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Résumé

Comme le lait est un aliment de base, il doit satisfaire des exigences qualitatives
pour le consommateur et pour l’industrie laitiére et d’autres quantitatives pour les
éleveurs. Pour atteindre ces objectifs les éleveurs doivent contrbler et prévenir, surtout
les mammites sub-cliniques qui représentent 98% des infections de la mamelle. Pour
cela, une étude a été menée, afin de détecter précocement les mammites sub-cliniques,
par I’isolement et la caractérisation des germes pathogenes, dans deux fermes laitieres de
petites tailles, situés dans la wilaya de Mostaganem. Les prélevements de lait effectués
au niveau des deux fermes nous ont permis de réaliser une étude microbiologique des
deux échantillons. A I’issu de ce travail nous avons constaté que les deux troupeaux de
vaches présentent des signes de mammites sub-cliniques. L'étude de certains parametres
pouvant prédisposer ou favoriser la maladie, a montré que les vaches allaitantes sont
moins touchées que les laitieres, constat que nous avons fait sur le terrain a la base des
moyens et des conditions de traite ou la notion d’hygiene n’est pas observée. Une
formation adéquate des éleveurs sur les méthodes de détections précoces des mammites
et sur les mesures d’hygiéne a suivre dans la conduite des vaches laitieres permettra de
diminuer de facon significative I’apparition de mammites et les pertes financieres qui en
découlent.

Mots- clés : Vache laitiere ; mammite; étude microbiologique ; germes pathogenes ;
mesures d’hygiene.
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Introduction

Introduction :

Les infections intra-mammaires ou mammites sont des maladies d’origines diverses a
facteurs de risques majeurs qui touchent particulierement les élevages bovins laitiers en
Algérie et dans le monde. Les mammites sont en termes de fréquence la premiere dominante
pathologique de ces élevages avant les autres troubles comme celui de la reproduction et les
boiteries ou d’autres maladies bovines comme la brucellose et la fiévre aphteuse. La
prévalence des mammites est jusqu’a présent mal connue et nécessite des recherches
approfondies.

Les mammites en élevage bovin laitier sont la principale cause de pertes économiques
(Dumas et al., 2004). Pour des raisons sanitaires, le lait est non produit ou non commercialisé
ce qui entraine un moindre paiement de celui-ci pour sa moindre qualité, une réforme des
vaches incurables et un cout élevé des soins. C'est aussi la premiere cause de consommation
d'antibiotiques avec deux traitements par vache et par an en moyenne, et la premiere source de
pollution du lait par des antibactériens (Durel et al., 2004 ; Serieys, 2004).

Les mammites représentent par conséquent un cout économique trés important. La
moitié de ce cout est due a des pertes directes : baisse de production laitiere, réformes des
vaches atteintes et incurables, lait écarté et frais vétérinaires. L'autre moitié est liée a des couts
indirects comme 1’hébergement et I’alimentation des bétes atteintes, les pénalités de paiement
et le remboursement des dettes pour les jeunes éleveurs ou la perte de temps pendant la traite
estimée a 4 heures par mammite. Les mammites font I'objet d'une consommation importante
d'antibiotiques pour leur traitement (en lactation et au tarissement) mais aussi leur prévention
(au tarissement).

Actuellement toutes les équipes de recherches versées dans la filiére lait s'organisent
pour améliorer les plans de lutte contre les mammites et leur prévention afin de réduire les

quantités d'antibiotiques utilisés et de limiter I'antibiorésistance.

Problématique : Est-ce que I’état de salubrité des fermes laitiéres peut avoir une influence

sur I’apparition des mammites ?

Hypothése : Le manque d’hygiéne provoque ’apparition des mammites.




Introduction

Pour atteindre I’objectif vis¢ par notre recherche soit I’isolement et la caractérisation
des bactéries responsables des mammites chez les bovins nous avons réparti notre travail en
cing parties.

Apres une premiére partie consacrée a des généralités sur les bovins, les races typiques
existantes en Algérie, la nature et la qualité des rations fourrageres, les lieux d’hébergement et
le suivi sanitaire, nous exposeront en détail 1’organe mamelle, sa structure et son
fonctionnement. Nous completerons ce chapitre par une définition du lait, sa flore et les
sources de contamination.

Le deuxiéme chapitre comportera une étude bibliographique sur les mammites
bovines, la définition, la classification et les origines.

Dans le troisieme chapitre nous présenterons les méthodes de diagnostic des infections
mammaires.

Le quatriéme chapitre est consacré au materiel utilisé et aux méthodes d’analyse
bactériologiques sur les mammites.

Dans le cinquiéme chapitre nous présenterons les résultats obtenues dans la pratique et

nous terminerons enfin par une discussion des résultats pratiques et par une conclusion.
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Chapitre 1 : Généralités sur les bovins

1. Les races bovines existantes en Algérie : locales et importées

1.1. Les races exploitées :

En Algérie, la composition du troupeau a fortement changé avec l'introduction, depuis
1970, des races Pie-Noire, Pie-Rouge et Tarentaise. Les croisements, souvent anarchiques, et
I'insémination artificielle a base de semences importées ont fortement réduit le sang de races
locales qui ne subsistent en mélange que dans les régions marginales (montagnes, élevage
bovin en extensif) (Abdelguerfi, 1997; Guerra, 2008).

Le cheptel bovin est constitué principalement de trois races : les races locales, les races
hautes productrices et les races améliorées ou mixte (Bendiab, 2012).

1.1.1. Les races locales :

Les races locales représentées par la brune de 1’Atlas (figure n° 1), se trouvent dans les
zones montagneuses et le nord de 1’Algérie. Comparativement aux races importées, les races
locales sont caractérisées par 1’adaptation aux conditions difficiles du milieu. En effet, elles
sont adaptées a la marche en terrains difficiles, aux variations des régimes alimentaires, a la
résistance a la sous-alimentation et aux maladies (Yakhlef, 1989; Eddebbarh, 1989).

La brune de I’Atlas est la race locale la plus ancienne, elle est présente en Algérie
depuis I’Antiquité. Sa robe est grise, fauve ou brune, rehaussée de noir. C'est une vache de
petite taille aux jambes fines, parfaitement adaptée aux climats arides et facile a nourrir. De
tous temps, son role fut essentiel aupres des populations : animal de trait, fournissant cuir et
viande (la chair de ses veaux est réputée), elle produit certes seulement 4 a 5 litres par jour, de
lait, mais la qualité de ce dernier est incontestable par sa richesse en matiéres grasses (Guerra,
2008).

On trouve encore ces vaches de race pure qui se répartissent en quatre rameaux
principaux :
> La chélifienne, caractérisée par un pelage fauve, vit dans les monts du Dahra.
> La Setifienne, a pelage brun foncé qui s’adapte bien aux conditions rustiques est

localisée dans les monts des Babors.

» La Guelmoise, a pelage gris foncé, que I'on trouve dans les régions de Guelma et de
Jijel. Elle compose la majorité du cheptel bovin algérien vivant en zone forestiéere.

> La Cheurfa, a pelage gris clair, qui vit en bordure des foréts, dans la région de Guelma
et sur les zones lacustres de la région de Annaba (Nadjraoui, 2001).
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De la méme famille, il existe également, en plus petit nombre, la Djerba, brun foncé,
qui peuple la région de Biskra, ainsi que la blanche kabyle (blanc) et la Chaouia, proches

parentes de la Guelmoise et de la Cheurfa.

Fig.1 : La race locale brune de I’atlas (Bendiab, 2012).

1.1.2. Les races hautes productrices :

A partir des années 1970, I'Algérie, dans le souci d'améliorer la production de lait, a
importé de nombreuses génisses de races réputées pour leur productivité : en téte, la Pie-noire,
ou plus exactement la Prim'Holstein (figure n° 2), originaire du nord de I'Europe, viennent
ensuite la Pie-rouge de I'Est et la Pie rouge Montbéliarde (figure n° 3), en effectif plus réduit,
auxquelles s'ajoutent depuis peu la Fleckvieh (figure n° 4), originaire de Suisse et enfin la
tarentaise, une race peut-étre issue de vaches africaines qui s'est répandue en France, et

particulierement adaptée au climat de montagne (Guerra, 2008).

. L
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Fig. 2 : La race Holstein (Bendiab, 2012).
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Fig. 4 : La race Fleckvieh (Bendiab, 2012).
1.1.3. Les races améliorées ou mixtes :

Elles sont issues de multiples croisements entre la race locale et les différentes races
importées pour I’amélioration de la production, ces races importées ont un potentiel génétique
élevé mais leurs performances se trouvent diminuées par rapport a leurs pays d’origine. Les
races bovines améliorées sont représentées par la Frisonne Hollandaise Pie noire, tres bonne
laitiére, tres répandue dans les régions littorales. Elle constitue 66% de I'effectif des races
améliorées. La Frisonne Francaise Pie noire est également tres répandue et bonne laitiere. La

Pie rouge de I'Est et la Pie rouge Montbéliarde ont un effectif plus réduit (Nadjraoui, 2001).
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1.1.4. Un cheptel trés diversifié :

Les races locales « brunes de 1’Atlas » réunissent quant a elles 34 % du total, soit

environ 330.000 tétes.

Les races sélectionnées qui ont été importées représentent aujourd'hui environ 300 000
tétes, sur un total de 950.000 vaches élevées en Algérie (chiffres 2011), soit 28 %. Elles sont

dites « bovins laitiers modernes »

Mais a ces races precédemment citées, il faut encore ajouter celles qui ont été croisées
ou métissées (races améliorees) pour bénéficier a la fois des qualités des races locales et des
rendements laitiers des races étrangéres. C'est le cas du dernier tiers du cheptel, avec 320.000

tétes.

Géographiquement, notons que la moitié de I’élevage bovin de races locales et races
croisées se trouve dans un rectangle du Nord Est du pays qui comprend 8 wilayates : Tarf,
Annaba, Skikda, Jijel, Souk Ahras, Guelma, Mila, Sétif (Guerra, 2008).

> Les chiffresclé:
- 950 000 vaches

- 215000 éleveurs
> 1860 000 tonnes de lait (sur un total de 2, 5 millions de tonnes comprenant également

les laits de chevres, de chamelles et de brebis) (Guerra, 2008).

2. L’alimentation (nature, quantité et qualité) :

2.1. Alimentation des vaches laitiéres en Algérie :

L'alimentation de la vache laitiere est différente d'un type d'élevage a un autre et méme
d'une exploitation a une autre selon la nature des ressources alimentaires disponibles, selon la
région, et aussi selon la saison. En effet, on distingue deux périodes qui déterminent le régime

alimentaire pour les vaches laitieres :

> La période de stabulation durant I'hiver : les animaux recoivent la paille de céréales, le
foin de prairie ou d'avoine comme ration de base. Les quantités distribuées sont
variables d'une exploitation a l'autre et plus importantes par rapport aux autres saisons.
En plus du fourrage grossier, les vaches recoivent des quantités de concentré a I'étable

comme complémentation tout le long de I'année. Les quantités distribuées de

e




Chapitre 1 : Généralités sur les bovins

concentré sont variables en fonction de la saison et selon I'exploitation. En effet, elles
sont en moyenne de 2,17 kg / vache / jour avec un maximum de 12 kg / vache / jour.
Les concentrés utilisés sont soit simples (son de blé), soit composés essentiellement de
son de blé, d'orge, de soja et de mais avec ou sans consommation de matiere verte.

> La période de paturage des prairies et des jacheres au printemps, des chaumes en été et
des repousses d'herbes en automne : durant cette période qui s'étale du mois de Mars
jusqu'a Septembre en général, les vaches recoivent des quantités tres faibles de
fourrage grossier ou ne regoivent plus aupres de quelques unités. Généralement la
ration est basée sur I'herbe de paturage au printemps et les chaumes en été. Les
fourrages verts font partie de I'alimentation des vaches durant cette période au sein des
exploitations ayant un potentiel fourrager et des périmétres irrigués. Pour les cultures
estivales, le sorgho fait partie de la ration de base durant la période allant du mois de
Juillet au mois de Septembre. Alors que, le mais contribue a la ration de base aux mois
de Juillet et d'Aodt. Le concentré est distribué a [I'étable comme aliment

complémentaire.

Chez tous les éleveurs enquétés, I'abreuvement des animaux se fait une seule fois par
jour pendant les périodes hivernales, et deux a trois fois pendant les périodes chaudes a partir

des eaux souterraines ou superficielles.

Il faut noter que la conduite de l'alimentation des vaches des exploitations est
différente d'un type d'élevage a un autre. En effet, I'alimentation chez les exploitants n'ayant
pas de surfaces fourragéres est basée sur la paille comme fourrage grossier distribué tout le

long de I'année et le paturage des jacheres au printemps et des chaumes en été.

Par contre, ceux qui possédent des surfaces réservées aux fourrageéres, utilisent les
fourrages verts dans le rationnement des bétes. L'alimentation en vert utilisée est I'orge en vert

et I'nerbe de prairie et de la jachere.

Tandis que pour d’autres exploitations, I'alimentation en vert est basée sur I'herbe de la

jachere, I'orge en vert exploité au printemps et les fourrages estivaux (sorgho et mais).

La plupart des documents que nous avons consultés comme les theses et les travaux de
recherches dans le domaine d’alimentation des élevages bovins ne précisent pas exactement la

qualité et la quantité des rations alimentaires distribuées aux vaches laitieres. Les données

.
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recueillies lors des enquétes de terrain étant en genéral fausses, les éleveurs ne travaillant pas
sur des bases scientifiques et la conduite d’une alimentation rationnelle n’étant jamais
respectée, c’est le constat que nous avons fait personnellement lors des visites effectuées dans
quelques fermes de la région de Mostaganem.

Nous présentons un extrait sur une conduite d’alimentation spécifique aux vaches
laitieres qui repose sur des bases scientifiques, tiré a partir du document ‘Guide

d’alimentation des vaches laiti¢res (Guerra, 2008).
2.2. Guide d’alimentation des vaches laitiéres :

La production de lait d'une vache laitiére dépend de quatre principaux facteurs :

a) le potentiel génétique, b) le programme d'alimentation, c) la conduite du troupeau, et d)
la santé. Alors que le potentiel génétique des vaches s'améliore constamment, nous devons
perfectionner I'alimentation et la conduite du troupeau pour permettre a chacune de
produire & la mesure de ses aptitudes héréditaires. Un bon programme d'alimentation pour
vaches laitiéres doit indiquer les aliments qui sont appropriés, les quantités nécessaires,
ainsi que la maniére et le moment de les servir (Wheeler, 1993).

2.2.1. Consommation de matiere séche (MS) :

Amener la vache a consommer de grandes quantités d'aliments est la clé d'une
production de lait abondante et efficace. En choisissant les aliments on doit viser a assurer
le maximum de consommation. Tous les éléments nutritifs (sauf I'eau) requis pour la
production de lait se trouvent dans la matiére seche (MS) des aliments. Une forte
consommation de matiére séche se traduit par un grand apport d'éléments nutritifs et une

haute production laitiére.

Le tableau 1 indique le maximum de MS totale (fourrage et mélange de concentrés)
gu'une vache laitiere peut consommer dans la seconde moitié de sa lactation. Dans ce
tableau, la MS totale est exprimée en pourcentage du poids vif de la vache et en kg par
jour. Une vache de 550 kg donnant 30 kg de lait peut consommer 3,7 % de son poids vif en
MS chaque jour, soit a peu prés 20,4 kg. Une plus grosse vache (650 kg) ayant une
production laitiere similaire ne peut consommer que 3,4 % de son poids en MS (22,1 kg
par jour). Des vaches plus grosses a production laitiere supérieure peuvent consommer
davantage de MS alimentaire (Wheeler, 1993).

.
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Tableau 1 : Ingestion de matiere séche par vache en seconde moitié de lactation (% de
poids vif et kg par jour) (Wheeler, 1993).

Production Poids vif de la vache (Kg)
Laitiére 450 550 650

(Ko)

% Kg % Kg % Kg
10 2,6 11,7 2,3 12,7 2,1 13,7
20 3,4 15,3 3,0 16,5 2,8 18,2
30 4,2 18,9 3,7 20,4 3,4 22,1
40 5,0 22,5 4,3 23,7 3,8 24,7
50 5,6 25,2 50 27,5 4.4 28,6

Dans le cas de vaches en début de lactation, les valeurs du tableau 1 peuvent étre
réduites d'au plus 18 %, les vaches ayant moins d'appétit en début de lactation. En outre,
toute difficulté au vélage, la fiévre vitulaire, la rétention placentaire et la torsion d'estomac
(volvulus) sont autant de facteurs qui font chuter la consommation de MS. Chez la plupart
des vaches, la consommation de MS augmente graduellement aprés le vélage pour

atteindre un sommet a 10 ou 12 semaines de lactation.

La teneur de la ration totale en MS devrait se situer entre 50 et 75 %. Les rations
plus humides ou plus séches limitent la consommation de MS. Quand la proportion
d'ensilage est forte, on doit s'attendre a une diminution de la consommation de MS de 0,02

% du poids vif de la vache pour chaque 1 % de réduction de MS dans la ration totale.

La consommation maximale de MS dépend de l'acces en tout temps a de I'eau
fraiche et propre. L'eau doit étre placeée dans un endroit bien éclairé, & moins de 15 metres
de l'auge. Une vache boit environ 5 L d'eau par kilogramme de lait produit (p. ex., une
vache produisant 40 L de lait boit 200 L d'eau). Les vaches ressentent la soif et la faim
aussitot apres la traite. Une diminution de 40 % de l'apport d'eau entrainerait donc une
chute de 16 a 24 % de consommation de MS et une forte diminution de la production
laitiere. Par temps chaud, les vaches ont besoin de plus d'eau.
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Les vaches réduisent leur consommation de MS quand la température ambiante
dépasse 24 °C. La diminution est généralement attribuable & une baisse de la
consommation de fourrage. Les vaches commencent a ressentir intensément le stress de
chaleur quand la température dépasse 27 °C et I'humidité dépasse 80 %, ou quand la
somme des deux valeurs est supérieure a 100. Pendant les tres chaudes journées d'été, la
consommation de MS peut subir une baisse de 15 a 20 %. Pour rehausser la consommation
de MS en été, il suffit de servir au moins 60 % de la ration en soirée et de s'assurer que les

aliments et I'eau sont offerts dans un endroit ombragé (Wheeler, 1993).
2.3. Hygiéne et santé :

Les maladies les plus fréquentes au sein des élevages étudiés sont les maladies
respiratoires et les mammites. 1l existe aussi d'autres maladies telle que, les métrites, la fievre
aphteuse et les boiteries mais a des faibles intensités. En cas de maladies, les éleveurs font

appel au véterinaire pour le traitement.

La vaccination des animaux est effectuée par I'inspection vétérinaire de la direction
des services agricoles. Chague six (06) mois, cet organisme fait un prélevement de sang et une
injection de la tuberculine pour ceux qui sont adhérés au programme du PNDA, et une

vaccination contre la rage et une contre la fiévre aphteuse une fois par an.

En général, les mesures d'hygiene sont rarement prises en compte dans les
exploitations visitées, surtout au niveau des étables et pour le matériel utilisé (Guerra, 2008).
2.4. Hygiéne et prophylaxie :

Les mesures de prévention des maladies infectieuses et les vaccinations sont montrées
dans le tableau 2. Au printemps au mois de Mai, une vaccination s’effectue contre la fievre
aphteuse et la rage, des dépistages contre les parasites internes au mois de mars et des
dépistages brucellose et tuberculose au mois d’Avril. La désinfection des batiments d’élevage

est réalisée chaque année en été, avec 1’eau de javel et plus le chaulage des étables au mois

d’Aout (Bendiab, 2012).
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Tableau 2 : Plan de prophylaxie (Bendiab, 2012).

Type de vaccination ou de traitement des Période
maladies
Dépistage interne des vaches laitiéres Printemps : mois de Mars

Drogage a base de Panacur contre les

parasites internes

Dépistage brucellose + tuberculose Printemps : mois d’Avril

Vaccin anti aphteux et antirabique contre la | Printemps : mois de Mai
fievre aphteuse et la rage

Nettoyage des étables des animaux avec 1’eau | Eté : mois de Juillet

et I’eau de javel, déparasitage externes

Chaulage des étables Eté : mois d’ Aout

3. Les mamelles :
Rappels sur I’anatomie de la mamelle et ses moyens de défenses.
3.1. Anatomie de la mamelle :

Le pis de la vache est composé de deux paires de mamelles séparées par le sillon inter
mammaire, formant quatre quartiers. La division entre les quartiers avant et arriere est faite
par une fine membrane conjonctive. Chaque quartier est indépendant anatomiquement des
autres.

Le pis est maintenu en suspension par deux types de lames (Figure n° 5) : les lames
latérales qui s’insinuent sur la tunique abdominale (elles assurent une stabilité transversale) et
les lames médiales qui s’adossent deux a deux (quartiers gauches contre quartiers droits).
Elles forment le ligament suspenseur du pis. De 1’appareil de suspension, partent les septa qui
s’enfoncent dans le parenchyme et le partagent en lobes. Il y a 12 lobes par quartier.

Ces 12 lobes par quartier induisent les 12 conduits lactiféres qui convergent dans le
sinus lactifére. Ce sinus permet 1’accumulation entre les traites de 150 a 500 ml de lait.
Chaque lobe est composé de trés nombreux acini mammaires, formes de lactocytes (Figure
n°6), qui synthétisent le lait. Il faut filtrer 300 litres de sang pour faire 1 litre de lait.

La mamelle est irriguée par une artére de chaque cOté : I’artére honteuse externe
(Figure n°7). Cette derniére se divise en 3 branches. Pour une méme source artérielle, il y a 3

gros collecteurs veineux : la veine honteuse externe, la veine mammaire craniale, la veine
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honteuse interne. La veine mammaire craniale draine le pis et emmeéne le sang trés loin dans
la veine thoracique interne. A la base du pis, il y a un cercle veineux que 1’on qualifie de
complet. Les collecteurs sont anastomoses. Ces nombreux collecteurs veineux permettent
d’avoir toujours une bonne irrigation en cas d’écrasement d’une des veines quand la vache est
couchée (Angoujard, 2015).

La mamelle posséde aussi un systéeme lymphatique. La lymphe transporte les déchets a
I’extérieur de la glande et permet un afflux important de polynucléaires neutrophiles. La
lymphe passe par les nceuds lymphatiques rétro mammaires puis est emmenée vers le bassin.
Lorsque la lymphe est bloguée dans la mamelle, un cedéme se forme. C'est le cas au vélage
pour certaines génisses quand la présence d'une trop grande quantité de lait comprime les
vaisseaux lymphatiques (Degueurce, 2004 ; Crevier-Denoix, 2010).

La mamelle est innervée par les 4 premiéres paires de nerfs lombaires. Le nerf majeur

du pis est le nerf génito-fémoral.

Mosud lympi 1o

Apparail suspanseur
des mamaelies:

Lame midlllr}

Ligament suspsnseur du pis

Lame latéral

Parenchyme glanduiaire

Parenchyms glandulaire

Conduits as

Peau

Sinus lactiféra:

Partlie glandulaira

Silon inter

Partia paplilaire

Papilie ou trayon

Conduit papiliaire

Fig.5 : Conformation intérieure des mamelles de la vache, coupe sagittale passant par les

quartiers gauches (Barone, 1968).
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Fig. 6 : Acinus mammaire (Constant, 2014).

Nert honteux

Fig.7 : Innervation et irrigation artérielle et veineuse de la mamelle, coupe sagittale (A :

artére, V : veine, R : rameau, N : nceud) (Barone, 1968).

La mamelle des bovins est constituée de quatre quartiers indépendants. Ils contiennent

les alvéoles glandulaires ou acini mammaires, qui, formées de lactocytes, synthétisent le lait.
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Les alvéoles sont entourées par un tissu parenchymateux, et sont reliées a la citerne de la

glande, d’un volume moyen de 400 ml, via les tubules et les canaux galactophores (figures

n°8 et 9).
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Fig.9 : Les cellules sécrétrices (cellules alvéolaires) et les canaux forment le systeme

sécréteur de la glande mammaire (Michel et Wattiaux, 2000).
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3.2. Trayon :

Chaque quartier se termine par un trayon. Il se compose d’une citerne du trayon (partie
glandulaire du sinus lactifere) en communication avec la citerne de la glande (partie papillaire
du sinus lactifére) via le relief annulaire. A son extrémité se situe le conduit papillaire ou
canal du trayon (Figure n°10).

La muqueuse du trayon est plissée et contient des fibres musculaires lisses (qui
participent a ’excrétion du lait). L’ostium papillaire conduit au canal du trayon. Il mesure 1
cm de long. A I’entrée du canal, les plis de la muqueuse vont se concentrer et former la rosette
de Furstenberg qui est un filtre passif pour les agents pathogenes. A l'extrémité du canal, un
muscle lisse circulaire formant un sphincter permet la fermeture de celui-ci (Degueurce,
2004 ; Crevier-Denoix, 2010).

L’extrémité distale du canal du trayon est caractérisée par la présence d’un muscle
circulaire lisse formant un sphincter. Lorsque celui-ci se resserre les replis du canal du trayon

s’imbriquent les uns dans les autres pour en obstruer 1’ouverture (figure n° 11,12 et 13).

du sinua lactifére
— Muqueuse du sinus lactitérs

Pesu de ia papilie

M. sphincter de 1a paplite
(Sphinctar du treyon)

Conault pepiitaire

Muqueuse du sinus lacttere _

Rosette des pls pepiliaires —

Piis au condult

Conaun

M. de ta papiite

Piexus vasculaire distal do la paplile

Peau de la papilie

Fig.10 : Conformation et structure du trayon chez la vache (Barone, 1968).
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Muqueuse du -
Sinus lactifére

Rosette des
plis
papillaires

Plis muqueux
au conduit

papillaire Canal du

trayon
Peau du trayon

Muscle sphincter i

gz la papille )

isphincter du trayon) ! FLUX DE
LAIT

Fig.11 : Coupe longitudinale de I’extrémité du trayon chez la vache (Gandon, 2010).

Fig.12 : Coupe d’un trayon : le canal du Fig.13 : La peau du trayon : elle est
trayon est eétroit et court, il occupe sans poil, ce qui facilite son
uniquement 1’extrémité du trayon, ce qui nettoyage mais la rend aussi plus
le rend trés fragile (Remy, 2010). sensible aux traumatismes et aux

agressions chimiques (Remy, 2010).
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3.3. Les defenses de la mamelle :
3.3.1. Le canal du trayon :

Comme on I’a vu précédemment, 1’anatomie du canal du trayon permet d’obstruer
hermétiquement ’extrémité distale de la mamelle. Cette premiére barriere est présente en
continu sauf lors de la traite et pendant 30 a 60 minutes apres celle-ci, ou la mamelle est
particulierement sensible aux infections. En plus de cette conformation 1’épithélium du canal
produit, en continu, de la kératine qui vient occuper la lumiére du canal. Il a été montré
qu’elle fixait les germes jusqu’a leur expulsion lors de la traite. Elle contient de plus des
acides gras et des protéines, qui in vitro possedent une activité bactériostatique voire
bactéricide, mais leur role dans la déefense de la mamelle est incertain.

Une détérioration du canal du trayon et particulierement de son sphincter
(hyperkératose) ou simplement un diamétre naturellement plus important sont des facteurs de
risques reconnus de nouvelles infections ce qui montre I’importance de cette barriére passive
(Remy, 2010 ; Smith, 2008).

3.3.2. Les défenses cellulaires :

Les cellules de I’'immunité que 1’on retrouve dans la mamelle sont les macrophages,
les polynucléaires, en particulier les neutrophiles, et les lymphocytes. Cependant leurs
proportions varient en fonction du statut infectieux de la mamelle, comme le montre le tableau
n° 3.

Tableau 3 : Proportions de cellules de I’immunité dans la mamelle.

Cellules de ’immunité Mamelle saine Mamelle infectée
Polynucléaires 0all% 50 a 90%
Macrophages 66 a 88% 0,2a2%
Lymphocytes 10227 % 2,8a5,1%

Ainsi on s’apercoit que les principales cellules luttant contre [’installation de
I’infection sont les macrophages alors que ce sont les neutrophiles qui luttent contre
I’infection une fois qu’elle est établie.

