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Les mammites constituent une entité pathologique tres importante, car, elles
entrainent des pertes économiques lourdes ainsi que des risques sur la santé humaine étand
donné que le lait peut étre une source d’antibiorésistance.

Cette étude a été entreprise dans le but de déterminer la fréquence et le profil de
I’antibiorésistance des entérobactéries isolés de lait cru des mammites ovins , dans la wilaya
de MEDEA. Durant cette période d’étude on a analysé bactériologiquement 228
prélevements de lait de mammites ; et nous avons isolées 21 souches (9,21%)
d’entérobactéries. parmi les entérobactéries isolées, E.coli était la plus fréqguemment
retrouvée avec un taux de 71,43% puis |’enterobacter cloaceae a 19,05%. Les résultats de
I’antibiogramme montrent que les antibiotiques les plus actifs sur nos souches sont la
cefotaxime , colistine; chloramphénicole ,Ofloxacine et Gentamycine et kanamycine, et
montré aussi des taux de résistances variables vis-a-vis de I'Amoxiciline+acide clavulanique,

ampiciline, cefalotine et Sulfaméthoxazol + trimithoprime.

Mots clés : Brebis, Mammite clinique, Entérobactérie, E.coli , Antibiorésistance.



Mastitis is a very important pathological entity because it causes heavy economic

losses as well as risks to human health as milk can be a source of antimicrobial resistance.

This study was undertaken with the aim of determining the frequency and the profile
of the antimicrobial resistance of Enterobacteriaceae isolated from raw milk of ovine mastitis,
in the wilaya of MEDEA. During this study period, 228 samples of milk from mastitis were
analyzed bacteriologically; and we isolated 21 strains (9.21%) of enterobacteria. among
isolated enterobacteria, E. coli was most frequently found at 71.43% and enterobacter
cloaceae at 19.05%. The results of the antibiogram show that the most active antibiotics on
our strains are cefotaxime, colistin; chloramphenicol, Ofloxacin and Gentamycin and
kanamycin, and also showed variable resistance rates to Amoxicillin + clavulanic acid,

ampicillin, cefalotin and sulfamethoxazol + trimethoprim.

Key words : Sheep, Clinical Mastitis, Antibiotic resistance, E.coli , Enterobacteria
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Introduction

La mammite est une maladie importante chez les moutons, ayant un impact
direct sur I'économie et le bien-étre des animaux. Les pertes sont marquées par une
diminution du rendement de lait, I’altération de sa qualité, ’augmentation du taux de
réforme et le cout de traitement (Jones & Watkins, 2000 ; Menzies & Ramanoon,
2001 ; Bergonier & Berthelot, 2003 ; Kiossis et al., 2007 ; Leitner et al., 2008).
Parmi, les incidences de cette affection, on note aussi, un retard de croissance chez les
agneaux au pre-sevrage, et augmentation de leur mortalité (Watson & Buswell, 1984
; Fthenakis & Jones, 1990 ; Keisler et al., 1992 ; Clements et al., 2003).

La maladie est habituellement partagée en deux aspects, cliniques ou le
diagnostic se fait visuellement ou par la palpation et subclinique (asymptomatique)
qui est principalement diagnostiquée par l'intermédiaire de I'évaluation des cellules
somatiques et/ou de la recherche des agents étiologiques (Keisler et al., 1992 ;
Radostits et al., 2000 ; Clements et al., 2003 ; Blagitz et al., 2012).

Au cours des cinquante dernieres années, les antibiotiques ont joué un role
crucial dans la lutte contre de nombreuses maladies et infections et leur
développement a révolutionné le traitement des maladies infectieuses. Leur
découverte a été l'une des principales causes de l'augmentation spectaculaire de
I'esperance de vie moyenne durant le XXiéme siécle. Leur importance est d’une
grande utilité pour une meilleure prise en charge de la santé publique (Grace Yim,
2011).

Cependant, avec I'utilisation croissante et parfois injustifiée de ces molécules,
les bactéries ont appris a se défendre et a s'adapter et certaines sont devenues
résistantes aux antibiotiques. La pression de sélection exercée par 1’utilisation
importante de I’antibiothérapie et la diffusion épidémique des souches résistantes sont
les deux facteurs principaux conditionnant cette évolution (Soussy, 2007).

Le lait des brebis sur le cas des mammites ovines contient une microflore
variée Soit la flore originelle et ou la flore pathogéne comme les entérobactéries.

Les Enterbacteries opposent une résistance naturelle a quelque type des antibiotiques
et cette résistance naturelle définit de phénotype dit sensible ou sauvage.
L’objectif global de ce travail est :

« de rechercher les entérobactéries dans le lait crus des mammites ovines
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* D’étudier la sensibilité des entérobactéries aux certain antibiotiques
Notre manuscrit comporte trois parties en premier, 1’étude bibliographique, une
deuxiéme concerne le matériel et meéthode appliquée suivie par les résultats
enregistrés et leurs interprétations avec illustrations statistiques.

Nous terminons par discussions relatant la comparaison de nos résultats aux

travaux d’autre auteur. Enfin cette partie se termine par une conclusion et des
perspectives.
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Chapitre I : les Mammites ovine
I .1. Définition :

La mammite est une inflammation du tissu conjonctif d'un ou plusieurs
quartiers de la glande mammaire due généralement a la présence et I’action d’un ou
plusieurs micro-organismes. Néanmoins, Il existe des mammites rares causées suite a
des désordres physiologiques ou a des traumatismes locaux (Bonnefont , 2011). Les
infections mammaires peuvent étre ou non associées a des signes cliniques, on
distingue alors les mammites cliniques des mammites subcliniques. Parfois les germes
s’installent de fagcon durable dans la glande mammaire, on parle alors de mammites
chroniques (Gedilaghine, 2005).

