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Introduction

Les mammites bovines constituent un facteur pathologique dans les
élevages laitiers ou elles occasionnent des pertes économigues
considérables, en raison de la chute de la production laitiere, des pertes
dans l'industrie laitiere ainsi que les colts thérapeutiques et
prophylactiques des animaux (Faye et al., 1994). La connaissance de la
fréquence de l'infection mammaire chez la vache laitiere présente un
intérét majeur pour la définition et l'adaptation des programmes de
maitrise de la pathologie mammaire (Coulon, 1999).

En Algérie, comme dans la plupart des pays, les mammites
constituent une entité pathologique préoccupante. La production laitiére a
connu une évolution spectaculaire durant la derniere décennie (Saidi et
al., 2001). Mais malgré cet effort remarquable, I'Algérie demeure en
dessous de la suffisance en lait. Il reste de ce fait a assurer la qualité
hygiénique du lait qui est tributaire de I'état sanitaire de la glande
mammaire. Pour répondre a ces objectifs, nous avons appliqué la
méthode de dépistage de mammite en utilisant le papier indicateur de
mammites, les analyses microbiologiques et I’antibiogramme pour la
recherche de la sensibilité bactérienne.

Pour realiser I’objectif, nous avons réparti ce travail en deux
parties :

Dans la premiére partie, nous avons essaye de rappeler globalement
les connaissances de la structure, le fonctionnement et I'immunité de la
mamelle et les bactéries pathogenes responsables de mammites.

Dans la deuxieme partie, non seulement nous avons cité les
méthodes des analyses microbiologiques des mammites, mais nous avons
résume en plus les résultats obtenus des réalisations expérimentales sous
forme des tableaux explicatifs des analyses bactériologiques du lait

mammiteux, ainsi que I’antibiogramme.
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Introduction

Enfin nous avons achevé ce travail par une confrontation de ces
résultats avec des normes, pour I’évaluation de cette recherche et valider
les résultats.

Ce travail de recherche a été réalisé tant au laboratoire des sciences
et techniques de production animale de I’universite, qu’au laboratoire

véterinaire regional de Mostaganem.
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Chapitre | : Généralités sur les bovins

1) Alimentation

L alimentation des animaux est basée sur I'exploitation du paturage
naturel d’une maniere rationnelle, quelques endroits paturées durant la
saison des pluies et qui seront réservées pour la saison seche de I’année
suivante afin que le stock de semences puisse se reconstituer.

La complémentation alimentaire est sélective et est limitée aux
vaches laitieres, aux vaches gestantes, aux animaux affaiblis et/ou
malades et aux veaux. Ces animaux recoivent des pellettes, luzernes,
tréfles, I'herbe, et souvent du son de blé et du fourrage. En raison du codt
élevé des compléments alimentaires, la complémentation se fait durant la
saison seche. Par contre, du sel, sous forme de pierre a lécher, est
distribué aux animaux deux fois dans I’année, une fois durant la saison

de pluie et une seconde fois durant la saison froide (Abdelkrim, 2009).

2) Suivi sanitaire

Sur le plan sanitaire, I’intervention s’articule autour de trois axes :
la vaccination, le déparasitage et le traitement des animaux malades. Les
animaux sont vaccinés contre les principales maladies, particulierement
celles qui sont réputées légalement contagieuses a savoir la
péripneumonie contagieuse bovine (PPCB), la pasteurellose septicémique
bovine, ou anthrax

Le déparasitage est systématique Chaque semaine, les animaux
subissent en masse un déparasitage externe par pulvérisation contre les
tiques. Ensuite, deux fois par an, les animaux sont traités contre les
parasites gastro-intestinaux, une premiére fois en début de saison des

pluies, et une seconde fois en début de saison séche. Quant aux animaux
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malades, ils recoivent des traitements appropriés sous la supervision du

vétérinaire en charge du suivi sanitaire (Abdelkrim, 2009).

3) Generalités sur les mamelles

Les mamelles de la vache sont des glandes cutanées spécialisées
dont la fonction est de sécréter du lait.

La mamelle est formée de quarts quartiers qui comportent une
partie purement glandulaire. Le parenchyme mammaire est constitué de
lobes, eux-mémes divises en lobules formés d'acini ou d'alvéoles
glandulaires. Chaque alvéole est constituée principalement d'une couche
monocellulaire (lactocytes) qui est le lieu de synthese du lait.

Les lactocytes entourent la lumiére alveolaire et reposent sur un fin
réseau de cellules myoépithéliales. Sur le bassinet s'ouvrent de nombreux
gros canaux lactiferes qui conduisent le lait vers le trayon au fur et a
mesure que ces canaux remontent vers le haut de la mamelle, ils se
ramifient a la fagon des branches et branchettes d'un arbre. Les canaux les
plus fins et les canalicules débouchent sur les alvéoles.

Le systeme lobulo-alvéolaire est englobé dans un tissu, appelé
stroma, constitué de fibrocytes, d'adipocytes et de fibres de collagéne, la
masse glandulaire épithéliale est une structure transitoire, elle ne se forme
qu'au cours de la gestation, elle produit le lait pendant la lactation et elle

disparait apres le tarissement (Lepage, 1999).
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3.1 Fonctionnement de la mamelle

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

Les alvéoles mammaires sont de petites usines de lait. Elles
travaillent jour et nuit.

Elles prennent les éléments nutritifs nécessaires (glucose, acides
aminés, acides gras, eau et sels minéraux) du sang pour les transformer en
lait qui se collecte a I'intérieur de la lumiére alvéolaire.

Au moment de la traite, les cellules myoépithéliales stimulées par
I'ocytocine se contractent pour expulser le lait de la lumiére alvéolaire a
travers le canal alvéolaire vers les canaux galactophores puis vers le sinus
lactifere (Lee et al ., 1980).

- Aspect de la montée du lait suite a la mise-bas

La lactogenes, ou montée de lait, est le déclenchement de la
sécrétion de lait suite a la mise-bas. Elle s’inscrit dans une succession
d’événement débutant au cours de la gestation, assurant la pénétration de
I’adaptation, non seulement de la mamelle mais aussi de I’ensemble du

métabolisme maternel.

Ainsi, lors de la gestation, la glande mammaire subit une
multiplication et une différenciation des cellules alvéolaires, puis elle
acquiert la capacité a produire du lait lors des derniéres semaines. Dans le
méme laps de temps, on assiste a une véritable déviation du métabolisme
maternel au profit de la mamelle. L’augmentation de la qualité de sang
traversant la mamelle lui fournit les métabolismes nécessaires a la
sécretion du lait. Ces modifications sont sous le contréle de différentes

9
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hormones, principalement des cestrogénes en alternance avec de la
progestérone. Ces hormones stimulent le développement des canaux et
des acini pendant la fin de gestation « ce qui correspond aux dernieres

semaines de tarissement » (Cauty et Perreau, 2009).

3.2 Anatomie de la glande mammaire

La figure 01 représente I’anatomie de la glande mammaire. cette
glande pése 50kg, en moyenne, et en fonction de I’age, sa conformation
constituée de 4 quartiers anatomiquement séparés par des ligaments, ce
qui ne permet pas le passage direct d’une bactérie a I’autre. La synthese
du lait s’effectue dans les alvéoles (vésicules de 100 a 300 microns),
tandis que la capacité de la citerne 1 litre de lait (moyenne), la
distribution du lait dans la mamelle avant la traite est de 60%dans les
alvéoles ,20%dans les canaux ,20% dans la citerne.

La mamelle constitue de lactocytes internes, cellules
myoépitheliales externes, Réseau artério-veineux périphérique (500 litres
de sang /I de lait), Systeme excréteur (canaux galactophores, citerne du

pis, sinus et canal du trayon).
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Figure0l : Schéma de la glande mammaire

(http://www.memoireonline.com/03/12/5537/m_Contribution--I-

évaluation-des-pratiques-frauduleuses-dans-le-lait--la-
reception0.html) consulté le 06/05/2016.

3.3 Anatomie du trayon

La figure 02 représente un Schéma détaillé du trayon. La longueur
de ce dernier est de 3 a 10 cm, tandis que son diamétre estde 2 a4 cm. Le
trayon se compose de : un Repli annulaire (tissu érectile veineux) entre la
citerne du pis et le sinus du trayon, de nombreux vaisseaux et nerfs
(terminaisons nerveuses, mecano et thermorécepteurs), canal du trayon
(Longueur 5 a 13 mm), (Diametre 1 a 2 mm ouvert, 0.4 mm fermé),
kératine tapisse la paroi interne du canal (captation des bactéries),
sphincter terminal, anneau de tissu lymphocytaire, le mamelon ou ostium
papillaire (Ch. Hanzen, 2008).

11



Chapitre | Généralités sur les bovins

Coupe d'un trayon

TRAYON ABIME TRAYON SAIN

‘—% a— - e hassinel

destruction de
la kératine

igsions dues
aux gobelets

ainus du trayon
plawes, gergures, -
Crevassas, vermues

hamatomas —

AVEISIoN,

gphincter mau canal du trayon

Figure 02 : Schéma du trayon
(http://www.memoireonline.com/03/12/5537/m Contribution--

I-évaluation-des-pratiques-frauduleuses-dans-le-lait--la-
reception0.html) consulté le 06/06/2016

4) Généralités sur le lait
4.1. Définition du lait

Selon le congres international de la répression des fraudes
alimentaires a Geneve de 1908 : le lait est le produit intégral de la traite
totale et ininterrompue d’une femelle laitiére bien portante, bien nourrie
et non surmenée. Il doit étre recueilli proprement et ne pas contenir le
colostrum (Debry, 2006).

Le lait contient un nombre variable de cellules ; celles-ci

correspondent a la fois a des constituants normaux comme les globules

12
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blancs, mais également a des éléments d'origine exogene que sont la
plupart des microorganismes contaminants (Gripon et al., 1975).

Les microorganismes, principalement, présents dans le lait sont les
bactéries, mais on peut aussi trouver des levures et des moisissures, voire,
des virus.

De tres nombreuses especes bactériennes sont susceptibles de se
développer dans le lait qui constitue pour elles, un excellent substrat
nutritif. Au cours de leur multiplication dans le lait, elles libérent des gaz
(oxygene, hydrogene, gaz carbonique, etc), des substances aromatiques,
de [P’acide lactique (responsable de [I’acidification en technologie
fromageére), diverses substances protéiques, voire des toxines pouvant étre
responsables de pathologie chez I’lhomme (Institut De L’élevage, 2009).

L'importance et la nature des bactéries contaminants le Iait,
dépendent, de I'état sanitaire de l'animal, de la nature des fourrages
(Agabriel et al., 1995), mais aussi des conditions hygiéniques observées
lors de la traite, de la collecte, de la manutention et de la température de
conservation du lait (Robinson, 2002).

