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INTRODUCTION

L’inflammation de la mamelle est une des trois premiéres pathologies des vaches laitieres. Cette
pathologie peut étre inapparente (infection latente, mammite subclinique), c’est la plus fréquente
(95 a 98% des cas) et peut étre apparente (mammite clinique), cette derniere ne représente que 2 a
5% des cas (MAHIEU, 1985).

La mammite bovine est une maladie multifactorielle impliquant interrelation entre I'hote,
I'environnement et les agents infectieux. Elle est considérée comme la plus répandue et la maladie
infectieuse des vaches laitieres économiquement importante sur tous les continents, avec des pertes
annuelles estimées a 35 billion de $ dans I'industrie laitiere mondiale. (BRADLEY, 2002)
L’infection de la mamelle entraine une perturbation de la glande mammaire par une diminution des
éléments produits par les cellules de I’épithélium sécrétoire (matiére grasse, caséine, lactose) et une
augmentation des eléments provenant du flux sanguin par augmentation de la perméabilité des
tissus atteints (sels minéraux, protéines solubles, cellules) (SERIEYS et al., 1985).

Plusieurs microorganismes sont impliqués dans I'étiologie des infections intra-mammaires chez les
bovins, représentés principalement par les bactéries, les virus, les mycoplasmes, les algues et les
levures (LEBLANK et al.2006).

Les levures se trouvent dans les endroits humides qui sont riches en matiére organique, et sont
facilement isolées a partir des trayons et équipement de traite (KELLER et al.2000).

Bien que l'incidence de la mammite en raison de la levure a été généralement faible, les épidémies
sont occasionnellement rapporté (ELAD et al.1995) (CRAWSHAW et al.2005)

Les foyers de mammite causés par les levures ont été signalés dans des troupeaux intensivement
gérés dans lesquels il y avait des défaillances dans I'hygiéne de I'environnement ou en association
avec traitement intramammaire répétitif (FARNSWORTH et SORENSEN.1972), (MORETTI,
1998).

Plusieurs espéces de levures du genre Candida, Cryptococcus, Rhodotorula et Trichosporon ont été
associées a la mammite chez les vaches laitieres. Candida est habituellement le genre le plus
fréquemment isolé, avec de grandes variations de la prévalence et des espéces identifiées.
(FARNSWORTH et SORENSEN.1972),(AALBAEK et al ,1994),(KRUKOWSKI et al.2006)
Les études sur les infections fongiques des glandes mammaires chez les vaches sont de plus en plus
fréquentes en raison de leur incidence croissante. Selon les données de la littérature, ces infections
représentent 2% -13% de tous les cas de mammite chez les vaches (COSTA et al.1993;
KRUKOWSKI et al.2000; LAGNEAU et al.1996) mais en Algérie, tres peu d’études ont été
meneées sur la fréquence des mammites fongiques dans les élevages bovins laitiers ainsi que les
différents facteurs favorisants leurs apparition et leurs développement car ces mammites sont sous

estimées dans notre pays. A cet effet, nous nous sommes intéressé a cette affection en menant une
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étude dans quelques élevages bovins laitiers de la région de Sidi Lahcéne, wilaya de Sidi BelAbbes,
par la distribution aux vétérinaires praticiens de la région d’un questionnaire afin de cerner cette
pathologie et par la réalisation d’échantillons de lait et d’écouvillons dans les élevages bovins
laitiers ciblés pour des analyses mycologiques afin d’identifier les levures responsables et de

déterminer la prévalence de cette affection dans les élevages bovins laitiers visés.

Les objectifs de notre étude sont :

- Identifier les différents genres et espéces de levures impliquées dans I’infection de la glande
mammaires chez les bovins de la région de Sidi Lahcéne, wilaya de Sidi BelAbbes.
-Etudier quelques facteurs de risques favorisant cette infection.

-Evaluer la prévalence de ces levures dans I’infection mammaire chez les bovins.
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Les mammites bovines d’origine fongique Etude bibliographique

I. RAPPELS SUR LES MOYENS DE DEFENSE DE LA MAMELLE

I.1. Le canal du trayon

L anatomie du canal du trayon permet d’obstruer hermétiquement I’extrémité distale de la
mamelle. Cette premiére barriére est présente en continu sauf lors de la traite et pendant 30 a 60
minutes apres celle-ci, ou la mamelle est particulierement sensible aux infections. De plus, de
cette conformation I’épithélium du canal produit en continu, de la kératine qui vient occuper la
lumiére du canal. Il a été démontré qu’elle fixait les germes jusqu’a leur expulsion lors de la
traite.

Une déterioration du canal du trayon et particulierement de son sphincter (hyperkératose) ou
simplement un diameétre naturellement plus important sont des facteurs de risques reconnus de
nouvelles infections, ce qui montre I’importance de cette barriére passive (REMY D., 2007 ;
SMITH B.P., 2008).

1.2. Les défenses cellulaires
La mamelle saine contient peu de cellules, ce sont principalement des macrophages (66-88%)

ainsi que des lymphocytes, des cellules epithéliales desquamées, et quelques polynucléaires :

Tableau n°1 : Répartition des différentes populations cellulaires du lait en I’absence d’infection
(SERIEYS, 1985 ; MEUNIER, 1999 ; SMITH, 2008).

Type cellulaire Pourcentage
Polynucléaires 0al11%
Macrophages 66 a 88%
Lymphocytes 10227 %
Cellules épithéliales 0-7

Lors d’infection, les lésions du tissu sécrétoire provoquent I’afflux massif de polynucléaires
neutrophiles sanguins dans la glande par diapédese. Ces derniers deviennent alors le type de
cellule majoritaire dans le lait. lls représentent de 50% des cellules lors d’une infection modérée,
a 90% lors de mammite aigué. Les polynucléaires, de par leur capacité de phagocytose,
constituent la principale défense de la mamelle contre les infections. Leur capacité a phagocyter
les germes est réduite par rapport aux polynucléaires sanguins. L afflux massif de polynucléaires
modifie profondément la qualité de la sécrétion : le lait contient des caillots de fibrine et des
grumeaux. (SERIEYS, 1985).
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Ainsi, on s’apercoit que les principales cellules luttant contre I’installation de I’infection sont les
macrophages alors que ce sont les neutrophiles qui luttent contre I’infection une fois qu’elle est
établie.

Les macrophages phagocytent les germes et présentent les anticorps aux lymphocytes T, qui vont
alors secréter des cytokines, et acquérir leurs capacités : cytotoxique et mémoire.

Les lymphocytes B se différencient en plasmocytes sécréteurs d’anticorps et en cellules
mémoires.

Les polynucléaires neutrophiles sont essentiels a I’élimination des germes. Leur réponse a
I’infection peut étre séparée en quatre phases : le recrutement, la phagocytose, la destruction
intracellulaire des germes, et I’apoptose. (MEUNIER, 1999 ; SMITH , 2008).

Le recrutement des neutrophiles repose sur la libération de substances chémotactique, dont les
deux plus importantes sont I’interleukine 8, et le facteur 5a du complément, sécrétes par les
macrophages et les cellules épithéliales. Les polynucléaires migrent ainsi par diapédése depuis le
sang selon le gradient chémotactique. La vitesse a laquelle se déroule cette phase conditionne la
séverité et I’évolution de I’infection. Les neutrophiles sont activés par la diapedese et les
substances chémotactiques, ce qui se traduit par I’expression a leur surface de récepteurs
membranaires facilitant la phagocytose.

Mais le plus important de ces récepteurs est celui qui se lie a I’extrémite Fc des
immunoglobulines, permettant la phagocytose des germes qui sont opsonisés. Il faut noter que
les neutrophiles sont moins efficaces dans le lait que dans le sang. En effet la présence de
globules gras géne la formation des pseudopodes lors de la phagocytose, ainsi que la lyse
intracellulaire du germe. Les molécules responsables de la lyse des germes sont, entre autres, des
radicaux libres (anion super oxyde), la myélopéroxidase, des bacténécines, des défensines et
I’hypochlorite... Ces molécules possédent un large spectre antibactérien et antifongique.

Une fois I’infection circonscrite, les neutrophiles subissent I’apoptose et les fragments qui en
résultent sont phagocytés par les macrophages.

Il semble que les cellules épithéliales interviennent aussi dans les mécanismes de défense en
produisant des molécules chémotactiques. (MEUNIER, 1999 et SMITH, 2008).

1.3. Les défenses non cellulaires

Elles comprennent les molécules a activités antimicrobiennes présentes dans la mamelle, le
complément et les immunoglobulines. Les immunoglobulines sont en faible concentration dans
le lait sain, mais leur concentration augmente rapidement lors d’une infection. Elles proviennent

de la synthése dans la mamelle par les plasmocytes, et majoritairement de la circulation
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sanguine, ce qui est permit par I’augmentation de perméabilité des cellules épithéliales et des
jonctions serrées qui les relient lors d’une inflammation. Elles ont pour fonction d’opsoniser les
bactéries, de neutraliser les toxines ou de se fixer sur les récepteurs bactériens impliqués dans
I’adhérence aux cellules épithéliales. (REMY, 2007 et SMITH, 2008).

Le complément est présent en trés faible concentration dans la mamelle mais peut jouer un role
important de part sa precocité d’action sur les souches dites séro-sensibles, qui sont cependant
assez rares parmi les germes responsables de mammites (MEUNIER, 1999).
Parmi les molécules a activité antimicrobienne présentes dans la mamelle, les plus importantes
sont les lactoferrines (et son homologue sanguin, la transferrine dont la concentration est faible
dans la mamelle (MEUNIER , 1999). Elles séquestrent le fer, ce qui inhibe la croissance des
bactéries qui ont besoin de cet élément pour se multiplier. Elle agit aussi en détruisant la
membrane cellulaire des bactéries. On peut aussi citer le lysozyme, les lactopéroxydases et la
xanthine qui ont aussi une activité antimicrobienne. Comme les immunoglobulines, elles sont en
faible concentration dans une mamelle saine, mais augmentent rapidement suite a une infection,
par synthése au niveau des cellules épithéliales. De plus dans le lait sain la présence de citrate
inhibe leur activite, alors que dans le lait de mammites, beaucoup moins riche en citrate, elles
retrouvent leur activité. Leur r6le est plus important durant la période séche.

1.4. Particularité de la période séche
La compréhension des changements qui ont lieu pendant la période séche est essentielle pour
expliquer I’épidémiologie des infections mammaires. En effet pendant cette période on observe
dix fois plus de nouvelles infections que lors de la lactation.
Ainsi, méme pendant le tarissement, on observe des variations de la sensibilité de la mamelle aux
infections. Ces observations sont dues a des modifications de I'importance relative des
défenses de la mamelle. (BRADLEY, 2004)
En effet, le canal du trayon est scellé pendant la période seche par un bouchon de kératine, mais
ce bouchon prend plusieurs jours pour se former et disparait sept a dix jours avant le vélage. Les
variations dans la vitesse de mise en place de ce bouchon peuvent expliquer en partie les
sensibilités individuelles aux nouvelles infections. En effet a 10 jours on observe 50% des
animaux qui n’ont pas encore de bouchon fonctionnel, et 5% des vaches n’auront toujours pas de
bouchon a 60 jours.
Pendant la période séche, on observe une diminution de la concentration en citrate ainsi qu’une
augmentation de la concentration en lactoferrine (passant de 20 & 200ug/ml pendant la lactation a
10 mg/ml pendant la période seche (MEUNIER, 1999) qui est donc plus active que pendant la

lactation.
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De par la diminution du volume des sécrétions présentes dans la mamelle durant la période
séche, on observe une augmentation de la concentration en leucocytes. De plus il y a moins de
globules gras, et de caséine qui inhibent en partie I’activité des phagocytes.

Ces modifications qui augmentent la résistance a la mamelle, mettent cependant plusieurs jours a
se mettre en place, alors que la traite avec son effet de flush des germes est arrétée, ce qui
explique pourquoi la phase d’involution de la mamelle est particulierement a risque. Pendant la
phase de colostrogenése, on observe une évolution inverse avec une disparition du bouchon de
kératine, une dilution des leucocytes et le retour des globules gras et de la caséine, ce qui

explique pourquoi cette phase est aussi a risque.

Il. DESCRIPTION CLINIQUE DES MAMMITES

11.1. 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 secrétion. De plus
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
symptdémes genéraux de type fievre, abattement, anorexie, liés a I’endotoxémie induite par

I’infection. Ce type de mammite est qualifié de suraigué.

11.1.1. Mammite suraigué
Elle se caractérise par des signes locaux tres importants (sécrétion modifiee, 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 I’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 I’on compare généralement a de la biére ; et la
mammite gangreneuse ou I’inflammation du quartier infecté est tres 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, nauseabonde, et
d’aspect séro-hémorragique. L’évolution peut conduire généralement a la mort en I’absence de

traitement.
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11.1.2.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 symptdmes généraux sont absents (mammite
subaigué) a tres faibles (mammite aigué). En I’absence de traitement ce type d’infection évolue

généralement a la chronicité.

11.1.3.Mammite chronique
Faisant toujours suite a une mammite aigué, elle se caractérise par des symptomes locaux
discrets et une évolution lente vers I’atrophie du quartier infecté. La secrétion n’est souvent
modifiée qu’en début de traite. L’évolution en I’absence de traitement est lente et conduit au

tarissement du quartier.

11.2.Les mammites sub-cliniques
Elle est par définition asymptomatique, la sécrétion est macroscopiquement normale : seul un
comptage des cellules somatiques du lait ou 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.

I1l. FACTEURS IMPLIQUES DANS LES MAMMITES FONGIQUES
Trois facteurs essentiels ont été impliqués dans les infections mammaires chez la vache. Le

germe est considéré comme I’agent déterminant tandis que I’animal et son environnement

sont jugés comme des facteurs favorisants.

111.1. L’AGENT DETERMINANT

111.1.1.Les levures impliquées lors de mammites fongiques

Les mammites & champignons sont imputables a 3 genres : Candida (C. krusei, C. albicans, C.
rugosa, C. tropicalis, C. pseudotropicalis, C. kefir), Trichosporon spp. et Cryptococcus (C.
neoformans, C. lactativirus).

Les champignons sont ubiquistes dans I’environnement. Certains aliments de la ration telles les
pulpes fraiches de sucreries (Candida krusei) peuvent en renfermer de grandes quantités.
L apparition de mammites a champignons présuppose une infection bactérienne préexistante, un
traitement antibiotique préalable et un nombre important de germes.

L’infection apparait en moyenne 4 a 10 jours apres la contamination. Les infections a

champignons sont a suspecter lorsque les traitements intra-mammaires apparaissent inopérants
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ou ont été effectués sans avoir respecté les mesures d’hygiene habituelles (BURVENICH et
al.1995).Elles ont pour source I’environnement et en particulier I’alimentation, la peau, les féces
des animaux, le sol et les plantes. L’infection a généralement lieu lors d’injection intra-
mammaire avec une seringue ou un produit contamine d’ou I’importance de la désinfection de la

peau et de I’entrée du canal du trayon lors de toute injection intra mammaire.

I111.1.1.1.Le genre Candida
Les infections par Candida sont les plus fréquentes. Ce champignon utilise les penicillines et les
oxytetracyclines injectées comme source d’azote. Les lIésions sont habituellement limitées a la
citerne et les signes locaux peu marqués. L’infection est généralement bénigne et régresse en
I’espace d’une semaine.
L’ auto-guérison sans traitement anti-infectieux est possible pour autant que la fréquence des
traites soit augmentée. Les champignons sont habituellement résistants aux antibiotiques mais
sensibles aux dérivés iodés. (BURVENICH et al.1995)
Candida s’est révélé sensible au clomitrazole, a la nystatine, a la polymyxine B, au miconazole.
La prophylaxie medicale veillera a intensifier la qualité hygiénique des traitements intra-
mammaires.
Certains praticiens préconisent le recours a la traite fréquente combinée a I’injection d’Anti
inflammatoire non stéroidien pendant 2 a 3 jours.
L’ application locale d’un onguent a base de salicylate de méthyl, menthol ou eucalyptol est
également conseillée. Une amélioration peut étre observée rapidement ou prendre 15 jours.
(BURVENICH et al.1995)

A. Morphologie

Le genre Candida, qui comprend 196 espéces (KOENIG, 1995), rassemble des levures non
pigmentées formant des colonies blanches crémeuses. Leur forme est variable: globuleuse,
ovoide, cylindrique ou allongée.

Les caracteres morphologiques des Candida varient selon les espéces et peuvent dépendre du

milieu de culture.

B. Ecologie

Les Candida sont habituellement commensaux des muqueuses et de la peau (DEEPA al., 2015 ;
EL-KIRAT-CHATEL , 2010) ou peuvent étre des espéces environnementales. (EL-KIRAT-
CHATEL, 2010).
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Cas particulier : Candida albicans :

Candida albicans est considéré chez I’homme et les animaux & sang chaud comme un
commensal des muqueuses, faisant partie intégrante de la flore microbienne (FINKELMAN,
SHEA-DONOHUE et al., 2004 ; HEYDECK , THOMAS et al., 1998).

Au niveau des muqueuses digestives et vaginales, la levure se présente sous forme de
blastospores, considéerées comme la forme saprophyte qui vit en symbiose avec I’organisme hote.
En revanche, lorsque le délicat équilibre entre la forme commensale et les défenses immunitaires
est rompu, cette étroite symbiose se transforme en parasitisme.

Au niveau des tissus infectés, Candida albicans est retrouvé simultanément sous les formes de
blastospores et de mycéliums. Alors que la forme blastospore reste non-invasive, la forme
mycélienne est capable de pénétrer les muqueuses.

Candida albicans est une levure qui n’est jamais présente sur la peau saine et dans
I’environnement a moins d'une contamination par I'hnomme ou I'animal. Son seul habitat est les
muqueuses (PRAMAYON, 2001) (D’apres http://www.arnobio2.com).

C. Mécanismes de pathogenicité et facteurs de virulence

Le passage de I’état saprophyte a I’état pathogéne chez les levures Candida dépend de la balance
entre les capacités de colonisation de la levure, I’expression de facteurs de virulence et le
controle par les défenses du systeme immunitaire. (EL-KIRAT-CHATEL, 2010).

L’adhérence de la levure a la cellule héte par I’intermeédiaire d’adhésines constitue la premiére
étape de I’invasion (CALDERONE et al., 1994). La transition morphogénétique levure-
(pseudo)filament et la sécrétion de protéases et de phospholipases permettent alors aux Candida
spp. d’envahir les tissus (NAGLIK et al., 2004).

Cas particulier : Candida albicans

Candida albicans est une levure non capsulée, non pigmentée et aérobie. Cette levure diploide,
dont le matériel génétique se répartit en 12 chromosomes (EZEKOWITZ et al., 1991) se
reproduit de facon asexuée par bourgeonnements multilatéraux d’une cellule mere (le
blastospore) (KABHA et al., 1995) formant ainsi des colonies blanches crémeuses.

Morphologiquement, cette levure peut mesurer de 3 a 15 pum, et est caractérisée par un
polymorphisme que I’on peut retrouver in vitro et in vivo et qui lui permet de se soustraire aux
défenses liées a I’'immunité cellulaire. En effet, certains parametres tels que le pH, la température

ou encore la richesse du milieu de culture influencent I’aspect morphologique que peut prendre
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Candida albicans (COSTE A. et al., 2003). Ainsi, trois aspects morphologiques peuvent étre

rencontrés:

- La forme blastospore, ronde ou ovalaire, mesurant de 2 a 4 um avec parfois un bourgeon de
formation.

- La forme pseudomycélium, mesurant de 500 a 600 um de longueur et 3 a 5 um de largeur,
composée d’un assemblage de cellules mises bout a bout pour simuler un filament mycélien
(COSTE et al., 2003 ; CLOHISY et al., 1987). Chaque compartiment cellulaire est identique
en longueur, contient la méme quantité de matériel géenétique, mais differe du précédent en
quantité de cytoplasme et de ces constituants (SCHREIBER ; PERKINS et al., 1993).

- La forme mycélium vrai, champignon filamenteux, spécifique de I’espéce Candida albicans, ou
la conversion d’une levure en filament mycélien passe par I’intermédiaire d’une structure
appelée le tube germinatif. Cette forme favorise I’invasion des tissus et des organes de I’héte
(RAVEH ; KRUSKAL etal., 1998).

Sous certaines conditions environnementales extrémes en termes de milieu et de température,
Candida albicans peut aussi former des chlamydospores, qui sont des structures terminales ou
latérales arrondies. Elles sont formées par épaississement du thalle, mesurent deux fois la taille
du blastospore et possédent une paroi plus épaisse. Les chlamydospores sont la forme de
résistance de Candida albicans et participent a I’identification du champignon en laboratoire.

Elles sont rarement mises en évidence in vivo (COSTE et al., 2002)(fig. 1).

.. Candida albicans
. Chlamydo

o

Figure n°1 : Les chlamydospores chez Candida albicans (fleches) (D aprés

http://www.medschool.lsuhsc.edu
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Toutes ces transitions morphologiques se mettent en place en réponse a des changements des
conditions environnementales et permettent ainsi au champignon de s’adapter a différentes
niches biologiques (fig. 2).
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Figure n°2 : Morphologie de Candida albicans (ODDS , 1988).

De facon génerale, le réle infectieux de Candida albicans pathogene opportuniste (Fig. 2),
semble étre favorisé par une combinaison de facteurs liés aux statuts immunologique et
physiologique de I’hbte, ainsi qu’a des facteurs liés au microorganisme, plutdt qu’a un facteur de
virulence unique. Les infections candidosiques sont probablement initiées par une diminution
des défenses de I’hdte qui modifie I’équilibre de commensalisme au profit de la levure, et
entraine le basculement du stade de colonisation a celui de I’infection. La séquence des
évenements qui contribuent a I’installation de Candida albicans chez son héte peut se résumer
en trois etapes clés; I’Adhérence et colonisation, Invasion au niveau des tissus et la
Multiplication et survie chez I’héte. (LAGANE, 2007).