I.2. Différent type des mammites :
1.2.1. Les mammites cliniques :

D’aprés ( Bergonier et al., 2003), Une mammite est dite clinique lorsque
I’atteinte  mammaire se traduit par la présence de symptdmes fonctionnels
(modification du lait dans son qualité et quantité produite) reflétant une perturbation
des fonctions de sécrétion et filtration. On peut observer des symptémes locaux :
rougeur, tuméfaction, chaleur et douleur de la mamelle ou du quartier atteint, avec les
ganglions retro mammaires peuvent étre hypertrophies On parle alors de mammite
aigué. Lors de mammite chronique, le quartier s’atrophie et se sclérose. Dans certains
cas, on observe des symptomes liés a une intoxication. lls se traduisent par une
altération de 1’état général (abattement, anorexie, hyperthermie, déshydratation,
asthénie, coma etc....). On parle alors de mammite suraigué. La mammite clinique
aura lieu juste apres le sevrage ou peu temps avant la mise bas (Radostits et al., 2002
; Timms, 2007 ; Bedolla, 2010).

Enfin, selon la gravité et la simultanéité des symptémes, on distingue :
1.2.1.1. Mammite suraigué :

Elle apparait brutalement et évolue rapidement vers des symptomes deléteres,
se caracterisent par des signes locaux trés importants, modification de la sécrétion

lactée (aspect séreux, aqueux, hémorragique ou purulent), en présence de fievre I’état
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général de I’animal est trés affecté avec un abattement profond qui évolue vers la mort
en I’absence de traitement (Argenté et al., 2005).
On distingue deux types de mammite suraigué :

1.2.1.1.1. Mammites gangreneuses :

L'examen de la mamelle indique un gonflement marqué de la glande, suivie
d'une nécrose de celle-ci avec décoloration du quartier atteint (noiratre, bleuatre et
froid) et se prolonge souvent sur les deux-tiers avant de tomber, Il se forme un sillon
disjoncteur séparant les tissus vivants des tissus morts. La sécrétion de lait est en faible
quantité, d’aspect séro-hémorragique et contenant des gaz d'odeur nauséabonde
(Radostits et al., 2002 ; Philip Rscott, 2007).

1.2.1.1.2. mammites paraplégiques :

Ou la brebis est en décubitus, avec généralement de la fiévre, et parfois de la

diarrhée, et dont la sécrétion a un aspect que 1’on compare généralement a de la biére
1.2.1.2. Mammite subaigué et aigué :

Ce sont des inflammations violentes de la mamelle mais I’état général de
I’animal est moins affecté. Elle se caractérise par des signes locaux visibles au niveau
de la glande qui apparait rouge, gonflée, douloureuse et chaude. La sécrétion laitiére
est modifiée (qualité et quantité) avec la présence des grumeaux qui caractérisent ce
type de mammites (Radostits et al., 2002; Timms, 2007 ; Spanu, 2009). Ces
mammites évoluent moins rapidement que les précédentes. Ce type de mammite passe

généralement a la chronicité en absence de traitement.
1.2.1.3. Mammite chronique :

Elles sont généralement primitives (aprés une longue phase silencieuse) ou
suite a2 une mammite aigué, elle se caractérise par la persistance de I’inflammation et
des symptomes locaux variables et une évolution lente vers 1’atrophie du quartier
infecté avec des zones de fibrose cicatricielle a la palpation. La sécrétion n’est souvent

modifiée qu’en début de traite avec la présence des grumeaux est plus ou moins
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réguliere. L’évolution en ’absence de traitement est lente et conduit au tarissement du

quartier. (Emmanuel , 2008).
1.2.2. Mammite subclinique :

Ce sont des infections mammaires asymptomatiques. La sécrétion lactée est
macroscopiquement normale et I’état général n’est pas altéré. On observe une
mamelle saine. Ces mammites sont détectées par les examens complémentaires. Les
comptages cellulaires et le diagnostic bactériologique permettent de déterminer la
présence ou 1’absence d’infection. Ces mammites peuvent résulter d'une infection
primaire ou étre secondaires a une mammite aigue non totalement guérie (présence de
germe bactérien). Elles sont beaucoup plus fréquentes que les infections cliniques,

plus insidieuses car difficilement détectables (Spanu, 2009).

Ce type de mammites a tendance a passer inapercu au sein des élevages, ou il est assez
répandu et responsable des pertes économiques les plus importantes.

I. 3. Les germes impliqués lors de mammites :

Les mammites sont provoquées par plus d’une centaine de micro-organismes
(Rinaldi et al., 2010 ; Watts, 1988) tels que les virus, les mycoplasmes, les
champignons et surtout les bactéries qui constituent la cause majeure (Bergonier et
al., 2003). L’inflammation de la mamelle due a des traumatismes ou des agressions de
la peau du trayon (mordre excessif des agneaux) et parfois a des sténoses du canal du
trayon qui provoque par la machine a traire. (Bonnefont, 2011).