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

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

cellules mémoires.
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Les polynucléaires neutrophiles sont essentiels a 1’¢limination des germes. Leur
réponse a I’infection peut étre séparée en quatre phases : le recrutement, la phagocytose, la
destruction intra-cellulaire des germes, et 1’apoptose.

Une fois I’infection circonscrite, les neutrophiles subissent 1’apoptose et les fragments
qui en résultent sont phagocytés par les macrophages (Meunier, 1999 ; Smith, 2008).

3.3.3. Les défenses non cellulaires :

Elles comprennent les molécules a activités antimicrobiennes présentes dans la
mamelle, le complément, et les immunoglobulines. Les immunoglobulines sont en faible
concentration dans le lait sain, mais leur concentration augmente rapidement lors d’une
infection. Elles proviennent de la synthese dans la mamelle par les plasmocytes, et
majoritairement de la circulation sanguine, ce qui est permis par ’augmentation de
perméabilité des cellules épithéliales et des jonctions serrées qui les relient lors d’une
inflammation. Elles ont pour fonction d’opsoniser les bactéries, de neutraliser les toxines ou
de se fixer sur les récepteurs bactériens impliqués dans 1’adhérence aux cellules épithéliales
(Remy, 2010 ; Smith, 2008).

Le complément est présent en tres faible concentration dans la mamelle mais peut
jouer un réle important de part sa précocité d’action sur les souches dites séro-sensibles, qui
sont cependant assez rares parmi les germes responsables de mammites (Meunier, 1999).

Parmi les molécules a activité antimicrobienne présentes dans la mamelle, les plus
importantes sont les lactoferrines (et son homologue sanguine la transferrine dont la
concentration est faible dans la mamelle). Elles séquestrent le fer, ce qui inhibe la croissance
des bactéries qui ont besoin de cet élément pour se multiplier comme les coliformes. Elle agit
aussi en détruisant la membrane cellulaire des bactéries. On peut aussi citer le lysozyme, les
lactopéroxydases (effet bactériostatique sur les streptocoques), et la xanthine qui ont aussi une
activité antimicrobienne. Comme les immunoglobulines elles sont en faible concentration
dans une mamelle saine, mais augmentent rapidement suite a une infection, par synthése au
niveau des cellules épithéliales. De plus dans le lait sain la présence de citrate inhibe leur
activité, alors que dans le lait de mammites, beaucoup moins riche en citrate, elles retrouvent
leur activité. Leur réle est plus important durant la période séche (tarissement) (Meunier,
1999).

3.3.4. Particularite de la période séche :
La compréhension des changements qui ont lieu pendant la période seche est

essentielle pour expliquer 1’épidémiologie des infections mammaires. En effet pendant cette
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période on observe dix fois plus de nouvelles infections que lors de la lactation (figure n°14a)

(Bradley et al., 2004).
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Ainsi, méme pendant le tarissement, on observe des variations de la sensibilité de la
mamelle aux infections (figure n°14b). Ces observations sont dues a des modifications de
I’importance relative des défenses de la mamelle.

En effet, le canal du trayon est scellé pendant la période séche par un bouchon de
kératine, mais ce bouchon prend plusieurs jours pour se former et disparait sept a dix jours
avant le vélage. Les variations dans la vitesse de mise en place de ce bouchon peuvent
expliquer en partie les sensibilités individuelles aux nouvelles infections. En effet a 10 jours
on observe 50% des animaux qui n’ont pas encore de bouchon fonctionnel, et 5% des vaches
n’auront toujours pas de bouchon a 60 jours. Il est intéressant de noter que dans les ¢élevages
biologiques, ou il n’y a pas de traitement systématique au tarissement, seul 20% des trayons
ont formé un bouchon de kératine. En effet il est suspecté que les corynébactéries tres
fréquentes en fin de lactation (prévalence de 35% en moyenne) pourraient inhiber la
formation de ce bouchon.

Pendant la période seche, on observe une diminution de la concentration en citrate
ainsi qu’une augmentation de la concentration en lactoferrine (passant de 20 a 200ug/ml
pendant la lactation a 10 mg/ml pendant la période séche), qui est donc plus active que
pendant la lactation (Meunier, 1999).

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

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

et de la caséine, ce qui explique pourquoi cette phase est aussi a risque.

4.Généralités sur le lait :
4.1. Définition du lait :

Selon le congrés international de la répression des fraudes alimentaires de Genéve en
1908 : le lait est le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d’une femelle laitiere
bien portante, bien nourrie et non surmenée. Il doit étre recueilli proprement et ne pas contenir
le colostrum (Debry, 2006).
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Le lait est un liquide alimentaire, opaque blanc mat, légérement bleuté ou plus ou
moins jaunatre, a l'odeur peu marquée et au gout douceétre, sécrété, apres parturition par la
glande mammaire des animaux mammiféres femelles, pour nourrir leur(s) nouveau-né(s)
(Mazyoyer, 2007).

Le lait contient un nombre variable de cellules, celles-ci correspondent a la fois a des
constituants normaux comme les globules 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 trés nombreuses espéces 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 I’acide lactique (responsable de I’acidification en technologie fromagere),
diverses substances protéiques, voire des toxines pouvant étre responsables de pathologie
chez ’homme (Institut d’¢levage, 2009).

L’importance et la nature des bactéries contaminant le lait dépendent de 1’état sanitaire
de I’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).

Dans cette microflore contaminante, les bactéries conditionnent le plus directement la
qualité hygiénique ainsi que I’aptitude a la conservation et a la transformation de la maticre
premiere (Adda et al., 1982).

4.2. Flore originelle :

Le lait contient peu de microorganismes lorsqu’il est prélevé dans de bonnes
conditions a partir d’un animal sain (moins de 10° germes/ml). A sa sortie du pis, il est
pratiqguement stérile et est protégé par des substances inhibitrices appelées acténines a activité
limitées dans le temps (1 heure environ apres la traite) (Cug, 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 mésophiles (Vignola, 2002). 11 s’agit de microcoques, mais aussi de
streptocoques lactiques et de 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 Sutherland, 2001).
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Le tableau n°4 regroupe les principaux microorganismes originels du lait et leurs proportions

relatives.
Tableau 4 : Flore originelle du lait cru (Vignola, 2002).
Microorganismes Pourcentages (%0)
Micrococcus sp. 30-90
Lactobacillus 10-30
Streptococcus ou Lactococcus <10
Gram négatif <10

4.3. Flore de contamination :

Cette flore est 1’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, et d’une flore
pathogene dangereuse du point de vue sanitaire (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 (Tableau n°5).

Des contaminations d’origine fécale peuvent entrainer la présence de Clostridium,
d’entérobactéries coliformes, et éventuellement, d’entérobactéries pathogénes : Salmonella,
Yersinia. Ceci explique I’importance d’un contrdle rigoureux du lait (Leyral et Vierling,
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’infection du pis:
Streptococcus pyogenes, Corynebacterium 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 fiévre de Malte, et exceptionnellement Listeria
monocytogenes, agent de la listériose, Mycobacterium bovis et tuberculosis, agents de la
tuberculose, Bacillus anthracis, agent de la maladie du charbon, Coxiella burnetii, agent de la
fievre, et quelques virus (Leyral et Vierling, 2007).

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
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environnant (étable, local de traite), du trayon, du matériel de récolte du lait (seaux a traire,

machines a traire) et, enfin, du matériel de conservation et de transport du lait (bidons, cuves,

tanks) (Leyral et Vierling, 2007).

Le tableau n° 5 représente les sources de contamination du lait cru.

Le tableau n° 6 représente les niveaux et les sources de contamination du lait chez les bovins.

Tableau 5 : Germes contaminant le lait cru (Jakob et al., 2009).

Sources de contamination

Sources de contamination

Psychrotrophes

Germes Gram positifs

-Germes sporulés aérobies

Terre, poussiére, foin

(tres répandu)

Certaines espéces

Germes sporulés anaérobies Ensilage, fourrage vert en Non
(clostridies) Fermentation, boue

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 (trés répandu) Oui
Alcaligenes, Flavobacterium, etc... | Eau, sol (trés répandu) Oui
Levures Sol, plantes, résidus de lait (tres répandu) | Oui

Tableau 6 : Sources et niveaux de contamination du lait (Cremo, 2003).

Sources de contamination

Normal

Anormal

Pis <100 germes/ml 10” et plus germes/ml
Environnement 1000 a 5000 germes/ml 10” et plus germes /ml
Ustensiles a lait 1000 a 30.000 germes/ml 10” et plus germes/ml

Refroidissement et durée de

stockage

Pas d’augmentation significative

5x10° et plus germes/ml
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1. Définition d'une mammite :

Une mammite est une inflammation qui touche un ou plusieurs quartiers de la mamelle
de la vache, elle est provoquée généralement par une infection bactérienne. Les mammites
peuvent aussi étre causées par des levures comme le Candida, des algues microscopiques,
elles peuvent aussi apparaitre suite a un traumatisme de la mamelle, ou encore suite a des
désordres physiologiques, mais ces derniers cas sont beaucoup plus rares. L'infection
mammaire peut prendre diverses formes suivant qu'elle soit associée ou non a des signes
cliniques : on distingue les mammites cliniques associées a des symptdmes inflammatoires et
les infections sub-cliniques pour lesquelles les symptdomes n’apparaissent pas
(Gedilaghine,2005).

2. Différents types de mammites :

2.1. Les mammites cliniques :

Ce sont des infections mammaires avec la présence de symptémes fonctionnels et
locaux : on observe une modification du lait dans son aspect, sa texture et dans la quantité
produite, ainsi qu'une inflammation du ou des quartiers atteints avec rougeur, tuméfaction,
chaleur et douleur.

Les ganglions rétro-mammaires peuvent étre hypertrophiés, on parle alors de mammite
aigue. Dans certains cas, des symptomes généraux liés a l'intoxication et une bactériémie
précoce s'ajoutent aux précédents, on parle de mammite suraigle (Francois et Debreil, 2008).
2.1.1. Les mammites suraigués :

Elles apparaissent brutalement et évoluent rapidement vers des symptdmes de gravité
majeures. Pour ce genre de mammites on récupére, lors des traites, un lait généralement
aqueux de couleur jaunatre a rouge foncé, voire purulent et trés diminué en quantité.

On remarque que le quartier infecté est souvent congestionné et chaud mais parfois
c’est l'inverse, il est totalement flasque et froid. L'état général du bovin est fortement altéré
avec état de choc, polypnée, hyperthermie ou hypothermie, déshydratation, in rumination,
évoluant couramment vers le décubitus et la mort de I'animal (Francois et Debreil, 2008).

On distingue deux formes de mammites suraigues :
» Mammites dites colibacillaires :

Ce sont les mammites suraigues les plus observées. Elles sont dites colibacillaires car
souvent causées par une infection a entérobactéries.

La vache est soit debout mais choquée, dans un état d’hyperthermie, de

déshydratation, de tachypnée, ou de tachycardie avec parfois des diarrhées plus ou moins
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aqueuses, soit en décubitus (corps allongé a I’horizontale) avec normo thermie ou
hypothermie qui est le résultat de I'état de choc (figure n® 15) provoqué par les endotoxines
bactériennes et une bactériémie. La mamelle ne présente pas toujours de signes locaux a part
la modification de la sécrétion lactée, mais parfois cette derniere peut étre retardée par rapport
aux symptémes généraux. Dans certains cas, le quartier est flasque et mou et ne produit plus
de lait (Francois et Debreil, 2008).

Fig.15 : Vache choquée au cours d’une mammite gangréneuse (Remy, 2010).

» Mammites gangréneuses :

Ce sont des mammites avec une tres forte inflammation du quartier, suivie d'une
nécrose (dégat cellulaire) de celui-ci. Le trayon et le quartier deviennent bleutés, noiratres et
froids. Le lait est en faible quantité de couleur rouge foncé a café et contient des gaz d'odeur
nauséabonde. Sans traitement, I'évolution vers la mort de I'animal est inévitable. Dans tous les
cas, le quartier atteint part en lambeaux durant plusieurs semaines et ne produira plus de lait.
Staphylococcus aureus et les germes anaérobies (Clostridium spp) sont a I'origine de ce type
d'infection (Francois et Debreil, 2008).

2.1.2. Les mammites aigues :

Ce sont les mammites les plus courantes, elles sont caractérisées par une inflammation
du quartier plus ou moins marquée, et une sécrétion de lait modifiée avec présence de petites
portions durcies ou caillées de sang ou de lait, les grumeaux. Une hyperthermie (élévation
locale ou générale de la température du corps au-dessus de la valeur normale) n'est pas

systématique. L'évolution est plus lente, et en I'absence de traitement, une chronicité apparait
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avec enkystement des bactéries dans le parenchyme mammaire. On rencontre toutes les
espéces bactériennes responsables d'infections mammaires lors d'isolement (Francois et
Debreil, 2008).

2.1.3. Les mammites chroniques :

Elles sont secondaires a une mammite aigue. La mamelle est modérément enflammée
et évolue vers la fibrose (la fibrose survient a la suite d'une destruction substantielle des tissus
ou lorsqu'une inflammation a lieu a un endroit ou les tissus ne se régénerent pas, la fibrose est
la transformation fibreuse de certains tissus a l'origine d'une augmentation du tissu conjonctif
(tissu de soutien et de remplissage)). Elle devient atrophique (qui s'accompagne d'une
diminution de volume) et présente des zones d'induration (dures) a la palpation.

L'évolution est lente vers un tarissement du quartier. Dans certains cas le quartier reste
inflammatoire, dur et chaud avec peu ou pas de sécrétion lactée. Cette derniére présente
souvent deux phases : une plus ou moins aqueuse et l'autre, du pus en amas obstruant le canal
du trayon. Le quartier n'est alors plus qu'un vaste abcés. La perte du quartier est inévitable.
Tous les germes responsables de mammites peuvent étre rencontrés avec une prédominance
des Gram positifs (Francois et Debreil, 2008).

2.2. Les mammites sub-cliniques :

Ce sont des infections mammaires sans symptdémes apparents. Le lait n'est pas modifié
mais on peut observer toutefois la présence de quelques grumeaux en début de traite, lors des
premiers jets. On n'observe aucune inflammation du quartier. Les germes responsables sont
essentiellement Gram positifs, mais on peut aussi rencontrer des mammites sub-cliniques a
entérobactéries. Ces mammites sont détectées par les examens complémentaires, et surtout par
les résultats des comptages cellulaires individuels fournis par la laiterie ou le contrdle laitier.
Elles peuvent résulter d'une infection primaire ou étre secondaires a une mammite aigue non
totalement guérie d’un point de vue bactériologique. Elles sont beaucoup plus fréquentes que
les infections cliniques, plus graves car difficilement détectables (Frangois et Debreil, 2008).
2.3. Les mammites d’été :

Ces mammites surviennent le plus souvent de juin a septembre au péaturage. Elles
touchent fréquemment les vaches taries et les génisses, méme si le terme de leur gestation est
éloigné. Les vaches allaitantes sont également concernées. Les animaux atteints présentent un
trayon gonflé et le quartier devient rapidement dur et douloureux. Les sécrétions lactées
prennent une consistance épaisse, purulente et dégagent une odeur nauseabonde. Des abces se

développent dans les quartiers atteints et peuvent percer a travers la peau ou vers d’autres
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quartiers. Il est possible que la mammite ne devienne apparente qu’apres la mise-bas suivante.
Dans les cas les plus graves, un avortement peut accompagner le tableau clinique (Francois et
Debreil, 2008).

Le plus souvent, la mammite est due a une bactérie appelée Arcanobacterium
pyogenes. L’infection est véhiculée par des mouches (figure n°16 (a) et (b)) qui se posent sur

les trayons et transmettent le germe aux quartiers. Les plaies sur les quartiers ou les trayons

constituent un facteur favorisant.

Fig. 16 (a) : Les mouches véhiculent Fig. 16 (b):Musca automnalis, cette

toutes sortes de germes pathogénes, mouche est accusée de trans,m_ettre
Staphylococcus aureus aux genisses

tels que Trueperella pyogenes qui est (Remy, 2010).

responsable de la mammite d’été

(Von Tavel, 2015).
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3. Caractéristiques pathologiques des mammites :

Les caractéristiques pathologiques sont résumées dans le tableau n°7.

Tableau 7 : Caractéristiques des différents types de mammites (Duval, 2008).

Type de mammite

Symptdmes caracteristiques

Clinique aigué

Inflammation de la mamelle, fiévre de plus de 39C°, sujet faible et
déprimé, manque d'appétit. Rendement laitier baisse drastiquement. Suit

souvent le vélage et, de fagon moins grave, le tarissement.

Clinique suraigué

Quartier enflé, chaud, rouge, douloureux. Le lait passe difficilement.
Fiévre de plus de 41C°, la vache n'a pas d'appétit, frissonne et perd du
poids rapidement. La lactation est souvent interrompue.

Clinique subaigué

Aucun changement apparent du pis, présence de caillots dans le lait,

surtout dans les premiers jets. Sujet bien portant.

Infra clinique

Aucun symptéme.15 a 40 cas pour un cas clinique. Le lait est
d'apparence normale. Le seul changement est la détection de I'agent
pathogene a l'analyse et I'accroissement du compte somatique. Surtout

causée par Staphylococcus aureus.

Chronique

Attaques cliniques répétées mais peu fortes, généralement sans fievre.
Lait grumeleux, quartiers enflés parfois. Le quartier peut devenir dur
(indurations fibreuses). Les traitements antibiotiques ne fonctionnent

souvent pas.

Gangréneuse

Le quartier affecté est bleu et froid au toucher. La décoloration
progresse du bas vers le haut. Les parties nécrotiques tombent du corps.

La vache en meurt souvent.

Contagieuse

Mammite provoquée par des bactéries comme Staphylococcus
aureus et Streptococcus agalactiae, dont les vaches infectées sont la

source principale.

Environnementale

Mammite provoquée par des bactéries comme les coliformes (E. coli,
etc.), dont la source principale est un environnement contaminé le plus

souvent par du fumier.
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4. Origine des mammites : Etiologie des mammites bovines :

Les causes des infections mammaires sont multiples. On distingue les causes pré
disposantes et les causes déterminantes.
4.1. Les causes prédisposantes :
Elles sont représentées par les facteurs intrinséques et les facteurs extrinséques.
4.1.1. Les facteurs intrinseques :
a) Les facteurs anatomiques :
» Les grosses mamelles :

D'aprés Dupont (1980), les vaches laitieres ayant des mamelles volumineuses ou
présentant des anomalies du trayon (figures n® 17,18,19 et 20) sont plus disposées a faire des
infections mammaires (Soedji, 1996).

Les mamelles pendulaires, les longs trayons, les trayons ayant un canal de diametre
tres large de méme que les trayons ayant perdu I'élasticité du sphincter prédisposent les

animaux a faire des mammites (Poutrel, 1985).

-_—

l

Y 4o -
¢S -

Fig.17 : Mamelle déséquilibrée (Bouaziz, 2005) Fig.18 : Mamelle décrochée (Bouaziz, 2005)

-

Fig.19 : Trayon conique (Bouaziz, 2005)
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Fig. 20 : Lésions du trayon de type vasculaire (Durel et al., 2011 ).

> Les quartiers postérieurs :

Ils sont les plus exposés aux traumatismes et aux agressions environnementaux. En
conséquence, ils prédisposent la mamelle aux infections. En effet, selon Poutrel (1985), dans
un élevage atteint de mammites, 60 % des cas cliniques concernent les quartiers postérieurs.

» L'état général de la vache :

D'aprés la Fédération Internationale de Laiterie (F.I.L.) cité par Poutrel (1985),
I'infection de la mamelle par voie endogéne est exceptionnelle. Cependant, l'excrétion de
micro-organismes variables dans le lait sans qu'il y ait réellement mammite est parfois
rencontrée ou probable dans certaines pathologies telles que brucellose, tuberculose,
paratuberculose, salmonellose, chlamydiose, maladies parasitaires ...

En outre, la cétose et I'acidose compromettent la réponse immunitaire et prédisposent a
I'apparition de mammites (Wolter, 1992).

> Les facteurs liés a la traite :

D'aprés Chaffaux et al. (1985) et Diop (1981), la contamination des trayons pendant la
traite est essentiellement due a la machine a traire et a la lavette. En effet, lorsque ces
dernieres sont les mémes pour tous les animaux, elles favorisent le transfert des micro-
organismes d'une vache a une autre ou d'un quartier a un autre du méme animal.

D'aprés Dupont (1980), National Mastitis Council (1985) et Poutrel (1985), des erreurs
de traite notamment une traite brutale, une traite insuffisante, une surtraite et/ou un vide trop
important peuvent conduire a la destruction partielle de la kératine du canal du trayon (figures
n° 21 et 22). Ces erreurs peuvent également favoriser I'impact des gouttelettes de lait chargées

en bactéries.
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Les animaux agés et les animaux a traite rapide perdent I'élasticité du sphincter et ont
un large diametre du canal du trayon. En conséquence, ce canal reste ouvert méme en dehors
de la traite. Cela prédispose ces animaux a faire des infections mammaires (National Mastitis
Council, 1985).

Fig.21 : Traite mécanique, manchon trayeur mal placé (Bouaziz, 2005).

Hyperkératose stade nomal Hyperkératose stade Iisse

Hyperkératose stade rugueux |Hyperkératose stade trés rugueux

&

Fig.22 : Lésions du trayon de type hyperkeératosique (évolution lente, 20-60 jours) (Durel et
al., 2011).
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b) Les facteurs physiologiques
» Larace:

D'apres Dupont (1980), les races ayant des aptitudes particuliéres ou sélectionnées par

I'nomme pour leur haut niveau de production sont prédisposées aux mammites.
» L'age et le rang de lactation :

La réceptivité de la mamelle a I'infection augmente avec le nombre de lactations. En
effet, la fréquence des mammites augmente avec I'dge (Dupont, 1980 ; National Mastitis
Council, 1985) :

- 19 % a la premiére lactation ;

- 49 % a la deuxieme lactation ;

- 66 % a la troisieme lactation.
» Le stade de lactation :

Les mammites surviennent a n'importe quel stade de lactation. Cependant selon
Poutrel (1985), les mammites cliniques apparaissent a la quatrieme semaine de lactation alors
que les mammites chroniques surviennent a la période du tarissement et au début de la
lactation suivante.

4.1.2. Les facteurs extrinseques :
a) La machine a traire :

Elle représente une possibilité de contamination des trayons et constitue un vecteur de
propagation des mammites.

Selon Bazin (1983), Diop (1981), Dupont (1980) et National Mastitis Council (1985),
I'action de la machine a traire est triple :

- destruction des barriéres naturelles contre l'infection (peau, sphincter, kératine du canal et
rosette de Furstenberg) ;

- diminution importante de la résistance organique par congestion mammaire, stase laiteuse et
traumatisme accidentels ;

- propagation de germes d'une vache malade a une vache saine ou d'un quartier malade a un
quartier sain du méme animal.

b) L'habitat et I'environnement :

D'aprés Serieys (1985) sont particulierement en cause le type de logement, les
dimensions des stalles, des logettes ou de l'aire paillée, les systéemes d'attache en étable
entravée, les sols et les séparations des stalles et des logettes. Ces différents eléments

participent a I'augmentation des blessures des trayons.
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Les micro-organismes qui contaminent les litieres ont le plus souvent, mais non
exclusivement, une origine fécale. Les plus importants sont les entérobactéries Escherichia
coli et Streptococcus uberis (Baudet Et Al, 1994 ; Poutrel, 1985 ; Rainard, 1985 ;
Serieys,1985).

Les excréments permettent la contamination des litiéres ; mais ce sont les facteurs de
logement tels que la nature de la litiere, I'ambiance du batiment, le comportement des
animaux, ... qui favorisent la multiplication microbienne dans la litiere (Dupont, 1980 ;
Rainard, 1985).

En effet, le batiment par sa conception, son utilisation, son entretien détermine
I'environnement physique, social et microbiologique du troupeau pendant une longue période
de I'année, il joue un rdle important dans la pathologie et en I'occurrence dans les mammites
(Serieys, 1985).

Selon Manton cité par Serieys (1985), pendant la stabulation, il y a d'une part une plus
forte contamination microbiologique de I'environnement notamment des litiéres et d'autre part
une incidence plus élevée des blessures des trayons (tableau n°8).

Tableau 8 : Fréquence des blessures des trayons selon le type d'étable (Serieys, 1985).

Type d'étable Nombre Nombre de vaches | P. cent de vaches
d'exploitations avec blessures des
trayons

Stabulation entravée

* avec paille 1149 28048 3,40
* avec grilles 706 20995 5,35
Stabulation libre

* avec logettes 279 13 236 1,85
* avec paille 88 3454 1,09
Total ou moyenne 2222 65733 3,59

c¢) L'alimentation :

Le rble de l'alimentation est tres controversé. Certains mécanismes de résistance
naturelle a l'infection pourraient étre modifiés par l'alimentation : la synthése des
"antibiotiques internes" et celle de la substance kératinisée bactériostatique du canal du trayon

seraient perturbées par une alimentation défectueuse.
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En effet, d'aprés Dupont (1980), Poutrel (1985) et Wolter (1992), les troubles de
I'équilibre nutritionnel (herbe riche en phytoestrogenes ou en azote) favorisent le passage a
I'état aigu des infections mammaires latentes ou subcliniques.

Plommet et Roguinsky cités par Dupont (1980) émettent 1'hypothese suivante : I'exces
d'azote inhiberait la synthese des acides gras insaturés présents dans le revétement interne du
canal du trayon. De méme, les carences ou les déséquilibres minéraux diminueraient la
phagocytose.

d) L'hygiene générale :

D'aprés Chaffaux et al. (1985), Lerondelle (1985), Ralnard (1985) et Serieys (1985),
une litiere souillée, des dejections dans le caniveau, une humidité permanente des litiéres, des
rateliers, des abreuvoirs et des alimenteurs divers souillés, de méme que la non désinfection
des locaux surtout le local de vélage sont des conditions qui favorisent I'augmentation de la
fréquence de l'infection des mamelles par les micro-organismes environnementaux a savoir
les entérobactéries (E. coli Klebsiella, Entrobacter ...) et Streptococcus uberis.

Une mamelle malpropre, une main mouillée avec les crachats avant la traite (traite
manuelle) et l'utilisation du méme mouchoir ou gant de toilette pour nettoyer toutes les
mamelles favorisent également I'apparition des mammites (Chaffaux et al., 1985 ; Diop,
1981; Dupont, 1980).

4.2. Les causes déterminantes :
> Les germes impliqués lors de mammites :

La grande majorité des mammites bovines est d'origine infectieuse. Il existe cependant
quelques rares cas de mammites traumatiques, chimiques ou physiques. L'infection de la
mamelle se fait par voie exogene principalement, la voie endogéne est décrite notamment
pour les mycoplasmes mais est rare. Les mammites mycosiques (Candida) ou causées par des
algues (Prototheca) sont trés peu courantes.

On classe les espéces bactériennes responsables d'infections mammaires en deux
groupes, les pathogénes majeurs et les pathogénes mineurs.

4.2.1. Les pathogenes majeurs :
Les pathogenes majeurs sont les bactéries responsables des mammites cliniques et

subcliniques, et sont les plus couramment isolées. lls regroupent les coques Gram positifs
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(Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus
aureus...), les entérobactéries (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
aerogenes...) et les entérocoques, plus rares (Enterococcus faecalis...).

