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Introduction

Introduction

En Algérie, le troupeau du mouton predomine et représente 82% du bétail total, et on
estime leur nombre total de 25194105 millions en 2012 (selon les statistiques de ministere de
I’agriculture), avec inégal distribution dans les différentes régions et dans de diverses
conditions climatiques et environnementales.

La glande mammaire fait depuis longtemps 1’objet de nombreuses études
fondamentales et appliquées chez les différentes espéces surtout les brebis laitieres en Algérie.
C’est I’organe central de la fonction de lactation dont le réle est primordial dans le processus
reproduction-production (HOUDEBINE, 2007). Elle est caractérisée par un systéme
immunitaire trés développé, I’affection de cet organe par différent facteurs microbiologiques
et épidémiologiques peut provoquer une mammite.

La mammite est I'une des pathologies les plus importants en I'élevage laitier, elle est
responsable des pertes économique quantitatives trés important, cette affection est souvent
négligée chez les petits ruminants et le traitement se fait en général sans analyse
bactériologique (KADJA et al.,, 2013). . Les pertes sont marquées par une diminution du
rendement du lait, I’altération de sa qualité, I’augmentation du taux de réforme et le cout de
traitement (JONES et WATKINS, 2000). Parmi, les répercussions de cette affection, on note
aussi, un retard de croissance chez les agneaux, et augmentation de leur mortalité (WATSON
et BUSWELL, 1984).

On distingue les mammites cliniques, avec une modification visible de la composition
du lait et une inflammation de la mamelle, et les mammites sub-cliniques détectables
seulement par la mise en évidence d’une élévation du taux cellulaire du lait.

la mammite clinique ovine a été la plupart du temps attribuée a une infection intra-
mammaire (IMI) par le Staphylococcus-aureus (ARSENAULT et al., 2008) et a un moindre
degré aux germes pathogénes environnementaux.

En toute rigueur, 1’identification et le controle de la sensibilité de la bactérie devraient
étre effectués avant tout traitement. En fait, dans la plupart des cas I’impossibilité d’attendre
le résultat de ’examen bactériologique avant de mettre en ceuvre le traitement, fait qu’un
choix de premiere intention est effectué sur la base de I’expérience et des données
épidémiologiques les plus récentes.

La recherche et I’identification de la flore spécifique des mammites cliniques sont
donc d’un intérét déterminant pour la définition et I'adaptation des programmes de maitrise

des mammites et pour une meilleure connaissance de 1’épidémiologie de ces infections.
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Dans le monde entier et surtout en Algérie, I’étude de la pathologie mammaire de la
brebis demeure insuffisante (limité) et marginalisée comparée a celle de la mammite des
brebis ou elle constitue une entité pathologique préoccupante presque par tous les chercheurs.

En plus, La rareté des données publiées sur les infections mammaires chez les petits
ruminants en Algérie, et particulierement dans la région de Djelfa, nous a incités a mener une
étude globale afin de contribuer a une meilleure connaissance des mammites cliniques de la
brebis. Dans ce contexte la présente étude a pour objectif :

++ Déterminer la nature et la fréquence des germes responsables des mammites cliniques.
% Mettre en évidence les différents facteurs susceptibles d’augmenter le risque
d’infections intra-mammaires.
% Etudier I’antibiorésistance in vitro de certains germes isolés du lait mammiteux.
Pour cela, la présente étude est scindée en deux parties :
% Une revue bibliographique qui nous permis de se pencher sur les caractéristiques

des mamelles (I’anatomie et la défense de mamelle), les infections mammaires (agent
étiologique et 1’épidémiologie), les différentes méthodes de diagnostic, ainsi qu'un certain
nombre de mesures de lutte contre ces agents infectieux.

% Ladeuxiéme partie, présentera notre étude expérimentale qui comprend les objectifs
des travaux entrepris et la présentation des résultats des études réalisées sur : Les
aspects épidémiologiques des mammites cliniques chez les petits ruminants. Les différentes
techniques microbiologiques permettant de préciser 1’identification de I’étiologie des
mammites cliniques et I’évaluation in vitro la sensibilit¢ des germes isolés. En fin, les

résultats seront discutés dans une derniere partie.
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Chapitre | Rappels physiologiques

Chapitre I : RAPPELS PHYSIOLOGIQUES

1-Anatomie de la mamelle :

La mamelle ou glande mammaire est une glande exocrine tubulo-alvéolaire composée
spécifique des mammiferes. Elle est fonctionnelle chez la femelle pubére et son réle est la
production de colostrum et du lait apres la parturition (BANAH, 2007)

Le systeme mammaire présente deux glandes distinctes séparées par un ligament
suspenseur médian, chaque hémi-mamelle posséde un trayon, un réseau nerveux et sanguin
indépendant et un drainage lymphatique en propre, par conséquent les agentes pathogenes
responsables de I'infection d'une hémi-mamelle peuvent ne pas contaminer toute la mamelle
(ROZETTE, 2008)

Les brebis possedent une seule paire de mamelles, située en position inguinale. Alors
que la brebis a de petites mamelles, et un pis de forme globuleuse et peu décroché de
I’abdomen, chez la chévre, le pis est plutdt pendant, a I’image de la vache (BRESSOU, 1978)

Par ailleurs, la forme du pis varie selon la race, 1’age et le stade de lactation.

Les mamelles sont soutenues par un tissu conjonctivo-élastique latéral et sont séparées
médialement par un septum conjonctivo-élastique formé par le ligament suspenseur médian.

Chaque mamelle contient un parenchyme glandulaire et de soutien. La glande
mammaire est composée d’alvéoles sécrétrices produisant le lait a partir de cellules appelées
lactocytes. Le lait est expulsé grace a des myo- épithéliocytes et est conduit a partir des
alvéoles jusqu’au sinus lactifére par I’intermédiaire de plusieurs canaux lactiferes (RARONR,
2001).

1-1- Particularités anatomiques chez la chévre :

La mamelle de chevre est située en région inguinale. Elle est constituée de deux
quartiers indépendants. Sa forme générale est globuleuse, mais il existe de grandes variations
individuelles de conformation. Les quartiers sont séparés par un sillon intermédiaire large.
Les trayons sont orientés cranio-ventralement (BARONE, 2001). Chacune des deux glandes
mammaires est organisée en trois parties :

% Une partie supérieure constituée principalement de cellules sécrétrices organisées en
alvéoles qui s’assemblent en lobules, eux-mémes regroupés en lobes.

S Une partie intermédiaire comprenant les canaux galactophores.

© Une partie basse dans laquelle se connectent les canaux pour former la citerne ou
sinus lactiféere qui se prolonge dans le trayon et s’ouvre sur I’extérieur par le conduit papillaire
dont I’étanchéité est assurée par un sphincter (KAMANZI, 2007).
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Figure 1 : Mamelle de petits ruminants (BARONE, 1978)

Chez la chevre, le lait produit est conduit par 12 a 15 canaux lactiferes jusqu’a la
citerne, appelée sinus lactifére. Depuis la citerne, le lait passe par un repli annulaire pour
arriver dans la papille, également appelée trayon. Le trayon de la chévre est de forme conique
et glabre. Le lait est retenu par un sphincter unique au bout du trayon. Ce sphincter entoure un
conduit papillaire unique qui se termine au niveau de 1’ostium papillaire (BARONE, 2001).

1-2-Particularités anatomiques chez la brebis

Le pis de la brebis est relativement moins développé et moins pendant que celui de la
chévre. Le sillon inter mammaire est plus profond que la chévre.

Chez la brebis, le lait produit est conduit par 15 a 20 canaux lactifeéres jusqu’au sinus
lactifére. Depuis ce sinus, le lait passe par un repli annulaire pour arriver dans le trayon. Le
trayon de la brebis est plutdt de forme arrondie, il est plus petit que la chevre. Comme pour la

chévre, le trayon est terminé par un ostium papillaire unique (BARONE, 2001).
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2-Fonctionnement physiologique de la mamelle

La glande mammaire fonctionne de maniere cyclique. Cette activité cyclique est sous
le contrdle du systeme nerveux central a travers la production des hormones régulatrices.

Ainsi, le lait provient :

De la sécrétion des cellules sécrétrices, les lactocytes. Il est synthétisé a partir
d’¢éléments contenus dans le sang. L’activité synthétique des lactocytes donne le lactose, les
graisses, les caseines, les lactoglobulines et les lactalbumines. Ce sont les éléments les plus
intéressants du lait parce que plus utiles pour le nouveau-né. La prolactine hypophysaire est
I’hormone qui contréle la sécrétion du lait.

De la filtration directe a travers la paroi de 1’alvéole, a partir des vaisseaux sanguins
qui entourent I’alvéole. Les éléments du lait filtrés directement sont les immunoglobulines, les
vitamines, les séralbumines, les sels minéraux et ’eau. A la fin de la synthése du lait, de
petites cellules contractiles spéciales (myoépithéliales) se contractent sous I’effet d’une
hormone (I’ocytocine hypothalamique est 1’hormone qui régule I’excrétion du lait) pour
éjecter le lait des canaux galactophores. (BANAH, 2007).

La glande mammaire revét plusieurs fonctions, dont deux sont relatives a la
production du lait : elle assure la filtration de 1’eau et des micro-éléments du sang, ainsi que la
sécrétion des constituants spécifiques du lait. Ainsi, le lait provient tout d’abord de la
sécrétion des lactocytes par synthése a partir d’éléments issus du sang : c’est le cas du lactose,
des graisses, des caséines, des lactoglobulines et des lactalbumines. D’autre part, il provient
de la filtration directe a travers la paroi de I’alvéole a partir des vaisseaux sanguins qui
entourent 1’alvéole ; les principaux éléments filtrés du lait sont les immunoglobulines, les
vitamines, les sels minéraux et I’eau. (MARINOT et MARISSAL, 2016).

3-Protections anatomiques contre les germes :

La mamelle est une glande vivante qui fait partie intégrante du corps des mammifeéres ;
elle est donc exposée aux attaques des microorganismes. Elle est encore plus fragile
lorsqu’elle est en activité c’est-a-dire pendant la période de lactation juste apreés la mise bas.

La mamelle bénéficie de la protection naturelle de plusieurs boucliers qui peuvent
conjointement jouer un réle général non spécifiqgue ou un réle orienté et spécifique. Ces
mécanismes impliquent non seulement la glande mammaire mais aussi 1’organisme animal.
(BANAH, 2007).

Pour répondre aux IMI, les organismes ont mis en place des mécanismes qui
permettent d'empécher les bactéries de pénétrer dans la glande mammaire (défense naturelle),
ou si elles sont entrées de les détecter et de les détruire (défenses immunitaires) ces derniers
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mécanismes immunitaires reposent principalement sur l'immunité innée et l'immunité
adaptative qui collaborent dans I'élimination des germes, ces mécanismes sont présentés dans
cette section (BONNEFONT, 2011).

4- Lactogeénesse :

La glande mammaire est formée d’une multitude d’alvéoles sécrétrices, alvéoles qui
sont tapissées de cellules sécrétrices du lait que I’on appelle "les lactocytes”

Le lait provient :

* de la sécrétion des cellules sécrétrices, les lactocytes, par synthese a partir
d’éléments contenus dans le sang de la chevre. La synthese des lactocytes qui est sécrétee
donne : le lactose, les graisses, les caséines, les lactoglobulines et les lactaloumines. Ce sont
les éléments les plus intéressants du lait,

* de la filtration directe a travers la paroi de I’alvéole, a partir des vaisseaux sanguins
qui entourent I’alvéole. Les éléments du lait filtrés directement sont les immunoglobulines, les
vitamines, les séralbumines, les sels minéraux et I’eau (REVEAU et al., 1998).

** Types de sécrétions lactées

La brebis présente, comme la vache, une sécrétion lactée de type mérocrine. Les
lactocytes exportent donc leur production par 1’intermédiaire de vésicules.

La chevre présente une sécrétion lactée particuliére qui est une sécrétion de type
apocrine (PARK et HUMPHRE, 1986). Cela signifie que les lactocytes possédent deux

Péles, un pble basal qui contient les organites et un péle apical qui sera le lieu
d’accumulation des substances. Le pdle apical libére son contenu par décapitation (REVEAU
et al., 1998). Ces débris cellulaires sont pris en compte dans les mesures de taux de cellules
somatiques du lait (RAMOND, 2015).
5-Caractéristiques organoleptique du lait :

Le lait de brebis laitiéres est un aliment précieux d'une grand valeur nutritive (acides
gras, substances minérales, vitamines), avec une densité nutritive élevee (matiere grasse,
protéines) (MAURER, 2007), sa teneur en extrait sec (18%) est plus élevée que celle du lait
de vache (12%) (BELDJILALI, 2015).

Contrairement a la vache dont le lait peut étre jaunatre, le lait des petits ruminants est
de couleur blanche, car il est dépourvu de caroténe. Le lait de brebis est plutdt blanc nacré et
plus opaque que celui de la vache, tandis que le lait de chevre est blanc mat (LUQUET, 1985)

Les propriétés physiques des laits de la brebis et de la chévre sont listées dans le
tableaul. En pratique vétérinaire, face a un lait de petits ruminants, les paramétres qui

pourront étre les plus intéressants a examiner seront la viscosité, le pH et la densité. Il peut
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étre intéressant de connaitre les valeurs usuelles de ces parametres car ils sont évaluables en
pratique grace a des bandelettes (pH), gréce a un réfractometre (densité) et visuellement
(viscosité). On peut noter que le lait de la brebis est naturellement plus visqueux que les
autres. Ceci est essentiellement di au fait qu’il est plus riche. Quant a la cheévre, la viscosité
de son lait est équivalente a un lait de vache. Le pH du lait des petits ruminants varie entre 6,5
et 6,8 et est facilement mesurable sur le terrain. La densité du lait de brebis est en moyenne de
1,036 et celle du lait de chévre comprise en 1,026 et 1,042 (LUQUET, 1985).Voir Tableau 1 .