Selon la pathogénicité des germes en cause on classe les especes bactériennes
responsables d'infections mammaires en deux groupes :

1.3.1. Pathogénes majeurs :

1.3.1.1. Staphylocoque a coagulase positive :

S. aureus est la cause la plus commune de la mammite clinique chez les petits
ruminants, avec des taux de 11% a 65.3% des cas signalés (Suarez et al., 2002 ;
Mork et al., 2007). La bactérie est coque Gram positif, elle est présente sur la surface

de la peau et des muqueuses, mais son reservoir principal est le trayon de la mamelle

'
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infectée (Van De Leemput, 2007). La multiplication de Staphylococcus aureus est
provoquée par la Iésion de trayon et le manque d'hygiéne des élevages.

Elle peut étre associée a une mammite aigué gangreneuse évoluant dans la plus part
des temps vers une mammite subclinique (Mammite chronique).

La réaction inflammatoire est lente et souvent modérée (Salat et al., 2007). Parfois,
on observe des mammites aigues avec des signe inflammatoires graves et des lésions
tissulaires irréversibles, conduisant a la perte du quartier ou parfois I’animal. Selon
(Smith et al., 2009 et Eicher et al., 2003) une infection chronique est associée a une
diminution de la production lactée lors de I’induration et formation des micro-abces
dans le parenchyme mammaire qui protégent la bactérie des défenses immunitaires et
des traitements antibiotiques .

1.3.1.2. Streptococcus :

Chez le mouton les streptocoques sont probablement le deuxiéme groupe de
micro-organismes apres les satphylocoques a redouter dans la mammite. Cette derniere
est provoqueée par plusieurs espéces de streptocoque (Streptococcus agalactiae,
Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae), Les streptocoques peuvent causer des
manifestations de mammite de l'individu ou le troupeau (Las Heras et al., 2002 ;
Bedolla, 2010).

1.3.1.3. les entérobactérie :

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 I’origine de mammites (Serratia, Proteus, et Salmonella)
mais de fagon moins fréquente.

Il s’agit de bacilles Gram négatifs, généralement a I’origine de mammites cliniques
aigués (symptdmes locaux et généraux) et subaigués (symptdmes locaux uniquement).
On observe dans ces cas, une guérison 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 trés

importante de 1’état général), dites a coliformes, car un cas sur deux est du a E. coli.
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Lors d’une épidémie des mammites a entérobactéries, on retrouve de trés nombreuses
souches différentes (jusqu’a 69) dans un méme é€levage, ce qui montre que I’infection
se fait depuis une source multiple : I’environnement, qui constitue leur réservoir
principal.

Cependant( Lam et al., 1996) ont observé que 9% des quartiers ayant présenté une
mammite dans leur étude, ont eu plus d’un cas clinique du a la méme souche d’E coli,
signant la présence d’une infection persistante. (Dopfer et al., 2000) 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 1’environnement et
particulierement pendant la période séche et autour du vélage. En effet ( Bradley et
Green ,2000) 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 dans la mamelle lors du tarissement ou péri-partum, mais sans
expression clinique. Les symptdmes 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, protégent la
mamelle d’une nouvelle infection),

- au complément,

- a la lactoferrine du lait lors d’inflammation, ce qui explique les guérisons
Spontanees.

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
(Serieys et Seegers ,2002) 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

I’origine de la réaction inflammatoire et d’une endotoxémie, et d’autre part a la
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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.
De fagon beaucoup moins fréquente on observe également des cas de mammites dues
a un autre genre d’entérobactéries : Serratia. Les deux especes retrouvees 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. 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 I’activité de la lactoferrine. Ces germes ont pour
source principale I’environnement (litiére et eau).
1.3.2. Les pathogénes mineurs
I. 3.2.1. Arcanobacterium Pyogénes

Ce germe est a Gram négatif provogque des macro-abcés multiples dans la
mamelle avec un lait prenant la forme de pus jaune sans grumeaux et 1’abcédations
des noeuds rétro-mammaires, parfois multiple entrainant 1’atrophie du quartier
(Devillechaise et al., 1996 Hirsh et al., 2004). La source de contamination est le
tractus génital, les lésions du trayon de la mamelle, ou toutes autres blessures. Selon
(Smith., 2008 et Remy., 2007), cette infection évolue généralement soit vers la
chroniciteé, soit vers la destruction du quartier et parfois vers la mortalité.
1.3.2.2. Staphylocoques a Coagulases Négatives (SCN)

Il existe plusieurs especes de SCN qui ont la capacité de causer la mammite
chez les moutons. Les plus fréquemment isolées sont : S. hyicus, S. chromogenes, S.
haemolyticus, S. epidermidis, S. simulans et S. warneri, les SCN sont isolées surtout
dans les mammites subcliniques des brebis a travers toutes les étapes de lactation
(Menzies, 2000 ; Menzies & Ramanoon ,2001 ; Bedolla, 2010). En I'absence
d'infection par des pathogénes majeurs, les SCN sont responsables de séveres

augmentations des taux cellulaires (Paape et al., 2001). Ces germes sont des hotes
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normaux des animaux. lls sont fréquemment isolés de la peau, du vagin, des poils, du
canal du trayon ou dans le lait prélevé par des moyens non aseptiques.