Un lait est considéré comme peu contaminé s'il renferme quelques
centaines a quelques milliers de germes par millilitre, un lait fortement
pollué peut en contenir plusieurs centaines de milliers a plusieurs millions
par ml (Ramet, 1985).

Dans cette microflore contaminante, les bactéries conditionnent le
plus directement la qualité hygiénique ainsi que Il'aptitude a la
conservation et a la transformation de la matiere premiére (Adda., et al
1982).

13
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4.1.1Flore originelle

Le lait contient peu de microorganismes lorsqu’il est prélevé dans
de bonnes conditions a partir d’un animal sain (moins de 103 germes/ml).

A sa sortie du pis, il est pratiguement stérile et est protégé par des
substances inhibitrices appelées acténines a activité limitée dans le temps
« une heure environ apreés la traite » (Cugq, 2007).

La flore originelle des produits laitiers se définit comme
I’ensemble des microorganismes retrouvés dans le lait a la sortie du pis,
les genres dominants sont essentiellement des mesophiles (Vignola,
2002).

Il s’agit de microcoques, mais aussi streptocoques lactiques et
lactobacilles.

Ces microorganismes, plus ou moins abondants, sont en relation étroite
avec I’alimentation (Guiraud, 2003). Et n’ont aucun effet significatif

sur la qualité du lait et sur sa production (Varnam et al., 2001).

Tableau01 : Flore originelle du lait cru

Le tableau 01, regroupe les principaux microorganismes originels

du lait et leurs proportions relatives (Cremo, 2003).

Microorganismes Pourcentage (%)
Micrococcus sp. 30-90
Lactobacillus 10-30
Streptococcus ou Lactococcus <10
Gram negatif <10

14
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4.1.2 Flore de contamination

Cette flore est I’ensemble des microorganismes contaminant le lait,
de la récolte jusqu’a la consommation. Elle peut se composer d’une flore
d’altération, qui causera des défauts sensoriels ou qui réduira la durée de
conservation des produits (Vignola, 2002).

Ces contaminations par divers microorganismes peuvent provenir
de I’environnement: entérobactéries, Pseudomonas, Flavobacterium,
microcoques, corynébactéries, Bacillus, etc., par I’intermédiaire du
matériel de traite et de stockage du lait, par le sol, I’herbe ou la litiére.

Des contaminations d’origine fécale peuvent entrainer la présence
de Clostridium, d’entérobactéries coliformes, et éventuellement,
d’entérobactéries pathogenes: Salmonella, Yersinia. Ceci explique
I’importance d’un contrdle rigoureux du lait (Leyral G. et al., 2007).

D’autres microorganismes peuvent se trouver dans le lait, lorsqu’il
est issu d’un animal malade. Il peut s’agir d’agents de mammites, c'est-a-
dire d’infections du pis : Streptococcus pyogenes, Corynebactérium
pyogenes, staphylocoques, etc. Il peut s’agir aussi de germes d’infection
générale qui peuvent passer dans le lait en I’absence d’anomalies du pis :
Salmonella ; Brucella, agent de la fievre de Malte, et exceptionnellement
Listeria monocytogenes, agent de la listériose, Mycobacterium bovis et
tuberculosis, agents de la tuberculose, Bacillus anthracis, agent du
charbon, Coxiella burnetii, agent de la fiévre, et quelques virus.

Hormis les maladies de la mamelle, le niveau de contamination est
étroitement dépendant des conditions d’hygiéne dans lesquelles sont
effectuées ces manipulations, a savoir I’état de propreté de I’animal et
particulierement celui des mamelles, du milieu environnant, du trayon, du
matériel de récolte du lait et, enfin, du matériel de conservation et de

transport du lait (bidons, cuves, tanks).
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Tableau 02: Germes contaminant le lait cru

Le tableau 02 représente les sources de contamination du lait cru

(Jakob et al., 2009).

Sources de contamination

Sources de contamination

Psychrotrophes

Germes Gram positifs
-Germes sporulés

Terre, poussiére, foin
(trés répandu)

Certaines espéces

aerobies
-Germes sporulés Ensilage, fourrage vert en Non
anaérobies fermentation, boue
(clostridies)
-Entérocoques Feces, résidus de lait Non
Staphylocoques Peau, muqueuses Non

-Microcoques

Peau, résidus de lait

Certaines espéces

-Bactéries propioniques Peau, résidus de lait, Non
fourrage vert en
fermentation, ensilage
-Bactéries lactiques Plantes, ensilages, résidus Non

de lait, muqueuses

-Bactéries corynéformes

Peau, sol

Certaines espéces

Germes Gram négatifs
-Colibactéries (E. coli)

Féces, eaux usées

Non

Entérobactéries

Plantes, féces, eaux usées

Certaines espéces

Pseudomonas Eau, sol (tres répandu) Oui

Alcaligenes, Eau, sol (tres répandu) Oui
Flavobacterium, etc.

Levures Sol, plantes, résidus de Oui

lait (tres répandues)
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Tableau 03: Sources et niveaux de contamination du lait

Le tableau 03 représente les niveaux et les sources de contamination du

lait chez les bovins (Cremo, 2003).

Normal Anormal
Pis < 100 germes | 100'000 et plus e
par millilitre par millilitre ‘( T
it
Environnement | 1'000 - 5000 | 10'000 et plus par e MG O
germes par millilitre o1 ;-Ui -?,ff..g :
millilitre it N
o= Sy
W =
Ustensiles & lait | 1'000 - 30'000 | 100'000 et plus
germes par par millilitre
millilitre
Refroidissement | pas 500°000 et plus
et durée de d’augmentation | par millilitre
stockage significative
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Chapitre Il : les Mammites bovines

1) Définition de la mammite

La mammite est un état inflammatoire de la mamelle, caractérisée
par la présence de germes pathogenes dans le lait, la presence de cellules,
dites somatiques, en nombre anormalement élevé, et de modifications
chimique et biochimique du lait (Beaudeau et al., 1997).

Malgre tous les efforts et les mesures prises pour le contréle de
cette maladie, la mammite bovine reste la maladie la plus importante et la
plus colteuse au niveau de I’industrie laitiere.

La mammite ou I’inflammation au niveau de la glande mammaire
se développe lorsqu’un agent pathogene réussit a traverser les barriéres
du canal du trayon et a se multiplier au niveau du lait. Lorsque les
mécanismes de défense immunitaire combattent cette infection
rapidement et de facon efficace, la mammite sera de faible intensité et
transitoire. Par contre, lorsque les mécanismes de défense sont
compromis, lors de la période de parturition par exemple, ou lorsque
I’agent pathogene posséde des mécanismes d’évasion face au systeme
immunitaire, la mammite sera plus séveére ou chronique. L’intensité de la
réponse inflammatoire déterminera le type de mammite, subclinique ou

clinique.

Classiguement, la mammite bovine peut se diviser en deux grandes
catégories, contagieuse et environnementale. Les agents pathogénes de la
glande mammaire qui sont considérés comme étant contagieux sont ceux
qui sont adaptés pour une survie chez I’hote, particuliérement au niveau
de la glande mammaire. Le mode de transmission se fait principalement

d’un quartier infecté vers un quartier sain et d’une vache a I’autre lors du
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moment de la traite. Les agents contagieux ont la capacité de persister au
niveau de la glande mammaire.

Les microorganismes pathogénes environnementaux sont des
agents opportunistes. Typiquement, ils infectent la glande mammaire, se
multiplient, engendrent une réponse immune et sont rapidement éliminés
(Julie-Hélene, 2014).

2) Classification des mammites et aspects cliniques
On peut classer les mammites selon les modifications de la
mamelle « chaleur, douleur, rougeur, gonflement », la composition du lait

« grumeaux, couleur » (Blood et al., 1976).

2.1. Les mammites cliniques

Un examen attentif des caractéristiques macroscopiques de la
sécrétion mammaire, une inspection et une palpation de la mamelle et des
nceuds lymphatiques rétro-mammaires (souvent négligés) permettent de
diagnostiquer et de caractériser les différentes formes de mammites
cliniques. (Béatrice, 2007).

La mammite Cliniques est une inflammation de la mamelle dont
I’origine la plus fréquente est la filtration de bactéries dans un quartier par
le canal de trayon. Chez la vache, la mammite se manifeste par:

- une modification non clinique de la sécrétion lactée (diminution
de production et augmentation du nombre de cellules somatiques sans
aucun signe clinique) ;

- une modification de la sécrétion suivie de signes cliniques
fonctionnels (grumeaux, sang ou caillots sanguins, pus dans le lait), de
signes cliniques locaux (gonflement, chaleur, douleur, rougeur) et de

signes cliniques généraux (température plus ou moins élevée, avec ou
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sans appétit et, quelquefois, en décubitus, un état de choc)( Abdoulkarim
, 2012).

Cette maladie est associée a des symptdmes visibles comme
I’inflammation de la mamelle (dure, enflée, chaude, douloureuse), la
modification de I’aspect du lait (présence de grumeaux, variations de
couleur, d’odeur et d’aspect). Dans les cas suraigus, I’état général de la
vache peut étre atteint : forte chute de production, perte d’un quartier et
dans des cas exceptionnels, mort de I’animal.

Les mammites cliniques s'accompagnent parfois d'une trés forte
réaction inflammatoire et de symptbmes graves qui peuvent étre
spectaculaires (congestion, cedéme, sécrétion du lait décomposée ou
purulente, abces, fistule, gangrene...) et parfois sont associées des signes
généraux plus moins intenses (hyperthermie, trouble nerveux,
amaigrissement...)

Ces mammites entrainent toujours d'importantes chutes de
production. Quelquefois, la perte d'un quartier ou plusieurs quartiers qui
conduisent a la réforme et exceptionnellement a la mort de I'animal. La
séveérité et I'évolution de l'infection dépendent a la fois du pouvoir
pathogene du microorganisme en cause et de l'efficacite des défenses
Immunitaires de I'héte

On distingue quatre types de mammites cliniques :

2.1.1 La mammite gangreneuse

C'est une infection mammaire due le plus souvent a des souches de
Staphylococcus aureus productrices de I'hémolysine a. Cette toxine
provoque de la vasoconstriction locale prolongee qui empéche l'irrigation

sanguine de la partie distale du quartier infecté, entrainant la nécrose des
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tissus. Cette forme de mammite est plus fréquente chez les jeunes vaches
que chez les vaches agees qui disposent plus souvent d'anticorps contre
I’hémolysine. Des signes de gangrene ont également été observés dans le

cas de mammites a colibacillaire (Plommet et al,. 1968).