Aujourd’hui on constate la prédominance de trois pathogénes majeurs qui sont par
ordre décroissant Streptococcus uberis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli. Dans une
étude francaise sur 618 prélévements de lait pour analyse bactériologique entre novembre
2005 et juillet 2007, 70 % des isolats appartiennent a seulement quatre especes bactériennes
dont les Staphylococcus coagulase négatifs qui sont des pathogenes mineurs, Streptococcus
uberis représentant 25 % des isolats, Escherichia coli : 18 % et Staphylococcus aureus :13 %.
Mais d'autres bactéries peuvent étre isolées comme Arcanobacterium pyogenes, Pseudomonas
aeruginosa, des mycoplasmes et des bactéries anaérobies (Debreil, 2008 ; Gandon, 2010).

a) Streptococcus agalactiae (St. agalactiae) :

St. agalactiae est un coque Gram positif, tres répandu il y a quelques dizaines
d’années, mais dont la prévalence a particuliecrement chuté depuis 1’application du plan
anglais (particulierement 1’hygiéne de traite et le traitement systématique au tarissement). Il
est capable d’adhérer aux cellules épithéliales mammaires, en particulier dans les canaux
galactophores, ou il provoque une inflammation locale conduisant (en absence de traitement)
a I’obstruction de ces canaux et donc a une diminution de la production laitiére avec présence
de zones fibrosées dans la mamelle (ce mécanisme est commun a tous les streptocoques et
méme aux staphylocoques au niveau des canaux galactophores). L’infection tend a devenir
chronique avec une hausse notable de la concentration cellulaire dans le lait. Le taux cellulaire
est ainsi multiplié par 12,6 en moyenne (Van De Leemput ; Beurrier, 2005).

b) Streptococcus dysgalactiae (St. dysgalactiae ) :

St. dysgalactiae est un coque Gram positif, spécifique des bovins, que I’on retrouve
sur la peau, les levres et les muqueuses, ainsi que dans les féces. La source principale des
infections se trouve dans I’environnement, mais une transmission de vache a vache lors de la
traite est aussi possible. 1l est responsable de mammites cliniques aigués sans répercussion sur
I’état général, ainsi que d’une multiplication du taux cellulaire de 1’ordre de 5,7 (Wolter,
1992).
¢) Streptococcus uberis (St. uberis) :

St. uberis est un coque Gram positif, longtemps considéré comme peu invasif, mais
dont la proportion lors de mammites cliniques ou subcliniques a doublé depuis 1985.

Comme St. dysgalactiae, on le retrouve sur la peau, les muqueuses et les féces. On a remarqué

que 15% des vaches présentaient une excrétion fécale de ce germe. Ainsi il est
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particulierement présent dans les litiéres et les patures exploitées intensivement. Il est la cause
a la fois de mammites cliniques et subcliniques, et induit une multiplication du taux cellulaire
par 9,1 en moyenne.

Il a pour particularité de pouvoir se multiplier sur la kératine et d’étre résistant a la
lactoferrine, ce qui explique pourquoi il est le principal germe retrouvé lors d’infection
pendant la période seéche. En effet I’infection se produit généralement dans les trois premieres
semaines du tarissement, puis on observe une multiplication du germe pendant la phase
involuée.

Des études faisant appel a I’identification génomique des souches, ont montré que
St.uberis pouvait évoluer selon deux pathotypes : I’un ayant pour source 1’environnement
(nombreuses souches impliquées), et I’autre les mamelles des vaches infectées (une seule
souche responsable de toutes les infections du troupeau). Effectivement Matthews et al, ont
observé que certaines souches étaient capables, in vitro, via des microfilaments d’envahir les
cellules épithéliales mammaires, ce qui pourrait étre une piste pour expliquer ces deux
pathotypes (Bradley et al., 2007).

d) Staphylococcus aureus (S. aureus) :

S.aureus est un coque Gram positif, responsable principalement de mammites
subcliniques, mais aussi de mammites cliniques et gangréneuses. Lors de mammites
subcliniques, le taux cellulaire individuel est multiplié par 5,2 en moyenne. Dans une étude,
Lam et al.ont observé que dans un méme élevage les cas cliniques étaient dus a un a six
génotypes différents, contre plusieurs dizaines lors d’infection a Escherichia coli, ce qui
montre que lors d’une épidémie de mammites a S. aureus, il s’agit d’un petit nombre de
souches, généralement un seul, ce qui témoigne d’une source d’infection commune, qui ne
peut étre que la mamelle d’une vache déja infectée.

Il est présent sur la peau et les muqueuses, mais son réservoir principal est la mamelle
des vaches infectées (a noter aussi que Roberson et al.ont isolé des staphylocoques dorés
depuis la peau du trayeur, Dair et le matériel de traite, en plus des sites précédemment cités,
allant jusqu’a conclure a la nature ubiquitaire de ce germe). Il est capable d’adhérer, voire
d’envahir les cellules épithéliales mammaires, ainsi que le tissu interstitiel, et posséde de
nombreux moyens pour déjouer la réponse immunitaire : il peut résister a la phagocytose par
les neutrophiles, produire une leucotoxine permettant a certaines souches de détruire les
phagocytes ou de s’introduire au sein des leucocytes et de provoquer leur apoptose.

Quelques souches produisent une 3 -lactamase, les rendant résistantes a la famille des

B- lactamines (moins de 30 % des souches de S. aureus sont résistantes aux pénicillines; une
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étude de De Oliveira trouve un chiffre similaire, 35,6% de germes synthétisant une
pénicillinase, mais il a aussi montré que 21,3 autres pour cent de germes sont aussi capables
de synthétiser cette enzyme aprés induction par la pénicilline, soit au final environ 50% de S.
aureus sont résistants aux f3-lactamines), d’autres sont capables de s’organiser en biofilm les
rendant inaccessibles a la réponse immunitaire et aux antibiotiques. Ces caractéristiques
expliquent pourquoi les infections a S aureus sont souvent persistantes et difficilement
curables. En effet dans leur étude Lam et al.ont observé que 24,6% des vaches avaient eu plus
d’une mammite, sur le méme quartier avec le méme germe (Van De Leemput, 2005).

e) Entérobactéries :

Cette famille comprend de nombreux genres, parmi lesquels trois sont impliqués
fréquemment en pathologie mammaire : Escherichia (en particulier E. coli germe le plus
fréquent de cette famille), Klebsiella, et Enterobacter. D’autres germes de cette famille
peuvent aussi étre a 1’origine de mammites (Serratia, Proteus, et Salmonella) mais de facon
moins fréquente.

Il s’agit de bacilles Gram négatifs, généralement a 1’origine de mammites cliniques
aigués (symptémes locaux et généraux) et subaigués (symptdmes locaux uniguement). On
observe dans ces cas, une guerison clinique spontanée en 2 a 3 jours, et bactériologique pour
66 % des quartiers en moins de 10 jours. Elles peuvent aussi étre a I’origine, dans moins de
10% des cas, de mammites suraigués (avec une atteinte tres importante de 1’état général),
dites a coliformes, car un cas sur deux est di & E. coli.

Lors d’une épidémie de mammites a entérobactéries, on retrouve de trés nombreuses
souches différentes (jusqu’a 69) dans un méme ¢€levage, ce qui montre que 1’infection se fait
depuis une source multiple : I’environnement, qui constitue leur réservoir principal (Poutrel,
1985 ; Van De Leemput, 2005).

Cependant Lam et al.ont observé que 9% des quartiers ayant présenté une mammite
dans leur étude, ont eu plus d’un cas clinique di a la méme souche d’E coli, signant la
présence d’une infection persistante. Dopfer et al.ont d’ailleurs observé que certaines souches
d’E. coli a ’origine d’infections persistantes, étaient capables de pénétrer a I’intérieur des
cellules épithéliales. Mais ce type d’infection reste anecdotique, et les nouvelles infections se
font depuis I’environnement et particulierement pendant la période seche et autour du vélage.
En effet Bradley et Green ont montré que 71 % des mammites a entérobactéries ont lieu sur
des quartiers dont la méme souche (utilisation de marqueurs génomiques) avait déja été isolée

au tarissement, avant ou apres le vélage. Ces observations indiquent que la bactérie a pénétré
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dans la mamelle lors du tarissement, mais sans expression clinique. Les symptémes induits
par ces infections ne sont apparus que tardivement durant la lactation.

Les entérobactéries sont capables de se multiplier dans un lait sain (en particulier dans
la citerne du trayon), mais ils sont sensibles :
- a la phagocytose par les neutrophiles (qui, s’ils sont déja présents, protegent la mamelle
d’une nouvelle infection),
- au complément,
- a la lactoferrine du lait lors d’inflammation, ce qui explique les guérisons spontanées.
Cependant certaines souches de Klebsiella et d’E. coli présentent une capsule polyosidique
autour de leur paroi, ce qui leur permet d’échapper aux immunoglobulines, et les rend moins
sensibles aux neutrophiles et au complément. Le pouvoir pathogéne de ce germe est lié d’une
part au lipopolysaccharide (LPS) libéré lors de la mort bactérienne, (pouvant survenir lors de
la multiplication bactérienne, mais aussi du fait des défenses de 1’organisme), a 1’origine de la
réaction inflammatoire et d’une endotoxémie, et d’autre part a la sécrétion d’agents
cytotoxiques pour 1’épithélium mammaire par E. coli. On observe aussi dans 30 a 40% des cas
graves (mammites aigués a suraigués) une bactériémie. Ces infections sont caractérisées par la
trés forte inflammation qu’elles induisent. Ainsi la hausse du taux cellulaire est la plus
importante avec ces germes : il est multiplié par 16,9 en moyenne, contre 5 a 9 fois pour les
autres pathogénes majeurs.

De facon beaucoup moins fréquente on observe également des cas de mammites dues
a un autre genre d’entérobactéries : Serratia. Les deux espéces retrouvées lors de mammites a
Serratia sont S. marcescens et S. liquefaciens. Méme si elles appartiennent au groupe des
entérobactéries, elles sont a 1’origine principalement de mammites subcliniques, parfois
subaigués. Ces mammites sont difficiles a traiter avec des antibiotiques, et on observe ainsi
une durée moyenne de I’infection de 1’ordre de 55 jours (mais certaines peuvent durer jusqu’a
10 mois). Dans les troupeaux atteints, jusqu’a 15% des vaches peuvent étre infectées, ce qui
entraine une hausse notable du taux cellulaire de tank. L’infection a lieu pour 50% pendant la
premiére moitié du tarissement, pour 30% pendant la seconde, et pour 20% en lactation. Cette
spécificité peut s’expliquer par le fait que ces bactéries sont capables de capter le fer
nécessaire a l’activit¢ de la lactoferrine. Ces germes ont pour source principale

I’environnement (litieére et eau) (Poutrel, 1985 ; Van De Leemput, 2005).
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4.2.2. Les pathogénes mineurs :

Les pathogenes mineurs ne sont normalement qu'exceptionnellement responsables de
mammites cliniques mais plutot responsables d'infections subcliniques. Ce sont surtout les
Staphylococcus coagulase négatifs (Staphylococcus xylosus, Staphylococcus chromogeénes,
Staphylococcus warneri, Staphylococcus haemolyticus...). Longtemps considérés comme
pathogenes mineurs comme décrit dans cette classification traditionnelle, ils sont devenus des
pathogénes majeurs responsables de mammites cliniques et chroniques, avec de fortes
inflammations du quartier ainsi que des mammites subcliniques.

Les staphylocoques coagulase négatifs sont des germes de la flore cutanée normale. La
source d'infection est en général un défaut d’hygiene au moment de la traite, ou ils colonisent
le canal du trayon a la faveur d'une blessure. La pathogénie est encore mal connue. Ces
germes sont en général plus prévalents sur les primipares. La colonisation de la mamelle des
primipares s'est réalisée bien avant le vélage (Poutrel, 1985 ; Van De Leemput, 2005).

a) Arcanobacterium pyogenes :

Il s’agit d’un germe anaérobie, responsable des mammites d’été. Lors de cette
pathologie il intervient en association avec d’autres germes (en particulier Fusobacterium
necrophorum). La transmission se fait depuis le tractus genital, les lésions du trayon, de la
mamelle, ou de toutes autres blessures, vers le canal du trayon via une mouche Hydroatea
irritans. Les mammites d’été ont lieu principalement sur les génisses et les vaches taries.

Apres le canal du trayon, ’infection se propage a tout le parenchyme mammaire pour
former des abces atteignant 1’ensemble du quartier. Cette infection évolue généralement soit
vers la chronicité, soit vers la destruction du quartier. A noter qu’en absence de traitement on
observe 50 % de mortalité (Wolter, 1992 ; Van De Leemput, 2005).

b) Staphylocoques a Coagulase Négative (SCN) :

Ce groupe comprend de nombreuses espéces dont les plus fréquemment isolées lors de
mammites sont : S. hyicus, S. chromogenes, S. haemolyticus, S. epidermidis, S. simulans et S.
sciuri. Il s’agit du groupe de germes le plus souvent isolé dans le lait de vaches a priori sans
symptomes, c’est pour cette raison qu’on a I’habitude de le classer parmi les pathogénes
mineurs. En effet il est responsable d’un doublement du taux cellulaire en moyenne, ce qui est
assez faible en comparaison des pathogenes majeurs, et trés rarement de mammites subaigués.

Il existe de nombreuses etudes épidemiologiques dont certaines se contredisent. En
effet ce groupe renferme de nombreux germes dont certains n’ont pas le méme comportement.
Ainsi il a été montré que selon la nature du germe, sa source pouvait aussi bien étre la

mamelle, la peau des vaches ou du trayeur ou méme 1’environnement.
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Lors d’infections persistantes, les germes généralement rencontrés sont : S.
chromogenes, S. epidermidis, et S. simulans. Lors de mammites subcliniques, le germe le plus
isolé a été S. epidermidis. Par contre, aucune association n’a été trouvée entre les especes de
SCN et la production laitiére ou le taux cellulaire. Cependant ce germe est de plus en plus
fréqguemment isolé, ce qui pose la question de savoir quelle est sa place dans la pathologie
mammaire (Van De Leemput, 2005).
¢) Nocardia :

Nocardia asteroides est I’espece la plus fréquemment isolée au sein du genre, mais
d’autres représentants sont aussi responsables de mammites. Elle était a 1’origine de cas
sporadiques assez fréquents dans les années 80 mais devenue assez rare aujourd’hui. La
mammite se présente sous une forme suraigué résistante aux traitements. Elle évolue vers une
fistulisation du quartier accompagnée d’un fort amaigrissement de 1’animal ou la mort dans
15% des cas. La source de ces germes se trouve dans I’environnement : la litiére, I’eau ou les
fourrages (Schmitt et al., 2007).

d) Mycoplasma bovis :

Aucun cas de mammites & mycoplasme n’a été rapporté depuis 20 ans en France, mais
elles sont assez fréquentes dans d’autres pays (USA, Canada, Royaume-Uni, Danemark...)
(61). 1l s’agit généralement de mammites sub-cliniques et subaigués, résistantes aux
traitements antibiotiques classiques, s’accompagnant parfois de kérato-conjonctivite,
d’arthrite ou de symptomes respiratoires (ces symptomes étant principalement rencontrés chez
les veaux nourris avec du lait issu de vaches infectées). La source de ces germes est
principalement la mamelle des vaches infectées (l’infection touchant souvent plus d’un
quartier), et I’appareil respiratoire ou uro-génitale de certaines vaches. Il s’agit d’un germe
trés contagieux : jusqu’a 80% du troupeau peut étre atteint en quelques semaines (Schmitt et
al., 2007 ; Van De Leemput, 2005).

e) Pseudomonas aeruginosa :

Elle est a I’origine de mammites cliniques aigués voire quelquefois suraigués. La
survenue des mammites est généralement sporadique, mais elles peuvent toucher parfois plus
du tiers du troupeau. Dans ce cas, la source de I’infection est souvent I’eau utilisée pour
nettoyer le matériel de traite. La bactérie est capable de résister aux défenses de 1’organisme
via la formation de biofilm : ¢’est pourquoi les chances de succes d’un traitement sont faibles

a nulles (Van De Leemput, 2005).
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f) Listeria monocytogenes :

C’est une bactérie importante dans le cadre de la sécurité sanitaire des aliments, mais
qui reste trés rare en élevage : 5% des laits de tank sont contaminés mais seulement 10%
d’entre eux le sont a cause d’une infection mammaire. Il s’agit dans ce cas de mammites
subcliniques (Schmitt et al., 2007).

g) Levures :

Les levures responsables d’infections mammaires appartiennent aux genres
Cryptococcus et Candida (Candida krusei étant la plus fréquemment isolée). Elles sont a
I’origine de mammites cliniques subaigué€s s’aggravant suite a 1’utilisation d’antibiotiques,
évoluant ensuite vers la chronicité, et ne pouvant pas étre traitées (absence d’antifongique
actif dans la mamelle sur le marché). Elles ont pour source I’environnement, et en particulier
I’alimentation, la peau, les féces des animaux, le sol, et les plantes. L’infection a généralement
lieu lors d’injection intra-mammaire avec une seringue ou un produit contaminé¢ d’ou
I’importance de la désinfection de la peau et de I’entrée du canal du trayon lors de toute
injection intra mammaire (Schmitt et al., 2007 ; VVan De Leemput, 2005).

h) Prototheca :

I1 s’agit d’algue unicellulaire, dont la principale espece responsable de mammites est
Prototheca zopfii. Elle induit des mammites subcliniques ou aigués, résistantes aux
antibiotiques. La concentration cellulaire est augmentée et la production fortement diminuée.

On la retrouve sur les sols, les plantes, les eaux stagnantes ou vives (riviére, mer),
I’eau des abreuvoirs, les zones boueuses ainsi que dans les feces des vaches infectées
chroniquement (seule 18% des vaches infectées ne présentent pas d’excrétion fécale). La
contamination a principalement lieu depuis 1’environnement mais peut aussi avoir lieu lors de
la traite (Schmitt et al., 2007 ; Van De Leemput, 2005).

i) Bacillus cereus :

Ce germe est responsable de mammites suraigués avec une gangréne du quartier et une
hémolyse intra vasculaire, suivie de la mort dans les 24 heures. Les sources principales de
I’infection sont les sols, I’eau et les végétaux et les litieres (Guerra, 2008).

J) Corynebacterium bovis :

Ce germe est responsable de mammites subcliniques n’entrainant qu’une faible
augmentation du taux cellulaire (multiplié par 1,5 en moyenne). Il a pour source le canal du
trayon des vaches infectées. On a pu montrer que la présence de C. bovis dans les mamelles

était protectrice contre une infection par les pathogénes majeurs (Van De Leemput, 2005).
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k) Streptocoques environnementaux :

Ce groupe comprend de nombreux germes, comme St. parauberis, St. equinus, St.
salivarius... 11 s’agit de germes présents dans I’environnement, évoluant comme des
pathogénes opportunistes. Ils sont a I’origine de mammites subcliniques et subaigués, se
résolvant en moyenne en 30 jours, mais pouvant aussi évoluer vers la chronicité (Van De
Leemput, 2005).

5. Prévalence des germes responsables de mammites :

5.1. Lors de mammites cliniques :

On remarque que le germe principalement retrouvé lors de mammites cliniques est
St.uberis (figure n° 23), ce qui confirme son importance dans la pathologie mammaire
d’aujourd’hui, alors qu’il y a vingt ans ce germe ne représentait que 13% des échantillons de
mammites cliniques. E. coli arrive en seconde position, suivi des staphylocoques coagulases
positives (dont le représentant principal est S. aureus). Parmi les germes inhabituels Marie-
Anne Botrel a noté une prédominance des entérobactéries (Serratia et Klebsiella) (Bendiab,
2012 ; Angoujard,2015).

Autres streptocoques
4%

S. uberis

S. dysgalactiae 24%

9%

SCN
8%

Inhabituels
21%
Staph. Coag. +
15%

E. coli
19%

Fig.23 : Proportion de chaque groupe d’agents pathogénes isolés lors de mammites cliniques
(Bendiab, 2012).
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5.2. Lors de mammites subcliniques :

On s’apercoit que lors de mammites subcliniques le germe le plus fréquent est S.
aureus, loin devant les SCN et St. uberis (figure n° 24). On remarque aussi que St. agalactiae
a disparu, alors qu’en 1985, on le retrouvait dans 7,2% des cas (5), alors que parallélement les
staphylocoques coagulases positives représentaient déja 34 % des échantillons. Parmi les
germes inhabituels isolés, on retrouve principalement des souches de Bacillus et de
corynébacteéries (Bendiab, 2012 ; Angoujard,2015).

Autres strept.

3%

S. uberis
S. dysgalactiae 11%
11%
SCN _
14% Inhabituel
| 24%

Staph. Coag. +
37%
Fig.24 : Proportion de chaque groupe d’agents pathogénes isolés lors de mammites

subcliniques (Bendiab, 2012).

6. Importance des mammites bovines :

6.1. Importance medicale :

Les mammites suraiglies peuvent causer la perte de I'animal ou tout du moins du
quartier atteint. Les mammites subcliniques sont souvent difficilement curables et entrainent
la réforme de I'animal et son abattage précoce. Les mammites aigues et suraigiies altérant
I'état général de I'animal, peuvent intervenir comme facteurs prédisposant a d'autres maladies
de la vache laitiere, comme les déplacements de caillette, des arthrites ou des endocardites
secondaires au passage du germe dans la voie sanguine. D'autre part, les vaches atteintes de
mammite méme modéree, preésentent des modifications de posture et une hyperalgie durable

(de quelques jours a quelques semaines) (Debreil, 2008).
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6.2. Importance sanitaire :

Le lait de mammite clinique n'est pas commercialisé mais celui des infections
subcliniques peut entrer dans la production de fromage, lait et autres produits laitiers. La
contamination de ceux-ci par certains germes (Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes et Salmonella) peut étre responsable de toxi-infections alimentaires en
I'absence de pasteurisation (Debreil, 2008).

6.3. Importance économique :

Les infections mammaires en élevage bovin laitier sont la principale cause, loin devant
la reproduction, de pertes économiques pour des raisons sanitaires : lait non produit, non
commercialisé, moindre paiement du lait pour qualité cellulaire insuffisante, réforme des
vaches non soignables, codts des traitements et temps passé a les exécuter. Le colt moyen des
mammites bovines, selon Araujo est de 78 € par vache et par an (52 € de pertes et 26 € de
colts de traitement). L'incidence moyenne des mammites est variable selon les études,
d'environ 50 cas pour 100 vaches et par an en Grande-Bretagne et de 22 a 140 cas pour 100
vaches et par en France, mais reste élevee malgré I'amélioration des conditions d'élevage et de
traite.

Le paradoxe est que, malgré le colt tres important des infections mammaires (2 fois
plus que les maladies de la reproduction), elles sont les moins bien gérées par I'éleveur. Dans
95 % des cas, les mammites cliniques sont traitées par I'éleveur sans l'intervention du
vétérinaire, alors que couramment les troubles de reproduction sont suivis par le praticien ou

le technicien du centre d'insémination (Debreil, 2008).

7. Pathogénie des infections mammaires :

7.1. Péeneétration des bactéries dans la mamelle :

A part le cas particulier des mammites tuberculeuses et brucelliques d'origine
hématogeéne, les germes pathogénes pénétrent genéralement dans le quartier par le canal du
trayon. Celui-ci constitue une premiére barriere contre la colonisation de la mamelle : le
sphincter a la base du canal assure I'étanchéité entre la mamelle et le milieu extérieur. Les
cellules kératinisées de la muqueuse se desquament régulierement, participant a I'élimination
des germes en début de traite. Ainsi la penétration des germes se realise au moment ou le
sphincter est ouvert, durant la traite et surtout en fin de traite (le sphincter reste ouvert environ
une demi heure aprés la traite), mais aussi a l'approche du vélage, ou au tarissement ou le
sphincter laisse suinter voire couler un peu de lait par la pression de celui-ci (Debreil, 2008).
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La pénétration des bactéries se produit suivant trois possibilites :
a) Au cours de la traite :
e Par le phénomeéne d'impact :

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

e Par le phénomene de traite humide ou Reverse Flow :

C'est le retour du lait qui vient d'étre trait vers le trayon en raison d'un mauvais réglage
des phases de massage de la machine a traire (Debreil, 2008).

b) Par la multiplication des germes présents sur le trayon :

Ces germes profitent de I'ouverture du trayon en post-traite pour pénétrer le canal. Les
Iésions du trayon et du sphincter (verrue, gercure, blessure, éversion du sphincter) favorisant
la multiplication des germes. Un contact précoce entre le trayon et I'environnement (pature,
litiere, etc...) est aussi un facteur prédisposant I'infection du canal par des pathogenes apres la
traite (Debreil, 2008).

c) Par I'introduction de germes par I'étre humain :

Que ce soit par I'éleveur ou le vétérinaire, l'introduction dans le sinus lactiféere de
germes est réalisée par la mise en place de traitement intra mammaire ou de sondage du canal
du trayon de maniére non adéquate (défaut d’hygiéne).

Apres cette etape, les bactéries se retrouvent dans le lait intra mammaire. C'est le site
infectieux obligatoire pour tous les types de mammites (Debreil, 2008).

7.2. Infection du quartier mammaire :

Lors de chaque traite, une évacuation du lait contribue a I'élimination des bactéries qui
ont pu pénétrer le quartier. Le lait joue un rdle de véhicule et de milieu nutritif pour les
germes.

Ceux-ci peuvent entre chaque traite envahir I'ensemble des canaux galactophores. Les
bactéries qui ont la capacité d'adherer a la surface des épitheliums, ne seront pas chassées par
la traite. Cette propriété est probablement une condition nécessaire pour la colonisation de la

mamelle de maniere plus profonde et sa persistance dans le quartier. 1l est possible que
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certains germes aient une capacité de croissance telle qu'il ne soit pas nécessaire pour eux
d'avoir des facteurs d'adhésion pour produire tout de méme une infection.

La multiplication bactérienne engendre la production d'enzymes, de toxines qui sont
responsables des lésions du tissu sécrétoire et de la modification qualitative du lait produit.
Les défenses immunitaires se mettent en place plus ou moins rapidement suivant I'animal et la
nature de l'infection. Une mamelle saine ne renferme que peu de cellules immunitaires. Ce
sont surtout des macrophages.

Lors d'infection, la Iésion des tissus mammaires provoque l'afflux de polynucléaires
neutrophiles sanguins par diapédése. Ils deviennent I'espece cellulaire majoritaire dans le lait.
Ce sont eux qui provoquent l'augmentation des taux cellulaires constatée dans le lait de
mammite avec l'augmentation des cellules épithéliales desquamées, des lymphocytes et des
macrophages. L'afflux massif des polynucléaires est responsable de I'apparition des caillots de
fibrine et des grumeaux dans le lait de mammite. La mamelle posséde entre autres, une auto-
défense par la sécrétion de lactoferrines, le lysozyme, et le systéme lacto-peroxydase-
thiocyanate-peroxydase dans le lait, qui limite la fixation des agents pathogénes sur les

cellules épithéliales et leur multiplication (Debreil, 2008).

7.3. Guérison ou persistance de I'infection :

Suivant les pouvoirs pathogénes de la bactérie et [I'efficacité des défenses
immunitaires, l'infection mammaire peut évoluer vers une guérison spontanée ou vers
I'extension dans le cas de mammite clinique. Certaines bactéries, aprés adhésion a la surface
des cellules épithéliales, peuvent y pénétrer et s'y multiplier. Cette localisation intracellulaire
est associée a des infections de type chroniques et récurrentes. Certaines souches de
Staphylococcus aureus en pénétrant dans les cellules épithéliales, sont capables de provoquer
une apoptose (phénomene sous contr6le normalement hormonal qui se produit en fin de
lactation, occasionnant une réduction de la production laitiére). D'apres Lafont et al.,
Middleton et al. ont montré que lors d'infection expérimentale par Staphylococcus aureus, la
production lactée chute de maniére significative par rapport a des vaches saines. D'autres
souches de staphylocoques sont connues pour résister a la bactéricidie des lysosomes, des
macrophages et des polynucléaires et peuvent méme s'y multiplier.

L'action des adhésines, exotoxines, invasines des bactéries associées au passage massif

des polynucléaires, provoque la désorganisation des liaisons intercellulaires épithéliales et
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autorise la penétration de l'agent pathogéne dans le parenchyme mammaire, et peut méme
atteindre les voies lymphatiques, sanguines et provoquer une septicémie.

Lors de localisation dans le parenchyme, il se produit une augmentation du tissu inter-
alvéolaire au détriment des alvéoles producteurs de lait. Un tissu fibreux réactionnel et
cicatriciel se met en place pour circonscrire le foyer infectieux. Le tissu croit avec I'ancienneté
de l'infection, formant des nodules durs dans le quartier, qui sont palpables. La pénétration
intracellulaire dans le parenchyme mammaire est signe de chronicité. L'apparition de fibrose
détermine une incurabilité de I'infection, I'agent est quasi intouchable dans les micro abcés du
parenchyme.

Lorsqu'un équilibre s'établit entre multiplication et persistance du germe et les
défenses de la mamelle, on observe des mammites subcliniques sans symptéme. Dés que cet
équilibre est rompu, I'expression clinique reprend.