1.3.2.3. Pseudomonas aeruginosa

C’est une bactérie Gram négatif, elle existe surtout au niveau des Iésions de la
peau du trayon. C’est aussi un saprophyte du milieu extérieur et capable de résister
aux défenses de I’organisme via la formation de biofilm, la source de I’infection est
souvent les boues de sédimentation des abreuvoirs, de I’eau de lavage des pis, literie
humide (Leitner et al., 2007). Les mammites dont il est responsable sont sporadiques,
mais elles peuvent toucher parfois plus du tiers du troupeau. L'espéce Pseudomonas
Aeruginosa est a I’origine d’une forme suraigué séro-hémorragique (Smith,
2008 ;Hanzen, 2014) et d'apres( Le Guillou, 1989) la mortalité est fréquente .
1.3.2.4. Corynébactéries

Les corynébactéries sont des pathogénes mineurs qui provoquent rarement des
mammites cliniques. C. pseudotuberculosis est le principal agent de la maladie
caséeuse des petits ruminants. Il peut entrainer I’abcédation des noeuds lymphatiques
rétro-mammaires, mais il est rarement a 1’origine d’une vraie mammite (Hirsh et al.,
2004).
1.3.2.5. Mannheimia haemolytica :

C’est un bacille a Gram négatif provoque des mammites cliniques (gangrene)
avec des températures élevées, le lait devient purulent et inflammation termine par la
nécrose du quartier atteint. Il est transmis par I’allaitant des agneaux malades, ou on le
trouve en tant que flore normal de I'appareil respiratoire supérieur (Scott et al., 1998.
Gougoulis et al., 2008).

1.3.2.6. Mycoplasmes

La mammite due aux mycoplasmes est suspectée fréqguemment quand les
signes de la
mammite clinique apparaissent en répétition alors que le diagnostic bactériologique
est négatif. L infection par mycoplasme est caractérisée par divers symptomes au sein
d’un méme élevage. Les symptomes mammaires signalés par ( Mercier et al., 2000)

et ( Mercier, 2001) sont : baisse de production voire agalactie, lait modifié, atrophie
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et fibrose du quartier. Selon (Buxadé, 1996 et Rodriguez, 1995) ils peuvent aussi
parfois étre accompagné de kérato-conjonctivite, d’arthrite ou pneumonie dans les

troupeaux.

1.3.3. D'autres germes :

Certains pathogenes rarement retrouvés chez les moutons dans le cas de
mammite ont été signalés par quelques auteurs a savoir : Klebsiella pneumoniae,
(Agraz, 1984) ; Brucella, Serratia macrescens, Salmonella sp (Nickerson, 2002) ;
Bacillus cereus, Clostridium perfringens (Radostits et al., 2002).
1.3.3.1. Les agents mycosiques :

Les mammites mycosiques sont dues principalement aux Candida albicans,
Aspergillus fumigatus, ou Cryptococcus spp (Bergonier et al., 2002). Elles sont a
I’origine de mammites cliniques subaigu€s s’aggravant suite a 1 utilisation
d’antibiotiques (injection septique), évoluant ensuite vers la chronicité. Ne pouvant
pas étre traitées par l'absence d’antifongique actif dans la mamelle sur le marché. La
source principale de contamination est 1’aliment et 1’eau (Elad et al., 1995 ;
Hintikka, 1995). La peau, les feces des animaux, le sol, le matériel de literie peuvent
constituer un risque de contamination (Loftsgard & Lindquist, 1960).
1.3.3.2. Virus

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

Maedi-visna (MV) est une maladie viral lente (longue période d'incubation) des
moutons définie par l'infiltration interstitielle chronique des cellules inflammatoires
mononucléaires dans plusieurs organes (Julio Benavides et al., 2013). Selon la
sévérité des lésions et les signes cliniques propres, quatre manifestations
pathologiques ont été distingué (Palsson, 1990). Parmi, la forme mammaire de
I’infection par les lentivirus des petits ruminants a été récemment mise en évidence
(Dawson, 1987 ; van der Molen & Houwers, 1987 ; Lerondelle, 1988 ; Narayan et

al., 1993). L’infection par le virus de Maedi-visna est caractérisée par I’importance de
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I’incidence économique puisque la production de colostrum (mammite interstitielle
aigué) est presque totalement supprimée ou que la production laitiere est partiellement
diminuée (mammite interstitielle chronique). Donc on en conclue une augmentation
de la mortalité d'agneau par famine (Pekelder et al., 1994).
I.4. Pathogénie

Le processus infectieux se déroule en trois temps :

de surface. Leur élimination par le flux de lait lors de la traite est ainsi limitée.

- 5 cpithéliales : on observe

des microvésicules et des ulceres diffus de 1’épithélium des canaux lactiferes.
|

affluent vers 1’épithélium puis vers la lumicre des acini et des canaux.

observables dans le lait (Paape et Capuco, 1997 ; Fetherson et al., 2001).

En fonction de I’efficacité de la réponse immunitaire, trois €volutions sont possibles :

’étend a 1’ensemble de la

glande ce qui aboutit a une mammite clinique.

développement apres diminution de I’inflammation ce qui conduit a des formes
subcliniques ou chroniques (Paape et Capuco, 1997 ; Fetherson et al., 2001).