2.1.2 La mammite d'éte
Elle est causée par Arcanobactérium pyogénes. Cette forme de
mammite est particulierement fréquente entre juin et septembre. Elle
atteint plus particulierement les génisses et les vaches laitiéres taries. Elle
se traduit par la formation d'abcés dans le quartier, qui devient enflé
douloureux, et par la production abondante d'un pus nauséabond (Dahou,
etal., 1991).

2.1.3 La mammite a nocardia astéroides

Elle atteint géneralement les vaches en troisieme et quatrieme
lactation dans le mois qui suit le vélage. Elle se manifeste par des
quartiers enflés et tres durs avec des abces. La sécrétion est souvent
dénaturée, formant un dépot jaunatre et un surnageant incolore. La vache
présente une température élevée et persistante, elle ne s'alimente plus et
maigrit rapidement. Il peut s'établir une fistule permettant I'écoulement

d'un pus abondant, hors du quartier (Plommet et al,. 1968).

2.1.4 La mammite colibacillaire

Elle évolue sous forme subaigu. Elle dépend principalement de
I'efficacité de la réaction immunitaire : précoce, intensité, efficacité
bactéricide. Si cette réaction est trop tardive ou insuffisante, les
colibacilles se multiplient activement dans le lait et leurs endotoxines

provoquent chez I'animal un état de choc. La vache en position couchée
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est prostrée, présence de la diarrhée, déshydratation et 'hyperthermie. La
sécrétion des quartiers atteints est souvent reduite et le lait prend un

aspect aqueux et jaunatre (Plommet et al,. 1968).

2.2 Les mammites subcliniques

Les mammites subcliniques sont caractérisées par une absence de
signes cliniques. L’inflammation due a [I’infection s’accompagne
essentiellement d’un afflux de cellules somatiques dans le lait du quartier
infecté, particulierement les polynucléaires neutrophiles, et par une
modification de la composition chimique du lait (baisse des taux de
caséine et de lactose, augmentation des taux d’électrolytes). Le diagnostic
des mammites subcliniques repose sur la numération des cellules
somatiques du lait, la mise en évidence des modifications chimiques et la
recherche de la bactérie en cause. L’augmentation des cellules somatiques
peut étre révélée par des méthodes de comptage, comme le California
Mastitis Test (CMT), le Fossomatic, le Coulter Conter, la conductivité
électrique. Lors de mammite subclinique, les bactéries peuvent persister
dans le pis et I’infection devenir chronique suite a I’expression de
certaines propriétés. Par exemple, la formation d’un biofilm, la survie a
I’intérieur des cellules épithéliales mammaires et/ou I’absence de
synthése d’une capsule sont considérées comme trois propriétés
impliquées dans la chronicité d’une infection a S. aureus (Bardiau et al.,
2014).

L’inflammation est modérée sans signe visible au niveau de la
vache, de la mamelle ou du lait. Elle s’accompagne d’un afflux de
globules blancs aussi appelés cellules. Le diagnostic de ces mammites se

fait par :
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- des analyses directes de la concentration cellulaire du lait
effectuées en routine dans le cadre du Controle laitier ;

- des tests indirects comme le CMT (Abdelkrim, 2009).

Il n’y a pas d'inflammation macroscopique évidente, mais I'examen
du lait revéele I'existence d'une infection, une augmentation du comptage
cellulaire et également une altération des propriétés chimiques du lait
(Poutrel ., 1985).

3) Origine des mammites

Les mammites sont presque exclusivement d’origine infectieuse
.exceptionnellement, elles peuvent étre dues a des champignons ou a des
parasites.

Les mammites d’origine chimique ou traumatique sont rares et se
compliquent le plus souvent d’une infection mammaire, la derniere cause
des mammites est le traumatisme : un choc violent peut entrainer un
hématome intra-mammaire mais, le plus souvent, ce sont des
traumatismes ou des agressions de la peau du quartier ou du trayon qui

sont a I’ origine des mammites (Dominique, 2010).

3.1. Le modeéle hexagonal
On définit le modele hexagonal des acteurs de la maladie : micro-

bisme, éleveur, conduit d’élevage, batiment, aliment, animal

Animal : la sensibilitt de la maladie est variable selon les
individus et le niveau de production, plus il est élevé, plus, I’animal est
sensible. La structure d’une population est également importante , les

animaux les plus ages étant porteurs de plus de germes que les jeunes .il
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faut donc éviter de loger les veaux a proximité immédiate des
stabulations des vaches laitiéres (Cauty et Perreau, 2009).

e La propreté du pis (arriere et cotés)

Est un indicateur de I’hygiene des logettes et de la litiére.

e La propreté des pattes arriere

Est un indicateur de I’hygiene des couloirs.

e La propreté des flancs et des cuisses

Est un indicateur de I’hygiéene des logettes et de la litiere.

Figure 3 : Evaluation de la propreté des vaches

(Etatl propre ,2 relativement propre ; 3 souillé; 4 trés souillé)
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Les Micobismes : Les germes bactéries et virus et les parasites
font partie de I’enivrement. Chaque élevage possede sa propre flore,
constituée de germes pathogénes ou non .il existe un équilibre entre la
flore et les animaux présents. Les effectifs importants et les densites

élevées en batiment tendent a concentrer le microbe

L’alimentation : des matiéres premiéres de mauvaise qualité
peuvent contenir des substances toxiques.

Une ration désequilibrée peut provoquera, au mieux un état généeral
Insatisfaisant

(Animal trop gras trop maigre, fatigué de I’organisme lié a un

exces d’azote et ou pire maladies métaboliques et des effets de carence)

Logement : le milieu ambiant conditionne le confort des animaux.
L’inconfort et la malpropreté sont susceptibles de compromettre leur bon

état de santé.

Eleveur et conduit d’élevage : les compétences de I’éleveur et le
sérieux de sa conduite technique jouent un réle prépondérant dans le
maintien d’un bon niveau sanitaire (Levesque, 2004).

La contamination du lait se fait au cour de la traite, par les
manchons trayeurs, et les lavettes utilisées pour plusieurs vaches (institut
de I’élevage, 2009).
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3.2 Bacteéries impliquées dans les mammites

Les bactéries responsables de mammites sont toutes capables de se
multiplier dans le lait qui est un milieu nutritif suffisamment riche pour
assurer leur développement

Il est courant de distinguer deux types d'agents pathogenes pour la

mamelle de la vache

3.2.1 Agents pathogenes majeurs

Ils sont responsables aussi bien des mammites subcliniques que des
mammites cliniques plus moins graves. Par la fréquence, la persistance ou
la sévérité des infections qu'ils provoquent, trois especes bactériennes ont
une importance capitale : Staphylococcus aureus, des especes de
Streptococcus (agalactiae, dysgalactiae, uberis) et des entérobactéries
notamment E. coli, Klebsiella sp. On leur adjoint parfois des agents plus
rares comme Actinomyces pyogenes, Bacillus cereus, Mycoplasma bovis,
Nocardia asteroides (Badinand , 1994).

3.2.2 Agents pathogenes mineurs

Ils entrainent le plus souvent une réaction modérée de la mamelle,
se comportant a la limite entre les agents saprophytes et les agents
pathogenes. Cependant ,ils peuvent étre parfois a I'origine de mammites
cliniques aigués; il s'agit, en particulier, parmi les plus fréquents, des
staphylocoques a coagulase négative, Microccocus varians, Actinomyces
pyogenes, Pseudomonas  aeruginosa, Pasteurella  hemolytica,
Corynébacterium bovis, divers Bacillus, Cryptococcus neoformans et des
levures (Bouchot et al .,1985).
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Tableau 04: Les especes bactérienns responsables de 90% des mammites

en élevage laitier (Cauty et Perreau, 2009).

Bactéries Réservoir Contamination | Remarques
Staphylocoques | Mamelles (lait | Lors de la traite | Responsable de
dorés infecté. manchons, la majorité des
Streptocoque Grumeaux, trayeurs mammites
s.agalactiae Crevasses sur lavettes, mains | subcliniques
streptocoque les trayons souillées La persistance
s.dysgalactiae éclaboussures de | des infections
lait contaminé est importante
Streptococcus. | Laitiéres en Par contact du Infection courte
uberis batiments, mais | trayon blessé ou | mais sévere

Escherichia.coli

aussi prairies :
Bouses, lisiers
trop fraichement

épandu

non , avec
I’environnement
des mouches
peuvent étre
indirectement
responsables de
la contamination
, en poussant la
vache a se
gratter avec ses

sabots
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3.3 Les Staphylocoques

Par sa richesse, le lait constitue un milieu favorable au
développement des staphylocoques, particulierement les staphylocoques
aureus qui peut produire une entérotoxine en un temps court a

température ambiante d’ou I’intérét de sa recherche (Joffin, 1999).

Baird Parker a divisé le genre Staphylococcus en trois especes
S.aureu, S.épidermidis et S.saprophyticus étant caractérisé par la
possession d’un enzyme, la coagulasse, qui transforme la fibrinogéne du
plasma en fibrine, seule cette espéce était présumée développer un
pouvoir pathogene. En fait et cela est précisé plus loin seul S.aureus
intéresse bactériologiste alimentaire, car ce sont les souches de S.aureus
qui paraissent susceptibles de secréter des enterotoxines.

Staphylococuss aureus appartient a la famille des micrococcaceae ;
sont gram positif et possédent une catalase, sont aéro-anaérobies
facultatifs et thermosensibles (Tué vers 60°).

S.aureus est ubiquitaire, il peut étre retrouvé notamment chez
I’homme et chez de nombreuse especes animales ; les bovins, les porcs,
les moutons, les volailles, sur la peau ou encore sur la muqueuse
(Bourgeois et al., 1980 ).

3.4 Les Streptocoques

S. agalactiae est un cocci a Gram positif, B hémolytique,
appartenant au groupe B de la classification de Lancefield. C’est une
bactérie hautement contagieuse, parasite obligatoire de la glande
mammaire, car elle ne survit que trés peu de temps en milieu extérieur.

La bactérie est généralement responsable de cas de mammites

28



Chapitre |11 Les mammites bovines

subcliniques avec, souvent aussi des cas cliniques (George et al., 2008).
Le lait de la mamelle infectée constitue la principale source de
contamination dans les élevages laitiers. La contamination intervient a
I’occasion de la traite (Abdelkrim, 2009).

3.5 Les autres bacteries pathogenes

Il existe d’autres bactéries pathogenes telles Listeria
monocytogenes, Salmonella, et certaines souches d’Escherichia coli que
I’on peut rencontrer de maniére accidentelle dans le lait,. Ces deux
dernieres provoquent les mémes symptémes que Staphylococcus aureus,
alors que la premiére peut provoquer la listériose, a I’origine
d’avortements et de troubles nerveux. Cette maladie touche également les
nouveau-nés ainsi que les adultes immunodéprimés chez qui elle peut se
manifester, a I’extréme, par des septicémies ou des méningites.
Cependant, en production fermiére de caillés lactiques, le risque de
developpement de Listeria et Salmonella est tres faible dés lors que le pH
du caillé est inférieur & 4,5 (Heélene, 2010).

