extracellulaires. Les lymphocytes T régulateurs vont arréter la réponse
immunitaire. Les lymphocytes Thl7 sont décrits comme étant des Lymphocytes T
régulateurs naturels, produits dans le thymus, et des Lymphocytes T régulateurs induits en
périphérie. 1ls agissent par des contacts cellule-cellule et surtout en produisant des cytokines
inhibitrices dont 1'lL-10. Chez des individus sains, I’ensemble du systtme immunitaire est
maintenu en homéostasie cependant un déséquilibre entre les acteurs du syst¢éme immunitaire
peut engendrer des maladies. Ces immuno-pathologies peuvent €tre indépendantes d’une
flore microbienne, cependant de nombreux cas de maladies inflammatoires (du tube digestif
notamment) font état d’un déséquilibre de la flore microbienne associée a I’organe touché.
Les approches basées sur 1’utilisation des probiotiques sont aujourd’hui proposées comme
une alternative d’immunothérapie tant en utilisation préventive que curative lors d’anomalies
ou pathologies immunologiques. Selon la littérature, les probiotiques, grace a leurs
composants intra et/ou extracellulaires, sont capables d’influencer le syst¢tme immunitaire par
contact avec les cellules immunocompétentes mais aussi par interaction avec les épithéliums
de 1’hote, qui vont alors modifier la réponse immunitaire de 1’organisme (Figure 7). On parle
alors de capacités immunomodulatrices des probiotiques dont certaines souches peuvent, par
exemple, étre pro ou anti inflammatoires, augmentant la résistance aux infections et réduisant
aussi les risques d’allergie (Ceslovas et al., 2005). Chez les animaux sains, la
supplémentation en probiotique stimule une réponse immunitaire non spécifique et renforce
I’immunité de la muqueuse (Ceslovas et al., 2005; Cetin et al., 2005; Scharek et al., 2007).

L’amélioration de la protection immunitaire des muqueuses est souvent corrélée avec la
propriété des bactéries lactiques a améliorer 1’intégrité de 1’épithélium mais aussi a favoriser
le transport de protéines et 1’absorption de glucose intestinal (Loderman et al.,2006).
Plusieurs exemples montrent ces effets directement in vivo, notamment chez les modeles
souris ou I'immunomodulation des souches a permis de réduire la sévérité des infections a E.
coli O157:H7 grace a I’amélioration de I'immunité humorale et cellulaire. D’autres études
ont montré qu’en application intramammaire, 1’activité immunomodulatrice de la souche de
L. lactis DPC3147 a permis un taux de guérison équivalent a celui d’un traitement
antibiotique au cours d’une mammite bovine (Crispie et al., 2008). L'effet bénéfique de cette
infusion intra-mammaire a été étudi€ in vivo et il a ét€ montré que la souche sélectionnée
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stimule la réponse immunitaire (en particulier I'IL-1 b et 'expression du gene IL-8) dans la
glande mammaire favorisant I’élimination du pathogene (Beecher et al., 2009).
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Figure 7 : Représentation schématique de I'impact des bactéries lactiques sur les cellules
épithéliales de 1’h6te (Bouchard, 2013).

a) Effets bénéfiques de [’activité immunomodulatrice

L’immunité innée constitue non seulement la premiere ligne de défense de 1’organisme

mais elle joue aussi un rdle crucial dans le développement de la réponse adaptative. Dans un
modele murin, plusieurs souches de Lactobacillus améliorent I’immunité innée et adaptative
par I’activation de la maturation des cellules dendritiques (Christensen et al., 2002). Les
lactobacilles peuvent aussi stimuler la synthése de cytokines pro-inflammatoires par les
cellules professionnelles notamment le « tumor necrosis factor alpha » (TNFa), I’interféron
gamma (IFNYy) et I’interleukine 12 (IL12) assurant un maintien de I’homéostasie immunitaire
(Cross et al., 2002 ; Maassen et al., 2000 ; Nagafuchi et al., 1999 ; Perdigon et al., 1999 ;
2002) (Figure 6).

b) Effets bénéfiques sur ’immunité humorale

La premiere ligne de défense adaptative au niveau des muqueuses est la présence de tissus
lymphoides associés a l’'intestin. Ces tissus forment des « plaques de Peyers » ou les
microorganismes pathogenes interagissent avec les cellules spécialisées du systéme
immunitaire et induisent une réponse mucosale (Mac Donal et al., 2003). Les lactobacilles
peuvent induirent une réponse locale ou systémique par 1’activation des cellules dendritiques
qui stimulent le relargage de cytokines pro-inflammatoires et la synthese d’Immunoglobuline
A dans la lumiere intestinale (Mohamadzadeh et al., 2005; Vinderola et al., 2006). Il a ainsi
été montré que les lactobacilles modulent I’immunité de la muqueuse intestinale, I’expression
de cytokines, la maturation des cellules immunitaires et la prolifération lymphocytaire
(Drakes et al., 2004).

38



Partie bibliographique

c) Effets bénéfiques contre les infections bactériennes

Les probiotiques affectent positivement I’hdte en améliorant la balance de la flore intestinale
(Fuller et al., 1989). Les probiotiques permettent de créer des conditions défavorables pour le
développement des flores pathogenes (Mauntzairis et al., 2007) et a I'inverse favorisent les
microorganismes bénéfiques, qui améliorent a leur tour la santé de I’hote. De nombreuses
souches de lactobacilles présentent un effet protecteur pour I’organisme hote contre une
variété d’entéropathogenes incluant Salmonella (Gill et al., 2001), C. difficile (Billes et al.,
1995), L. monocytogenes (deWaard et al., 2002) et E. coli (Medellin-Pena et Griffith, 2009).
Ces effets protecteurs sont conférés par la maturation des cellules du systtme immunitaire
permettant une élimination plus efficace du pathogene.

Un autre systeme de défense est la production de peptides antimicrobiens. Les peptides
antimicrobiens sont majoritairement produits par les granulocytes, les monocytes, les
macrophages, les plaquettes et cellules épithéliales (figure 17). Chez les bovins, des dizaines
de ces peptides ont été décrits comme les B-défensines (BNBD), le « Lingual Antimicrobial
Peptide » (LAP) ou le « Tracheal Antimicrobial Peptide » (TAP) (Rainard et Riollet, 2006 ;
Selsted et al., 1993 ; Yount et al., 1999 ; Stolzenberg et al., 1997 ; Alva-Murillo et al., 2012).
Plusieurs [3- défensines sont produites dans la glande mammaire saine (LAP, TAP et
BNBD3). Les défensines ont une activité antibactérienne puissante contre S. aureus et E. coli
in vitro (Selsted et al., 1993). Lors de mammites staphylococciques, il a été montré une
augmentation de 1’expression de ' ARNm de la B-defensin 5 de la glande mammaire. Dans la
glande mammaire, le role de protection de ces peptides reste cependant a documenter.
Quelques études in vitro ont ainsi identifié que des acides gras a courte chaine ont la capacité
de stimuler la production de peptides antimicrobiens dans la glande mammaire et d’induire
une diminution de I’internalisation de S. aureus dans les tissus de 1’hdte (Ochoa-Zarzosa et
al., 2009 ; Alva-Murillo et al., 2012).

d) Effets bénéfiques sur 'intégrité de I’ épithélium

Une barriere épithéliale intacte est essentielle afin d'empécher la pénétration d'antigénes dans
la lumiere intestinale ou mammaire par exemple (Mac Cormick et al., 2003). La barriere
épithéliale est composée de la membrane cellulaire apicale et des jonctions serrées
intercellulaires. Le zonula occludens (ZO)-1, est une des protéines de jonction serrées les plus
importantes. Elle agit comme un lien avec le cytosquelette et d'autres protéines des jonctions
serrées. La perturbation de la barriere épithéliale mene a une augmentation de la perméabilité
et permet la pénétration des antigenes qui induisent une inflammation. Plusieurs bactéries
pathogenes peuvent envahir les cellules épithéliales et détruire les jonctions cellulaires
(Pizarro-Cerda et Cossart, 2006). Les probiotiques ont démontrés leurs capacités a protéger la
fonction de barriere épithéliale mais les mécanismes impliqués ne sont pas bien compris. Le
prétraitement de cellules épithéliales par des souches de Lactobacillus empéche notamment la
perte d’intégrité de la barriere induite par les pathogenes notamment en augmentant
I’expression de la protéines ZO-1 (Johnson-Henry et al., 2008 ; Parassol, et al., 2005 ;
Sherman et al., 2005) (figure 7).
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Partie expérimentale

I. Objectif de I’étude :

Les mammites bovines représentent un colt économique et sanitaire important pour la
production laitiere dans le monde. La prévention et le traitement des mammites reposent
essentiellement sur 1’'usage d’antibiotiques qui affectent négativement la qualité de lait et
dont I’efficacité est limitée. En outre 1'usage d’antibiotiques pour contrdler les mammites
contribue au risque de dissémination de 1’antibio-résistance. Ce qui nous conduit a se poser
diverses questions sur le type de prise en charge des cas de mammite et de ce fait établir
plusieurs objectifs a notre étude :

- Il est d’abord question de faire un état des lieux des infections mammaires
subcliniques et leur prévalence dans le troupeau de la ferme Ibrahim dans la Wilaya
de Tipaza par le biais de la mesure des concentrations des cellules somatiques
individuelles (CCSI)

- Identifier la nature des germes responsables des mammites subcliniques et d’évaluer
leur fréquence. Le but est d’observer 1’évolution de la bactériologie apres mise en
place d’un additif alimentaire de type symbiotique dans I’élevage visant a améliorer
les performances zootechniques du troupeau et de ce fait avoir un effet soit curatif soit
préventif vis a vis des mammites subcliniques.

- Ensuite, fournir des données sur le nombre et 1’évolution des CCSI selon le type de
bactérie responsable d’infection, ainsi que de la prise ou non de I’additif.

Tous les travaux de recherche présentés dans ce document ont été réalisés au sein de deux
structures :

- Ferme Ibrahim a Tipaza
- Laboratoire de Microbiologie, EHS Salim Zemirli-El Harrach
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I1. Matériels et Méthodes
I1.1. Présentation de I’élevage

L’élevage est situé a Sidi Rached dans la Wilaya de Tipaza. Il est voué a la production
laitiere et comporte 150 vaches dont la moyenne de production laitiere sur 7 jours est de
1497.5 Litres par vache soit 78000 Litres par vache par an.

Les vaches de cet élevage sont de race Fleckvieh importées d’Autriche. Elles vivent en
stabulation libre dans un batiment a ventilation naturelle, le sol est équipé d’un tapis de
couchage, le nettoyage est réalisé par un racleur automatique 3 fois / jour.