L'évolution clinique d'une mammite dépend de la nature des bactéries en cause et du statut

immunitaire du bovin (Debreil, 2008).
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Le diagnostic clinique d'une mammite ne présente pas de difficulté lorsque I'on
observe des symptémes. Le plus difficile est la détection aussi précoce que possible des
premiceres modifications physiologiques lors d'infections mammaires, afin de mettre en ceuvre

rapidement un traitement.

1. L'examen clinique :

1.1 Examen clinique de la mamelle :

L'examen de la mamelle et de sa sécrétion est le moyen le plus simple et le plus
évident du diagnostic de mammite. Il consiste, en premier lieu, en un examen visuel :

a) On observe la symétrie, le volume, la couleur (hématome, congestion) des différents
quartiers les uns par rapport aux autres ;

b) On observe ensuite les trayons (présence de verrue, d'anneau, d'hyperkératose, d'éversion
au niveau du sphincter) (figures n° 25, 26, 27 et 28).

Puis vient la palpation de I'ensemble de la mamelle et du quartier atteint, des ganglions
rétro mammaires. On constate ainsi, une inflammation (chaleur), un cedéme, des indurations
(zones de fibrose dans le quartier), une douleur, adénite et éventuellement des indurations
dans le canal du trayon ou une pyodermite d'échauffement entre I'intérieur de la cuisse et la
mamelle (Durel et al., 2004 ; Lepage, 2003).

Fig.25 : Coloration bleue du trayon. Fig.26 : Congestion du trayon: sa
Ce trouble circulatoire, souvent détection nécessite sa palpation pour
observé chez les primipares, n’a détecter une éventuelle anomalie
aucune incidence sur la santé des (Remy, 2010).

mamelles (Remy, 2010).
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Fig.27 : Microhémorragies sur un Fig.28 : Anneau de compression: cette
trayon (Remy, 2010). Iésion survient fréqguemment sur les vaches
présentant de 1’cedéme mammaire, et ceci

sans aucune conséquence (Remy, 2010).

1.2 Examen de la sécretion lactée :

On note toute modification de couleur, d'odeur, de consistance, de viscosité,
d’homogénéité, et de quantité produite de la sécrétion mammaire.

Le colostrum est normalement jaunatre, épais, le lait est blanc et homogéne. Il peut
prendre des teintes plus jaunatres en fin de lactation par une augmentation de sa teneur en
matieres grasses ou rose a rouge vif lors d'hémolactation en début de lactation ou lors
d’hématome causé par un choc.

Quand une mammite apparait, on observe une modification de la coloration du blanc
au jaune (couleur ‘cidre’ lors de mammites dite colibacillaires), au rouge sombre (lors de
mammites gangréneuses). L'odeur se modifie aussi, de douce aigre (germes anaérobies), acide
(colibacilles) a nauséabonde (‘ceuf pourri’) lors de mammites pyogenes (Lepage, 2003). Le
plus couramment, on observe une altération de I'nomogénéité du lait, la présence de
grumeaux, de gros amas de fibrine ou de pus, visible sur un bol a fond noir. Une baisse de
production laitiere est aussi observée lors d'infections mammaires : celle-ci peut étre tres
importante lors d'infections aigues, a tres modérée lors d'infections subcliniques. L'examen
clinique de la mamelle et du lait met en évidence un processus inflammatoire le plus

couramment induit par une infection. Malheureusement, la nature des signes cliniques n'est
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pas en relation avec la nature du germe en cause. Lors d'examens bactériologiques suite a des
mammites colibacillaires (lait translucide jaunatre, hyperthermie, altération de I'état général),
seuls 46% des isolats correspondent a des colibacilles, et 44 % a des Gram positifs (Van De
Leemput, 2007).

On peut avoir tout de méme des profils cliniques généraux en fonction de la bactérie
responsable de I'infection. Certains germes ont plutdt tendance a provoquer des mammites
aigues (colibacilles, entérobactéries) et d'autres n'engendrent que des signes frustes (les
germes Gram positifs lors de mammites subcliniques).

D'autre part, I'apparition des symptdmes peut étre différée par rapport au début de I'infection.
Ainsi l'utilisation systématique d'un bol a fond noir (figure n° 29) et la palpation de I'ensemble
de la mamelle a la traite sont importants pour une détection aussi précoce que possible de

I'infection.

Fig.29 : Examen des premiers jets dans un bol a fond noir (Remy, 2010).

D'autres méthodes de diagnostic ont été développées afin d'améliorer la détection des

infections par les éleveurs ou le praticien en complément de I'examen de la mamelle.
2. Le papier indicateur de pH:

Le seul disponible actuellement en France est distribué par Krusse, le Bovivet
Indicator PaperR (figure n° 30). C'est un papier buvard présentant 4 zones pour les 4 quartiers.
Chaque zone est traitée avec deux indicateurs colorés : le bleu de bromothymol et la nitrazine.
Le premier vire du jaune au bleu dans une plage de pH de 6 a 7,6, et le second du jaune au
vert de 6,4 a 6,8. Ce test consiste a déposer un peu de lait sur chaque zone et d'attendre deux
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minutes. La coloration normale des zones, lorsqu'elles sont imbibées de lait issu d'une
mamelle saine, est jaune verdatre, ce qui correspond au pH du lait entre 6,5 et 6,7. Lorsqu'on
approche d'un pH 7, observé en cas de mammite, la zone du buvard imprégnée de lait
mammiteux, prendra une coloration de vert franc a vert bleuté. Cette indication est peu
précise : on observe des variations physiologiques du pH du lait qui peuvent induire en erreur.
Le colostrum est plus acide, et en fin de lactation le pH peut prendre des valeurs avoisinant
le 7 (Lepage, 2003).

BOVIVET
Indicator Paper

\VIBOVIVET
w4

{

Fig.30 : Sachet de 25 papiers indicateurs de Ph (Bovivet).

3. Le California Mastitis Test (C.M.T.) :

Ce test est disponible en France sous le nom de LeucocytestR. Il est basé sur
I'utilisation d'un détergent (le Teepol a 10 %) et d'un colorant ( le pourpre de bromocrésol) sur

le lait.
3.1. Mode d'action :

Le tensio-actif du détergent provoque la lyse des cellules présentes dans le lait par
destruction des parois. L'A.D.N. ainsi libéré forme un réseau qui enrobe les globules gras et
les autres particules du lait, formant un gel plus ou moins dense en fonction de la quantité
d'A.D.N. présent. L'indicateur coloré apporte comme dans le test précédent, une valeur de pH.
Plus le nombre de cellules lysées est important, plus la quantité de contenu cellulaire présente
dans le lait est élevée, et plus le pH augmente. L'action du détergent amplifie I'alcalinisation

du lait mammiteux.
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3.2. Méthode :

Ce test est facilement réalisable. 1l consiste a prélever un peu de lait de chaque quartier
dans quatre coupelles d'un plateau (figure n° 31). On garde environ 2 ml de lait par coupelle
puis on ajoute une quantité égale de tensio-actif fourni et on assure le melange par rotation. La
lecture doit étre immédiate. On apprécie la consistance et la couleur en fonction d'un tableau
fourni avec le test (tableau n°9).

Fig.31 : Plateau LeucocytestR

s
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Tableau 9 : Interprétation du leucocytestR (indication figurant sur le flacon du réactif) :

Lecture Interpretation
Score Relation avec la
numeration
Aspect Infection cellulaire
Valeur Degré 3
moyenne (x 10°/
mL)
Consistance
normale 0 0 Absence 100
couleur grise
Leger gel Risque d'infection
disparaissant par
apres agitation 1 +/- pathogenes 300
couleur gris mineurs
violace
Leger gel
persistant et )
filaments 2 + Marr.m.ute 900
grumeleux subclinique
couleur gris violet
Epaississement
immediat, amas Mammite
visqueux au fond 3 ++ subclinique 27000
de la
coupelle
Gel epais Mammite
consistance subclinique a
du blanc d'oeuf 4 +++ la limite de 8100
couleur violet I'expression
fonce clinique
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3.3. Valeur du test :

Différentes études ont été menées (Lepage, 2003), montrant la corrélation entre les
résultats du test et le comptage cellulaire. Celle-ci semble meilleure avec un fort taux
cellulaire. Des résultats douteux ou négatifs doivent étre pris avec précaution. Un comptage
cellulaire faible ne signifie pas forcément I'absence d'une infection. La réaction inflammatoire
peut étre différée ou de faible intensité. D'autre part, ce test est soumis a la subjectivité de
I'opérateur. Son utilisation réguliére permet de mieux apprécier les variations de consistance
et de couleur. Les coupelles doivent étre parfaitement propres, leur contamination peut fausser
le résultat.

Comme pour le papier pH, la couleur n'est qu'indicatrice. Elle peut devenir violacée
normale en phase colostrale et en fin de lactation. De méme le colostrum est naturellement
plus riche en cellules que le lait et peut induire en erreur.

En conclusion, ce test est facilement utilisable en élevage. Il permet de détecter des
vaches a taux cellulaires élevés. La répétition de I'examen sur des vaches douteuses améliore
le diagnostic d'infections mammaires (Ferrouiller et al., 2004 ; Lepage, 2003). Il peut étre
aussi utilisable en contréle de guérison, afin de vérifier que les taux cellulaires reviennent a
des valeurs normales en un a trois mois apreés l'infection. Ce test ne permet pas de déduire la
nature du germe en cause. Il peut étre aussi utile, pour repérer le quartier atteint a la différence
du C.C.S.1.(Concentrations Cellulaires Somatiques Individuelles) qui évalue I'état de santé des

quatre quartiers (Ferrouiller et al., 2004).

4. La conductivité électrique du lait :

C'est une méthode de diagnostic trés récente. Elle est basée sur la capacité du lait a
conduire le courant électrique, et aux variations observables lors d'infections mammaires. Le
lait contient du chlore, du sodium et du potassium, qui sont des électrolytes. Dans une
mamelle saine, la teneur de ces ions et le taux butyreux, évoluent durant la lactation. En phase
colostrale, la concentration en chaque électrolyte et en matieres grasses, est responsable d'une
conductivité élevée du lait, puis celle-ci baisse rapidement pour augmenter de nouveau en fin
de lactation (Durel et al., 2004 ; Ferrouiller et al., 2004).

En cas d'infection mammaire, le lactose et les ions potassium diminuent dans le lait,
alors que les chlorures et le sodium augmentent pour assurer I'équilibre osmotique. Ces
perturbations sont le résultat des altérations des jonctions cellulaires et des systémes de

pompage ionique membranaire, de la perméabilité des capillaires sanguins. L'arrivée des ions
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chlorure et sodium s‘accompagne de constituants sanguins comme l'albumine, et autres
protéines solubles. La teneur en chlorure du lait est proportionnelle au degré d'infection
(Lepage, 2003). Ainsi lors d'inflammation, la conductivité est modifiée.

Il existe un grand nombre de systemes de mesure avec leur propre spécificité et
sensibilité (figure n° 32). La connaissance de leurs caractéristiques est indispensable pour
pouvoir interpréter les valeurs. Cette méthode permet un diagnostic trés précoce avant
I'apparition des premiers symptdmes. Mais on observe des variations avec : la race de
I'animal, le début et la fin de traite, I'alimentation et la technique de traite. Ceci nécessite des
mesures précises pour un type d'animal, a un stade de traite, de maniére réguliere, etc...Ce test

est utilisable par un éleveur formé a sa propre machine.

1. Vase Collecteur d’échantillons de lait
2. Revers de Protection.

. Couvercle

. Touches

. Calculateur Interne

. Bretelle de Sécurité.

~N oo o1 B~ W

. Capteur Thermique.

oo

. Capteurs a Electrodes

9. Affichage Numérique
10. Chéssis

Fig.32 : Testeur de lait utilisant la conductivité pour détecter une mammite (document de
Brastel Co., Ltd., Japan).

5. Les concentrations cellulaires somatiques du lait :

Les contrdles de concentrations cellulaires somatiques individuelles (C.C.S.1.) et de
tank (C.C.S.T.) sont effectués par les services de contrble laitier dans les élevages qui
présentent une importance économique pour la production de lait. Par contre pour la majorité
des éleveurs, cet examen se fait auprés des laiteries de livraison. Pour les adhérents du

contr6le laitier, une mesure mensuelle des C.C.S.I. et C.C.S.T. fait partie du compte-rendu des




Chapitre 3 : Diagnostic des infections mammaires

résultats laitiers, avec les taux protéiques, les taux butyreux, la quantité de lait etc....
Un technicien préléve un échantillon de lait sur chaque vache (lait des quatre quartiers
mélangés), celui-ci est analysé par un laboratoire spécialisé. 1l mesure la concentration en
cellules du lait (macrophages, leucocytes, cellules épithéliales). En cas d'infection, comme on
I'a vu précédemment, le nombre de cellules augmente en fonction de la nature de I'infection.
Les laiteries donnent des valeurs seuils de C.C.S.1., pour le paiement du lait, plus ou moins en
rapport avec des valeurs pathologiques. Ainsi, en général, on considére I'absence d'infection
mammaire en dessous de 300 000 cellules, et sa présence si les C.C.S.1. sont supérieurs a 800
000 cellules. Entre ces deux valeurs, on considére qu'il y a infection par un pathogéne mineur
ou mammite a expression subclinique (Bosquet, 2004). En pratique, ces valeurs sont
surévaluées pour ne pas léser le producteur laitier, le paiement du lait étant indexé au taux
cellulaire du tank. Des animaux en dessous de 300 000 cellules, peuvent étre infectés avec
Staphylococcus aureus, et ceux entre 300 000 et 800 000 cellules, sont considérés comme
douteux mais ne sont pas forcément infectés (retour apres infection a des valeurs normales de
C.C.S.I. par exemple).

Le comptage cellulaire étant réalisé sur le mélange des quatre quartiers, on observe
une dilution du taux cellulaire du quartier infecté, par les quartiers sains. Ainsi, sur une vache
a faible taux cellulaire hors infection, la contamination d'un quartier par certains germes ne
provoquant que trés peu d'inflammation, peut passer comme une variation de C.C.S.I. non
pathologique. Il est donc important pour établir un diagnostic de suivre les variations de
C.C.S.1. sur plusieurs mois afin de conclure a une probable infection (Durel et al., 2004).

Le comptage cellulaire de tank indique dans une certaine mesure, le type d'infection
dans I'élevage : ainsi un C.C.S.T. élevé et peu de cas cliniques, est en faveur d'un nombre
élevé de vaches atteintes avec des C.C.S.l. moyennement élevés. L'origine est probablement
un germe contagieux, et a I'opposé, un C.C.S.T. faible et beaucoup de cas cliniques sont en
faveur d'infections mammaires aigues sporadiques, de courtes durées par des germes
d'environnement.

L'analyse des comptages cellulaires permet de classer les infections mammaires des
élevages, en type environnemental ou contagieux (tableaux n°10, 11 et 12). Ceci autorise une
prédiction de la nature du germe en cause et d'adapter des protocoles de traitement et de
prophylaxie a mettre en ceuvre. Ce n'est pas un diagnostic de certitude mais une aide précieuse

dans I'étude globale des infections mammaires dans I'élevage (tableaux n°12,13 et 14).
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Tableau 10 : Situations épidémiologiques types. Localisation des principales bactéries

responsables de mammite au sein de la mamelle [D'aprés Faroult ; Lepage (2006)].

Lait  |Phagocytes | Cellules Parenchyme |Parenchyme |Sang
épithéliales  |sans fibrose  |avec fibrose
Escherichia + - + - - +
coli St infection Si
chronique bactérémie
avec souche précoce en
spéeifique cas de
excrétion dans mammite
le lait aigiie
intermittente
Streptococcus + - + + + .
Certaines Streptococcus | Sur
souches uberis Streptococcus
d'infection précocement |uberis
chronique et mammite
ancienne ou
récidive
Staphylococ- + + + + + -
-CUS aureus Dans Précocement |Sur ancienne
certains cas infection on
vache dgée
Tableau 11 : Resultat de bactéeriologie sur le lait de mammite de différentes études [d'aprés
Bosquet (2004)].
Etude en Mayenne|Etude 3 Gavray  |Etude en France|Etude anglaise
de jum 2001 a|(Manche) de mai|lde 2005 a 2007 BRADLEY et al.
mars 2005 (87) 2007 a janvier|(12) (19)
2008
Staphylococcus & % 32 % 14,5 % 17.8 %
coagulase négatif
Staphylococcus |20 % 16 % 13.3 % 13.9 %
aureus
Streptococciis 35% 24 % 254 % 29 %
uberis
Streptococcus 0 - -
lactiae
agalacinae 7 0/0
Streptococeus 0 {1.:35) - -
dysgalactiae
Escherichia coli |23 % 19 % 17.6 % 18 %
Klebsiella spp - 0.04 % 5% -
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Tableau 12 : Caractérisation épidémiologique du modeéle contagieux et du modele

environnemental [d'aprés Bosquet (2004)].

Critéres

Modéle contagieux

Modéle environnemental

Comptage cellulaire

- CCST =200 000
- moins de 85 % de CCSI < 300 000

CCST < 200 000
plus de 85 % de CCSI < 300 000

Incidence de cas
cliniques

Faible 3 modérée
(<30cas/ 100 vl/ an)

Modérée a élevée
(>30cas/ 100 vl/ an)

Sévérité des cas
cliniques

Plus faible

Plus forte

Facteurs de risques

- Traite favorisant la contagion

- Défaut de trempage

- Crevasses, 1ésions sur les trayons
- Tarissement mal conduit

- Réforme msuffisante

- Stabulation longue

- Logement défectueux

- Défaut de lavage, essuyage des
trayons

- Défaut d'hygiéne des traitements
Inframamimaires

Tableau 13 : Caractérisation épidémiologique des sous modeéles a staphylocoques ou a

streptocoques [d'apres Bosquet (2004)].

Critéres

Sous modele a staphylocoques

Sous modele a streptocoques

Séries de CCSI = 300 000

Longues >4 mois

Moyennes 3- 4 mois

Rechutes

Fréquentes

+/- fréquentes

CCSI avant mammite clinique

Elevés en moyenne

En augmentation

Indice de guérison au
tarissement

Faible a modéré

Modéré a élevé

Sévénté des mammites
cliniques

Faible 3 modérée

Modérée en moyenne

Quartier fibrosé aprés mammite

Fréquent

Rare

Facteurs de risques

Lésion du trayon, défaut de
réforme

Perte de lait sur la litiére,
logement défectueux
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Tableau 14 : Caractérisation épidemiologique des sous modeles environnementaux a

entérobactéries ou a streptocoques [d'apres Bosquet (2004)].

Critéres Sous modele a streptocoques | Sous modéle a entérobactéries

Séries de CCSI > 300 000 Moyennes 2-3 mois Courtes 1 -2 mois

CCSI avant mammite clinique | En augmentation Faibles

CCSI aprés mammite clinique  |Elevés Faibles

Sévénté des mammites Modérée en moyenne Modérée a forte

cliniques

Rechutes Peu a assez fréquentes Rares

Facteurs de risques Perte de lait sur la litiére. Défaut d'hygiéne autour du
hygiéne des batiments vélage

6. le diagnostic étiologique des infections mammaires :
L'examen bactériologique :

Cet examen permet un diagnostic de certitude de l'infection mammaire. Il consiste en
la mise en culture du lait afin de déterminer la nature du germe responsable de l'infection. Le
praticien peut prescrire cet examen en réalisant un prélevement de lait et en adressant
rapidement, sous régime du froid, aux laboratoires de la région. On obtient un résultat entre 5
et 8 jours, ce qui permet sur plusieurs prélevements, d'orienter sur la nature du germe, les
mesures médicales et prophylactiques a mettre en ceuvre.

Aujourd'hui plusieurs praticiens ont adapté une méthode simplifiée des techniques de
laboratoire, autorisant un résultat entre 24 et 48 h, pour les germes majeurs d'infections
mammaires (Durel et al., 2004 ; Blains, 2004 ; Durel, Poutrel, 2006 ; Durel, Van De Leemput,
2007 ; Van De Leemput, 2007).
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1. Objectif :

L’objectif de notre étude est de réaliser une étude bactériologique du lait cru a partir
d’échantillons prélevés sur des vaches laitiéres de deux fermes de la wilaya de Mostaganem
(figure n°33), et ce, pour mettre en évidence la présence d’une flore pathogéne. Le but de la
caractérisation de cette flore est de mettre en évidence la présence d’une mammite
subclinique, ce qui nous permettra de choisir les antibiotiques les plus efficaces aux

traitements des vaches atteintes.

& 'Gc;ogl'ref Earts

es/images satellite : 14/12/2015: = 36204'00.17:N= 0 4.45°E élév: 217 mlaltitude 74.58 km

Figure 33 : Vue par satellite des 2 zones d’étude, les 2 fermes étant distantes d’environ 50 km
(Google Earth,2017)

2. Présentation de la premiére zone d’étude :

2.1. Exploitation :

La premiére exploitation est située dans la daira de Hassi-Maméche. 1l s’agit de la
ferme expérimentale «élevage », rattachée a I’université Abdelhamid Ben Badis de
Mostaganem. Cette ferme s’étend sur une superficie de 60 hectares et se trouve a une altitude
de 141m au-dessus du niveau de la mer, de Latitude 35°51°39°" Nord et de Longitude 0°4°30*
Est. Son climat est de type méditerranéen, doux pendant 1’hiver et sec et chaud pendant I’été

(figure n°34).
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L‘it:)orat_oire LSTRPA

——

- N

!

- ég&gle Earth

ite :29/10/2016  35°53'01.38"N  0°04'52.93 2im  altitude 853 m

Figure 34 : Vue par satellite montrant la situation de la ferme expérimentale et du laboratoire.
LSTPA (google earth,2017).

L’exploitation est constituée d’une étable ayant un espace réservé pour les veaux,
d’une aire de repos dans laquelle on retrouve des box d’isolement pour les taurillons. La traite

est réalisée dans 1’étable.
2.2. Animaux :

Le troupeau est constitué de 3 vaches laitiéres et de 3 veaux (figures n°35 et 36). Les
bovins sont issus de la race Holstein pie noire, importés de France et sont identifiés par des

boucles d’oreilles portant leurs numéros d’identification (figure n°41 a et b).

Figure 35 : Les 3 vaches laitieres de race Figure 36 : Les veaux a I’abreuvoir.

Pie noire dans ’aire d’exercice.

E
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L’entretien est réalisé par 4 ouvriers qui s’occupent de la traite biquotidienne, de

I’alimentation, de ’abreuvement et de 1’hygiéne des animaux (figures n°37, 38, 39 et 40).

Figure 37 : Préparation du fourrage Figure 38 : Préparation des litieres

vert (sorgho). séches en paille.

Figure 39 : Alimentation des vaches Figure 40 : Abreuvoir rempli d’eau de forage.

en sorgho (vert) et foin (sec).

E
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Fig.41: La vache Janella (concernée par le prélevement) porte un numéro d’identification.

En ce qui concerne I’environnement, il est composé d’un espace végétal, arbres
fruitiers (muriers, figuiers, oliviers, pieds de vigne) et autres (palmiers, eucalyptus, lauriers
sauvages), plantes fourrageres. On trouve également un espace animal constitué d’ovins, de

volaille et de chiens (figures n°42, 43).

Figure 42 : Plantes fourrageres et arbres fruitiers.  Figure 43 : Autres animaux de la ferme

(les chiens)
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3. Présentation de la deuxiéeme zone d’étude :

3.1. Exploitation :

La deuxieme exploitation concernée par le prélevement de lait se trouve dans la
commune de Hadjadj (ex.Bosquet). Elle s’étend sur une superficie d’environ 2000 m? et se
trouve a une altitude de 263m au-dessus du niveau de la mer, de Latitude 36°06°00°” Nord et
de Longitude 0°20°00°” Est, son climat est de méme type que celui de la premiére exploitation
(figure n°44).

Fermeiderhadjaj

qugle Earth

2009 :3/3/20 ™36 5.345N. 0°19'10.41%E €lév. 159 m: _altitude 613 m

Figure 44 : Vue par satellite de la ferme de Hadjadj (google earth,2017)

La ferme, qui est une propriété privée, est composée de 2 batiments a savoir, une petite
salle d’isolement des veaux et une grande étable qui assure plusieurs fonctions, salle de traite,
de stabulation entravée pour les vaches, de stockage de fourrage (paille, concentré, etc..) et de
matériels. Les batiments sont trés vétustes, dalle bétonnée et en trés mauvais état, toits en
toles ondulées, de nombreuses ouvertures parfois colmatées légerement, des caniveaux au

milieu et mal entretenus (figure n° 45, 46, 47 et 48) .

E
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Figure 45 : L’étable assure plusieurs fonctions Figure 46 : Toit en toles

et ouvertures colmatées

Figure 47 : Tenues de travail et bottes Figure 48 : Caniveaux mal entretenu

mal rangées

Un enclos, se trouve devant ’étable, il est utilis¢é comme aire d’exercice pour les

vaches, pour leur alimentation et leur abreuvement (figure n° 49, 50).

E
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Figure 49 : Les vaches dans I’enclos Fig.50 : baignoire a usage d’abreuvoir
dans I’enclos.
3.2. Animaux :

L’élevage est constitué de 8 vaches laitiéres et de 3 veaux (figure n° 51 et 52). Les
bovins sont issus de la race Holstein pie noire et sont identifiés.

Figure 51 : Vaches laitiéres pie noire Figure 52 : Les 3 veaux placés en isolement

L’entretien est réalisé par 2 ouvriers qui s’occupent de la traite biquotidienne, de

I’alimentation, de 1’abreuvement et de 1’hygiéne des animaux (fig. n° 53, 54, 55 et 56).
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Figure 53 : Espace réservé a la traite Figure 54 : Bottes de foin

Figure 55 : produit pour le traitement des vaches Figure 56 : Tuyau pour le nettoyage

En ce qui concerne I’environnement, il est composé en majorité de terres agricoles
pour les cultures maraichéres (figure n°57) et de vignoble, il n’existe pas d’espace réservé aux
plantes fourrageres. Pour les autres types d’animaux on trouve uniquement les chiens (figure
n°58) et les chats.

E
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Figure 57 : Les terres agricoles Figure 58 : Présence d’un chien

entourant la ferme dans ’étable
4. Présentation du laboratoire LSTPA :

Les analyses bactériologiques ont été effectuées dans le laboratoire des sciences et
techniques de productions animales LSTPA, qui fait partie de la ferme expérimentale,
comprend trois salles spécialisées dans les analyses microbiologiques en plus de deux salles,
I’une pour les cours et I'autre pour les conférences, et d’autres locaux comme le bureau du
directeur, le magasin pour les produits et le matériel. Le LSTPA est un lieu privilégié par les
étudiants en Master et en Doctorat qui trouvent les moyens matériels nécessaires pour réaliser
les analyses microbiologiques du lait et des produits laitiers dans le cadre de la recherche
scientifique. Les étudiants sont encadrés par le directeur du LSTPA et un personnel
enseignant de qualité. Chaque année différentes conférences et journées scientifiques y sont

organisées dans I’intérét des étudiants chercheurs.
5. Enquéte de terrain :

Nous avons mené des enquétes, au niveau de chacune des deux fermes, sous forme
d’entretiens avec les éleveurs, avec les ouvriers et avec les vétérinaires chargés du suivi
sanitaire des bovins. Nous avons complété ce travail par des visites de terrain, des
observations visuelles et un questionnaire (Annexe n°6). Les résultats des enquétes sont

résumés dans le tableau n° 15.
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Tableau 15 : Résultats des enquétes menees dans les 2 fermes.

| Ferme 1 | Ferme 2
1) Elevage :
FS(’eglstre Oui Oui
d’élevage
Conception Entravée Entravée
Agrément Oui (type sanitaire) Oui (type sanitaire)
Nombre de Vachez (03), genisses (00), Vaches (08), génisses (00),
bovins Repro ucteuArs (00), veaux Reproducteurs(00),veaux (03),véles(00)
(03),véles(00) ' '
Rac_e§ Pie noire (Holstein) Pie noire (Holstein)
exploitées
2) Environnement et habitat :
Etat du .
batiment Propre Vetuste, non propre
Stalle Bétonnée bon état Bétonnée mauvais état
Pre_sc_epce de Oui Non
litieres
3)Locaux annexes :
Local de mise Non Non
bas
Presence_ de Non Non
nurserie
Salle de traite Non Non
St.OCKage Oui Non (stockage dans 1’étable)
aliments
4) Alimentation :
Paturage Oui Non
. Sorgho+paille+fourrage+ concentré+ | Mais+ sorgho+ soja+ paille+ fourrage+
Ration de base luzerne concentré
Nombr_e de 02 02
repas/ jour

5) Conduite de la reproduction

Registre des

A Oui Oui (suivi par le vétérinaire )
vélages
Insémination Artificielle Artificielle
6) Conduite du troupeau
Registre . .
d’identification Oui Ou
Respect des
coqtr_oles de Oui, dernier contréle en Mai 2017 Oui, dernier contréle en janvier 2017
dépistage
obligatoire

7) conduite de la traite

Mode de traite

Mécanique a chariot

Mécanique a chariot

Horaire de
traite

06 heures du matin et 18 heures de
I’apres midi

05 heures du matin et 15 heures de
I’apres midi

Propreté des

Oui

Non

B
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trayons
Nettoyage de
I’équipement Oui Médiocre
de stockage
Hygiéne des Oui Médiocre
trayeurs
8) Situation sanitaire
4 9
Presen'ce d’un Oui oui
Registre
Détection des
mammites Non Oui
Controéles
bactériologique Non Oui
du lait
9) Maladies observees en 2017
Mammite Non Oui, un seul cas.
Avortement Non Non
Mortalité
embryonnaire Non Non
Boiteries Non Non
Anoestrus Non Oui
Fievre vitulaire Non Non

Autres

Diarrhée chez les vaches a leur mise
en place, due au changement de

I’alimentation

Indigestion due au rationnement
(provoque I’acidose)

Remarque : La plupart des réponses données par les éleveurs ne sont pas fiables, car ils

suspectent les personnes qui posent des questions comme étant des agents d’un certain service

de contrdle de I’état (sanitaire, finances...). Le cas de mammite nous a été révélé par le

veétérinaire chargé de la ferme de Hadjadj.