3.6 Les autres agents pathogenes
D’autres agents étiologiques comme les levures et les algues sont
également responsables des mammites. Les levures sont retrouvées dans
des endroits humides, riches en matiére organique, et sont isolées a partir
des trayons mais aussi du matériel de traite (Keller et al., 2000).
Bien que la fréquence des mammites a levure soit faible,
occasionnellement des cas d’épidémie peuvent étre observés, notamment
dans les élevages avec des mesures d’hygiene défaillante et ou associés a

des traitements intra-mammaires répétitifs (Farnsworth et Sorensen,
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1972). Plusieurs espéces de levures du genre Candida, Cryptococcus,
Rhodotorula et Trichosporum ont été associées aux mammites bovines,
mais Candida spp est le genre le plus fréquemment isolé a partir de cas de
mammite mycosique chez les bovins (Aalbaek et al., 1994).

L’infection peut se faire lors des injections des infusions intra-
mammaires contaminées ou par le manchon du trayeur (Radostitis et al.,
2007).

Parmi les algues connues qui provoquent des maladies chez les
humains et les animaux, on peut citer le genre Prototheca (P), notamment
P. zopfii et P. wickerhamii, P. zopfii, a été identifié comme un agent
pathogene responsable de mammites bovines en 1952 (Moller et al.,
2007).

Dans le passé, cette algue entrainait des mammites sporadiques, et
de nos jours, ces mammites sont devenues endémiques (Costa et al.,
1996). Tout comme Candida spp, les infections dues a Prototheca spp se

font via les injections intra-mammaires (Taniyama et al., 1994).

4) Les mécanismes de défense de la mamelle
4.1. Au niveau de la glande mammaire

Les mécanismes de déefense cellulaire de la glande mammaire sont
composés des polynucléaires neutrophiles, des macrophages et des
lymphocytes. Les polynucléaires neutrophiles (PMN) de la glande
mammaire constituent la premiére ligne de defense cellulaire contre les
bactéries mammopathogenes et représentent 90% des cellules dans la
sécretion lactée lors de mammites (Rainard, 1985).

Les étapes conduisant a la destruction des bactéries par les PMN
passent par leur recrutement a la faveur de la libération des cytokines

comme le facteur o de nécrose des tumeurs (TNF-a), des interleukines
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(IL-8, IL-1) et de la prostaglandine (F20) .Ces cytokines favorisent
I’afflux massif des PMN au niveau du site de I’infection. Les bactéries
phagocytées sont tuées par I’action des ions superoxydes (02°) et du
peroxyde d’hydrogéene (H202) (Paape et al., 1991). Les macrophages
représentent, eux, le type cellulaire dominant du lait provenant d’une
mamelle saine (Lee et al., 1980 ; Paape et al., 1991). Ces cellules
interviennent aussi dans la phagocytose et participent a la réponse
immunitaire spécifique en jouant un rdle dans le déclenchement et
I’expression des réponses immunitaires, aprés digestion et présentation
des antigenes, via I’activation des lymphocytes. Quant aux lymphocytes,
une fois actives, ils produisent les anticorps.

Les mécanismes de défense moléculaire de la glande mammaire
sont divisés en innés et acquis. Les mécanismes innés sont représentés par
des molécules a activité antimicrobienne et par le complément. Parmi les
molécules a activité microbienne, les plus importantes sont la lactoferrine
et le systeme lactoperoxydase (LPS). La lactoferrine est capable de
sequestrer le fer et le rendre indisponible aux bactéries qui en ont besoin
pour leur croissance comme cofacteur enzymatique. Le systéme
lactoperoxydase (LPS) rencontré dans le lait est composé de trois
éléments, la lactoperoxydase, I’ion thiocyanate et le peroxyde
d’hydrogéne. C’est la réaction entre le thiocyanate et le peroxyde
d’hydrogéne, catalysée par la lactoperoxydase qui donne le principe actif
antimicrobien de ce systeme (Jacob et al., 2000).

Le LPS est actif contre les bactéries telles que les streptocoques,
Staphylococcus aureus et Escherichia coli (Outteridge et al., 1988).

La mamelle bénéficie également des mécanismes acquis de

défense moléculaire, a savoir les immunoglobulines qui interviennent a
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différents stades de I’infection apres activation de la réponse immune et
sécréetion par les lymphocytes (Poutrel, 1988).
Ainsi, les immunoglobulines peuvent :

- empécher I’adhérence des bactéries aux cellules épithéliales
mammaires, ce qui facilite I’excrétion de ces bactéries lors du processus
de la traite ;

- rendre plus efficace la phagocytose par les PMN (opsonisation) ;

- neutraliser les toxines bactériennes.

4.2. Au niveau du trayon

Le canal du trayon est la principale voie d’entrée des bactéries
lors des mammites ainsi que la premiere ligne de défense de la glande
mammaire. L’extrémité distale du canal du trayon est normalement
hermétiquement fermée par les muscles du sphincter, empéchant ainsi
I'entrée des germes pathogénes. La paroi interne de ce canal du trayon est
tapissée par de la kératine qui empéche la migration des bactéries et qui
contient des acides gras a longues chaines qui aident dans la lutte contre
I’infection. Toutefois, I’efficacité de ces défenses est limitée a I'approche
de la parturition, car il résulte une pression intra-mammaire accrue qui
entraine la dilatation du canal et des fuites de sécrétions mammaires
(Capuco et al., 1992). et, lors de la traite, le canal du trayon est
également distendu (Rainard et al., 2006). En outre, les muscles du
sphincter exigent 2 heures de temps pour revenir a leur position de
contraction. Une fois que les bactéries ont dépasse ces barrieres
anatomiques au niveau du trayon, elles doivent ensuite échapper aux
composants cellulaires des mécanismes de défense de la glande

mammaire (Capuco et al., 1992).
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En fin de la traite, le sphincter reste ouvert quelques minutes et
peut étre une voie d’entrée des germes photogenes vers la mamelle, pour
diminuer ce risque (Michel, 2011), les producteurs réalisent trés souvent
au moment de la dépose des faisceaux trayeurs une desinfection post-
traite par trempage de I’extrémité des trayons dans une solution
désinfectante. A noter que ces résultats ont été observes aves des produits
iodés gras. Cette pratique ne serait donc pas une pratique limitant pour le
maintien de la charge microbienne des trayons. Par leur pouvoir graissant,
certaines spécialités contribueraient a un bon type staphylocoque a
coagulase positive (Michel, 2011).

5) Importance des mammites (Véra Gedilaghine, 2005)
5.1 Importance medicale des mammites
Toute mammite porte préjudice au bien étre de I’animal. De plus,
certaines mammites sont mortelles, c’est le cas des mammites

gangréneuses, a Nocardia, ou les mammites colibacillaires.

5.2 Importance sanitaire des mammites

Les mammites portent atteinte a I’hygiéne animale et
potentiellement a la santé publique. Le risque zoonotique lié a la
contamination du lait par certains germes fait I’objet de préoccupations de
santé publique.

En effet, le lait « mammiteux » peut étre vecteur d’agents
responsables de toxi-infections alimentaires (salmonellose, listériose,

etc.).
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De fait, en I’absence de pasteurisation, des germes pathogénes pour
I’Homme provenant de quartiers infectés peuvent contaminer les produits
laitiers

Certains sont tres étudiés : Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, ou Salmonella. D’autres le sont moins comme

Escherichia coli.

5.3 Importance économique des mammites

Les mammites constituent le trouble sanitaire le plus fréquent et
aux plus fortes répercussions economiques au sein de I’élevage de bovins
laitiers, Ceci tient principalement du fait de leur fréquence, des frais
veterinaires qu’elles entrainent (honoraires, colt de traitements) et de
leurs répercussions néfastes tant qualitatives que quantitatives sur la
production laitiere.

En effet, celle-ci s’en trouve réduite tandis que I’altération de la
composition du lait qui en résulte (baisse du lactose, des caséines, de
certains minéraux tels que le calcium et le phosphore, augmentation des
protéines solubles inutilisables pour la fabrication de fromages) se
répercute sur les aptitudes technologiques du lait (baisse des rendements
fromagers, etc.).

Ceci entraine donc des pénalités de paiement du lait et une moindre
rémunération de I’éleveur.

L’ impact économique est ainsi formé par la somme des codts des
actions de maitrise (traitements et préventions) et des pertes (réductions
de production, lait non commercialise, pénalités sur le prix de vente,
mortalités et réformes anticipées) rapporte les résultats d’une estimation
du colt des mammites cliniques réalisée au Royaume-Uni ; celui-ci

s’éleverait en moyenne a 175£ par cas clinique, soit un colt de 168
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millions d’ £ par an pour I’ensemble des mammites cliniques du cheptel
laitier du Royaume-Uni. L’ impact économique en France est peu connu
et ne peut pas étre déduit d’études étrangeres a cause de différences dans
les méthodes et les paramétres économiques.

Cependant, BEAUDEAU et al (1997) ont pu le situer, suite a une
étude menée dans les pays de la Loire, en moyenne a 1,14 centimes
d’euros par kg de lait. Les colts de maitrise représentaient 36% de
I’impact économique (24% pour les traitements et préventions médicales
et 12% pour les produits d’hygiéne de traite et de lavettes) tandis que les
pertes représentaient 64%.
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Chapitre 111 : Diagnostic de mammite
1) Prophylaxie sanitaire
1.1 Dépistage des mammites
Les numérations cellulaires sur le lait permettent d'identifier
précisément les vaches du troupeau atteintes d'infections mammaires en
vue notamment de limiter la contagion aux autres vaches et d'établir

certaines priorités dans les mesures de lutte a appliquer (Serieys, 1985).

1.1.1 Numération des cellules somatiques

Comme tout liquide biologique, le lait, méme normal, contient des
cellules somatiques hétérogenes. Elles sont, en effet, essentiellement
constituées de globules blancs (macrophages, polynucléaires
neutrophyles et lymphocytes) de la circulation sanguine et de cellules
épithéliales provenant de la desquamation des épithéliums des canaux
galactophores, des acini et lors de I'érosion du tissu glandulaire
(Barkema et al., 1997).

Les différentes cellules retrouvées dans le lait évoluent en nombre
et en proportion suivent le stade physiologique de I'animal. En I'absence
d'infection, les macrophages constituent le type cellulaire dominant et ce
n'est qu'en cas d'infection du quartier que les polynucléaires neutrophiles
affluent dans le lait ou ils deviennent les plus nombreux. Quant aux
autres types cellulaires, ils sont peu représentés, notamment les
lymphocytes et les cellules epithéliales qui sont tres peu nombreuses

dans le lait des quartiers non infectés (Riollet et al ., 1999).
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Tableau 05: Répartition (en%) des différents types cellulaires dans le lait

de vache en I'absence et en présence d'infection mammaire (Gabli, 2005).