I1.2. La traite
La traite est effectuée 2 fois/ jour par une machine de traite automatique 2x5.

Protocole de traite :

- nettoyage soigné des trayons a la main s’ils sont tres sales

- élimination des premiers jets, le plus souvent dans un bol a fond noir, la détection des
mammites cliniques est donc bonne

- pré-trempage des trayons dans un produit détergent, moussant et désinfectant

- attente de 30 secondes

- pose des manchons trayeurs

- décrochage automatique

Il n’y a pas d’ordre de traite. Les vaches a mammites sont traitées au pot grace aux deux
griffes supplémentaires. Toutes les opérations de traite sont effectuées par le technicien de la
ferme.

I1.3. Méthode d’échantillonnage

Une présélection a eu lieu sur toutes les vaches du troupeau en phase de lactation, et ainsi les
criteres d’exclusion sont :

- Un traitement antibiotique local ou général

- Vache avec maladie intercurrente

- Vaches au cours du tarissement

Au final, notre expérimentation a concerné 68 vaches en lactation dont 45 a qui nous avons
administrés le symbiotique a raison de une fois par mois a partir du premier prélevement de
lait; Ce qui représente un taux d’échantillonnage d’environ 87% pour les vaches en lactation

(qui sont de 78 vaches au sein de la ferme Ibrahim), et d’environ 45% pour la totalité des
vaches de cet élevage dont I’effectif est de 150.

I1.4. Méthodes
A. Durée de I’étude

Cette étude a débuté en Fevrier 2017 pour prendre fin en Mai 2017 ; Elle couvre donc une
durée de 4 mois.
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B. Définition du cas mammite et criteres d’évaluation de la guérison

Dans notre plan expérimental, 1’unité utilisée est la mamelle. Un cas de mammite est défini
comme une mamelle qui présente un taux cellulaire supérieure ou égale au seuil (S) de
guérison ou de non infection qui est de 200.000 cellules/ml de lait (Boutet et al., 2006).

Chaque cas de mammite subclinique ainsi défini est alors le point de départ d’acheminement
des prélevements pour la bactériologie.

L'évaluation de la guérison des vaches s'effectue a 1'aide des CCSI par rapport au seuil (S)
comme détaillé sur le tableau ci-dessous :

Tableau 10 : Criteres d’évaluation de guérison des mamelles

CCSI A JO CCSI 2 J64 Evaluation
=S =S Non guéri
=S <S Guérison apparente
<S <S Restant sain
<S =S Infection

La guérison bactériologique des mamelles quant a elle, implique simplement 1’absence de
germes dans 1’échantillon de lait analysé a J64.

C. Le dispositif expérimental

a) Prélevements

*  Moment du prélevement

L’évolution des mammites subcliniques a été suivi sur le plan microbiologique et cellulaire
par le prélevement de 3 échantillons de lait dans le temps a intervalle d’environ 1 mois entre
les différents prélevements ; Soit au Jour O (ou le comptage cellulaire permet de définir les
lots de vaches) puis au Jour 31 et finalement au Jour 64.

Les prélevements de lait ont été effectués :

- Sur les 68 vaches choisies pour cette étude, ceci afin d’effectuer dans un premier temps le
comptage des cellules somatiques et ainsi déterminer les mamelles infectées. Ce premier
prélevement constitue le point de départ de 1’étude de I’infection de la mamelle et a été
réalisé le 19/02/2017. Les prélevements dont le taux cellulaire atteint ou dépasse la barre des
200.000 cellules/ml sont acheminés au laboratoire et soumis a un examen bactériologique. Le
volume prélevé est de 20 millilitres environ.

- Chaque mamelle est a nouveau prélevée pour réaliser un comptage cellulaire et une analyse
bactériologique; Ceci a été réalis€ 1 mois environ apres le premier prélevement soit le

21/03/2017.

- Enfin un dernier prélevement est effectué le 23/04/2017 (encore 1 mois apres le 2¢me
prélevement) pour réaliser un dernier comptage cellulaire et un examen bactériologique afin
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d’estimer 1’effet de I’additif symbiotique sur les performances des vaches laitieres et par
conséquent leur résistance aux pathogenes.

* Réalisation du prélevement

La valeur de I’examen bactériologique du lait de mammites dépend en grande partie de la
qualité du prélevement, qui dépend de la technique de I’opérateur. Notre technique de
prélevement suit les recommandations de MIALOT (MIALOT ,1983) :

- Lavage des mains.
Lavage et séchage des trayons.
Désinfection de I’extrémité du trayon a I’aide d’un coton imbibé d’alcool a 70°.
Elimination du premier jet de lait.
On saisit le flacon a prélevement entre le pouce et les doigts de la main droite et on
retourne le flacon de fagon a diriger le bouchon vers le bas.
- On dévisse le bouchon de la main gauche et on le porte entre 1’index et le majeur de
la main droite. Tube et bouchon ont alors leurs ouvertures dirigées vers le bas afin
d’éviter toute contamination.
- On saisit alors le trayon de la main gauche, on le rameéne en position horizontale et
on trait dans le flacon incliné un peu plus de 10 millilitre de lait.
- On referme le flacon avant de le redresser.
- On identifie aussitot le flacon avec la date, et le numéro de la vache.

Lorsque I'on préleve plusieurs quartiers, on respecte un ordre de prélevement inverse de
I’ordre de désinfection, afin d’éviter de toucher un trayon non prélevé avant de le prélever.
Dans notre étude, nous avons suivis cette méthode sauf que nous avons collectés les jets de
chaque quartier de la méme mamelle dans un méme flacon stérile (Annexe 1)

L’analyse sur les laits de mélange conduit a une perte d’information, mais ce choix a été
guidé essentiellement pour des raisons de coit. Par ailleurs, notre objectif étant de réaliser
I’expérimentation d’un symbiotique et pas seulement un diagnostic microbiologique des
mammites, nous avons opté pour une simplification du protocole d’analyse.

* Conservation et expédition

Les prélevements sont gardés a une température de 4°c et expédiés au laboratoire dans les 4-5
heures qui suivent les prélévements.

b) L’addition du symbiotique

e L’additif :

L ‘additif utilisé dans cette étude est le SYMBIOVEBA® (Marque déposée de
MARCOPOLO Environnemental Group) (Annexe 3) qui est un additif alimentaire purement
biologique a usage vétérinaire, permettant a l'animal aprés administration par voie orale de :

- Rééquilibrer le PH du rumen

- Améliorer ses performances zootechniques (augmentation de la production laitiere)
- Prévenir les troubles digestifs

- Renforcer son systéme immunitaire

- Et maintenir le bon état général de 'animal.
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La production et la commercialisation du produit ont lieu en conformité avec les exigences de
la norme Européenne ISO 9001 version 2000, les directives CEE relatives a I'amélioration de
la sante et le bien étre de 1'animal.

La composition de ce produit est la suivante :

Plantes  médicinales (TARAXACUM  OFFICINALIS, ZINGIBER OFFICINALIS),
Probiotiques (Lactobacillus & de Saccharomycess Cervicie), enzymes, extraits végétaux et
eau, obtenu avec un procédés exclusif MESEN Patented.

* Ajout de I’additif :

L’addition du symbiotique a I’alimentation des vaches s’est faite au hasard a :

- 2/3 des vaches dont le taux cellulaire est = 200.000 cellules/ml

- Et 2/3 des vaches dont le taux cellulaire est inférieur a 200.000 cellules/ml
Ceci une fois par mois, se conformant ainsi a la posologie décrite de ce symbiotique, et donc
une fois apres les deux premiers prélevements :

- JO juste apres le premier prélevement de lait effectué et la réalisation du premier

comptage cellulaire.
- EtJ31 apres le deuxieme prélevement

De ce fait, nous avons divisés notre effectif d’essai au hasard en 4 lots, afin de bien mettre en
évidence l’effet du symbiotique sur la résistance aux infections mammaires dans les
différentes situations.

Tableau 11 : Distribution du symbiotique (SYMBIOVEBA®) sur les 4 lots de vaches en
lactation.

Groupe SSC Lot Traitement Nombre de vaches
1 SCC > _
200.000cls/ml A (Test) Symbiotique 15
B (Témoin) Aucun 3
2 SCC < 200.000cls/ml C (Test) Symbiotique 30
D (Témoin) Aucun 15

Suite a cette répartition, nous avons donc constitués deux groupes au sein de cet essai :

- Etude de l’effet curatif du symbiotique au sein du groupe 1 atteint de mammite
initialement et divisé en lots Test (A) et Témoin (B)

- Etude de ’effet préventif du symbiotique au sein du groupe 2 indemne de mammite
initialement et divisé en lots Test (C) et Témoin (D)
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¢) Les comptages cellulaires

Ils sont effectués sur place a la ferme IBRAHIM, grace a un appareil DeLaval Cell
Counter® (Annexe 2) ; Il s’agit d’un appareil portable avec écran LCD rétro-éclairé et muni
d’un clavier, qui est capable d’effectuer des comptages cellulaires sur des échantillons de lait.
Le comptage est réalisé par la méthode opto-fluoro-éléctronique ; la lecture se fait a 1’aide
d’une cassette contenant un réactif. Ce réactif rend les cellules dans le lait fluorescentes
permettant ainsi a 1’appareil photo numérique du DCC de compter chacune des cellules une
par une.

Les avantages et inconvénients du DCC sont détaillés dans le Chapitre 1 (III.5 Moyens de
diagnostic des mammites)

*Technique : On préleve par aspiration a 1’aide d’une petite cassette une quantité de lait
prédéfinie. On introduit la cassette dans D’appareil et le comptage s’effectue
automatiquement. Au bout de quelques minutes, on peut lire la valeur du comptage cellulaire
de I’échantillon (Annexe 2)

Les résultats obtenus sont affichés a I’écran du compteur. L unité de mesure est le nombres
de cellules /millilitre de lait (Cls/mL).

Les comptages cellulaires ont été réalisés durant les 3 prélevements succincts et sur les 2
groupes constitués.

d) L’examen bactériologique

Réalisé au sein du laboratoire de microbiologie de 1’hopital Salim Zemirli et ceci sur tous les
prélevements qui constituent le groupe 1 et au cous des 3 différents prélevements.

¢ Ensemencement et isolement

A D’arrivée du prélevement au laboratoire on ensemence une gélose Columbia additionnée de
5 % de sang de mouton par un inoculum de 50 a 60 pL de lait (Annexe 5). Ce milieu permet
d’isoler la majorité des especes bactériennes potentiellement responsables de mammites. Le
milieu est ensuite placé a I’étuve a 35°C. Deux lectures sont réalisées respectivement a 24 et
a 48 heures, certaines colonies ne devenant visibles qu’apres 36 a 48 heures d’incubation.