Tableau 1: les propriétés physiques des laits de brebis, de chevre et de vache
(PARK et al, 2007)

Propriétés Lait de chévre Lait de brebis Lait de vache
Densité 1,026 — 1,042 1,036 1,023 - 1,040
Viscosité 2,12 2,86 — 3,93 2
Tension de surface 52 45 - 49 42 - 52
Conductivité 0,0043 - 0,0139 0,0038 0,0040 — 0,0055
Q*cem?)
Indice de refraction 1,450 +/- 0,39 1,35 1,45 +/- 0,35
Acidité 0,14-0,23 0,22 -0,25 0,15-0,18
pH 6,50 — 6,80 6,51 - 6,85 6,65 -6,71

6-Composition de lait :

La composition du lait est influencée par de nombreux facteurs, tels que le climat,
I’alimentation, la race ou le stade de lactation. La teneur en lactose des laits de brebis et de
chévres est quasi équivalente a celle de la vache et représente entre 3,7 et 4,1% du lait. Les
plus grosses différences entre les laits sont retrouvées sur la teneur en protéines et en matiére
grasse. Les protéines sont présentes sous forme de micelles dans le lait et comprennent dans
leur comptage, les caséines et les immunoglobulines. Les lipides sont présents sous forme de
globules gras et sont la source nutritive principale des petits. Si la chevre présente une teneur
en matiere grasse de 3,8% (équivalente a celle de la vache), la brebis quant a elle a une teneur
deux fois plus élevée (7,6%). De méme, le taux de protéines du lait fait 1’objet d’un rapport
similaire avec environ 3% dans les laits de vache et de chévre, contre 6,2% dans le lait de
brebis. La richesse du lait de brebis explique sa plus grande viscosité. Les teneurs plus élevées

en composants dans le lait de brebis entrainent une diminution du temps de Rennet qui
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représente le temps mis par le lait pour coaguler. La coagulation est donc plus rapide chez la
brebis (JANDAL, 1996). Le tableau 2 montre une comparaison de composition entre les 3
types du lait (Chévre, Brebis et la vache).

Tableau 2 : Composition compareée des laits de chevre, brebis et vache
(MARINOT et MARISSAL, 2016)

Chevre Brebis Vache
Calories (/100mL) 70 105 69
Matiere grasse(%) 3,8 7,9 3,8
Protéines (%) 3,4 6,2 3,2
Caséines (%) 2,4 4,2 2,6
Albumines, globulines(%) 0,6 1,0 0,6
Matiére azotée non 0,4 0,8 0,2
protéique (%)
Cendres brutes (%) 0,8 0,9 0,7
Ca 134 193 122
P (mg) 121 158 119
Mg (mg) 16 18 12
K (mg) 181 136 152
Na (mg) 41 44 58
Cl (mg) 150 160 100
Vitamine A (Ul) 185 146 126
Vitamine D 2,3 Ul 0,18 (1) 2,0 Ul
Vitamine B6 (mg) 0,046 0,08 0,042
Vitamine B12 (mg) 0,065 0,712 0,357
Vitamine C (mg) 1,29 4,16 0,04
Acide folique (ug) 1,0 5,0 5,0
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8-Les cellules somatiques :

Les cellules somatiques sont composées entre autres de globules blancs, mais
également de cellules épithéliales. Elles sont naturellement présentent dans le pis ou leur réle
est d’assurer sa défense contre une éventuelle infection. Ainsi, elles détruisent les bactéries
causant la mammite et servent également a régénérer les tissus endommagés. Lors d’une
infestation bactérienne, les cellules somatiques se multiplient en trés grand nombre et c’est
ainsi que 1’on peut savoir qu’il y a un probléme, car souvent la brebis ne présente aucun
symptome. C’est ce niveau de cellules anormalement €levé qui est détecté par le CMT ou le
test en laboratoire. (PAAPE et al., 2001).

Lors de I’analyse du lait, on recherche le taux de cellules somatiques. En effet, le lait
contient naturellement des cellules, mais celles-ci peuvent aussi se retrouver augmentées en
cas d’infection de la mamelle. Les cellules présentes dans le lait sont en grande partie des
leucocytes (polynucléaires, macrophages et lymphocytes), ce qui explique que le taux de
cellules somatiques soit plus grand lors de mammites (PAAPE et al., 2001).

Les proportions de chaque type de cellules composant le lait des petits ruminants sont
listées dans le tableau 3, en prenant en compte différents groupes d’animaux : les brebis et les
cheévres n’ayant pas d’infections mammaires et les brebis et les chévres atteintes de mammites
(RAMOND, 2015).

Tableau 3 : Pourcentages des cellules présentes dans le lait (RAMOND, 2015)

Type de cellules | Brebis saine | Brebis atteinte | Chevre saine | Cheévre atteinte
de mammite de mammite
Macrophages 46 4 84% 15a41% 8a18%
Polynucléaires 2a28% 50 2 90% 45a79,2% 71 a86%
neutrophils
Lymphocytes 11 a 20% 2,82a20% 5a11%
Particules 15.10° 150.10°
cytoplasmiques cellules Par cellules par ml
mi

p. 10



- T T

Chapitre Il : Géneralité sur les mammites

- T -~




Chapitre 11 Généralité sur les mammites

Chapitre 11 : Généralité sur les mammites

1-mammites cliniques :

Il est possible d’établir un modeéle descriptif des formes cliniques générales des
mammites, selon les symptomes que présente I’animal. On distingue classiquement trois types
de symptémes (généraux, locaux et fonctionnels). (VIBAN, 2007)

Tableau 4 : Classification des mammites cliniques en fonction des symptomes
(VIBAN, 2007)

Symptémes Généraux Locaux Fonctionnels
Mammites
Suraigués +++ ++ +
Aigués ++/ - + +
Chroniques +/- ++ ++

Légende : +++ = présence trés fréquente, ++ = présence fréquente  + / - = présence variable

Les symptbmes généraux se traduisent par une modification plus ou moins
importante de 1’état général, une perte d’appétit, une absence de rumination, une fiévre, une
asthénie.

Les symptdmes locaux s’observent au niveau de la mamelle. Il s’agit selon le cas de
I’inflammation (se traduisant par la rougeur, la tuméfaction, la chaleur et la douleur), la mise
en évidence du sillon disjoncteur, la nécrose (gangréne), une sécrétion hémorragique, une
sécrétion a odeur nauséabonde, 1’asymétrie des mamelles et dans certains cas du pus (abces).

Les symptdmes fonctionnels, révélent ’atteinte de la fonction sécrétrice principale de
la mamelle. On constate des modifications macroscopiques visibles de la quantité et de
I’aspect du lait. (VIBAN, 2007)

Figure 2 : Mammite chez les brebis (KHAINACHE et ZEKAIK, 2019)
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2-Type des mammites :

En fonction du type de symptome reconnu et des caractéristiques d’évolution de la
maladie, on distingue différentes formes de mammites cliniques : mammites suraigué, aigué
et chronique. (VIBAN, 2007)

2-1-Mammites suraigués :

Ce sont des inflammations trés violentes de la mamelle, qui apparait alors
extrémement congestionnée, douloureuse, chaude, volumineuse. L’état général de 1’animal est
géneralement tres affecté et on peut noter de la fievre et un abattement profond. La sécrétion
lactée est soit interrompue, soit trées modifiée (aspect séreux, aqueux, hémorragique). Ces
mammites sont caractérisées par une trés grande rapidité d’apparition et d’évolution. Elles
sont heureusement rares mais trés souvent mortelles. Deux formes parmi ces mammites sont
particulierement caractéristiques : une mammite dite paraplégique et une mammite dite
gangréneuse. (VIBAN, 2007)

Figure 3 : Demi-mamelle restante apres que le cété gangréné ait disparu (DE
CREMOUX ,2012)

2-2- Mammites aigués :

Ce sont des inflammations violentes de la mamelle mais I’état général de I’animal est
moins affecté. Les signes principaux sont visibles au niveau de la glande qui apparait rouge,
gonflée, douloureuse et chaude. La production laitiére est modifiée en qualité et en quantité.
Ces mammites évoluent moins rapidement que les précédentes, parfois pendant plusieurs
semaines, mais peuvent, dans certains cas, conduire a la mort de ’animal (mammites a
Nocardia). Elles peuvent survenir a tous les stades de la lactation ; toutes les bactéries peuvent

provoquer ce type d’inflammation de la mamelle. (VIBAN, 2007).
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2-3- Mammites chroniques :

Ce sont des inflammations modérées, mais persistantes, de la mamelle, évoluant
lentement sur plusieurs mois, voire plusieurs années, parfois durant la vie entiére de I’animal.
Elles font suite a une mammite clinique ou apparaissent seules aprés une longue phase
silencieuse. L’état général de 1’animal n’est pas toujours affecté. Les signes locaux sont
variables, correspondant & des zones de fibrose, sont perceptibles dans le parenchyme par
palpation des quartiers aprés la traite. Cependant, le lait présente, de facon plus ou moins
réguliére, des grumeaux dans les premiers jets et petit a petit, la sécrétion diminue, le quartier
s’indure et finit par se tarir complétement. On note souvent, au cours de 1’évolution de ce type
de mammite, 1’apparition d’épisodes cliniques plus ou moins intenses. Cette évolution
chronique est la forme la plus caractéristique des infections a staphylocoques et a
streptocoques de fagcon génerale. (VIBAN, 2007).

3- Conséquences des mammites sur un élevage :

Les mammites cliniques sont souvent ponctuelles dans les élevages et la plupart ne
sont pas traitées car le traitement représente un co(t trop grand par rapport au bénéfice. Ces
mammites dites aigués représentent, méme sans traitement une perte économique pour
I’¢levage, par la mortalité ou la réforme précoce des brebis atteintes et par la perte d’agneaux
mourant de sous-nutrition (WATSON et BUSWELL, 1984).

4- La mortalité et la réeforme des brebis et des chévres :

Les mammites chez les petits ruminants, comme chez la vache, sont une cause de
mortalité (LARSGARD et VAABENOE, 1993 ; WATSON et BUSWELL, 1984). La mort
des brebis ou des chevres peut survenir dans les cas de mammites suraigués ou aigués
(BERGONIER et al., 1997). Tout d’abord, il y a apparition des symptomes cliniques
classiqguement observés lors de mammites. Ensuite, des bactéries ou des toxines bactériennes
peuvent passer dans le sang et induire respectivement une bactériémie et une endotoxémie,
qui peuvent engendrer un choc. Les symptomes seront alors de 1’abattement, de
I’hypothermie, un animal en décubitus. Etant donnée la prévalence inférieure a 5% des
mammites cliniques dans les élevages de petits ruminants, la mortalité due aux mammites est
relativement faible (BERGONIER et al., 2003).
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Chapitre 111 : Etiologie des mammites

1-les germes impliqués les mammites :

Nous verrons dans cette partie les caractéristiques générales des agents infectieux
pouvant étre présents dans un lait de petit ruminant atteint de mammite.

A/Les pathogenes majeures :

1-Les staphylocoques :

Les bactéries du genre Staphyloccoccus sont des coques Gram positif. Elles ne sont ni
sporulées, ni mobiles, ni capsulées. Elles sont différenciables des autres coques a gram positif,
telles que les bactéries de la famille des Streptococcacaea, par leur activité catalase positive.
Les staphylocoques sont aéro-anaérobies facultatifs. Ces bactéries sont commensales de la
peau et des muqueuses de 1’animal et de I’homme (GYLES et al., 2010).

Dans ce groupe, on retrouve Staphylococcus aureus qui est la bactérie la plus présente
dans les mammites des petits ruminants. Le deuxiéme groupe est simplement appelé
staphylocoques a coagulase négative ou SCN (GYLES et al., 2010).

1-1-Staphylococcus aureus :

Cette bactérie est commensale de la peau et des muqueuses mais elle peut devenir
pathogeéne a la faveur d’un stress ou d’une dépression immunitaire. Elle est notamment
connue pour causer des dermatites sur la mamelle. Lorsque des Iésions de dermatites sont
présentes, il apparait souvent que la bactérie se trouve également dans la mamelle (SCOTT et
MURPHY, 1997). La bactérie est plutét responsable de mammites cliniques. En présence
d’une mammite gangreneuse, il faut toujours rechercher la présence de S. aureus car c’est une
forme de mammite typique de cette bactérie (GYLES et al., 2010).

Lors de la culture en laboratoire, la bactérie Staphylococcus aureus se révele peu
exigeante. La bactérie peut croitre a des températures entre 10 et 45°C, a des pH entre 4,8 et
9.4, et supporte également des concentrations en sel jusqu’a 15%.

2-Les streptocoques :

La famille des Streptococcaceae regroupe les bactéries des genres Streptococcus et
Enterococcus. Ce sont des coques a Gram positif de forme sphérique a ovoide selon 1’espéce.
Elles ne sont ni sporulées, ni mobiles, mais peuvent parfois posséder une capsule. Comme
nous I’avons vu dans la partie concernant les staphylocoques, leur activité de catalase est
négative, ce qui permet de les différencier de ces derniers (GYLES et al., 2010).

2-1-Le genre Streptococcus :

Ce sont des bactéries commensales de la peau et des muqueuses des mammifeéres, dont

I’homme, et des oiseaux. Leur métabolisme est strictement fermentaire. Les germes du genre
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sont anaérobies stricts aerotolérants. Les bactéries du genre Streptococcus les plus retrouvées
dans les mammites sont Streptococcus uberis, Streptococcus agalactiae et Streptococcus suis
(BERGONIER et al., 2003).

La transmission se fait par contact direct. Les streptocoques sont sensibles aux
désinfectants et antiseptiques et sont détruits par la chaleur (60°C) en 30 minutes. Les
bactéries sont exigeantes au niveau nutrition et se développent seulement sur des milieux
enrichis en 48 heures. (RAMOND, 2015).

3-La famille des Enterobacteriaceae :

Les entérobactéries sont des bacilles a Gram négatif. Ces bactéries ne sont pas
sporulées, peuvent étre mobiles ou immobiles, et possedent parfois une capsule. Leur
métabolisme est mixte (respiratoire et fermentaire) avec fermentation du glucose, et elles sont
aéro-anaérobies facultatives. Elles sont oxydase négative mais catalase positive. Leur culture
en laboratoire est rapide et elles ne sont pas exigeantes nutritionnellement. Certaines de ces
bactéries sont commensales de 1’intestin des animaux et de I’homme, comme Escherichia coli
et Enterobacter. Certaines sont saprophytes, comme Serratia marcescens. D’autres sont
parasites stricts, comme Shigella et Salmonella. Enfin, certaines peuvent étre a la fois
commensales et saprophytes, comme Klebsiella ou Proteus. (RAMOND, 2015).

3-1-Le genre Escherichia :

Escherichia coli peut étre mobile ou immobile et peut présenter une capsule. Son
métabolisme lui permet de fermenter le lactose avec production de gaz. Chez les
homéothermes, cette bactérie est commensale du tube digestif et de I’appareil urogénital bas.
La transmission est indirecte et se fait essentiellement par le biais de 1’environnement. En
effet, la survie dans le milieu extérieur est importante, notamment dans les litiéres. La bactérie
est détruite en une heure a 56°C et en vingt minutes a 60°C. (RAMOND, 2015).