Figure n°3 : colonies de Candida albicans (D’aprés https://www.mikrobiologia-
aordycz.blogspot.com)
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Plusieurs facteurs de virulence ont été proposés

- L’adhérence aux surfaces : elle peut se faire au niveau des muqueuses, mettant en jeu des
interactions spécifiques de type ligand /récepteur avec les mannoprotéines de la paroi de la
levure. On parle d’adhésines. (EDENS et al., 1999).

-La formation de mycéliums vrais et de pseudomyceliums : en général, le passage de la forme
levure a la forme plus ou moins filamenteuse est associé a la virulence. Les tubes germinatifs
(Fig.02), structures intermédiaires entre le blastospore et le mycélium augmentent I’adhérence
aux cellules épithéliales et favorisent la colonisation (EDENS et al., 1999) en induisant la propre
endocytose du pathogéne (VILLEGAS et al., 2004 ; TONTONOZ et al., 1998). Par la suite,
la production d’hyphes augmente I’invasion et la destruction tissulaire (TONTONOZ,
SPIEGELMAN et al., 1995).

Figure n°4 : Candida albicans incubée a 37°C dans du sérum de lapin (test de germination). Les
tubes germinatifs (fleches) représentent le début de la formation des vrais hyphes (pas de
constriction) (D’aprés https://www. Flabmed.ucsf.edu.).

- L’interférence avec la phagocytose : Candida albicans est capable de produire des peptides
acides pouvant inhiber la liaison aux phagocytes et le métabolisme oxydatif. De plus, la levure
peut induire I’apoptose des macrophages et des neutrophiles échappant ainsi aux cellules du
systeme immunitaire (HUANG et al., 1999 ; BERRY et al., 2007).

- L’interférence avec le complément : les adhésines fongiques (mannoprotéines), apparentées
au récepteur CR3 des lymphocytes, peuvent étre affines pour certains composants matriciels
plasmatiques tels que la fibronectine, mais aussi la fraction C3bi du complément, perturbant ainsi

la phagocytose de la levure.
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- Les enzymes : la sécrétion d’enzymes hydrolytiques au cours de I’infection favorise la
virulence en dégradant les surfaces des muqueuses de I’hdte ainsi que ses défenses immunitaires
(SERGHIDES et KAIN, 2001). Ces enzymes sont des aspartyl proteinases (Saps) (CHAWLA
et al., 2001) , des phospholipases (AKIYAMA et al., 2002) et des lipases. (KAUL et
ANANDET, 2003).

111.1.1.2. Le genre Cryptococcus

A. Morphologie et aspects culturaux
Les cryptocoques sont affilies aux basidiomycetes. Ce sont des levures sphériques ou ovalaires

entourées d'une capsule polysaccharidique d'épaisseur variable conférant un aspect muqueux aux
colonies et un pigment caroténoide les colorant du beige a I'ocre. Par contre, le pseudomycélium
est absent.

Les cryptocoques se reproduisent par bourgeonnement et possédent toutes une uréase
(CHABASSE D. et al., 1999). Il y a une seule espéece qui est pathogene : Cryptococcus
neoformens. Son habitat naturel est le sol (surtout enrichi en fientes d’oiseaux : le pigeon).

Cas particulier : Cryptococcus neoformens

Cryptococcus neoformens : est une levure sphérique d’un diametre de 4 a 6 um qui produit une
capsule (Fig.5), ce qui porte son diametre a 25 um ou plus (SHEA Y.R., 2007, DALE D.C. et
al., 2007) Cr. neoformans produit en général un seul bourgeon qui se sépare une fois la
maturation achevée (SHEA Y.R., 2007). Cet organisme existe sous forme de levure dans
I’environnement (SCHELL W. A., 2006).

levure

capsule

Figure n° 5 : aspect microscopique des levures de Cryptococcus neoformans (D’aprés
www.microbiologie médicale.fr (VERON Brigite))
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. B. Caractéristiques physiologiques

Cr. néoformans est la seule espece a produire une uréase et une phénoloxydase. L'activité
uréasique est caractéristique des basidiomycetes tandis que la phénol-oxydase est une enzyme
membranaire spécifique de Cr. néoformans catalysant l'oxydation des diphénols en pigment
mélanique. (KOENIG, 1995)

C. Mécanismes de pathogenicité et facteurs de virulence

Cr. néoformans est capable de se développer a 37°C ce qui lui confére son role pathogene chez
I'animal. Le diagnostic de genre est fait par recherche de l'uréase sur milieu urée-indole qui vire
de l'orangé au rose-fushia en moins de 4 heures.

Le role pathogene de Cr. Néoformans est d’autant plus important que sa rémanence dans la
mamelle, le lait et les produits laitiers peut s’échelonner sur sept (07) ans. (MORGANTI et
SANGUINITTI , 1976)

Contrairement aux fréquentes guérisons spontanées rencontrées pour les autres genres, celle
concernant Cryptococcus est trés rare .L’infection a Cryptocoque est la seule engendrant des
symptdémes genéraux d’envergure, pouvant aller jusqu’a la mort de I’animal atteint. (POUDEN
W.D.et al., 1952)

D. Diagnostic mycologique

-Examen direct

L'examen au microscope est réalisé aprés coloration a I'encre de chine diluée au 1/5éme qui en
teintant le fond en noir permet la visualisation de la capsule polysaccharidique. Celle-ci apparait
alors comme un halo blanc bien visible.

-Recherche de la pathogénicité chez la souris

Aprés inoculation intracérébrale d'une suspension de levures, la souris meurt en une a deux
semaines s'il s'agit de Cr. néoformans. L'examen du cerveau a I'encre de chine fait apparaitre les
levures encapsulées. Cette recherche peut étre utile pour confirmer la pathogeénicité de certaines
souches. (CRISTELE SAS-NICOLAS, 2001).

E. Diagnostic différenciel avec d’autres infections a levure

Il sera établi sur un ensemble d’arguments :

- Levure plus grosses que Candida, ronde, avec plusieurs bourgeonnements latéraux possibles et
une volumineuse capsule polysaccharidiques ;

- Sur Gélose Sabouraud, en 48 heures, on obtient des grosses colonies, muqueuses, ocres
(Fig.04).
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Figure n°6 : Aspect macroscopique des colonies de Cryptococcus sp. (D’aprés
https://www.studyblue.com).

Remarque : les chromogenes n’ont pas été mis au point pour les Cryptococcus.

- Les galeries miniaturisées permettent I’identification de Cryptococcus. Le caractere Uréase est
positif en moins de 30 minutes.

- Il posséde un antigéne polysaccharidique de type mannane (différent de C. albicans).

Il peut étre soluble et il peut étre recherché dans des liquides biologiques a I’aide de particule de
latex sensibilisés par des anticorps anti-Cryptococcus. (D’aprés http://www.arnobio2.com) (Arnaud
Delahaye).

111.1.1.3. Le genre Trichosporon

A. Morphologie et aspects culturaux
Cette levure présente des aspects morphologiques différents selon que I’on observe en Iésion ou

en culture. En lésion, elle se présente sous forme d’arthrospores polygonales de 3 a 6 p. En
culture, on retrouve des formes blastosporées ou des filaments septés (Fig. 7) (RICHARD et
al., 1980).

Les arthrospores se forment par désarticulation d’une partie des hyphes a son extrémité.

Pousse sur milieu de Sabouraud sans Actidione® (certaines especes y sont sensibles). Les

colonies sont plissées et plus ou moins seches.
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Figure n°7 : (A) : aspect macroscopique des colonies du genre Trichosporon; (B) : aspect
microscopique des levures de Trichosporon (QUESADA et al., 1995).

B. Ecologie

Les levures du genre Trichosporon sont largement répandues dans la nature, saprophytes du sol,
du bois, des fruits, des matieres fécales. Trichosporon cutaneum a été mis en évidence sur la
peau saine en région périnéale (KELLER et al., 2000).

C. Mécanismes de pathogénicité et facteurs de virulence

Trois espéces pathogenes principales ; Tr. beigelii, Tr. cutanium et Tr. capitatum. MURPHY et
DRAKE ,1947 ont reproduit expérimentalement un cas de mammite a Tr. granulosus
(FORTIER , 1990). La mammite a Trichosporon est clinique et aigue ; la guérison spontanée
des vaches atteintes de ces mammites semble se produire au bout de 8 a 12 jours (FORTIER,
1990).

D. Caractéristiques physiologiques

Les Trichosporon assimilent des sucres divers, résistent ou non a I’actidione aux concentrations
de 0,1 p.1000 ou 1p.1000 mais aucune espece ne fermente les sucres et toutes produisent une
uréase (EUZEBY , 1994).
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E. Diagnostic mycologique

Les colonies de Trichosporon ont un aspect poudreux, farineux ou cérébriforme et une coloration
créeme. Selon les especes, les Trichosporon supportent des températures d’incubation variant de
25°C a2 42°C (EUZEBY, 1994).

111.1.1.4.Le genre Rhodothorula

A. Morphologie et aspects culturaux

Les levures du genre Rhodotorula sont globuleuses, ovoides ou allongées, mesurant de 6 a 8 p x
3 a 4 p a bourgeonnements multiples, polaire et latéral. Ces levures sont parfois enveloppées
d’une mince capsule qui leur conféere une apparence mucoide. Les cultures se développent
facilement sur milieu Sabouraud a 38°C et méme en présence d’actidione. Les colonies sont
luisantes, de couleur corail au saumon a revers creme (Fig.8). On n’y observe que tres rarement
des filaments (FAMEREE, et al., 1970 ; EUZEBY , 1994).

¥
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(5 )
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Figure n°8 : (A) Aspect macroscopique des Colonies du genre Rhodotorula; (B) aspect
microscopique des levures de Rhodotorula (QUESADA M. et al., 1995).

B. Ecologie
Levure trés répandue dans la nature, retrouvée au niveau du sol, dans I'air, I'eau, les aliments.

Elle est habituellement saprophyte chez I'hnomme.

C. Mécanismes de pathogénicité et facteurs de virulence (EUZEBY, 1994).
Les Rhodotorula sont souvent isolées chez I’homme et les animaux, du tégument, voire du sang

mais ne sont géneralement pas pathogenes.
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Du point de vue physiologique, les Rhodotorula assimilent divers sucres, selon les espéces.
Elles n’assimilent pas I’inositol et ne synthétisent pas I’amidon. Elles n’ont aucun pouvoir
fermentatif mais secrétent une uréase (EUZEBY J, 1994).

C. Diagnostic mycologique

Repose sur :

- La présence de levures ovoides a I'examen direct.

- L'obtention de colonies pigmentées en rose a rouge orangé sur milieu de Sabouraud sans
Actidione.

- L'absence de pseudomyceélium sur RAT ou PCB (ou tres réduit).

- La présence d'une uréase.

111.1.2. Physiologie et Croissance des levures

I11.1.2.1. Les besoins nutritifs
Pour se maintenir, croitre et se reproduire, la levure doit trouver dans son milieu externe les

éléments nécessaires a la synthése cellulaire et des conditions physicochimiques favorables.

111.1.2.1.1.Sources de carbone

Les sources carbonées sont d’une grande importance pour les levures, puisqu’ elles
fournissent le carbone exigé pour la biosynthése de constituants cellulaires variés tels que les
glucides, les lipides, les protéines, les acides nucléiques etc. (BOTTON, 1991).Les levures
utilisent des sucres comme source principale de carbone et par conséquent d énergie.

Les sources les plus efficaces sont des oses (glucose, fructose et mannose) qui sont utilisables
par plus de 400 espéces identifiées (Pol, 1996). D’autres levures particuliéres utilisent des
sources de carbone non conventionnelles ; elles sont capables d’oxyder des acides organiques et
les alcools (éthanol, Glycérol) (OTENG-GYANG, 1984).

111.1.2.1.2.Sources d’azote

La plupart des levures sont capables d’assimiler différentes sources d’azote organiques et
inorganiques pour la biosynthese d’acides aminés, de protéines, d’acides nucléiques et de
vitamines (LARPENT et LARPENT-GOURGAUD, 1997 ; GUIRAUD, 1998). Les levures
ne peuvent pas fixer [I’azote libre. Par ailleurs, I’assimilation des ions d’ammoniums est
largement répandue chez ces derniéres. Cependant, d’autres especes levuriennes se caractérisent
par une capacité a utiliser les nitrates et d’autres composés comme source d’azote (les acides
aminés, I’urée, la biotine et les base puriques et pyrimidiques) (WALKER et al., 1997 et
BOUIX et LEVEAU, 1999).
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111.1.2.1.3.0ligoéléments et facteurs de croissance

Les levures ont besoin d’éléments nutritifs pour assurer un développement adéquat. Il s’agit de
sels minéraux et d’oligoéléments nécessaires a de trés faibles concentrations (LARPENT-
GOURGAUD et SANGLIER, 1992).De plus, d’autres facteurs leur sont essentiels comme les
vitamines (la biotine, la thiamine et I’acide pantothénique) qui interviennent lors des réactions

enzymatiques, comme des coenzymes (BOTTON et AL., 1990).

111.1.2.2. Les conditions physicochimiques de croissance

111.1.2.2. 1.La température

La température courante de culture des levures se situe entre 25 et 30°C, pour assurer la
croissance adéquate de la plupart des levures. Toutefois, ces températures ne sont pas
rigoureusement les températures optimales de croissance que les levures trouvent dans leurs
habitats naturels (LEVEAU et BOUIX, 1993). En effet, la température maximale de
croissance peut se situer entre 35°C et 45°C. D’autres levures peuvent se développer a 0°C
(OTENG-GYANG, 1984) ou a plus de 50°C pour Candida Slooffii, Saccharomyces telluris et
Torulopsis bovina. (BOURGOIS et al., 1988 ; LEVEAU et BOUIX, 1993).

111.1.2.2.2.Le pH

Les levures ont tendance a coloniser des environnements acides et par leurs activités
métaboliques (la respiration et la sécrétion d’acide organique) acidifiant encore plus le milieu.
Leur croissance optimale se fait a des pH entre 4,6 a 6,5 et beaucoup d’espéces tolérent de
grandes variations de pH. Elles peuvent s’adapter a des milieux acides (pH 2,8 a 3,0) ou alcalins
(pH 8 2 8,5) (BOURGEOIS etal., 1988 ; LARPENT et LARPENT GAURGAUD, 1997).

111.1.2.2.3.La pression osmotique et I’activité d’eau

La pression osmotique intervient également sur le développement des levures dont I’effet varie
d’une souche a une autre. La plupart des souches ne peuvent pas se développer a des activités de
I’eau inférieure a 0,90. Certaines tolerent des pressions osmotiques plus élevées correspondant
a une activité de I’eau de I’ordre de 0,60 mais avec un métabolisme lent. Ces levures sont dites
xérotolérantes (LEVEAU et BOUIX, 1979 ; LARPENT et LARPENT GAURGAUD, 1997)

car elles sont capables de synthétiser des osmoprotecteurs (betaine, glyceérol).
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111.1.2.2.4.L oxygeéne

Toutes les levures sont capables de se développer en présence d’oxygeéne, il ny a pas de levures
anaérobies strictes. Certaines levures sont aérobies strictes comme les genres :

Rhodotorula, Lipomyces, Cryptococcus etc. Les autres sont aéro-anaérobies facultatives
préférant un métabolisme soit fermentaire (comme les Saccharomyces, Schizosaccharomyces et
Brettanomyces) soit respiratoire (comme les Candida, les Kluyveromyces, la plupart des Pichia
et des Hansenula et quelques Torulopsis) (BOUIX et LEVEAU, 1991).

111.1.2.3. Le métabolisme
Les levures présentent une diversité métabolique dans la facon de production et de

consommation de I’énergie a partir de substrats dégradés. Toutes les levures sont capables de
dégrader le glucose, le fructose et le mannose en présence d’oxygene, par un métabolisme
oxydatif conduisant a la formation de CO2 et H20 (POL, 1996). La voie de dégradation des
glucides étant la glycolyse qui convertit les sucres en pyruvate, I’entrée dans cette voie varie
selon le glucide tandis que la destinée du pyruvate dépend a la fois du sucre utilisé et de I’espece
de levure considérée.
En se référant au catabolisme du pyruvate formé a partir du glucose, on peut distinguer deux
types de métabolisme (BOTTON, 1991) :

111.1.2.3.1. Métabolisme oxydatif : les levures utilisant le glucose en présence d’oxygene,
par conséquent, leur métabolisme est exclusivement respiratoire et le pyruvate est oxydé par le
cycle de Krebs. Cette voie métabolique est trés énergétique et permet aux levures une importante
multiplication. En plus des sucres simples, certaines levures utilisent d’autres glucides (mono, di
ou tri saccharides et des polysaccharides comme I’amidon), mais aussi des alcools, des acides et
des alcanes (LARPENT, 1991).

111.1.2.3.2. Métabolisme fermentaire : en plus du métabolisme oxydatif, certaines
levures peuvent privilégier une dégradation des glucides par un métabolisme fermentatif qui
conduit a la formation d’éthanol et de CO2.
En plus de ces composés majoritaires, des alcools, des aldéhydes, des esters, des acides sont
formés en plus petites quantités. Ce métabolisme est moins énergétique que le métabolisme
oxydatif (GUIRAUD et ROSEC, 2004).

111.1.2.3.3.L’intelligence de la levure

Les levures ont besoin de carbone organique, source d'énergie. A cet égard, ce sont les sucres
que les levures préferent. L'énergie est extraite des molécules de sucres lors de réactions
chimiques complexes dont il existe deux grands types, la respiration et les fermentations, la
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premiere ayant un meilleur rendement mais nécessitant de I'oxygéne (D’apres http://www.didier-

pol.net/1IND-LEV.html).

Les levures possédent d'étonnantes capacités d'adaptation. Lorsqu'il y a de l'air, elles respirent,
lorsqu'il n'y en a pas elles fermentent. De plus, elles peuvent non seulement s'adapter a I'absence
d'oxygeéne, mais aussi au type de sucre disponible. Ainsi, si le glucose est leur aliment préfére, en

son absence elles savent utiliser d'autres sucres comme le saccharose ou le maltose.

Le fonctionnement de toute cellule obéit a un principe d'économie. Pour utiliser un sucre, la
cellule doit fabriquer toute une série d'enzymes spécifiques et, parallelement, elle ne doit pas
produire inutilement les enzymes correspondant a des sucres absents du milieu. Leur fabrication
gaspillerait de I'énergie en pure perte. Ainsi, lorsque I'on donne du glucose aux levures, elles ne
fabriquent pas les enzymes nécessaires a l'utilisation du saccharose ou du maltose. Ces
phénomeénes résultent d'un contrdle s'exercant au niveau des genes codant les enzymes du
métabolisme des sucres. En présence de glucose, les genes codant les enzymes nécessaires a
I'utilisation du saccharose ou du maltose sont réprimés par un signal chimique intracellulaire et
les enzymes qu'ils codent ne sont pas fabriquées. On parle alors de répression catabolique.
Inversement, si un sucre différent du glucose est fourni, un autre signal chimique intracellulaire

déclenche la mise en activité des genes correspondants. C'est I'induction enzymatique (D’aprés
http://www.didier-pol.net/1IND-L EV.html)

Ce type de contr6le métabolique au niveau génétique est d'une trés grande efficacité. Il permet
aux cellules de s'adapter rapidement a un changement de milieu sans gaspillage énergétique
(D’apres http://www.didier-pol.net/1IND-LEV.html).

111.2. FACTEURS FAVORISANTS
111.2. 1.L."animal
L apparition d’une mammite résulte la plupart du temps d’une modification de I’équilibre naturel
existant entre d’une part la sensibilité naturelle physiologique et morphologique de la glande
mammaire a I’infection et d’autre part les mécanismes de défense active et passive propres a cet
organe. Cet équilibre est susceptible d’étre modifier aux trois stades successifs du processus
infectieux a savoir la pénétration, I’installation et la multiplication du germe. (ANDERSON,
1978; CRAVEN et WILLIAMS, 1985; WATSON, 1992; BURVENICH et al., 1995)
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I, 2.1.1. Facteurs de sensibilité
111.2.1.1.1. Numéro de lactation
La fréquence des infections augmente avec le nombre de lactation des animaux. Cette
observation est imputable aux modifications morphologiques de la glande mammaire avec I’age.
Elle conduit a I’idée que les vaches agées (plus de 4 lactations) donc vraisemblablement
infectées auparavant, sont incapables de développer une immunité locale efficace. Il existe une
relation certaine entre 1I’age de I’animal et son statut sanitaire : plus il est 4gé, plus grands sont
les risques qu’il soit infecté. En fait, les explications de cette observation sont nombreuses. Elle
peut traduire, pour I’animal, I’augmentation de la probabilité, avec le temps, de rencontrer un
germe pathogene ; elle peut traduire aussi I’augmentation de la réceptivité de cet animal
(diminution de I’efficacité du canal du trayon en temps que mécanisme de défense). Il est
également connu que I’activité des polymorphonucléaires est plus élevée chez les primipares.
(OLIVER et al., 1990; EBERHART, 1986).
111.2.1.1.2. Stade de lactation

L’étude de la dynamique des infections mammaires selon le stade de lactation montre 3 périodes

distinctes au cours du cycle lactation /tarissement d’un animal (OLIVER et al., 1990,

EBERHART, 1986) :

a. Le peripartum

Il comprend les 15 jours précédant et suivant le vélage. Pendant cette période, on constate une

augmentation de la sensibilité de la glande mammaire (reprise de la lactation, disparition de la

sécrétion de la période séche), ainsi qu’une augmentation de la pression pathogéne liée aux

germes d’environnement (mauvaises conditions hygiéniques du vélage). On peut observer, a

cette période, une incidence plus forte des infections d’environnement par rapport aux autres

périodes de la lactation, ainsi qu’une incidence plus forte des cas cliniques liés aux infections de

la lactation précédente, non éliminées lors du tarissement, et qui ont pu persister pendant toute la

durée de la période séche.