En parallele, on met en culture 1ml de lait dans un bouillon d’enrichissement cceur cervelle
(Annexe 6). Ce bouillon servira si la lecture a 24 heures de la gélose Columbia s’avere
négative. Ce bouillon est intéressant pour la détection des Entérobactéries qui sont inhibées
par la lactoferrine du lait, I’isolement direct pouvant alors se révéler faussement négatif.

Lors de la premiere lecture a 24 heures, tous les types de colonies isolés sont repiqués sur une
gélose Columbia de facon a obtenir une culture pure. En ’absence de croissance bactérienne
visible, on repique le bouillon d’enrichissement sur une gélose Columbia au sang de mouton
a5 %.

Lors de la deuxieme lecture a 48 heures, on observe 1’isolement direct et la culture apres
enrichissement. Si on observe de nouveaux types de colonies, ils sont isolés comme
précédemment.

A ce stade, la lecture de l’isolement direct terminée, on peut conclure sur la qualité¢ du
prélevement. Tout isolement de plus de deux types de colonies doit étre considéré comme
contaminé. Dans notre étude nous considérons que les prélevements avec deux types de
colonies sont des infections bi-microbiennes.
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Tableau 12 : Evaluation de la qualité du prélevement (d'apres COFRAC/CNEVA*)

Nombre de types de colonies isolées .
Conclusion
0 Prélevement stérile
1 Prélévement correct
2 Contamination ou infection bi-microbienne
>2 Contamination du prélévement

*  COFRAC/CNEVA 1996 : Pr 116/00BA 140/00, Isolement et identification des principaux germes de mammites des ruminants.

Lorsque l’isolement direct met en évidence un germe, on ne tient pas compte de
I’enrichissement.

De méme, dans notre étude nous considérerons comme douteux, tout résultat ou aucune
culture n’a été obtenue directement et ou la bactérie isolée apres enrichissement n’est pas une
entérobactérie. Lorsqu’il n’y avait pas de culture a I’isolement direct et qu’une entérobactérie
a été isolée apres enrichissement, cette bactérie a été considérée comme étant responsable de
la mammite. Il convient d’apporter cette précision, car le LIDAL de Seynod nous fournit
toujours les résultats couplés de I’isolement direct et de 1’enrichissement (NOIRETERRE,
20006). Ces résultats nécessitent une interprétation.

e Identification

L’identification du genre est effectuée par 1’aspect de colonies sur gélose, la réalisation d’une
coloration de Gram (Annexe 7), ainsi que la recherche de catalase (Annexe 8) pour les
bactéries a Gram + et de ’oxydase (Annexe 9) pour les bactéries a Gram -.

Les Staphylocoques apparaissent ainsi comme des coques, a Gram + et catalase +. Le facteur
d’affinité pour le fibrinogéne ou « clumping factor » ou coagulase liée (Annexe 10), est
recherché par un test rapide sur lame. La coagulase libre n’est pas détectée par ce test. A
I’issue de ce test tous les germes produisant une coagulase liée sont identifi€és comme S.
aureus. Si le germe est B-hémolytique et que la recherche de la coagulase liée soit négative,
la coagulase libre est recherchée par un test en tube. A I’issue de ce deuxieme test, les germes
répondant positivement sont définitivement identifiés comme S. aureus.

Tous les autres germes sont qualifiés de SCN (staphylocoques a coagulase négative). Les
SCN sont alors identifiés par 1’étude de 20 caracteres métaboliques, fermentaires, ADH sur
des galeries Api Staph® de BIOMERIEUX. Il est certain que ce schéma de détermination
qualifie de S. aureus des staphylocoques a coagulase positive non aureus (S. intermedius,
certaines souches de S. hyicus...). De plus, certains SCP ne sont pas détectés. Ainsi tous les
staphylocoques coagulase positive seront identifiés comme S. aureus dans la suite de 1’étude.
L’identification des SCN au niveau de I’espece grace aux galeries Api Staph® est peu fiable
car on utilise qu'un nombre tres limité de tests (BES et al 1999).

Les genres Streptococcus et Enterococcus sont identifi€és comme des coques a Gram +,
catalase — et oxydase -. On repique ensuite les colonies sur gélose par inondation. Puis
I’espece bactérienne est déterminée par la galerie Api20 Strep® qui explore 20 propriétés
enzymatiques et de fermentation des germes.

Les Entérobactéries sont identifiées comme des bacilles a Gram -, catalase + et oxydase -.
Ensuite I’identification du genre et de 1’espece bactérienne est réalisé grace a la galerie
Api20E®.
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Pseudomonas aeruginosa est identifiée par la présence de pigments bleu-vert, une coloration
de Gram négative, un test catalase +, la présence d’une oxydase. L’utilisation de la galerie
Api20NE® permet de confirmer I’espece (Annexe 12).

Les Corynébactéries sont identifiées comme des bacilles irréguliers a Gram+. Ensuite on
utilise la galerie ApiCoryne®.

E. Collecte des données et analyses statistiques

Les données sont collectées sous la forme d’un tableau Excel®, qui répertorie pour chaque
cas de mammite :

- le numéro d’identification de la vache, son age, numéro du vélage, jour de lactation,
et quantité de lait produite les 7 derniers jours avant chaque prélevement.

- les dates des 3 prélevements (JO, J31, et J64).

- le résultat de la premicre bactériologie a JO ainsi que les deux bactériologies de
controle a J31 et J64 concernant le Groupe 1.

- les résultats des 3 comptages cellulaires a JO, J31, et J64 pour les 2 groupes 1 et 2.

L’étude présentée ici est dans un premier temps descriptive.

Les médianes de comptages cellulaires obtenues sont analysées au cours du temps a 1’aide
d’un test non paramétrique de Friedman au sein des deux groupes 1 et 2 séparés.

Puis les moyennes des CCSI obtenues a J64 sont comparées a l’aide d’un test non
paramétrique de Wilcoxon-Mann-Whitney.

Les analyses statistiques ont ét€¢ menées grace au logiciel statistique SPSS, et le seuil de
signification est fixé a 5%.

Puis un test de %2 d’indépendance a été appliqué sur des tableaux de contingences des

résultats de la bactériologie a J64 des deux lots A et B du groupe 1 afin de vérifier I’absence
ou la présence de lien statistique entre les deux distributions.
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II1. Résultats

II1.1. Répartition des résultats

Pendant les 4 mois de 1’étude, 43 cas de mammites subcliniques ont été détectés par
comptage cellulaire au sein du groupe 1 et ont fait I’objet d’examen bactériologique ; Ils sont
répartis comme suit :

-Au ler prélevement, 23 prélevements positifs au SCC ont été acheminés au laboratoire

-Au 2¢me prélevement, 12 prélevements positifs et 11 négatifs au SCC ont été acheminés au
laboratoire

-Au 3™ et dernier, 8 prélévements positifs et 15 négatifs au SCC ont été acheminés au
laboratoire

De ce fait, les analyses bactériologiques dans notre étude ne vont concerner que les
prélevements des vaches du groupe 1.

En ce qui concerne les comptages cellulaires, ils ont concernés tous les échantillons aux 3
prélevements (JO, J31, et J64) des deux groupes 1 et 2.

Nous allons dans une premiere partie exposer les résultats bactériologiques du groupe 1 et les
comptages cellulaires des deux groupes dans une seconde partie.

I1.2. Résultats bactériologiques du groupe 1

Parmi les 69 prélevements étudiés, 26 (37,68%) se sont révélés bactériologiquement négatifs
et 43 (62,31%) quartiers sont infectés. 38 prélevements (55,07%) ont permis I’isolement d’un
seul germe et 31 cas d’association (44,92%) de deux ou trois germes. La prévalence réelle
des mamelles atteintes d’infections mammaires en fin d’expérimentation donc a J64 est de
34,78% (8 cas positifs sur 23).

A. Bactériologie a JO

Comme nous 1’avons déja précisés, sur les 68 vaches prélevées au JO, 23 prélevements se
sont révélés au comptage cellulaire supérieurs ou égales a 200.000 Cls/mL et ont alors fait
I’objet d’un examen bactériologique. Ces 23 vaches vont alors constituer le Groupe 1.

Parmi ces 23 prélevements, 6 sont mono-bactériens et 17 bi-bactériens, soit 26,08% et
73,91% respectivement.

A partir du JO, ce groupe a été divisé en 2 lots : A (Test) et B (Témoin), et qui feront 1’objet
d’examens bactériologiques a J31 et J64.

a) Lot A

Le tableau ci-dessous fournit les résultats de la bactériologie du prélevement a JO c’est a dire
les différents germes isolés a cette occasion et leurs fréquences.
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Tableau 13: Répartition des différents germes isolés seuls ou en association, lors de
mammites subcliniques a JO, au sein du lot A.

Germe isolé Nombre d'isolement %
Acinetobacter baumanii 1 3,85
Citrobacter braaki 0 -
Citrobacter freundii 0 -
Escherichia coli 6 23,08
Enterobacter aerogenes 1 3,85
Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae 1 3,85
Panteoa spp 2 7,69
Panteoa spp2 1 3,85
SNC 9 34,62
Serratia marcescens 0 -
Serratia odorifera 1 3,85
Staphylococcus aureus 2 7,69
Stenotrpophomonas maltophilia 2 7,69
Total 26 100,00%

Total & 100%
Citrobacter braaki -
Citrobacter freundii -
Serratia marcescens -
Stenotrpophomonas maltophilia [ 7,69
Staphylocoques a coagulase - 34,62
Serratia odorifera . 3,85
S.aureus . 7,69
Panteoaspp2 | 3,85
Panteoaspp o 7,69
Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae . 3,85
Enterobacter aerogenes [ 3,85
E.coli 23,08
Acinetobacter baumanii | 3,85

Figure 8: Fréquence des différents germes isolés seuls ou en association, lors de mammites
subcliniques a JO, au sein du lot A.

Le groupe des Staphylocoques a coagulase négative est le type le plus souvent isolé
(34,62%), ensuite vient Escherichia coli (23,08%). Ensuite arrivent Staphylococcus aureus,
Stenotrophomonas maltophilia et Panteoa spp avec 7,69% de présence. Enfin on ne note
qu’aucune espece Streptococcus n’est isolée a cette étape.
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Compte tenu de ces résultats le modele épidémiologique dans 1’élevage est plutdt le modele
mixte associant mammites d’environnement et mammites contagieuses par la présence
d’agents pathogenes différents ; Les SNC et les entérobactéries représentent 57,7 % des
isolements.