La pathogénicité est permise par la présence de facteurs de virulence et la capacité a
produire des toxines protéiques. Ces facteurs permettent la colonisation de 1’organisme et
I’échappement aux mécanismes de défense de I’hdte. Le LPS intervient dans les 1ésions et
peut entrainer un choc endotoxiniqgue (RAMOND, 2015).

3-2-Le genre Salmonella :

Les salmonelles sont mobiles. Elles peuvent fermenter le glucose, mais pas le lactose.
Ce sont des parasites stricts du tube digestif des animaux dont I’homme. Les salmonelles sont
sensibles aux desinfectants et antiseptiques, a la dessiccation et a la chaleur. Elles sont
d’ailleurs détruites en cinqg minutes a 65°C (RAMOND, 2015).
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La transmission des salmonelles peut se faire directement entre animaux par voie
orofécale. Mais, dans le cas des mammites, la transmission s’effectue essentiellement par
I’environnement contaminé (aliments, eau, matériel de traite). (RAMOND, 2015).

La pathogénicité est permise par la multiplication intracellulaire facultative des
bactéries. Elles vont infecter les macrophages et persister a I’intérieur de ceux-Ci ou
provoquer leur apoptose. Elles peuvent résister a la phagocytose. De plus, le LPS intervient
dans les lésions et peut entrainer un choc endotoxinique (RAMOND, 2015).

B/Les pathogénes mineurs :

1-2-Les staphylocoques a coagulase négative : SCN

Les principales especes de staphylocoques a coagulase négative rencontrées dans les
mammites chez les animaux laitiers sont Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
warneri, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus capitis, Staphylococcus chromogenes et
Staphylococcus simulans (BURRIEL, 1998). On trouve également Staphylococcus caprae
chez la chevre. Chez les brebis de race a viande, les espéces infectant le lait ne sont pas les
mémes, et on retrouve plutét Staphylococcus xylosus, Staphylococcus simulans et
Staphylococcus hyicus (BURRIEL, 1998).

La transmission des staphylocoques se fait de maniére directe ou indirecte (entre
animaux, par I’intermédiaire de Iésions des trayons, ou par le trayeur et le matériel) (DE
MATOS, 2013).

3-Le genre Enterococcus :

Les bactéries de ce genre sont pour la plupart commensales du tube digestif et de
I’appareil uro-génital des animaux. Elles sont retrouvees dans les viandes et les produits
laitiers. Elles sont résistantes a la chaleur (30 minutes a 60°C) et ont une bonne survie dans le
milieu extérieur. On retrouve dans ce genre, les bactéries Enterococcus faecalis et
Enterococcus faecium qui sont responsables de mammites. (RAMOND, 2015).

4. D’autres germes :

-Virus

Des virus peuvent étre impliqués dans le déclenchement des mammites, soit en
causant des 1ésions du trayon et ainsi en favorisant la contamination par d’autres pathogenes,
soit en ayant une action immunosuppressive (BARKEMA et al., 2009 ; WELLENBERG et
al., 2002).

Maedi-visna (MV) est une maladie lentiviral lente (longue période d'incubation) des
moutons définie par [linfiltration interstitielle chronique des cellules inflammatoires

mononucléaires dans plusieurs organes .Selon la sévérité des lésions et les signes cliniques
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propres, quatre manifestations pathologiques ont été distingué (PALSSON, 1990). Parmi la
forme mammaire de I’infection par les lentivirus des petits ruminants a été récemment mise
en évidence (DAWSON, 1987 ; VAN DER MOLEN et HOUWERS, 1987 ;
LERONDELLE, 1988). L’infection par le virus de Maedi-visna est caractérisée par
I’importance de I’incidence économique puisque la production de colostrum (mammite
interstitielle aigué) est presque totalement supprimée ou que la production laitiére est
partiellement diminuée (mammite interstitielle chronique). (PEKELDER et al., 1994).
2-Epimidiologie :

2-1-Epidémiologie descriptive

2-2-1-Taux d’atteinte : prévalence et persistance :

a-Prévalence :

En situation normale, le taux annuel de cas de mammites cliniques dans les élevages
caprins ou ovins en France ne dépasse pas 5% des animaux (BERGONIER et al., 2003). Il
s’agit en général de cas sporadiques de mammites bactériennes.

Dans les cas épizootiques ou enzootiques (moins de 1% des élevages), la morbidité
peut atteindre ou dépasser 50% de Deffectif, le plus souvent lors d’infections dues a
Staphylococcus aureus et occasionnellement a d’autres germes (Pseudomonas aeruginosa,
Aspergillus fumigatus, Streptococcus uberis) (BERGONIER et al., 2002).

b-Persistance :

La persistance pendant la lactation suit les principes suivants : les staphylocoques,
ainsi que certaines espéces de streptocoques (S. agalactiae, S. dysgalactiae) persistent
longuement dans la mamelle aprés I’épisode clinique initial, tandis que les entérobactéries
colonisent brievement la mamelle (POUTREL, 1985).

Selon BERGONIER et al. (1997), la persistance spontanée au cours de la période
seche (tarissement) est peu documentée mais elle est probablement élevée (60% ou plus).

+L’¢limination des mammites pourrait étre moins importante chez la chévre, dont la
période séche est plus courte que chez la brebis (1 a 3 mois en moyenne contre deux a cing
mois chez la brebis).

3-Facteurs de susceptibilité :

3-1-Facteurs de réceptivité :

La réceptivité est favorisée par I’ensemble des facteurs intervenant sur les défenses

siégeant au niveau du trayon. (VIBAN, 2007).
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3-1-1-Facteurs liés a I’animal :

Ces facteurs sont en cours d’évaluation chez les petits ruminants ; il s’agit des
variations individuelles tenant soit a la conformation du canal du trayon (diamétre, élasticité
du sphincter, replis de la muqueuse), soit a son fonctionnement (renouvellement des assises
cellulaires kératinisées et flux de lait) (VIBAN, 2007).

3-1-2-Facteurs lies au milieu :

En lactation, le premier facteur est la traite. Pour ce qui est de la traite mécanique, les
manchons trayeurs peuvent provoquer des traumatismes répétés, des micronémorragies ou des
érosions si le niveau de vide ou les caractéres de pulsation ne correspondent pas aux normes.
Concernant le role que joue la technique de traite, en particulier la sur traite dans le
déclenchement des mammites cliniques, il n’y pas d’information objective chez les petits
ruminants (VIBAN, 2007).

Le second facteur concerne le traitement et la technique de tarissement. Chez les petits
ruminants, en général, le tarissement ne constitue pas une période a risque (BERGONIER et
al., 1997). Par contre, I’intégrité des défenses du canal du trayon peut étre atteinte lorsque des
injections traumatisantes sont pratiquées a travers ce canal.

3-2-Facteurs de sensibilité :

La sensibilité est favorisée par I’ensemble des facteurs intervenant sur les défenses
cellulaires et humorales de la mamelle (VIBAN, 2007).

3-2-1- Facteurs liés a I’animal :

Ces facteurs, méconnus chez les petits ruminants, traduisent des différences
individuelles relatives a I’immunité mammaire, en particulier a 1’activité phagocytaire des
leucocytes de leur lait (VIBAN, 2007).

3-2-2-Facteurs liés a la traite :

Chez les petits ruminants, les observations réalisées en élevages, dans certains cas de
mammites épizootiques, confirment I’importance d’une traite correcte du lait, qui, en Afrique,
dépend particulierement de 1’expérience du trayeur. D’autre part, la morphologie de la glande
mammaire peut favoriser la sous traite. Chez la brebis laitiere, la position parfois presque
horizontale des trayons entraine le repliement de leur partie proximale et une vidange
insuffisante de la partie inférieure de la citerne de la glande. Enfin, toute douleur liée a des

Iésions au niveau des trayons géne la vidange de la glande (VIBAN, 2007).
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Chapitre 1V Diagnostic et traitement

Chapitre 1V : Diagnostic et traitement

Le diagnostic des mammites clinique chez les petits ruminants, pour l'instant, est
individuel par opposition a un diagnostic collectif qui peut se faire en cas de la mammite
subclinique.

1-Deétection des symptomes :

1-1- diagnostic clinique

Le diagnostic clinique repose sur la mise en évidence des symptdmes généraux, locaux
(inspection et palpation de la mamelle) ou fonctionnels ceux-ci peuvent facilement étre mis en
évidence en examinant le premier jet de lait dans u bol a fond noir en début de traite

L'examen clinique des mamelles devrait étre réalisé au moins en début et en fin de
compagne, car l'un des principaux problemes du contréle des mammites réside dans un défaut
d'élimination des infections (VIBAN, 2007).

1-2- Détection de I'inflammation : CCS

Les CCS du lait constituent, chez les petits ruminants comme chez la vache laitiére, un
marqueur I'état inflammatoire de la mamelle

L'évaluation de la fiabilité des CCS pour la détection de l'inflammation mammaire,
c'est-a-dire pour le dépistage de l'infection, nécessite de tenir compte des facteurs non
infectieux de variation : par ordre d'importance décroissante, le stade de lactation, le numéro
de lactation et divers facteurs d'élevage, en particulier chez la chevre

Toutefois, I'influence de ces facteurs, sauf cas extréme chez les caprins, reste mineure
par rapport au role des infections mammaires (BERGONIER et al., 1994)

1-3-Détection de I'inflammation : le California Mastitis Test (CMT)

Le CMT permet une évaluation semi-quantitative du contenu cellulaire d'un lait, par
observation de l'intensité de la floculation de I'échantillon de lait aprés ajout détergent ; il est
réalisable par le producteur (VIBAN, 2007).

1-4-Detection de I'infection : la bactériologie du lait

Compte-tenu du cout élevé des analyses, parfois equivalent au prix d'un animal de
réforme, le recours a la bactériologie lors de mammite sporadiques est exceptionnel

En revanche, lors d'épizootie de mammites, une recherche étiologique au laboratoire
est indiquée, car les causes potentielles sont multiples

(Bactéries classiques, mycoplasmes, champignons, levures, virus) et les symptémes
exceptionnellement pathognomoniques ; de plus, dans ces cas, la thérapeutique et la

prophylaxie dépendent étroitement de I'agent responsable) (BERGONIER et al., 1997).
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2/Diagnostic collectif :

i1 n'existe pas encore, chez les petits ruminants, de méthodologie de diagnostic fondee
sur l'analyse des CCS de tank et du taux de cas cliniques. Une telle approche est pourtant la
solu- tion d'avenir, dans la mesure ou les grands effectifs, les cadences de traite et la valeur
économique des animaux rendent difficile en routine le développement de techniques de
dépistage individuel. L'attention des producteurs doit étre attirée sur la nécessite d'enregistrer,
en temps réel, les cas cli- niques ainsi que les principaux événements ou modifications de
conduite d'élevage ayant un lien éventuel avec les CCS, en particulier chez les caprins (mise h
I'nerbe, modifications de la machine a traire, vaccinations, traitements, chaleurs).
(BERGONIER et al., 1997).

3- traitements :

La bibliographie compte plus de recommandations générales et d'observations
cliniques (sans lots témoins) que d'essais contre (études cas-témoin). De plus, il n'existe pas,
actuellement, de préparations commerciales de traitement intra-mammaire posseéde une
Autorisation de Mise sur le marché chez petits ruminants ; les éleveurs ne peuvent donc
utiliser que les produits destinés a la vache, dont les délais d'attente n'ont pas été définis pour
les petits ruminants. Rappelons la nécessite de respecter une hygiene trés stricte lors de la
mise en ceuvre des traitements intra mammaires traite compléte de la demi-mamelle,
désinfection soigné de I'extrémité du trayon, injection traumatique du contenu d'une seringue
par demi-mamelle, antisepsie finale du trayon par trempage ou pulvérisation. (BERGONIER
etal., 1997)

3-1-Antibiothérapie :

La régle d’or en antibiothérapie est de frapper vite, fort et longtemps dans le souci
d’anéantir les germes et d’éviter une antibiorésistance. Pour prétendre a réussir cela, il faut,
dans un premier temps, connaitre les antibiotiques auxquels les bactéries responsables des
mammites sont les plus sensibles. Ensuite, il faut déterminer quel est le degré de sensibilité de
chaque bactérie aux différents antibiotiques. Ainsi, un traitement efficace des mammites
cliniques requiert la mise en ceuvre d’un antibiogramme qui consiste en une étude in vitro de
la sensibilité d’un germe a différents antibiotiques. La réalisation de 1’antibiogramme s’avere
de plus en plus nécessaire vu I’évolution vers la résistance de certaines bactéries. Le résultat
de I’antibiogramme permet de guider le traitement de 1’infection provoquée par cette bactérie.
On choisit parmi la liste étudiée, les antibiotiques les plus efficaces, lesquels peuvent étre
administrés de deux fagons : la voie intra mammaire et la voie parentérale (VIBAN., 2007).
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3-1-1- Traitements intra mammaires :

En I'absence d'essai contrélé, il n'est pas possible de présenter de résultats de guérison
clinique ou bactériologique chez la brebis et la chévre ; des observations cliniques font état de
récupération sans que les criteres d'appariation soient toujours clairement définis.
(BERGONIER et al., 1997).

3-1-2-Traitements par voie générale :

Plusieurs études de pharmacocinétique ont été conduites permettant de proposer des
protocoles thérapeutiques dont I'efficacité reste a confirmer (ZIV et SOBACK, 1989).
L'administration de fortes doses de pénicilline (ROGUINSKY, 1968) ou de spiromycine
(ZIV, 1974) reste parmi les traitements les plus classiquement réalisés en pratique.
(BERGONIER et al., 1997).

3-1-3- Autres thérapies complémentaires :

Les traitements antibiotiques peuvent étre complets par des traites répétés ou
I'administration d'anti-inflammatoires, d'ocytocine et la réalisation de perfusions dans les cas
les plus graves (SMITH et ROGUINSKY, 1977 ; EAST et BIRNIE, 1983). L'intérét
économique de ces traitements devra étre pris en compte. (BERGONIER et al., 1997)

4- prophylaxie :

4-1-Prophylaxie Médicale :

Elle n’a pas encore abouti a des résultats satisfaisants selon les avis de la communauté
scientifique. Historiquement, elle repose sur [’utilisation d’autovaccins et de vaccins
commerciaux dont I’efficacité n’a jamais été prouvée par des essais contr6lés. Néanmoins, de
nombreux travaux sont actuellement menés visant a mettre au point des vaccins modernes
plus efficaces. D’aprés les travaux de (AMORENA et al., 1994), un vaccin espagnol a fait
I’objet d’un essai terrain chez les petits ruminants comprenant deux injections dans le mois
précédant et dans le mois suivant la mise bas. Les résultats obtenus montrérent que la
fréquence des mammites cliniques est plus faible dans le lot vacciné (VIBAN, 2007).