La diminution de la fonction immunitaire ainsi que de la migration leucocytaire dans la glande

mammaire au cours des premiers jours du post-partum contribuent a faire de cette période une

période a risque. (OLIVER et al., 1990, EBERHART, 1986).

b. La lactation augmentation de la pression pathogeéne liée aux germes d’origine mammaire

(transmission pendant la traite). (OLIVER et al., 1990, EBERHART, 1986).

Cette période semble surtout affectée au cours des trois premiers mois (augmentation trés nette

du taux de nouvelles infections).

C’est au cours de cette période que I’on observe surtout une
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c. Le tarissement

Idéalement la durée du tarissement sera comprise entre 45 et 75 jours. Des valeurs inférieures ne
permettent pas une bonne récupération de la glande mammaire et s’accompagnent d’une
réduction de la production laitiere ultérieure d’autant plus importante que la durée du
tarissement a été courte. Ainsi des durées de tarissement inférieures a 30 jours peuvent entrainer
une réduction de la production laitiere comprise entre 600 et 1200 litres. (OLIVER et al., 1990,
EBERHART, 1986).

Le tarissement est une période clé pour la gestion des infections mammaires. Il faut y voir trois
raisons. Cette période est particulierement favorable a I’élimination des infections persistantes. A
I’inverse, elle est propice a I’installation de nouvelles infections. Enfin, elle influence également

le nombre mais aussi la gravité des infections en début de lactation suivante.

111.2.1.1.3. Le niveau de production laitiere
Diverses études ont demontre I’existence de corrélations positives (0.30 a 0.44) entre le niveau
de production laitiere et la sensibilité aux mammites. Ainsi sur base d’un coefficient de
corrélation égal a 0.30, on a observé qu’une augmentation annuelle de la production laitiére de
54 Kg s’accompagnait d’une augmentation de I’incidence de mammites cliniques de 0.4% et du
nombre de cas cliniques par vache et par an de 0.02. (PANKEY, 1989).

111.2.1.1.4.La morphologie de la mamelle et du trayon
Les vaches dont les quartiers sont pendulaires apparaissent plus sensibles aux infections. Les
trayons en forme de cylindre sont plus souvent infectés que ceux en forme d’entonnoir, la forme
en bouteille étant la plus défavorable (PANKEY, 1989).

111.2.1.2. Facteurs de résistance
111.2.1.2.1.. Au niveau du trayon
Le canal du trayon s’oppose a la pénétration des germes dans le pis selon deux mécanismes liés
d’une part a sa conformation et d’autre part a son fonctionnement.

Sur le plan de la conformation, le diamétre du canal du trayon est plus grand dans sa partie

proximale (0.8 mm) que dans sa partie distale (0.4 mm). Il constitue de ce fait un élément de
résistance important. Les fibres musculaires lisses associées aux fibres élastiques et a celles de
collagene se condensent a I’apex du trayon en un sphincter assurant normalement I’occlusion du

canal. Enfin, le canal du trayon est plus ou moins obstrué par des replis de la muqueuse du canal
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du trayon qui s’épanouissent dans le sinus en 5 a 6 replis formant une collerette (Rosette de
Furstenberg).

Sur_le plan du fonctionnement, le renouvellement régulier des assises cellulaires kératinisées

(stratum corneum) du canal du trayon élimine en permanence les germes qui tentent de le
traverser. La kératine bordant le canal du trayon exerce une activité bactéricide via différentes
substances aux quelles elle sert de support de fixation (acide laurique, acide oléique, défensines,
xanthine-oxydase). Elle se renouvelle en permanence, un tiers environ étant éliminé tous les
jours. Le flux de lait a chaque traite empéche les germes de se fixer sur les muqueuses et favorise
leur élimination du quartier. Divers résultats expérimentaux ont montré une aggravation des
phénomeénes inflammatoires et infectieux avec les rétentions de lait survenant en cours de
lactation en cas de sous-traite (machine mal réglée, mauvaise stimulation de I’animal, mauvaise

ambiance de traite) ou au cours d’un tarissement progressif. (PANKEY, 1989).

111.2.2.L"élevage
Les facteurs d’élevage impliqués dans les mammites concernent I’installation de traite, la traite,

I’alimentation, le logement des animaux, les pathologies intercurrentes et I’environnement.
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IV. DIAGNOSTIC AU LABORATOIRE DES INFECTIONS A LEVURES

IV.1. Diagnostic direct

1V.1.1.Prélevement des échantillons de lait

Le prélevement doit étre effectué avec les précautions d'asepsie usuelles étant donnee l'ubiquite
des champignons. Le lait doit étre récolté aprés nettoyage et désinfection soignée de la mamelle
et des trayons, dans un récipient stérile et apres élimination des premiers jets (pour éviter toute
contamination) (CHERMETTE et BUSSIERAS, 1993).
Le moment le plus opportun pour mettre en évidence les levures dans le lait a été déterminé par
WEIGT (1991), a des instants différents: Lait de debut de traite; Lait de fin de traite; Lait
résiduel obtenu 5 minutes apres une injection intraveineuse d'ocytocine (TOURNADRE, 1987).
Pour parvenir a un diagnostic de mammite mycosique, il est nécessaire d'effectuer plusieurs
prélevements (3 dans la journée ou un quotidien pendant 3 jours) dans de bonnes conditions,
individuellement sur chaque quartier (CHERMETTE et BUSSIERAS, 1993).

1V.1.2. Examen direct

Il doit étre réalisé assez rapidement apres le prélevement (les levures proliférent a température
ambiante)

- Eclaircissement : réalisé avec de la potasse (KOH).

- Coloration : I’observation au microscope se fait soit directement a I’état frais entre lame et
lamelle soit apres coloration : bleu lactophénol, gram, MGG, bleu de méthyléne, Gomori-
Grocott.

L’examen microscopique direct a pour but d'observer le champignon responsable non modifié et d'évaluer
la quantité d'éléments fongiques dans le prélévement.

- Observations : les levures peuvent apparaitre sous forme de blastospore (forme ovale de 2-4um +/-

bourgeonnement), de pseudomycélium ou de mycélium. (D’apres https://www. Flabmed.ucsf.edu )

1V.1.3. Culture
La culture des champignons est souvent aisée sur les milieux classiques (milieu de Sabouraud,
milieux au malt) :

- Milieu de Sabouraud + antibiotique (gentamicine, chloramphénicol pour inhiber les

contaminations bactériennes).
Candida albicans pousse sur milieu Sabouraud chloramphénicol actidione (mais d’autres
especes de Candida sont inhibées par I’actidione).

- Milieu chromogéne : permet d’identifier C. albicans directement a la couleur de la colonie
(pour les autres levures, des examens complémentaires sont nécessaires pour identifier I’espece
en cause).
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- Milieu pauvre : RAT, PCB (pomme de terre, carotte, bile) : permettent d’observer les formes
pseudo mycélium.
Les levures se développent en 24 - 48 heures .Incubation a 25-30°C (D’aprés https://www.

Flabmed.ucsf.edu).

Les champignons ne sont pas sensibles aux antibiotiques antibactériens qui, additionnés au
milieu de culture (chloramphénicol), permettent d'éliminer les contaminations bactériennes.
L'actidione est un antibiotique antifongique qui inhibe la croissance des champignons
saprophytes tout en laissant pousser la plupart des pathogénes (sauf C. neoformans).

1VV.1.3.1. Identification des colonies isolées:

La culture du champignon étant obtenue, I'étude des caractéres macroscopiques, microscopiques
et physiologiques des champignons sur les milieux convenables, permettra d'en déterminer le
genre et I'espéce.

L'isolement des levures est obtenu par réensemencement sur milieu Sabouraud -
chloramphenicol et Sabouraud — chloramphénicol - actidione. 1l existe egalement des milieux,
notamment chromogéniques, qui permettent simultanément I'isolement et I'identification des
principales especes pathogénes (C. albicans, C. glabrata, C. neoformans).

L'identification des champignons est basée sur I'étude

- des critéres morphologiques, reposant essentiellement sur la présence d'une capsule
(Cryptococcus neoformans), ou de pseudomycélium (Candida), d'arthrospores (Trichosporon,
Geotrichum), de tubes germinatifs ou de chlamydospores (Candida albicans).

- des critéres physiologiques, indispensables pour l'identification des champignons levuriformes
(zymogramme, auxanogramme, activités enzymatiques : uréase, phénoloxydase). L'identification
d'espéce est principalement basée sur les caracteres d'assimilation (auxanogramme) et de
fermentation (zymogramme) et les tests enzymatiques, a I'aide de galeries commerciales.

- des criteres immunologiques, peuvent fournir des renseignements épidémiologiques
intéressants: ils permettent en particulier de préciser des sérotypes A ou B de Candida albicans
et les sérotypes A, B, C ou D de Cryptococcus neoformans. (BOIRON, 1996)

IV.2. Diagnostic indirect

IV.2.1. Réactions sérologiques
Les réactions sérologiques mettent en évidence la présence des anticorps traduisant

I'immunisation humorale. Leur détection n'est intéressante seulement que dans certaines mycoses
profondes et leur présence ne permet pas toujours de distinguer les infections des simples
colonisations. Seules les seroconversions franches et les grandes positivités ont de la valeur. Ni
la recherche d’anticorps spécifiques, ni celle dantigenes fongiques circulants ne sont

justifiées dans le cadre du diagnostic des mycoses .
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La biologie moléculaire (détection de Champignons dans le matériel biologique, identification
spécifique ...) reste encore actuellement du domaine de la recherche (RISPAIL. 2005).

Réactions de précipitation : parmi les méthodes de recherche d'anticorps précipitant, I'électro

synérése s'avere la technique la plus sensible et la plus rapide (2 a 4 heures).

Réactions d'immunofluorescence : la méthode indirecte est actuellement la plus utilisée, utilisant

un sérum anti-globulines animales marqué a l'isothiocyanate de fluorescéine.

Autres techniques : d'autres méthodes, utilisant aussi des réactifs marqués (enzymo-immunologie
de type ELISA, radio-immunologie) ont maintenant fait leur preuve et offrent un choix de
techniques performantes.

La sensibilité et la spécificité de ces techniques sont en général bonnes, mais toujours dépendantes de la

qualité des antigénes utilisés (D’aprés https://www. Flabmed.ucsf.edu).

IVV.2.2. Biologie moléculaire

Un certain nombre de techniques moléculaires destinées a identifier rapidement les agents
fongiques responsables ont été développé. Les techniques reposant sur la réaction de polymérase
en chaine (PCR) sont les plus prometteuses, mais restent encore, a ce jour, peu concurrentielles
par rapports aux méthodes biochimiques. Par ailleurs, une meilleure compréhension des
phénomeénes épidémiologiques a rendu nécessaire la mise au point de méthodes de typage des
souches fongiques. Particulierement développées pour C. albicans, ces méthodes reposent sur
I’analyse des fragments de restriction de I’ADN génomique, I’hybridation a I’aide de sondes
particuliéres, I’électrophorése en champ pulsé ou encore la PCR. L’ensemble de ces techniques
combinées a I’étude de la sensibilité in vitro des souches aux antifongiques, permet une

meilleure approche de I’épidémiologie et du traitement des infections fongiques (BOIRON P.,
1996).

I1VV.2.3. Spectrométrie de masse de type MALDI-TOF

1V.2.3.1. Principe du MALDI-TOF
La spectrométrie de masse (SM) est une technique de detection et d'identification de
microorganismes entiers par mesure de leur masse. La SM a ionisation douce de type MALDI-
TOF associe une source d'ionisation laser assistée par une matrice (MALDI, Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonisation) et un analyseur de temps de vol (TOF, Time-Of-Flight)
(CLAYDON et al., 1996).
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La spectrométrie de masse MALDI-TOF permet l'identification rapide des microorganismes
grace a la reconnaissance de profils spectraux spécifiques d'especes obtenus a partir de colonies
isolées. La réalisation des banques de données qui regroupent I'ensemble des spectres de
réference nécessaires a l'identification des microorganismes est un élément clé dans la mise en
ceuvre d'une stratégie fiable permettant une identification précise (CARBONNELLE et al.,
2011). L'identification de I'espéce est basée sur la grande similitude entre le spectre de la levure
a identifier et celui d'une des souches de référence présente dans la base de données
(CARBONNELLE et al., 2007)

Les conditions de culture, les méthodes d'extraction des protéines, les méthodes de dépdt de
I'échantillon et la nature de la matrice sont autant de parametres expérimentaux qui peuvent
modifier la qualité des spectres et qui doivent étre parfaitement standardisés (VALENTINE et
AL., 2005).

] (A
]

Spectre de masse =2\ | |
m i ]

Détecteur
Temps de vol
Tube de vol
T+
Laser %g'ﬁ-_h'l' Champs électrique
T+

Cible métallique

N
Matrice ' i

Figure n°9 : Représentation schématique des différentes étapes de la spectrométrie de masse de
type MALDI-TOF.

IV.2. 3.2. Préparation des échantillons pour identification des levures

L'identification par SM est effectuée sur des colonies issues de cultures pures obtenues apreés 24
a 48 heures d'incubation sur milieu de Sabouraud additionné d'antibiotiques.

A/ La premiere consiste en une extraction réalisée préalablement au dépot de I'échantillon sur la
plaque. Cette méthode est celle utilisée dans le systéme Bruker®. Briévement, 3 a 5 colonies de
levures sont prélevées a l'aide d'une 0se de 1 ul et mises en suspension dans 300 ul d'eau
déminéralisé et 900 pl d'éthanol absolu 70% (Sigma-Aldrich). Aprés centrifugation a 13
000 tours/min pendant trois minutes, le culot de cellules est séché puis remis en suspension dans
50 ul d'acide formique 70% (Sigma-Aldrich). Apres 30 minutes d'incubation, un volume de 50 pl
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d'acétonitrile (Sigma-Aldrich) est ajouté. Enfin, aprés une nouvelle centrifugation a 13
000 tours/min pendant trois minutes, 1,5 ul de surnageant est déposé puis séché sur une plaque
métallique (AnchorchipTM 96-spot ou Polished Steel™ 384 spots, Bruker Daltonics) a
I'emplacement d'un spot. Un volume de 1,2ul de solution de matrice (alpha-cyano-4-
hydroxycinnamic acide [HCCA ; Bruker Daltonics]) a 10 mg/ml est ajouté a I'extrait de protéines
fongiques et seché (BADER et al., 2011), (SENDID et al., 2013).

B/ La deuxieme procedure consiste en une extraction réalisée directement sur la plague lors du
dépdt. Cette méthode est utilisee par les systemes Andromas® et Saramis® (BADER et al.,
2011),(BILLE et al.,2012). Une petite quantité d'une colonie de levures est prélevée a l'aide
d'une 6se de 1 pl, transférée sur une plaque métallique a I'emplacement d'un spot et recouverte de
1 pl d'acide formique 70% puis séchée. On ajoute ensuite 1 pl de matrice HCCA que l'on laisse
co-cristalliser avec I'échantillon. Les deux procédures de préparation des échantillons sont

résumees dans la figure n°10.

Systéme Andromas® Systéeme Bruker®

E i:‘\g 13 000 rpm 3min
culot
300 pl H20
900 pl EtOH
-

50 yl ac. formique 70 %
1 pl ac. formique 1 pl matrice HCCA

70 %
W W
— —

30 min|

+ 50 pl acélomtn\e

1,5 pl surnageant U
& 13 000 rpm 3min

—_— qﬂﬂiw matrice HCCA C

Figure n°10 : Représentation schematique des 2 procedures disponibles pour l'identification de
levures a partir de colonies isolées par spectrométrie de masse de type MALDI-TOF.
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I.MATERIELS
I.1.DESCRIPTION DE LA REGION D’ETUDE
Sidi Lahcene, également orthographié Sidi Lahcene -anciennement Détrie lors de la

colonisation frangaise est I'une des 52 communes de la wilaya de Sidi Bel Abbés. Située dans

I'ouest de I'Algérie a 150 km de la frontiére marocaine, et a moins de 100 km d'Oran.

Figure n°11 : Situation géographique de la commune de Sidi Lahcene dans la wilaya de Sidi
Bel Abbeés.

Cette commune est limitée au Nord par Tessala, au sud par Sidi Khaled, a I’ouest par Sidi

yacoub et a I’est par la commune de Sidi Bel Abbés.

Communes limitrophes de Sidi Lahcene

Tessala Tessala Ain Thrid

Sidi Yacoub a Sidi Bel Abbes

Sidi Khaled Sidi Khaled Amarnas

Figure n° 12 : les Communes limitrophes de Sidi Lahcene.
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1.2. LA PERIODE D’ETUDE
Les prélevements ont été effectués durant le deuxieme trimestre 2012 (Mars, Avril, Mai, 2012).
L analyse mycologique a été réalisée durant le premier semestre de I’année 2013 (de Janvier
2013 jusqu’a Juillet 2013).

1.3. LE QUESTIONNAIRE DISTRIBUE AUX VETERINAIRES PRATICIENS
Des questionnaires en nombre de 50 ont été distribués aux vétérinaires praticiens de la région y
compris les élevages concernés par notre étude.
Le questionnaire a porté sur les caractéristiques des différents élevages, les pratiques des trayeurs
vis-a-vis du nettoyage du matériel de traite, le nettoyage de leurs mains, la préparation des
mamelles a la traite, I’environnement des vaches laitiéres, la litiére, le type de stabulation, leurs

antécédents pathologiques (les mammites), (questionnaire en annexe ).

1.4. LES ELEVAGES BOVINS ETUDIES
13 élevages ont été suivis dont 07 avec traite mécanique et 06 avec traite manuelle. Une totalité
de 70 vaches ont été prélevés dans la région de Sidi Lahceéne, wilaya de Sidi BelAbbes.

Tableau n°2 : Nombre d’élevages concernés par I’étude

Numéro de Type de traite utilisée Nombre de
I’élevage Mecanique | Manuelle vache
01 X 10
02 X 06
03 X 03
04 X 04
05 X 09
06 X 10
07 X 07
08 X 03
09 X 04
10 X 04
11 X 02
12 X 02
13 X 06
Total 70

I.5. NATURE ET NOMBRE DES ECHANTILLONS PRELEVES :
A - Sur chaque vache, nous avons effectué les prélevements suivants :
- Un prélévement de lait de chacun des 04 trayons,

- Un écouvillonnage de la région anale,
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- Un écouvillonnage de la région vaginale,

- Un écouvillonnage de la peau de la glande mammaire.

B-Dans chaque élevage, nous avons effectue les prélévements suivants :

- Un écouvillonnage du mangeoire,

- Un écouvillonnage de I’abreuvoir,

- Un écouvillonnage du sceau de lait,

- Un écouvillonnage de la citerne du stockage du lait,

- Un écouvillonnage des mains du trayeur dans le cas de la traite manuelle,

- Un écouvillonnage de la machine a traire dans le cas de la traite mécanique.

-prélévement de I’eau de I’abreuvoir.

Tableau n° 3 : Nature et nombre d’échantillons prélevés dans les élevages bovins étudiés.

Nature du prélevement Traite Traite Total
manuelle | mécanique

Nombre de vache 18 52 70
Nombre d’échantillon de lait 72 208 280
Nombre d’écouvillon anal 18 52 70
Nombre d’écouvillon vaginal 18 52 70
Nombre d’écouvillon mammaire 18 52 70
Nombre d’écouvillon du mangeoire 06 07 13
Nombre d’échantillon de I’eau de 04 03 07
I’abreuvoir
Nombre écouvillon de I’abreuvoir 06 07 13
Nombre d’écouvillon du seau de lait 06 07 13
Nombre d’écouvillon de la citerne 06 07 13
écouvillon des mains du trayeur 06 00 06
écouvillon de la machine a traire 00 07 07
Total des prélevements realisés 160 402 562

562 prélévements ont été collectés dans les 13 élevages a savoir ;
- 490 prélevements effectués sur les vaches (280 prélevements de lait et 210 écouvillons) et 65

écouvillons du matériel d’élevage et 07 échantillons de I’eau de I’abreuvoir.
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- 280 prelevements de lait ont été recoltés par les vétérinaires praticiens de la région de Sidi
Lahcéne, wilaya de Sidi BelAbbes et 275 écouvillonnages réalisés sur les 13 élevages (65
écouvillons du matériel d’élevage et 210 écouvillons sur la vache i.e. écouvillons anal, vaginal,
mammaire) et 07 échantillons de I’eau de I’abreuvoir.

D’apres le tableau n°2, nous avons réalisés 160 prélévements au niveau des élevages a traite
manuelle et 402 préléevements au niveau des élevages a traite mécanique, ce qui fait un total de

562 prélévements.

1.6. MODE D’EXPRESSION DES RESULTATS DU QUESTIONNAIRE
Toutes les données ont été saisies dans une base informatique classique (Excel 2007). On a
utilisé le méme logiciel pour la vérification et le traitement statistique.
Pour la comparaison des résultats obtenus, nous avons utilisé le test de khi deux (d’indépendance
et de conformité). Les représentations graphiques (Histogrammes, Secteurs et Tableaux), ont

pour but d’apprécier les différents parametres étudiées.

Il. METHODES

11.1. TECHNIQUES DE PRELEVEMENT DES ECHANTILLONS DE LAIT ET DE
L’EAU ET DES ECOUVILLONS.
Les écouvillons réalisés ont été identifiés et conservés a + 4°C et les échantillons de lait et de
I’eau ont été congelés a - 20°C jusqu’au jour de leur analyse.