Enfin 11 échantillons contenaient 2 especes bactériennes en association :
- SNC et E.coli

- SNC et Panteoa spp

- SNC et E.coli

- SNC et E.coli

- SNC et Serratia odorifera

- SNC et Panteoa spp2

- S.aureus et E.coli

- S.aureus et E.coli

- SNC et Acinetobacter baumanii

- SNC et Stenotrophomonas maltophilia

- SNC et Stenotrophomonas maltophilia

b) Lot B

Tableau 14: Répartition des différents germes isolés seuls ou en association, lors de
mammites subcliniques a JO, au sein du lot B.

Germe isolé Nombre d'isolement %
Acinetobacter baumanii 0 -
E.coli 1 7,14
Enterobacter aerogenes 0 -
Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae 0 -
Panteoa spp 1 7,14
Panteoa spp2 0 -
S.aureus 4 28,57
Serratia odorifera 1 7,14
Staphylocoques a coagulase - 3 21,43
Stenotrpophomonas maltophilia 3 21,43
Serratia marcescens 0 -
Citrobacter freundii 1 7,14
Citrobacter braaki 0 -
Total 14 100,00%
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Total = 100,00%
Citrobacter braaki -
Citrobacter freundii o 7,14

Serratia marcescens -

Stenotrpophomonas maltophilia 21,43
SNC 21,43
Serratia odorifera [ 7,14
S.aureus 28,57

Panteoa spp2 -

Panteoaspp [ 7,14
Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae -
Enterobacter aerogenes -

E.coli o 7,14

Acinetobacter baumanii -

Figure 9: Fréquence des différents germes isolés seuls ou en association, lors de mammites
subcliniques a JO, au sein du lot B.

Le Staphylococcus aureus est le germe le plus souvent isolé avec 28,57% ; Puis arrivent le
groupe des Staphylocoques a coagulase négative et Stenotrophomonas maltophilia qui sont
isolés a 21,43% respectivement. Enfin on ne note I’isolement d’aucune espece Streptococcus
a cette étape.

Enfin six échantillons contenaient 2 especes bactériennes en association :
- SNC et Stenotrophomonas maltophilia

- S.aureus et E.coli

- SNC et Serratia odorifera

- S.aureus et Stenotrophomonas maltophilia

- S.aureus et Citrobacter freundii

- SNC et Stenotrophomonas maltophilia

B. Bactériologie a J31

La bactériologie a été réalisée aux 23 prélevements initialement incluent dans le groupel, et
12 seulement se révelent positifs au J31 :
- 7 positifs du lot A sur 15 initialement et donc une baisse de la prévalence des cas
d’infection bactérienne de 53,34%.

- 5 positifs du lot B sur 8 initialement, ce qui fait une baisse de prévalence des cas
d’infection de 37,5%.
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a) Lot A

Le tableau et la figure ci-dessous montrent les germes isolés et leurs fréquences a J31.

Tableau 15: Répartition des différents germes isolés seuls ou en association, de mammites

subcliniques a J31, au sein du lot A.

Germe isolé
Acinetobacter baumanii
Citrobacter braaki
Citrobacter freundii
Escherichia coli
Enterobacter aerogenes
Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae
Panteoa spp
Panteoa spp2
SNC
Serratia marcescens
Serratia odorifera
Staphylococcus aureus
Stenotrpophomonas maltophilia
Total

Nombre d'isolement %
1 10,00
0 -
1 10,00
0 -
2 20,00
1 10,00
0 -
1 10,00
0 -
0 -
0 -
4 40,00
0 -
10 100,00%

A cette étape, le S.aureus est le germe le plus isolés avec 40% ; Puis le suit Enterobacter
aerogenes avec 20% de fréquence d’isolement.

Total = 100%

Citrobacter braaki -

Citrobacter freundii

Serratia marcescens -
Stenotrpophomonas maltophilia -
Staphylocoques a coagulase - -

Serratia odorifera -

S.aureus

10,00

Panteoa spp2

Panteoa spp -

Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae

Enterobacter aerogenes

10,00

10,00
20,00

E.coli -

Acinetobacter baumanii

10,00

40,00

Figure 10: Fréquence des différents germes isolés seuls ou en association, lors de mammites

subcliniques a J31, au sein du lot A.
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Les associations de germes rencontrées sont :

- Staphylococcus aureus et Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae

- Staphylococcus aureus et Serratia odorifera

- Staphylococcus aureus et Pantoea spp 2 et Serratia marcescens

- Staphylococcus aureus et Stenotrophomonas maltophilia

- Staphylococcus aureus et Citrobacter freundii et Enterobacter aerogenes
- Staphylococcus aureus et Stenotrophomonas maltophilia

a)LotB

Tableau 16: Répartition des différents germes isolés seuls ou en association, de mammites
subcliniques a J31, au sein du lot B.

Germe isolé Nombre d'isolement %
Acinetobacter baumanii
E.coli
Enterobacter aerogenes
Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae
Panteoa spp
Panteoa spp2
S.aureus
Serratia odorifera
Staphylocoques a coagulase -
Stenotrpophomonas maltophilia
Serratia marcescens
Citrobacter freundii
Citrobacter braaki

33,33
11,11

44,44

11,11

100,00%

OO FrRrROP,PORFR WOOOOODO

Total

Total 100,00%

Citrobacter braaki -

Citrobacter freundii [ 11,11
Serratia marcescens -

Stenotrpophomonas maltophilia 44,44

SNC -

Serratia odorifera o 11,11

S.aureus 33,33

Panteoa spp2 -
Panteoa spp -
Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae -
Enterobacter aerogenes -
E.coli -
Acinetobacter baumanii -

Figure 11: Fréquence des différents germes isolés seuls ou en association, lors de mammites
subcliniques a J31, au sein du Lot B.
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AJ31, Stenotrophomonas maltophilia est le germe le plus souvent isolé¢ avec un pourcentage
de 44,44% ; Puis arrive le S.aureus avec 33,33%. Serratia odorifera et Citrobacter freundii
sont isolés a une fréquence de 11,11%.

Les associations bactériennes observées dans le lot B a J31, sont :

- S.aureus/Serratia odorifera

- S.aureus/Stenotrophomonas maltophilia

- Stenotrophomonas maltophilia/Citrobacter freundii
- S.aureus/Stenotrophomonas maltophilia

C. Bactériologie a J64

La bactériologie a été réalisée aux 23 prélevements initialement incluent dans le groupel, et 8
seulement se révelent positifs au J64 : 5 positifs du lot A et 3 positifs du lot B

a) Lot A

Le tableau 15 et la figure 12 montrent les germes isolés et leurs fréquences a J64.

Tableau 17: Répartition des différents germes isolés seuls ou en association, de mammites
subcliniques a J64, au sein du lot A.

Germe isolé Nombre d'isolement %
Acinetobacter baumanii 1 14,29
Citrobacter braaki 1 14,29
Citrobacter freundii 1 14,29
Escherichia coli 0 -
Enterobacter aerogenes 0 -
Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae 1 14,29
Panteoa spp 0 -
Panteoa spp2 0 -
SNC 0 -
Serratia marcescens 0 -
Serratia odorifera 0 -
Staphylococcus aureus 0 -
Stenotrpophomonas maltophilia 3 42,86
Total 7 100,00%

54



Partie expérimentale

Total

Citrobacter braaki

Citrobacter freundii

Serratia marcescens
Stenotrpophomonas maltophilia
Staphylocoques a coagulase -
Serratia odorifera

S.aureus

Panteoa spp2

Panteoa spp

Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae
Enterobacter aerogenes

E.coli

Acinetobacter baumanii

“ 100%

14,29
14,29

42,86

14,29

14,29

Figure 12: Fréquence des différents germes isolés seuls ou en association, lors de mammites

subcliniques a J64, au sein du lot A.

Stenotrophomonas maltophilia est le germe le plus souvent isolé avec 42,86% de fréquence
d’isolement ; Puis arrivent Acinetobacter baumanii, Citrobacter braaki, Citrobacter freundii et
Klebsiella pneumoniae spp pneumoniae avec 14,29% respectivement.

Les germes isolés en association sont :
- Stenotrophomonas maltophilia et Serratia odorifera

- Citrobacter braakii et Stenotrophomonas maltophilia et Acinetobacter baumanii
- Stenotrophomonas maltophilia et Acinetobacter baumanii

- Stenotrophomonas maltophilia et Citrobacter freundii
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b) Lot B

Tableau 18: Répartition des différents germes isolés seuls ou en association, de mammites
subcliniques a J64, au sein du lot B.

Germe isolé Nombre d'isolement %
Acinetobacter baumanii 20,00
E.coli
Enterobacter aerogenes
Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae
Panteoa spp
Panteoa spp2
S.aureus
Serratia odorifera
Staphylocoques a coagulase -
Stenotrpophomonas maltophilia
Serratia marcescens
Citrobacter freundii
Citrobacter braaki

VO OO WORrR OOODOOO R
1

Total 100,00%

Total £ 100,00%
Citrobacter braaki -
Citrobacter freundii -
Serratia marcescens -
Stenotrpophomonas maltophilia 60,00
SNC -

Serratia odorifera 20,00

S.aureus -

Panteoa spp2 -

Panteoa spp -

Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae -
Enterobacter aerogenes -

E.coli -

Acinetobacter baumanii 20,00

Figure 13: Fréquence des différents germes isolés seuls ou en association, lors de mammites
subcliniques a J64, au sein du lot B.

Stenotrophomonas maltophilia est le plus frequement isolé avec 60%, Puis Serratia odorifera
et Acinetobacter baumanii avec 20% respectivement.

Les germes isolés en association sont :

- Stenotrophomonas maltophilia/Serratia odorifera

- Stenotrophomonas maltophilia

- Stenotrophomonas maltophilia/Acinetobacter baumanii
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D. Estimation de la guérison bactériologique des mamelles

On utilise pour faire cette estimation les 23 cas de mammites subcliniques pour lesquels on
dispose des trois bactériologies et des comptages cellulaires.

Pour classer les cas en guéri/non guéri nous avons considéré trois cas de figure :

- Si la bactériologie a J64 est stérile, quel que soit le résultat de la premiere bactériologie la
mamelle est considéré comme guéri bactériologiquement.

- Si le résultat de la bactériologie est le méme a J31 et J64 qu’a JO, le quartier est non guéri,
I’infection est persistante.

- Si le germe isolé a J31 et/ou J64 est différent du germe isolé a JO, le quartier est qualifié de
non guéri, il y a eu une nouvelle infection.

La figure ci-dessous indique les fréquences des germes isolés a la premiere bactériologie pour
les 23 cas analysés.