I.5. Importance des mammites :

1.5.1. Aspect économique :

Selon (Ranucci , 1999) les mammites sont des pathologies qui provoguent une perte
économique importante sur les troupeaux laitiers ovins. Cela est due a la mortalité de
brebis et d'agneau, aux codts de traitement, a la production laitiére réduite, a la
réforme des animaux mammiteux, a la croissance réduite d'agneau, aux paiement de

lait sur la qualite cellulaire dans certains secteurs (Bergonier et al., 2003).
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1.5.1.1. Diminution de la production laitiére et de réforme :

(Timms, 2007) a signalé, dans ses travaux sur les mammites chez les brebis,
un taux de réduction de la production laitiere de 12% et une fréquence de 58% de
mamelle infectées. En outre, (Barillet, 1999) a ’'INRA, a considéré que la diminution
de production laitiere comme une cause primaire de réforme (environ de 13% de
brebis par an), et lors de mammite clinique la reforme été en moyenne de 7,2%, et
cela variait de 5,6% des brebis en premiére lactation a 8,8% en troisieme lactation.
Aussi, d’apres ( Radostits et al., 2002; Ebrahimi et al., 2007) les mammites sont
responsables d’une augmentation des taux de mortalité des brebis d’environ de 10% et
peuvent étre une des causes de diminution du gain de poids des agneaux, voire d’une
mortalité des agneaux avant le sevrage. (Moule ,1954) a rapporté un taux de mortalité
d'agneaux de 34.6% en Australie dont 23.6% d'agneaux morts chez des brebis

malades de mammites.

1.5.1.2. Codt de traitement :

Une augmentation du codt du traitement des brebis dans les conditions de
terrain en comparaison de la valeur de la réforme et du rétablissement qu’on peut en
attendre (Bergonier et al., 2005). La rechute de traitement lors de mal conduit ou

inadéquat.
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Chapitre Il : Les Entérobactéries

I1.1.Généralités sur les Entérobactéries

Les entérobactéries constituent un grand groupe de bactéries ayant un
forte similitude. La création de ce groupe a été proposée par Rahn en 1937 qu’il
dénomma Enterobacteriaceae. Si le nom de famille est toujours maintenu, en
revanche le classement des bactéries dans la famille a beaucoup évolué (Joly et
Reynaud, 2007). Actuellement, les entérobactéries sont classées sur la base du
séquencage des ARN 5S et 16S dans :
-Domaine : Eubacteria
-Phylum XII : Proteobacteria
-Classe : Cammaproteobacteria
-Ordre des Enterobacteriales

-Famille des Enterobacteriaceae (Meyer et al., 2004).

44 genres sont regroupés en cing tribus, d’apres leurs propriétés fermentatives:
Escherichiae, Klebsielleae, Proteae, Yersiniae et Erwiniae (Larpent, 2000). Les
genres les plus communément isolés en bactériologie clinique sont: Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Proteus, Providencia,
Salmonella, Serratia, Shigella et Yersinia (Morice, 2003).

Le nom « entérobactérie » fait référence a la localisation de cette famille de
microorganismes dans le tube digestif et principalement le colon de I’homme et des
animaux (Scheftel, 2008). La famille des entérobactéries se définit par un ensemble
de caracteres généraux communs. Ce sont des bacilles a Gram négatif, non sporulés,
le plus souvent mobiles grace a une ciliature péritriche mais immobiles dans le cas des
bactéries des genres Klebsiella, Shigella et Yersinia pestis. Elles fermentent le
D-glucose avec ou sans production de gaz et réduisent les nitrates en nitrites. Elles
n’ont pas d’oxydases et possédent une catalase (Joly et Reynaud, 2007). Elles sont
aerobies-anaérobies facultatives et elles cultivent sur les milieux ordinaires. La
température optimale de croissance est 37°C mais la culture est possible entre 20°C et
40°C. Leur temps de division varie de 20 a 40 minutes. Sur gélose, les colonies sont
lisses (Decoster, 2005).
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11.2. Habitat :

Les Enterobactéries sont des hotes du tube digestif de I’homme et de
nombreux animaux ou ils sont retrouvés soit a 1’état de pathogene, soit a 1’état de
commensaux. Mais cette localisation digestive n’est pas exclusive. On les retrouve
également dans I’environnement (sols, eau) ou ils participent a la dégradation des
matiéres organiques, a I’altération des plantes suite a des nécroses, a une

dégénérescence ou a un ramollissement. (Avril et al., 2001)

Il .3.Les caractéres bactériologiques :
11 .3.1.Les caractéres morphologiques :

Toutes les entérobactéries ont une morphologie habituellement typique, sous
forme de bacilles a gram négatif de 2 a 3u de long sur 0,6p de large généralement
polymorphes. Les espéces les plus nombreuses sont mobiles grace a une ciliature
péritriche, Les autres sont immobiles (Klebsiella, Shigella, Yersinia pestis). La
présence d’une capsule visible au microscope est habituelle chez Klebsiella. La
plupart des especes pathogenes chez chez ’homme possédent des pili (ou fimbriae)
qui constituent des facteurs d’adhésion (Bakhoum, 2004 ; Bossert et al.,
1986 ;Dram,2001 ; Le Minor et al .,1989 ; Ndoy, 2004)

I1 .3.2. Les caractéres culturaux :

Les entérobactéries aéro-anaérobies facultatives se développent facilement sur
milieux nutritifs simples. Sur milieux gélosés, les colonies d’entérobactéries sont
habituellement lisses, brillantes, de structure homogene (type « smooth » ou S). Cet
aspect peut évoluer aprés cultures successives vers des colonies a surface séche et
rugueuse (type « rough » ou R). Les colonies de bactéries capsulées telles que
Klebsiella sont mucoides, plus grandes que les colonies S, avec une tendance a la
confluence. (Bakhoum ,2004 ; Dram,2001 ; Ferron,1984 et Pilet et al .,1979).