11.1.1. Prélevements de lait (voir Annexe I1).

11.1.2. Préléevements de I’eau des abreuvoirs
Dans des tubes stériles, nous avons prélevé 8 ml de I’eau de I’abreuvoir. Les préléevements d’eau
ont été achemines au laboratoire de parasitologie et de mycologie de ’ENSV dans une glaciere
(+4°C).

11.1.3. Ecouvillonnages
11.1.3.1. Ecouvillonnage des régions anales et vaginales
L’écouvillonnage du périnée et de la région vaginale des vaches est assuré par frottement contre

la muqueuse, d’un écouvillon stérile. L’écouvillon est identifié, daté et conservé a +4°C.
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11.1.3.2. Ecouvillonnage des gobelets trayeurs des machines a traire
Un écouvillonnage a été effectué a I’aide d’un écouvillon introduit dans le manchon trayeur. On
doit toujours frotter fortement et roulé I’écouvillon stérile sur toute la face interne vers

I’extérieur du manchon puis on conserve I’écouvillon a +4 °C, aprés I’avoir identifie.

11.1.3.3. Ecouvillonnage des mains des trayeurs
Nous avons réalisé I’écouvillonnage de la face interne des mains des trayeurs. Apres son

identification, I’écouvillon est conservé a +4 °C.

11.1.3.4. Ecouvillonnage de la peau de la mamelle
L’ecouvillonnage de la peau des mamelles est réalisé par le roulement de I’écouvillon stérile sur

toute la surface de la mamelle. Aprés son identification, I’écouvillon est conserve a +4 °C.

11.1.3.5. Ecouvillonnage de la face interne de I’abreuvoir
Un écouvillonnage a été effectué par le frottement d’un écouvillon stérile de la face interne de

I’abreuvoir, puis identifié, I’écouvillon est conservé a +4 °C.

11.1.3.6. Ecouvillonnage de la face interne des mangeoires
Un écouvillonnage a été effectué par le frottement de la face interne du mangeoire par un

écouvillon stérile, aprés son identification, I’écouvillon est conservé a +4°C.

11.1.3.7. Ecouvillonnage du seau de lait
A I’aide d’un écouvillon stérile, un écouvillonnage de la face interne du seau de lait a été réalisé ;

apres son identification, I’écouvillon est conservé a +4 °C.

11.1.3.8. Ecouvillonnage de la face interne de la citerne
A I’aide d’un écouvillon stérile, un écouvillonnage de la face interne de la citerne de stockage du

lait a été réalise; apres son identification, conservation a +4 °C.

11.2.METHODES DE DIAGNSOTIC DE LA MAMMITE

I 2.1. Méthodes de diagnostic de la mammite clinique

La mammite clinique a été diagnostiquée sur la base des changements de I’aspect de la
mamelle et la composition du lait. Les changements dans la mamelle inclus douleur,
gonflement, chaleur et pour le lait, une apparence anormale (lait teinté de sang, sécrétions

aqueuses, des caillots, pus).
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11. 2.2. Méthodes de diagnostic de la mammite subclinique
Les vaches dont la glande mammaire est apparemment saine ont été soumises a une enquéte
plus approfondie pour le diagnostic des mammites subcliniques en utilisant le California
Mastitis Test (CMT). De ce fait, les 70 vaches prélevées présentent des statuts sanitaires
différents :

- 10 vaches présentant des glandes mammaires saines.
- 46 vaches présentant des mammites subcliniques déterminées par le test (CMT).
- 14 vaches présentant des mammites cliniques.

11.2.2.1. Le Diagnostic des mammites subclinique par le test CMT
Le < California mastitis test > ou CMT permet la détection des mammites subcliniques. C’est
un test qui éte développé a la fin des années 1950 a I’université de la Californie. Il est simple de
réalisation. 1l nécessite un réactif et un plateau comprenant 4 cupules.
Les trayons sont nettoyés, le lait des premiers jets de chaque quartier est mis dans une cupule
propre, le trop plein est déversé pour ne garder environ que 2 mL de lait par quartier. Le réactif
est ajoute et mélangé aux échantillons de lait par rotation.
La lecture doit &tre immédiate et s'effectue a l'aide d'une échelle de couleur et de viscosité
(Tableau 4). Le CMT devrait étre réalisé par la méme personne pour éviter les différences
d'interprétation.
Le CMT est basé sur I'action d'un détergent (solution de Teepol a 10%) et d'un colorant (pourpre
de bromocresol). Le détergent provoque la lyse des cellules du lait par la destruction de leur
paroi. L'ADN est libéré, il forme un réseau de tres longs filaments qui s'opposent aux
écoulements hydrodynamiques et qui piegent les globules gras. Ce réseau augmente la viscosité
du lait jusgqu'a floculer. Plus la concentration cellulaire est élevée, plus la quantite d'ADN libéré
est élevée et plus le floculat sera important.
Le colorant change de couleur en fonction du pH. Le lait sain a un pH compris entre 6,5 et 6,7
(DUREL et al., 2004).
En cas de mammite, le pH devient plus alcalin et s'approche de 7. Le colorant est incolore a gris
pour des pH allant de 5,2 a 6,8 et devient violet quand le pH est supérieur a 6,8 donc en cas de

mammite.
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Tableau n°4 : Grille de lecture du test CMT (Notice Leucocytest)

Description de la réaction Interprétation
Grade S e escription de la réactio terprétatio
(cellules/mL)
0 Négatif Le melange est liquide, homogene et fluide. 0—200 000
Le mélan ient Iégérement vi L
1 Traces e melange devient legerement visqueux. La 15 106 _ 400 0o
viscosite est reversible et tend a disparaitre.
) Faiblement Le mélange devient visqueux sans formation de 400 000 -1 500
positif gel au centre et la viscosité tend a persister. 000
Le mélange s’épaissit immédiatement avec la
3 Clalre'rr'lent formation d'un gel au c<_entre du god_et lors des 800 000 — 5 000 000
positif mouvements de rotation. Du liquide peut
persister.
4 Fortem_ent Le mélange forme un gell au centre q_U| a}dhere au > 5000 000
positif fond du godet. Il n'y a plus de liquide.

La corrélation entre les résultats du test CMT et le comptage cellulaire est meilleur pour de fort
taux cellulaires (DUREL et al., 2004). Il convient d'interpréter avec précaution des résultats
douteux ou négatifs. Un test CMT négatif ne permet pas de conclure a une absence d'infection.
L'interprétation du test dépend de la subjectivité de l'operateur et de son expérience. Des
variations physiologiques du lait peuvent fausser le test surtout en début et en fin de lactation ou
des colorations violacées sont normales.

Le test CMT est facile et simple d'utilisation en routine. Il permet de détecter les mammites
subcliniques et d'identifier le(s) quartier(s) atteint(s) lors d'une augmentation de la concentration

en cellules somatiques. En cas de doute, la répétition du test améliore l'interprétation.

Il. 3.METHODES DE DIAGNOSTIC MYCOLOGIQUES (voir Annexes 1V)

11.3.1. ANALYSES DU LAIT
Les analyses mycologiques ont été réalisees au niveau du laboratoire de parasitologie-
mycologie de I’Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire - Alger. Elles consistent en un examen
direct des échantillons de lait a I'état frais et apres coloration au bleu lacto-phénol ; puis leur
ensemencement sur milieu d’isolement et enfin une identification des champignons isolés a

partir des caracteres morphologiques et biochimiques (Fig.13).
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11.3.1.1. Examen direct
Il est indispensable, car il nous permet de rechercher la forme pathogene du champignon a savoir

la forme filamenteuse.

a. Eclaircissement et coloration : A I’aide d’une pipette Pasteur stérilisée prés d’une flemme
bec bunsen, quelques gouttes du lait échantillonné sont aspirées. Une partie est déposée sur une
lame & laquelle on ajoute une goutte de bleu du Lactophénol. Afin d’observer les éléments
fongiques (Filaments, mycéliums, levures), Le bleu du lactophénol les imprégne en bleu. Dans le
cas ou la consistance de lait est trés compacte, on utilise la potasse a 30 % pour la ramollir avant
son observation au microscope. Une goutte de la potasse a 30 % est déposee sur la goutte de lait
puis recouvrir d’une lamelle puis chauffer trés légerement prés de la veilleuse du bec bunsen.
Apres I’éclaircissement de la préparation, on effectue la lecture au microscope optique au
grossissement x100, x 400. Les levures sont reconnaissables a leur bourgeonnement et leur taille

de plusieurs microns, ce qui évite une confusion avec les bacteéries.

Figure n°13 : Préparation des lames pour I’examen direct au microscope. (A) : dép6t d’une
goutte de la potasse a 30 % ; (B): Dépot du colorant bleu lactophénol ; (C) : dépét d’une colonie
sur le colorant et recouvrir d’une lamelle. (Original, laboratoire de parasitologie, ENSV-Alger,
2013).

11.3.1.2. Mise en culture
Elle est absolument nécessaire pour I’isolement et I’identification des champignons. Quelques

gouttes de lait sont ensemencées sur milieu Sabouraud (coulé dans des boites de pétri).

a. Préparation du milieu ; Chaque flacon de gélose Sabouraud déshydratée (Institut Pasteur
d’Alger) de 250 g (10 g de Peptone, 20 g de Glucose et 20 g d’Agar) permet de préparer 5 litres
de milieu. Les 250 grammes de gélose Sabouraud déshydratée sont versés dans 5 | d’eau distillée

chaude, puis bien remuer pour dissoudre la poudre. La gélose liquide est versée dans des flacons,
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le tout est stérilisé par autoclavage 1 heure a 120 °C. La gélose stérilisée est coulée sur boites de

Pétri puis refroidie a température ambiante.

b. Ensemencement ; Le choix des boites de pétri est lié a leur surface avantageuse qui permet
une meilleure séparation des colonies en cas d’association de champignons. Le Chloramphénicol

est utilisé pour inhiber la poussée des bactéries.

Figure n°14 : Les différentes étapes de I’ensemencement. (A) : Récupération de quelques goutes
du lait ; (B) : Dépdt de ces goutes sur la gélose Sabouraud ; (C) : Etalement de ces goutes a
I’aide du rateau sur toute la surface de la gélose Sabouraud (Original, laboratoire de
parasitologie, ENSV-Alger, 2013).

c. Incubation ; Les boites de pétri sont incubés dans une étuve a 27 °C durant 48 h a 72 h ou

plus une semaine.

d. Lecture

Aspect macroscopique

C'est une premiere étape dans l'orientation du diagnostic mycologique. Nous avons retenu
comme criteres, la forme, la couleur, la consistance et I'aspect de la colonie. L'observation des
colonies obtenues a concerné le recto et le verso de chacune. Pour les levures, il est surtout
important de quantifier le nombre de colonies ayant poussées. On apprécie le nombre des

colonies par I’utilisation du symbole + comme suit :
(+) (< 10 colonies),

(++) (10 a 50 colonies),

(+++) (> 50 colonies bien isolées),

(++++) (> 50 colonies en nappe).
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Le dénombrement sera plus précis et il nous permettra d’exprimer le résultat en nombre de
colonies (faible infection ou infection massive) (KOENIG, 1995).

Comme notre étude est basée sur I’identification des levures pathogénes, donc pour les
champignons filamenteux nous nous sommes limités au dénombrement des prélévements

positifs.

Aspect microscopique
A I’aide d’une anse de platine, on récupéere une partie de la colonie de levure, aprés I’avoir
dilacéree et déposée dans une goutte de colorant (bleu de Lactophenol) entre lame et lamelle. La

lecture s’effectue au microscope optique aux grossissements : x100, x 400.

11.3.1.3. Repiquage des colonies de levures
Apreés avoir noté macroscopiquement les critéres suivants : La consistance de la colonie : glabre,
duveteuse, poudreuse, soyeuse, laineuse, floconneuse ; La surface (plane, en dome, plissée,
cerébriforme) ; La présence de rayons fins ou larges, courts ou longs, s’enfon¢ant dans la gélose;
La couleur du recto et du verso et la présence d’un pigment diffusible dans la gélose. Les
colonies de levures d’aspect différent sont repiquées sur milieu Sabouraud / chloramphénicol a

27°C pour une identification ultérieure.

11.3.1.4. Identification des colonies de levures
On a recours dans cette phase a différents milieux de culture et tests pour I’identification précise
des levures (galeries d’identification) (DROUHET et DUPONT, 1985).

11.3.1.4.1. Milieu Sabouraud / Chloramphénicol a 37 °C ; Ce test permet de mettre en
évidence le caractere potentiellement pathogene de la levure lorsqu’elle se développe a une
température avoisinant la température corporelle. Devant un bec bunsen, un petit fragment de la
colonie de levure est étalé sur la totalité de la surface de la boite de pétri (Sabouraud), puis
incubé a 37 °C dans I’étuve. La lecture est faite 48 h a 72 h plus tard ; une colonie qui pousse a
37 °C est potentiellement pathogéne (+) et inversement, une colonie qui ne pousse pas a 37°C

n’est pas pathogene (-).

11.3.1.4.2. Milieu Sabouraud / Actidione ; Ce test permet de mettre en évidence les colonies

sensibles a I’Actidione (Cycloheximide). La colonie est ensemencée sur ce milieu dans des
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tubes. L’incubation est réalisee a 27 °C. Une premiere lecture peut étre faite 24h plus tard. Les
colonies ayant poussées sur ce milieu sont considerées resistantes a I’Actidione (R) ; Les
colonies n’ayant pas poussées sur ce milieu sont considérées sensibles a I’ Actidione (S).

11.3.1.4.3. Milieu a base de créme de riz (Rice Cream) ; Ce milieu favorise la production de
chlamydospores caracteéristiques de Candida albicans en milieu anaérobie.

Le milieu est coulé sur boite de pétri. Aprés I’étalement d’un fragment de colonie, on la recouvre
d’une lamelle stérilisée a la flemme bec bunsen (elle assure la stérilité et un milieu anaérobie).
Incubation a 27 °C dans I’étuve. La lecture est faite a 24 h, et 48 h plus tard (Gr. x100 et x 400).

11.3.1.4.4. Milieu a base de sérum pour blastése ; Le sérum de bovin, est utilisé comme milieu
pour favoriser la production des tubes germinatifs typiques de Candida albicans (test de
germination). Devant un bec bunsen, on dépose 0.5 ml de sérum dans des tubes stériles ; Une
colonie de levure est déposee a I’aide d’une anse de platine dans le sérum. Le tout est bien
homogénéisé pour obtenir une suspension de levure homogéne et incubé a 37°C pendant 4
heures. Une goutte du culot est prélevée et déposée sur une lame, recouverte d’une lamelle puis

lecture au microscope (Gr. x 100 et x 400).

11.3.1.4.5. Milieu a I'urée Indole ; C’est un test physiologique qui permet de rechercher
I’hydrolyse de I’urée (dégradation de l'urée et production de métabolites alcalins). 0.5 ml du
milieu urée indole est versé dans un tube stérile, une colonie y est ensemencée puis incubée a 37
°C. La lecture s’effectue a 4 h et 24 h aprés ensemencement. Le virement du milieu du jaune
orangé au rouge violet correspond a la sécrétion d’une uréase. La levure qui fait virer le milieu
au rouge en 4 heures est Cr. neoformans. Les levures sont aussi examinées au microscope (Gr.

x100 et x 400) en mélangeant les levures sur une lame avec I’encre de chine diluée au 1/5°™.

11.3.1.4.6. Etude des caracteres physiologiques

La majorité des tests pour I’étude des caractéres physiologiques repose sur I’assimilation des
carbohydrates (auxanogramme) et de leur fermentation (zymogramme) (MICHEL-NGUYEN
et al., 2002). De nombreux dispositifs miniaturisés et standardisés sont commercialisés (API®
Candida, API® 20C AUX ou ID® 32C Bio Mérieux).

Dans le cadre de I’auxanogramme, la levure est placée en aérobiose en présence d’une source

de carbone fournie par I’hydrate de carbone lyophilisé déposé au fond de chaque cupule. Le
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nombre de sucres testés varie selon la galerie commercialisée. Lorsque la levure assimile le
sucre, celle-ci se multiplie, ce qui se traduit par un trouble dans la cupule.

Dans le cadre du zymogramme, les cupules sont placées en anaérobiose, et I’assimilation par
voie fermentative entraine un virage de I’indicateur du pH en raison de la production de
metabolites acides.

L’identification de I’espece est assurée apres traduction du profil en un code numérique, par
comparaison a des bases de données.

Selon les dispositifs commerciaux 14 a 62 espéces peuvent étre identifiées dans le genre de

Candida mais aussi Cryptococcus, Trichosporon, Rhodotorula et Saccharomyces.

11.3.1.4.6.1. Assimilation de sources de carbone (auxanogramme):
Dans la présente étude, nous avons utilisé le test API® 20C AUX (Bio Mérieux, France) qui
comprend 19 sources de carbone (MICHEL-NGUYEN et al., 2002).

Test API® 20C AUX (Bio Mérieux, France)

A-Objet du test
API® 20C AUX est un systtme d'identification précise des levures les plus couramment
rencontrées. La liste compléte des especes qu'il est possible d'identifier avec ce systeme est
présente dans le tableau d'identification en Annexe.

B-Principe du test API® 20C AUX
La galerie API® 20C AUX est constituée de 20 cupules contenant des substrats déshydratés qui
permettent d'effectuer 19 tests d'assimilation. Les cupules sont inoculées avec un milieu
minimum semi-gélosé et les levures poussent seulement si elles sont capables d'utiliser le
substrat correspondant. La lecture de ces réactions se fait par comparaison aux témoins de
croissance et I'identification est obtenue a l'aide du Catalogue Analytique ou d'un logiciel
d'identification.

C-Présentation (coffret de 25 tests)
25 galeries API® 20 C AUX - 25 boites d'incubation - 25 ampoules d’API C Medium - 25 fiches
de résultats - 1 notice. Le Milieu (voir Annexe)

D-Conditions de stockage : Les galeries et milieux se conservent a 2-8°C jusqu'a la date
limite d'utilisation indiquée sur I'emballage.
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E-Echantillons (prélevement et préparation)
API®20C AUX ne doit pas étre utilisé directement & partir des prélévements d'origine clinique
ou autres. Les microorganismes a identifier doivent dans un premier temps étre isolés sur un
milieu de culture adapté selon les techniques usuelles de bactériologie et de mycologie.
F-Réalisation du test
F.1.Préparation de la galerie
-Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir environ 5 ml d'eau distillée ou
déminéralisée dans les alvéoles du fond pour créer une atmosphére humide.
-Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite. (Ne pas inscrire la
référence sur le couvercle, celui-ci pouvant étre déplacé lors de la manipulation.)

-Retirer la galerie de son emballage individuel et la déposer dans la boite d'incubation.

F.2.Préparation de I'inoculum

-Ouvrir une ampoule d’AP1 Suspension Medium (2 ml).

-A l'aide d'une pipette, prélever une fraction de colonie par aspiration ou par touches
successives. Utiliser préférentiellement des cultures jeunes (18-24 heures).

-Reéaliser une suspension de levures de turbidité égale a 2 de McFarland. L’homogénéiser a
I’aide d’un agitateur électrique.

-Ouvrir une ampoule d’API C Medium et y transférer environ 100 pl de la suspension
précédente. Homogénéiser avec la pipette en évitant la formation de bulles.

F.3.Inoculation de la galerie

-Remplir les cupules avec la suspension obtenue dans APl C Medium. Eviter la formation de
bulles en posant la pointe de la pipette sur le c6té de la cupule. Veiller & créer un niveau
horizontal ou légerement convexe, mais jamais concave. Des cupules incompléetement
remplies ou trop remplies peuvent entrainer des resultats incorrects.

-Refermer la boite d'incubation et incuber 48-72 heures (+ 6 heures) a 29°C + 2°C.
F.4.Lecture et interprétation

Aprés 48 heures d'incubation, ou 72 heures (si les tests, en particulier le glucose, ne sont pas
trés nets apres 48 heures), observer la croissance des levures comparativement a la cupule 0,
témoin négatif. Une cupule plus trouble que le témoin indique une réaction positive a noter
sur la fiche de résultats. Afin d'éviter toute contamination lors d'une réincubation, Oter le

couvercle uniguement pendant la période de lecture.
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11.3.2. Analyse mycologique de I’eau de I’abreuvoir
Quelques gouttes de I’eau sont ensemencées sur milieu Sabouraud additionné de
chloramphénicol. L’identification des colonies poussées est réalisée comme précédemment pour

les échantillons de lait.

11.3.3. Analyse mycologique des écouvillons
Nous avons suivi les mémes étapes expérimentales que celles adoptées dans I’analyse
mycologique du lait a I’exception de I’examen direct. Un ensemencement sur boite de pétri par
frottement de I’écouvillon sur toute la surface du milieu. Les colonies de levures sont repiquées

sur milieu Sabouraud pour identification ultérieure comme cité précédemment.
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RESULTATS

I. LES RESULTATS DU QUESTIONNAIRE (voir Annexe VI)

Le questionnaire transmis aux vétérinaires praticiens (voir annexe 1), nous a permis d’effectuer
une premiere analyse sur le mode de gestion des élevages bovins laitiers de la région de Sidi
Lahceéne (wilaya de Sidi BelAbbes) avant de passer aux analyses de laboratoire. Sur I'ensemble

des élevages bovins laitiers visités, le mode d’élevage prédominant est le semi extensif a

stabulation semi entravée (Fig.15).

f T T T T

extensif semi extensif intensif aucune réponse

Figure n°15 : le mode d'élevage dans la région étudiée.