Serratia Citrobacter Citrobacter braaki .
Acinetobacter
marcescens freundii 0% ..
baumanii
0% 3% IS 2
Stenotrpophomona 0
s maltophilia
13% .
‘ ’ Enterobacter
aerogenes
/- 0
2% Klebsiella
s pneumoniae ssp
pneumoniae
Panteoa spp 2%
SNC 8%
30% ~
Panteoa spp2
3%
Serratia odorifera
5%

Figure 14: Résultat de la premiere bactériologie des 23 cas analysés.
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a) Estimation de la guérison tous germes confondus

e LotA

Pour les 15 cas de mammite initiaux a JO, ont été observés a J64:
- 10 guérisons
- 2 infections persistantes

- 3 nouvelles infections

On obtient donc un taux de guérison bactériologique 64 jours apres la mammite de 66,66 %.
Le taux de persistance des infections est de 13,33 %. Le taux de nouvelles infections entre les
J64 et JO est de 20%.

* LotB
Pour les 8 cas de mammite initiaux, ont ét€ observés a J64 :
- 5 guérisons
- 2 infections persistantes
- 1 nouvelle infection
On obtient donc un taux de guérison bactériologique 64 jours aprés la mammite de 62,5 %.

Le taux de persistance des infections est de 25 %. Le taux de nouvelles infections entre les
J64 et JO estde 12,5%.

b) Estimation de la guérison pour les germes les plus souvent isolés

e LotA

- Staphylocoques a coagulase négative
Neuf cas ont été analysés. Le taux de guérison bactériologique est de 100 %.

- Escherichia coli
Les cinq cas d’infection initiale par E. coli ont été analysés. Sur les cinq cas, le taux de
guérison bactériologique est de 100 %.

- Staphylococcus aureus
Deux cas ont été€ analysé€s. Le taux de guérison bactériologique est de 100%.

- Stenotrophomonas maltophilia

Deux cas d’infection initiale par ce germe ont été analysés et ont révélés un taux de guérison
de 100%. Trois nouvelles infections ont été constatées a J64.
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e LotB

- Staphylocoques a coagulase négative
Trois cas ont été analysés. Le taux de guérison bactériologique est de 100 %.

- Escherichia coli
Le seul cas d’infection initiale par E. coli a été analysé. Le taux de guérison bactériologique
est de 100 %.

- Staphylococcus aureus
Quatre cas ont été analysés. Sur les quatre cas, le taux de guérison bactériologique est de
100%.

- Stenotrophomonas maltophilia
Trois cas d’infection initiale par ce germe ont €t€ analysés et ont révélés un taux de
persistance de I’infection de 100%, donc un taux de guérison de 0%.

I11.3. Résultats des comptages cellulaires du lait

Les Concentrations Cellulaires Somatiques Individuelles (CCSI) mesurées a trois
prélevements successifs (JO, J31, et J64), sur les deux groupes 1 et 2 sont représentées ci-
dessous dans le tableaul8.

Tableau 19: Résultats des comptages cellulaires individuels des trois prélevements,
concernant les deux groupes 1 et 2

JO J31 Jod Total
N SCC 23 12 8 43
2200.000cls/ml
(%) SCC = 53,48% 27.90% 18,60% 100%
200.000cls/ml
N SCC< 45 56 60 161
200.000 cls/ml
(%) SCC < 27.95% 34,78% 37.,26% 100%
200.000cls/ml

N : nombre, SCC : Concentrations des Cellules Somatiques du lait (Somatic Cell Count),

(%) : Pourcentage
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Ci-dessous le tableau des résultats des concentration des cellules somatiques individuelles des
deux lots A et B du groupe 1 ; Les cases colorées en gris correspondent aus CCSI = au seuil S

Tableau 20 : Résultats des CCSI du groupe 1

Lot Numéro de CCSI aJo CCSI aJ31 CCSI a J64
I'animal

29 235000 375000 180000
50 200000 5000 2000
34 201000 8000 4000
63 209000 13000 6000
91 210000 18000 30000
139 210000 21000 31000

Lot A 73 212000 35000 40000
6 236000 36000 43000
162 240000 37000 47000
17 250000 40000 50000
51 265000 59000 58000
45 270000 143000 64000
24 282000 180000 128000
8 308000 209000 147000
47 310000 244000 189000
70 236000 421000 319000
89 135000 8000 6000
53 201000 269000 43000

Lot B 22 270000 18000 189000
20 308000 491000 684000
65 282000 244000 231000
19 446000 180000 50000
134 381000 143000 64000
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a) Résultats des CCSI a JO

Initialement a J0, les deux lots du Groupe 1 avaient une CCSI supérieure ou égale a 200.000
Cls/mL

=>200000

Lot A

Lot B

Figure 15: Répartition des CCSI au sein du groupe 1, a JO.

Tableau 21 : Diagramme des Quartiles des CCSI a JO, au sein du groupe 1

Variables CCSI* du lot A CCSI* dulot B
Q1 (premier quartile) 209 000 209 750
Q2 (médiane) 236 000 276 000
Q3 (troisieme quartile) 270 000 362 750
Q3-Q1 (Ecart
interquartile) 61 000 153 000
*: Cls/mL

Le diagramme des quartiles de la distribution des CCSI (Tableau 19) montre que 75 % des
échantillons (Q3) ont des CCSI < 270.000 Cls/mL et des CCSI < 362.750 Cls/mL au sein des
lot A et B respectivement ; ainsi 25 % des échantillons (Q1) ont des CCSI < 209.000 Cls/mL
et des CCSI < 209.750 Cls/mL dans le les lots A et B respectivement.

La médiane (Q2) de la distribution des CCSI du lot A est de 236.000 Cls/mL, donc 50 % des
échantillons ont des CCsl inférieurs a cette valeur médiane ; Et la médiane (Q2) de la
distribution des CCSI du lot B est de 276.000 Cls/mL, donc 50 % des échantillons ont des
CCSI inférieurs a cette valeur médiane.

Les valeurs observées de 1’écart interquartile (Q3-Q1) des les lots A et B sont respectivement
de 61.000 et 153.000 Cls/mL.
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b) Résultats des CCSI a J31

A J31, les proportions ne sont plus les mémes qu’a JO ; Au sein des deux lots A et B, il y’a
passage de 8 et 4 CCSI respectivement, sous le seuil des 200.000 Cls/mL (sous le seuil du cas
mammite)

BHlotA "LotB

<200 000

2200000

Figure 16: Répartition des CCSI au sein du groupe 1, a J31.

Le diagramme des quartiles de la distribution des CCSI (Tableau 20) montre que 75 % des
échantillons (Q3) ont des CCSI < 180.000 Cls/mL et des CCSI < 383.00 Cls/mL au sein des
lot A et B respectivement ; ainsi 25 % des échantillons (Q1) ont des CCSI < 18.000 Cls/mL
et des CCSI < 49.250 Cls/mL dans le les lots A et B respectivement.

La médiane (Q2) de la distribution des CCSI du lot A est de 37.000 Cls/mL, donc 50 % des
échantillons ont des CCsl inférieurs a cette valeur médiane ; Et la médiane (Q2) de la
distribution des CCSI du lot B est de 212.000 Cls/mL, donc 50 % des échantillons ont des
CCSI inférieurs a cette valeur médiane.

Les valeurs observées de 1’écart interquartile (Q3-Q1) des les lots A et B sont respectivement
de 162.000 et 333.750 Cls/mL.

Tableau 22 : Diagramme des Quartiles des CCSI a J31, au sein du groupe 1

Variables CCSI* du lot A CCSI* du lot B
Q1 (premier quartile) 18 000 49 250
Q2 (médiane) 37 000 212 000
Q3 (troisieme quartile) 180 000 383 000
Q3-Q1 (Ecart interquartile) 162 000 333 750
* 1 Cls/mL
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¢) Résultats des CCSI a J64

A J64,le passage en dessous du seuil concerne surtout le Lot A avec 3 CCSI.

BELotA "LotB

<200 000 =200 000

Figure 17: Répartition des CCSI au sein du groupe 1, a J64.

Tableau 23 : Diagramme des Quartiles des CCSI a J64, au sein du groupe 1

CCSI* du lot
Variables CCSI* du lot A B
Q1 (premier quartile) 30 000 44750
Q2 (médiane) 47 000 126 500
Q3 (troisieme quartile) 128 000 297 000
Q3-Q1 (Ecart
interquartile) 98 000 252 250
*: Cls/mL

Le diagramme des quartiles de la distribution des CCSI (Tableau 21) montre que 75 % des
échantillons (Q3) ont des CCSI < 128.000 Cls/mL et des CCSI < 297.000 Cls/mL au sein des
lot A et B respectivement ; ainsi 25 % des échantillons (Q1) ont des CCSI < 30.000 Cls/mL
et des CCSI < 44.750 Cls/mL dans le les lots A et B respectivement.

La médiane (Q2) de la distribution des CCSI du lot A est de 47.000 Cls/mL, donc 50 % des
échantillons ont des CCsl inférieurs a cette valeur médiane ; Et la médiane (Q2) de la
distribution des CCSI du lot B est de 126.500 Cls/mL, donc 50 % des échantillons ont des
CCSI inférieurs a cette valeur médiane.

Les valeurs observées de 1’écart interquartile (Q3-Q1) des les lots A et B sont respectivement
de 98.000 et 252.250 Cls/mL.
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Les résultats des CCSI du groupe 2 sont représentés dans le tableau suivant. Les cases

colorées en gris correspondent aus CCSI = au seuil S

Tableau 24 : Résultats des CCSI du groupe 2

Lot Numéro de CCSIalo CCSI aJ31 CCSI aJo4
I'animal

87 10000 23000 7000
118 42000 19000 43000
41 19000 6000 9000
102 9000 29000 9000
99 39000 19000 4000
84 10000 16000 19000
90 24000 14000 6000
127 20000 100000 174000
88 5000 5000 8000
141 40000 10000 6000
78 47000 31000 92000
10 19000 23000 65000
57 13000 20000 58000
163 15000 9000 11000
103 35000 74000 63000

Lot C 112 14000 20000 38000
61 55000 23000 114000
72 3000 68000 14000
161 23000 9000 20000
35 36000 24000 109000
160 7000 108000 150000
64 26000 55000 39000
12 9000 44000 10000
80 116000 63000 42000
49 32000 41000 34000
4 70000 117000 747000
142 4000 12000 401000
40 50000 143000 162000
131 3000 49000 27000
128 31000 42000 50000
106 42000 51000 4000
42 25000 16000 82000
56 31000 20000 100000
71 28000 4000 10000
130 26000 49000 114000
26 12000 20000 14000
122 84000 24000 30000
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144 11000 15000 20000
Lot D 27 63000 70000 41000
7 105000 30000 110000
145 25000 43000 45000
138 22000 16000 35000
66 44000 313000 111000
2 6000 25000 14000
149 25000 14000 20000

a) Résultats des CCSI a JO

Initialement a J0, les deux lots du Groupe 2 avaient une CCSI inférieure a 200.000 Cls/mL

m<200000

Lot C

Figure 18: Répartition des CCSI au sein du groupe 2, a JO.