11 .3.3. Les caractéres biochimiques :
Le diagnostic de genre et d’espece repose sur 1’étude des caractéres

biochimiques, aprés que le diagnostic de famille ait été établi avec certitude.
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I1.3.4.Production d’Hydrogéne sulfuré (SH2) :

La production de SH2 par les microorganismes est mise en évidence par
incorporation du fer ou de plomb dans le milieu destiné a cette étude. 1l se forme un
précipité noir de sulfure de fer ou de plomb. Ce souffre réduit va se combiner avec le

fer ferreux Fe2+ qui vient du sulfate de fer. (Le Minor et al., 1984)

1I .3.5.Recherche de ’uréase :

Les bactéries possédant une uréase active scinde ’urée en dioxyde de carbone
et en ammoniaque. Ceux-ci en se combinant donnent du carbonate d’ammonium. Le
carbonate d’ammonium formé alcalinise le milieu, ce qui ce traduit par le virage de
I’indicateur coloré de I’orange au rose framboise ou dans de rares cas au rouge

violacé. (Le Minor et al., 1984)

11.3.6.Production d’indole :

Certaines bactéries dégradent le tryptophane grace a une tryptophanase. Il se
forme de I’indole, de I’acide pyruvique et de I’ammoniac. L’indole est apolaire et
réagit fortement avec le paradiméthyl amino benzaldéhyde en milieu acide pour

donner un anneau rouge qui remonte en surface. (Le Minor et al., 1984)

11 .3.7.Recherche des décarboxylases :

Les decarboxylases (LDC, ODC, ADH) scindent les acides amineés, entrainant
la formation de I’amine correspondante et la libération de CO2. Il s’agit d’enzymes
induites dont la synthése est favorisée par un pH acide (pH optimum : 3,5 & 5,5) et des
conditions d’anaérobiose. Le milieu d’étude contient du glucose, un indicateur coloré
(le rouge phénol) et bien entendu un acide aminé. Chez les bactéries a métabolisme, la
fermentation du glucose entraine une baisse de pH suffisante pour favoriser la

synthése de 1’enzyme ; ’alcalinit¢ due a I’amine entraine ensuite le virage de
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I’indicateur au violet apres une courte phase de jaunissement. Si la bactérie étudiée ne
possede pas de décarboxylases, le milieu restera acide, donc jaune. (Le Minor et al.,
1984)

11.3.8.Recherche des désaminases oxydatives :

Les désaminases, enzymes induites, agissent sur les acides aminés en
entrainant la formation des acides cétoniques correspondants. Les acides cétoniques
formés ont la propriété de donner des complexes colorés avec les ions Fe3+, réaction
utilisée pour la lecture.

(Le Minor et al., 1984)

11 .3.9.Utilisation du Citrate de Simmons (CS) :

L’utilisation du citrate, comme seule source de carbone par les bactéries, se
traduit par une alcalinisation du milieu (virage au bleu). (Le Minor et al., 1984)

11.3.10.Utilisation du malonate :

Le malonate inhibe le cycle de Krebs (inhibition de la succinate
déshydrogénase). Seules les bactéries qui peuvent utiliser le cycle glyoxalique sont
capables de pousser sur un milieu au malonate. L’utilisation du malonate
s’accompagne d’une libération d’ions OH alcalinisan (Le Minor et al., 1984)
11.3.11.Action de la Phényl Alanine Désaminase (Ph-al-Da) :

La Ph-al-Da, enzyme induite, agit sur la phényl alanine en entrainant la
formation d’acide cétonique correspondant. L’acide cétonique formé a la propriété de
donner des complexes colorés avec les ions Fe3+ donnant une coloration bleue.

(Le Minor et al., 1984)
11.3.12.Milieu au Citrate de Christensen (CC) :

A la différence du Citrate de Simmons, ce milieu contient une faible quantité
de glucose, d’extrait de levure et une source d’azote organique. Dans ces conditions,
certaines bactéries citrate négatif sur milieu de Simmons sont capables d’utiliser le
citrate en milieu de Christensen. La formation d’ions hydroxyles alcalinise le milieu

(virage du jaune au rose). (Le Minor et al., 1984)
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11.3.13 .Recherche de I’acétoine ou Réaction de Voges-Proskauer (VP) :

On étudie la formation de I’acétyl méthyl carbinol (A.M.C. ou acétoine) soit a
partir de deux molécules d’acide pyruvique, soit a partir du glucose. En présence
d’une base forte, I’acétoine donne une coloration rouge en milieu trés oxygéné

(oxydation en diacétal). (Le Minor et al., 1984)

I1.3.14.Test a ’ONPG (Orthonitrophényl g-D-Galactopyranoside) :

Le terme ONPG hydrolase est plus a propos que celui de B-galactosidase dans
la mesure ou il précise que le substrat utilisé est ’ONPG et non le lactose. En effet, il
existe des germes qui reconnaissent I’ONPG du c6té du nitro2-phénol et non de celui
du B-galactoside. Ces germes ont donc une activité ONPG hydrolase tout en ne
fermentant pas les lactoses. Le test a ’ONPG est une technique basée sur I’action
directe de I’enzyme sur une molécule chromogéne pouvant étre 1’ortho-nitrophényl-p-
Dgalactopyranoside ou le 2-naphtol-B-D-galactopyranoside. Ceux-ci sont utilisés
comme substrats et libérent respectivement 1’orthonitrophénol (jaune) et le B-naphtol