Type cellulaire Mamelle saine Mamelle infectée
Polynucléaires 0-11 50-90
neutrophiles
macrophages 66 - 88 0,2-2
lymphocytes 10 - 27 2,8-51

Durant la lactation, le comptage cellulaire d'un lait normal, issu
des quartiers exempts d'infection est lié a la production de I'animal par un
phénomene de dilution. Il est élevé au debut de lactation (pendant le
premier mois) et lors des phases qui précedent le tarissement il est
minimal durant la période allant du deuxieme au septiéme mois

En dehors de l'état sanitaire de la mamelle, des facteurs
physiologiques peuvent avoir un effet sensible non négligeable sur la
concentration cellulaire du lait. En particulier I'effet d'un stress,
augmentation de la température, traite traumatisante, des carences
minérales ou vitaminiques, un effort physique important et I'dge peuvent
entrainer des variations sensibles mais de courte durée de la concentration
cellulaire (Fabre etal., 1997).

Lors d'infection, il y a un appel leucocytaire important qui se
caractérise par une augmentation de comptage cellulaire et des

modifications considérables dans la répartition des populations dans le
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lait. Si bien que les Polynucléaires neutrophiles deviennent trés nombreux

et majoritaires (Barkema et al., 1997).

1.1.2 Test de CMT (Californian Mastitis Test)

Si les méthodes de mesure directe permettent d'avoir des résultats
précis, par contre, elles demandent I'aide d'un laboratoire. A l'inverse, le
CMT est tres approximatif mais il peut étre mis en ceuvre a I'étable, au
cours de la traite. Ses resultats sont obtenus immediatement et concernent
la production de chaque quartier alors que les mesures directes sont
réalisees sur des mélanges de lait des quartiers ou sur le lait de tank
(Barkema et al., 1997).

1.1.2.1 Principe du test

Un réactif tensioactif mélangé a un échantillon de lait réagit avec
I'ADN contenu notamment dans le noyau des cellules somatiques. Il se
forme un précipité dont I'importance et la consistance sont fonction de la

teneur en cellules de I'échantillon (Barkema et al., 1997).

1.1.2.2 Realisation du test

Le test est réalisable a I'étable notamment sur le lait des quartiers
juste avant la traite.

Apreés élimination des premiers jets, un peu de lait (2ml environ)
est recueilli dans une coupelle transparente (chagque coupelle correspond a
un quartier) et additionné d'une quantité a peu pres égale de réactif. Apres
agitation de quelques secondes du plateau pour bien mélanger réactif et
lait, la lecture est effectuée en observant par transparence L'aspect du
précipité (Barkema et al., 1997).
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1.1.3 Papier indicateur de mammites
Testeur de dépistage de mammite, un jet de lait sur la zone témoin
donne une réaction de couleur : vert foncé ou bleu vert pour les mamelles

infectées, vert ou jaune pour les mamelles saines (http://www.mon-ami-

baptiste.com/boutique/test-du-lait-1403/papier-test-mammite--
10518.html), consulté le 20/04/2016.

2) Prophylaxie médicale

Le traitement de mammites est essentiellement réalisé par injection
Intra mammaire d’antibiotiques.

En lactation, il faut vidanger completement la mamelle avant de
traiter.

Les chances de guérison compléte sont faibles pendant cette
période.

Le lait doit étre écarté de la consommation humaine.

Au tarissement, il faut profiter de cette periode de repos relatif et
réaliser une injection d’antibiotiques juste apres la derniére traite.
L’efficacité du traitement des mammites subcliniques est alors proche de
90% (Cauty et Perreau, 2009).
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Chapitre 1V: Matériel et méthodes
1) Objectifs

L’objectif de cette étude est de réaliser d’une part, un isolement des
bactéries du lait cru des bovins laitiers de la ferme, et d’autre part, la
caractérisation de sa flore pathogene dans le but de découvrir la présence
d’une mammite subclinique ou chronique, et de choisir les antibiotiques
adéquats a leur traitement, et de prendre tous les dispositives afin d’y

remédie.
2) Présentation de la zone d’étude

Le prélevement a été effectué a la ferme expérimentale de
I’université Abdelhamid Ben Badis, a Hassi Mameche (Wilaya De
Mostaganem). La surface de la ferme est de 65 hectares (tableau 06).
L’elevage est constitué du certain nombre de bovins, dont 02 vaches.
L’entretien est réalisé par 03 travailleurs qui s’occupent de la traite
biquotidienne a temps partiel de I’alimentation et I’abreuvement des

animaux, et leur entretient.

Les vaches sont identifiées, pour leur identification (pie rouge
N°26 et pie noire N°27).

Concernant I’écosysteme, il est composé d’un matériel végétal et
animal constitué de palmiers, muriers et d’eucalyptus, d’ovins, de chiens,
de volailles et de rongeurs, au moyen de boucles d’oreilles qui portent un

numéro propre a chaque animal.
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Tableau06 : Information géographiques concernant la ville de hassi
Mameche (Source : http://fr.wikipedia.org/wiki/Hassi Mamech)

consulté le 29/05/2016.

Coordonnées géographiques

Latitude : 35.8602, Longitude :
0.0731707 35°51° 37°’Nord,
0°4°23°" EST

Superficie 6300hectares 63.00 Km? (24,32 sq
mi)

Altitude 133m

Climat Climat semi-aride, sec et chaud

2.1Situation sanitaire des vaches

Au moment ou nous avons réalisé les prélevements de lait, les deux

vaches pie rouge et pie noire se trouvaient en cycle de lactation, nous

avons de plus les travailleurs nous ont appris que parfois les vaches ont

des mammites soignées au moyen d’antibiotique, (Multiject IMM 5g), ce

médicament est injecté dans le pis.

Pour éviter les maladies dues aux tiques (insectes parasites de la

peau), les animaux sont soignés au moyen d’un antiparasitaire externe, le

sebacil.

Pour essayer de connaitre I’origine des mammites, nous avons

évalue de I’état de propreté des vaches selon la méthode pronée par Cauty

Et Perreau (2009).
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2. 2 Alimentation des vaches

Le matin avant la traite, environ 3 kg de concentré, V.L.B17
(aliment complet supplémentaire vitaminise), sont distribués, ils sont
composés de céreales, tourteaux de soja, issues de meunerie, calcaire,
phosphate, sel, oligo-aliments, vitamines (A, E, D3). Le soir, on distribue

seulement 2 kg.

Aprés la traite, les vaches seront sur le terrain, elles ingeérent le
sorgho, la luzerne, I’herbe, les feuilles de murier...etc. Des leur entrée du
paturage, elles s’abreuvent, ensuite, il est mis a leur disposition environ,

10 kg de fourrage et 15 kg pour la nuit.
2. 3 Hygiene de la traite

La traite se fait le matin a 8h30, et le soir a 15h30. Selon nos
constatations, I’hygiene totale de la vache n’est pas réalisée, pour la traite,
les travailleurs ne mettent pas de gants pour I’hygiene de la mamelle, ils
utilisent de I’eau pré-chaude, additionnée d’eau de javel, les premiers jets
sont jetés sur le sol. Chaque jour, la machine a traire est rincée a I’eau
aprés la traite, le récipient de cette machine est d’une capacité de 30
litres. La salle de traite est nettoyée apres la traite. Le lait est conservé

dans un tank réfrigéré a 4°C, mis dans une salle spéciale.

2 .4 Production laitiere par jour
La production le matin : pie rouge 4litres ; pie noire 9 litres ;
La production le soir : pie rouge 2 litres ; pie noire 4 litres.

2 .5 Période de prélévement

Le prélevement du lait cru pour nos experimentations a eu lieu a 8h
du matin durant la période du 03 avril au 12 avril 2016.
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2. 6 Laboratoire vétérinaire régional de Mostaganem

Il constitue la pierre angulaire de I’ensemble des moyens
logistiques d’appui aux programmes de lutte contre les maladies et
assurent la prise en charge des contrdles des produits animaux et

d’origine animale a I’importation et a I’exportation.

L’ensemble des activités des Laboratoires Vétérinaires sont prises
en charge sur le budget de I’Etat (http://lvrlag.unblog.fr/author/lvriaq)
consulté le 02/05/2016.

3) Détection des mammites
Materiel
Test papier indicateur mammites

Meéthode
Ce test est realisé a I'étable, notamment sur le pis, juste avant la
traite et aprés élimination des premiers jets. Un peu de lait environ 2ml

est recueilli sur le papier, dans la zone témoin spéciale a chaque pis.

Indikatorpapier
FOVIVET Indicator paper zur Euterkontrolle

e ”.rl!.l. P

umber =E L

Figures 04 : test papier indicateur des mammites
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04) Prélevements
4.1. 1 * prélevement de la vache pie rouge:

Nous avons réalisé le 1°° prélevement le 04/04/2016, de pis
postérieur gauche de la vache pie rouge, en appliquant certaines
conditions d’hygiene de prélevement, dont le nettoyage des mains avec
un savon et le port de gants. Les mamelles uniquement sont nettoyées
aves I’eau pré-chaude javellisée, séchées avec une serviette stérilisée. On
désinfecte la surface du pis, les premiers jets sont prélevés dans un bol, le
prélevement du lait de la vache pie rouge est réalisé manuellement,
directement dans des flacons stérilisés et acheminés par nos soins

rapidement dans une glaciére a 4° C au laboratoire.
4.2. 2 ¢™ prélévement de la vache pie noire

Réalisé le 11/04/2016 sur le pis droit de la vache pie noire, et se

déroule dans les mémes conditions que celles du prélévement précéedent.

05) Analyse microbiologique

Matériels

Figure05 : étuve
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FigureQ7: vortex
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Figure08: Distributeur des antibiotiques

Meéthodes

5.1 Préparation des dilutions décimales
Principe

Nous avons préparé des délutions décimales pour faciliter
I’examen microbiologique (JORA N°70, Arrété du 26 Rajab 1425

correspondant au 11 septembre 2004).
Préparation

Apreés sa collecte, le lait cru, considére comme suspension mere est
homogénéise avant son utilisation pour éviter I’émulsion obtenue. Des
dilutions décimales de 101 a 10° sont effectués est a partir de | a solution
mere : a I’aide d’une pipette pasteur stérile, 1 ml de la solution mére de
lait est introduite dans un tube contenant 9 ml d’eau peptonée, la solution
est homogeénéisée a I’aide d’un vortex pendant 5a 10 secondes, nous
avons utilisé une nouvelle pipette pour chaque diluant, et agité la

suspension avant les ensemencements.
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5.2 Etude de des germes pathogénes

Tableau07 : les germes pathogénes étudies et leurs milieux sélectifs

(GUIRAUD J.P., 2003)

Les germes concernés Milieu sélectif
Coliforme fécaux E. coli Désoxycholate
Staphylocoques doreés Slanetz
Streptocoque a galaxie Chapman

5.2.1 Calcul et dénombrement bactérien

Meéthodes directes

Le comptage direct des colonies se fait au compteur électronique
des colonies isolées a partir des milieux géloses, L’unité UFC (Figure04).