6. Prélevement :

6.1 Premier prélévement (ferme experimentale) :

Nous avons réalisé le premier préléevement le 25 Avril 2017 a 6H du matin par nos

propres soins tout en respectant les conseils de notre directrice de mémoire sur les méthodes

d’hygiéne a suivre lors de la traite. Nous avons pris les précautions nécessaires pour

-
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approcher la vache et la tranquilliser avant de procéder a I’opération du prélévement. Le lait
récolté est un mélange pris a partir des 4 pis de la vache. Nous I’avons transféré
immédiatement au laboratoire LSTPA, sur place, pour procéder aux différentes analyses

bactériologiques.
6.2 Deuxieme prélevement (ferme de Hadjadj) :

Nous avons réalisé le deuxieme prélevement le 11 Mai 2017 a 7H du matin, ¢’est un
mélange pris des 4 pis de la vache. L’opération a été effectuée par nos soins sous la
surveillance d’un agent trayeur de la ferme, les conditions d’hygiéne lors de la traite ont été
bien respectées. Le lait récolté a été placé dans une glaciére et nous 1’avons transféré au

laboratoire LSTPA, le jour méme, pour procéder aux différentes analyses.

6.3 Technique de prélevement :

Une mamelle saine n'héberge pas de flore commensale. L'identification d'une bacterie
montre la réalité d'une infection mammaire (Faroult et al.,2006 ; Van de Leemput, 2007) et
quelques pathogénes mineurs comme Corynebacterium bovis, peuvent coloniser le canal du
trayon mais sont éliminés a chaque traite.

Afin de bien caractériser le germe responsable de l'infection, il faut un prélevement le
plus stérile possible. Celui-ci peut étre réalisé par le vétérinaire au moment d'une consultation
ou par I'éleveur, mais une formation de ce dernier est souvent nécessaire afin d'éviter toute
contamination par la flore du trayon ou par les mains du manipulateur (Faroult et al.,2006).
6.4 Materiel nécessaire :

Le prélevement de lait ne nécessite qu'un matériel de base restreint
(Besognet et al., 2007) :

> Pots de prélévement stériles ;

Gants d’examen ;

Coton hydrophile ou compresses ;
Alcool 2 70°;

Papier absorbant ;

Feutre indélébile si le pot de prélévement est sans étiquette ;

VvV V V V V V

Glaciere avec pains de glace si la bactériologie est réalisée plus tard.

-
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6.5 Mode opératoire :

Le prélevement est relativement simple, mais il doit étre précis et rapide afin de ne pas
le contaminer. La premiére étape est le nettoyage correct du trayon avec de I'eau tiede et du
savon en utilisant une lavette. On essuie ensuite avec du papier absorbant et on renouvelle
I'opération jusqu'a ce que le papier soit propre. Apres avoir revétu des gants, on procédera a la
désinfection du trayon, surtout le bout, avec un coton imbibé d'alcool a 70 °. Puis, on prend un
flacon stérile entre le pouce et I'index et on oriente le bouchon vers le bas, on dévisse celui-ci
avec la main droite. Le bouchon est placé immédiatement entre le pouce et I'index de la main
gauche, protégeant I'ouverture du pot (Besognet et al., 2007).

On approche le flacon a I'norizontale du trayon, on élimine les premiers jets dans un
récipient a part pour éviter une éventuelle contamination de I’environnement, puis on dirige 3
a 4 jets vers le flacon stérile, on rebouche celui-ci immédiatement (figures n°59 a et b). On
identifie le flacon avec le numéro de la vache, le quartier de mamelle concerné et la date du
prélevement. Ce dernier est ensuite placé dans la glaciére pour une bonne conservation avant
I’arrivée au laboratoire.

La culture doit se faire dans les 48 heures en frais, sinon il y a mise en congélation.
Celle-ci permet de garder les prélevements sur une longue durée, mais il peut y avoir une
fragilisation de certains germes avec une chute du nombre de bactéries présentes et donc une
augmentation de cultures négatives (Houffschmitt, 2004).

Les prélevements que nous avons effectués ont été réalisés dans les mémes conditions
d’hygiene et de sécurité mentionnées ci-dessus et 1’analyse bactériologique a été effectuée le

jour méme.

(b)

Figures 59 (a et b) : prélevement de lait a la ferme.
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7. Analyse microbiologique :

7.1 Etude de la flore pathogene

Les especes bactériennes impliquées dans les infections mammaires de la vache sont
présentes sur l'animal lui-méme ou dans son environnement. Par ailleurs, 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 pathogénes pour la mamelle de la vache, les germes majeurs et les germes
2005).

environnementaux et contagieux impliqués dans la mammite clinique et sub-clinique.

mineurs (Gabli, Le Tableau n°16 présente les germes majeurs, mineurs,

Tableau 16 : Germes pathogenes responsables des mammites
(Descoteaux et Roy, 2004 ; Gabli, 2005).

Type de mammite

Germes majeurs

Germes mineurs

Germes

environnementaux

Staphylococcus

Staphylocoques a

aureus* o Escherichia coli
o coagulase négative
Clinique Streptocoque
Escherichia coli Pasteurella )
: ] Streptococcus uberis
Mycoplasma bovis hemolytica
Staphylococcus staphylocoques a o )
o Escherichia-coli
aureus™ coagulase négative
Sub- clinique Streptocoque Corynébactérium

Escherichia coli

bovis

Streptococcus uberis

Bacillus cereus

*Les germes en gras sont contagieux

7.2 Méthodes :

7.2.1. Préparation des dilutions décimales :

a) Principe :

Nous avons préparé les dilutions décimales pour faciliter I’examen microbiologique

selon les méthodes préconisées par le journal officiel (JORA n°70 , Arrété du 26 Rajab 1425

correspondant au 11 Septembre 2004).

-
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b) Préparation :

Apres le prélevement du lait cru, considéré comme suspension mere, et qui est
homogénéisée par agitation avant d’étre utilisée, on procéde aux dilutions successives selon
la méthode suivante (figure n°60) :

- La suspension mére est diluée successivement dans une solution physiologique stérile, I’eau
peptonée.

- La dilution décimale en cascade est effectuée en transférant une prise d’essai de 1 ml de
suspension a diluer dans un tube contenant 9 ml d’eau peptonée.

- Le nombre de dilutions nécessaires est choisi en fonction de la concentration attendue en

microorganismes dans la suspension (Leyral, Joffin, 2001).

lml lml 1ml 1ml 1ml

3 O 52 & 0 & -4 2

Suspension
mere

Solution physiologique stérile
(@ ml)

Fig.60 : Dilutions en cascades (Leyral, Joffin, 2001).
7.2.2. Recherche et dénombrement de la flore mésophile aérobie totale :

Le dénombrement de la flore aérobie totale est un indicateur de la qualité sanitaire

globale d’un lait. Le dénombrement est réalisé sur gélose PCA (Plat Count Agar).

On préléve 1 ml de dilution 10™ qui sera réparti en gouttes au fond de la boite de Pétri.
L’opération est renouvelée pour la deuxieme boite, et on continue de la méme fagon pour les

autres boites jusqu’a la dilution 10 (Guiraud et Rosec, 2004 ; Dellaras, 2007).

Les gouttes sont ensuite recouvertes d’une couche de gélose PCA en surfusion, et le
tout est homogénéisé avec des mouvements circulaires. On s’arrange pour que la gélose ne
soit pas trop chaude de facon a ne pas tuer les bactéries. Une fois la gélose refroidie on met a
incuber a 30°C pendant 72h (Guiraud et Rosec, 2004).

On considére que les colonies sont dénombrables si leur nombre est compris entre 30
et 300. Au-dessus de 300 elles sont indénombrables, est en dessous de 30 on considére

qu’elles sont trop rares pour étre denombrées.
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Dénombrement par méthode directe :

Le comptage direct des colonies isolées est realise a partir des milieux gélosés, le

nombre en unité UFC est donné par la formule suivante :

No 2E

"V x11d

Avec :  N=nombre des Unités Formant Colonies (UFC/ml);
Y'c = somme des colonies comptées sur les 2 boites de Pétri retenues ;
V= volume de I’inoculum utilisé (1 ml dans la masse, 0,1 ml en surface
d = dilution correspondant & la 1% boite de Pétri retenue, avec I’inoculum le
moins dilué (selon la norme 1SO 7218).
7.2.3. Recherche et dénombrement des coliformes fécaux :

Le dénombrement a été réalisé sur 3 milieux différents a savoir VRBG (Violet Red

Bile Glucose Agar), désoxycholate et MacConkey.
a) Ensemencement dans un milieu VRBG :

On préléve 1 ml de dilution 10™ qui sera réparti en gouttes au fond de la premiére
boite de Pétri. L opération est renouvelée pour la deuxiéme boite de dilution 10 et pour la

troisiéme boite de dilution 1073,

Les gouttes sont ensuite recouvertes d’une couche de gélose VRBG en surfusion, et le
tout est homogénéisé avec des mouvements circulaires. On s’arrange pour que la gélose ne
soit pas trop chaude de facon a ne pas tuer les bactéries. Une fois la gélose refroidie on met a
incuber a 37°C pendant 24h.

b) Ensemencement dans un milieu désoxycholate :

On applique une méme méthode d’ensemencement que celle de la gélose VRBG et les

mémes conditions d’incubation.
c) Ensemencement dans un milieu MacConkey :

On applique une méme méthode d’ensemencement que celle de la gélose VRBG mais

I’incubation se fait a 44°C pendant 24h.
7.2.4. Recherche et dénombrement des staphylocoques :

Le dénombrement a été réalisé sur 2 milieux différents a savoir Chapman et Baird

Parker.

.
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a) Ensemencement sur milieu Chapman :

Le dénombrement a été réalisé sur milieu Chapman, en utilisant 3 dilutions différentes
(107, 102 et 1079).

On coule chacune des 3 boites de Pétri avec environ 15 ml de gélose Chapman fondue.
Apreés solidification de la gélose, on ajoute respectivement, a chacune des boites un quantité
de 0,1 ml de la dilution décimale correspondante. Puis on étale bien sur toute la surface de la
boite. Une fois les boites reposées on les incube a 37°C pendant 24 a 48 heures.
b) Ensemencement sur milieu Baird-Parker :

Le dénombrement a éte réalisé sur milieu Baird-Parker, en utilisant 3 dilutions
différentes (10, 102 et 10°®).

On coule chacune des 3 boites de Pétri avec environ 18 ml de gélose Baird Parker
fondue. Apres solidification de la gélose, on ajoute respectivement, a chacune des boites, 0,1
ml de la dilution décimale correspondante. Puis on étale bien sur toute la surface de la boite.

Une fois les boites reposées on les incube a 37°C pendant 24 a 48 heures.
7.2.4.1. Confirmation sur BHIB (bouillon cceur-cervelle):

On prend une colonie de staphylocoques a 1’aide d’une anse de platine, en respectant

la zone stérile et on I’introduit dans un tube de bouillon BHIB (5 ml) puis on incube pendant
24heures a 37°C.

7.2.4.2. Test au plasma de lapin (coagulase) :

La propriété de Staphylococcus aureus de provoquer la coagulation d’un plasma recueilli sur
anticoagulant est un critére important de son identification. Elle est due a la sécrétion d’une

enzyme thermostable : la staphylocoagulase ou coagulase (Leyral et Joffin, 2001).
a) Principe :
La coagulase agit en liaison avec la prothrombine et en absence de calcium, le complexe

libére de la thrombine, enzyme active sur le fibrinogene, qui provoque la coagulation du

plasma de lapin (Leyral et Joffin, 2001).

Les réactions se font selon le schéma suivant :

Coagulase
Prothrombine i, Thrombine (ou complexe Coagulase-Thrombine)

l

Fibrinogéne + H,O — Fibrine + peptides — Caillot

.
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b) Technique :

Dans un tube a hémolyse stérile, on introduit 0,5 ml de plasma oxalaté et 0,5 ml d’une

culture de 24 h en bouillon cceur cervelle de la souche a étudier. On place le mélange a 37°C.

On effectue ensuite des lectures toutes les heures au moins pendant les cing premieres heures.

7.2.4.3. Test de la DNase thermostable :

De nombreuses bactéries sont capables d’hydrolyser I’ADN (Acide Désoxyribonucléique) .
La mise en évidence chez un Staphylococcus d’une DNase thermostable suffit a
I’identification de I’espéce aureus (Leyral et Joffin, 2001).

a) Principe :

Certaines bactéries sont capables d’hydrolyser I’ADN grace a une enzyme : la DNase. La

réaction catalysée est la suivante :

DNase
ADN —¢—> H,O + Nucléotides ou Polynucléotides

La mise en évidence pour un Staphylocoque d'une DNase thermostable (apres
chauffage a 100°C) suffit a I'identification de I'espéce aureus.

b) Technique :

Test réalisé en boite de Pétri contenant un milieu avec ADN (Leyral, Joffin, 2001) .

On chauffe 15 min a 100°C une culture de 24h en bouillon cceur-cervelle (BHIB) du
staphylocoque étudié. On laisse refroidir puis on remplit de bouillon un puits de 4 mm de
diamétre environ, préalablement creusé dans la gélose, ensuite on incube pendant 24 h a
37°C. On reéalise en paralléle un puits témoin négatif rempli de bouillon stérile et un puits

rempli de bouillon non chauffé.
7.2.5. Recherche et dénombrement des streptocoques fécaux :
- Sur milieu Slanetz :

La culture des streptocoques est effectuée sur le milieu Slanetz que I’on a préparé par
ajout de son additif, on réalise un ensemencement en surface. On coule le milieu Slanetz dans
les boites de Pétri et aprés solidification de la gélose, on ajoute 3 gouttes (0,1 ml) de chaque
dilution (10, 102 et 10 et on étale bien a ’aide d’un riteau en verre. L’incubation est

réalisée a 37°C pendant 48 heures.

.
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Pour le comptage, les boites de Pétri contenant des colonies rouges a marron et d’un
diamétre supérieur a 0,5 mm sont retenues et doivent étre considérées comme caractéristiques

des streptocoques.
7.2.5.1. Test 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 (Leyral et Joffin, 2001).
Cette recherche se pratique en deux étapes :

Réalisation d’un test présomptif sur bouillon de Rothe suivi d’un test confirmatif sur

bouillon de Litsky.

A partir de la dilution 107, on a pris aseptiquement 1ml et on I’a versé dans un tube
contenant 9 ml de milieu de Rothe, et on a mélangé 1’inoculum dans le milieu, puis on I’a

incubé a 37°C pendant 24 heures.
7.2.5.2. Test de confirmation (Eva Lytski):

Dans le cas ou le test de présomption est positif (présence de trouble dans le tube), on

fait un repiquage sur le milieu Eva Lytski et on incube a 37°C pendant 24 heures.
7.2.5.3. Recherche d’hémolyse par gélose au sang frais :

La lecture de I’hémolyse est un critére d’orientation, en particulier pour les

streptocoques (Leyral et Joffin, 2001).

L’hémolyse se référe a la répartition des érythrocytes ou globules rouges. En
microbiologie, des bactéries peuvent étre classées en fonction de leur capacité a induire une
hémolyse sur un milieu de gélose au sang. Trois types d'hémolyse peuvent se produire et sont
classés comme alpha, béta et gamma hémolyse. Chaque type est caractérisé par les
caractéristiques physiques et les différentiels des degrés variables de la lyse des cellules du
sang du fait des hémolysines spécifiques, ou des produits chimiques qui provoguent une
hémolyse, sécrétées par les bactéries particulieres (Santé et maladie, 2015).

. a-hémolyse :

L’hémolyse alpha présente un changement de couleur dans la gélose d'abord rouge a
une couleur vert trés foncé. Ceci résulte de l'oxydation de I'némoglobine en méthémoglobine
par le peroxyde d’hydrogéne sécrété par les bactéries. En outre, a-hémolyse n'entraine pas de
lyse compléte des cellules sanguines et est donc souvent appelé hémolyse partielle ou

incompléte (Santé et maladie, 2015).

-
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. B - hémolyse :

L'hémolyse béta se réfere a la lyse complete des cellules sanguines. Elle se présente
comme une couleur jaune transparente sur le milieu de gélose au sang. Ce type d’hémolyse se
produit en raison d’une enzyme produite par une bactérie appelée streptolysine. Cette enzyme
interagit avec le cholestérol dans la membrane cellulaire et entraine une détérioration de cette
structure cellulaire protectrice (Santé et maladie, 2015).

.y -hémolyse :

L’hémolyse Gamma est affichée par des bactéries qui n’induisent pas une hémolyse
des cellules sanguines. Ces organismes sont appelés non hémolytiques et sont identifiables sur
la base de I'absence de changement de couleur ou de transparence dans le milieu directement
sous les colonies bactériennes (Santé et maladie, 2015).

Technique :

A partir d’une gélose de base au sang, a laquelle on a ajouté sur le champ 12,5 ml de
sang frais prélevé sur un mouton de la ferme (pour éviter la coagulation), on a obtenu notre

propre gélose au sang frais.

On a coulé par précaution une dizaine de boites que 1’on a conservées au réfrigérateur pour

éviter toute contamination.

Aprés avoir prélevé une colonie de I’ensemencement sur milieu Slanetz précédemment
obtenu, on I’a ensemencée en surface de la gélose au sang par la méthode des stries dans une

des boites préparées et on a incubé pendant 24 heures a 37°C.
7.2.5.4. Test de sensibilité a la bacitracine :

Quatre-vingt-quinze pour cent (95%) des souches de Streptocoques A sont sensibles a
la bacitracine alors que seulement 4% des Streptocoques des autres groupes le sont. La
recherche de la sensibilité a la bacitracine, en présence d’un Streptocoque béta hémolytique,

constitue un test d’orientation vers S.pyogenes (La Microbiologie, 2004).

Technique :
On ensemence massivement une gélose au sang avec souche prélevée sur milieu
Slanetz. A I’aide d’une pince flambée, refroidie, on dépose un disque de bacitracine, dans la

zone la plus dense de I’ensemencement. On incube a 37 °C pendant 24H.
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8. Examen macroscopique :

L’examen macroscopique des cultures est le premier examen effectué a partir de
I’isolement aprés incubation. L’aspect des colonies dépend du milieu utilisé, de la durée et de
la température de I’incubation. Il ne pourra étre décrit convenablement qu’a partir de colonies
bien isolées : les colonies sont d’autant plus petites qu’elles sont rapprochées. La colonie peut
apparaitre a la surface du milieu de culture pour les germes aérobies, ou étre en profondeur
pour les germes anaérobies (Leyral, Joffin, 2001).

8.1. Aspect des colonies :
a) Lataille :

Elle peut étre mesurée a 1’aide d’une regle graduée pour les grandes colonies.

11 est possible aussi d’utiliser le microscope au grossissement le plus faible pour mesurer la
taille des petites colonies en utilisant des micrometres oculaires (Leyral, Joffin, 2001).

b) La forme :

- Allure de contours (lisses, dentelés, déchiquetés, irréguliers) ;

- Relief (surface bombée, demi- bombée, plate) ;

- Centre (parfois surélevé, parfois ombiliqué (en creux)).

c) L’aspect de la surface :

La surface d’une colonie bactérienne peut étre lisse, rugueuse, renvoyer la lumiere de facon a
leur donner un reflet métallique ou un aspect irisé.

d) L’opacité :

Les colonies sont décrites comme :

- Opaques (ne laissent pas passer la lumiére) ;

- Translucides (laissent passer la lumiére mais on ne voit pas les formes au travers, comme le
verre dépoli) ;

- Transparentes (laissent passer la lumiere et voir les formes au travers, comme le verre, on ne
parle de gouttes de rosée (Leyral, Joffin, 2001).

e) La consistance :

Au moment du préléevement il est possible d’apprécier si les colonies sont grasses,
crémeuses (on obtient facilement des suspensions homogénes), seches ou encore muqueuses
(on obtient difficilement des suspensions homogenes) (Leyral, Joffin, 2001).

f) La couleur ou pigment :
Plusieurs colonies n’ont pas une couleur bien définie (blanc, gris). Par contre,

certaines bacteries produisent un pigment insoluble qui donne un aspect bien caractéristique a

.
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la colonie (rose, jaune, rouge...), tandis que d’autres produisent un pigment soluble qui

diffuse et colore le milieu (Leyral, Joffin, 2001).
9. Examen microscopique :

9.1. Coloration de Gram :

La coloration de Gram est utilisée en microbiologie pour différencier les bactéries
Gram positives et Gram négatives (Leyral et Joffin, 2001).
a) Technique :

La procédure de la coloration de Gram est donnée par le tableau n® 17.

Tableau 17 : Procédure de la coloration de Gram (Leyral et Joffin, 2001).

Etape Procédure

) ] ) On place le frottis fixé dans le flacon de violet de
Coloration par le violet de gentiane _ _ ) )
gentiane ; on laisse agir environ 1 mn ; on sort la lame.

On recouvre le frottis de lugol ; on laisse agir environ
Mordangage par le lugol 1mn ; on élimine I’excés de lugol et on rince la lame &

I’eau distillée.

‘ On recouvre le frottis d’éthanol et on laisse agir 10s ;
Décoloration par 1’alcool _ o
on lave le frottis a 1’eau distillée.

) ) On place le frottis dans le flacon de fuchsine ; on laisse
Recoloration par la fuchsine _ . o
agir 10s ; on sort la lame et on rince a 1’eau distillée.

Séchage On séche la lame

b) Observations :

On examine a l'objectif x100, a I'immersion (avec une goutte d'huile), avec un

éclairage important (diaphragme ouvert) (Leyral et Joffin, 2001).

On note :

- La morphologie.

- Indication sur la taille : taille moyenne, petite taille, grande taille

- Le Gram : bactéries a Gram positif (violet) ou a Gram négatif (rose)

- Le groupement : par 2, amas, chainettes...

.
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- La proportion de chaque type de bactéries (quand il y en a plusieurs...)
Il peut exister des situations intermédiaires en ce qui concerne la couleur des bacteéries:
-"Gram faible" : bactéries a Gram positif qui se décolorent tres facilement

-"Gram variable" : présence dans une méme souche de bactéries a Gram positif et de bactéries

a Gram négatif.

-""Gram hétérogene" : différences d'intensité de coloration dans une méme bactérie.

10. Recherche de la catalase :
a) Principe et intérét :

Pendant leur respiration aérobie, certaines bactéries produisent du péroxyde
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 1’eau oxygénee selon la réaction (Marchal et al., 1991) :

Catalase
H,0, —lh H,O + 1/2 O,

La recherche de la catalase est un test fondamental pour I'identification des bactéries a
Gram positif.

NB : pratiquement toutes les bactéries a Gram négatif sont catalase positif (+).
b) Technique :

On dépose une goutte de réactif, eau oxygenée (H,O,), sur une lame ; on dépose, a
I’aide de I’anse de platine ou d’une pipette Pasteur boulée, une colonie isolée (ou plusieurs si
petites colonies) de la souche & tester; on observe I’apparition de bulles (Leyral et
Joffin,2001).

c) Résultats possibles :

- On obtient un dégagement gazeux, il y’a production d’oxygene (O,) provenant de la

dégradation du peroxyde d’hydrogéne (H,0,), la souche est de catalase positive (+).

.
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- Absence de dégagement gazeux donc absence de production d’oxygene, la souche est de

catalase négative (-) (Leyral et Joffin, 2001).
11. Recherche de I’oxydase :
a) Principe et intérét :

Ce test est basé sur la production bactérienne d’enzyme oxydase intracellulaire. Les
bactéries produisant I’enzyme oxydase oxyde ce réactif afin de former un composé violet la
suspension devient alors violette apres 30 a 60s si la couleur persiste pendant 15min environ
le test est oxydase positive et si la coloration n’est pas modifiée le test est négatif
(Delarras,2014).

La cytochrome oxydase ou oxydase est une enzyme de la chaine respiratoire
bactérienne qui catalyse des réactions d'oxydation. En présence d'oxygéne ambiant, cette

enzyme peut oxyder un substrat incolore en un produit facilement repérable car coloré.

La recherche de I'oxydase est un test fondamental pour I'identification des bacilles a
Gram négatif (Leyral et Joffin, 2001).

b) Réactif :

Les substrats qui constituent le "réactif oxydase" peuvent étre : de préférence I'oxalate
de N-tétraméthyl paraphényléne diaminet ou de l'oxalate de N-diméthyl paraphényléne

diamine (moins sensible) (Leyral et Joffin, 2001).
c) Technique :

Technique de I’oxydase par la méthode des disques : - On dépose un disque imprégné
de réactif sur une lame, on 1’imbibe avec une goutte d’eau distillée stérile. On préléve une
colonie parfaitement isolée (plusieurs si petites colonies) avec une pipette Pasteur boulée et on
I’écrase sur le disque pendant une dizaine de secondes. On observe immédiatement (Leyral et
Joffin, 2001).

.
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d) Résultats possibles :

- Apparition d’une coloration rose/violette, il y’a oxydation du réactif : la souche est oxydase

positif (+) ;

- Absence de coloration rose/violette, pas d’oxydation du réactif : la souche est oxydase
négatif (-).

12. Test TSI (Triple Sugar Iron):
12.1. Principe et intéréts :

A l’aide d’une anse contenant des colonies prélevées, on ensemence la pente puis le
culot d’un tube par piqire centrale. L’incubation se fait a 30°C pendant 48 a 72h.
= Une coloration jaune de la pente indique un lactose positif.
= Une coloration jaune du Culot montre un glucose positif.
= Une coloration jaune de la zone intermédiaire indique un saccharose positif.
Ce test permet également la production de H,S (noircissement de la zone joignant la
pente et le culot) et de Gaz (bulles dans la gélose) (Marchal et al., 1991).
C’est un milieu différentiel utilisé surtout pour distinguer les divers types de bactéries
pathogénes entériques, bacilles gram (-). Il permet de détecter :
e La fermentation d’un des 3 sucres présents et ce, en surface et en profondeur dans le
tube ;
e La production de gaz (au cours de la fermentation) ;

e Laproduction de H,S (gaz, sulfure d’hydrogéne) ;
12.2. Interprétation des résultats possibles :

Trois résultats doivent étre observés :

- Fermentation des sucres : la fermentation d’un des 3 sucres produit des composés acides qui
font virer le milieu du rouge au jaune grace au colorant Rouge phénol. Cette fermentation peut
avoir lieu en surface (sur la pente de la gélose) et/ou en profondeur (dans le culot). Par
convention, le résultat est noté sous forme de rapport : pente/culot = alcalin/acide= K/A avec
K(alcalin) et A(acide).