4-2- Prophylaxie Sanitaire :

Elle est de loin la méthode la plus slre pour prévenir les mammites cliniques mais elle
est difficile a suivre. Sachant qu’il y a deux origines principales des germes responsables de
mammites cliniques ; une intrinséque (la mamelle) et ’autre extrinseque (I’environnement).

Par conséquent, la lutte se base sur une action sur ces deux sources (VIBAN, 2007).
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OBJECTIF :

Les pathologies mammaires sont liées a une grande perte économique dans 1’élevage
des petits ruminants, (Perte des quartiers chez les brebis et les caprins ou/et mort de jeune et
d’adulte). Parmi, lesquelles les mammites cliniques.

Pour cela on a entrepris cette étude sur les mammites cliniques des petits ruminants au
niveau de certaines régions de la wilaya de Djelfa (Oulede abiedallah, Hassi bahbeh). Dans ce
contexte, nous nous sommes fixés les objectifs suivants :

1. Evaluation de la situation épidémiologique des mammites cliniques dans les
¢levages par 1’¢laboration d’une enquéte. Cette dernicre a ¢été réalisée a travers d'un
questionnaire adressé aux vétérinaires.

2. Détermination de la nature et la fréquence des germes responsables de mammites
cliniques (étude bactériologique)

3. Caractérisation les souches isolées sur le plan phénotypique et I'étude de leur

sensibilité aux antibiotiques.
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1/ La zone d*étude :

Cette ¢tude s’est déroulée dans la wilaya de Djelfa, au niveau de la région d’Oueled
Abeadallah et Hassi Bahbah.

Hassi Bahbah :

Est une commune de la wilaya de Djelfa en Algeérie. La ville, située au nord de la
wilaya & 50 km de Djelfa (et 250 km au sud d'Alger), s'étend a environ 7 km au nord et
environ 5a 6 km a l'ouest. Le marché a bétail de Hassi Bahbah, couvre une superficie de plus
de 8 ha et est considéré comme I'un des plus grands d'Algérie.

Ouelede Abiedallah :

C'est une des villes de la commune de Djelfa (wilaya de Djelfa) située dans le sud a 7
km du centre-ville de la commune. Elle se caractérise par son caractere commercial agricole
qui en fait la destination de nombreux éleveurs.

Elle est également caractérisée par la présence bien connue de vétérinaires, ce qui en
fait notre destination privilégiée pour recueillir autant d’échantillons du lait mammiteux.

2- Mateériel

2.1- Les animaux :

Notre travail a porté sur un effectif de 27 brebis et 3 chevres appartenant a des
¢levages de petits ruminants situés au niveau de la région d’Oueled abeadallah et Hassi
Bahbah. Notre étude s’est étalée sur une période allant de Janvier 2019 a Juillet 2019.

Les animaux sont en stabulation libre, ou les conditions d’hygiéne d’une maniére générale
sont mauvaises, et tous les aspects de bien-étre des animaux ne sont pas respectes.

Les principales mesures de contréle des infections mammaires ne sont pas gérées par le
vétérinaire. Par contre, 1’éleveur applique de facon anarchique les antibiotiques intra
mammaires sans aucune mesure d’hygiéne.

2.2- Fiches d’enquéte (voir annexe 04) :

Cette partie permet 1’évaluation des mammites sur le terrain et de récolter toutes les
informations en relation avec le sujet, pour cela on a fait recours a un questionnaire qui a été
distribué auprés des vétérinaires exercant au niveau des sites choisis (Oueled Abeadallah et
Hassi Bahbah).

Cette fiche d’enquéte a porté sur les principaux points suivants :

v’ Estimation de la fréquence des mammites et les facteurs de risques (hygiéne .....).
v' les tests de diagnostic sur lesquels se base le vétérinaire sur le terrain.

v' déterminer les différentes molécules d’antibiotique utilisées.
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2-3- Matériel de prélevement :

Le matériel nécessaire pour le prélevement comprend :
Glaciere isotherme avec pains de glace.

Pots de prélevement stériles de 60 ml.

Gants d'examen.

Coton hydrophile, compresse stérile et 1’Alcool a 70 ° pour désinfecter les trayons.

AN N NN

Feutre indélébile.
2-4- Matériel du laboratoire :
Tout le matériel utilisé au niveau de laboratoire pour préparer les suspensions meres et
les différents milieux de culture est mentionné en annexe (01)
3- Méthodes :
3-1-Définition : le cas mammite clinique :

Un cas de mammite est défini comme un quartier qui présente au minimum une
modification de sa sécrétion, c'est-a-dire, la présence de grumeaux dans le lait détectée lors de
I’observation des premiers jets du lait sur un bol a fond noir.

Les signes systématiques importants partent de symptémes locaux (doleur, chaleur,
rougeur et gonflement) jusqu’a D’altération de 1’état genérale (hyperthermie, anorexie,
abattement, prostration...).

Remarque

Pour une brebis ou une chévre donnée, si on a 1 ou 2 quartier atteints, on le compte
comme un seul cas de mammite.

3-2- Méthodes de détections des mammites cliniques

La détection d'un cas de mammite clinique dans un élevage ovin est basee sur
différents signes symptomatiques retenus par l'observation de 1’éleveur ou le vétérinaire. Les
signes importants et caractéristiques sont :

» Altération de I’état générale (hyperthermie, anorexie, abattement, prostration)
la marche raide-a jambes peut signifier une mamelle endolorie
Palpation de la mamelle : détecter une induration éventuelle, des abcés....

Couleur de la mamelle : rouge, violacée et parfois bleuatres ou noiratres.

YV V V V

modification de la sécrétion lactée : aspect hémorragique, purulent ou présence des
grumeaux dans le lait qui signent une atteinte de la mamelle.

La détection de ce type de mammite s’est meublée dans notre travail sur CcesS
observations. Pour cela des echantillons du lait ont été prélevés pour faire 1’objet d’une

analyse bactériologique au laboratoire.
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3-3- Prélevements
3-3-1-Technique de prélevement du lait :

Les prélévements du lait ont été réalisés au niveau de cabinet vétérinaire ou dans les
¢levages avant ’instauration de tout traitement selon les étapes suivantes :

S désinfecté les mains de 1’opérateur et porter des gants a usage unique.

o Lavage avec I’eau

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

I’alcool

> Désinfection de I'extrémité du trayon avec coton hydrophile imbibé dans I'alcool a 70°
puis essuyage avec compresse stérile.

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

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

S Les pots sont ensuite placés dans la glaciére et acheminés vers le laboratoire de
microbiologie. Les échantillons analysés au bout de 48 heures ont été conservés a +4°C.

3-3-2- Conservation des prélevements :

Concernant les échantillons traités au-dela de ce délai (48 H) ont fait 1’objet d’une
congélation -18°C. Celle-ci permet de garder les préléevements pendant une longue durée
avant de les analysés.

Un prélevement du lait destiné a un examen bactériologique est utilisable pendant
plusieurs semaines maintenu a — 18°C. Cependant cette congélation détruit un certain nombre
de bactéries ce qui risque de fausser les résultats (Mialot, 1983).

3-4- Méthodes de laboratoire :

L’étude microbiologique a été réalisée par une analyse bactériologique des
prélevements du lait au niveau du laboratoire de microbiologie (faculté des sciences de la
nature et de la vie, université de Djelfa).

3-4-1- Préparation des milieux de culture :

Les différents milieux de culture ont été préparés a partir des milieux de base
déshydratés. Les milieux de culture utilisés au cours de la présente étude sont : Mannitol salt
agar (gélose hyper salée au mannitol), gélose de Hektoen, et la gélose de Muller Hinton.
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Les techniques de préparation des différents milieux de culture sont détaillées en
annexe (2).

3-4-2- Analyse bactériologique :

Dans cette partie on a visé la recherche et Il'identification des bactéries les plus
incriminées dans les mammites cliniques. Cette recherche s’est faite sur différentes étapes :

3-4-2-a- Enrichissement :

Cette étape consiste a ensemencer 1 ml du lait a 1’aide d’une micropipette dans un tube
de bouillon cceur cerveau (BHIB), et incuber a 37°C pendant 24.

3-4-2-b- Isolement :

L’isolement a été réalisé par ensemencement de la culture d’enrichissement dans deux
milieux sélectifs qui ont été choisis (ensemencement par épuisement). Par la suite on incube
pendant 24 a 48 heures a 37°C.

2 Gélose HEKTOEN : pour la recherche des entérobactéries.
< Mannitol salt agar : pour la recherche des staphylocoques.

A ce stade, la lecture de I’isolement direct est terminée, on peut conclure sur la qualité
du prélevement :

s Tout isolement de plus de deux types de colonies doit étre considéré comme
contaminé.

% nous considérons que les prélevements avec deux types de colonies sont des
infections bi-microbiennes.

% Lorsqu’il n’y avait pas de culture a I’isolement, nous considérons que le prélévement
est stérile ou I’origine de la mammite n’est pas bactérienne.

Tableau 5 : Evaluation de la qualité du prélevement (d'aprés COFRAC/CNEVA,

1996)
Nombre et types de colonies isolées Conclusion
0 Prélevement sterile
1 Prélevement correcte (mono-
microbien)
2 Prélevement correcte (bi- microbien)
>2 Prélevement contaminé
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3-4-2-c- Purification et conservation des souches isolées :

Cette étape s’est effectuée par le réensemencement de chaque colonie suspecte sur les
mémes milieux sélectifs.

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

3-4-2-d- Aspect des colonies : voire (I’annexe 6).

2 Sur la Mannitol salt agar (gélose hyper salée au mannitol),

Les colonies caractéristiques de staphylocoques sont d’une auréole jaune.

L’utilisation du mannitol est un caractére discriminatif important dans le genre
Staphylococcus. Le S. aureus est mannitol +.

-Virage au jaune du milieu : les colonies sont mannitol + car elles fermentent le
mannitol dans leur métabolisme énergétique avec acidification du milieu. (Pathogénicité)

-Pas de virage (le milieu reste rouge) : les colonies sont mannitol - car elles ne
fermentent pas le mannitol, Iégére alcalinisation du milieu par l'utilisation de peptones dans
leur métabolisme énergétique. (Non pathogene)

< Sur la gélose de Hektoen

Les colonies caractéristiques d’entérobactéries sont :

Colonies saumons : le pH est acide /les bactéries fermentent le lactose et/ou le
saccharose, et/ou la salicine en produisant des acides /bactéries Lactose + et/ou Saccharose +,
et/ou Salicine +.

Colonies transparentes : vertes ou bleues/ le pH est neutre ou basique /les bactéries
ne fermentent ni le lactose, ni le saccharose ni la salicine /bactéries Lactose -, Saccharose - et
Salicine-

Colonies a centre noir : formation d’un précipité de sulfure ferrique les bactéries
produisent de I’H2S : H2S +
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3-4-2-e- Identification :

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

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

> A) ldentification microscopique :

Cet examen se base sur coloration de GRAM qui a pour but de déterminer la
morphologie et ’aspect pariétal des bactéries. Le protocole de la coloration est mentionné en
annexe (3).

L’aspect des staphylocoques lors de la coloration de Gram est trés caractéristique, ils
paraissent sous forme des cocci a Gram positif, le plus souvent en amas dits en grappes de
raisin. L’aspect des staphylocoques lors de la coloration de Gram est représenté dans la figure
(10)..

Les entérobactéries paraissent sous forme de bacilles a Gram négatif.

L’aspect des entérobactéries lors de la coloration de Gram est représenté¢ dans la
figure (11).

» B) Identification biochimique :

Vu que l'indisponibilité des galeries miniaturisés (APl 20% et Api staph®), qui font
servi a I’identification successive des entérobactéries, et des staphylocoques, nous avons fait
recours aux galeries biochimiques classiques.

Le principe, le mode opératoire et la lecture de chaque test sont détaillés en annexe 3

B-1) Identification des entérobactéries :

B-1-a-) Recherche de I’oxydase (voir annexe 3).
B-1-b-) Fermentation de glucose avec ou sans gaz, utilisation du lactose et du
saccharose et production d’H2S : Test TSI

Ce test a été effectué dans le milieu TSI, Incubé 24 heures a 37°C (voir annexe 3).

B-1-c-) Mise en évidence de la production d’indole, présence de I’uréase :

Ces deux caracteres biochimiques ont été étudiés dans le milieu urée-indole, incubés
pendant 24 h a 37°C.

B-1-d-) Test de I’utilisation du citrate Simmons (CIT) :

Ce test permet de mettre en évidence 1’utilisation du citrate comme seule source de

carbone dans le milieu de culture, incubé 24 h a 37°C. (Voir annexe 3).
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B-1-e-) Test lysine décarboxylase (LDC), ODC (ornithine décarboxylase) et ADH
(arginine dihydrolase)

Ces enzymes, dont l'action est favorisée en milieu acide et en conditions
d’anaérobiose, forment des substances alcalines a partir des acides aminés avec libération de
CO2. Ces enzymes sont recherchées dans le milieu Méeller, incubé a 37°C pendant 96h.

B-2) Identification des Staphylocoques :

L’identification des staphylocoques est effectuée d’abord grace a I’aspect des colonies
sur le mannitol salt agar, par une coloration de Gram et par le test de catalase.

La recherche de la coagulase liée et de la coagulase libre permet de distinguer les
staphylocoques produisant une coagulase (staphylocoques a coagulase positive) et ceux n’en
produisant pas (staphylocoques a coagulase négative).

Les staphylocoques a coagulase positive ont été identifiés Staphylococcus aureus.
L’identification des staphylocoques a coagulase négative est réalisée par recherche des
caractéres culturaux complémentaires, par micro-méthode, gréce a la galerie Api Staph.

En effet, la croissance des colonies sur le mannitol salt agar, qualifie la bactérie
comme un Staphylococcus (halophile), (caractére sélectif de milieu). D’autre part si la colonie
est de coloration jaune, a la suite de virage de I’indicateur de pH : Rouge de phénol (orange
vers le jaune), traduisant une fermentation de mannitol (caractere différentielle de milieu). Les
souches qui fermentent le mannitol sont considérées pathogenes (Staphylococcus aureus)

En revanche, si la colonie est de coloration rouge ou orange, 1’’indicateur de pH :
Rouge de phénol n’est pas virer, traduisant la non fermentation de mannitol. Les souches qui
ne fermentent pas le mannitol sont considérées comme des Staphylococcus non pathogénes.