N (UFC) = x. L’inverse 10"

N : somme totale des colonies comptées.
n : nombre de dilution
X : nombre des colonies comptées.

5.2.1.1. Recherche et dénombrement des coliformes totaux

La présence d’Escherichia coli dans [’environnement signe
toujours une contamination fécale.

A partir des dilutions (101, 10**), nous avons porté aseptiguement
1 ml de chaque dilution de lait dans une boite de pétri vide pour un
ensemencement en profondeur, ensuite, nous avons versé la gélose,
environ 16 ml (désoxycholate fondue et refroidie), puis nous avons

homogénéisé les boites par des mouvements circulaire, sous forme de
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huit, aprées solidification, les boites sont retournées, puis incubées pendant
24 heures a44°C

Interprétation des résultats

Aprés 24h d’incubation, dans le cas ou il n’est pas observé de

colonie, donc absence des coliformes.

5.2.1.2. Recherche et dénombrement des Staphylocoques

aureus

Les Staphylocoques sont des bactéries commensales de I’homme et
I’animal. La présence de leurs toxines sont responsables d’intoxications

alimentaires (Cauty Et Perreau, 2009).
5.2.1.2.1 Ensemencement dans un milieu Chapman

A partir de dilutions (10 a 10), nous avons versé aseptiquement
1 ml de dilution lait dans une boite de Pétri, ensuite nous avons rajouté 15
ml de gélose Chapman, fondue et refroidie a 45 + 1°C, apres
homogénéisation de I’inoculum a la gélose par des mouvements
circulaires et de va-et-vient, les boites pétri sont retournés apres

solidification de la gélose et incubées a 37°C pendant48h.

Un résultat est considéré comme positif, lorsqu’il ya présence de

colonies jaunes et dorés, de taille différentes.
5.2.1.2.2 Ensemencement dans un milieu Baird Parker

Nous avons versé environ 18ml de gelose Baird Parker fondue et
refroidie dans chaque boite Pétrie, apres la solidification de la gélose, les

boites sont retournées, puis sechées dans une étuve a 55°C.

A partir des dilutions (10 1), nous avons versé aseptiquement, 1ml

de chaque dilution de lait dans une boite de pétri, puis nous avons étalé

48



Chapitre 1V Matériel et méthodes

I’inoculum sur toute la surface de la boite a I’aide d’un étaloir, incubation

a 37°C, pendant 24heures a 48heures.
Interprétation des résultats

Un résultat est considéré comme positif, lorsque les boites
contiennent des colonies caractéristiques, a savoir des colonies noires,
brillantes, convexes entourées d’une zone de transparence qui peut étre

translucide.
5.2.1.2.3 Test de BHIB

Dans une zone stérile, nous avons pris une colonie de
staphylococus avec une anse de platine, et nous I’avons introduite dans un
tube de BHIB, nous avons agité le tube dans un vortex, puis nous I’avons
incubé pendant 18 h & 37°C.

Interprétation des résultats

La présence d’un trouble dans les tubes de BHIB, indique la

multiplication des Staphylococcus aureus.
5.2.1.2.4 Test au plasma de lapin :

A coté d’un bec benzéne, et dans un nouveau tube stérile, nous avons

mélangé 0.5 ml de notre tube de BHIB avec 0.5 ml de plasma de lapin.
Interprétation des résultats

Une coagulation rapide, indique la présence Staphylococcus

aureus.
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5.2.1.2.5 Test a la catalase

Pendant leurs respirations aérobies, certaines bactéries produisent
du peroxyde d’hydrogene (H,0;), celui-ci est trés toxique, et certaines
bactéries sont capables de le dégrader grace aux enzymes qu’elles
synthétisent et notamment la catalase, cette enzyme est capable de

décomposer I’eau oxygénée selon la réaction :

H,O, » 2H,0+ O,

Dans une zone stérile, et dans une boite de Pétri, nous avons
rajouté une goute d’eau oxygéné, sur une colonie de Staphcylococcus

aureus
Interpreétation des résultats

L’observation d’une effervescence, indique une catalase positive.

5.2.1.2.6 Test d’oxydase

C’est un test discriminant qui permettra de faire des hypotheses sur

I'identité de la bactérie étudiée.

Dans les mémes conditions précédentes, et avec I’anse de platine,

nous avons placé une colonie de staphylococus sur un disque d’oxydase.
Interprétation des résultats

L’absence de changement de couleur sur le disque signifie une

oxydase négative.
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5.2.1.3. Recherche et dénombrement des Streptocoques :

On recherche les Streptocoques dans les denrées alimentaires parce
qu’ils sont des indicateurs de contamination fécale, leur présence est un
indice de manipulations non-hygiéniques, est la cause d’intoxications

alimentaires (Waes, 1973).

5.2.1.3. 1IEnsemencement en surface

A partir de dilutions (10 a 10™%), nous avons prélevé avec une
pipette Pasteur 2 ou 3 gouttes (environ 0.1ml) de chaque dilution de lait
gue nous avons déposé et étalé avec un rateau sur de la gélose Slanetz,
solidifiée dans les boites de Pétri. Ces dernieres sont retournées apres

solidification de la gélose puis incubées a 37°C pendant 48h.
Interprétation des résultats

Les colonies présentant une coloration rouge a marron doivent etre

considérées comme caractéristiques des streptocoques.
5.2.1.3. 2Test de présomption

Le bouillon de Rothe est utilisé pour effectuer le test présomptif de
recherche et de dénombrement des entérocoques dans les eaux
d’alimentation, les produits surgelés et les autres produits alimentaires par
la méthode du nombre le plus probable. Cette recherche se pratique en

deux étapes :
Test présomptif sur bouillon de Rothe,
Test confirmatif sur bouillon de Litsky.

(http://www.solabia.fr/solabia/produitsDiagnostic.nsf)

consulté le 02/06/2016.
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A partir des dilutions (10 a 10-®), nous avons porté aseptiquement 1 ml
de chaque dilution et nous I’avons versé dans des tubes contenant 9 ml de
milieu de Rothe, et nous avons mélangé I’inoculum dans le milieu, puis

nous I’avons incubé se fait a 37°C, pendant 24 a 48heures.
Interpretation des résultats

Les tubes présentant un trouble microbien, sont considérés comme

positifs.

5.2.1.3. 3Test de confirmation

Nous avons fait le repiquage des tubes positifs a I’aide d’une anse
de platine bouclée que nous avons introduit dans au test de présomption
des tubes contenant un milieu Eva Lytski. Apres avoir mélange

I’inoculum dans le milieu, I’incubation se fait a 37°C, pendant 24heures.
Interprétation des résultats

On considere le résultat comme négatif, en I’absence de turbidité dans les

tubes.

5.2.1.3. 4 Test a la catalase

Dans une zone stérile, et dans une boite de Pétri, nous avons

rajouté une goutte d’eau oxygénée sur une colonie de streptocoques
Interprétation des résultats

L ’absence d’effervescence, indique une catalase négative.
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5.2.1.3.5 Test d’oxydase

Dans les mémes conditions que précédament, et avec lance de
platine, une colonie de Streptocoques est déposée sur un disque

d’oxydases.
Interprétation des résultats

L’absence de changement de couleur sur le disque signifie une

oxydase négative.

6) Antibiogramme

Le but de la réalisation d’un antibiogramme est de tester la
sensibilité d’un germe a un ou plusieurs antibiotiques dans une optique

essentiellement thérapeutique. Il sert également :
- A la surveillance épidémiologique de la résistance bactérienne ;

- A I’identification bactérienne par la mise en évidence de
résistances naturelles (Collaboration de ’'OMC., 2011). Nous avons
ensemencé les streptocoques et les staphylocoques de Chapman et
Slanetz (dilution 101), dans des boites contenant une gélose nutritive et

nous les avons incubés a 37°C pendant 24 h.

Le lendemain, nous avons mis stérilement 1 ml de l'eau
physiologique dans des tubes, puis nous avons prélevé les colonies des
boites de gélose nutritive, et nous les avons mis en suspension, puis nous
avons réglé la densité des tubes avec vortex, jusqu'a obtenir la méme
opacité que I'étalon Mac Farland 0.5, ce dernier est préparé par I’ajout

acide sulfurigue a une solution aqueuse de chlorure de baryum.
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le standard Mac Farland est notamment utilisé lors de la
préparation des inoculums bactériens standardises pour les tests de

sensibilite aux agents antimicrobiens (national comite, 2001).

Pour la réalisation de I’antibiogramme, premiérement, nous avons
coulé les boites de Pétri de gélose Mueller-Hinton, et nous avons placé
les disques sur la gélose grace a un distributeur des disques

d’antibiotique.

La Figure 08 montre le distributeur d’antibiotique, qui permet le
depdt standardisé des disques sur la gélose, nous avons trempe
I'écouvillon dans la suspension bactérienne, ensuite nous avons enlevé
I'excés de I'inoculum par pression sur les bords du tube, ensuite nous
avons écouvillonné réguliérement la gelose en tournant la boite de 60°
jusgu'a ensemencement de la totalité de la surface, nous avons laissé
sécher pendant 3 a 5 minutes la gélose, puis nous avons dépose les

disques d'antibiotiques, I’incubation est réalisé de 24 h a 37°C.
Interprétation des résultats

Nous avons observé des zones d’inhibition sur les souches
microbiennes. Pour chaque souche microbienne, la sensibilit¢ ou la

résistance a un antibiotique est différente (annexe 06,07).
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Chapitre V . Résultats et discussion

1. Indice de propreté

Les deux vaches de la ferme sont relativement propres

Figure 09 : Indice de propreté des vaches de la ferme,
A : vache pie noire ; B : vache pie rouge.

2. Résultats du test papier indicateur mammites

Test effectué sur la vache pie rouge et la vache pie noire de la
ferme.

Selon la figure ci-dessous, nous avons observé un virement de la
couleur du papier indicateur, passant du vert, au vert foncé. Ceci est
apparu a I’endroit qui indique le pis postérieur droit de la vache pie
noire, et a la place du pis postérieur gauche de la vache pie rouge, ce qui
indique la présence de mammites (figures 10).