Tableau 25 : Diagramme des Quartiles des CCSI a JO, au sein du groupe 2

Variables CCSI* du lot C
Q1 (premier quartile) 9750
Q2 (médiane) 21 500
Q3 (troisieme quartile) 39 250
Q3-Q1 (Ecart
interquartile) 29 500
*: Cls/mL

CCSI* du lot D
22 000
26 000
44 000

22 000

65




Partie expérimentale
. |

Le diagramme des quartiles de la distribution des CCSI (Tableau 22) montre que 75 % des
échantillons (Q3) ont des CCSI < 39.250 Cls/mL et des CCSI < 44.000 Cls/mL au sein des
lot C et D respectivement ; ainsi 25 % des échantillons (Q1) ont des CCSI < 9.750 Cls/mL et
des CCSI < 22.000 Cls/mL dans le les lots C et D respectivement.

La médiane (Q2) de la distribution des CCSI du lot C est de 21.500 Cls/mL, donc 50 % des
échantillons ont des CCsl inférieurs a cette valeur médiane ; Et la médiane (Q2) de la
distribution des CCSI du lot D est de 26.000 Cls/mL, donc 50 % des échantillons ont des
CCSI inférieurs a cette valeur médiane.

Les valeurs observées de 1’écart interquartile (Q3-Q1) des les lots C et D sont respectivement
de 29.500 et 22.000 Cls/mL.

b) Résultats des CCSI a J31

A J31,les proportions sont pratiquement les mémes qu’a JO. Au sein du lot C, tous les CCSI
restent sous le seuil des 200.000 Cls/mL (sous le seuil du cas mammite) ; Et dans le lot D, un
seul CCSI seulement dépasse les 200.000 Cls/mL.

ElotC LotD

<200 000
2200 000

Figure 19: Répartition des CCSI au sein du groupe 2, a J31.

Tableau 26 : Diagramme des Quartiles des CCSI a J31, au sein du groupe 2

CCSTI* du lot
Variables C CCSI* du lot D
Q1 (premier quartile) 15 500 16 000
Q2 (médiane) 23 500 24 000
Q3 (troisieme quartile) 57 000 49 000
Q3-Q1 (Ecart interquartile) 41 500 33 000

* . Cls/mL
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Le diagramme des quartiles de la distribution des CCSI (Tableau 23) montre que 75 % des
échantillons (Q3) ont des CCSI < 57.000 Cls/mL et des CCSI < 49.000 Cls/mL au sein des
lot C et D respectivement ; ainsi 25 % des échantillons (Q1) ont des CCSI < 15.500 Cls/mL
et des CCSI < 16.000 Cls/mL dans le les lots C et D respectivement.

La médiane (Q2) de la distribution des CCSI du lot C est de 23.500 Cls/mL, donc 50 % des
échantillons ont des CCsl inférieurs a cette valeur médiane ; Et la médiane (Q2) de la
distribution des CCSI du lot D est de 24.000 Cls/mL, donc 50 % des échantillons ont des
CCSI inférieurs a cette valeur médiane.

Les valeurs observées de 1’écart interquartile (Q3-Q1) des les lots C et D sont respectivement
de 41.500 et 33.000 Cls/mL.

¢) Résultats des CCSI a J64

A J64,le passage en dessous du seuil concerne seulement 2 CCSI du Lot C.

HLotC "LotD

<200 000
2200000

Figure 20: Répartition des CCSI au sein du groupe 2, a J64.

Tableau 27 : Diagramme des Quartiles des CCSI a J64, au sein du groupe 2

Variables CCSI* du lot C CCSI* du lot D
Q1 (premier quartile) 9750 14 000
Q2 (médiane) 38 500 35000
Q3 (troisieme quartile) 96 250 100 000
Q3-Q1 (Ecart interquartile) 86 500 86 000
*: Cls/mL
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Le diagramme des quartiles de la distribution des CCSI (Tableau 24) montre que 75 % des
échantillons (Q3) ont des CCSI < 96.250 Cls/mL et des CCSI < 100.000 Cls/mL au sein des
lot C et D respectivement ; ainsi 25 % des échantillons (Q1) ont des CCSI < 9.750 Cls/mL et
des CCSI < 14.000 Cls/mL dans le les lots C et D respectivement.

La médiane (Q2) de la distribution des CCSI du lot C est de 38.500 Cls/mL, donc 50 % des
échantillons ont des CCsl inférieurs a cette valeur médiane ; Et la médiane (Q2) de la
distribution des CCSI du lot D est de 35.000 Cls/mL, donc 50 % des échantillons ont des
CCSI inférieurs a cette valeur médiane.

Les valeurs observées de 1’écart interquartile (Q3-Q1) des les lots A et B sont respectivement
de 86.500 et 86.000 Cls/mL.

II1.4. Analyse statistique

A. Suivi des comptages cellulaires dans le temps

Le but du suivi des comptages dans le temps est d’évaluer 1’évolution positive qu’elle soit ou
négative des CCSI au sein de chaque groupe ; Pour ainsi évaluer 1’apport bénéfique ou non
du SYMBIOVEBA® sur :
- La guérison de vaches atteintes de mammites subcliniques initialment (Groupe 1)
- Et sur la prévention d’apparition de mammites subcliniques sur des vaches saines
(Groupe?2)

a) Groupe 1

Au sein du groupe 1, notre analyse concerne le lot A qui regroupe quinze vaches atteintes de
mammites subcliniques et qui ont recue apres chaque prélevement une dose du symbiotique.

D’apres le Tableau 19 ci-dessous, la moyenne des CCSI a JO était de 235.866,66 Cls/mL puis
elle est déscendue a 67.933,33 Cls/mL a J64.

Tableau 28 : Tableau des statistiques descriptives du CCSI du lot A, au cours du temps

Variable Observations Minimum  Maximum  Moyenne  Ecart-type

JO 15 135000,000 310000,000 235866,667 46570,786
J31 15 5000,000 375000,000 94866,667 110740,925
J64 15 2000,000 189000,000 67933,333 62349781

Tableau 29 : Analyse statistique de la variation des CCSI du lot A, au cours du temps

Q (Valeur observée) 17,200
Q (Valeur critique) 5,991
DDL 2
p-value (unilatérale) 0,000
alpha 0,05

DDL : Degrés de liberté
Les résultats consignés dans le Tableau 20, révelent que la structure des distributions des

CCSI a significativement (p<0,02) changé au cours du temps en s’améliorant c’est a dire en
diminuant, ce qui pourrait suggérer un effet bénéfique du symbiotique sur les CCSI et par
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extrapolation sur la guérison de cas de mammites subcliniques (passage au-dessus du seuil
mammite)

b) Groupe 2
Au sein du groupe 2, notre analyse concerne le lot C qui regroupe trente vaches indemnes de
mammites subcliniques initialement et qui ont recue apres chaque prélevement une dose du

symbiotique.

Tableau 30 : Tableau des statistiques descriptives du CCSI du lot C, au cours du temps

Variable  Observations Minimum  Maximum  Moyenne  Ecart-type

JO 30 3000,000 116000,000 27533,333 23998,180
J31 30 5000,000 143000,000 40533,333 36101,135
J64 30 4000,000 747000,000 84366,667 148753,553

Le tableau 21 ci-dessus montre que la moyenne des CCSI a JO était de 27.533,33 Cls/mL puis
elle est arrivée a 84.366,33 Cls/mL a J64 ; Mais elle reste en dessous du seuil mammite.

Tableau 31 : Analyse statistique de la variation des CCSI du lot C au cours du temps

Q (Valeur observée) 6,458
Q (Valeur critique) 5,991

DDL 2
p-value (unilatérale) 0,040
alpha 0,05

D’apres le tableau 22, il existe une différence significative (p<0,05) entre la structure des
distributions des CCSI au cours du temps, mais ce changement n’étant pas positif nous ne
pouvant conclure un effet préventif du symbiotique vis a vis des mammites subcliniques.

B. Situation des CCSI a J64 : évaluation de I’effet du symbiotique

a) Groupe 1

Au sein du groupe 1, il s’agit de ’analyse des taux de guérison a J64 ; Les proportions de
mamelles considérées guéries par rapport aux non guéries a J64, sont représentées dans le
tableau de contingence ci-dessous :

Tableau 32 : Situation des CCSI du groupe 1 a J64.

<S =S
Lot A 15 0
Lot B 5 3

L’analyse statistique du tableau de contingence précédent releve une différence significative
(p<0,05) entre les deux distributions des valeurs de CCSI a J64 (Tableau), et donc nous
pouvons conclure que le SYMBIOVEBA a un effet curatif sur les vaches en lactations
atteintes de mammites subcliniques.
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Tableau 33 : Analyse statistique de la variation des CCSI a J64, au sein du groupe 1

U 32,500

U (normalisé) 0,000

Espérance 60,000

Variance (U) 239407

p-value (unilatérale) 0,039

alpha 0,05
b) Groupe 2

Au sein du groupe 2, il s’agit de ’analyse de I’effet préventif du symbiotique vis a vis de
mammites subcliniques ; Les proportions de mamelles considérées inféctées ou non a J64,
sont représentées dans le tableau de contingence ci-dessous :

Tableau 34 : Situation des CCSI du groupe 2 a J64.

<S =S
Lot C 28 2
Lot D 15 0

Tableau 35 : Analyse statistique de la variation des CCSI a J64, au sein du groupe 2
U 221,500

U (normalisé) -0,072
Espérance 225,000
Variance (U) 1723,523
p-value (unilatérale) 0471
alpha 0,05

Une analyse statistique appliquée au tableau de contingence n°, montre un p>0,05 et donc
supérieur au taux de signification admis dans la présente étude. En conclusion, notre
expérimentation n’offre pas les arguments suffisants pour conclure de I’effet préventif du

SYMBIOVEBA® vis a vis des mammites subcliniques.
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C. Analyses des taux de guérison bactériologique a J64

Cette analyse concerne les résultats bactériologiques du groupe 1 a J64. Le taux de guérison
moyen par vache est de 65,21% ; Plus spécialement 66,66% de taux de guérison au sein du
lot A et 62,5% au sein du lot B. Comparons les résultats entre les 2 lots a I'aide d’un tableau
de contingence qui représente le nombre de vaches guéries et non guéries selon le lot
(Tableau) auquel on appliquera le test du khi deux (p=0,84).