(Le Minor et al., 1984)

11.4. Etude des principaux genres :
11.4.1.Escherichia coli :

Escherichia coli, isolée par Escherich en 1885, est 1’espéce type du genre
Escherichia qui appartient a la famille des Enterobacteriaceae. C’est un Bacille a
Gram négatif, assez grand (1-1.5 x 2-6 um), aéro-anaérobie facultatif, oxydase
négatif, nitrate positif et qui fermente le glucose (Farmer et al.,, 2007). Les
principaux caractéres distincts de E. coli vis a vis les autres entérobactéries sont : la
fermentation du lactose, la production d’une B-galactosidase, la production d’indole a
partir du tryptophane, 1’absence d’uréase et 1’absence d’utilisation du citrate
(Simmons) comme  source d’énergie et de carbone. Concernant I’habitat, on trouve

Escherichia coli en abondance dans la flore commensale, en particulier dans le
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tube digestif. Par ailleurs, elle est trés répondue dans I’environnement : eau,  sols, et
dans les aliments (Baraduc et al., 2000).

Parmi les infections bactériennes récurrentes a la fois en élevage et en santé
humaine, celles qui sont causées par Escherichia coli occupent une place particuliére
par leur diversité. E. coli est une espece bactérienne hétérogene d'une grande plasticité
génetique et de nombreuses souches sont potentiellement pathogenes. Plusieurs
pathovars d'E. coli sont ainsi caractérisés par la possession d'un ensemble de facteurs
de virulence et par une spécificité d'hdte. Ces souches pathogénes ont acquis un
arsenal de fonctions qui leur permettent de coloniser de nouvelles niches écologiques
en contournant les mécanismes de défense de I'h6te et en piratant les sighaux de
transduction des cellules eucaryotes. Les colibacilles pathogenes ont ainsi un impact
majeur en santé publique et en santé animale (diarrhées, infections urinaires, toxi-
infections alimentaires, infections respiratoires, septicémies, etc.).

En pathologie ovine les entités pathologiques suivantes sont a retenir : septicémies et
entérites — agneau baveur — syndrome "agneau mou" — mammites colibacillaires,

qualité du lait et coliformes. (Jean, 2004) .

I1.4.2.Klebsiella pneumoniae :

Klebsiella pneumoniae est une entérobactérie qui appartient au genre Klebsiella.
Il s’agit d’un bacille immobile, aéro-anaérobie, a Gram négatif, de 0.3 a 1.0um de
diamétre sur 0.6 a 6 um de longueur (Abbott, 2007), se présentant de maniere isolée,
ou groupés par deux ou en
courtes chaines. Ce sont des bactéries non sporulées, d’aspect muqueux des colonies,
ayant une oxydase négative, nitrate réductase positive, uréase positive, Réaction de
Voges-Proskauer positive (VP+) et qui fermente le glucose avec production de gaz
(Janda et Abbott, 2006). L’espece Klebsiella pneumoniae est subdivisée en 3 sous
especes : K. pneumoniae subsp. pneumoniae, K. pneumoniae subsp. ozaenae et K.
pneumoniae subsp. Rhinoscleromatis. C’est une espéce ubiquitaire, et fréquemment
isolée de I’environnement (eaux usées sol,....etc) et de flore commensale du tube

digestif et des voies respiratoires supérieures (Avril et al .,2000 ; Bagley et al.,1978).
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Klebsiella pneumoniae est un germe opportuniste, responsable d'infections diverses :
Infections suppuratives, urinaires, respiratoires, biliaires qui peuvent étre a 1I’origine de
bactériémie et surtout de septicémie de pronostic sévere, principalement chez les
malades immunodéprimés, cancéreux, brdlés, cirrhotiques, diabétiques, chez les
vieillards, nourrissons, nouveau-nés et prématurés (Sahly et al., 2004 ; Stone et al.,
2003). 1l est responsable de plus de 10% des infections nososcomiale (Chung et al.,
1992 ; Podschun et Ullmann, 1998).

11.4.3. Enterobacter cloacae :

Les Enterobacter cloacae sont des espéces du genre Enterobacter qui font partie
de la famille des Enterobacteriaceae. lls sont des bacilles a Gram négatif, anaérobies
facultatifs, mesurant 0,6 a 1 um de diamétre et 1,2 a 3 um de longueur; ils se
déplacent grace a un flagelle péritriche et sont dotés de pilus de classe 1 (Hart, 2006 ;
Paterson et al., 2005). Ils produisent un acide a partir de la fermentation du glucose,
donnent une réaction négative a I'épreuve au rouge de méthyle et une réaction positive
au test de VVoges-Proskauer; leur température optimale de croissance est de 30 °C.
Quatre-vingts pour cent des bacilles sont encapsulés (Hart, 2006).