Fon ;
S

=

oy e

==

Pie noire

Pie rouge

Figure 10 : Résultats du test papier indicateur des mammites,
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3. Analyses microbiologiques
3.1 Coliformes fécaux

Aprés 24 heures d’incubation, aucun germe n’a été obtenu dans les
deux échantillons des deux vaches.

L’absence des coliformes prouve qu’ils ne sont pas la cause des

mammites chez les deux vaches.
3.2 Staphylocoques

Sur un plan pratique, la prévention contre les staphylocoques passe
par une bonne prévention des mammites et une attention toute particuliere
au trayon (Cuq, 2007).

La contamination de la peau et des muqueuse par les
staphylocoques, augmente pendant le cycle de lactation (Jacob et al.,

1985), ce qui peut étre la cause de d’infection de la mamelle.
3.2.1 Résultat de I’ensemencement dans un milieu Chapman

Dans cette étude, nous avons fait la recherche des staphylococcus
aureus dans le milieu Chapman. Ce dernier est un milieu selectif pour
I’isolement des staphylocoques, nous avons obtenu des bactéries sous

forme des colonies jaune et rouge dans les deux echantillons (figure 11).
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Figure 11: Staphylocoques : A : échantillon 01, dilution 10 ;
B : échantillon 02, dilution 101

3.2.2. Résultats de I’ensemencement dans un milieu Baird Parker

Nous avons fait la recherche des staphylocoques dans le milieu
Baird Parker, ce dernier permet la détection et la numération directe des
staphylocoques pathogenes, nous avons obtenu des colonies noires, et des

colonies noires entourées par des halos (figurel?2).

Figurel?2: Staphylocoques pathogenes : A : échantillon 01, dilution 10

1
B : échantillon 02, dilution 10!
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3.3 Streptocoques

Le taux des streptocoques fécaux varie de 1.102 a 20.10% ufc/ml.
Le milieu Slanetz, est un milieu sélectif pour leur isolement a permis

d’observer des colonies rouge a marron (figure13).

Le taux de streptocoques est en rapport avec I’état de santé des
vaches, les conditions hygiéniques de la traite, d’une pollution fécale
ancienne humaine ou animale (Clausenet et al., 1977). Quant aux
streptocoques susceptibles de contaminer le lait, ils sont plutot
typiqguement des déjections animales, comme streptococus bovis,
s.equinus. s.gallolyticus et s.alactolyticus (Bitton, 1999; Farrow et al.,
1984).

3.3.1Résultats de I’ensemencement dans un milieu Slanetz

Figurel3: Streptocoque : A : échantillon 01, dilution 10 ;
B : échantillon 02, dilution 10,
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3.4 Résultats de dénombrement des germes photogenes

Les résultats représentés dans les tableaux 07 et 08.

Tableau 08: Résultats du dénombrement des staphylocoques
en milieu Chapman (ufc/ml).

Dilutions
101 102 103 104
Echantillon
pie rouge 5.7 0.33 0.019 0.0004
pie noire 7.1 0.39 0.022 0.0006

Tableau 09: Résultats de dénombrement des streptocoques
dans un milieu de Slanetz (ufc/ml).

Dilutions
101 102 103 10
Echantillons
pie rouge 4.9 0.26 0.006 /
pie noire 5.6 0.31 0.011 0.0004
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3.5 Résultats des tests

» Staphylococcus aureus

3.5.1. Test de BHIB

La figure 14 montre la présence d’un trouble dans les deux tubes
de BHIB des deux échantillons.

Figure 14: Résultat du test BHIB : A : échantillon 01, dilution 101
B : échantillon02, dilution 10, T: témoin.

3.5.2. Test plasma de lapin

La figure 15 ci-dessous, montre une coagulation dans les tubes, ce

qui indique la présence des staphylococus aureus.
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Figure 15: Résultats du test plasma de lapin. A : échantillon 01, dilution
101 B : échantillon 02, dilution 102,

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

comme positif (Annexe07).
3.5.3. Test de la catalase

L apparition d’une effervescence en présence d’eau oxygénée indique

une catalase positive, dans I’échantillon bactérien.
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Figure 16: Résultats du test catalase des deux échantillons :
A : échantillon 01, dilution 10 B : échantillon 02, dilution 101

3.5.4. Test a I’oxydase

L’absence de changement dans les deux échantillons indique un résultat
négatif.

Figure 17: Résultats du test oxydase des staphylococcus aureus,
A : échantillon 01, dilution 10! B : échantillon 02, dilution 10

» Streptococcus agalactiae
3.5.5. Test de présomption

La recherche des streptocoques utilise un milieu de présomption de
Roth et un autre de confirmation de I'Eva Litsky en cas d'obtention d'un

résultat positif dans le premier test (Guiraud et al., 1980).

Résultats du test de présomption présentant un trouble dans les
deux échantillons.
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Figure 18: Résultats du test de présomption. A : échantillon01,
dilution10 B : échantillon02, dilution 10, T : milieu Roth témoin.
3.5.6. Test de confirmation

La figure 17 montre qu’il n’y a aucun changement dans les tubes,

résultats négatifs.

i

Figure 19: Résultats du test de confirmation des streptocoques
fécaux A : échantillon 01, dilution 10 , B : échantillon 02, dilution 10!

3.5.7. Test a la catalase

L’absence de changement dans les deux échantillons, signifie une

catalase négative.
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Figure 20: Résultats du test catalase A : échantillon 01, dilution 101
B : échantillon 02, dilution 10!

3.5.8. Test a I’oxydase

La figure 21 représente une oxydase négative, aucun changement

dans les deux échantillons.

Figure 21: Résultats du test oxydase A : échantillon 01, dilution 10
B : échantillon 02, dilution 10
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4. Antibiogramme

Trois catégories cliniques ont été retenues pour l'interprétation des
tests de sensibilité in vitro (annexe 05): sensible (S), Résistant (R), et

Intermédiaire (1).

Les souches catégorisées (S), sont celles pour lesquelles la
probabilité de succes thérapeutique est forte, dans le cas d'un traitement
par voie systémique, avec la posologie recommandée dans le résumé

des caractéristiques du produit (RCP).

Les souches categorisées (R), sont celles pour lesquelles il existe
une forte probabilité d'échec thérapeutique, quelque soit le type de

traitement et la dose d'antibiotique utilisée.

Les souches catégorisées (1), sont celles pour lesquelles le succeés
thérapeutique est impreévisible. Ces souches forment un ensemble
hétérogene, pour lequel les résultats obtenus in vitro ne sont pas prédictifs
d'un succes thérapeutique (Collaboration de I’OMC., 2011)

Le résultat de I’ensemencement dans un milieu gélose nutritif

apres I’incubation a 37°C, pendant 24 h, représente dans la figure 22.

Figure 22: Résultat d’ensemencement dans milieu GN. A : échantillon
01 de lait, B : échantillon 02 de lait.
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Les résultats de I’antibiogramme sont représentés dans les figures
23 et 24 et dans les tableaux 08 et 09.

Zone d’inhibition Zone intermédiaire Zone de résistance

Figure 23: Résultats de I’antibiogramme des staphylococcus aureus sur
une gélose MH. A : échantillon 01, B : échantillon 02

Zone d’inhibition Zone intermédiaire

Figure 24: Résultats de I’antibiogramme des streptococcus agalactiae,
A : échantillon 01, B : échantillon02

Nous avons observé des zones d'inhibition sur les souches
microbiennes, pour chaque souche microbienne, la sensibilité ou la

résistance a un antibiotique est différente (annexe 05 et 06).

66



Chapitre V Résultats et discussion

Nous avons réalisé les tableaux 10 et 11, en se référant au livre de
standardisation de I’antibiogramme a I’échelle nationale (en médecine
humaine et vétérinaire).

Tableaul0 : Résultats de I’antibiogramme des Staphylococcus aureus

ATB OX1 | ENR | FOX | VAN30 | NEO30 | TET30 | AMC | P | E

Echntillonl | S S S S S S R S

Echntillon2 S S S S S S S R S

S : sensible, | : intermédiaire, R : résistante

Tableaull : Résultats de I’antibiogramme des Streptococcus agalatiae

ATB VAN30 TET30 CHL30 AMPO1 P E
Echntillonl S S S S I S
Echntillon2 S S S S I S

S : sensible, | : intermédiaire, R : résistante
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Discussion
1. Indice de propreté

Selon la classification de Cauty et Perreau, 2009, il ressort que les
deux vaches de la ferme sont relativement propres. Concernant la vache
pie noire, les zones de salissures s’étendent sur la moitié inferieure de la
cuisse et sur les pattes arrieres, tandis que les zones de salissures chez la
vache pie rouge s’étendent sur le haut de la cuisse.

La propreté des pattes arrieres est un indicateur de I’hygiéne des
couloirs, la propreté des flancs et des cuisses est un indicateur de

I’hygiene des logettes et de la litiere (Cauty et Perreau, 2009).

2. Résultat du test papier indicateur mammites

Sur le test papier indicateur mammites, la couleur verte foncée est
due a la présence d’une mammite chez les deux vaches. Une fois la vache
atteinte d’une mammite, le lait devient acide, ce qui provoque le

changement de couleur dans le papier indicateur.

3. Analyses microbiologiques

Trois (03) souches pathogenes ont été sélectionnées et isolées a
partir du lait cru des deux vaches de la ferme sur milieu Désoxycholate,
Slanetz, Chapman et Braid Parker.

L analyse microbiologique nous a montré une diversité de genre et

d’espéces étudiées.
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» Staphylococcus aureus

L année précédente (en 2015), les travaux de Bellatrache qui ont
porté sur la caractérisation de la flore du lait cru de la ferme
experimentale n’ont pu mettre en évidence des staphylococcus aureus
par manque de réactif. Cette année, nous avons saisi |I’occasion de
continuer la recherche en exploitant les produits disponibles.

L’analyse nous a mené a découvrir la présence des colonies
jaunes et dorées, de tailles différentes dans le milieu Chapman due a la
présence des staphylocoques, on peut prendre ainsi comme hypothese que

les staphylocoques peuvent étre la cause de la mammite.

Les expériences de KOCH ont montré que les staphylocoques
supportent les milieux hypersalés a 7,5%. CHAPMAN a confirmé ces
premiers résultats en observant que les staphylocoques coagulant le
plasma de lapin présentaient des colonies jaunes sur le milieu auquel il a
donné son nom, alors que la plupart des autres bactéries étaient inhibees.
(Chapman, 1948).

La recherche dans le milieu Baird Parker nous a permis de
decouvrir des colonies caractéristiques, a savoir des colonies noires,
brillantes, convexes entourées d’une zone de transparence (halo) ce qui
représente les caractéristiques des Staphylococcus aureus qui peuvent étre

la cause de mammite (Duthie, 1954).