3-4-2-f- Etude de I’antibiorésistance des souches isolées :

Remargue : nous nous sommes contentés, de faire le test de 1’antibiogramme
seulement pour 12 souches de staphylocoques, en raison de nombre limité des disques
d'antibiotiques. - Pour étudier la sensibilité des souches isolées aux antibiotiques, nous avons
utilise la méthode de diffusion en milieu gélosé Mueller-Hinton avec des disques chargés
d’antibiotique. L’interprétation des résultats en catégorisation clinique, Sensible (S),
Intermédiaire (1) et Résistant (R) a été faite selon les recommandations du comité de
I’antibiogramme de la société frangaise de microbiologie (CA-SFM). (CA-SFM , 2010).

% Principe :
Il consiste a estimer, in vitro, 1’activité d’une dizaine d’antibiotiques sur un ensemble

de 12 souches de staphylocoques isolées au cours de notre étude.
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% Préparation de linoculum :

-A partir d’une culture pure de 18H sur milieu d’isolement¢ racler a 1’aide
d’une anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.

-Décharger 1’anse dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%.

-Bien homogénéiser la suspension bactérienne< son opacité doit étre
équivalente a 0,5 Mc Farland ou a une D.O de 0,08 a 0,10 lue a 625 nm.

- L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant: soit de la culture s’il est trop faibles
ou bien de I’eau physiologique stérile s’il est trop fort.

-L’ensemencement doit se faire dans les 15 mn qui suivent la préparation de
I’inoculum.

% Ensemencement :

- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du
tube, afin de le décharger au maximum

- Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas,
en stries serrées.

- Répéter I’opération deux fois, en tournant la boite de 60° & chaque fois sans
oublier de faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant
I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut recharger
I’écouvillon a chaque fois.

£ Application des disques d’antibiotiques :

- Il ne faut pas mettre plus de 6 disques d’antibiotiques sur une boite de 90
mm de diamétre. Les disques d’antibiotiques doivent étre espacés de 24 mm, centre a
centre.

- La liste des antibiotiques utilisée selon le groupe bactérien« figure dans le
tableau 6

- Presser chaque disque d’antibiotique a I’aide de pinces bactériologiques
stériles pour s’assurer de son application. Une fois appliqué le disque ne doit pas étre
déplacé.

- Les boites sont immédiatement incubées a 37°C pendant 18 & 24 heures.
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O Lecture :

-Mesurer avec précision les diameétres des zones d’inhibition a I’aide d’un pied
a coulisse.

-Comparer les résultats obtenus« aux valeurs critiques figurant dans les tables
de lecture correspondantes: ensuite la bactérie est classée dans 1’une des catégories:
sensible« intermédiaire ou resistante.

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

Les charges des disques, ainsi que les diametres critiques sont mentionnées dans le

tableau 7

Tableau 6 : Concentrations, et diameétres critiques pour Staphylococcus spp. (CA-SFM,

2010).
Antibiotiques Charge du disque Diametres critiques(mm)
S | R
Penicilline G
10 pg >28 <29

Oxacilline 10 pug >10 11-12 <13
Tétracyclines 30 ug > 14 15-18 <19
Erythromycine 15 Ul >13 14-22 <23
Gentamicine 10 pg >12 13-14 <15

3-5- Analyse statistique :
Le traitement des données et les représentations graphiques ont été réalisés a 1’aide
du logiciel Microsoft Office Excel 2013. L’analyse statistique a été réalisée a partir des
valeurs obtenues par I’application des tests (chi2, intervalle de confiance) pour la comparaison

entre les différents parametres.
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Les échantillons
du lait

1 ml du lait

9 ml de BHIB
Incubation : 37°C/24h

Isolement sur :

Mannitol salt agar Gélose Hektoen

Incubation 37°C/24h

Purification et ré-isolement sur les mémes milieux
Incubation : 37°C/24h

Recherche macroscopique et

microscopique

Coloration de GRAM

GRAM - GRAM+

Oxyd- Oxyd+ Catal+ Catal-

Coag

Coag+ Coag-

Antibiogramme

Figure 4: Représentation schématique de la méthode d’isolement et

d’identification bactérienne
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Chapitre VI : Résultats et interprétations

1/ Résultats d’enquéte :

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

montrer pour chaque échantillon investigué les critéres suivants : espece animale, 1’age,

mois du prélévement (saison) et le stade de lactation. Ces données relatives qui ont été

recueillies lors de nos visites sont résumées dans le tableau 8.

Les observations construites a partir de notre enquéte via les questionnaires distribués

montrent que tous les élevages ont été des stabulations libres. L’état de propreté des

élevages dans tous les cas était presque mauvais. La nature de sol dans la majorité des cas

était humide. Tableau 7 Voire (I’annexe 5)

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

de montrer 1’échantillon investigué en fonction des critéres suivants : 1’¢levage, 1’age et le
stade de lactation.

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

27 brebis et 3 chevres infectées caractérisées par la présence des différents signes
inflammatoires. Ces animaux présentés aux vétérinaires pour des soins, appartiennent tous a
des élevages différents de la Daira de Hassi bahbeh et Oulede Abiedallah.

Notre étude s’est étalée sur 6 mois, de Janvier 2019 a Juillet 2019. Les informations
relatives a la répartition des prélevements du lait des brebis présentant une mammite clinique

en fonction des mois du prélevement sont rapportées dans la figure 13.
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Figure 5: Repartition des préléevements du lait mammiteux en fonction du Mois

de prélévements
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2- Effet de ’age (nombre de lactation) sur les mammites cliniques :

Au cours de la présente étude, la fréquence la plus élevée de la mammite clinique est
observé chez les brebis agées de 2 a 4 ans. La différence entre les différents taux des
mammites cliniques rapportés en fonction de 1’age des brebis est statistiquement significative
(p< 0,05).Donc la répartition est hétérogene. Ce qui signifie que I’age de la brebis constitue
un facteur de risque tres important dans 1’épidémiologie des mammites cliniques.

Le tableau 9 et le figure 14 montrent la prévalence des mammites cliniques constatées

en fonction de I’age des brebis.

Tableau 08 : Répartition des cas de mammites cliniques selon le rang de lactation.

(L’age des brebis)
Age Nombre Fréquence P
1-2 ans 6 20 %
- 0
2-4ans 13 43.3% P<0.05
> 4ans 11 36,7%
Titre du graphique

w  45%
et 40%
£  35%
£ 30%
1]
£ 25%
@ 20% 37%
T 15%
S 1o 20%
3 5%
c
@ 0%
g 1-2 ans 2-4ans > dans
8 age des animaux

Figure 10 : Répartition des mammites clinique des brebis en fonction de I’age.

2.1. Effet du mois de lactation sur les mammites cliniques

Les tableaux 10 et le figure 15 indiquent la prévalence des mammites cliniques

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

Mois de lactation | Nombre Fréquence P
1(1-4 semaine) 18 60%
2 (5-8 semaine) 8 26,7% | P<0.05
> 3 mois 4 13,3%
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26,7%
13,3%

temps aprés la mise bas
1 (1-4 semaine) 2 (5-8 semaine) > 3 mois

o

Figure 7 : Répartition des mammites clinique en fonction du mois de lactation.

Apres la stratification des prévalences en fonction du moment d'apparition de la
mammite par rapport la date du part, on a constaté plusieurs variations, c’est bien que la
prévalence la plus élevée est marquée entre la premiére jusqu’a la quatriéme semaine de
lactation, avec un taux globale de (60%).

D’autre part, la prévalence la plus faible est constatée au-dela de 3 mois aprés le part,
avec un taux globale de (13%).

La différence entre les fréquences des mammites cliniques et le stade de lactation est
statistiquement tres significative (p < 0,05). Ce qui illustre que le stade de lactation est un
parameétre important a prendre en considération dans la lutte contre les mammites.

3. Analyse bacteriologique

3.1. Résultats globaux et qualité d’échantillonnages :

Selon la présence ou 1’absence des germes recherchés, une qualité des différents
échantillons a été établit. Ceci a abouti a I’ordre suivant (Le tableau 11 et la figure 16).

Sur les 30 prélévements analyses :
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» 27 échantillons (90%) ont été positifs a la culture (dont 10 ont permis I’isolement
d’une seule espece bactérienne (10/30 : 33,3%) et 17 de deux espéces bactériennes)
(17/30 : 56,7%)

> en fin 3 (3/30 : 10%) ont été contaminé.

» Aucun échantillon a été qualifié stérile.

Tableau 10 : Nombre et fréquence des germes isolés par quartiers positif :

Culture Nombre de Fréquence %

prélevements

Correct mono microbien 10 33,3%
Correct bi-microbien 17 56,7%
Contaminé 3 10 %

Total 30 100%

Correct mono microbien
H Correct bi-microbien

Contaminé

Figure 8 : Type de prélévement et répartition des souches isolées.

A partir de 27 prélevements du lait positifs a la culture (27 retenu = 30 totale — 3
contaminé), nous avons obtenu 44 isolats (10 mono-microbien + (17x2) bi-microbien = 44),
se répartissant comme suit : 27 souches & Gram positif (61,4%) et 17 souches a Gram négatif
(38,6%) (Voir figure 17).
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Gram positif = Gram négatif

Figure 9 : Répartition des germes isolés en fonction du Gram

3.2. Nature et prévalence des germes

Nos résultats montrent des pourcentages différents pour les principaux germes
recherchés lors des cas cliniques des brebis et des chévres dépistées.

La répartition des souches montre que les Staphylocoques mannitol positifs

(présum¢ coagulases positifs) constituent D’espece la plus isolée 38,6%, suivi par les
Staphylocoques mannitol négatif (présumé coagulases négative) (SCN) avec 22.7%, ensuite,
Escherichia coli et les Salmonella spp. avec 18,2% et 15,9 % respectivement, et en fin les
Proteus vulgaris avec 4,5 %. (Tableau 12) et (figure 18).

Remarque

Les staphylocoques mannitol positifs : sont considérés comme Staphylococcus aureus

Les staphylocoques mannitol négatif: sont considérés comme Staphylococcus

coagulases négative (SCN)
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Tableau 11 : fréquence d’isolement des différentes especes bactériennes.

Famille Espéces Nombre Fréquences %
Staphylococcaceae Staphylococcus mannitol + 17 38,6%
(coagulase+)
Staphylococcus mannitol - 10 22.71%
(coagulase -)
Total 27 61,3%
Enterobacteriacea Escherichia coli 8 18,2%
Salmonella spp. 7 15.9%
Proteus vulgaris 2 4.5%
Total 17 38.6%

Espéces bactéiennes

-

. 22,7% ’

» Staphylococcus mannitol +

Staphylococcus mannitol -

= Escherichia coli

= Salmonella spp.

= Proteus vulgaris

Figure 10 : fréquence d’isolement des différentes espéces bactériennes.
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3.3. Présence simultanée de deux especes bactériennes dans un méme prélevement du

lait :

17 prélévements du lait contiennent deux especes bactériennes.

Le tableau 13 regroupe les associations de deux especes bactériennes, on a enregistré

Tableau 12 : les associations de 2 especes bactériennes.

Escherichia coli

Salmonella spp.

Proteus vulgaris

Staphylococcus 4 4 2
mannitol +

Staphylococcus 4 3 0
mannitol -

4-Résultats de I’antibiogramme :

Les résultats de I’étude de la sensibilité aux antibiotiques de 1’ensemble des souches

de Staphylococcus mannitol (coagulase) positifs isolées sont rapportés dans la figure (19).

R ———
_—
taux de sensibite

100%
90%
80% 75%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
oxacilline

83,3%

Erythromycine

100%

66,7%

tétracycline

Sensibilité M Résistance

Gentamycine

83,3%

16,7%

Pénicilline G

antibiotiques

Figure 11 : Pourcentage de sensibilité et de résistance des SCP aux Antibiotiques



L’antibiogramme a permis de déterminer, in vitro, la résistance et la sensibilité des 12
souches testées. Ces derniéres ont été testées vis-a-vis différents antibiotiques énumérés dans
le chapitre matériels et méthodes.

4-1-Staphylococcus mannitol (coagulase) positifs :

Apres la lecture des résultats globaux de I’antibiogramme des 12 souches de
Staphylococcus mannitol (coagulase) positifs testées on a trouvé que :

< Toutes les souches étaient sensibles au Gentamycine.

2 <« 9 souches sensibles a I'Oxacilline (75%).

o <« 10 souches sensibles a I’Erythromycine (83,3%)

S <« 8souches sensibles a la Tétracycline (66,7%).

S <« Par contre, on a constaté un taux de résistance éleve vis a vis la Pénicilline G

(83,3%).
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1- Choix de sujet et méthodologie du travail :

Les petits ruminants (brebis et chévres) sont considérés comme des fortes productrices
dans nos pays essentiellement pour la production de viande, de laine et le lait. Chez ces
especes, les mammites cliniques constituent des pathologies prédominantes et importantes
d'un point de vue économique pour I'éleveur (frais de traitement et la réforme).

Les mammites constituent l'un des fléaux majeurs surtout pour les élevages laitiers, et
se trouvent toujours parmi le **top3 ** des maladies les plus codteuses des entreprises
laitieres en Algérie. Cependant malgré la fréquence élevée des mammites cliniques, il faut
signaler le manque d’études publiées, approfondies et indispensables pour cerner les facteurs
de risque associés a ces infections mammaires ainsi que la connaissance des bactéries
responsables.

La détermination des germes responsables de mammites est capitale pour la définition
et I’adaptation des programmes de maitrise des mammites aux différentes situations
épidémiologiques.

En plus, ’insuffisance des travaux publié¢s sur les mammites des petits ruminants dans
la région de Djelfa, et le sous diagnostic des agents causals, nous poussent a essayer de mettre
I’accent sur cette pathologie pour contribuer a mettre en route un plan de surveillance contre
les différents germes en cause.

Au cours de notre étude, nous avons tenté d’établir deux approches, une approche
du terrain a travers d'une enquéte sous forme d’un questionnaire et une approche du
laboratoire a 1’aide d’un diagnostic bactériologique chez des petits ruminants (chevres et
brebis) atteints de mammites cliniques. Cette étude s’est effectuée dans des cheptels ovins
localisés au niveau de certaines régions de la wilaya de Djelfa (Oulede Abiedallah, Hassi
Bahbeh).
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2- Informations générales sur le cheptel expérimenté :

Notre travail a porté sur un totale de 27 brebis et 3 chévres présentent des mammites
cliniques caractérisees par la présence des signes inflammatoires indiquant une atteinte aigu
de la glande mammaire.