.
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Si un dépdt noir (voir production de H,S) empéche de voir la couleur jaune ou rouge,
on assume que le milieu est jaune (acide, A)
- Production de gaz : la fermentation peut étre accompagnée de production de gaz qui se

manifeste par des craques dans la gélose ou par le soulevement de celle-ci.

- Production de H2S : La production de H2S se manifeste par 1’apparition d’un dép6t noir

dans la géelose.
13. Test de I’urée-indole :

Le milieu urée-tryptophane (urée-indole) est un milieu synthétique fournissant un
ensemble de résultats utiles a I’identification des entérobactéries et autres bactéries (Leyral et

Joffin, 2001).
a) Intéréts :

Le milieu urée-indole (Ul) permet la recherche de trois activités enzymatiques (Leyral
et Joffin, 2001) :

= | ’uréase directement lisible par 1’alcalinisation ;

= La tryptophane-désaminase (TDA) lisible, aprés addition de chlorure de fer Il
(FeCly), par un preécipité ou coloration marron ;

» La production d’indole par un complexe tryptophane (indole révélé par le réactif de

Kovacs).
b) Principe des différentes recherches :
- Mise en évidence de l'uréase :

L'uréase est une enzyme qui hydrolyse I'urée en ions ammonium et carbonate.

uréase

Urée + 2 H,0 J_. 2 NH," + CO5?2"

.
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Le carbonate d'ammonium (CO3(NHy,),) va alcaliniser un milieu ensemencé avec une
souche uréase (+). L’alcalinisation est mise en évidence grace au rouge de phénol présent

dans le milieu.
- Mise en évidence de la TDA :
La tryptophane désaminase (TDA) est une enzyme qui degrade (désamination) le
tryptophane en acide indole-pyruvique et en gaz ammoniac (NH3) (Leyral et Joffin, 2001).
Trp—IRA—» acide indole-pyruvique + NH3

FeC
coloration brune

L'acide indole-pyruvique est mis en évidence grace a la coloration brune
caractéristique qu'il donne avec le perchlorure de fer (FeCls).
- Mise en évidence de la production d*indole :

L'indole est le produit de I'hydrolyse du tryptophane par une enzyme, la tryptophanase.
Il est mis en évidence grace a la coloration rouge caractéristique qu'il donne avec le réactif de
Kovacs (Leyral et Joffin, 2001).

Trp _TRyproPEANASE o INDOLE + acide pyruvique + NH3

couleur rouge

14. Test ADH :

14.1. Mise en évidence des décarboxylases (LDC, ODC, ADH) :

La recherche des décarboxylases (LDC, ODC) et de I’arginine- dihydrolase (ADH) est
d’une grande importance taxonomique pour la différenciation des entérobactéries et d’autre
bacilles Gram négatif. Les deux types d’enzymes ont été rassemblés parce que leurs

techniques de recherche sont identiques et ne permettent pas de distinguer, pour I’arginine,
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décarboxylase de dihydrolase. Leurs caractéristiques sont cependant tres differentes (Leyral et

Joffin, 2001).
a) Principe :

Les décarboxylases bactériennes sont des enzymes qui catalysent les réactions

de décarboxylation des acides aminés. (Leyral et Joffin, 2001)

NH2 LDC ou ODC

R_CH l > R-CH2-NH2 + CO2

acide aminé COOH amine

Elles sont mises en évidence grace aux produits alcalins formés (amines) détectés a
l'aide d'un indicateur de pH. Trois de ces enzymes ont un intérét pour l'identification
bactérienne (différenciation des entérobactéries et autres bacilles a Gram négatif) (Tableau

n°18):

- La |lysine décarboxylase (LDC), [l'ornithine décarboxylase (ODC) et Iarginine
dihydrolase (ADH).

Tableau 18 : Les enzymes et I’identification bactérienne.

Substrats Enzymes Produits
Lysine Lysine décarboxylase (LDC) Cadavérine + CO,
Ornithine Ornithine décarboxylase (ODC) Putrescine + CO,
Arginine Arginine dihydrolase (ADH) Ornithine + CO;,
b) Milieux :

Le milieu de culture utilisé est indiqué dans I’annexe n°1.
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15. Test ONPG Hydrolase :

La recherche de la B-galactosidase est un des premiers tests enzymatiques réalisés en
pratique. 1l est particulierement important pour les entérobactéries, a la mesure de la place du

lactose dans 1’étude de ces bactéries (Leyral et Joffin, 2001).
15.1. Recherche de la p-galactosidase :
a) Principe :

La dégradation du lactose par les micro-organismes passe par sa transformation en

glucose. Elle n’est possible que si ces micro-organismes (bactéries) possedent :

- une B-galactoside-perméase membranaire qui permet la pénétration du lactose au travers de
la membrane plasmique (le lactose pénetre dans la bactérie grace a une enzyme la lactose

perméase) ;

- une B-galactosidase qui catalyse son hydrolyse en glucose et galactose (a l'intérieur de la
bactérie, une autre enzyme, la R-galactosidase, scinde la molécule de lactose en glucose et
galactose) (Leyral et Joffin, 2001).

Le test ONPG consiste a rechercher la présence de R-galactosidase. On utilise comme
substrat, non pas le lactose, mais un autre R-galactoside I'ortho-nitro-phényl-galactoside
(ONPG) qui présente 1’avantage d’étre hydrolysé en un produit coloré l'orthonitrophénol
(ONP). Ceci est possible car la B-galactosidase n’est pas spécifique du lactose, mais des B-

galactosides.
ONPG incolore — galactose +ONP jaune
b) Technique :

Le test ONPG se fait sur milieu lactosé. On fait une suspension dense en eau
physiologique (0,25 ml) de la souche a étudier, prélevée sur milieu de Kligler. On ajoute un
disque imprégné d’ONPG. On place dans 1’étuve a 37° C. On lit aprés 15 min, 30 min, 1h
(jusqu'a 24 h) (Leyral et Joffin, 2001).

NB : plus la suspension est dense, plus la réaction sera rapide.

-



Chapitre 4 : Matériel et méthodes

c) Résultats possibles :
On peut remarquer que plupart des réactions positives sont observées entre 15 et 30 mn.

- I y’a apparition d’une coloration jaune, donc il y’a production d’ONP par hydrolyse de

I’ONPG, d’ou un test ONPG positif (+) : la souche est 3-galactosidase positive (+) ;

- Pas d’apparition de coloration jaune, donc pas de production d’ONP par hydrolyse de
I’ONPG, d’ou un test ONPG négatif (-) : la souche est B-galactosidase négative (-) (Leyral et
Joffin, 2001).

16. Tests RM (rouge de methyle) et VP (Vosges-Proskauer) :

a) Principe des 2 tests :

Ces deux tests sont réalisés en milieu de Clark et Lubs, ce qui permet de faire I'étude
des produits de fermentation du glucose (différenciation entre les fermentations « acides

mixtes » et « butyléne glycolique »).
-TestRM :

Le test au rouge de méthyle, test ancien, nécessitant 48 heures d’incubation, est d’un intérét

taxonomique limité. Il permet de préciser 1’évolution du pH en milieu glucosé (Leyral et

Joffin, 2001).

Ce test est réalisable en 24 heures a la condition que le milieu de Clark et Lubs utilisé soit
sous un faible volume, donc convenablement aéré et susceptible de bien libérer le gaz

carbonique (CO2) produit. Cela laisse supposer que :

- les bactéries RM (+) sont des bactéries produisant des acides organiques relativement forts

(acide éthanoique...) par la voie des acides mixtes ;

- les bactéries RM (-) sont des bactéries produisant des acides organiques relativement faibles
et plutét du CO, par la voie butane-diolique (Leyral et Joffin, 2001).

Ce test permet la mise en évidence, grace au rouge de méthyle, de la fermentation

acides mixtes par acidification d'un milieu glucose aprés fermentation du glucose.

.
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-Test VP :

Les micro-organismes excrétent de nombreuses substances, déchets de leur
métabolisme. Parmi ces substances, 1’acétoine (ou 3-hydroxybutanone), produit d’une voie

particuliére de fermentation du glucose et du pyruvate, fait I’objet d’une recherche (Leyral et
Joffin, 2001).

La réaction du VP est particulierement utile a 1’identification différentielle des
bactéries pour le groupe Klebsiella-Enterobacter-Serratia-Hafnia des entérobactéries
généralement VP (+), pour des Streptococcus et des Bacillus (Leyral et Joffin, 2001).

Ce test permet la mise en évidence de la production d'acétoine au cours de la
fermentation butyléne glycolique. En présence d'une base forte (soude ou potasse) et d'a-

naphtol, lI'acétoine donne une coloration rouge en milieu trés oxygéné.

Remarque : le test VP est beaucoup plus spécifique que le test RM qui ne donne qu'une idée

globale du métabolisme.
b) Technique :

On ensemence un milieu Clark et Lubs avec quelques gouttes de suspension
bactérienne et on étuve 24 a 48 heures a 37°C. Apres Vérification de la culture (présence de
trouble du milieu), on réalise les tests. La procédure et les résultats possibles sont donnés par

le tableau n°19.

Tableau 19 : Technique RM et VP en milieu de Clark et Lubs (Leyral et Joffin, 2001).

Technique Résultats possibles

Test RM : Coloration rouge :

- On transfere a l'aide d'une pipette Pasteur | - il y’a fermentation du glucose par la voie
environ 0,5 ml de milieu Clark et Lubs dans un | des acides mixtes (production d’acides
tube &  hémolyse  (non stérile) ; | forts) : souche RM (+).

- On ajoute 1 goutte de rouge de methyle puis

, Pas de coloration rouge :
on bouche le tube avec du coton cardé. g

-il n’y a pas de fermentation du glucose par
la voie des acides mixtes : souche RM( -).

.
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TEST VP :

-On transfére dans un tube a hémolyse (non
stérile), a l'aide d'une pipette Pasteur, environ
0,5 ml de milieu Clark et Lubs; on ajoute,
soude et la-

volume a volume, la

naphtol (environ 0,5 ml de chaque réactif) ;

-On bouche le tube avec du cordon carde, on
agite eton incline le tube pour favoriser

I'oxygénation du milieu ;

- On attend 10 min avant de conclure a un

résultat négatif.

Coloration rouge (en surface) :

- il y’a fermentation du glucose par la voie

butylene glycoliqgue avec production

d’acétoine : souche VP (+).

Pas de coloration rouge :

- il n’y a pas de fermentation du glucose
par la voie butylene glycolique (pas

de production d’acétoine) : souche VP (-).

17. Test Mannitol-mobilité :

a) Principe :

Le mannitol est un produit de réduction du D-mannose. Il permet de rechercher

simultanément la fermentation du mannitol et la mobilité (Marchal et al., 1991).

Ce test permet de lire :

- La fermentation du mannitol : Les bactéries mannitol (+) acidifient le milieu qui vire au

jaune (teinte du rouge de phénol en milieu acide). L'acidification produite par les bactéries

aerobies strictes est en géneral insuffisante pour permettre le virage de I’indicateur, du fait

de l'importance du pouvoir tampon du milieu. Ce milieu convient donc mieux a I'étude des

bacilles & Gram négatif fermentatifs (Leyral et Joffin, 2001).

- La mobilité : du fait de la faible teneur en agar du milieu, les bactéries mobiles peuvent s'y

déplacer : - les bactéries mobiles troublent le milieu ;

- les bactéries immobiles persistent prés de la piqlre centrale (Leyral et Joffin, 2001).

b) Technique :

.
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On ensemence les souches étudiées dans le milieu par pigdre centrale, et on incube a
30° C pendant 18 a 24 h. Le virage au jaune du milieu indique la fermentation du mannitol,
une diffusion dans la gélose indique la mobilité des bactéries (Marchal et al., 1991).

Résultats possibles :

- Pour le mannitol : si I’indicateur rouge de phénol (RP) vire au jaune, la souche est

mannitol (+) et s’il ne vire pas au jaune, la souche est mannitol (-) ;

- Pour la mobilité : si la souche diffuse dans toute la gélose a partir de la piqure (trouble),

alors la souche est mobile et s’il n’y a pas de diffusion alors la souche est immobile.
18. Test Nitrate réductase : (Recherche des nitrate-réductases)
a) Principe :

Les bactéries peuvent utiliser les nitrates de deux facons soit par une réduction des
nitrates en nitrites puis en ammoniac (NH3), c’est la nitrate réductase de type B (NRB) , soit
par une réduction des nitrates en azote (N2), c’est la nitrate réductase de type A (NRA) selon

les réactions chimiques suivantes (Leyral et Joffin, 2001) :
NRB (réduction assimilatrice) : NO3- + 2H+ + 2e-—— NO2- + H20
NO2- + 7TH+ + 6e- —— NH3 +2 H20
NRA (respiration nitrates en anaérobiose) : 2 NO3- + 12 H+ + 10 e- —» N2 + 6 H20
b) Technique :

On ensemence un bouillon nitraté avec deux gouttes de suspension bactérienne. On
étuve 24 heures a 37°C puis on ajoute 5 gouttes de chacun des réactifs nitrite 1 et 2. On
observe ’apparition d’une coloration rouge, sinon, on additionne une pointe de spatule de

poudre de zinc, on agite, on incline le tube et on attend 5 mn puis on observe.

On utilise deux types de réactifs pour la mise en évidence des nitrites, 1’acide
sulfanilique («nitrite 1 » ou Griess 1) et I’a-naphtylamine (« nitrite 2 » ou Griess 2) en

solution dans I’acide éthanoique (Leyral et Joffin, 2001).

.
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- Résultats possibles :

La recherche consiste a mettre dans un premier temps, en évidence la présence
éventuelle de nitrites a 1’aide des réactifs “nitrite 17 et “nitrite 2” par la coloration rouge

caractéristique.

S’il y a apparition d’une coloration rouge, la nitrate réductase (NR) est positive au

stade nitrites.

En I’absence de nitrites, on cherche a réduire les nitrates par addition de poudre de
zinc (le zinc réduit les nitrates en nitrites) : NO3- + Zn+ 2 H+ —» NO2- + Zn2+ +
H20

S'il y a apparition d'une coloration rouge : production de nitrites provenant de la
réduction des nitrates, encore présents, par le zinc. lls n'avaient donc pas été réduits par les

bactéries : souche nitrate réductase négative, NR (-)

S'il n'y a pas apparition d'une coloration rouge : il n'y avait plus de nitrates dans le
milieu, ils avaient donc été réduits par les bactéries, au-dela du stade nitrites: souche nitrate

réductase positive, NR(+) au stade azote.
19. Antibiogramme :
a) Principe :

L’antibiogramme est une méthode servant a déterminer la sensibilité d’une bactérie a
divers antibiotiques. Il est particulierement utile lorsqu’on se rend compte qu’un antibiotique
n’est plus efficace pour guérir une infection ou encore lorsqu’on veut choisir un antibiotique
approprié des le début du traitement et que 1’on n’est pas certain de I’identité de la bactérie

responsable de I’infection.

Le principe est simple : des papiers-buvards imbibés de quantités connues de divers
antibiotiques sont déposés a la surface d’une culture fraichement ensemencée. Si la bactérie
est sensible, une zone d’inhibition de croissance sera observée autour du papier-buvard (figure

n°61). Des normes internationales standardisées nous permettent de déterminer, selon la

.
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grandeur du diametre de la zone d’inhibition, si la bactérie est résistante, moyennement

sensible ou trés sensible a I’antibiotique.

Bte de Pétei
Pas inhibition du
développement : la
bactétie est Développement
tésistante & cet bactérien sur la
ardibiotique gtlose mAritree

Pastilles
Fattiviotioues

Réaction
infermédiaire &
I"antbiotique
Bactérie sensihle &
I"antbiotique

Schéma représentant un antibiogramme

(@) (b)
Fig.61 : (a) Antibiogramme, (b) schéma montrant les différentes parties d’un antibiogramme.
b) Technique :
- A laide d’un écouvillon, on préléve un échantillon de la bactérie inconnue et on
I’ensemence sur une gélose Mueller Hinton (MH) de fagon a former un tapis bactérien.
- A T’aide de pinces stérilisées (flambées a 1’alcool) et/ou d’un distributeur automatique, on
dispose les disques d’antibiotiques sur la gélose : ils doivent étre placés en périphérie (1,0 cm
du bord) et a au moins 2,0 cm les uns des autres.
- A l’aide de pinces stérilisées, on appuie légérement sur les disques de papier pour qu’ils
adhérent bien a la surface de la gélose (sans pour autant qu’ils s’y enfoncent).
- On incube selon les conditions appropriées pendant 24 heures.
c) Lecture des résultats :
- On mesure le diamétre (en mm) de chacune des zones d’inhibition de croissance.
- A I’aide des valeurs standardisées (Annexe n°2), on détermine le degré de sensibilité de la

bactérie aux antibiotiques testés (sensible, moyennement sensible ou résistante).
20. Technique d’identification PCR :

PCR est I'abréviation de I’expression anglaise Polymerase Chain Reaction ou Réaction en
Chaine par Polymérase (Poitras et Houde,2002).
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A partir d’un échantillon complexe et peu abondant (par exemple une goutte de sang),
cette technique permet d’obtenir rapidement une quantité importante et exploitable d’un
segment précis d’ADN (Acide DésoxyriboNucléique). Elle s'applique directement a
I'échantillon a analyser, supprimant ainsi les délais de mise en culture et les probléemes lies
aux germes non cultivables. Elle est beaucoup plus rapide et automatisable (Poitras et
Houde,2002) .

La PCR est une technique fondamentale dérivée des connaissances du mécanisme
moléculaire de réplication de I’ADN, et des propriétés de dénaturation-renaturation de I’ADN.
Elle permet I’amplification de toute séquence d’ADN de 1 a 10° copies. Elle se fait en

difféerentes étapes :

- Ajout dans le milieu réactionnel de I’ADN a amplifier, des amorces correspondantes, des

désoxy-ribonucléotides-triphosphates (ANTP) et des ADN-polymérases.

- Les molécules d’ADN a amplifier sont alors associées brins a brins de manicre
complémentaire. Pour dissocier ces brins il sera nécessaire d’augmenter la température

jusqu’a 95°C pour étre sr que toutes les molécules soient entierement dénaturées.

- Puis la température est diminuée jusqu’a Tm-5°C (=55°C) afin de permettre I’association des
simples brins d’ADN avec les amorces.

- Une fois les amorces fixées, I’ADN complémentaire est synthétisée par I’ADN-polymérase
en utilisant les dNTP (biologie moléculaire, 2010).

Nous avons soumis la souche de Staphylocoque isolée a partir de I’échantillon de lait
de la ferme 1 a une identification par PCR dans un laboratoire spécialise DIAG-GENE,

Angers (France).

Pour réaliser cette technique, nous avons effectué une opération préalable qui consiste
a extraire I’ADN du germe a identifier par la méthode du choc thermique. Cette derniére a été

réalisée par mes propres soins au niveau du laboratoire LSTPA.

On place une colonie du germe dans un tube avec 100 ul d’eau stérile, on chauffe le

tube pendant 15 mn, puis on le met dans la glace pendant 15 mn, ensuite on le congele a

-20°C. L’ADN ainsi extraite va subir, au niveau du laboratoire d’analyse par PCR, une

amplification par des amorces spécifiques.

.
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Meéthode : La souche a été passée avec un systeme PCR multiplex qui se base sur une PCR

avec 3 couples d’amorces :

= Les amorces 16S : spécifiques des bacteéries ;
= Les amorces Nuc : spécifiques du Staphylococcus aureus ;
= Les amorces MecA : pour montrer la présence de résistance aux antibiotiques.
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21. Résultats et discussion :

21.1. Indice de propreté et hygiene au niveau des 2 fermes :

Tableau 20 : Propreté et hygiéne, indices comparatifs entre les 2 fermes.

Ferme de Hassi-Mameche Ferme de Hadjadj
Bien entretenus (nettoyage et Mal entretenus (manque
Locaux
chaulage) nettoyage)
o L | Souvent humides, proximite
Litieres Paille régulierement changée _
des caniveaux sales
Automatique,renouvelée Provient du robinet
Abreuvement (eau) ) o ‘ _
plusieurs fois/jour d’alimentation ADE
o ) o Nettoyage et entretien
Matériel de traite Nettoyé,bien entretenu ) _
insuffisants
Tenues de travail Utilisées + bottes Négligées
Vaches Propres Ne sont pas propres

21.2 Résultats de I’analyse microbiologique pour la ferme de Hassi-

Mameche :
21.2.1. Résultats de la recherche de la Flore Mésophile Aérobie Totale (FMAT) :
- Ensemencement sur le milieu PCA :

Apres 72H d’incubation nous avons obtenu des colonies blanches pour les 4 dilutions
(10, 10, 103, 10™) et absence pour la dilution 10°, la densité des colonies va en diminuant

avec la diminution de la dilution (figures n°62 et 63).
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Fig.62: Coloniesbactériennes blanches, Fig.63: Colonies bactériennes blanches,

dilution 10! dilution 1072

Interprétation : La charge élevée de bactéries (FMAT) montre une contamination du lait.

21.2.2. Résultats de la recherche de Coliformes fécaux :

- Ensemencement sur le milieu VRBG : Aprés 24H d’incubation nous avons obtenu des

colonies violettes pour les 3 dilutions (10, 10, 107 (figures n°64 et 65).

Fig.64 :Colonies bactériennes violettes, Fig.65: Colonies bactériennes violettes,

dilution 10! dilution 1072
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Interprétation : La présence de coliformes est un signe de manque d’hygiéne.

21.2.3. Resultats de la recherche de Staphylocoques :

21.2.3.1. Ensemencement sur le milieu Chapman :

Apres 24H d’incubation nous avons obtenu des colonies dorées pour les 3 dilutions

(10, 10, 10°®) (figures n°66 et 67).

Fig.66: Colonies bactériennes dorées, Fig.67: Colonies bactériennes dorées,
dilution 10™ dilution 107

21.2.3.2. Ensemencement sur le milieu Baird-Parker :
Nous avons ensemencé une seule boite de Pétri de dilution 10™ par manque de produit.

Aprés 24H d’incubation nous avons obtenu des colonies noires qui ne sont pas entourées par

des halos (figure n°68).
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Fig.68: Colonies bactériennes noires, dilution 10

Interprétation : la présence de germes de type Staphylocoques est un signe de maladie car

les Staphylocoques , germes majeurs sont a 70% responsables des mammites.
21.2.3.3. Résultats des tests :
a) - Confirmation sur BHIB (bouillon cceur cervelle) :

La figure n°69 montre la présence d’un trouble bactérien dans le tube M (échantillon 1)

Fig. 69: Résultat du test BHIB, M : échantillon 01, dilution 10 et T : échantillon témoin

Interprétation : Ce test confirme la présence de Staphylocoques.
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b)- Test au plasma de lapin (coagulase):

La figure n°70 montre un résultat négatif (pas de coagulation ) ce qui confirme que le

staphylocoque n’est pas de type aureus .

Fig.70: Absence de coagulation dans M : I’échantillon 01 est de coagulase négative (-).

Interprétation: La coagulase négative nous assure que ce staphylocoque n’est pas de type

S.aureus et par conséquent il ne peut s’agir que d’un staphylocoque a coagulase négative .

c)- Test de la DNase thermostable :

Apreés une incubation de 24 h on observe un résultat positif (culture bactérienne) dans
le puits du bouillon (BHIB) non chauffé et un résultat négatif dans le puits du bouillon

chauffé, le puits témoin (BHIB stérile) reste sans changement (figure n°71)
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Fig.71 : NC : puits non chauffé (+), CH: puits chauffé (-), T: puits témoin.

Interprétation : Le résultat obtenu montre que le Staphylocoque n’a pas une DNase

thermostable ce qui confirme qu’il ne s’agit pas du S.aureus.

d)-Test de Catalase :

La figure n° 72 montre une réaction effervescente (dégagement de gaz) donc la

bactérie posséde une catalase positive (+).

(@)

(b)

Catalase +

Fig.72 : Test de catalase (+), pour les staphylocoques (a) avant la réaction et (b) apres la

réaction.
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e)-Test d’oxydase :

La figure n°73 montre que la bactérie

possede une oxydase négative (-).

()

(b)

Fig.73: Test d’oxydase négatif (-), pour les staphylocoques (a) avant la réaction et (b) aprés la

réaction.

Interprétation : Une catalase positive et une oxydase négative sont la preuve qu’il s’agit

d’un staphylocoque.
21.2.4. Résultats de la recherche de Streptocoques fécaux :
a) - Ensemencement sur le milieu Slanetz :

Aprés 48H d’incubation nous avons obtenu des colonies roses pour les 2 dilutions

(10, 10°) et absence de colonie pour la dilution 107 (figures n°74 et 75).
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Fig.74 : Colonies bactériennes roses, Fig.75 : Colonies bactériennes roses,

dilution 10" dilution 107
Interprétation : La présence de Streptocoques fécaux est en rapport avec le manque
d’hygiéne du lieu d’hébergement, et possibilité de contamination fécale pour la vache.
b) - Test de présomption : La figure n°76 (a et b) montre la présence d’un trouble bactérien

dans le tube M (échantillonl).

(b)

Fig.76 (a,b) : Test de présomption , M: échantillon 01,trouble , T : tube témoin (Rothe).

c)-Test de confirmation (Eva Lytski) :

La figure n°77 montre qu’il y a présence d’un trouble bactérien dans le tube M (échantillon1).
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() (b)

Fig.77 (a, b) : Test de confirmation des streptocoques fécaux, M: échantillon 01(présence de
trouble) , T : tube témoin

Interprétation : Les 2 tests confirment la présence des Streptocoques fécaux.
d)-Recherche d’hémolyse par gélose au sang frais :

Aprés 24H d’incubation nous avons obtenu des zones hémolytiques de couleur jaune

(B- hémolyse) (figure n°78).

p-Hémolyse

Fig.78 : Zones hémolytiques sur gélose au sang
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Interprétation : Ce test précise le type d’hémolyse (béta hémolyse) donc le Streptocoque

appartient au groupe A ou B.

e) -Test de sensibilité a la bacitracine :

Apres 24H d’incubation nous pouvons observer des zones d’inhibition de diamétre 30

mm ce qui montre que la bactérie concernée est sensible a la bacitracine (figure n°79).

~

Fig.79: Zones d’inhibition des streptocoques a la bacitracine.

Interprétation : La sensibilité a la bacitracine précise que le Streptocoque concerné

appartient au groupe A donc c’est un S.pyogeéne.
f)-Test de Catalase :

La figure n°80 montre 1’absence de dégagement de gaz, ce qui indique que la bactérie

posséde une catalase négative(-).

111



Chapitre 5 : Résultats et discussion

Catalase(-)
Fig.80 : test de catalase(-), pour les streptocoques.
g)-Test d’oxydase :

La figure n°81 montre que la bactérie posséde une oxydase positive (+).

Oxydase (+)
Fig.81 : test d’oxydase positive pour les streptocoques.

Interprétation : Une catalase négative et une oxydase positive sont la preuve qu’il s’agit

d’un streptocoque.
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21.2.5. Résultats de dénombrement des germes pathogenes :

-Les résultats sont résumés dans les tableaux n°21, 22 ,23 et 24.

Tableau 21 : Dénombrement de la flore mésophile aérobie totale sur milieu PCA

(colonies/ml).

Dilutions
10" 10” 10° 10 10°
Milieu
PCA En nappe En nappe 50 10 Absence

Tableau 22: Dénombrement des staphylocoques sur milieu Chapman (colonies/ml).

Dilutions
101 1072 1072
Milieu
Chapman En nappe 180 74

Tableau 23 : Dénombrement des coliformes fécaux sur milieu VRBG (colonies/ml).

Dilutions
101 1072 102
Milieu
VRBG En nappe 120 10

Tableau 24 : Dénombrement des streptocoques sur milieu Slanetz (colonies/ml).

Dilutions
101 10 103
Milieu
Slanetz 72 10 Absence
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21.3. Résultats de I’analyse microbiologique pour la ferme de Hadjadj :

21.3.1. Reésultats de la recherche de la flore mésophile aérobie totale :
Ensemencement sur le milieu PCA :

Aprés 72H d’incubation nous avons obtenu des colonies blanches pour les 5 dilutions

(10, 102, 1073, 10 ,10), la densité des colonies va en diminuant avec la diminution de la
dilution (figures n°82 et 83).