Cette figure n°15 montre que les éleveurs de la région de Sidi Lahcene utilisent le mode
d’élevage semi extensif plus que d’autres modes, ce qui permet aux animaux de rester quelques

heures a I’air libre et de s’alimenter des paturages.
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_og

stabulation libre

stabulation entravée stabulation semientravé&uestionaires sans réponse

Figure n°16 : le type de stabulation dans la région étudiée.

Les éleveurs utilisent la stabulation semi entravée ce qui permet aux animaux de se déplacer

librement & I’intérieur de I’étable mais il existe d’autres qui favorisent le type entravé (Fig.16).

|25 %|
< . . ' . . .
une 02 jours 03jours 05jours 07jours aucune
journée réponse

Figure n°17 : intervalle du changement de la litiére.

Les éleveurs changent la litiere tous les deux jours a un pourcentage de 25% et 20% changent la

litiere une fois par semaine (07jours) (Fig.17).
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paille sciure de pas de litiere
bois

Figure n°18 : la nature de la litiere.
La majorité des éleveurs utilisent la paille comme litiére, c’est ce qui est recommandé car elle
absorbe le liquide.

rare fréquente

Figure n°19 : la fréquence des mammites cliniques dans la région de Sidi lahcéne.

L’histogramme de la figure n°19 de montre que dans les élevages visités, les mammites

cliniques sont fréquemment rencontrées avec un taux supérieur a 70%.
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33,33%

20,83%

mammite

| 27%] | 16,66% |
En hiver En En été En Apparition durant les
printemps automne de la 04 saisons

Figure n°20 : la fréquence des mammites selon les saisons.

La figure n°20 montre la fréquence élevée des mammites pendant la saison de I’hiver (Certains

vétérinaires constatent des mammites durant les quatre saisons).

L 8

vaches fortes productrices

vaches faibles productrices Questionaires sans réponse

Figure n °21 : la fréquence des mammites selon le taux de production du lait.
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I

plus de 05 moins de 05 Questionaires
lactations lactation sans réponse

Figure n°22 : la frequence des mammites selon le nombre de lactations.

D’apres les figures n°21 et 22, les mammites sont fréquentes chez les vaches fortes productrices
de lait avec moins de 05 lactations.

48,14%
37,03%
7,40% 7,40%
En début de En pic de En dehors de Questionaires
lactation lactation ces périodes sans réponse

Figure n°23 : la fréquence des mammites selon le stade de lactation.

A travers I’histogramme de la figure n°23, nous constatons que la fréquence des mammites est

plus élevée surtout en début de lactation (48 ,14%), puis en pic de lactation (37,03%).
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2fois /jour 1fois /jour 1 fois /semaineabsence de désinfection Questionaires sans réponse

Figure n°24 : la fréquence de la désinfection du materiel de traite.

L histogramme de la figure n°24, montre que 38,88 % des trayeurs désinfectent leur matériel
de traite une fois par semaine, mais on remarque qu’il existe un certain pourcentage de trayeurs

(22,22%) ne desinfecte jamais leur matériel de traite, par contre il existe un taux de 11,11% des

trayeurs qui désinfectent ce matériel deux fois par jour.

/ yd

Mains non
désinféctées

Mains
désinfectées

Figure n°25: la fréquence de la désinfection des mains du trayeur.
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l 77,77%|

Figure n°26 : la fréquence de la désinfection des mains du trayeur aprés chaque vache.

Plus de 60% des éleveurs trayeurs désinfectent leurs mains avant la traite (61,11%) (Fig.25),
toutefois, la désinfection des mains apres la traite de chaque vache se fait qu’a 22,22% (Fig. 26),
alors que le pourcentage d’éleveurs trayeurs qui ne le font pas est de 77,77%.

oui non

Figure n°27 : la fréquence de la désinfection de la mamelle avant chaque traite.

L’ histogramme de la figure n°27, montre que plus de 60% des éleveurs trayeurs désinfectent la

mamelle avant chaque traite.
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5,55%
e . . . .
individuel collectif Questionaires
sans réponse

Figure n°28 : chiffon utilisé pour le nettoyage de la mamelle.

Dans la figure n°28, le graphe relatif a l'utilisation de lavette pour la désinfection de la mamelle,
montre que seulement 5,55% des trayeurs utilisent un chiffon individuel et 63% des trayeurs
utilisent un seul chiffon pour toutes les vaches.

|44,44%|
33,33%
22,22% l
& . . . . .
oui non Questionaires
sans réponse

Figure n°29 : la fréquence de la désinfection du chiffon apres chaque utilisation.

D’apres la figure n°29, nous constatons que 44,44% des trayeurs ne désinfectent pas le chiffon
apres chaque utilisation mais malgré ca il existe des éleveurs trayeurs qui donnent une
importance a cet acte (22,22%).
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cinique :aigue clinique : chronique subclinique

Figure n°30 : le type de mammites rencontrees.

D’apres le questionnaire, le taux des mammites cliniques est plus élevé comparé au taux des
mammites sub-cliniques, ce qui n’est pas la réalité car les mammites subcliniques peuvent ne pas
étre détecté par le CMT, le test le plus utilisé sur le terrain quant elles existent a I’état latent
et cet examen complémentaire n’est pas couramment utilisé par les vétérinaires praticiens
quant en cas de doute ,donc les réponses aux questionnaires ont été formulées surtout suivant ce

qu’ils observent sur le terrain (Fig.30).

—

oui non

Figure n°31 : la persistance des mammites apres traitement antibiotique.

Dans 66,67 % des cas, les mammites persistent apres traitement antibiotique alors que dans

seulement 33,33 % des cas, les mammites guérissent apres traitement antibiotique (Fig.31).
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Oui Non Questionaires
sans réponse

Figure n°32 : la fréguence de I’apparition des mammites mycosiques apres traitement
antibiotiques prolongé.

D’aprés la figure n°32, les mammites mycosiques apparaissent apres traitement antibiotiques
prolongé dans 27,78% des cas sans oublier les 27,78 questionnaires sans réponse. Les
vétérinaires praticiens ont répondu a cette question en se basant sur la non guérison de la
mammite apres traitement antibiotique prolongé, ce qui signifie I’installation de mammite

mycosique.

—
oui non Questionaires
sans réponse

Figure n°33 : Apparition du muguet chez les veaux allaitants.

L’histogramme de la figure n°33 montre que les éleveurs et les vétérinaires praticiens rencontre
le muguet seulement dans 11,11% des cas et on remarque qu’un certains nombre de

guestionnaires n’ont pas eu de réponse.
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-

papier PH CMT Questionaires sans réponse

-_—

Figure n°34 : la fréquence d’utilisation de tests pour le dépistage des mammites subcliniques.

D’apres I’histogramme de la figure n°34, un pourcentage de 38,89% des vétérinaires praticiens
et éleveurs utilisent le papier PH pour la détection des mammites sur le terrain alors un nombre

restreint utilise le test CMT.
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Il. RESULTATS DE L’ENSEMENSEMENT DES PRELEVEMENTS

I1.1.RESULTATS DE L’EXAMEN DIRECT
L'examen direct des 280 échantillons de lait et 07 echantillons de I’eau de I’abreuvoir a
révélé au microscope optique (Gr. x 100 et x 400), la présence dans certains échantillons des
filaments myceliens, des levures et des cellules inflammatoires (leucocytes). Sur un total de 287

échantillons analysés, 179 se sont révelés positifs (Tableau n°5)

Tableau n°5: Résultats de I’examen direct des prélevements de lait et de I’eau de
I’abreuvoir

Nombre d’échantillon ayant | Nombre d’échantillons | Nombre d’échantillons
subit I’examen direct (lait et positifs négatifs
I’eau de I’abreuvoir)
287 179 108

11.2.RESULTATS DE L’ANALYSE MYCOLOGIQUE
L’analyse mycologique a concerné les 562 prélévements dont 182 prélévements ont été positifs :
-164 prélévements positifs pour les levures, a partir des quels, on a pu isoler 176 especes de
levures.

-19 prélévements positifs ont concerné des champignons filamenteux.

Tableau n°6 : Nombre de prélevements positifs

Traite Traite
mécanique | manuelle

Nombre total de prélévements 562 402 160
réalisés

Nombre de prelevement positifs 182 130 59
Nombre de préelevement positifs 164

pour les levures 117 47
Nombre de préelevement positifs 19

pour les champignons filamenteux 13 05
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Candida sp.

Figure n°35: Colonies de levures
innombrables poussées aprés ensemencement
d’échantillons de lait (A, B, C). (Original,
laboratoire de parasitologie, ENSV-Alger,
2013).

Trichosporon sp.
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Tableau n°7: Les différentes espéces de levures isolées a partir des deux types d’exploitations

Genre | % | Espece | Nombre | Genre | % | Espéce | Nombre
Elevage avec traite méecanique Elevage avec traite manuelle
Candida sp. 68 Candida zeylanoides 34 Candida sp 89,58 Candida zeylanoides 13
Candida guilliermondii 11 Candida guilliermondii 11
Candida tropicalis 10 Candida tropicalis 10
Candida glabrata 01 Candida glabrata 00
Candida albicans 02 Candida albicans 00
Candida famata 03 Candida famata 00
Candida pseudotropicalis 05 Candida pseudotropicalis 00
Candida rugosa 07 Candida rugosa 04
Candida boidinii 13 Candida boidinii 03
Candida lipolytica 01 Candida lipolytica 01
Candida parapsilosis 00 Candida parapsilosis 01
Rhodotorula sp. 14,84 | Rhodotorula glutinis 17 Rhodotorula sp 2,08 Rhodotorula glutinis 00
Rhodotorula rubra 02 Rhodotorula rubra 01
Cryptococcus sp 7,03 Cryptococcus humicola 05 Cryptococcus sp 4,17 Cryptococcus humicola 02
Cryptococcus terreus 02 Cryptococcus terreus 00
Cryptococcus uniguttulatus 02 Cryptococcus uniguttulatus 00
Trichosporon sp 6,25 | Trichosporon cutaneum 04 Trichosporon sp 4,17 Trichosporon cutaneum 01
Trichosporon capitatum 03 Trichosporon capitatum 00
Trichosporon asahii 01 Trichosporon asahii 01
Saccharomyces sp 1,56 | Saccharomyces cervicea 02 Saccharomyces sp Saccharomyces cerevicea 00
Kloeckera sp 0,78 Kloeckera apis 01 Kloeckera sp Kloeckera apis 00
Sporobolomycessp | 0,78 | Sporobolomyces salmonicolo | 01 Sporobolomyces sp Sporobolomyces salmonicolo | 00
Geotricum sp 0,78 | Geotricum candidum 01 Geotricum sp Geotricum candidum 00
Total 100 128 Total 100 48
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Dans le tableau n°® 6, on remarque que les élevages a traite mécanique sont plus contamines que

les élevages a traite manuelle.

De 164 prélevements positifs en levures, on a pu isoler 176 espéces de levures dont 128 especes

isolées des prélévements effectués dans les élevages a traite mécanique et 48 espéces isolées des

prélevements effectués dans les élevages a traite manuelle.

Tableau n°8 : Les différents genres de levures isolés dans notre étude et leur fréquence.

Nombre
Genre d’especes du %
méme genre

Candida sp. 130 73,86
Rhodotorula sp. 20 11,36
Cryptococcus sp. 11 6,25
Trichosporon sp. 10 5,68
Saccharomyces sp. 02 1,13
Kloeckera sp. 01 0,57
Sporobolomyces sp. 01 0,57
Geotricum sp. 01 0,57
Total 176 100

Les 176 especes ont éte réparties sur 08 genres, dont le plus grand pourcentage est accordeé au

genre candida.
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Tableau n°9: Les différentes espéeces de levures isolées dans notre étude et leur fréquence.

Nombre d’isolement de la

Espece méme espece dans notre %
étude
01 Candida zeylanoides 47 26,70
02 Candida guilliermondii 22 12,5
03 Candida tropicalis 20 11,36
04 | Candida glabrata 01 0,57
05 | Candida albicans 02 1,13
06 | Candida famata 03 1,7
07 Candida pseudotropicalis 05 2,84
08 | Candida rugosa 11 6,25
09 Candida boidinii 16 9,09
10 Candida lipolytica 02 1,13
11 Candida parapsilosis 01 0,57
12 Rhodotorula glutinis 17 9,66
13 Rhodotorula rubra 03 1,70
14 | Cryptococcus humicola 07 3,98
15 Cryptococcus terreus 02 1,13
16 Cryptococcus uniguttulatus 02 1,13
17 | Trichosporon cutaneum 05 2,84
18 | Trichosporon capitatum 03 1,70
19 | Trichosporon asahii 02 1,13
20 Saccharomyces cerevicea 02 1,13
21 Kloeckera apis 01 0,57
22 Sporobolomyces salmonicolo 01 0,57
23 Geotricum candidum 01 0,57
B o 176 100

Au vu du tableau récapitulatif n°9 :

- dans le genre candida, I’espéce la plus isolée est C. zeylanoides (26,70%).

- dans le genre Rhodotorula, I’espéce la plus isolée est R. glutinis (9,66%).

- dans le genre Cryptococcus, I’espéce la plus isolée est Cr. Humicola (3,98%).

- dans le genre Trichosporon, I’espece la plus isolée est T. cutaneum (2,84)
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I11. PREVALENCE DE L’INFECTION MYCOSIQUE DANS LES ELEVAGES

ETUDIES
La prévalence totale de I’infection fongique (levures et champignons filamenteux) dans notre

étude est estimée a 32,79% et I’occurrence de I’infection aux levures seules est de 29,54%0.

Tableau n°10 : la prévalence de I’infection fongique selon le mode de traite.

prévalence traite mécanique | Traite manuelle
Infection par les levures et champignons 32,58% 33,33%
filamenteux
Infection par levures seules 29,32% 30,12%

Le tableau n° 10, montre que toute analyse mycologique fait apparaitre deux type de
champignons : - champignons sous forme de filaments.

- champignons sous forme de levures
La prévalence de ces champignons d’une maniére générale est presque le méme dans les deux
types de traite que ce soit pour :
- les levures et les champignons filamenteux (traite mécanique : 32,58%, traite manuelle :
33,33%).
Ou pour
- les levures seules (traite mécanique : 29,32%, traite manuelle : 30,12%)
Selon le test khi deux d'indépendance, la différence est non significative, il y a une indépendance
entre le taux d’infection et le type de traite avec un seuil de signification p>5%. Ceci signifie
que le probleme ne se pose pas au niveau de la méthode de traite mais dans les conditions de

déroulement de cette traite.
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IV. LES ESPECES DE LEVURES

ECHANTILLONS ANALYSES.

ISOLEES DANS LE LAIT ET DANS D’AUTRES

Tableau n°11 : Les espéces de levures isolées dans le lait et dans d’autres échantillons analysés.

Levures isolées dans
le lait

Identification du lait dans le quel la
levure a été isolée

autres echantillons
analysés dans les
guels la méme levure a
été isolée

Candida tropicalis

Lait prélevé de 03 trayons de la vache n°3
de I’élevage n°8: AD ; AG et PG.

Candida rugosa

Lait prélevé des trayons des vaches de
I’élevage n°9:
- PG de lavache n°3 ;
- PG de lavache n°2 ;
- AD de la vache n°1.

Cryptococcus
humicola

Lait prélevé du trayon AD de la vache n°1
dans I’élevage n°4.

L’eau de I’abreuvoir

Candida zeylanoides

Lait prélevé des trayons des vaches de
I’élevage n°6:
- AD de la vache n°7
- AD de la vache n°6
-PG de la vache n°2
-PG de la vache n°2

Ecouvillons des mains
des trayeurs

Candida
guilliermondii

Lait prélevé des trayons des vaches de
I’élevage n°12:
- AD de la vache n°2
- PG de la vache n°1.

Ecouvillons du seau et
de la citerne

Ce tableau n°11, montre que nous avons isolé par I’analyse mycologique des especes de levures

dans des échantillons de lait et autres échantillons autres que le lait tel que I’eau de I’abreuvoir,

les écouvillons des mains des trayeurs ainsi que les écouvillons de la citerne.
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DISCUSSION
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A/L’enquéte réalisée sous forme de questionnaire distribué aux vétérinaires de la région de Sidi
Lahcene a révélé I’importance du respect de I’hygiéne de I’environnement de I’animal. En effet,
I’humidité provenant des urines et du lait ainsi que la chaleur corporelle, favorisent le
développement des champignons et plus précisément les levures dans la litiere, d’ou
I’importance du renouvelement régulier de la litiere dans une étable. Aussi, il faut changer la
litiere une fois par jour ou une fois tous les deux jours, alors que le renouvellement une fois par
semaine, est trop long et la litiere devient un réservoir de germes, ce qui augmente le risque des
mammites (histogramme de la figure n°17). Selon KELLER et al., (2000), les levures qui sont
retrouvées dans les endroits humides, riches en matiére organique sont facilement isolées des
trayons et des équipements de traite.

Dans 66,67% des cas, les mammites persistent apres traitement antibiotiques (histogramme de
la figure n°31). Selon SLAVOLJUB STANOJEVIC et DEJAN KRNJAJIC (2011), si aucune
recherche bactériologique dans le lait n’est effectuée, les mammites fongiques sont suspectées
quand le traitement antibiotique échoue.

Aprés un traitement antibiotique prolongé, les mammites mycosiques apparaissent dans 27,78%
des cas sans oublier les 27,78% des questionnaires sans réponse (histogramme de la figure
n°32), ce qui a eté signalé par plusieurs auteurs (ELAD et al., 1995, GONZALEZ 1996,
MALINOWSKI etal., 2002, WOLOSZYN et al., 1964).

Les foyers de mammite causés par les levures ont été signalés dans les troupeaux gérés avec des
défaillances dans I'hygiéne de I’environnement ou en association avec traitement antibiotique en
intra mammaire répétitif (FARNSWORTH et al., 1972, MORETTI et al., 1998).

B/La prévalence de la mammite associée a des champignons et des levures est généralement
faible par rapport aux autres agents de mammite (WATTS, 1988).

Notre étude a concernée I’infection de la glande mammaire chez les bovins par les levures ; elle
a eté réalisée sur 13 élevages bovins comportant en totalité 70 vaches de la région de Sidi
Lahcene, dans la wilaya de Sidi Belabbas. Les préléevements ont été effectués durant le deuxiéme
trimestre 2012 et ont été conservés par congélation a - 20°C jusqu’au jour de leur analyse.

L analyse mycologique a été réalisée durant le premier semestre de I’année 2013. Les résultats
de notre étude montrent que la prévalence de I’infection aux levures est de 29,54%. Nos
résultats sont concordant aux fréquences rapportés par de nombreux auteurs, comme SIMARIA
et DHOLAKIA (1986) en Inde, SUDARWANTO (1987) en Indonésie, avec 29,27% et 34%
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respectivement, ainsi que COSTA et al., (2012) au Bresil (29,35%). D’autres auteurs ont noté
des fréquences moins élevées comme, SUKUMAR et JAMES (2012) en Inde (13%) et
WAWRON et al., (2010) en Pologne (7,07%), CZERNOMYSY-FUROWICZ et al., (2008)
en Pologne (1,28%), COSTA E.O. et al., (1993) au Breésil (10%), SANTOS et MARIN (2005)
au Bresil (17,3%), KRUKOWSKI et al. (2000 et 2006) en Pologne (9,6% et 4,2%),
BOURTZI-HATZOPOULOU et al. (2003) en Gréce (6.2%), TURKYILMAZ SUHEYLA et
al., (2010) en Turquie (12,1%), PENGOV (2002) en Slovénie (5,6%) et enfin PENGOV et
ZDOVC (1998) en Slovénie (4,1%).

La grande majorité des levures sont considérés comme des saprophytes, bien que dans certains
cas, ils sont considérés comme potentiellement pathogenes (CHENGAPPA et al., 1984). Les
Champignons ont également été signalés comme un agent étiologique des mammites par divers
chercheurs (COSTA et al., 1998, LAGNEAU et al., 1996). Ce phénomeéne est dd a l'utilisation
fréquente des antibiotiques. Ils sont utilisés non seulement dans le traitement, mais egalement
dans la période de tarissement. L'antibiothérapie conduit a une perturbation dans I'homéostasie
de la mamelle, I'inhibition de lymphocytes T et de I'activité des neutrophiles et en conséquence, a
la stimulation de la croissance des levures (SHENG et al., 1987 ; CORTI et al., 2003, NORIS
et al., 2007). La moitié des vaches, chez les quelles le lait est contaminé par les levures, ont été
traitées avec des agents antimicrobiens (pénicilline, streptomycine, tétracycline, la lincomycine,

et la nystatine).

Les agents étiologiques de mammite mycosique sont principalement des levures, notamment
Candida sp. qui est selon plusieurs auteurs retrouvé plus fréeguemment (AALBAEK et al.,
1994 ; DE CASIA DOS SANTOS et al., 2005 ; ELAD et al., 1995 ; KELLER et al., 2000;
KIVARIA et al.,, 2007 ; KRUKOWSKI et al., 2000 ; MALINOWSKI et al., 2002 ;
CZERNOMYSY-FUROWICZ et al., 2008 ; MORETTI et al., 1998 ; SPANAMBERG et
al., 2008 ; SWINNE et al., 1997 ; COSTA et al., 1993; WATTS, 1988 ; PENGOV , 2002).
Nos résultats concordent avec les données de la littérature ; en effet, le genre candida sp. a été

isolé dans 73,86% des levures isolées, ce qui correspond a environ 130 especes isolées.