2.1- Enregistrement des cas clinigue :

Selon I’enquéte réalisée, on n'a pas arrivé a déterminer la fréquence relative des mammites
cliniques au sein des élevages visités, et cela est attribué a la difficulté d'avoir I'effectif exact
des élevages visités, ce qui reflet la difficulté d'avoir une vraie collaboration avec les éleveurs.
Mais selon la littérature, la fréquence des mammites cliniques chez les ovins en Algérie est
généralement comprise entre 10 & 15%, a titre d'exemple (CHERIFI, 2014) dans la région de
M'sila a constaté une fréquence importante de la mammite clinique allant jusqu’a 10.09%,
associéee a un taux de réforme tres important de 3.36%.

Le pourcentage élevé de la mammite clinique pourrait étre due aux mauvaises conditions
d’élevage (stabulation libre) avec un manque d'hygiéne, ce qui favorise la mammite. Ce
constat a été rapporté par (SHEKIMWERI, 1992).

2.2. Répartition des mammites cliniques en fonction du rang de lactation :

L’incidence des mammites cliniques est plus marquée chez les brebis agées. Dans
notre étude, la fréquence des mammites cliniques est importante surtout chez les brebis agées
entre 2 a 4 (3°™ lactation et plus). De nombreux auteurs rapportent que le taux de mammites
augmente avec le nombre de lactations (WATSON et al., 1990 ; LAFI et al., 1998).

Une prédisposition plus grande aux infections mammaires pourrait étre la conséquence
d’un ensemble caractérisant le vieillissement des animaux : allongement des trayons
(diminution de la distance par rapport au sol), 1ésions sur le trayon, perte d’¢lasticité du
sphincter et augmentation de sa permeabilité ce qui favorise la contamination (POUTREL,
1983).

2.3. Répartition des mammites cliniques en fonction du stade de lactation :

Les animaux présentent une grande sensibilit¢é a I’infection mammaire en début de
lactation (POUTREL, 1983). La lecture de la repartition des mammites cliniques en fonction
du mois de lactation, montre une prépondérance des mammites cliniques en début de lactation
(60 %) qui surviennent dans le premier mois de lactation, ce qui relativement est en accord
avec les fréquences obtenues en Algérie par (CHERIFI, 2014) 62,29%.
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Ces résultats sont en concordance avec les résultats rapportés par (MORK et al., 2007;
ARSENAULT et al., 2008) ou la mammite s’est produite pendant les trois premicres
semaines apres l'agnelage. Selon (ONNASCH et al., 2002), la mammite produite pendant la
premiére semaine de lactation et entre la troisieme et quatriéme semaine, alors que JONES en
1991 décrit une mammite produite a la premiere semaine de lactation et entre la quatrieme et
septieme semaine apres l'agnelage.

Ces forts pourcentages durant cette période critique (apres l'agnelage) pourraient étre
expliqués aux demandes accrues du lait par les agneaux et I'éruption de trayon par les
incisives, qui augmentent la transmission des germes pathogénes aux brebis (SCOTT et
JONES, 1998) et/ou la lésion de trayon. INDREBO, 1991 a signalé que les lésions de trayon
sont fréquemment présentes dans les trois a quatre semaines aprés l'agnelage. Alors que,
BERGONIER et al., (1997), expliquent la forte incidence par la pratique éventuelle de
I'allaitement-traite.

En effet, les raisons d’une sensibilité plus grande des animaux au début de lactation
restent ignorées. 1l a été suggéré que les modifications physiologiques importantes, en
particulier hormonales, qui prennent place « post partum » peuvent réduire la résistance au
niveau de la mamelle (ASTROM, 1972).

On sait que la fonction immunitaire est altérée et que la glande mammaire est plus
sensible autour du part (JASPER et al., 1975). Dans les premiers jours suivant le part il y a
diminution de la concentration en cellules polynucléaires neutrophiles circulantes et
diminution de I’afflux de de lymphocytes dans la mamelle (JASPER et al., 1975).

3 -Analyse bactériologique
3.1. Qualité d'échantillonnages
3.1.1. Prélevements corrects :
La majorité des mammites ont une origine mono microbienne. Cependant
I’existence d’associations de deux especes bactériennes lors de mammites cliniques a été
démontrée (BIND et al., 1980). Par contre la présence de trois espéces différentes ou plus
révele une contamination initiale de 1’échantillon.

Dans notre étude, 33.3% des prélevements du lait issus de mammites cliniques
contenaient une seule espece bactérienne. Ce taux est généralement faible vu que le caractére
mono microbien des mammites clinique. En effet, notre taux est plus faible par rapport aux
autres taux annoncés par d’autres auteurs ; 56,5 % par (BAULEZ, 2006), 44,26% par
(CHERIFI, 2014) et 54,3% par (ARSENAULT et al., 2008).
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Les mammites cliniques dues a 1’association de deux germes représentent 56,7% des
prélevements. Dans ce cas, les staphylocoques mannitol positifs sont isolés dans 29,4%
(10/34) des cas. Les staphylocoques mannitol négatif viennent ensuite, ils représentent 20,6%
(7/34) des germes d’association.

L’association de 2 espéces bactériennes dans 56,7% des préléevements constitue un
taux nettement supérieur a ceux rapportés par (MALINGUE, 2006 ; SEGURA, 2006 ;
BAULEZ, 2006) qui ont enregistré respectivement des taux de co infection de 5,3%, 6,9% et
22,2 %.

La différence de nos résultats par rapport aux autres études est expliquée par la
différence dans la technicité du laboratoire (personnes, matérielles) et la méthodologie utilisée
pour I’isolement bactérien ainsi que le nombre d’échantillons.

3.1.2. Prélevements contaminés :

Les prélevements ont été réalisés par les vétérinaires ou par les éleveurs eux-
mémes. La technique de prélévement peut donc varier d’un cas a 1’autre, en particulier en
matiere de précautions aseptiques.

Au cours de la présente étude, les prélévements ont été considérés « contamingés »
(plus de 2 types bactériens isolés) dans 10 % des cas. Ce taux peut donc étre considéré comme
plus é¢élevé qu’il ne pourrait I’étre si les vétérinaires seuls avaient réalisé les prélevements.
Cependant, cette valeur est cohérente avec des études similaires ; 11% par (BAULEZ, 2006)
et 12,1 % pour (SEGURA, 2006).

La difficulté¢ d’éviter toute contamination dans des élevages ou les mesures
d’hygiene sont mal appliquées et ou les conditions de prélevement sont difficiles (éclairage
insuffisant, mouvements d’animaux, poussieres dans 1’air) a été souligné par (NEAVE, 1975)
et peut étre expliqué les pourcentages élevés des échantillons contaminés.

En revanche, notre taux de contamination est supérieur a celui annoncé par
(ARSENAULT et al., 2008) qui ont constaté un taux de 0,1%, et (MALINGUE, 2006) qui a
constaté un taux de 2,2%. Le faible pourcentage de prélévements contaminés signe une bonne
maitrise du geste du prélévement.

3.1.3. Prélevements stérile :

Sur les 30 échantillons du lait provenant de brebis atteintes de mammites, aucun
prélevement, a montré sa stérilité. En revanche, des taux de stérilité largement supérieurs
37% et 30,1% ont été constatés respectivement par (ARSENAULT et al., 2008 ; BANAH,
2007).
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L’absence de culture bactérienne peut étre expliquée de plusieurs manieres : Tout
d'abord, I'inflammation est d'origine traumatique (le prélevement est vraiment stérile).

Le prélevement ressort stérile bien que I’étiologie soit infectieuse : la premiere
éventualité est la présence d’antibiotiques dans le lait qui empéchent les germes de cultiver.

On peut aussi envisager le cas d’'une mammite infectieuse pour laquelle le lait est
réellement stérile au moment du prélévement car le germe a été éliminé naturellement, les
bactéries produisent des endotoxines responsables des symptdmes qui ne sont libérées
quapres la lyse des corps bactériens. Ainsi au moment ou la mammite s’exprime
cliniqguement, la plupart des bactéries responsables sont déja détruites (EBERHART et al.,
1979). On pourrait ainsi sous-estimer 1’incidence des mammites a entérobactéries dans notre
étude ou E. coli est la troisieme espece bactérienne responsable de mammite.

Le milieu de culture peut étre inapproprié pour certaines especes bactériennes aux
exigences de culture particuliéres.

Autre éventualité c’est que l’origine de la mammite est virale et/ou n’est pas
bactrienne.

3.2. Importance des différentes especes bactériennes :

Les cas de mammites cliniques chez les petits ruminants sont rares. Chez la
brebis, selon (MARCO MELERO, 1994), il reléve la nette prépondérance de Staphylococcus
aureus, isolé dans 16,7 a 57,5% des cas. Puis, les staphylocoques coagulase négative (SCN),
"pathogenes mineurs”, sont isolés dans 10.3 a 52,6 % des cas de mammites cliniques. La
fréquence des streptocoques, pasteurelles et E. coli est faible.

Au total, I'étiologie des mammites cliniques des ovins présentes des différences
importantes par rapport a la vache laitiére, I'ensemble des pathogenes majeurs de la vache
étant retrouvé chez les petits ruminants avec des prévalences différentes (BERGONIER et
al., 1997):

-Dominance des staphylocoques et en particulier de S. aureus, B l'origine de
mammites sur —aigues et sub-aigues,

- Role avéré des SCN comme agents, fréquents et de pathogénicité variable, de
mammites aigues et sub-aigues,

- Role réduit des streptocoques, pathogenes majeurs trés fréquents chez la vache
laitiére,

- Réle trés faible des entérobactéries, et des germes a Gram négatif en général.
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- Au cours de la présente étude, les germes pathogenes majeurs ont été isolés avec une
fréquence de 56,8% (25/44) de I’ensemble des germes isolés. Alors que les germes mineurs
ont été isolés avec pourcentage de 43,2% (19/44).

En effet, les especes bactériennes rencontrées dans notre étude par ordre décroissant
sont :

Staphylococcus mannitol positifs (Staphylococcus aureus) (38,6%), staphylocoques
mannitol négatifs (22,7%), Escherichia coli (18,2%), Salmonella spp (15,9%) et Proteus
vulgaris (4,5%), cela corrobore avec la majorité des études.

Ce qui confirme I’hétérogénéité des résultats entre les différentes études, c’est le
résultat de (BAULEZ, 2006), qui a constaté que les staphylocoques a coagulase négative sont
les germes majeurs dans les mammites cliniques avec une prévalence de 33,6%, suivi par
Staphylococcus aureus avec une fréquence de 19,5%.

3.2.1. Staphylococcus mannitol positifs (Staphylococcus aureus) :

Staphylococcus aureus induit des mammites avec une atteinte marquée de 1’état
général, une mamelle chaude, indurée avec un lait aqueux brun plus ou moins purulent. Dans
des cas suraigus, une nécrose et une gangréne de la mamelle peut étre observée. Les formes
chroniques entrainent atrophie, induration et abcés de la mamelle. Lorsqu’on parcourt le peu
de littérature disponible sur les mammites cliniques chez les petits ruminants, on envisage le
role important de la traite dans la transmission de cet agent pathogene.

En réalité, en présence d’une mammite gangreneuse, il faut toujours rechercher la
présence de S. aureus car c’est une forme de mammite typique de cette bactérie (GYLES et
al., 2010).

Staphylococcus aureus est I’espéce bactérienne dont 1I’importance est variable d’une
étude a une autre. On peut néanmoins remarquer que dans la plus part des études, S. aureus
fait partie des principales especes bactériennes responsables des mammites cliniques et sa
fréquence varie de 16,7 a 57,5% (MARCO MELERO, 1994).

Cette étude montre que le principal germe responsable des mammites cliniques des
ovins laitiers est Staphylococcus aureus, avec une fréquence de 38,6%, ce qui confirme sa
place importante parmi les germes pathogenes majeurs. Ce résultat est conforme aux
proportions obtenues par (DORE et al., 2016) qui a constaté en Italie un taux d’isolement de
S. aureus de (39,8%). De méme, (MAHFOOZE, 1989) a montré que les S. aureus étaient

présents avec prévalence de 36,6%.
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D’autre part, Nos résultats sont supérieurs a ceux rapportés en Algérie par
(CHERIFI, 2014) 33,9%, en Canada par (ARSENAULT et al ., 2008) 23%, et en Irak par
(Al- KUBAYSI, 2000) 13,17%.

En parallele, les travaux de plusieurs auteurs (WATSON et al., 1990 ; MORK et al.,
2007 ) ont montre des taux d'isolement de S. aureus tres éleve 65.3% et 90% respectivement.

Les infections & Staphylococcus aureus sont principalement rencontrées dans les
troupeaux ou les mesures d’hygiéne sont peu appliquées (BARTLETT et MILLER, 1993).

3.2.2. Staphylocoques mannitol (coagulase) négatifs) :

En deuxiéme position, on trouve les Staphylocoques a coagulase négative (22,7% des
isolements bactériens), germes que l'on isole dans les cas de mammites cliniques mais
représentant l'espéce la plus fréquente dans les mammites subcliniques des ovins laitiers
(BERGONIER et al., 2003).

Notre taux était cohérent avec ceux enregistrés par (BANAH, 2007), qui a constaté un
taux similaire & notre taux (22%).

En réalité, On pourrait expliquer ce pourcentage €levé des SCN obtenu dans notre
étude (22,7%) par le fait que les préléevements ont été conservés au congélateur a -20° C
pendant plusieurs semaines méme si les avis sont controversés. En effet, les travaux de
(SCHUKKEN et al., 1989), montrent qu’une conservation des prélévements du lait par
congélation a -20° C pendant 4, 8 & 12 semaines, entrainerait une diminution de la fréquence
d’isolement des entérobactéries et une augmentation de la fréquence des staphylocoques a
coagulase négative.

La prévalence de ces Staphylocoques a coagulase négative dans les mammites
cliniques varie selon les études. L'étude américaine de (KIRK et al., 1996) et algérienne de
(CHERIFI , 2014), n'en décelent que 5% et 10,17% successivement , alors que I'étude
espagnole de (MARCO et al., 1991) et italienne de (DORE et al., 2016) estiment leur
prévalence a 48,8% et 39,9% respectivement.

Des études a l'instar de (BAULEZ, 2006) et celle de (DORE et al., 2016) ont constaté
que les SCN sont les plus incriminés dans les mammites cliniques et se contraste avec les
études précédentes qui décrivent un isolement préférentiel de S. aureus, puis viennent les
SCN.