Tableau 36 : Répartition des guérisons a I'échelle de 1'animal
Guéries  Non guéries

Lot A 10 5

Lot B 5 3

Il n'y a pas de différence significative (p>0,05) entre les 2 lots au niveau des taux de guérison
bactériologique par vache. Ce qui fait que sur le plan bactériologique, nous ne pouvons
affirmer 1’effet curatif de SYMBIOVEBA sur les vaches atteintes de mammites subcliniques.

Tableau 37 : Analyse statistique du taux de guérison bactériologique a J64, au sein du groupe
1

Khi? (Valeur observée) 0,040
Khi? (Valeur critique) 3,841

DDL 1
p-value 0,842
alpha 0,05
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IV. Discussion

En Algérie, plusieurs études ont été menés sur la prévalence des mammites subcliniques et
des principales bactéries responsables de mammites subcliniques en élévage bovin (Bouaziz,
2005 ; Boufaida Asnoune et al., 2012 ; SAIDI et al., 2013)

Dans des pays étrangers, la supplémentation alimentaire en additifs afin de guérir des vaches
en lactation ou prévenir une éventuelle infection a concerné quelques probiotiques
(Bouchard, 2013) ; Ceci a été également étudié chez la femme atteinte de mammite (Jiménez
et al., 2008) (Arroyo et al., 2010).

Cependant a ce jour, les études sur la supplémentation en symbiotique n’a pas été exploré sur
tous les plan mise a part les récentes études sur 1’aspect épidémiologique des mammites dans
le cadre de I’utilisation d’un symbiotique (au sein de ’ENSV); Encore moins, I’étude de
quelques paramétres indicateurs des 1’état de I’immunité locale de la mamelle, et de I’effet
d’un symbiotique sur la réponse immunitaire locale lors d’infection subclinique ou non.

Avant de faire I’analyse des résultats obtenus dans cette étude, il nous parait nécessaire de
discuter le protocole général de notre expérimentation, afin de faire ressortir ses avantages et
ses limites.

IV. 1. Méthode d’échantillonnage

A. Choix de la ferme

La ferme IBRAHIM a été choisi en premier lieu, du fait de la coopération de ses gérants, de
son vétérinaire et de ses techniciens ; C’est également une ferme vouée a la production
laitiere avec des vaches de race haute productrice laiti¢re et utilisant des techniques modernes
de production laitiére.

B. Choix des bovins a prélever et effectif

Le choix des bovins a prélever s’est fait de manicre aléatoire mais ceci aprés mise a I’écart de
dix vaches non apte a I’expérimentation (sous traitement, malade..); A partir de 1a, la
constitution des lots et groupes expérimentaux s’est faite au hasard.

Les lots constitués au sein de chaque groupe sont homogenes vis a vis de la race et de 1’état
infectieux de la mamelle, vu que le premier n’est constitué¢ initialement que de vaches
atteintes de mammites subcliniques et le deuxiéme de vaches initialement indemnes de
mammites.

La puissance de notre essai, avec des effectifs aussi petits est extrémement faible. Et un
effectif plus important pouvait montrer une différence significative dans I'efficacité curative
et préventive du symbiotique sur le plan bactériologique.

Avant de démarrer l'expérimentation, il aura fallu faire un calcul d'effectif afin de s'assurer
d'une puissance suffisante. Notre étude n'a qu'un objectif préliminaire qui devra étre complété
par la suite par une expérimentation concernant un effectif plus important.
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IV.2. Outils diagnostiques et critéres d’évaluation
A. Utilisation des CCSI

Les CCS sont des marqueurs des mammites sub-cliniques, ils nous est apparu indiqué de
mesurer l'influence du SYMBIOVEBA® en particulier, sur ce critére du fait que ¢a soit
révélateur de toute modification du nombre des cellules de I’immunité locale au niveau de la
mamelle. Cette démarche nous parait intéressante malgré les imperfections du CCS.

Le comptage cellulaire individuel (CCSI), comme celui de Tank, constitue la base du
dépistage de la mammite dans les exploitations laitieres depuis de nombreuses années et
représente un outil de valeur inestimable. Dans les pays européens adhérant au contrdle
laitier, les cellules du lait de chaque vache sont dénombrées mensuellement dans tous les
¢levages, et ces données sont disponibles chez les éleveurs (SHYAKA, 2007).

Plusieurs études ont cherché a déterminer une valeur seuil pour le taux cellulaire
correspondant a une forte probabilité d’infection (Badinand, 2003). Le seuil significatif que
nous avons retenu pour notre étude est de 200 000 cellules par ml car il a été défini aprés un
travail de synthése réalisé par Boutet et collaborateurs en 2006.

Tous les auteurs s’accordent pour dire que quand on augmente la valeur seuil utilisée, la
sensibilit¢ diminue alors que la spécificité du test augmente. Ainsi SCHEPERS a testé
différents seuils sur 22 467 prélevements de lait de quartiers :

Tableau 38 : Sensibilité et spécificité pour trois valeurs seuils possibles (d’apres SCHEPERS
et al 1997 ; Depuis NOIRETERRE, 2006)

Valeur seuil Sensibilité Spécificité
100 000 cell/mL 83.2 80.5
200 000 cell/mL 74.5 89.6
400 000 cell/mL 60.8 95.0

B. Validité des résultats des CCS

Selon le National Mastitis Council, il est indiqué de faire 3 prélévements de suite et
d'analyser les 3 séparément afin d'obtenir un résultat plus fiable (ALEXANDRE, 2005), et ceci
constitue un point fort pour notre étude vu I’analyse faite sur 3 prélévements successifs.

C. Méthode d’ensemencement, d’isolement et d’identification

Tous les échantillons ont été préalablement ensemencés sur une gélose Columbia enrichie au
sang frais de mouton (5- 10%). Ce milieu permet :

- L’isolement de la plupart des germes exigeants
- De juger de I’activité hémolytique des colonies qui y poussent.
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L’identification a été faite grace aux galeries API de BioMerieux. L’identification par ces
galeries est rapide et facile d’utilisation. Cette méthode permet 1’étude de 20 caracteres
biochimiques en réactions groupées. Cependant, certains auteurs considérent peu fiable
I’identification de I’espeéce par ce systeme, a cause du nombre limité de test (BES et al,
2000).

IV.3. Prévalence des mammites subcliniques

Dans la présente étude, la prévalence initiale des vaches atteintes de mammites subcliniques
¢tait de 33,82%. Boufaida Asnoune et collaborateur ont décelé a 1’aide du CMT, une
prévalence de mammites subcliniques de 79%. Dans une étude sur 1’évaluation de la qualité
hygiénique du lait dans I'ouest algérien, la prévalence de mammites a partir de laits
individuels était de 47% et de 76% sur les laits de mélange (Aggad et al., 2009).

Une étude plus récente portant sur la fréquence d’occurrence des mammites subcliniques,
montre une prévalence de 28,77% de quartiers atteints décelés par CMT (SAIDI et al.,
2013) ; Cette prévalence est proche de la notre qui est de 33,82% sur lait de mélange des
quatre quartiers.

Dans la littérature, la prévalence des vaches atteintes de mammites subcliniques variait de
17% (Pluvinage et al., 1991) a 78% (Tuteja et al,, 1993a). Dans les autres études, la
fréquence des mammites subcliniques était de 64% en Inde (Saxena et al., 1993), 62% en
Ethiopie (Dego et Tareke, 2003), 56% en Jamaique (Zingesser et al., 1991), 52% en Uruguay
(Gianneechini et al., 2002), 45% en Trinidad (Romain et al., 2000) et 34% en tunisie
(M’SADAK et al., 2014).

Les données relatives a la prévalence des mammites subcliniques varient d’une étude a une
autre. Cette variation pourrait étre attribuée a I’utilisation de différentes méthodes de
diagnostic des mammites subcliniques (examen bactériologique, test de la concentration
cellulaire somatique, CMT) et a la définition de I’infection (cas mammite) qui est variable
selon les auteurs (Eberhart et al., 1987).

Dans notre étude nous avons utilis¢é le comptage cellulaire, cette technique présente
I’avantage d’étre plus spécifique que les autres, la comparaison entre le comptage cellulaire

et les techniques bactériologiques nous donnent des résultats satisfaisants (de concordance
entre 28,4 et 98,6% selon Sargeant et al. 2001).

IV.4. Analyse bactériologique

A. Analyse des résultats bactériologiques a J0

Nous avons eu une fréquence de 69 ,56% d’associations de deux germes contre 32,5%
rapportés par (SAIDI et al., 2013); Ainsi que 30,43% de prélevements révélées mono-

bactériens contre 57,5% depuis SAIDI et collaborateurs.

Dans la présente étude, les résultats bactériologiques placent les Staphylocoques a
coagulase négative comme le groupe d’agents étiologiques les plus fréquents en maticre de

74



Partie expérimentale

mammites subcliniques. En effet, ils ont ét¢ isolés dans 30% des cas, ce qui s’explique par
leur role pathogeéne connu dans les mammites subcliniques (BEN HASSEN et al., 2003).

La place de ces germes est variable d’une étude a une autre: 21% (NOIRETERRE, 2006),
33% (DUREL et al., 2003), 25,9% (Bouaziz, 2005), 41 % pour (Fabre et al., 1997), 51%
(Bussato et al., 2000)

Le nombre ¢levé de SNC isolé dans cette exploitation serait peut étre dli aux mauvaises
conditions d’hygiene de la traite. Plusieurs travaux ont montré que 1’application d’une

désinfection des trayons apres la traite contribue a la diminution de la prévalence de SCN
(Todhunter et al., 1993).

En deuxieme position, Escherichia coli avec une fréquence de 17,50%, relativement plus
¢levée que celle rapportée dans la littérature lors de mammite subclinique. En effet, la
fréquence de ce germe varie de 2% (Fabre et al., 1997 ; Saddek et al., 1998) a 7% (Longo et
al., 1994). Ce germe est plutot a I’origine de mammites cliniques. Le mauvais entretien de la
liticre, la mauvaise hygiéne de la stabulation et des animaux en général pourrait expliquer la
fréquence ¢levée d’Escherichia coli isolé dans cette étude.

Nous avons isolés le Staphyloccocus aureus avec un taux de 15%, cette valeur est inférieure
a celle de Saidi et collaborateur (40%) et de Bouaziz (30,9%).

Ce résultat se rapproche un peu des fréquences rapportées dans différents pays par divers
auteurs : en France 29,0% pour Fabre et al. (1997b), En Egypte 29,1% pour Seddek et al.
(1999), au Zimbabwé¢ 34,2% pour Kuddinha et al. (2002). Cette fréquence d’isolement
relativement importante du S.aureus s’expliquerait amplement par le fait que ¢a soit un
pathogéne majeur de mammites en général.