Fig.82:Colonies bactériennes blanches, Fig.83: Colonies bacteriennes blanches,
dilution 10™ dilution 10°®

Interprétation : La charge élevée de bactéries (FMAT) montre une contamination du lait.

21.3.2. Résultats de la recherche de Coliformes fécaux :

-Ensemencement sur les milieux VRBG et Désoxycholate :

Apres 24H d’incubation nous avons obtenu des colonies violettes pour les 3 dilutions
(10, 10, 10 comme le montrent les figures n°84 et 85 pour le milieu VRBG et la figure

n°86 pour le milieu Désoxycholate.
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Fig.84 : Colonies bacteriennes sur milieu Fig.85 : Colonies bacteriennes sur milieu

VRBG , dilution 10! VRBG dilution 10

Fig.86: Colonies bactériennes sur

milieu désoxycholate, dilution 107

Interprétation : La présence de coliformes est un signe de manque d’hygiéne.
21.3.3. Résultats de la recherche de Staphylocoques :
21.3.3.1. Ensemencement sur le milieu Chapman :

Apres 24H d’incubation nous avons obtenu des colonies dorées pour les 3 dilutions

(10, 10, 10°®) (figures n°87 et 88).
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Fig.87: Colonies bactériennes dorées, Fig.88: Colonies bactériennes dorées,
dilution 10™ dilution 10

Interprétation : la présence de germes de type Staphylocoques est un signe de maladie car

les Staphylocoques , germes majeurs sont a 70% responsables des mammites.
21.3.3.2. Résultats des tests :

a) -Confirmation sur BHIB (bouillon cceur cervelle) : La figure n°89 (a, b) montre la

présence d’un trouble bactérien dans le tube B (échantillon 02)

DALGERE g
CCEur
¥ l-u.?.-

PRESRSY

(b)

Fig.89 : Résultat du test BHIB, B: échantillon 02, (présence de trouble), dilution 10" et T :
échantillon témoin.
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Interprétation : Ce test confirme la présence de Staphylocoques.

b)- Test au plasma de lapin (coagulase): La figure n°90 montre un résultat positif
(coagulation, le liquide devient gélatineux ) ce qui confirme que le staphylocoque est de type

S.aureus .

Fig.90: B : I’échantillon 02 est de coagulase positive (+).

Interprétation: Puisque la coagulase est positive, il est probable que le Staphylocoque soit du

type S. aureus.
c)- Test de la DNase thermostable :

Aprés une incubation de 24 h on observe un résultat positif (culture bactérienne) dans le puits
du bouillon (BHIB) non chauffé et un résultat positif dans le puits du bouillon chauffé, et
méme le puits témoin (BHIB stérile) présente un changement ce qui suppose la présence de

staphylococcus aureus (figure n°91).
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Fig.91 : NC : puits non chauffé (+), CH : puits chauffé (+), T : puits témoin (+).

Interprétation : le résultat obtenu montre que le Staphylocoque a une DNase thermostable,

ce qui confirme la présence de S.aureus.

d)- Test de Catalase :

La figure n°92 montre une réaction effervescente (dégagement de gaz), d’ou la bactérie

posséde une catalase positive (+).

Fig.92 : Test de catalase(+), pour les staphylocoques.
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e)- Test d’oxydase :

La figure n°93 montre que la bactérie posséde une oxydase négative (-).

Fig.93 : Test d’oxydase négatif (-), pour les staphylocoques

Interprétation : Une catalase positive et une oxydase négative sont la preuve qu’il s’agit

d’un staphylocoque.

21.3.4. Résultats de la recherche de Streptocoques fécaux :

a) - Ensemencement sur le milieu Slanetz :

Aprées 48H d’incubation nous avons obtenu des colonies blanches pour les 3 dilutions
(10, 10%,10°®) (Figures n°94 et 95).

Remarque : la couleur des colonies devrait étre rose mais comme il y a un probléme d’additif

la couleur a viré au blanc.
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Fig.94 : Colonies bactériennes blanches, Fig.95 : Colonies bactériennes blanches,
dilution 10™ dilution 107

Interprétation : La présence de Streptocoques fécaux est en rapport avec le manque

d’hygiéne du lieu d’hébergement, et possibilité de contamination fécale pour la vache.

b) -Test de présomption :

La figure n°96 (a,b) montre la présence d’un trouble bactérien dans le tube B (échantillon 02).

(@ (b)

Fig.96 (a, b) : test de présomption, B : échantillon 02, (trouble), T : tube témoin (Rothe)
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c)- Test de confirmation (Eva Lytski) : La figure n°97 (a, b) montre qu’il y a présence de

trouble bactérien dans le tube B (échantillon 02)

Fig.97 (a, b) : Test de confirmation des streptocoques fécaux, B : échantillon 02, (trouble),

T : tube témoin
Interprétation : les 2 tests confirment la présence des Streptocoques fécaux.

d)- Recherche d’hémolyse par gélose au sang frais . Aprés 24H d’incubation nous avons

obtenu des zones hémolytiques de couleur jaune (B- hémolyse) (figure n°98).

B-Hémolyse

Fig.98 : Zones hémolytiques sur gélose au sang.
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Interprétation : ce test précise le type d’hémolyse (béta hémolyse) donc le Streptocoque

appartient au groupe A ou B.

e) - Test de sensibilité a la bacitracine :

Apres 24H d’incubation nous pouvons observer des zones d’inhibition de diametre 09

mm ce qui montre que la bactérie concernée est résistante a la bacitracine (figure n°99).

Résistant

Fig.99 : Zones d’inhibition des streptocoques résistants a la bacitracine

Interprétation : La résistance a la bacitracine précise que le Streptocoque concerné

appartient au groupe B donc c’est un S. agalactiae.
f)- Test de Catalase :

La figure n°100 montre 1’absence de dégagement de gaz , ce qui indique que la bactérie

posséde une catalase negative (-).
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Catalase(-)
Fig.100: Test de catalase(-) pour les streptocoques.
g)- Test d’oxydase :

La figure n°101 montre que la bactérie posséde une oxydase positive (+).

Oxydase (+)
Fig.101 : Test d’oxydase positive pour les streptocoques.

Interprétation : Une catalase négative et une oxydase positive sont la preuve qu’il s’agit

d’un streptocoque.
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21.3.5. Reésultats de dénombrement des germes pathogenes :
-Les résultats sont résumés dans les tableaux n°25, 26, 27 et 28.

Tableau 25 : Dénombrement de la flore mésophile aérobie totale sur milieu PCA

(colonies/ml)

Dilutions
10* 10 10° 10 10°
Milieu
PCA En nappe En nappe 166 124 60

Tableau 26 : Dénombrement des staphylocoques sur milieu Chapman (colonies/ml)

Dilutions
10 10 103
Milieu
Chapman En nappe 188 83

Tableau 27 : Dénombrement des coliformes fécaux sur milieu VRBG (colonies/ml)

Dilutions
101 1072 103
Milieu
VRBG En nappe 148 02

Tableau 28 : Dénombrement des streptocoques sur milieux Slanetz, Mac Conkey et

Désoxycholate (colonies/ml)

Dilutions
10" 10° 10°
Milieu
Slanetz En nappe 111 08
Mac conkey En nappe 165 34
Désoxycholate En nappe 87 26
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21.4. Résultats de I’examen macroscopique pour les 2 fermes :

-Les résultats sont résumés dans le tableau n°29.

Tableau 29 : Reconnaissances des germes pathogénes présents dans les 2 échantillons.

Morphologie
Aspect
Taille Forme de Opacité | Consistance | Couleur
Surface
Germe
Contours :
irregulier
FMAT X .
O’Sr?] 2 Relief : Rugueuse | Translucide | Crémeuse Blanche
demi-bombée
Centre : surélevé
Contours : lisses
0,7a1 o . . .
Staphylocoque um Relief : bombée Lisse Opaque Mugqueuse Dorée
Centre : surélevé
Contours : lisses
0,5a . .
Streptocoque 1 um Relief : plat Lisse Opaque Grasse Rose
Centre : surélevé
Contours : lisses
. 0,5 Relief : demi- . .
Coliforme 43 um bombée Lisse Opaque Mugueuse Violet

Centre : ombiliqué

21.5. Résultats de I’examen microscopique pour les 2 fermes :

Les figures n°102, 103 et 104 montrent les caractéres morphologiques des germes

pathogénes présents dans les 2 échantillons de lait prélevés observés au microscope x100.
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Fig.102 : Staphylocoques aureus Gram+, Fig.103 : Streptocoques fécaux Gram+,

cocci en grappes. cocci en chainettes.

Fig.104 : Coliformes fécaux (Escherichia Coli), bacille Gram (-).
21.6. Résultats des tests d’identification biochimique pour les deux fermes :

a) Mini galerie biochimique classique pour les streptocoques fécaux (Ferme de Hassi-

Maméche) :

La figure n°105 montre les résultats des tests effectués.
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Fig.105 : Tests d’identification biochimiques pour les streptocoques (échantillon 1).
Interprétation :

Tube 1 (TSI) : Culot jaune et pente rouge, d’ou bactérie de type fermentatif du glucose et
lactose (-), absence de précipité noir de sulfure de fer, donc la bactérie ne produit pas de H,S,
elle est H,S (-).

Tube 2(Ul) : La coloration orange montre I'absence d'hydrolyse de l'urée d’ou uréase (-).

Tube 3 et 4 (ADH) : le tube 4 est témoin, le tube 3 a viré au jaune, donc la bactérie est

décarboxylase (-).

Tube 5 (ONPG) : la couleur vire au jaune, donc la bactérie est ONPG (+).
Tube 6 (RM) : la couleur vire au rouge, donc la bactérie est RM (+).
Tube 7 (VP) : pas de changement de couleur, donc la bactérie est VP (-).

Tube 8 (Mannitol-mobilité) : pas de changement de couleur, donc la bactérie est mannitol (-)

et pas de diffusion, la bactérie est immobile.

Tube 9 (Nitrate —réductase) : la couleur vire au rouge, donc la bactérie est NR (+), d’ou
présence de Nitrites.

Les résultats sont consignés dans le tableau n°30.
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b) Mini galerie biochimique classique pour les coliformes (Ferme de Hassi-Mameéche) :

La figure n°106 montre les résultats des tests effectués.

Fig.106 : Tests d’identification biochimiques pour les coliformes (échantillon 1).

De la méme fagon que pour le test précédent, nous avons interprété les résultats

obtenus et nous les avons consignés dans le tableau n°30.

c) Mini galerie biochimique classique pour les streptocoques fécaux (Ferme de

Hadjadj) : La figure n°107 montre les résultats des tests effectués.

Fig.107 : Tests d’identification biochimiques pour les streptocoques (échantillon 2).
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De la méme facon que pour le test précédent, nous avons interprété les résultats
obtenus et nous les avons consignés dans le tableau n°30.

d) Mini galerie biochimique classique pour les coliformes (Ferme de Hadjadj) :

La figure n°108 montre les résultats des tests effectués.

Fig.108 : Tests d’identification biochimiques pour les coliformes (échantillon 2).

De la méme facon que pour le test précédent, nous avons interprété les résultats

obtenus et nous les avons consignés dans le tableau n°30.
e) - Test urée indole :

Apres une incubation de 24 h en milieu (eau peptonée exempte d’indole), on observe
la présence d’anneau rouge (indole (+)) dans les tubes ensemencés par les entérobactéries
(présence possible d’Escherichia Coli, confirmé par les autres tests) et absence d’anneau

rouge dans les tubes ensemencés par les streptocoques (indole (-)) (figure n°109).
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'" ’A",‘neaul(

rouges

Fig.109 : M (échantillon 1), B (échantillon 2), présence anneaux rouges pour les 2 tubes de

droite, absence d’anneaux pour les 2 tubes de gauche.
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Le tableau n°30 résume les résultats des tests d’identifications biochimiques des deux fermes.

Milieu TSI
ests
Ferme Glucose | Sucrose | Lactose H,S | Gaz ADH Témoin Urée | Indole | TDA | ONPG | RM | VP Manitol | Mobilité | Nitrate
Bacterie
Hassi- Streptocogue + + - - |- - + - - - + + - - - +
Mameéche
Entérobactérie + - + - + + + - + - + + - + + +
Streptocoque + + - - |- + + - - - + 4+ - |- - +
Hadjadj
(Bosquet)

Entérobactérie

+

+

+

+

+

+

+

+

ADH : Arginine Dihydrolase

méthyle

VP :Vosges-Proskauer

TDA : Tryptophane Désaminase

ONPG : ortho-nitro-phényl-galactoside

Tableau 30 : Résultats des tests d’identifications biochimiques des germes des deux fermes.

RM : Rouge de
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21.7. Résultats d’antibiogramme pour les 2 fermes :

a) Résultat d’antibiogrammes pour la ferme 1 (Hassi Mameéche) et pour la ferme 2

(Hadjadj) :

Les figures n°110 et 111 montrent les résultats des antibiogrammes obtenus,
respectivement pour 1’échantillonl (ferme 1) et pour I’échantillon 2 (ferme 2) dans le cas des

staphylocoques.

Fig.110 : Antibiogramme de [1’échantillon 1, Staphylococcus succinus.

Fig.111 : Antibiogramme de 1’échantillon 2, Staphylococcus aureus.
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Les figures n°112 et 113 montrent les résultats des antibiogrammes obtenus,
respectivement pour 1’échantillonl (ferme 1) et pour 1’échantillon 2 (ferme 2) dans le cas des

streptocoques.

Fig.112 : Antibiogramme de I’échantillon 1, Fig.113 : Antibiogramme de I’échantillon 2,
Streptococcus pyogenes. Streptococcus agalactiae.

Nous pouvons constater, d’aprés les résultats obtenus, la présence de zones
d’inhibition dont I’importance varie d’une souche microbienne a I’autre et par conséquent
chaque souche présente soit une sensibilité soit une résistance a un antibiotique donné. Les
résultats sont ramenés aux tables normalisées (Annexe 2) pour comparaison, d’ou les tableaux

des antibiogrammes pour les souches microbiennes analysées (tableaux n°31 et 32).

Tableau 31 : Résultats des antibiogrammes pour Staphylococcus succinus (échantillon 1) et

Staphylococcus aureus (échantillon 2).

Germe | Staphylococcus (éch.1) | Staphylococcus (éch.2)
Antibiotique Diametre | Catégorie | Diametre | Catégorie
VAN(vancomycine) 19 S 21 S
ERY (erythromycine) 30 S 30 S
P(pénicilline) 21 R 22 R
B (bacitracine) 21 S 30 S
SXT(trimethoprime+sulfamethoxazole) | 28 S 32 S
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TET ((tetracycline) 30 S 29 S
FOX(cefoxilline) 30 S 31 S
OXZ1(oxacilline) 06 06

S : sensible, R : résistant

Tableau 32 : Résultats des antibiogrammes pour Streptococcus pyogénes (échantillon 1) et

Streptococcus agalactiae (échantillon 2).

Germe | Streptococcus (éch.1) Streptococcus (éch.2)
Antibiotique Diametre | Catégorie | Diametre | Catégorie
CMN(clindamycine) / R 25 S
P(pénicilline) / R 17 R
VAN(vancomycine) / R 22 S
TET((tétracycline) / R 18 R
SPN(spiramycine) / R 32 S
ERY (erythromycine) / R 30 S
SXT (trimethoprime+sulfamethoxazole) / R 35 S

S : sensible, R : résistant

Interprétation des resultats :

a) Cas du germe Staphylococcus succinus (ferme 1) :

- il est trés sensible aux antibiotiques suivants cefoxilline (FOX), tétracycline (TET),
érythromycine (ERY) et trimethoprime+sulfamethoxazole (SXT) qui seront efficaces dans le
traitement des vaches de la ferme 1 atteintes probablement de mammites sub-cliniques dont

I’origine est S.succinus ;

- il est moyennement sensible a la bacitracine (B) ;

- il est résistant a la pénicilline (P) et I’oxacilline (OX1), ces 2 antibiotiques sont & éviter dans
le traitement de 1’infection mammaire des vaches, il est possible que les vaches ont acquis une

antibiorésistance a force de traitement a base de ces 2 antibiotiques ou a d’autres qui sont

similaires.

b) Cas du germe Staphylococcus aureus (ferme 2) :
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- il est tres sensible aux antibiotiques suivants tétracycline (TET), bacitracine (B),
trimethoprime+sulfamethoxazole (SXT), érythromycine (ERY), cefoxilline (FOX) qui seront
efficaces dans le traitement des vaches de la ferme 2 atteintes probablement de mammites

sub-cliniques dont I’origine est S. aureus.
- il est moyennement sensible a la vancomycine (VAN) ;

- il est résistant a la pénicilline (P) et I’oxacilline (OX1), ces 2 antibiotiques sont a éviter dans
le traitement de I’infection mammaire des vaches, il est possible que les vaches ont acquis une
antibiorésistance a force de traitement a base de ces 2 antibiotiques ou a d’autres qui sont

similaires.
c) Cas du germe Streptococcus agalactiae (ferme 2) :

- il est trés sensible aux antibiotiques suivants spiramycine (SPN), érythromycine (ERY),
trimethoprime+sulfamethoxazole (SXT), clindamycine (CMN) qui seront efficaces dans le
traitement des vaches de la ferme 2 atteintes probablement de mammites sub-cliniques dont

I’origine est S. agalactiae.
- il est moyennement sensible a la vancomycine (VAN) ;

- il est résistant a tétracycline (TET) et pénicilline (P), ces 2 antibiotiques sont a éviter dans le
traitement de I’infection mammaire des vaches, il est possible que les vaches ont acquis une
antibiorésistance a force de traitement a base de ces 2 antibiotiques ou a d’autres qui sont

similaires.
d) Cas du germe Streptococcus pyogenes (ferme 1) :

Aucune réaction de la souche microbienne, avec les 7 antibiotiques, n’a ét€¢ observée malgré
que I’antibiogramme a ¢été refait 2 fois, dans ce cas nous ne pouvons rien affirmer et I’une des

possibilités suivantes est probable :

- le germe concerné a acquis une résistance aux différents antibactériens utilisés (cas multi

résistant) ;

- les antibiotiques utilisés n’ont pas d’effet et il faut les changer ou bien recourir a d’autres

types.
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Pour vérifier ces possibilités il est nécessaire de refaire I’antibiogramme a plusieurs reprises
sur différents prélevements de lait a partir des mémes vaches de I’élevage et de changer les

types d’antibiotiques.
21.8. Résultats de la technique PCR :

Comme nous doutions de I’identification du staphylocoque isolé a partir du lait de la
ferme 1, car tous les caractéres obtenus a partir des différents tests indiquaient la présence
d’un staphylococcus épidermis, alors nous avons soumis cette souche a une identification par

PCR. Les résultats obtenus montrent qu’il s’agit d’un Staphylococcus succinus.
Le rapport d’identification nous est parvenu comme suit :

Staphylococcus succinus 16S ribosomal RNA gene and 16S-23S ribosomal RNA intergenic
spacer, partial sequence.

La séquence d’identification est la suivante:

Sequence ID: MF145702.1

>1AF 1492r -- 12..691 of sequence
CACCTTCGACGGCTAGCTCCATAAATGGTTACTCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCT
CGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATGCTGATC
TACGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGTCGAGTTGCAGACTACAATCCGAACTGAG
AACAACTTTATGGGATTTGCATGACCTCGCGGTTTAGCTGCCCTTTGTATTGTCCATTGT
AGCACGTGTGTAGCCCAAATCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCT
CCGGTTTGTCACCGGCAGTCAACCTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGCTTAA
GGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCAT
GCACCACCTGTCACTTTGTCCCCCGAAGGGGAAGGCTCTATCTCTAGAGTTTTCAAAGGA
TGTCAAGATTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTT
GTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAG
TGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTTAGCTCTCAT

CGTTTACGGCGTGGACTACG
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16S: 1500bp

Fig.114 : Résultats de la Technique PCR.
La bande 1 et 2 est une répétition de la souche.

Les PCR ont montré uniquement la présence d’une bande d’environ 1500 bp qui
correspond au produit des amorces 16S (Fig.114). Les autres bandes n’ont pas été révélées.

Discussion :

Devant I’absence de témoin positif de Staphylococcus aureus, on a fait le séquencage
du fragment 16S de la souche pour vérifier son identité. La séquence obtenue et comparée a
celle de GeeBank, montre que la souche n’est pas un Staphylococcus aureus mais a 99% un
Staphylococcus succinus.
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22. Discussion:

22.1. Types de germes isolés :

A partir des différents tests d’orientation et des tests d’identifications biochimiques
que nous avons réalisé sur les 2 échantillons de lait cru, prélevés des 2 fermes, nous avons pu

isoler et caractériser les germes pathogenes suivants (tableau n°33):

Tableau 33 : Types de germes isolés

Type de germe Fermel Ferme2

staphylococcus succinus aureus
streptococcus pyogene agalactiae
entérobacter eschérichia coli gergoviae

Pour confirmer ces résultats nous avons procédé a une étude comparative basée sur

d’autres travaux similaires.

D’aprés le tableau sur les caractéres microbiologiques des germes responsables des
mammites chez les bovins élaboré par Bidaud et al,(2007) (Annexe 4), nos résultats

d’identification paraissent corrects.

Le type de staphylocoque isolé au niveau de la ferme 1, qui présentait toutes les
caractéristiques de Staphylococcus épidermis, a été finalement identifié par une nouvelle
technique la PCR comme étant Staphylococcus succinus. L’analyse a été effectuée en France
dans un laboratoire spécialisé, par la méthode moléculaire PCR et avec la précieuse aide du
docteur en biologie moléculaire M. Kerkoud responsable de la société DIAG-GENE d’ Angers
(France).

L ‘enterobacter gergoviae isolé au niveau de la ferme 2 est fréquemment isolé des
voies respiratoires et urinaires des humains et du sang. C'est un agent pathogene
opportuniste des voies urinaires et a été associé a des épidémies résistant aux antibiotiques
dans les hopitaux. Il peut également étre isolé a partir d'environnements naturels tels que les
eaux usees, le sol et les aliments. On l'aurait également isolé des produits cosmétiques (Holt
et al, 1994).
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22.2. Interprétation des antibiogrammes :

Nous avons orienté notre interprétation des antibiogrammes par la méthode des

disques selon les constatations de certains travaux et en se basant sur les documents de
I’annexe 2.
Une fois l'agent bactérien identifié, il semble intéressant de connaitre sa sensibilité aux
différents antibiotiques utilisables pour traiter les mammites. L'activité d'un antibactérien vis-
a-vis d'une souche est caractérise in vitro par sa Concentration Minimale Inhibitrice (C.M..).
La méthode des disques est beaucoup plus rapide et moins onéreuse. Elle est aussi beaucoup
plus approximative (Serieys, 2004 ; Van de Leemput, 2007).

En pratique, on détermine une valeur critique inférieure (diametre minimum) et une
valeur critique supérieure (diametre le plus élevé) permettant de classer les souches en
sensibles (au-dessus de la valeur critique supérieure), résistantes (en dessous de la valeur
critique inférieure) et intermédiaires (entre ces deux valeurs) (Houffschmitt,2004 ;
Serieys,2004).

En général, au cabinet vétérinaire, on cherche a savoir si la bactérie est sensible ou pas
a tel ou tel antibiotique. L'antibiogramme nous donne une idée sur les chances de réussite du
traitement vis-a-vis d'une souche donnée. Encore faut-il que l'antibiotique reconnu actif par
I'antibiogramme, atteigne au niveau de la mamelle une concentration identique a celle
contenue dans le disque (Serieys, 2006).

Les résultats des antibiogrammes que nous avons obtenus sont conformes aux normes
standards appliquées a I’utilisation des antibiotiques vis-a-vis des germes pathogenes

identifiés selon notre étude.

22.3. Analyses microbiologiques :

Les germes dénombrés sont considérés comme des indicateurs de la qualité globale du
lait et des pratiques d’hygiéne. Les résultats obtenus ont permis d’évaluer les degrés de

contaminations des 2 échantillons du lait cru de la production des deux fermes.

La flore mésophile aérobie nous renseigne toujours sur la qualité hygiénique du lait
cru, elle est considérée comme le facteur déterminant de la durée de conservation du lait frais
(Guinot-Thomas et al, 1995). C’est la flore la plus recherchée dans les analyses
microbiologiques. L’énumération de cette flore pour les 2 échantillons de lait cru a montré
qu’il y avait une probable contamination au niveau de la ferme 2, le nombre de germes

aérobies, calculé a I’aide de la formule de dénombrement, étant d’environ 5.10° UFC/ml et
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celui des coliformes 1,3.10° UFC/ml et aussi une contamination un peu faible pour la ferme 1,
le nombre de germes aérobies étant d’environ 2,6.10° UFC/ml et celui des coliformes 1,3.10°
UFC/ml. Ces valeurs dépassent le seuil critique d’altération du lait, fixé par les normes
algériennes & 10° UFC/mI pour les germes aérobies et & 10° UFC/ml pour les coliformes selon
le JORA (Annexe 3) et ce, pour les 2 fermes.

Selon Ameur et al., (2011), en Algérie le lait cru collecté présente un taux de
contamination microbienne trés élevé (entre 10° et 10" UFC/ml), préjudiciable aussi bien a la
transformation dans I’industrie laitiére qu’a la santé publique. Ces chiffres se rapporte a un
lait cru subissant une contamination par les moyens de traite, de stockage et de transport, mais
dans notre cas la traite est directe et s’il y’a contamination cela ne peut provenir que de 1’état
de santé de la vache ou d’une négligence de notre part quant & I’observation des régles
d’hygienes lors des prélévements. Dans tous les cas, nos résultats se situent dans cet intervalle
de contamination, ils sont inférieurs aux résultats rapportés par Aggad et al., (2009) dans

I’ouest Algérien o le niveau de contamination moyen avoisine 83.10* UFC/ml.

Par ailleurs, Richard (1983), a constaté que pour des laits fortement pollués (entre 10°
et 10% microorganismes/ml) la flore totale est essentiellement constituée par des streptocoques
et des bactéries a Gram négatif. La présence de coliformes fécaux et de streptocoques dans les
deux échantillons de lait que nous avons prélevés est en accord avec ce constat et donc il est
probable que des cas de mammites sub-cliniques soient présentes au niveau des deux

troupeaux de vaches.

La présence des staphylocoques dans les 2 échantillons confirme I’idée de la
contamination car selon le JORA ces germes sont totalement absents dans un lait sain. Cette

présence est le signe probable de mammites inapparentes.
22.4. Prevention des mammites :

Il est nécessaire de respecter certaines régles d’hygiénes pour prévenir les mammites.
Le canal du trayon est toujours contaminé, méme chez un animal sain ; de ce fait, les premiers
jets de lait obtenus lors de la traite doivent étre éliminés. L'extérieur de la mamelle est
toujours chargé en germes ; lI'importance de la charge, qui est liée aux conditions de propreté
de la stabulation, représente une source de contamination majeure du lait. Un nettoyage
correct de la mamelle effectué avant la traite est donc indispensable pour obtenir un lait de

bonne qualité microbiologique. Deux méthodes peuvent étre conseillées pour y parvenir :
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- La premiére consiste a réaliser un nettoyage a sec du pis a l'aide de serviettes en papier ou en
polyester et a usage unique ;

- La seconde méthode consiste a laver la mamelle avec une solution désinfectante tiéde
(chlore : 500 mg/l — iode : 75 mg/l), puis a la sécher avec une serviette propre a usage

multiple ou mieux a usage unique (Boudier et Luquet, 1978).

La propreté des vaches a un impact significatif sur la santé du pis et en particulier sur
le taux de mammites environnementales. Le maintien de la propreté du pis et des membres
des vaches permet de diminuer la propagation d’agents pathogénes de 1’environnement vers le
canal du trayon. Selon la zone de I’animal qui est souillée, on peut déterminer les lieux dans
I’étable ou le niveau de propreté est inadéquat et ainsi apporter les correctifs nécessaires
(Levesque, 2004).

Pour les regles pratiques d’hygiéne de traite, on peut se référer a I’annexe 5.
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23. Conclusion :

Certaines méthodes de dépistage préalable des mammites sont réalisables sur le terrain
par un personnel peu formé, mais restent assez imprécises. La méthode CMT qui est la plus
utilisée et la méthode du papier pH donnent une réponse qualitative sur 1’état sanitaire de
chaque quartier de la mamelle (sain ou infecté) et permettent de sélectionner les vaches sur
lesquelles seront effectués des prélevements de lait pour analyse.