Traditionnellement, les SCN étaient considérés comme pas ou peu pathogene pour la
glande mammaire, en particulier chez la vache. Cependant, des études récentes ont montre

I’importance de ce groupe dans 1’étiologie des mammites cliniques ovines (FTHENAKIS et
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JONES,. 1990). Particulierement, ce sont surtout les Staphylococcus epidermidis qui ont été

décrit comme responsable d’atteintes cliniques (DEINHOFER et PERNTHANER, 1995).
L’incidence de ces bactéries considérées comme des pathogeénes mineurs n’est

donc pas a négliger et elles sont de plus en plus incriminées dans les cas de mammite clinique.

Il semble donc nécessaire de prendre en compte I’impact de ces bactéries. Leur
contrdle est principalement basé sur le trempage des trayons apres la traite et sur le traitement
au tarissement (HARMON et LANGLOIS, 1989).

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

3.2.3. Escherichia coli :

Dans notre étude, parmi les entérobactéries isolées de mammites cliniques,
Escherichia coli est la plus fréquemment isolée et qui vient en troisieme position, (18,2% des
isolements bactériens), notre constatation est en accord avec celle de (CHERIFI, 2014) en
Algérie qui a noté une prévalence de 20,03%.

Selon les travaux de plusieurs auteurs (LAFI et al., 1998 ; WHITE et HINCKLEY,
1999; BAULEZ, 2006 ), E. coli comme d’autres bacilles a Gram négatif sont aussi la cause
des mammites chez les petits ruminants, mais a une échelle moins importante, avec des
fréquences allant de 1.6% a5 %

Il faut noter qu’E. Coli apparait étre un pathogene peu rencontré, responsable de
formes aigués et chroniques chez la brebis, contrairement a la situation chez la vache ou E.
coli est fréqguemment responsable de mammites environnementales seéveres au part et en début
de lactation (BURVENICH, 2003).

3.2.4. Salmonella spp :

Le genre Salmonella spp a une faible prévalence dans le cas de la mammite chez les
chévres et les moutons, cependant, la salmonellose est considéree comme la maladie la plus
couramment associée aux epidémies d'intoxication alimentaire (MACHADO, 2018)

Au cours de la présente étude, parmi les entérobactéries isolées, Salmonella spp vient
en quatriéme position, avec un taux d'isolement de 15.9%. ce qui cohérent avec celui obtenu
en Ethiopie 17 %par (HAFTAY et al., 2016). En réalité, ce taux est trés alarmant, vu que la
quasi-totalité des études indiquent la présence minime 5% (FOTOU et al., 2011) ou
I'absence totale de Salmonella spp. au lait cru de brebis, 0% (MUEHLHERR et al., 2003).
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3.2.5. Autres germes :

Les autres germes rencontrés avec des fréquences plus ou moins faible comme les
Proteus vulgaris 4,5 %, ce résultat est presque similaire avec celui de (LAFI et al., 1998).
Ces bactéries ont une faible importance dans 1’étiologie des mammites cliniques.

4-Antibiorésistance

A la suite de la lecture des résultats de ’antibiogramme, on a trouvé que les 12
souches de S. aureus testées présentaient un taux de résistance élevé vis-a-vis la Pénicilline G
(83,3%). D’autre part, aucune résistance a la Gentamicine. Par contre ces souches paraissent
relativement sensibles au reste des antibiotiques, 1I’Erythromycine (83,3% de sensibilité),
Oxacilline (75%). la Tétracycline (66,7%).

En réalité, la relation entre 1’utilisation des antibiotiques et la résistance n’est pas
toujours aussi simple a établir, selon (PEYRAT, 2008).

En ce qui concerne I’Algérie, le taux de résistance observé dans notre étude pour la
pénicilline G (83,3%) est en accord avec celui constaté en Algérie par (CHERIFI ,2014)
80,65% et celui constaté en Irak par (HAMMADI et YOUSIF, 2013) 82,4%.

En plus, (RAHAL, 2001) rapporte une fréquence compatible avec la fréquence
constaté au cours de notre étude (83,5%) des souches de Staphylococcus aureus d’origine
animale (les types d’animaux et de prélévements ne sont pas précisés). La résistance détectée
chez les Staphylocoques isolés de mammites concerne toujours la pénicilline G. Ce résultat
est en relation avec une utilisation accrue et incorrect de cet antibiotique dans les traitements
systémique et local, ceci peut mener au développement de la résistance dd a la production des
enzymes de Peénicillinase des bactéries de S. aureus (QUINN, 2004).

En revanche, plusieurs études ont rapportees des taux de résistance la pénicilline G
largement inférieur au notre surtout dans les pays industrialisés ; (23,9%) (ALIAN et al.,
2012).

Au cours de notre étude, toutes les souches qui font objet de 1’antibiogramme étaient
sensibles a la Gentamycine, cela renforce les résultats obtenus par (CHERIFI, 2014) en
Algérie, et (BANAH, 2007) au Sénégal qui ont aussi constaté un taux de résistance de 0%
pour cet antibiotique. Pour la Gentamycine, cela peut étre di a I’interdiction de 1’utilisation de
cet antibiotique dans le traitement des élevages. En Algérie cet antibiotique a été suspendu de
I’homologation depuis 1’année 2006.

Par conséquence, le Gentamicine fait figure d’antibiotique de choix. Nos résultats
corroborent ceux de (HAMA, 2006) qui qualifie 1’efficacité de la Gentamicine, comme
excellente face aux Staphylocoques.
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Notre taux de résistance pour I’Erythromycine est de (16,7%), est presque similaire a
celui annoncé par 16,13% par (CHERIFI, 2014).

Notre taux de résistance pour I’Erythromycine est de (16,7%), est presque similaire a
celui annoncé par 16,13% par (CHERIFI, 2014). En revanche, ce taux est nettement
supérieur par rapport I'étude de (HAMMADI et YOUSIF, 2013) qui ont constaté absence de
résistance pour 1I’Erythromycine, notre taux de résistance pour 1I’Erythromycine est alors
devient alarmant.

Pour I’Oxacilline, notre taux est de (25%) est Iégérement plus élevé que celui rapporté
par (CHERIFI, 2014) (19,3%).

En fin, on a constaté que le taux de résistance a la Tétracycline était de 33.3%, ce taux
est Iégerement cohérent avec ceux annoncés par (CHERIFI, 2014) 29,04% et (KADJA et al.,
2013) 37,5%, par contre, il est inferieur par rapport celui enregistré par (BANAH, 2007)
58,3%

Néanmoins, il est important de noter qu’une bonne sensibilité in vitro ne garantit pas
une guérison in vivo. A ce propos, pour les mammites due aux Staphylocoques, les taux de
guérison bactériologique obtenus in vivo atteignent au plus 60 a 70 % (BOUCHOT et al.,
1985). D’apres les mémes auteurs, cette inconstance serait due a la localisation intracellulaire
de ces bactéries, leur état presque toujours encapsulé qui rendrait leur accés par les
antibiotiques difficiles.

SEARS et al. (1987), expliquent, dans leurs travaux qu’en plus de cette tendance a vivre a
I’intérieur de la cellule, S. aureus, dans 1’organisme vivant, a la tendance a se retrancher dans
des microabces localisés dans la mamelle d’ou la difficulté a guérir tous les cas de mammites

due a S. aureus par I’antibiothérapie.
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1/Conclusion

La mammite chez les petits ruminants est importante du point de vue de 3
perspectives : économique (mortalité des animaux, codts du traitement, réduction de la
quantité et de la qualité du lait) ; hygiénique (risque d’infection ou d’empoisonnement des
consommateurs en consommant du lait contaminé) et juridique (définitions de la qualité
bactériologique du lait).

La bactériologie apporte un diagnostic de certitude, mais sa mise en ceuvre est
complexe car elle nécessite un équipement adapté et un personnel qualifie. De plus son co(t
reste trés €levé et le retour de I’information a I’éleveur n’est pas immédiat.

L'analyse bactériologique du lait mammiteux met en évidence la prédominance des
Staphylocoques ; SCP (38,6%) et SCN (22,7%). Cela est di probablement a ’absence de
I’application des régles de base de lutte contre les mammites (hygiéne adéquate). C’est ainsi
gue ces germes contagieux continuent a circuler. Ensuite, les Entérobactéries ; E. coli (18,2%)
et Salmonella spp. (15.9%) qui prennent une importance grandissante dans 1’étiologie des
mammites cliniques. Cela est a relier aux conditions de logement des animaux.

Au point de vue épidémiologique, on a constaté que les mammites cliniques
surviennent surtout durant dans le premier mois post partum, et que le risque des mammites
cliniques, augmente avec 1’dge, ou plus exactement, avec le nombre de lactations des
animaux.

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

Par conséquent, une bonne attention et de bonnes pratiques de gestion sont nécessaires
pour controler 1’apparition de la maladie. L’isolement et I’identification corrects de
I’organisme responsable jouent un role important dans le controle de la maladie.

2/Recommandation :

» Traitement précoce et adapté des mammites cliniques : Il a pour but bien sdr de guérir
la brebis malade et de limiter la gravité des 1ésions mais aussi de stopper I’excrétion
des germes contaminants et éviter le passage & la chronicité. Il faut traiter

systématiquement les mammites cliniques en respectant les regles de base (traitement
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avec antibiotique précoce, massif et soutenu effectué apres des traites completes,
nettoyage et désinfection des quartiers a traiter).

L'antibiotique de choix est celui qui ne présente pas de résistance a l'antibiogramme. Il
doit étre un produit qui est facilement vehicule dans la glande mammaire avec un prix
optimal.

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

Un quartier fibrose (non fonctionnels).

Plusieurs mammites cliniques durant une lactation (mammites récidivantes).

Un ou plusieurs quartiers restés infectés apres un traitement correct.

Respecter la période de tarissement pour optimiser la lactation suivante

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

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

On peut penser que la mise en place ces mesures systématiques diminuera la

prévalence des mammites et de certains germes.
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Annexe (1)

Matériel de préléevement et d’analyse

1-Milieux déshydratés

YV V. V V V V

Mannitol salt agar (Gélose hyper salée au mannitol)
Gélose de Héktoen

Gélose TSI (IPA)

Nutritive inclinée (GNI)

Bouillon cceur cerveau (BHIB)

Citrate de Simmon

2-Solutions

YV V. V V V

Eau physiologique a 0,9%
Eau distillée

Ethanol a 95%

Huile & immersion

Les colorants de Gram

3-Matériel usuel

3-1- Matériel jetable

YV V. V V V V

Gant en latex

Papier buvard

Pipettes pasteur steriles

Lames et lamelles couvre-objet
Boites pétri stériles (90 mm)

Pots prélévement stériles.

3-2-Matériel stérilisable

>
>
>
>

Tubes a essai
Flacon de 250 ml
Fioles de 500 ml

Ciseaux



4-Equipements

Y

YV V.V V V V V V V V VYV VY

Microscope optique
Poire

Anse de platine
Bec bunsen

Etuve réglable
Balance de précision
Marqueurs

Portoir

Bain-marie

Plaque chauffante
Stérilisateur
Autoclave

Réfrigérateur



Annexe (2)

Préparation des Milieux de culture utilisés

Techniques de préparation des différents milieux de culture utilisés pendant 1’étude :

1-Bouillon ceeur-cervelle (BHIB)

Est un milieu a base d'infusion de cultiver un grand nombre de microorganismes (bactéries,

levures et moisissures)

Le BHI Broth with Fildes Enrichment est un milieu nutritif tamponné, a base d'infusions de
tissus de cceur et de cervelle et de peptones, qui apporte les protéines et les autres nutriments

nécessaires a la croissance des microorganismes exigeants
Préparation

» Verser 18.5 g de poudre dans 500 ml d'eau distillée

porter a ébullition jusqu'a dissolution complete-

repartir la solution dans les récipients adéquats (tubes ou flacons).-
stériliser 15 minutes & 121°C l'autoclave-

YV V V V

refroidir a température ambiante-

2) Mannitol Salt agar (Gélose hyper salée au mannitol)

Est utilisée pour 1’isolement sélectif des staphylocoques et la détection des Staphylococcus

aureus a partir d'échantillons cliniques
2-1-Principes :

Méthode microbiologique. La Mannitol Salt Agar est une préparation élaboree par Chapman
pour différencier les staphylocoques coagulase positifs (p. ex. Staphylococcus aureus) des
staphylocoques coagulase négatifs. Elle est utilisée pour isoler les staphylocoques provenant
d’échantillons cliniques, de cosmétiques et pour les tests de dénombrement des

microorganismes.
2-3- Préparation :

» Verser 55.5g de poudre dans 500 ml d'eau distillee,-

» Porter a ébullition jusqu'a dissolution compléte, -



Stériliser 15 minutes a 121°C l'autoclave,-
Refroidir a 50°C. -
Verser environ 15 ml du milieu complet dans des boites de pétri stériles,-

Laisser se solidifier, juste avant I'emploi,-

YV V. V VYV V

Sécher soigneusement les boites de milieu gélose, de préférence aprés avoir retiré les
couvercles,

Retourner les boites dans une enceinte de séchage jusqu'a ce que la surface de la
gélose soit exempte d’humidité visible.

A\

3- Gélose de Héktoen:

La gélose Hektoen est un milieu sélectif permettant 1’isolement et différenciation des
entérobactéries pathogeénes a partir des prélevements biologiques d’origine animale, des eaux,
des produits laitiers et des autres produits alimentaires. Elle est également utilisée dans le
domaine de la santé animale dans le cadre de la recherche des salmonelles chez les
mammiferes. Ce milieu est particulierement adapté a la culture des Shigella. Il évite

I’envahissement par les Proteus.
3-1- Principes:

-L’inhibition de la flore a Gram positif est due a la présence des sels biliaires qui peuvent
également inhiber Iégerement la croissance de quelques souches de microorganismes a Gram

négatif.

-Le milieu contient trois glucides : lactose, saccharose et salicine. La forte concentration en
lactose favorise la visualisation des entérobactéries en évitant le probleme des fermentations
tardives. Les autres glucides ont ét¢ introduits afin d’assurer une différenciation plus
performante et de réduire la toxicité engendrée par les indicateurs colorés, de maniere a
obtenir une excellente récupération des Shigella. -En présence de thiosulfate de sodium, les
microorganismes producteurs de sulfure d'hydrogéne réduisent le citrate ferrique ammoniacal
et se manifestent par un noircissement dit a 1’apparition de sulfure de fer au centre des
colonies. * Le systéme d’indicateurs colorés, composé de bleu de bromothymol et de fuchsine
acide permet de colorer en jaune orange les entérobactéries lactose-positif et en bleu vert les

lactose-négatif.