Pour les autres entérobactéries, nous avons isolés 22,50%, ce qui représente un taux
semblable a ceux observés par (Noireterre, 2006) et (Fallet, 1999) et (Manner, 2001) qui sont
respectivement de 22,6%, 23,7% et 25,3%.

Nous avons pu isoler un taux de 29,43% de Stenotrophomonas maltophilia.

Aucun isolement de streptocoques n’a été enregistré.

Notre étude permet ne permet pas de caractériser un type précis de mammite principalement
rencontré a la ferme IBRAHIM ni de modéele épidémiologique mais nous avons plutot une

association des deux modeles : contagieux et environnemental.

B. Analyse des résultats bactériologiques a J64

Dans notre étude, le taux de guérison bactériologique du groupe 1 a J64 est de 65,21% ; Avec
66,66% et 62,5% respectivement pout les lots A et B. Lescut (1999) et Schultze (1983) ont
rapportés des résultats semblables avec des taux de 61% et 68% respectivement.

ALLAIRE et al. dans une étude portant sur l'efficacit¢ du Cepravin® et utilisant la
bactériologie comme outil diagnostique, trouvent un taux de guérison de 88%. Ce sont des
résultats supérieurs aux notres.

De méme, ALEXANDRE rapporte en 2005 des taux de guérison bactériologique de 86%
pour le Cepravin® et de 75% pour le Vonapen®.

L’analyse des résultats nous montre que le taux de guérison des infections a staphylocoques
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est de 100%. Ce résultat est supérieur avec ceux rapportés par différents auteurs qui ont
expérimentés des antibiotiques : 78% pour Laval et al. (1991), 76,9% pour Charpiat (2003).
Des taux de guérison se rapprochant a celui obtenu dans notre étude ont été signalés : 85%
(Cummins et McCasey, 1987), 88% (Allaire, 1990) et 93% (Stephan et al., 1984).

D’une fagon générale, les différentes études rapportent des taux de guérison variables vis a
vis des Staphyloccoques. Ceci s’explique par le fait que Staphylococcus aureus peut avoir
une localisation intracellulaire et de ce fait s’enkyster dans le parenchyme, ce qui fait que le
contact, antibiotique-germe, ne peut pas toujours se produire convenablement (Bousquet-
Mélou, 2003).

Mais ceci n’a pas empéché d’avoir de meilleurs résultats dans notre étude forcément du fait
de la composition du SYMBIOVEBA®. En effet, les lactobacilles ont été testés in vitro et
ont montrés une aptitude a produire des composants comme des acides organiques, du
peroxyde d’hydrogene et des bactériocines a activité anti-microbiénne (Charlier et al., 2009;
Nader-Macias et al., 2008b). Par conséquent, une infusion intra-mammaire de bactériocine
produite par Lactococcus lactis a prouvé son efficacité comme une injection antibiotique

classique (Crispie et al., 2008; Klostermann et al., 2008).

Les taux de quérison des SNC a été de 100% dans notre étude. DJURICIC et al. (2014)
rapportent 61,29% de guérison pour les SNC.

Les entérobactéries ont montrés un taux de guérison de 91,66%, valeur comparables a celle
de DJURICIC et al. (2014) qui est de 91,17% suite a une injection intramammaire

d’antibiotique durant la lactation.

IV.5. Impact sur les comptages cellulaires somatiques

Pour analyser I’activit¢ du SYMBIOVEBA® par le biais de son effet sur les CCSI, nous
pouvons comparer les résultats obtenus a ceux d’autres études utilisant des probiotiques ou
méme des antibiotiques vu que le but est de rechercher une activité curative et préventive
similaires aux antibiotiques afin de faire régresser leur utilisation et par ceci pallier au
problémes d’antibio-résistances trés fréquents au niveau des élevages. Il faut garder a ’esprit
que dans notre étude I’effectif est faible et que toute conclusion peut étre biaisée par cet état
de fait.

A. Activité curative

Celle-ci se définit par une CCSI inférieure au seuil de guérison (S). La guérison est dite

complete si la mamelle assainie garde une CCSI < S a J64 (Tableau)
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Le taux de guérison tous germes confondus est de 86,95% au sein du groupe 1 ; Elle est de
100% dans le lot A de vaches recevant le SYMBIOVEBA® et de 62,5% au sein du lot B de
vaches ne recevant pas le symbiotique. La différence entre les deux taux de guérison a été

significative concluant de I’effet curatif vrai du symbiotique utilisé.

Le SYMBIOVEBA® dans notre étude présente une activité curative tout a fait comparable a
celle d’autre produit rapportée par divers auteurs : 89 % de quartiers traités a la cefalexine
(Horlacef®) pour Leroux (1991), 93% pour Allaire (1991) avec cephalonium (Cepravin
HL®), 95% pour Lescut (1999) avec cephalonium (Cepravin HL®), et 87% Charpiat (2003)
avec rifaximine (Fatrox®). En revanche, ce taux est supérieur a ceux obtenus par Saurel
(1993) (84% avec la cefazoline), Leroux (1991) (79% avec cloxacilline (Orbenin HL®) et
Charpiat (2003) (77% avec cloxacilline Orbenin®).

MEISSONNIER et LAUMONIER , en utilisant des comptages cellulaires individuels pour
¢valuer I'efficacité du Vonapen®, observent une chute importante du comptage cellulaire

pour la majorité des vaches traitées de 71 a 83%.

Le taux de guérison selon les CCSI est supérieur a celui constaté bactériologiquement, et ceci
pourrait s’expliquer par le seuil de guérison que nous avons fixés a 200.000 Cls/mL et au-
dessous duquel il peut aussi y’avoir une infection bactérienne ; Ceci a été rapporté par
DJABRI et collaborateurs que des quartiers ayant des CCS entre 110.000 et 150.000 Cls/mL
présentaient des infections a germes mineurs. C’est le cas dans notre étude, des prélevements
a CCSI < S présentent des infection bactériennes a germes mineurs (Stenotrophomonas
maltophilia, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter brakii, Citrobacter freundii et acinetobacter

baumanii isolés respectivement a : 50%, 12,5%, 12,5%, 12,5%, 12,5% de fréquence.

B. Activité préventive

Celle-ci s’apprécie par des CCSI < S des vaches du groupe 2.

L’activité préventive du SYMBIOVEBA n’a pas été constatée dans notre étude du fait de la
différence non significative entre les moyennes de CCSI du lot expérimental et du lot témoin
a J64, ceci étant peut étre di a I’effectif pas trés important ou aux conditions d’hygiene de la

traite ou de 1’¢élevage.
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Partie expérimentale

CONCLUSION

Cette étude a permis d’estimer la prévalence des mammites subcliniques,
d’identifier la nature et d’évaluer I’importance des différentes especes
bactériennes responsables des infections mammaires ainsi que 1’effet d’une
administration orale d’un symbiotique sur les mammites subcliniques. Elle a
mis en évidence les principaux points suivants :

- Une prévalence de 33,82% des mammites subcliniques.

- Les germes responsables de mammites subcliniques sont principalement des
bactéries pathogenes a réservoir mammaire : Staphylocoques a coagulase
négative (30%), Staphylococcus aureus (15%) ; Et des bactéries
d’environnement : Escherichia coli (17,50%) et les autres entérobactéries
(22,50). La situation de 1’élevage se caractérise par la coexistence des
mammites de traite et des mammites d’environnement ; Ceci s’expliquant par la
fréquence rencontrée des Staphylocoques (45%) et la fréquence globale des
entérobactéries de 40%. Les mauvaises conditions d’hygiene de la traite, le non
contrdle de la machine a traire et le mauvais entretien de I’habitat ont constitués
les probables facteurs de risque.

- L’association du CCSI et d’une analyse bactériologique sur toutes les vaches
renseigne de facon précise mais ponctuelle sur I’étiologie et la fréquence des
mammites subcliniques au sein d’un élevage ; Par contre, 1’association des deux
sur trois prélevements successifs offre la possibilité de suivre 1’infection
présente, détecter les nouvelles infections, et estimer le taux de guérison avec ou
sans traitement.

- L’administration du SYMBIOVEBA® pour des vaches atteintes de mammites
subcliniques durant la lactation, permet :

—> Une guérison bactériologique globale de 66,66%
—> Et une diminution des CCSI en dessous de 200.000 Cls/mL pour 100% des
vaches traitées.

- L’effet préventif du SYMBIOVEBA® sur des vaches saines vis a vis de
mammites subcliniques n’a pas été conclu dans notre étude, une autre
expérimentation avec un plus grand effectif et sur une plus grande période sera
probablement nécessaire pour explorer son probable effet préventif.
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ANNEXES




Annexe 1 : Flacon stérile pour prélevement de lait

Annexe 2 : Technique de prélevement

Préléevement

Matériel

technique

-Pots de prélévement
stériles et gants d’examen.
-Coton hydrophile ou
compresses.

-Alcool chirurgical 70°.
-Papier absorbant.

-Feutre indélébile.
-Glaciére avec pains de

glace.

Lavage des mains.

Lavage et séchage des trayons.

Désinfection de I'extrémité du trayon avec un tampon de
coton imbibé d’alcool.

Elimination des premiers jets

On saisit le flacon entre le pouce et I'index de la main
gauche.

On dévisse le bouchon avec la main droite, et on dirige le
pot vers le bas.

On saisit le trayon de la main droite, on le raméne en
position latérale et on trait presque horizontalement dans
le flacon.

On referme le flacon et on I'identifie en inscrivant : la

date, le numéro de I'animal.




Annexe 3 : Etapes de réalisation du comptage cellulaire a I’aide de DCC
(DELAVAL CELL COUNTER®)

1. Avec la carte d’analyse, prélever un échantillon de lait (en appuyant sur le
piston, du lait est aspiré)

2. Appuyer sur la touche (On/ Off) pour démarrer 1’appareil puis introduire la
carte dans le DCC




3. Appuyer sur la touche (RUN) et apres 45 secondes lire le résultat

Annexe 4 :Le symbiotique utilis¢ SYMBIOVEBA®

Symbioveba
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Annexe 5 : Gélose Columbia aditionée de 5% de sang de mouton
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Annexe 6 : Tubes de bouillons d’enrichissement inoculés de 1ml de lait




Annexe 8 : Test de la Catalase pour les Bactéries Gram +




Annexe 9 : Test de ’Oxydase pour les bactéries Gram —




Annexe 10: Test de coagulase positif

Annexell : Galerie api® 10S




Annexe 12 : Galerie api® 20NE