L’analyse bactériologique est une méthode relativement simple a mettre en ceuvre par
les praticiens de formation mais nécessite des produits et du matériel spécialisés. Elle est
assez couteuse mais rentable pour 1’¢leveur. Elle permet d’effectuer un diagnostic précis et
rapide du germe pathogéne responsable de mammite au sein d’un élevage de vaches laitiéres.
A la suite des résultats de cette analyse, les éleveurs et les vétérinaires seront capables de

procéder aux traitements des infections mammaires.

Le traitement des mammites doit passer avant tout par la prévention. Les visites de
traite doivent étre privilégiées par les vétérinaires, ainsi que les appréciations des conditions

d’hébergement et d’alimentation de 1’¢élevage bovin.

Les résultats obtenus a I’issue de notre recherche convergent tous vers la confirmation
de I’hypothése qui suppose que I’apparition des mammites est liée a un manque d’hygiéne des

lieux d’hébergement des vaches et a un environnement insalubre.

Ce travail de recherche nous a permis d’avoir une idée claire sur le comportement a
prendre sur le terrain et sur les méthodes a appliquer lors des opérations d’analyses
microbiologiques au laboratoire. En respectant les consignes des enseignants nous avons pu
mener a terme et de maniére correcte l’isolement et la caractérisation de Six bactéries

pathogénes responsables au moins de mammites sub-cliniques.
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Annexe Nn°1 : Formules des milieux de culture (Institut Pasteur, 2003 ; Leyral et Joffin, 2001)

1. Gélose nutritive

Composition et Préparation :

Constituants

Quantité en g/l

Peptone

Extrait de viande
Extrait de levure
Chlorure de sodium

Agar

10
3
3
5
18

Dissoudre 39 g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C ;Ph=7,3+0,2

2. Gélose Chapman
Composition et Préparation :

Constituants

Quantité en g/l

Extrait de viande
Extrait de levure
Tryptone

Peptone bactériologique
Chlorure de sodium
Mannitol

Rouge de phénol

Agar

3

3

5

10
70
10
0,05
18

Dissoudre 119 g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C ; Ph=7,4+0,1

3. Milieu de Rothe
Composition et Préparation :

Constituants

Quantité en g/l

Peptone

Glucose

Azide

NaCl

Hydrogénophosphate de potassium

Dihydrogénophosphate de potassium

20,0
50
0,2
5,0
2,7
2,7

Dissoudre 36,2 g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15 min a 121°C ;Ph=6,8+0,1



http://dictionnaire.sensagent.leparisien.fr/Glucose/fr-fr/
http://dictionnaire.sensagent.leparisien.fr/Azide/fr-fr/
http://dictionnaire.sensagent.leparisien.fr/NaCl/fr-fr/
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Hydrog%C3%A9nophosphate_de_potassium&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Dihydrog%C3%A9nophosphate_de_potassium&action=edit&redlink=1

4. Gélose Mueller Hinton

Composition et Préparation :

Constituants

Quantité en g/l

Extrait de viande
Hydrolysat acide de caséine
Amidon

Agar

3
17,5
1,5
16

Dissoudre 38 g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C ;Ph=7,4

5. Gélose au sang de mouton
Composition et Préparation :

Constituants

Quantité en g/l

Peptone de viande

Peptone de caséine

Extrait de levure

Chlorure de Sodium

Agar

Additif a 45-50°C sang de mouton défibriné

10

5

3

5

18

50 a 80 ml/I

Dissoudre 41 g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C ;Ph=6,9+0,1

6. PCA standard (gélose ordinaire pour dénombrement)

Composition et Préparation :

Constituants

Quantité en g/l

Tryptone

Extrait de levure
Glucose

Agar

5
2,5
1
15

Dissoudre 23,5 g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C ; Ph=7,0

7. Eau peptonée
Composition et Préparation :

Constituants

Quantité en g/l

Peptone
Chlorure de sodium (NaCl)

10,0
5,0

Dissoudre 15¢g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C ; Ph=7,2




Annexe N°2 : Documents et tables pour 1’interprétation des antibiogrammes.

N

Standardisation de L'Antibiogramme en Médecine Vétérinaire 4*== Bditiorn 2008

1. Fiche technique n®1

B éries non tes
Entérobactéries, P. aer SppP-,
Acinetobacter spp. et autres
Milieu :
- Gélose Mueller Hintcn (MH), coulée en boltes de Petri sur un isseur de
4mm.
- Les gé sont sSché avant I'emploi. m
Inoculum :

ent, racler a l'aide d'une
ement identiques.
stérile a 0,9%.

ne, son opacité doit étre
une D.O de 0,08 a 0,10 lue a

- A partir d’'une culture pure de 18H sur milieu d’i
anse de platine quelques colonies bien isolées
- Décharger I'anse dans 5 a 10ml d’eau physi

- Bien homogénéiser |la suspension b
équivalente a 0,5 Mc Farland (page 59)

625nm.
- L’inoculum peut étre ajusté en ajgutantsoit de la culture s’il est trop faible, ou
bien de 'eau physiologique stérile’ st trop fort.

- L'ensemencement doit se fawg les 15mn qui suivent la préparation de
Yinoculum.

% o, &
NB : Pour toutes les mol*fi ayant une charge SFM, I"incculuim doit &tre
-dilué au 1/100.

Ensemencement : ‘ :§

-Tremper ur@l llon” stérile dans la suspension bactérienne.

- L’essorer e 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, séche, de haut en bas,
en stries serrées.

- Répéter l'opération deux fois, en tournant la bofte de 60° a chaque fois sans
oublier de fairg pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir 'ensemencement en
passant I'écouvillon sur la périphérie de la gélose._

Dans le cas ou lI'on ensemence plusieurs boftes de Petri, il faut recharger
I'écouvillon a chaque fois.

- g évite les du et de la

Standardisation de l’Antiblogramme en Médecine Vétérinaire G~ Editiomn

Application des disques d’antibiotiques
- Il ne faut pas mettre plus de 6 disques d'antibiotiques sur une boite de 90
de diameétre. Les disques d’'antibiotiques doivent &tre espaceés de 24mm, ce

a centre. y

- Tester la liste des antibiotiques indiqués dans les tableaux 2, 3 et 4 pages |
et 20 selon la bactérie isolée.

- Presser chaque disque d’'antibiotique a l'aide de pinces bactériologiques
pour s’'assurer de son application. Une fois appliqué le disque ne doit pas
déplaceé.

Incubation : 18 heures a 35°C"", 24 h pour Acinetobacter sppfy@
- La durée d'incubation peut étre prolongée dans sr&al

gly et macr

Lecture :
- Mesurer avec précision””  les diameétres d es d'inhibition a I'aid
pied a coulisse mét que, a I'extérieur d e fermée.

- Comparer ces résultats aux valeu i ues figurant dans les tabl
lecture Nn°2, 3, 4 et 5 pages 84 a 88. -
ie dans l'une Qc.tégoﬁos : Sensible, Intermdédi

-,

-C 1a
Résistante.

NB : Souches de contrd t qu 3 Jc. coli ATCTC
Staphylococcus TCC aeruginosa
278

<>

= de
: Pour Proteus spp., ne pas tenir compte de la zone d'envahissement.




|

Standardisation de l’Antibiogramme en Médecine Vétérinaire 4*™ Bdition 2008

Tableau 5 : Liste des antibiotiques a tester pour Streptococcus Alpha ou non
hémolytique, Streptococcus Béta-hémolytique et Enterococcus spp.

Boites Streptococcus Alpha ou non Streptococcus Béta-
90mmg hémolytique hémolytique Enterocaccus app
Ceftiofur/cefotaxime? Penicilline Ampicilline
Erythromycine/ (ERY)® Ampicilline Tilmicosine
Boite1 |-
Clindamycine/ (CLIN)® Ceftiofur/cefotaxime Tetracycline ®
Enrofloxacine Enrofloxacine Erythromycine / (ERY)®

Tetracycline * Erythromycine/ (ERY)®

Vancomycine Clindamycine/ (CLIN)®

Boite 2 | chioramphenicol® Tetracycline® Enrofloxacine
. . ' . Trimethoprime+
Trimethoprime+sulfamethoxazole | Vancomygcing:
! sulfamethoxazole

Boite 3° | Spiramycine . |spiramycine

Penicilline

Ampicilline
CMI -

Gentamicine
Vancomycine

Pour Streptocoques A, C, G, la liste minimale des antibiotiques a tester est: Pénicilline — Erythromycine. Devant toute
résistance aux B-lactamines confirmer 'identification et les résultats de I'antibiogramme.

L'interprétation pour Tetracycline est valable pour Doxycycline.

Le disque ERY doit étre appliqué prés du disque CLIN : Si antagonisme entre disque ERY et disque CLIN, la souche
présente une résistance inductible & la clindamycine. Dans ce cas, il faut répondre CLIN Résistant avec commentaire :
« S he Pré ée rési a Clindamyci Risque d’échec thérapeutique ».

Détecter les souches de sensibilité diminuée aux glycopeptides.

Antibiotiques testés uniquement dans le cadre de I'épidemiosurveillance.

Boite 3 : Inoculum dilué au 1/100, valeurs critiques CA-SFM (table de lecture 10 page 93).

23
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-
. w
Table de lecture 4"; Valeurs critiques des des zones ¢ inhibition et des CMI i g
- e ms'mhylocmmsppd\ezmuesespéeesanmaies 3
Miliu : Gélose Mueller- Hinton ; Staphylococcus aursus ATCC 25023 g
:Golt:niasm p 1 0',5McFm1nnd Staphylococcus aureus ATCC 29213 (Souche de référence pour les CMI) =4
. :35°C, ;18 2 24h. Staphylococcus aureus ATCC 43300 souche MRSA S
iletiqsat astie dos Diamtres critiques (mm) Cil critiques (ugimi) %
Résistant | intermédiaire | Sensible Résistant Sensible 3
Brlactamines _ g
Amoxicilline+ac. 201 <19 - 220 28/4 <S4R ‘%
Peniciline 10Ul g <28 - 220 |6 <0,12 3
Oxaciline” - S.aureus . 1pg /410 1-12 213 24 <2
~ Staphylocoque coBigula négative™ ﬁffbﬁ = >18 05 <02 3
Cefoxitine - S. aureuset S. i 30ug < — 220 . 3
- Staphylocoque a coagulase négative M — 225 2
Cephalothine 30pg <14 ¥ a7 218 232 <8 3
Aminosides z
Neomycine 30 pg 13 <16 g
Gentamicine*™** 10 g .12 <4 %
Macrolides
Erythromycine 15 ug <13 <05
Tilmicosi 15 g <10 <8
Glycopeptides
Vancomycine 30pg — <4
* Performance for |w1mmsmmuowmm~mu;wmsumm-s.mm : Document 2
Vol24 N*17 May 2004 et tableau extrait du Document M100 — S16. Vol. 25, n°3. 2006. F for anti . ms’ﬁl.ﬁfn A
= Incuber pendant 24h. bt E
= Autre que S. lugdunensis
o rides Gane i o &
-l testé pour la delaB- §
% testd uni dans le cadre de l'epi &
g B
Table de lecture 7' : Valeurs critiques des diamétres des zones d'inhibition et des CMI, pour Streptococcus f hémolytiques chez toutes
les espéces animales.
Conditions du test :
Milieu : Gélose Mueller- Hinton additionnée de 5% de sang de mouton Contrdle de qualité :
R Inoculum : Colonies en suspension, 0,5 Mc Farland Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
Incubation : 35°C, 5% CO;; 20 & 24h.
g Clarce dié rs critiques des diamétres d'inhibition (mm) Valeurs Critiques CMI (ug/ml)
Antiblotiques testés dh':'w
Intermédiaire Sensible Résistant Sensible
»
Slactamines . )
Penicilline 10Ul e 224 - £0,12
Ampicilline 10pg - r 224 - <025
Cefotaxime 30pg - 224 - <05
Ceftiofur 30ug - 224 - <025
Quinolones l
Enrofioxacine Sug <16 17-22 24 <05
Macrolides
Erythromycine 15ug <15 16-20 21 <025
Lincosamides
Clindamycine g <15 16-18 219 21 <026
Tetracyclines &
Tetracycline ; 30g <18 19-22 223 <2
Glycopepetides
Vancomycine 30pg - = 217 - @; Gl
5 for Antimi Disk and Dilution Susceptibility Tests for Bacteria Isolated from Animals; CLS!I: D M31- $1- Vol.24 N*.17

May}tmu tableau extrait du Document M 100 — S16. Vol. 26, n"3. 2008. Pe for ial susceptibility testing ; Sixteenth informational supplement.
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Diamatre de la zone d'inhibition

(mm)
Agent antibactérien Ident, des Charge du  Résistant Limite Sensible
disques disque = =
(ug)

Ampicilline AMP
Bat G” entériques 10 1 12-13 14
Actino. pleuropneumoniae 10 21 22-24 25
Staphylocoques 10 28 - 29
Strept. non-entérocoques 10 21 22 -29 30
Entérocoques 10 16 - 17
Chloramphénicol’ C 30 12 13-17 18
Erythromycine E 15 13 14 -17 18
Gentamicine CN 10 12 13-14 15
Néomycine NE 30 12 13-16 17

Pénicilline P
Staphylocoques 10* 28 - 29
Strept. non-entérocoques 10* 19 20 -27 28
Entérocoques 10* 14 15
Autres (Batonnets Gram- 10* 11 12-21 22
négatifs)

Streptomycine S 10 M 12-14 156
Sulfamidés S3 300 12 13-16 17
Tétracycline TE 30 14 156-18 19
Actino. pleuropneumoniae 30 25 26 - 28 29
Triméthoprime- SXT 1.25723.75 10 11-15 16

sulfaméthoxazole

* Unités internationales au lieu de ug

' Usage interdit chez les animaux destinés 4 la consommation humaina.



Annexe n°3 : Arrété Algérien Interministériel du 24 janvier 1998.

8 JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE ALGERIENNE N° 35 Ml Safer 1413
27 mai 1998
ANMEXE L
CRITERES MICROBIOLOGIQUES RELATIFS A CERTAINES DENREES ALIMENTAIRES
| TABLEAUI
CRITERES MICROBIOLOGIQUES DES LAITS ET DES PRODUITS LAITIERS
PRODUITS n C m
I. Lait cru :
— germes aérobies & 30° C ! 10s
coliformes fécaux 1 — 108
— streprocoques fécanx | e abs/0,lml
| — Staphylococcus aureus 1 - absence
— clostridium sulfito-réductenrs 4 46° C 1 30
— antibiotiques ! - absence
2. Lait pasteurisé conditionné :
— germes aérobies & 30° C 1 _ 10
— coliformes ;
* gortic usine 1 ) — i
* & la vente 1 — 10
— colifomes fécaux
® gortie usine 1 —_ absence
® & la vente 1 - absence
— Staphviococous aureus 1 — 1
phosphaiase 1 — négatif
3. Lait stérilisé et lait stérilisé UHT
(nature et ardmatisé) : .
— germes acrobies 3 307 C 5 2 < 10/,1 ml
test de stabilité 5 0 négatif
— test aleoal 5 0 négatif
— test chaleur 5 0 négatif
4, Lait concentré mon sucré :
— est de stahilité 5 0 négatif
— test alcool g 0 negatif
—=tgsl chaleur s W] négatil
-5 -Lait concentré sucré :
— germes adrobies b 30° C 3 2 4]
coliformes 3 0 ahsence
— Sraphylococons aurens 5 0 absence
— clostridium sulfilo-réducteurs a 46% C 5 0 ahscnce
— levures el moisissures 5 0 ahsence
— Salmonella 5 0 absence
6. Lait déshydraté conditionné (1) :
— germes aérobies i 30° O 5 2 5.1
— coliformes 5 a 5
— Staphiviococcns aurens 5 0 abscnce
clostridium sulfito-réducteurs a 46° C 5 0 ahsence
— levures et moisissures 5 2 50
— Su.f.myn.e'ﬂa 5 0 absence
— antibioliques 1 0 ahsence




Annexe n°4 : Les caracteres microbiologiques des germes responsables des mammites chez
les bovins ( Bidaud et al, 2007).

Germes de Aspect Catalase Gram | Forme Mobilité | Oxydase | Hémolyse | Rapidité de
colonie sur . .
. microscopique
mammites culture
gélose  au
sang
Staph.aureus | Grosse + Forte + Coque en Non - Souvent 24a48h
colonie gris grappe de double
blanc
Ou jaune, taille avec a et 3
odeur
moyenne
de pied
Autres Gosse + + Coque en Non - Pas 24 h
Staph. C(I)Ion;]e grappe de d'hémolyse ]
blanche coagulation
\ taille +
créme
moyenne
S.agalactiae | Petite - + Coque en Non - B hémolyse | 24248 h
colonie courte
translucide chainette
E.coli Blanche Légérement | - Batonnets Oui ou | - Parfois 6al2h
brillante bien
non
large +0u-
Odeur de rangés
litiere
humide et
sale




Annexe n°5 : Indice de propreté des vaches

Evaluation de la propreté des vaches. (Levesque, 2004)

Etat :1 propre ; 2 relativement propre ; 3 souillé; 4 tres souillé

Pis

Pattes arriére

Flancs et cuisses

La propreté du pis
(arriére et cotés)

est un indicateur de
I'hygiéne des logettes et

de la litiére

La propreté des pattes
arriere

est un indicateur de
I’'hygiene des couloirs

La propreté des flancs
et des cuisses
est un indicateur de

I’hygiene des logettes et
de la litiere




Tableau Récapitulatif des régles pratiques d’hygiéne de traite (Charron, 1986)

Recommandé

Acceptable

A éviter

Lavage des
mamelles

Lavette individuelle pour le
lavage et I’essuyage

Douchette et essuyage avec
des serviettes individuelles
de papier

Une méme lavette pour
plusieurs vaches
Mamelles
dégoulinantes a la pose
des gobelets
Supression du lavage

Elimination des | Dans un récipient Au sol en salle de traite Sur les mains
premiers jets Au sol en étable
entravée
Pose des Immédiatement apres le lavage | Attente prolongeée apres le
gobelets Pas d’entrée d’air lavage
Entrée d’air importante
Ordre de traite | Traite en dernier des vaches Un ou deux faisceaux
infectées (cas clinique, CMT ou | supplémentaires en salle de
taux cellulaires élevés) traite pour les vaches
infectées
Fin de traite | Egouttage bref sans entrée d’air | Supression compléte de Egouttage long, avec

Dépose des gobelets par gravité
apres coupure du vide

I’égouttage

Utilisation de systémes de
décrochage automatique
fonctionnant bien

entrée d’air

Dépose par arrachage
avec entrée d’air
Longue surtraite

Désinfection
des trayons

Systématiquement apres chaque
traite apres trempage

Utilisation de certains
systémes de pulvérisation

Pas de désinfection ou
désinfection mal faite
et intermittente

Autres

Traite en douceur
Pas de modifications brutales
de la routine

Coups, bruits, chocs élec.
Modifications brutales de la
routine




Annexe n°6 : Questionnaire utilisé pour I’enquéte.

P

UNIVERSITE ABDELHAMID BENBADIS DE MOSTAGANEM
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie

DEPARTEMENT DE BIOTECHNOLOGIE

LABORATOIRE DES SCIENCES ET TECHNIQUES
DE PRODUCTION ANIMALE

Master IT Exploitation des Ecosystémes Microbiens Laitiers

Questionnaire sur P’état zootechnique et sanitaire des exploitations

de la ' Wilaya de cvunassisssssneinaive

Nous remercions les collecteurs et les éleveurs pour leur participation a cette enquéte, et nous

les rassurons que ce travail se déroule dans le but de la recherche, il ne s'agit pas de service de
contrdle, ni de finance.

N° d’ordre de I’exploitation : /_// /  visiten®/ / Date delavisite:/_//_/-/_/[_/-/_II_/

/ /

THBEER e s Somercom s s s merm e OO 5 soicssaaiinn s smmumssneeey CoOME Wilayasd I/

CARACTERISTIQUES DU TROUPEAU

-Assurance:oui/ / non/_/ CRMA:/ [ Autre/ /...
- Adhésion a une association d’¢éleveurs: oui/_/ non/_/
- Présence d’un registre d’élevage : oui/_/ non/_/
- Conception: Stabulation libre /_/ Entravée / /
- Agrément de I’élevage : oui/_/ non/_/ Type @.....ooooiiiiii i
- Nombre de bovins dans Iexploitation : Total... ... ...
+ Vaches/ / / / Génisses /_/ / Reproducteurs / /_/ veaux/ / /véles/ [/
+ Age moyen des vaches :de/ /_/a/_/ / ans
+ Nombre de vache en lactation : /_/_/
- Races exploitées :
FPIE ROUZE /_/.ve et e veeeen e e s e eieees s sre s bt ses it e s e ses e ses e e s s
1o [0 A A R
+ Tarentaise /_/

FATIE L [ camvsms snmoimesevismmmrsmamam eonsorson i sk s s S8 T fEaREse



2. Environnement et habitat:

- Etat des abords du batiment et de I’ensemble de I’exploitation sont dans un bon état d’entretien e
de propreté : oui/ _/ non/ /

- Présence d’un pédiluve a I’entrée de I’exploitation: oui/ / non/_/

- Présence d’un pédiluve a ’entrée de I’étable :  oui/ / non/ /

- Stalle : bétonnée : oui/ / non/ /

- Présence de litire : oui/_/ non/_/ Si oui, Qualité de la litiére : Séche / / Humide /_/

3. Aménagement des locaux annexes:

+ Local de mise bas: oui/ / non/_/

+ Présence de nurserie : oui/ / non/ /

+ Local de jeune bovin :oui/ / non/_ /

+ Salle de traite : oui/ / non/_/

+ Local de stockage des aliments : oui/ / non/ /

+ Aire d’exercice : oui/_/ non/_/

+ Superficie de I’étable : (Vaches laitieres)... ...

+8Surface par vache ©........ .. . e

4. Alimentation :

- Nombre de Repas par jour:/ /

- Abreuvement : auge / / automatique / [ AU, PIECISET i . su cus sun sum 5as s swvsevanesimmavans
-source d’abreuvement : puit: / / oued:/ / forage:/ / autre:/ / préciser:.....................
sPitufage: ouily nond PSR .. .o nmvmmammnomassmmpsasms s wmsn wonss et

- Ration de base :

Aliment Mais Sorgo Soja Paille | Fourrage | Concentré | Autres

Quantité

Qualité du fourrage : bonne/ / moyenne/ / médiocre/_/

- Ration de Production :

Aliment Mais Sorgo Soja Paille | Fourrage | Concentré | Autres

Quantité

- Pierre a lécher: oui/_/ non/_/



Planning fourrager :

Fourrages janv | fév |mar |avr |mai |juin |juil |aou |sep

oct

nov

dec

F. avoine

F vert naturel

Ensilage

Luzeme

x|

5. Conduite de la reproduction :

- Présence de registre des saillies et des vélages : oui /_/non/_/

- Age a la mise a la reproduction des femelles: /_//_/ mois

~Intepvalleientre 2 VRIREES 1iusivmnmnvmn i svsisumrmmsenovans sonsssesymssnnsmasmns s s bsns iR 8588 45

Nombre de vélage en 2013
- Insémination artificielle / / Monte naturelle /_/

- Origine du géniteur : Exploitation/ / Hors exploitation/ /

+ Si hors exploitation, précisez lieu d’ Origine : ... ..........ooiin i

- Statut sanitaire du géniteur connu: oui/_/ non/_/
+ npn tage de la brucelloge: oui/ / non/ /

A AN

+ Dépistage de la tuberculose : oui/_/ mnon/_/

+ Vaccination anti-aphteuse: oui /_/non/_/

+ T‘){'gnngp coui / /non/ /

+ Déparasitage externe: oui /_/non/_/

- Tsolement du reproducteur introduit avant I’accouplement : oui /_/non /7

- Cg‘ractérist‘i_qn ¢ du renroductenr

T o e teea

4+ RACE PIEROUBE T 1.,n0nni caigssss i somasuismanmve s nossvewnmmmesammusse 1ns v Srassbgy saesss

F+ RACE P8 NOITE / /... .ot ceeit e it e et cee ves ces s e i s ces brs tas see ses ces e s e

6. Conduite du troupeau :

- Présence de registre d’identification des animaux : oui /_/non [/
- Identification des animaux (boucles): oui/_/ non/_/

- Respect des contrdles de dépistage obligatoire : oui /_/ non/_/

- Date du dernier contrale -/ i1 /1 -1 " " i

- Présence d’autres espéces animales : oui/_/ non/_/

Ovins/_/ Caprins/_/ Equidés/_/ Chiens/_/ Chats /_/ volailles/_/

(8]
- = ~ Vidvan s

narantaine avant Yintraduction deg animan anc ’dtable - oni /
narantaing avant 1'11 \ S .amy 3 sie 18 3




7. Conduite de la traite :

- Présence de registre de la traite: oui / /non/_/
-Manuelle : / / - Mécanique a chariot /_/ - Mécanique en salle de traite /_/
- Horaire de traite : /_//_/-/_//_/heures et /_//_/-/_//_/heures
- Quantité globale : /_//_//_//_/ litres
- Production minimale par vache: /_//_//_//_/ litres
- Production maximale par vache: /_//_//_//_/ litres
- La totalité de la production est livrée 4 la laiterie : oui/_/ mnon/_/

Autres : + Aliment pour les veaux : oui/_/ non/_/

+ Consommation personnelle : oui/_/ non/ /

- Lavage des trayons avec de ’eau chaude: oui/_/ non/_/

- Essuyage des trayons avec des lavettes : oui/_/ non/_/ individuelle/ / collective / _
- Elimination du premier jet avant la traite: oui/_/ mnon/_/danun récipient/ / surleso
- Trempage des trayons dans un gel aprés la traite : oui/_/ non/ /

+ Désinfectant UtIlISE © .....ovnriiniieiiiereniiieii it
-Stockage du lait : Bidons/ /  Tank/_/

+ Capacité du stockage : /_//_//_/litres Durée du stockage : /_//_/ heures
- Hygiéne du matériel de stockage: oui// non/ /
- Propreté des gobelet-trayeurs : oui/ / non/_/
- Nettoyage de 1’équipement de stockage : oui/_/ non/ / Pprécisez:........ooooiiiiniiienn
- Collecte quotidienne : oui/_/ non/_/ Sinon, préCiSEZ I.......c.ocviiiiiimmiiiiinnee
- Hygiéne des trayeurs : oui/_/ non/_/

+ Lavage des mains avant la traite: oui/_/ non/_/

+ Port d’une tenue de travail: oui/_/ non/_/

-+ Port de bottes: oui/ / mnon/_/

8. Situation sanitaire :

- Présence d’une registre sur I’état de santé des animaux: oui /_/non /1
- Statut sanitaire des animaux introduits connu : oui/_/ non/_/
+ Dépistage de la brucellose (par sérologie): oui/_/ non /1
+ Dépistage de la tuberculose (par intradermo-réaction) : oui/ / mnon/_/
+ Vaccination anti-aphteuse: oui /_/non/_/
+ Drogage :oui /_/non/_/

+ Déparasitage externe: oui /_/non/_/



+ Détection des mammites: oui/ / non/ /

+ Détection des antibiotiques : oui/ /

non/ /

+ Contrdle bactériologique périodique du lait: oui/ /

- Présence de document sanitaire valide : oui/ / non/_

Maladies observées en 2013:

- Mammite: oui/ / non/ /

- Avortement: owm/ / non/ /

- Mortalité embryonnaire: oui/ /non/ /
- Boiteries: oui/_/ non/_/

- Anoestrus: oui/ / non/ /

- Fievre vitulaire: oui/_/ non/_/

= AU & e

Nombre
Nombre
Nombre
Nombre
Nombre
Nombre

Nombre

.. Nombre

.. Nombre

.. Nombre :

/
/

A1
sl
T
/]
A
W1 o
I I
A
=t £}

/
/

=

/

//

non/_/

-Temps passé pour le questionnaire :

OBSERVATIONS :

Nom et Prénom de ’enquétenr ... ... ... oo oie v irconien et ie e e e



Annexe n°7 : Exemples de documents pour la conduite des vaches laitieres.

Certificat généalogique d’une vache (ferme 1)




Agrément sanitaire délivré par I’inspection vétérinaire de la wilaya
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