3-2-Préparation



Verser 38.5 g de poudre dans 500 ml d'eau distillée, porter a ébullition jusqu'a dissolution
compléte, Ne pas autoclaver , refroidir a 50°C.Verser environ 15 ml du milieu complet dans
des boites de pétri stériles, laisser se solidifier,

Juste avant I'emploi, sécher soigneusement les boites de milieu gélose, de préférence apres
avoir retire les couvercles, retourner les boites dans une enceinte de séchage jusqu'a ce que la

surface de la gélose soit exempte d'humidité visible.

4- Gélose TSI:

La gélose TSI (Triple Sugarlron) permet I’identification des entérobactéries par la mise en
évidence rapide de la fermentation du lactose, du glucose (avec ou sans production de gaz), du

saccharose et de la production de sulfure d’hydrogene
4-1) Principes:

Les fermentations sucrées se traduisent par une acidification qui fait virer au jaune le rouge de

phénol (indicateur pH)
- Les germes qui fermentent le lactose ou le saccharose font virer au jaune la pente du tube.

- Les microorganismes ne fermentant aucun des trois sucres ne modifient pas la couleur du

milieu.

- La production de sulfure d'hydrogene se manifeste dans le culot par 1’apparition d’une
coloration noire de sulfure de fer qui est due a la réduction du thiosulfate en présence de

citrate ferrique.

- La production de gaz (hydrogene, dioxyde de carbone) résultant des fermentations sucrées

se traduit ou bien par I’apparition de bulles ou bien par la fragmentation de la gélose
4-2-Préparation:

» Mettre en suspension 30,05 g de milieu déshydraté dans 500MI d’eau distillée
ou déminéralisée.

» Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et 1’y maintenir
durant le temps nécessaire a sa dissolution.

> Répartir en tubes. - Stériliser a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.



> Incliner les tubes de maniére a obtenir un culot de 3 cm de hauteur et une pente
oblique.
» Formation d’une coloration noire entre le culot et la pente ou le long de la

pigdre.

5- le milieu citrate de simmons :

Ce milieu permet 1’étude de I’utilisation, par la bactérie, du citrate (acide organique) comme

seule source de carbone.
- Principe :

Le principe du milieu repose sur l'aptitude de certains microorganismes a pouvoir se
développer avec le citrate comme seule source de carbone et d'énergie

le métabolisme du citrate est visualisé par le virage de I'indicateur coloré au bleu.

-> préparation

Dissoudre 10,5 g de poudre dans 500 ml d'eau distillée,
Mélanger jusqu'a I'obtention d'une suspension homogeéne,
Chauffer lentement, en agitant fréqguemment,

Puis porter a ébullition jusqu'a dissolution compléte

YV V. V V V

Répartir a raison de 3 a 5 ml par tube et stériliser a l'autoclave a 121 C pendant 20
minutes, laissé refroidir en position inclinée

- Ensemencement

> Par stries sur la pente a ’aide d’une pipette Pasteur fermée.

> Incuber 24 heures a 37°C, bouchon dévissé.

6- gélose nutritive :

-> principes:

Relativement simplifiée, la formulation apporte les éléments nutritifs nécessaires a la

croissance d’une grande variété de germes non exigeants.

—> préparations :
» Mettre en suspension 20,0 g de milieu déshydraté (BK185) dans 1 litre d’eau

distillée ou déminéralisée.



» Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et 1’y maintenir
durant le temps nécessaire a sa dissolution.
> Répartir en tubes ou en flacons.

» Stériliser a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

7-Mueller-Hinton(MH)

- Principe:

La gélose Mueller-Hinton est le milieu de référence pour les tests de sensibilité des germes 7-

aux antibiotiques et sulfamides.

- Préparation:

Verser 19 g de poudre dans 500 ml d'eau distillée-

Porter a ébullition jusqu'a dissolution complete-

Repartir la solution dans les récipients adéquats (tubes ou flacons).-

Stériliser 15 minutes a 121°C l'autoclave

YV V. V VYV V

Refroidir a température ambiant



Annexe (3)

Technigues microbiologiques et biochimigues

1-Technique de la coloration de Gram

1-Réalisation de frottis

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

> Poser la lame séchée sur le portoir reposant sur un bac de coloration.
2-Réalisation de la coloration

Voici succinctement les différentes étapes de cette coloration :
Coloration par le violet de gentiane.

Laisser agir de 30 secondes a 1 minute. Rincer a I'eau de robinet.

YV V V V

Mordangage au lugol (solution d'iode iodo-iodurée): étaler le lugol et laisser agir 30

secondes ; Rincer a I'eau de robinet.

> Décoloration (rapide) a l'alcool (+acétone): verser goutte a goutte un mélange alcool-
acétone sur la lame inclinée obliquement, et surveiller la décoloration (5 a 10
secondes). Rincer sous un filet d'eau de robinet.

> Recoloration a la fuchsine. Laisser agir de 30 secondes a 1 minute. Laver doucement a
I'eau de robinet.

» Seécher la lame et Observer au microscope optique a objectif 100 a immersion
(grossissement x1000).

- Lecture
> Une coloration VIOlete ey €S bactéries a gram positifs
» Une coloration rose )  des bactéries a gram négatifs

2-Recherche de ’oxydase

- Principe

Ce test permet la mise en évidence d’une enzyme qui est la (phényléne diamine oxydase) de

la bactérie a partir de leur culture en milieu gélosé



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

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

A T’aide de I’effilure d’une pipette pasteur, prélever une colonie et la déposer sur une
bandelette imprégnée par un réactif pour la recherche de 1’oxydase ((NNNN tetramethyl-p-

phényléne-diamine dichlorohydrate (oxoide).

3-Test de la catalase :

- Principe

En présence d’oxygeéne moléculaire, certaines réactions métaboliques conduisent a la
formation de 1’eau oxygénée. La catalase est une enzyme qui dégrade 1’eau 0Xygénée en eau

et en oxygene.
- Mode opératoire

A l'aide d'une anse de platine, Une colonie bien isolée est déposée sur une lame porte-objet

propre avec une goutte d'eau oxygénee a 3%.
- Lecture

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

30 secondes.

4-Ensemencement de la gélose TSI (Triple Sugar Iron)

- Principe

La recherche de la fermentation des sucres s&#39;effectue sur la gélose au citrate de fer et
aux trois sucres communément appelée la gélose TSI, ce test nos renseigne sur 1’aptitude de
production du sulfure de hydrogene(H2S), et la capacité d’utiliser les sucres comme source de

carbone avec ou sans production de gaz par les bactéries.
- Mode opératoire

En utilisant une ou deux colonies de confirmation, on ensemence en stries la pente de milieu

puis le culot par une pigdre centrale jusque au fond de la gélose.



Incuber a 37°C pendant 24 heures et prolonger jusque 2 jours si nécessaire.
- Lecture

La fermentation de ’'un des sucres va engendrer des sous-produits qui sont généralement
acides, ce qui va entrainer un changement de couleur du milieu vers le jaune (virage au jaune
de la rouge phénol), la production de gaz se traduit par I’apparition des bulls de gaz, et le

milieu est completement séparé ou soulevé.

5-Test de utilisation du citrate Simmons (CIT) :

C’est réalisé dans le milieu citrate de simmons que permet 1’étude de I’utilisation par la

bactérie du citrate (acide organique) comme seule source de carbone.
- Principe :

Le principe du milieu repose sur l'aptitude de certains microorganismes a pouvoir se
développer avec le citrate comme seule source de carbone et d'énergie le métabolisme du

citrate est visualisé par le virage de l'indicateur coloré au bleu.
- Mode opératoire :
Par Ensemencement

» Par stries sur la pente a I’aide d’une pipette Pasteur fermée.

» Incuber 24 heures a 37°C, bouchon dévissé.



Annexe (4)

® Questionnaire methodes d'élevage :

Identification de I’élevage :

Nom de ’éleveur :

Adresse :

Caracteéristique de I'exploitation

Brebis
¥ nombre de total : ..........coevrreeeeeein.. dont ......primipares
Y ACE e
Batiment :
Stabulation
Libre [
Entravée [J

Etat de propreté
Mauvais [
Moyen [
Bon O

Nature du sol :

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

Equipements :
Mangeoires :
Abreuvoirs :
Alimentation

Parcours forestier, chaumes :
Fourrage :

Paille :



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

Transition alimentaire autour de la mise bas

Mammites :

e Fréquence des mammites dans 1’élevage :

e Saison :

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

e Endébutdelactation [ ]
Enpic de lactation [ ]

En fin de lactation |:|

(P Détection

» Observation quotidiens des animaux aux :
Logement Oui [1 non (]
Lors de traite Oui [ non [J
» Symptomes d’appel :
Animaux tristes, prostrés ? Oui [J non [
Observation de lamamelle ? ~ Oui [1 non [
Palpation de la mamelle ? Oui [T non [
Observation des premiers jets ? Oui [J non [
» Devenir de 1’animal
Tarissement du quartier atteint
Tarissement des 2 quartiers
Réforme (nombre/an)
Séparation de I’animale
Traite en dernier
(P Traitement
» Intervention d’un vétérinaire ou technicien :
Utilisation de seringues intra-mammaires :
Modalité d’utilisation des seringues :

- vidange préalable du quartier



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

non [ Si oui, quels sont les produits ..............ccoooeiiiiiiiiiiin...

(PMortalité :

Nombre de morts suite & une mammite clinique / an :



Annexe (5) : Caractéristiques des troupeaux visitées

N de espece L’age Mois du Moment
prélévement animale prélévement d'apparition de la mammite
1 Brebis 2 ans Janvier 6 jr apres la mise
bas
2 Brebis 3ans Janvier 5 jr apres la mise
bas
3 Brebis 1 ans Janvier 1 semaine apreés la
mise bas
4 Brebis 5ans Janvier 5 semaines apres la
mise bas
5 Brebis 1 ans Janvier 6 semaines apres la
mise bas
6 Brebis 3ans Janvier 1 semaine apreés la
mise bas
7 Brebis 4 ans Janvier 2 semaines apres la
mise bas
8 Brebis 3ans Février 4 semaines apres la
mise bas
9 Brebis 4 ans Février 1 mois arés la mise
bas
10 Brebis 2 ans Février 2,5 mois apres la
mise bas
11 Brebis 1 ans Février 1 semaine apreés la
mise bas
12 Brebis 4 ans Février 6 semaines apres la
mise bas
13 Brebis 3ans Fevrier 2 semaines apres la
mise bas
14 Brebis 3ans Fevrier 4 semaines apres la
mise bas
15 Brebis 4 ans Fevrier 7 semaines apres la
mise bas
16 Brebis 2 ans Mars 1 semaine apres la
mise bas
17 Brebis 5 ans Mars 1 semaine apres la
mise bas
18 Chevre 2 ans Mars 6 semaines apres la
mise bas
19 1,5ans Mars 3 semaines apres la
Brebis mise bas
20 3 ans Mars 2 semaines apres la
Brebis mise bas
21 3ans Avril 6 semaines apres la

Brebis

mise bas




22 5ans Avril 7 semaines apres la
Brebis mise bas

23 4ans Avril 3 mois apres la mise
Brebis bas

24 3ans Avril 4j apres la mise bas
Brebis

25 4 ans Auvril 4 semaines apres la
Brebis mise bas

26 4 ans Juin 3 semaines apres la
Brebis mise bas

27 1,5ans Juin 2 semaines apres la
Brebis mise bas

28 2 ans Juin 3 mois apres la mise
Brebis bas

29 4 ans Juillet 2,5 mois apres la
Chevre mise bas

30 1,5 ans Juillet 5 semaines apres la

Chévre

mise bas




Annexe (5)

Photo01 : Prélevement positif sur milieu de Chapman

Photo02 : Prélevement positif sur milieu de Hektoen




Photo 03 : Résultat de I’antibiogramme

Photo 04 : Résultat positif de test catalase




Photo 05 : Résultat de Coloration de GRAM

Photo 06: Resultat positif de test citrate de Simmon




Photo 07 : Résultat positif de test TSI Photo 08 : Résultat positif d’indole



Résumé

L'objectif de cette étude était d’estimer la fréquence et I’importance des différentes espéces bactériennes
responsables des mammites cliniques dans la région de Djelfa (Oulede Abiedallah, Hassi bahbeh) et de mettre en
évidence des faits épidémiologiques et cliniques. Nous avons tenté d’établir deux approches, une approche du
terrain, a travers une enquéte sous forme d’un questionnaire et une approche du laboratoire a I’aide d’un
diagnostic bactériologique chez des brebis atteintes de mammites cliniques.

Une bactériologie de routine a été effectuée sur 30 échantillons du lait de brebis atteintes de mammites cliniques,
les bactéries isolées comprenaient du ; SCP (38,6 %), SCN (22,7 %), E. coli (18,2%), Salmonella spp. (15.9%) et
les Proteus vulgaris (4,5 %). 10 % des échantillons étaient contaminés. La majorité des cas de mammite clinique
se produisent en début de lactation (1-4 semaines) et le risque s'accroit avec le nombre de lactations. L’étude de
la sensibilité de 12 souches de staphylocoques aux antibiotique a montré qu’elles présentaient d’une part, une
résistance élevé vis-a-vis la Pénicilline G (83,3%). Et autre part, une sensibilité totale a la gentamicine.

Mots clés : mammites cliniques, brebis, lait, Bactériologie, Antibiorésistance
Abstract

The aim of this study was to estimate the frequency and importance of the various bacterial species responsible
for clinical mastitis in the Djelfa region (Oulede Abiedallah, Hassi bahbeh) and to highlight epidemiological and
clinical facts. We tried to establish two approaches, a field approach, through a questionnaire survey and a
laboratory approach using bacteriological diagnosis in ewes with clinical mastitis.

Standard bacteriology was performed from 30 Ewes with clinical mastitis. The bacteria isolated were; SCP (38,6
%), SCN (22,7 %), E. coli (18,2%), Salmonella spp. (15.9%) and Proteus vulgaris (4,5 %). 10 % of samples were
contaminated. The majority of cases of clinical mastitis occur early in lactation (1-4 week), and the risk of
clinical mastitis increases with increasing parity. The study of the susceptibility of 12 strains staphylococci to the
antibiotic showed that, on the one hand, they had a high resistance to Penicillin G (83,3%) and, on the other
hand, an total sensitivity to gentamicin..

. Keys words: - clinical mastitis, ewes, milk, bacteriolgy, antibiotic resistance .
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