Suivi par le genre Rhodotorula sp. dont Rhodotorula glutinis (9,66%), Rhodotorula rubra
(1,70%), en troisieme position le genre Cryptococcus sp. dont Cryptococcus humicola (3,84%),

Cryptococcus terreus et Cryptococcus uniguttulatus (1,13%). En quatrieme position le genre
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Trichosporon sp. avec une fréquence de 2,84% pour I’espece Trichosporon cutaneum, 1,70%
pour Trichosporon capitatum et 1,13% pour Trichosporon asahii. Saccharomyces cervicea est
isolée dans 1,13% et en fin Kloeckera apis (0,57%), Sporobolomyces salmonicolo (0,57%),

Geotricum candidum (0,57).

La plupart des espéces de levures isolées dans cette étude ont également été rapportés par de
nombreux auteurs comme cause de mammite (MONGA et KALRA, 1971 ; JAND et
DHILLON, 1975; SHARMA et al., 1977; SHAH et al., 1986 et SINGH et al., 1998). Les
quatre genres de levure : candida, Rhodotorula, Cryptococcus, Trichosporon ont été egalement
isolées dans I’étude menée en Pologne (2010) par WAWRON et al.

Les levures les plus couramment isolées des mammites mycosiques sont les genres suivants:
Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Trichosporon, Torulopsis, et Geotrichum (AALBAEK et
al., 1994); COSTA et al.,, 1993 ; KRUKOWSKI et al, 2000; LAGNEAU (1996),
MORETTI et al., 1998 ; RICHARD et al., 1980; SPANAMBERG et al., 2008;
WOLOSZYN et al.,1964).

De nombreuses espéces de levure ont été signalées comme agent causal de la mammite (COSTA
et al.,, 1993 ; BOURTZI-HATZOPOULOU et al., 2003 ; SANTOS et MARIN , 2005;
KRUKOWSKI et al., 2006 ; SEKER , 2010 ; TURKYILMAZ et KAYNARCA 2010).
Ainsi, BOURTZI-HATZOPOULOU et al., (2003) ont rapporté que les levures isolées
appartenaient aux genres Candida, Geotrichum, Rhodotorula. KRUKOWSKI et al., (2000) ont
signalé que toutes les levures isolées appartenaient aux genres Candida, Trichosporon,
Rhodotorula et dans une autre étude KRUKOWSKI et al., (2006) ont isolé Candida,
Trichosporon, Saccharomyces, et Rhodotorula, alors que celles isolées par TURKYILMAZ et

al., (2010) sont les genres Candida, Trichosporon, Cryptococcus et Saccharomyces.

Dans notre présente étude, les levures que nous avons isolées appartiennent aux genres Candida,
Rhodotorula, Cryptococcus et Trichosporon. Ainsi, 23 espéces de levures ont été identifiées
dont 07 ont également été isolées durant une étude menée en inde par SUKUMAR et al., en
2012 ; a savaoir,

1. C. tropicalis (26,92%) largement supérieur a ce qui a été trouve dans notre travail (11,36%).

2. C. parapsilosis (7,69%) supérieur a nos résultats (0,57%)
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3. C. guillermondii (3,84%) inferieur a la frequence de 12,5% trouvée dans notre étude.
4. R. rubra (3,84%) supérieur a ce qui a été trouvé dans notre travail (1,70%)

5. T. cutaneum (11,53%) supérieur a nos résultats (2,84%)

6. G. candidum (15,38%) largement supérieur aux résultats de notre étude (0,57%)

7. Saccharomyces cerevisiae (3,84%) supérieur a ce qui a été trouveé dans notre étude (1,13%)

Par contre, TURKYILMAZ et al., (2010) ont isolé durant leur étude, 41 espéces de levures en
Turquie dont C. guilliermondii (7.3%), et C. rugosa (2,4%) inférieurs au taux trouvé durant
notre étude (12,5 % et 6,25%), (4.9%) Tr. mucoides, espéce non isolée dans notre enquéte,
(4,9%) Tr. asahii, (2.4%) S. cerevisiae (2,4%) supérieurs au pourcentage signalé dans la présente

étude (1,13 pour les deux espéces).

De plus, il est intéressant de noter que dans notre étude :

- Une méme espece a été isolée a partir des quatre trayons d’un méme animal (exemple :
Candida zeylanoides et Candida tropicalis).

- Des espéces différentes appartenant au méme genre ont été isolées a partir des trayons d’un
méme animal (exemple : Candida zeylanoides, Candida tropicalis, et Candida parapsilosis)

- Des genres différents de levures isolés a partir des trayons d’un méme animal (exemple:
Candida zeylanoides et Trichosporon cutaneum)

- Des genres différents de levures isolés a partir d’un méme trayon (exemple : Candida
zeylanoides, et Cryptococcus humicola)

- Des levures isolées de deux trayons et les deux autres étés indemnes d’infection.

Ceci indique que plusieurs agents fongiques peuvent infecter le méme animal comme dans

I”infection bactérienne et que chaque quartier est indépendant de I’autre.

Les levures pathogenes comme Candida albicans, Candida guilliermondii, Geotricum candidum
et Candida kefyr montrent une grande activité biochimique. Elles changent le pH dans la
mamelle par la fermentation des glucides. En conséquence, elles acidifient I'environnement et
inhibent le développement de la flore bactérienne (CZERNOMYSY-FUROWICZ et al,,
2008).
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Chez les vaches, la mammite mycosique est principalement causée par des levures du genre
Candida, Cryptococcus et Trichosporon (JENSEN et al., 1996 ; SPANAMBERG et al.,
2009).

Le genre Candida

Candida est un commensal des espaces cutanéo-muqueuses, en particulier des voies intestinales
et génitales. Il a été rapporté que la distribution des espéces de Candida isolées a partir de lait de
mammite bovine a montré la diversité dans plusieurs enquétes (KRUKOWSKI et al., 2000 ;
PENGOV , 2002 ; SANTOS et MARIN, 2005; WAWRON et al., 2010).

PENGOV, (2002) a souligne que C. krusei, C. rugosa, C. tropicalis, C. albicans et C. kefyr ont
été principalement isolées de lait de vaches atteintes de mammite. Bien que KRUKOWSKI et
al., (2000) ont montré que les especes les plus fréquemment isolés étaient C. kefyr, C. ciferrii, et
C. krusei. WAWRON et al., (2010) ont rapporté que C. krusei, C. kefyr, et C. lusitaniae étaient
les espéces les plus communes. Dans une autre étude, C. krusei et C. rugosa ont été signalés
comme les espéces les plus communément isolées du lait mammite chez les bovins (SANTOS
et MARIN ; 2005). SEKER, (2010) a isolé dans son étude : Candida krusei (27,3%), Candida
rugosa (16,7%), C. kefyr (12,1%) et C. tropicalis (10,6%) fréquemment rencontrées chez les

buffles d’Anatolie atteints de mammite.

SUKUMAR et JAMES, (2012) ont isolé durant leur étude réalisée en Inde, les espéces
suivantes : Candida tropicalis (26.92%), Candida parapsilosis (7.69%), Candida guillermondii
(3.84%).

Dans notre présente étude nous avons isolées plusieurs espéces de Candida ; a savoir ; candida
zeylanoides (26,70%), Candida guilliermondii (12,5%) , Candida tropicalis (11,36%), Candida
boidinii(9,09%) , Candida rugosa (6,25%), Candida pseudotropicalis(1,70%) , Candida famata
(1,70%), Candida albicans(1,13%), Candida lipolytica (1,13%), Candida glabrata(0,57%)
,Candida parapsilosis (0,57%). Selon certains auteurs, les especes animales et les variations
géographiques peuvent étre la raison de cet ecart dans la distribution des especes (SEKER et
al., 2011).

Des études antérieures sur plusieurs troupeaux ont également montré que le genre Candida était

plus souvent isolé lors de mammite bovine avec une grande diversité d’espéeces (AALBAEK ,
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1994 ; KRUKOWSKI et al., 2006 ; COSTA et al., 1993 ; SANTOS et al., 2005). Autres
Chercheurs ont également rapporté Candida sp. comme un agent causal de la mammite bovine
(PENGOV, 2002 ; DWORECKA-KASZAK et al., 2012). D’autres auteurs ont rapporté que la
fréquence d’isolement la plus élevée est attribuée a Candida tropicalis dans les mammites a
levure comparé aux autres especes (RICHARD et al., 1980; GUPTA et al., 1981 ; SIMARIA
et DHOLAKIA , 1986).

Contrairement a nos résultats, la fréquence la plus élevée est attribuée a Candida zeylanoides
(26,72%), Candida tropicalis étant classée troisieme avec une fréquence de 11,36%.

Pour I’espece C. guilliermondii, elle est souvent isolée soit a partir du lait sain (LAGNEAU et
al., 1996) ou chez des vaches malades (MORETTI et al., 1998) car cette levure est trés

répandue dans la nature, et également présente chez la plupart des animaux et chez I'hnomme.

Il est bien établi que les levures du genre Candida, par exemple, sont capables d'utiliser des
antibiotiques tels que la pénicilline et la tétracycline comme sources d'azote (LOFTSGARD et
al., 1960). De plus, de fortes doses d'antibiotiques peut provoquer une réduction de la vitamine
A, causant des lésions de I'épithélium de la mamelle, facilitant l'invasion des champignons
(KRUKOWSKI et al., 2000). Diverses etudes signalent la présence et l'isolement des levures
dans des échantillons de lait provenant d'animaux avec mammite (KUO et al., 1993;
KRUKOWSKI etal., 2006 ; SANTOS et MARIN , 2005) et également dans les réservoirs de
stockage de lait (RUZ-PEREZ et al., 2004 ; SPANAMBERG et al., 2004), ce qui correspond
aux résultats que nous avons obtenus durant notre étude ; puisque Candida guilliermondii a été

isolée dans le seau et la citerne du stockage du lait.

En cas d'apparition de la mammite bovine, certains rapports indiquent une cause fongique non-
albicans, représentée par des especes telles que Candida tropicalis, Candida guilliermondii,
Candida lusitaniae, Candida kefyr, Candida rugosa, Candida catenulata, Candida zeylanoides,
Candida lambica et Candida inconspicua (BENESI et al., 1983 ; COSTA et al., 1993 ;
LAGNEAU etal., 1996 ; LOKEN etal., 1959 ; MOS et al., 1978 ; SANTOS et MARIN,
2005 ; SWINNE et al., 1997) quatre especes de candida rapportées par ces auteurs ont été
isolées dans la présente étude (Candida tropicalis, Candida guilliermondii , Candida rugosa et

Candida zeylanoides)
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KRUKOWSKI et al., (2000) ont noté que I'isolement des levures telles que C. parapsilosis et
C. tropicalis peut étre lié a des traitements antibiotiques chez les animaux souffrant de

mammites.

RICHARD et al., (1980) ont constaté que C. tropicalis et C. rugosa sont les especes les plus
communément isolées a partir des glandes mammaires des vaches infectées a New York et en

I'lowa.

Il a été rapporté que les especes du genre Candida peuvent provoquer une mammite clinique
caractérisee par la douleur, de la fievre prolongée et une réaction inflammatoire dans la glande
mammaire et les ganglions lymphatiques associés a une réduction de la production laitiére chez
les animaux (SINGH et al., 1998). lls peuvent également étre isolés a partir d'animaux souffrant
d’une mammite subclinique (OZENC et al., 2008; SEKER , 2010). Outre les facteurs de
virulence bien connus chez Candida tels que les enzymes hydrolytiques, les toxines, le
dimorphisme et la production d'hémolysine (HAYNES, 2001; YANG, 2003 ; PENGOV, 2002)
ont souligné que C. krusei, C. rugosa, C. tropicalis, C. albicans et C. kefyr ont été

principalement isolées de vaches atteintes de mammite.

Le genre Rhodotorula

C'est une levure qui est trés répandue dans la nature, retrouvée au niveau du sol, dans l'air, dans
I'eau et dans les aliments. Les deux espéces souvent isolées sont R. rubra et R. glutinis ; ce qui
est le cas dans la présente étude.

La fréquence d’isolement du genre Rhodotorula dans notre étude est de 11,36 % (n=20) ce qui
est largement supérieur au pourcentage signalé par WAWRON en Pologne en 2010 (1,33%
équivalent a 02 isolements). SUKUMAR et JAMES ont isolé dans leur enquéte réalisee en

inde en 2012, une seule espéce ; Rhodotorula rubra (3.84%).

Le genre Cryptococcus

Les levures du genre Cryptococcus vivent en saprobiose dans le milieu extérieur, dans le sol
riche en matieres organiques, notamment les excréments de pigeons, qui constituent la principale
source. Cryptococcus est présent également dans la poussiére, la peau, les muqueuses, le tractus

intestinal des animaux sains.
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Dans cette enquéte, Cryptococcus sp. représente 6,25% des isolements, ce qui est inférieur a la
fréquence (10,3%) retrouvée dans I’étude réalisée au Brésil par SPANAMBERG et al.,
(2008), mais nettement supérieure au pourcentage signalé par WAWRON en Pologne en 2010
(0.67% équivalent a 01 isolement). Cryptococcus neoformans est considerée comme la plus

dangereuse espéce de ce genre, elle n’a pas été identifiée.

Le genre Trichosporon

Les levures du genre Trichosporon sont largement répandues dans la nature, saprophytes du sol,
du bois, des fruits, des matiéres fécales. Ce genre a été cité par plusieurs auteurs comme étant
des champignons pathogenes, notamment les especes Tr. capitatum, et Tr. cutaneum.
(FAMEREE et al., 1970; LOFTSGARD et LINDQUIST , 1960).

Notre étude a mis en évidence ce genre avec un taux de 6,25% supérieur au pourcentage signalé
par WAWRON en Pologne en 2010 (1,33%). Trois especes ont été isolées : Trichosporon
cutaneum (2,84%), Trichosporon capitatum (1,70%), Trichosporon asahii (1,13%).

SUKUMAR et JAMES a isolé Trichosporon cutaneum avec une fréquence de 11.53% en Inde
(2012).

Le genre Saccharomyces

Cette levure est répandue dans la nature. Rarement impliquée en pathologie. La présente étude a
mis en évidence I’espéce Saccharomyces cerevisiae avec un faible taux : 1,13 %. La méme
espece a été isolée par SUKUMAR et JAMES (3.84%) en Inde en 2012.

Le genre Geotrichum

MISRA et PANDA (1986), COSTA et al., (1993) ont isolé Geotrichum candidum a partir des
échantillons de lait, nous avons également isolé cette espéce mais avec une faible fréquence
(0,57%).

Les levures isolées de I’eau de I’abreuvoir ne sont pas impliquées dans les cas de mammites
fongiques car on se basant sur notre enquéte, les éleveurs ne lavent pas les mamelles a partir de
cette eau mais ils utilisent directement I’eau du robinet ; par contre, les levures isolées des
écouvillons des mains des trayeurs peuvent contaminer les mamelles directement.

SUKUMAR et JAMES ont isolé dans leur étude realisée en Inde, Geotrichum candidum avec
une fréquence tres élevée (15.38%) en la comparativement a celle trouveée dans notre étude
(0.57%).
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CONCLUSION

L’étude bibliographique ainsi que les résultats que nous avons obtenus, nous permettent de
compléter les données recueillies sur les mammites fongiques en Algérie. L’absence de demande
d’examens de laboratoire précis lors de mammite et la non spécificité des symptomes lors de

mammites fongiques et mammites bactériennes, entrainent une mauvaise prise en charge de cette

affection puisque sur le terrain elle est systématiquement traitée aux antibiotiques et aux anti-
inflammatoires (voie diathélique). Entrainant ainsi, une possible rupture de I'équilibre myco-

bactérien, déja perturbé et aggraver ainsi I'inflammation de la mamelle d’origine fongique.

A la lumiére de notre étude, nous avons constaté que les mammites fongiques sont surtout

observées sur des vaches en lactation. Ceci est probablement en relation directe avec la

modification de I'intégrité des mécanismes de défense basse de la mamelle pendant la lactation.

La particularité des mammites fongiques tient du fait que leurs formes épidemiologiques
dépendent de I'intervention d’un ensemble de facteurs et de leurs combinaisons entre eux, plus
que de I'agent causal. De plus, les mammites fongiques ayant la plus part du temps une tendance
a l'autolimitation et a la guérison spontanée, ce sont d’autres facteurs d’intervention qui

généralement en assurent la persistance ou I’extension de I'affection.

La prévalence globale a été estimee a 29,54 % avec une grande diversité des especes. Ce taux
élevé d’infection révéle l'importance des mammites en général et des mammites d'origine
fongique en particulier dans nos élevages bovins laitiers, et confirme de ce fait, que les
mammites quelque soit I'étiologie est I’une des principales pathologies dans un élevage bovin

laitier.

L’analyse du questionnaire distribué aux vétérinaires praticiens de la région de Sidi Lahcéne,
wilaya de Sidi BelAbbas, a mis en évidence de nombreuses lacunes en matiere de conduite
d'élevage et notamment le respect des régles générales de I'hygiéne, des conditions de traite et de
I’ambiance générale. L'hygiene dans les étables ne doit pas étre un acte supplémentaire dans la

conduite de I'élevage mais en étre constitutive.
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Il ressort de notre étude que la pénétration par voie endogéne des levures est rare, mais il faut
attacher une grande importance a la pénétration exogene et les facteurs favorisants, déclenchant
le mécanisme d’apparition des mammites fongiques chez les bovins.

En dépit de ce qui a été rapporté dans la littérature sur la prédominance des mammites
mycosiques iatrogénes et d'exposition, pour lesquelles les antibiotiques ont un role prépondérant,
nous signalons l'importance de I'environnement contaminé, toujours fondamentale, qui est a
I'origine de formes latentes et infracliniques et les formes cliniques n'en sont le plus souvent

qu‘un épiphénomene apparaissant a la faveur d'une augmentation de I'exposition.

La traite, & travers I'nomme ou la machine & traire, constitue un facteur d'entretien, de
transmission de I'infection et d'apparition de nouveaux cas. Durant notre étude, nous avons eu
I’occasion de montrer que ces mammites fongigques sont opportunistes, largement tributaires du
milieu extérieur, de la réceptivité des animaux, du pouvoir pathogene de I’agent fongique en
cause et aussi des interventions extérieures comme celle de la machine a traire ou encore celle de
I’hnomme ; sachant que les champignons sont des germes d’environnement, qui se multiplient peu
a la température du corps, qu’ils n’ont pas d’affinité spécifique pour le lait et n’ont donc aucune
raison de provoquer seuls de facon autonome I'apparition, le développement et I'extension des
mammites mycosiques. Cependant, I’entretient de ces affections peut étre lié a I'existence de

sources secondaires : animaux infestés cliniguement ou de fagon latente, sources liées a la traite

et le trayon se trouve en étre la clef.
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PERSPECTIVES

A travers notre enquéte, nous avons pu constater que I’incidence des mammites fongiques varie
beaucoup suivant les régions et les enquétes. Dans le but de minimiser ces affections et les pertes
économiques qu’elles engendrent, on propose les recommandations suivantes :

A. Le praticien, confronté a un probléme de mammite dans un cheptel laitier, doit étre alerté face
a une anamnese suivante : un récent traitement antibiotique intra-mammaire suivi de lI'apparition,
de la persistance ou méme de l'aggravation des signes cliniques. L'échec d'un tel traitement doit
faire suspecter une infection fongique de la mamelle.

B. L’environnement, constitue un point capital dans la genese des mammites mycosiques, ce qui

rend difficile la mise au point d’une stratégie de lutte pour éradiquer ou diminuer leur incidence.

Toutefois, il faut insister sur les mesures d’hygiéne concernant I’habitat de I’animal, a savoir : le
milieu extérieur, les interventions humaines, la traite et I’animal lui-méme.

Il ne faut pas créer des conditions favorables au développement fongique (obscurité, humidité et
chaleur), ce qui signifie un entretien correct et une bonne utilisation d'un habitat bien congu car
un habitat mal entretenu donne aux champignons des conditions favorables a leur

développement.
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Questionnaire

Questionnaire distribué aux vétérinaires praticiens :
En vous basant sur vos constatations sur le terrain, veuillez répondre aux
questions suivantes :

Question 1:

Le mode d'élevage : extensif < semi extensif < intensif <

Le type d'élevage : laitier «—  viandeux < mixte

La race des vaches élevees :

Le nombre d'animaux : - Male : jeunes < adultess <
- Femelles : jeunes — adultes <&

La litiére utilisée est faite de : sciure < foin —

AULIES ©.eneeie e v e,

Question 2:

Les cas de mammites que vous rencontrez sont :
Rares < fréquents <>

Question 3:

Les mammites que vous rencontrez sont celles qui apparaissent :
*Chez les vaches de race :

Locale & Holstein : 1. Pierouge <——

2. Pie noire S—
Autres
2T
*Chez les fortes productrices <= chez les faibles productrices D
*Chez les vaches : laitieres C_ D allaitantes O

*Chez les primipares D

*Chez les vaches avec moins de 5 lactations D
*Chez les vaches avec plus de 5 lactations D
*En début de lactation D

*En pic de lactation D

En dehors de ces périodes O

ENSV- ALGER, 2015/2016 annexe



Les mammites bovines d’origine fongique annexes

*En hivers <> enprintemps <__>enété < —nautomne >
*En stabulation libre <> entravés <>  semi entraves >

Question 4 :

Dans le cas ou c'est la traite mécanique qui est utilisée :

*La traite se fait dans la salle de traite : oui < > non O
*Le matériel de traite est désinfecté : oui < > non < O

Si oui, la désinfection se fait :

2 fois / jour T > 1 fois/jour <> 1fois/semaine >

1 fois / quinzaine T 1 fois/ mois <> 1fois/semestre < O

Question 5 :

Dans le cas ou c'est la traite manuelle qui est utilisée :

*Le trayeur désinfecte —il ses mains avant latraite? Oui < _~on < >

*Le trayeur désinfecte-il ses mains aprés chaque vache ?Oui <__won < >
*La mamelle est désinfectée avant chaque traite? Oui <> non < D

*Le chiffon utilisé pour le nettoyage de la mamelle :

Un chiffon par vache <> Un chiffon pour toutes les vaches <>
Le chiffon est il désinfecté aprés chaque utilisation? Qui < >non < >

Question 6 :
Les mammites fréquemment rencontrées sont :
Clinique : 1.Aigue <> 2. Chronique sub-clinique <>

*La clinique s'accompagne de :
Symptdmes généraux < >
Les quels ?