Staphylococcus aureus est susceptible de donner une colonie
ronde, crémeuse, opaque, jaune sur milieu de Chapman ; noire, entourée

d'un halo clair sur milieu de Baird Parker (Guiraud, 2003).

Pour confirmer ces résultats, le test de BHIB nous a révélé des

troubles dans les tubes de BHIB, quant au Test plasma de lapin, il nous a
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révelé la coagulation, ce qui confirme la présence des staphylococcus

aureus.

La croissance est mise en évidence par I’apparition d’une turbidité
dans le milieu. Des subcultures doivent étre entreprises pour pratiquer

une purification des souches destinées a étre identifiées (Duthie, 1954)

Selon nos résultats obtenus, les Staphylococcus aureus possedent

une catalase, et sont dépourvus d’oxydase.

Selon Duthie, 1954, les staphylococcus aureus possedent une
catalase (qui va décomposer I’eau oxygenée H202) a la différence des
streptocoques qui n’en possedent pas, de méme que les aérocoques
« germes non pathogénes mais qui peuvent poser un probléme pour le

diagnostic difféerentiel des S. aureus ».

En comparaison avec I’étude de diversité des écosystemes
microbiens du lait et typologie des élevages bovins laitiers de la région de
Hassi Mameche et Ain Nouissy, il a eté noté [I’absence des
staphylococcus aureus ce qui reflete la maitrise de la qualité hygiénique

des exploitations testées (Rechidi, 2013).

> Streptococcus agalatiae,

Les colonies obtenues présentant une couleur rouge ou rose
foncée, a marron, sont caractéristiques des Streptocoques (Rodier,
1984).
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L’absence de turbidité dans le bouillon de Litsky indique que les
Streptocoques que nous avons obtenus ne sont pas des streptocoques

fécaux.

Les 02 isolats identifiés au genre Streptococcus, ont été rattachés
aux caracteres des Streptococcus agalatiae, car ces derniers n’ont ni

catalase ni oxydase.

Selon George et al, streptococcus agalatiae sont des Cocci a

Gram positif, catalase négative, anaérobies aérotolérants.

Les résultats des travaux menés par Bellatreche en 2015 ont
montre I’absence de streptocoques. En revanche, il a été constaté la
présence de Streptocoque fécaux dans la recherche réalisée par Rechidi
en 2013 et ce eu égard au nombre d’exploitations concernées par I’étude

dans ce dernier cas.
4. Antibiogramme

L'antibiogramme constitue la suite logique de I'examen
bactériologique. Nous constatons I’apparition des zones transparentes de
différents diameétres, ce qui reflete la sensibilité des bactéries a I’égard

des antibiotiques.

La zone sensible dépend du diamétre d’inhibition de la bactérie
Staphylococcus aureus. Celle-ci est sensible aux antibiotiques suivants
Vancomycine, Néomycine, Tétracyclines, Amoxicilline, Céfoxitine,
Enrofloxacine, et intermédiaire a L’oxacilline, et résistante a la
Penicilline.

Tandis que les Streptococcus agalatiae sont sensibles aux
Vancomycine, Tetracyclines, Chloramphénicol, Ampicilline,

Erythromycine, et intermediaire a la Pénicilline.
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D’apres Emmanuel et al, (2008), Streptococcus est
particulierement sensible a la penicilline et aux autres types
d’antibiotiques appartenant a la famille de la pénicilline. Un
antibiogramme est réalisé lorsque [l'utilisation de ces antibiotiques

n’aboutit pas a la guérison des sujets malades.

Streptococcus agalactiae  est sensible aux Tétracyclines,
Chloramphénicol, Ampicilline, Amoxicilline, Erythromycine, et souvent

résistante a la Penicilline (Lafont et al., 2002)

Staphylococcus aureus est sensible aux antibiotiques suivants :
Vancomycine, Néomycine, Tétracyclines, Amoxicilline, Céfoxitine,
Enrofloxacine, et souvent a I’oxacilline ; résistant a la Spiramycine et
souvent résistant a la Pénicilline (Lafont et al., 2002 ; Emmanuel et al.,
2008).

On considéere que l'antibiogramme est difficile a réaliser par le
praticien car beaucoup de facteurs entrent en jeu dans la qualité de celui-
ci (taille de l'inoculum, conservation des disques, milieu de culture).
Blains, (2004), estime que I'antibiogramme ne se justifie pas souvent, il
reste discutable et le vétérinaire praticien connait deja par ses études et
son expérience sur le terrain, la sensibilité des principaux germes aux
différents antibiotiques (Poutrel, 2004).

72



Conclusion

Conclusion

Suite a nos travaux de recherche sur le présent theme, on peut
conclure que la vache pie noire est atteinte d’une mammite clinique, par
contre la vache pie rouge est atteinte d’une mammite subclinique, et que
ceci est probablement du aux causes suivantes :

-mauvaises conditions d’élevage et d’hygiene ;

-mauvaises conditions d’hygiéne de la traite: insuffisance de
nettoyage et désinfection des quartiers avant et apres chaque traite,
utilisation de machine a traire mal entretenue, insuffisance de traitement
au tarissement ;

- mauvaises conditions de travail pour le personnel : absence de
tenue vestimentaire, de vestiaires et de sanitaires.

Suite a ces constatations, on propose de citer quelques
recommandations:

» Mise en place dans la ferme d’élevage, d’un laboratoire
d’autocontréle de microbiologie spécialisé, vu son rdle dans le
contréle de la qualité sanitaire du lait du lait cru, notamment dans
la recherche des mammites;

» Amélioration de I'application de mesures dhygiéne adéquates,
particulierement lors de la traite ;

» Traitement systématique des mammites cliniques en respectant les
regles de bases (traitement antibiotique précoce et massif) ;

» Procéder a la réforme des vaches aux mammites non guéries ou
récidivantes ou a quartier fibrose ;

» Recherche systématique des mammites par le test papier
indicateur ;

» Amélioration des conditions de travail du personnel de la ferme
d’élevage.
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Annexe01

Milieu désoxycholate (LEIFSON, E., 1935)

e Composition

Pour 1 litre de milieu :

- Peptone pepsique de VIande .........cccccveiveeiieiieenie e 10,00 ¢

= LACTOSE ..eiviii ittt 10,00 g
- Désoxycholate de SOdIUM ..o 0,50 ¢
- Chlorure de sodium..........coouviiiiie i 5,00¢
- Citrate de SOQIUM .......voviiie e 2,009
= ROUQE NEBULIE ...ttt 0,03 g
- Agar agar bacteriologiqUe .........cocvvvviieniieiee e 15,00 g

pH du milieu prét-a-1I’emploi a 25°C : 7,1 £ 0,2
e Principe

Ce milieu contient une base nutritive ordinaire.

Ce milieu contient 1 critéere de différenciation : le lactose dont la

fermentation est révélé par le rouge neutre.

Il contient 2 inhibiteurs des bactéries Gram+ a faible concentration

. le désoxycholate (sels biliaires) et le citrate de sodium.

Couleur finale du milieu : rose violacé
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Annexe02

Milieu Slanetz
(http://www?2.aclyon.fr/enseigne/biotech/microbio/Milieu culture/SL
ANETZ.htm)

e Composition

PEPIONE. .. et e 209
GlUCOSE . .. et e e e e e e 20
Azide de SOTIUM ... .. e e e e e e 04¢g
TTC triphényltétrazolium ..o, 0.1g
Hydrogénophosphate de sodium ... 44
Al e e 10 g
pH=72
e Principe

Ce milieu contient un critere de différenciation : le TTC (voir
gelose lactosée au TTC et Tergitol 7) qui lors de sa réduction donne une

coloration des bacteries en rouge.

Il contient un inhibiteur du gram -, qui sélectionne les

Streptocoques : I’azide de sodium.

e |ecture

Les Entérocoques donnent des colonies de taille moyenne, roses ou
rouges.

Les Bacillus peuvent pousser et donner le méme aspect de colonies, mais
de taille plus importante.
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Annexe03

- Milieu Baird Parker
(http://www?2.aclyon.fr/enseigne/biotech/microbio/Milieu_culture/SL
ANETZ.htm)

e Composition

Le tellurite et le jaune d'ceuf sont ajoutés au milieu au moment de
I’emploi.

BIO- T Y PCaSE. .ttt et e e e 10g
Extrait de viande de beuf..........cooiiiiii 5¢
EXtrait de levUure. .. ... 29
Chlorure de lithium........ooi i 5¢
Pyruvate de SOdiUM.......coiiii i 10g
GlycoCOolle. ... s 129
Tellurite de potassSiUM.......oovieiiiii i e e 1 mL
Emulsion de jaune d'ceufa ..o, 10 %1 mL
0 T 159
pH=17,2
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Annexe04

Milieu Chapman
(http://www?2.aclyon.fr/enseigne/biotech/microbio/Milieu_culture/SL
ANETZ.htm)

e Composition

Sa composition, en grammes par litre d'eau distillée, est la suivante :

T 0] 0] 1= 11,09
Extraitde viande..........ccooiiiii i 109
Chlorure de SOdiUm........oii i e, 759
ManNNItol. ... e 10,0 ¢
Rougede phénol..........c.cooiiii i, 0,025 ¢
0 159
Eau distillée ..., 1000 mL
pH=16.6
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Annexe 05

Collaboration de I’OMC (2011). Standardisation de I’antibiogramme a
I’échelle nationale (médecine humaine et vétérinaire), 6 ™ édition, p
185-184-187.
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Annexe 06

Collaboration de I’OMC (2011). Standardisation de I’antibiogramme a
I’échelle nationale (médecine humaine et vétérinaire), 6 ™ édition, p
185-184-187.
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Annexe 07

Notice de la boite de plasma de lapin du laboratoire vétérinaire

85




Résumeé : Vue I’importance essentielle du lait cru, en tant que nutriment
essentiel pour la santé humaine, et vu son important role dans I’industrie
agroalimentaire pour la fabrication des produits laitiers, il nécessite une
étude concernant les mammites et les bactéries qui en sont responsables.
C’est dans ce sens la que ce projet d’étude a été mené. Ce travail s’est
étalé sur une période de 3mois, du mois du mars au mois de mai de
I’année 2016. Les prélevements du lait cru ont eu lieu dans la ferme
experimentale de I’universite de Mostaganem. Les résultats obtenus a
I’issue de cette étude a permis de mettre en évidence la présence des
bactéries du genre Staphylococcus aureus et Streptococus agalaxiae ce
qui vient confirmer la présence de mammite dans I’élevage. D’ou I’intérét
de prendre toutes les mesures qui participeraient et a améliorer les
conditions hygiénique pour obtenir un lait sain.
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