Symptdmes locaux

Les quels ?

Avez-vous rencontrez le muguet chez les veaux allaitants ? Oui < >n < >

Question 7:

*Sur le terrain vous détectez les mammites en vous basant sur :
Les symptdmes généraux : fievre, inappétence, etc. < >
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Les symptomes locaux < >
Diminution de la production < >
Modification du lait < >

* Utilisez-vous les tests suivants pour le dépistage des mammites :
Papier PH
CMT

Question 8 :

*Prescrivez - vous un traitement général ?OQui <> non < >

* Demandez-vous un antibiogramme systématiquement avant d'instaurer le

traitement ? Oui < > non < O

*Parmi les vaches traitées, y a-t-il celles qui ont présentées une antibiorésistence
Oui <> non <O

*A quel antibiotique ?

Y a-t-il des mammites qui persistent apres traitement antibiotique ?

Oui > non <O
*Y a-t-il des mammites fongiques qui apparaissent apres :
Traitement antibiotique normal ? OQui <_ > non >
Traitement antibiotique prolongé ? Oui < > non >
Question 9 :

*Quelles sont les mesures hygiéniques que vous recommandez aux éleveurs ?

Le quel ?
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Technigue du prélevement de lait

La réalisation correcte du prélevement est une nécessité, vu I’ubiquité des champignons
pouvant fausser le diagnostic ; Nous avons veillé a ce que I’atmosphere environnant de la
vache ne soit pas chargée de poussiéres (foins remués a proximité, animaux agités). Si tel était
le cas, nous avons sortis les animaux du local empoussiéré.

Un « protocole de prélevement » a été remis a nos confréres praticiens et aux éleveurs en vue
d'entretenir I'opération avec soin. Le prélevement de lait a été réalisé selon le protocole de
GUERIN et GUERIN-FAUBLEE V. (2007) (Fig. 3), comme suit :

1 - Se laver les mains avec un savon désinfectant.

2 - ldentifier le flacon (& ouverture large) au feutre indélébile : numéro de la vache, quartier
(AD, AG, PD ou PG), date et heure.

3 - Laver et essuyer soigneusement le trayon.

4 - Eliminer un ou 2 jets de lait afin de rincer le canal du trayon (pas plus de 2 jets si non
risque de prélévement trés pauvre en germes).

5 - Désinfecter I’ostium du trayon avec une compresse imbibée d’alcool a 70°.

6 - Ouvrir le flacon (stérile) en maintenant I’ouverture dirigée vers le bas. Le bouchon étant
tenu dans la méme main sans toucher I’intérieur.

7 - Prélever quelques millilitres de lait et reboucher le flacon.

9 - Les prélevements de lait sont acheminés dans une glaciere (+4°C).
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Figure n°36 : echnique de prélevement du lait (original, 2012).
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MATERIELS UTILISES POUR LE PRELEVEMENT DU LAIT

- Lavette avec un récipient.

- Solution désinfectante (eau de javel diluée a 10%).
- Papier absorbant pour essuyage.

- Coton.

- Flacons stériles sous vide de 10 ml.

- Ecouvillons stériles.

- Récipient stérile.

- Etiquettes pour chaque prélévement.

- Sachets accumulateurs de froid.

- Glaciere isotherme.

MATERIELS ET PRODUITS CHIMIQUES UTILISES DANS LE
LABORATOIRE DE PARASITOLOGIE ET MYCOLOGIE DE L’E.N.S.V. -
ALGER.

1. Matériel multi usage

-Réfrigérateur.

- Autoclave.

- Portoirs pour tubes.

- Anse de platine.

- Etuves (27°C - 37°C)

-Microscope photonique.

- Bec bunsen.

-Agitateur.

-Appareil photo numérique.

2. Matériel a usage unique
-Boites de pétri stériles

- Pipettes pasteur

- Tubes a essais stériles

- Lames

- Lamelles

- Gants d’examen

3. Colorant
- Bleu lacto-phénol

4. Milieux de culture

4.1. Milieux solides
- Sabouraud Chloramphénicol (0.5g/1).
- Sabouraud Actidione.
- Rice Cream.

4.2. Milieux liquides
- Milieu Urée — Indole.
- Sérum (bovin).
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5. Réactifs
- Potasse a 30%.

6. Tests

annexes

A- Letest C.M.T. (LEUCOCYTEST - Synbiotics Europe-France).

B- Test APT 20C AUX (Bio Meérieux, France) :

Tableau n°12 : Le milieu du Test APT 20C AUX (Bio Mérieux, France)

API C Medium 7 ml

Sulfate d'ammonium 5 g

Phosphate monopotassique 0,31 g Phosphate
dipotassique 0,45 g Phosphate disodique 0,92
g

Chlorure de sodium 0,1 g

Chlorure de calcium 0,05 g

Sulfate de magnésium 0,2 g L-Histidine
0,005¢g

L-Tryptophane 0,02 g

L-Methionine 0,02 g

Agent gélifiant 0,5 g

Solution de vitamines 1 ml

Solution d'oligo-éléments 10 ml

Eau déminéralisée gqsp 1000 ml

pH final : 6,4-6,8 (4 20-25°C)

McFarland : standard de turbidité pour préparer les suspensions de microorganismes.
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annexes

Protocole de suivi pour le diagnostic mycologique

Examen direct ‘

Ensemencement

48 h 4 72 h ou plus
une semaine.

Lecture

(+) (< 10 colonies),
(++) (10 a 50 colonies),
(+++) (= 50 colonies bien
isolées),

(++++) (= 50 colonies en

nappe). (KOENIG H., 1995).

Sab /Ch

Galerie d‘Identification des Levures

Milieu Sabouraud
chloramphénicol
a 37°C.

h 4
Galerie API® 20C AUX
(BioMérieux, France)

>

Milieu Sabouraud
Actidione a 27°C.

Milieu Rice Cream
a 27°C.

Figure n°37 : Protocole de suivi pour le diagnostic mycologique (photos A, B)

(Original ,2013).
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Tableau n°13 : Critéres identification des levures (DROUHET et DUPONT, 1985) :
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Tableau n° 14: tableau d’identification des levures de la galerie API1 20 AUX V4

TABLA DE IDENTIFICACION / TABELLA DI IDENTIFICAZIO
MINAKAE TAYTOMNOIHZHZ / IDENTIFIERINGSTABELL / IDENTIFIKATIONSTABEL /
TABELA IDENTYFIKACJI

%, de réactions positives aprés 48-T2h (£ 6 h)a 2G°C + 2°C { % of reactions positive after 48-72 hrs. (+6 hrs)at 28°C £ 2°C/
%, der positiven Reaktionen nach 48-72 Std. (6 Std) bei 29°C £ 2°C [ to de las reacciones positivas después de 4872H(x6H)a29°C£2°C/
v, di reazioni positive dopo 48-72 ore (£ & ore) a 29°C £ 2°C / % das reacpbes positivas apos 48-72H (£ 6 H} a 29°Cx2°C/
9, BTk CVTIBPACEWY HETA amd 48-72 wpeg (+ 6 wpEg) aroug 29°C + 2°C | % positiva reakiioner efter 48-72 h. (£ 6 h) vid 28°C + 2°c
%, af positive reaktioner efter 4872 timer ved 29°C £ 2°C/ % pozylywnych reakcii po 48-72 godzinach (+ 6 godzin) w 29°C £ 2°C

API20 C AUX V4.0 D |GLU | GLY [ 2KG | ARA | XYL|ADO %LT | GAL | INO | SOR | MDG | NAG CEL | LAG | MAL | SAC| TRE | MLZ RAFHYPH
Candida albicans 1 oo BTN o0 [N 58 94 90 99 U i 99 ] 0 ek
GCandida albieans 2 o BOpE 1 BCER 1 RELE Sl o |70 | 1 [EEN O o [REE
Canida boidinii o Endss | 1 | o [EEM 70 25| 0 B 1 [55] 0 [ 100
Candida collioulosa P olo|o]|s|13]o 1 0 LN 25
Candida dubiiniensis il 100 26 99 IR °° 100 RN O ] 0 0 BEE
Candida famata B 100 96 98 [ 8 oo EW 100 83 3 3 1
Candida glabrata 0 0 0 0 0 0 0 1
Candida guilliermondii o] 0 B 8. =09 a 00 99 90 9
Candida kefyr 0 o | 1 101 B
Candida kruseilingonspicua 0 0
Candida lusitaniae [t} | 0
Candida magnoliae 0 0
Candida norvegensis 1] (1]
Candida parapsilosis Ll 100 9 B 9 8% 9 99 ¢
Candida pelliculosa DBl o | o |sz| 1| 1|56 0
Candida rugosa ot 74| o | 1 [70] 1 |26 BEEN ©
Cancida sphaerica 1 ORI Gt | 2 |o|2[o0 |2l O
Candida sphaerica 2 sl 100 8 1 lol1] o6 0
Candida tropicalis (i 100 gl 9 1 g6 99 RN 99 o]
Candida utilis oRIIEEN o |o|6D| 0 |1]5]0
Candida zeylanoides 1N 100 100 8 o|o a|1]0
Cryptococcus albidus o BLo o [REEE:IEEEM o |0 | 6 R
Cryptococcus humicola 'l 100 & 00 100 8 100 100
Crypfococeus laurentil [ll 100 B © 9 Rl 76 D4
Crypiocoscus neoformens | O [REIR 0 [RIR 14 S EN 9 o
Cryptococcus tereus N 100 @O 100 8 ) o | 0 | 45 | 50
Cryptococcus uniguffulalus Wl 100 Qe O Ll 3 | O 1 9 0 00
Geotrichum capitafum N 9 9 0 8] 0 li] 0|25]| 0 0 Q
Geotrichum klebahnii Wl 100 100 ERY 0 B o]0 0 0 o]
Kioackera Spp o GOel o [s6| 1 {olol0oj0]0O 0| o
Kodamaea ohmeri o EGDERCERECEE O | O | 66| O RS o] D B
i Pichia angusta fl 100 1|1 |esfse] o] 0 o ReL
z Protatheca wickerhamil [l 100 100 o|lo|o|o|58]0 0| o
Rhodotorula glutinis 00 B o IKEEFREREN R 0
H Rhedotorula minuta il 100 100 100 o8 95 RN T |
8 hodotorula muciaginosa 1 | © RELA 5 | 4 | 15 [ il 10| 0 o |33
H ehodotorala mucilsginosa 2 | 0 JRDLE 60| 1 REIECH 64 | 52 08 O 0 Bk
? Saccharomyces cerevisiae 1 | 0 [QIGLE 8 o|lojojlo}l@ 2 O 0
B Saccharomycas cerevisize 2 | 0 UL 1 1] 0|0 & L] [l
Sporobolomycss salmonicolor | 0 B 1 0 olo|l5]| @ 0 0
Stephanoascus ciferri M o0 20 8o 100 100 fekl 68 100 100 o B
Trichosporon asahii i 100 BBl 100 100 100 jgY o 00 B 00 100
Trichosporofn inkin [l 100 oo BN 92 BUBEE S 0g a ao
ihospamnmucmdes [ 100 08 99 ?4 W 53 | 65 GO0 B a0 94 <00 400 100 100 78 82 99
biohérieux SA 1
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Photos originales (Akdouche L.2014)

Figure n°39 : préparation des lames pour I’examen direct. (Akdouche L., 2014)

Figure n°40 : la lecture des résultats de I’analyse mycologique (Akdouche L., 2014)
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Cupule trouble

(réaction positive) Cupule claire

(réaction négative)

Figure n°41 : galerie API®20C AUX (Akdouche L., 2014)
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Figure n°42 : isolement des levures sur milieu sabauraud additionné de chloramphénicol.
(Akdouche L., 2014)
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Figure n°43 : isolement des champignons filamenteux sur milieu sabauraud additionné de
chloramphénicol (Akdouche L., 2014)

Figure n° 44: Repiquage des levures sur milieu sabauraud additionné de chloramphénicol
pour identification ultérieure (Akdouche L., 2014)

Figure n°45 : réalisation du test de blastése (test de germination) (Akdouche L., 2014)
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Figure n°46 : Test Sabauraud actidione positif. (Akdouche L., 2014)
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Levures rondes
globuleuses
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Figures n°47: Levures, filaments, pseudofilaments et arthrospores vues au microscope
optique. (Gr. x400)(Photos : A, B, C, D, E, F, G, H.)(Akdouche L., 2014)

-
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Tableaux et résultats du questionnaire
Sur les 50 questionnaires distribués, nous avons eu les résultats suivants :
Tableau n °15 : le mode d'élevage dans la région étudiee.
mode d'élevage nombre d'élevage %
extensif 8 15,78%
semi extensif 24 47,36%
intensif 5 10,52%
aucune réponse 13 26,31%
Tableau n °16 : le type de stabulation dans la région étudiée.
le type de stabulation nombre d’élevage %
stabulation libre 3 7,40%
stabulation entravée 17 33,33%
stabulation semientravée 28 55,55%
Questionnaires sans réponse 2 3,70%
Tableau n°17 : intervalle du changement de la litiere.
le type de stabulation nombre d'élevage %
une journée 8 16,00%
02 jours 13 25,00%
03jours 5 10,00%
05jours 7 15,00%
07jours 10 20,00%
aucune réponse 7 15,00%
Tableau n °18 : la nature de la litiére.
La nature de la litiere nombre d’élevage %
paille 42 83,33%
sciure de bois 5 11,11%
pas de litiere 3 5,55%
Tableau n°19: la frequence des mammites cliniques dans la région de Sidi lahcene.
la fréquence des mammites nombre d'élevage %
cliniques dans la région de
Sidi Lahcéne
rare 14 27,771%
fréquente 36 12,22%
ENSV- ALGER, 2015/2016 annexe
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Tableau n°20 : la fréquence des mammites selon les saisons.

les saisons nombre d’élevage %

En hiver 17 33,33%

En printemps 6 12,50%

En été 9 17%

En automne 8 16,66%
Apparition de Ie_1 mammite 10 20.83%
durant les 04 saisons

Tableau n°21 : la fréquence des mammites selon le taux de production du lait.

taux de production du lait nombre d'élevage %
vaches fortes productrices 37 72,22%
vaches faibles productrices 7 12,5%
Questionnaires sans réponse 6 11,11%
Tableau n°22 : la fréquence des mammites selon le nombre de lactations.

nombre de lactations nombre d'élevage %
plus de 05 lactations 14 27,77%
moins de 05 lactations 19 38,88%
Questionnaires sans réponse 17 33,33%

Tableau n°23 : la fréquence des mammites selon le stade de lactation.

le stade de lactation nombre d'élevage %
En début de lactation 24 48,14%
En pic de lactation 18 37,03%
En dehors de ces périodes 4 7,40%
Questionnai res sans 4 7.40%
réponse

Tableau n°24 : La fréquence de la désinfection du matériel de traite.

La fréquence de la nombre d'élevage %
désinfection du matériel de

traite

2fois /jour 6 11,11%
1fois /jour 3 5,55%
1 fois /semaine 19 38,88%
absence de désinfection 11 22,22%
Questionnaires sans réponse 11 22,22%
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Tableau n°25: la fréquence de la désinfection des mains du trayeur.

la fréquence de la désinfection des nombre d'élevage %

mains du trayeur.

Mains désinfectées 31 61,11%
Mains non deésinfectées 19 38,88%

Tableau n°26 : la frequence de la désinfection des mains du trayeur aprés chaque vache.

la fréquence de la désinfection des nombre d'élevage %
mains du trayeur apres chaque traite

oui 11 22,22%
non 39 17,77%
Tableau n°27: la fréquence de la désinfection de la mamelle avant chaque traite

la fréquence de la désinfection de la nombre d’élevage %
mamelle avant chaque traite.

oui 31 61,11%
non 19 38,88%

Tableau n°28: chiffon utilisé pour le nettoyage de la mamelle.

Chiffon utilisé pour le nettoyage de la nombre d'élevage %
mamelle

individuel 3 5,55%
collectif 31 63%
Questionnaires sans reponse 16 3204

Tableau n°29 : la fréquence de la désinfection du chiffon apres chaque utilisation.

Désinfection du chiffon apres nombre d'élevage %
chaque utilisation.

oui 11 22,22%
non 22 44,44%
Questionnaires sans réponse 17 33,33%
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Tableau n°30: le type de mammites rencontrées.

Le type de mammites rencontrées. nombre d'élevage %

clinique :aigue 33 66,66%

clinique : chronique 11 22,22%

subclinique 6 11,11%
Tableau n°31 : la persistance des mammites apres traitement antibiotique

La persistance des mammites apres nombre d'élevage %

traitement antibiotique

oui 33 66,67

non 17 33,33

Tableau n°32 : la fréquence de I’apparition de mammites mycosiques apres traitement

antibiotiques prolongé.

La fréquence de I’apparition de mammites nombre d'élevage %
mycosiques apres traitement antibiotiques

prolongé

Oui 14 27,78

Non 22 44,44
Questionnaires sans réponse 14 27,78
Tableau n°33 : Apparition du muguet chez les veaux allaitants

Apparition du muguet chez les nombre d'élevage %
veaux allaitants.

oui 6 11,11%
non 25 50%
Questionaires sans réponse 19 38,89%
Tableau n°34 : la fréquence d’utilisation de tests pour le dépistage des mammites
subcliniques.

La fréquence d’utilisation de tests pour le dépistage | nombre d'élevage %

des mammites subcliniques.

papier PH 19 38,89%
CMT 6 11,11%
Questionnaires sans réponse 25 50%
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Tableau n°35 : Les espeéces de levures isolées dans le lait et dans d’autres échantillons analysés.
L o ) autres échantillons
Levures |sol_ees dans le | Identification du I,allt (_jan§ le analysés dans les quels Remarques
lait quel la levure a été isolée la méme levure a été
isolée
Lait prélevé de 03 trayons de la
Candida tropicalis vache n°3 de I’élevage n°8: Les levures isolées de I’eau
AD ; AG et PG. de I’abreuvoir ne sont pas
impliquées dans les cas de
Lait prélevé des trayons des mammites fongiques car on
Vaches de I’élevage n°9 se basant sur notre enquete,
- PG de la vache n°3: les éleveurs ne lavent pas
L’eau de I’abreuvoir les mamelles a partir de
cette eau mais ils utilisent
directement I’eau du

- PG de la vache n°2 ;
robinet.

Candida rugosa
- AD de la vache n°1.

Crvotococeus humicola Lait prélevé du trayon AD de
yp la vache n°1 dans I’élevage
n°4.
Lait préleve des trayons des s
vaches de I’élevage n°6: . Les I_evures |solee_s des
Candida zeylanoides - AD de la vache n°7 Ecouvillons des mains ecou:/rglc;r:]srgezmzlnrls des
- AD de la vache n°6 des trayeurs Y P
'PG de la vache n°2 contaml_ner les mamelles
-PG de la vache n°2 directement.
Diverses études signalent la
Lait prélevé des trayons des p;resence det I :sole{ment des
Candida auilliermondii | VAShes dé I"élevage n°12: Ecouvillons du seau et de | 'EVUres dans I€s reservoirs
g - AD de la vache n°2 la citerne de gggké‘geefglla'ztogﬁpz'
- PG de lavache n°1. SPANAMBERG et al.,
2004),

annexe
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Tableau n°36 :

La comparaison des résultats de la présente étude avec d’autres études menées
dans d’autres pays.

Les levures isolées dans la
présente étude et leur %.

Les levures isolées dans
I’étude menée en Slovénie
par PENGOV A., (2002)

Les levures isolées
dans I’étude menée
en Pologne par
WAWRON W. et al.,
(2010) et leur %.

Les levures isolées
dans I’étude menée
en Turquie par
TURKYILMAZ S.
et al., (2010) et leur
%.

Les levures isolées dans
I’étude menée en inde
par SUKUMAR K. et al.,
(2012) et leur %.

C. tropicalis (11,36%)

C

. C. tropicalis
tropicalis.(26,92%)

(1,33%)

C. tropicalis(10%)

C. parapsilosis

C. parapsilosis

0
(0,57%) (7,69%)
C. guillermondii C. guillermondii C. guilliermondii C. guillermondii
(12,5%) (3,84%) (7.3%), (06%)

C. famata (1,7%)

C. famata (4,9 %) | C. famata (4,67%)

C. rugosa( 6,25%)

C. rugosa (2,4%) | C.rugosa (2,67%) | C. rugosa (11%)

C. glabrata (0,57%)

C. glabrata
(1,33%)

C. glabrata (03%)

C.
parapsilosis(0,57%)

C. parapsilosis
(2%)

R. rubra (1,70%)

R. rubra (3,84%)

Tr. cutaneum(2,84%)

Tr. cutaneum
(11,53%)

Tr. Asahii(1,13)

Tr. asahii (2.4%)

G. candidum(0,57%)

G. candidum
(15,38%)

Saccharomyces
cerevisiae (1,13%)

Saccharomyces
cerevisiae (3,84%)

Saccharomyces
cerevisiae (2,4%)

Tr. Asahii(1,13)

Tr. asahii (2.4%)
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Mastitis is one of the principal pathologies in the dairy bovine exploitation. Most of the cases are caused
by bacteria, but some are caused by fungi. The objective of our study was to evaluate the occurrence of
these fungi in mammary glands of 39 cows (mastitic and clinically healthy cows) belonging to two
farms (four exploitations using manual milking and three exploitations using milking machine) in the
area of Sidi M'hammed Ben Ali, Wilaya of Relizane and to assess some risk factors (the tubes of drug,
animal excretion, goblets-milkers, the milkers’ hands and the litter). For this purpose, 150 samples of
milk and 94 swabs were used. Our results reveal the presence of a heavy load of fungi cells in healthy
and mastistic milks, with a strong frequency of Trichosporon sp. (43, 58%) followed by Candida sp.

(30.76%). The same yeasts were isolated from swabs.

Key words: Mastitis, fungi, antibiotics, milking machine, the milker, Algeria.

INTRODUCTION

Mycotic mastitis was described from the beginning of the
last century (Klein, 1901). This mastitis aroused some
skepticism and numerous debates because the
incriminated agents are often contaminants of the outside
or the common saprophytes. Although still inadequately
known, they seem to draw the attention of pathologists,
especially since the acceptance of everyday treatment
(intra-mammary antibiotic). The rates of the observed
mycotic mastitis vary from 0.34 (Loftsgard et al., 1960) to
3.9%. Swinne-Desgain (1971) and Fortier (1990) said
yeasts are responsible for 1.76 % cases of mastitis (clinic
and sub-clinic). Milk from a healthy udder does not

contain either mushrooms or bacteria. It is better to speak
about a fungal basic flora, resulting from the environment
(dust resulting from feeds, equipment of collection as well
as those of animals and even man). It is very common to
find in the unpasteurized milk yeasts of the genre,
Candida and mold, Penicillium, which can alter some
dairy products.

Mycotic mastitis is split into two big groups according to
the moment of appearance: primary mycotic Mastitis
(bacterial preliminary mastitis) and secondary mycotic
mastitis. The latter appears often straightaway, without
antibiotic treatment or generally follows a bacterial
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Table 1. Sampling plan.
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Nature of the sampling

Number of samples

Manual milking Milking machine Total
Number of cows 17 22 39
Numbers of milk samples 65 85 150
Numbers of anal swabs 17 22 39
Numbers of vaginal swabs 13 22 35
Number of swabs 0 2 2
Number of swabs on the hands of the milker 3 0 3
Number of swabs on creams Antibiotics 12 0 12
Numbers of litter samples 0 3 3

mastitis or an intramammary administration of antibiotics
by diathélique way. According to some authors
(Bertslinger et al., 1964), the first ones would represent
30% cases and the second 70% cases.

In Algeria, very few studies have been done on the
prevalence of the fungal mastitis in the dairy bovine farms
as well as on various factors favoring their appearance
and development (Mebarki, 2007; Ksouri, 2008). So, the
objective of the study is to determine the prevalence of
mastitis caused by yeasts and to know the number of risk
factors in some dairy bovine farms in Relizane.

MATERIALS AND METHODS
Distribution of a questionnaire

Pre-investigation was done in the last quarter of the year 2007 and
the first half of 2008 to estimate the epidemiological situation of this
pathological entity within the dairy beef herd in the region of
Relizane. For that purpose, a questionnaire was distributed to the
veterinarian practitioners. This investigation is on the breeding
technique, frequency of the clinical mastitis in this breeding and the
percentage use of antibiotics in the treatment of clinical mastitis.

Choice of farms

Four dairy farms with manual milking and tree with machine milking
were used in this study. This selection was based on the
comparison of both types of milking. All the farms exist in the same
region- Sidi M’'hammed Ben Ali, Wilaya de Relizéne.

Nature and number of samples

A total of 244 samples were collected by the veterinarian
practitioners of Sidi M' hammed Ben Ali's region. That is 150
samples of milk taken from 39 existing cows in 7 farms. The
simples were obtained with different mammary glands health
status:19 cows with healthy mammary glands, 15 cows with
subclinical mastitis as determined by the California Mastitis Test
(CMT) and 05 cows with clinical mastitis, defined as follows:
swelling, reduced milk flow and abnormal milk appearance, fever,
inappetence, ataxia. CMT was used to identify subclinical mastitis
on mammary gland of the cows. For this study, milk simples from
gland affected with subclinical mastitis were included when the
reaction to CMT was at least grade 1. This corresponds with an

appearance of viscous milk that does not adhere to the bottom of
CMT plate, and correlates with 400,000-1,500,000 somatic cells/ml
(Scott et al., 1986) (6 milk sampling emptied of their tube because
they were badly kept), 91 swabs [39 anal swabs and 35 vaginal
swabs of which four were badly kept), two swabs on milking
machine, 3 on the hands of the milkers and 12 swabs of antibiotic
creams. And at the end, three samples of litter were got back.

From every cow during lactation, four takings of milk (a taking of
milk of every trayon), an anal swab, and a vaginal swab were taken
once during all the period.

In every breeding with manual milking, swabbing was done by
the hands of the milker before the milking (factor of contamination),
there was recovery of the tubes of antibiotic cream (factor of
release) used for the treatment of cows clinically and a sample of
the litter was collected just before its renewal (factor of enrichment).
Some takings were made in the breeding with machine milking
except swabbing of the milkers’ tumblers of the milking machine
(factor of contamination) (Table 1).

Milk sampling

The correct realization of the sampling procedure was a necessity,
in terms of the ubiquity of fungi which can contaminate the milk.
The characteristics of the surrounding atmosphere were noted. The
cows’ environment was not loaded with dust (hays moving nearby
and agitated animals). If such was the case, the animals of the
dusty premises must have gone out. The milk sampling was
realized according to the protocol of Guerin and Guerrin-Faublee
(2007), which consists of washing the milkers’ hands with a
disinfecting soap, identifying the flask (in wide opening) with
indelible felt-tip: number of the cow, the mammary gland quarter
(FR, FL, RR or RL), date and time. The udder was carefully washed
and wiped; the rough drafts of milk for rinsing the canal of the udder
were eliminated (not more than 2 jets, otherwise there would be risk
of the taking having germs). The teat canal of the udder was
disinfected with a compress soaked with alcohol at 70°C; the sterile
flask was opened to maintain the openings managed downward.
The rubber was kept in the same hand without touching the inside;
some milliliters of milk were taken and recorded in the flask. Every
udder was disinfected before taking the milk of the corresponding
district. Finally, the takings of milk were kept in - 20°C until the day
of their analysis.

Mycological analyses of the milk
Mycological analysis was realized in the laboratory of Parasitology -

Mycology of the Veterinary Graduate School- Algiers. It consists of
a direct examination of the samples of milk, after vital staining. Milk
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samples were centrifuged and the sediment was inoculated on the
surface of Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (QUELAB, Laboratories
INC and code: QB-39-3806) added of chloramphénicol (QUELAB,
Laboratories INC and code: QB-39-3806) and incubated for 3 days
at 25 °C. Finally, isolated yeasts and filamentous fungi were
identified using microscopic characterization. Yeasts isolated were
identified by the gallery Pasteur (gallery Auxanogramme) (DIMED,
code: 15300Algeria). This identification was performed taking into
consideration morphological characteristics, like formation of
chlamydoconidium, pseudohyphae and germinal tube development.
This gallery is composite due to its various cultural middle and
various tests for the precise identification of yeasts.

1. Middle Sabouraud/Chloramphénicol at 37°C: this test allows one
to highlight the potential pathogenic character of the yeast when it
develops in a temperature, bordering the corporal temperature.

2. Middle Sabouraud/Actidione; this test allows one to highlight
colonies sensitive to Actidione

(Cycloheximide). Colonies having grown on this middle are
considered resistant to Actidione (R); colonies not having grown on
this middle are considered sensitive to Actidione (S).

3. Middle with cream of rice (rice cream): this middle favors the
production of chlamydospores characteristics of Candida albicans
in anaerobic middle.

4. Middle with serum for blastése: the serum of bovine is used as
middle to favor the production of Candida's typical germinal
albicans tubes (test of germination).

5. Middle in the urea Indole: this test allows one to look for the
hydrolysis of the urea. The change of the middle colour of yellow-
orange to purple-red corresponds to the secretion of an uréase.
The yeast which turns the middle to red in 4 h is C. neoformans.

A quantitative search for mushrooms (counting of colonies) and
qualitative search (the various tests for identification) are made. For
the identification of the genre and species of yeasts, the key of
identification of yeasts proposed by Drouhet and Dupont (1985)
was used.

The anal, vaginal swabs and the material of milking

The vaginal and the anal excretions were collected by swabbing in
the perineum and vaginal regions. Swabbing of goblets was done-
milkers of milking machines only in two dairy cow farms and
swabbing of the hands of the milking men before the milking.

Swabbings were made by direct scattering of the swab on the
surface of the SDA plates added to chloramphenicol. After
incubation for 3 days at 25°C, the colonies of yeasts were identified
as previously.

The litter samples

The collected litter was deposited in one sterilized conical glass cup
containing sterile physiological water, then the whole was
homogenized and the rest was left for 30 min. Some gouts of the
sediment are then inoculated on SDA added to chloramphénicol.
Cultures were incubated for 3 days at 25°C.

RESULTS

Results of the questionnaire distributed to the
veterinarian practitioners

The veterinarians in charge of the follow-up of the bovine
breeding note that the measures of hygiene are absent.

Indeed, 60% of the milkers do not disinfect their hands
before and after every milking. The udder is not
disinfected before the milking in 45.71% cases. The
majority of the breeding are done in hindered stall
(54.85%); 57.14% of the breeders use the same rag for
the disinfection of the udder and in 65.71% cases, this
rag is not disinfected after each use; 25.71% of the
farmers disinfect their milking material once a week;
17.14% of the breeders change the cow litters only once
a week.

This report thus incited us to start a study on
prevalence of the mastitis of fungal origin.

Results of the mycological analysis of the samples
collected

Of the 244 samples realized, 91 are positive, that is,
37.3% and 78 fungal species were identified: 35 species
in the breeding with manual milking namely Candida sp
(25.7%), Trichosporon sp. (48.6%), Rhodotorula sp.
(8.6%), Cryptococcus sp. (2.9%), Torulopsis sp. (2,9%),
Penicillium sp. (8.6%), Aspergillus sp. (2.9%) (Table 4);
43 species in the breeding with machine milking namely

Candida sp. (34.9%), Trichosporon sp. (39,5%),
Rhodotorula sp. (9.3%), Cryptococcus sp. (4.6%),
Torulopsis sp. (2.3%), Penicillium sp. (7%) and

Aspergillus sp. (2 .3%) (Table 2).

DISCUSSION

Fungal cultures were observed in 68 samples of milk
(Table 3). A study was done on the mammary infection of
dairy cows in Sidi M' Hammed Be Ali's region, Wilaya of
Relizane, from December 2007 to May 2008.

In our survey, the mycological examination of the milk
samples and the realized swabs showed the presence of
yeasts and filamentous fungi, with a higher frequency of
yeasts (Table 3). This is in line with that of the literature.
Indeed, the most frequent yeasts genus were Candida
(30. 76%) and Trichosporon (43. 58%) (Table 4). Many
authors noted that the fungal bovine mastitis is predo-
minantly caused by yeasts (Swinne-Desgain, 1971; Kuo
and Chang, 1993; Aalbaek et al., 1994; Watts, 1988;
Lagneau et al., 1996; dos Santos and Marin, 2004).

The mycological analysis also revealed that, the same
genre of yeasts was found in both types of exploitations
namely Candida, Trichosporon, Rhodotorula,
Cryptocoques and Torolupsis (Costa et al., 1993;
Krukowski et al., 2001; Krukowski et al., 2006); with a
higher frequency for Candida and Trichosporon genres
(30.76; 43.58%) and then Rhodotorula (7.69%) and
Cryptocoques (3.84%) (Table 4). All these fungal agents,
with the exception of Rhodotorula have been detected
before as pathogenic agents in numerous inquiries on
fungal mastitis (Moulinier, 2003). Prevalence of the
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Genre % Species Number
Breeding with manual milking
25.7 Candida zeylanoides 1
Candida pseudotropicalis 5
Candida sp. Candida guilliermondii 1
Candida tropicalis 1
Candida parapsilosis 1
. 48.6 Trichosporon cutanium 10
Trichosporon sp. Trichosporon capitatum 7
Rhodotorula sp. 8.6 Rhodotorula rubra 3
Cryptococcus sp. 2.9 Cryptococcus terreus 1
Torulopsis sp. 2.9  Torulopsis pulcherrima 1
Penicillium sp. 8.6  Penicillium sp 3
Aspergillus sp. 2.9  Aspergillus sp 1
Total 100 35
Breeding with machine milking
34.9 Candida zeylanoides 1
Candida pseudotropicalis 2
Candida sp. Candida guilliermondii 7
Candida tropicalis 4
Candida lusitaniae 1
. 39.5 Trichosporon cutanium 8
Trichosporon sp. Trichosporon capitatum 6
Trichosporon fermentens 3
Rhodotorula sp. 9.3  Rhodotorula glutinis 4
Cryptococcus sp. 4.6 Cryptococcus terreus 2
Torulopsis sp. 2.3 Torulopsis glabrata 1
Penicillium sp. 7 Penicillium sp 3
Aspergillus sp. 2.3 Aspergillus sp 1
Total 100 43
Total 78

Table 3. Frequency positive samples according to the milking procedure.

Milking procedure

Number of milk samples

Positive samples Frequency (%)

Manual milking 65
Machine milking 85
Total 150

30 46.15
38 44.70
68 45.3

fungal mastitis varies from 1 to 44% according to authors'
number (Loftsgard et al., 1960; Monga et al.,, 1971;
Swinne-Desgain, 1971; Farnsworth et al., 1972; Kumer et
al., 1975; Fenizzia et al., 1976; Awad et al., 1980;
Ramisse et al., 1982).

Global frequency observed on the present study was
considered at 45. 33% for the exploitations with clinical
mastitis and subclinical mastitis (Table 3), which is similar
to those of Swinne and Desgain (1971). This frequency
may be explained by the animal management put in
place in the visited dairy farms in the region of Sidi M'
hammed Ben Ali (results of the questionnaire).

The genus Trichosporon was quoted by several
authors as being a potential pathogenic fungus; in
particular, T. capitatum, and T. cutaneum (Loftsgard et
al., 1960; Fameree et al.,, 1970). The present study
highlighted these species with a 43. 58% rate (23, 06%
for T. cutaneum, 16. 66% for T. capitatum), higher than
the rates found in a survey done by Mebarki (2005) in
Algiers (19.25 %) on dairy exploitations of subclinical
mastitis. Other authors pointed to lower rates, such as
Moretti et al. (1998), who isolated T. capitatum in 31.2%
cases and T. cutaneum in 18.72% cases in Italy. Aalbaek
et al. (1994) described five cases of mastitis caused by Tr
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Table 4. Frequency of fungi isolations in

the samples.

Genre Percentage (%)
Candida spp. 30.76
Trichosporon spp. 43.58
Rhodotorula spp. 8.97
Cryptococcus spp. 3.84
Torulopsis spp. 2.56
Penicillium spp. 7.69
Aspergillus spp. 2.56

Table 5. Summary of the number of yeasts and filamentous
fungi isolated from milk.

Fungi Manual milking Machine milking
Yeasts 40 46
Moulds 08 06
Total 48 52

capitatum in Denmark, which is lower than that of this
present result (13 cases). Costa et al. (1993) have
described 21 mastitis cases caused by T. cutaneum in
Brazil.

Concerning the genus, Candida, its strong
predominance (30.76 %) in the whole of the positive
samples confirms the importance of this yeast, often
evoked as the main genus in the etiology of mycotic
mastitis (Fameree et al., 1970; Farnsworth et al., 1972;
Richard et al., 1980; Yeh et al., 1988; Kuo and Chang,
1993; Aalbaek et al., 1994; Lagneau et al., 1996; dos
Santos et al., 2004). This frequency of Candida isolation
was lower than that recorded in the region of Algiers by
Mebarki (2005) (52.07%) and in the South of Brazil by
Spanamberg et al. (2008) (37.9%), but superior to that
(17.3%) noted by Sailor et al. (2004) in Brazil.

Prevalence of the fungal mastitis according to the
milking modality was almost the same: in the manual
milking, it is 46.15% and in the machine milking, it is
44.70%. This means that there is independence between
the positive milk samples and the milking procedure at
the beginning. The difference is not significant (p>5). The
Chi-square test of independence was used for the
comparison of both methods (manual milking and
machine milking). This indicates that the problem does
not settle at the level of the method of milking but in the
conditions of the milking progress (the factors of
enrichments, factors of releases and factors of
contamination) (Table 5).

Conclusion
The frequency of fungal mastitis is underestimated in

Algeria. The present study shows cases of fungal mastitis
found in two types of exploitations (manual milking or

machine milking). The isolation of the same genus of
fungi in an almost similar percentage in both milking
systems confirms the idea. This leads one to conclude
that the problem of the fungal mastitis is not only
connected to the milking modality but is connected to the
conduct of farmers and the hygienic practices applied
during the milking. The hygiene practices in the stables of
the dairy farm do not have to be an additional act in the
conduct of the farmers but a regular component of the
farm management. With the aim of limiting the increase
of the fungal mastitis, it is important to establish a specific
diagnosis on healthy and pathological milk to modulate a
treatment according to the etiology and clinical aspect of
mastitis.
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Résumé

Les mammites représentent I’une des principales pathologies chez les vaches laitieres (MAHIEU
H., 1985). En Algérie, trés peu d'études ont été menées sur I’occurrence de la mammite fongique
dans les fermes de bovins laitiers ainsi que divers facteurs favorisant leur apparition et leur
développement.

Dans la majorité des cas, les facteurs declenchant cette infection sont des bactéries. Un nombre
croissant de champignons est actuellement associé a cette pathologie. Ceci est lié a une
antibiothérapie trop largement utilisée dans le traitement de ces agents bactériens. Donc, nous nous
sommes fixés comme objectifs, la détermination de la prévalence de la mammite causée par les
levures et I'étude d'un certain nombre de facteurs de risque dans certains élevages bovins laitiers de la

région de Sidi Lahcene, wilaya de Sidi Belabbes.

Les prélevements de notre etude ont été effectues durant le deuxiéme trimestre 2012 (Mars, Auvril,
Mai, 2012) sur 13 élevages comportant en totalité 70 vaches (vache mammiteuse et vache
cliniqguement saine) appartenant & deux types d’exploitations (06 exploitations a traite manuelle et
07 exploitations a traite mécanique). Les facteurs de risque inclus, les sécrétions animales, les
gobelets trayeurs, les mains des trayeurs, la peau de la glande mammaire, I’abreuvoir, le

mangeoire, la citerne de stockage du lait, le sceau de collecte du lait.

A cet effet, 562 prélévements ont été réalisés dans les 13 élevages a savoir : 490 prélevements effectués sur
les vaches (280 prélevements de lait et 210 écouvillons) et 65 écouvillons du matériel d’élevage et 07
échantillons de I’eau de I’abreuvoir. L'analyse mycologique a été réalisée durant le premier semestre de
I’année 2013 (de Janvier 2013 jusqu’a Juillet 2013) au niveau du laboratoire de Parasitologie - Mycologie

de I'Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire - Alger.

Les levures isolées ont été identifies en utilisant la caractérisation microscopique, et un
auxanogramme réalisé dans des galeries biochimiques (la galerie Pasteur de I’Institut Pasteur d'Alger
et le test API® 20C AUX de Bio Mérieux, France).

Nos résultats ont révélé une prévalence de I’infection aux levures seules de 29,54% avec une forte

fréquence d’isolement pour le genre Candida sp. (73,86%) suivit du genre Rhodotorula sp.(11,36%)

suivit par les deux genres Cryptococcus sp. et Trichosporon sp.(6,25%,5,68% respectivement).

Mots clés : Bovin - Mammite — Levures — Machine a traire — Trayeur- Antibiotiques.



Summary

Mastitis represents one of the main diseases in dairy cows ((MAHIEU H., 1985). In Algeria, very
few studies have been conducted on the prevalence of fungal mastitis in dairy cattle farms as well as
various factors favoring their appearance and development.
In most cases, the triggers this infection is bacteria. A growing number of fungi is currently
associated with this pathology.

This is related to antibiotics too widely used in the treatment of these bacterial agents. So we set as
objectives, determining the prevalence of mastitis caused by yeasts and the study of a number of risk

factors in some dairy farms in the region of Sidi Lahceéne, wilaya of Sidi Bel Abbeés .

The samples of this study were carried out during the second quarter of 2012 (March, April, May,
2012) on 13 farms with 70 cows entirely (mastitic cow and clinically healthy cow) belonging to two
types of farms (06 farms manual milking and 07mechanical milking farms).

The risk factors included, animal secretions, the teat cups, the hands of the milkers, the skin of the
mammary gland, the drinker, the manger, the milk storage tank, the milk collection seal. For this
purpose, 562 samples were collected in 13 farms are: 490 samples taken from cows (280 milk

samples and 210 swabs) and 65 swabs livestock equipment and 07 samples of drinker water.

Mycological analysis was conducted during the first half of 2013 (from January 2013 until July
2013) at the Laboratory of Parasitology - Mycology from the higher National Veterinary School -
Alger.

The isolated yeasts were identified using microscopic characterization, and auxanogramme realized
in biochemical galleries (gallery Pasteur Institut Pasteur Algiers and testing API® 20C AUX Bio

Merieux, France).

Our results showed a prevalence of infection with yeast only 29.54% with a high frequency of
isolation for the genus Candida sp. (73.86%) followed by the genus Rhodotorula sp. (11.36%)
followed by the two genera Cryptococcus sp. and Trichosporon sp. (6.25%, 5.68% respectively).

Keywords: Cattle - Mastitis - Yeasts - Milking machine - Trayeur- Antibiotics.
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