Ces bactéries se rencontrent souvent dans le sol et dans I'eau; ils peuvent se loger
dans les intestins d’humains et d'animaux et peuvent aussi se trouver dans les eaux
usées. Concernant le pouvoir pathogéne, les E. cloacae sont des germes qui colonisent
souvent les patients hospitalisées et plus particulierement ceux traités par antibiotiques.
Ils ont été associés a des épidémies nosocomiales et sont considérés comme des
pathogenes opportunistes (Hart,2006 ; Pagotto et al., 2003). Ils peuvent causer de
nombreux types d'infections, y compris abces cérébraux, pneumonie, méningite,
septicémie et infection de plaies, infection des voies urinaires et des infections de la
cavité abdominale ou des intestins (Farmer et al., 2007). De plus, ils ont été observeés
dans des infections liées a des appareils intravasculaires et des infections au point de
chirurgie (surtout des infections postopératoires ou liées a des dispositifs comme des

prothéses biliaires).
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11.4.4. Citrobacter freundii :

Les Citrobacter freundii sont de bacilles ou de coccobacilles Gram négatif,
font partie de du genre Citrobacter, facultativement anaérobiques, de 0,3 a 1 um de
diamétre et de 0,6 a 6 um de long (Abbott, 2007), dont la mobilité est assurée par des
flagelles péritriches (Holmes et Aucken, 1998 ; Knirel et al., 2002). Ces bactéries
fermentent le mannitol et produisent du H2S gazeux; elles sont aussi capables
d’utiliser le citrate de sodium comme unique source de carbone (Chen et al., 2002 ;
Knirel et al., 2002).

Le réservoir de ces bactéries est I’intestin de 1”’humain et des animaux, sol, eau,
eaux useées et aliments (Doran, 1999).

Les Citrobacter freundii sont des agents pathogénes nosocomiaux opportunistes rares
(Ryan, 2004) , qui entrainent normalement des infections des voies urinaires, des
bactériémies, des sepsis abdominaux et des abces cérébraux ainsi que des pneumonies
et d’autres infectionscnéonatales (Pepperell et al., 2002), comme la méningite, le
sepsis néonatal, I’infection articulaire et la bactériémie (Doran, 1999). Les infections
du systeme nerveux central (SNC) sont plus courantes chez les nourrissons de moins
de 2 mois que chez les enfants plus agés et les adultes immunodéprimés; cependant,

certains cas rares ont été signalés (Holmes et Aucken, 1998 ; Ryan, 2004).




( )
Chapitre 111

I’ Antibiorésistance

- J




Etude bibliographique Chapitre 111

111.1.Définition des antibiotiques :

Un antibiotique est une substance antibactérienne naturelle ou synthétique d’origine
microbienne ou synthétisée chimiquement, capable d’inhibé spécifiquement la croissance
d’autres micro-organisme par un mécanisme particulier jouant sur les mécanismes vitaux du
germe (Gogny et al., 2001 ). Pour qu’il soit actif, un antibiotique doit pénétrer dans la
bactérie, sans étre détruit ni étre modifié, se fixer sur une cible et perturber la physiologie
bactérienne (Ogwara, 1981).

I11.2. Mode d’action des antibiotiques :

On considere les antibiotiques comme le groupe le plus important de médicaments pour la
médecine. A coté de leurs propriétés de lutter contre les infections humaines dues aux
bactéries pathogenes, ils sont également utilisés en médecine vétérinaire (Emmanuel, 2003).

Les antibiotiques agissent a un niveau précis dans les structures bactériennes et chaque
famille posséde son site d’action propre (figure 01).

e Action sur la paroi bactérienne : Bacitracine, Pénicilline, Céphalosporines agissent
sur les germes en croissance inhibent la derniere étape de la biosynthése du
peptidoglycane (muréine composant essentiel de la paroi bactérienne, qui confere a la
bactérie sa forme et sa rigidité, se qui lui permet de résisté a la forte pression
osmotique intra cytoplasmique) (Zeba, 2005) .Or, la pénicilline est un antibiotique
empéche la synthése de peptidoglycane ; par conséquent, la paroi cellulaire est
grandement affaiblie, et la cellule finit par se lyse. Puisque la pénicilline agisse
seulement sur les cellules en croissance active (Gerard.l et al., 2003).

e Action sur la structure de la membrane : en désorganisant sa structure et son
fonctionnement, ce qui produit des graves troubles d’échange électrolytique avec le
milieu extérieur (Flandrois et al., 1997).

e Action sur la synthese protéique : sur les ribosomes, ce qui entraine I’arrét de la
biosynthese des protéines ou la formation de protéine anormale. Les aminoglycosides
ou aminosides (Streptomycine, gentamycine, amykacine), empéchent la traduction de
I’ARNm en se fixant sur la petite sous-unité des ribosomes (Hermann, 2005). Les
phénicols (chloramphénicol, thiamphénicol) bloquent la formation de la liaison

peptidique sur la grosse sous-unité du ribosome bactérien.
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Les cyclines (tétracycline, doxycycline) bloquent 1’¢longation de la chaine peptidique en se
fixant sur la petite sous-unité (Flandrois et al., 1997).

Les macrolides et les kétolides (érythromycine, azithromycine) bloquent 1’élongation de la
chaine peptidique (Nilius et Ma, 2002).

La puromycine copie I’extrémité d’un ARNt, prend sa place dans le ribosome et bloque
I’¢longation de la chaine peptidique.

e Action sur la synthése de ’ADN : certaines familles d’antibiotiques empéchent la
réplication d’ADN en bloquant la progression de I’ADN polymérase. L’actinomycine
bloque la progression de I’ARN polymérase. Les sulfamides provoquent une
inhibition de la synthése des bases nucléiques et la cellule meurt par carence en bases
nucléiques (Flandrois et al., 1997), les quinolones et les fluoroquinolones inhibent
I’ADN gyrase (Chopra, 1998).

e Autre : en agissant entant qu’antimétabolites bactériens (c'est-a-dire au niveau des
étapes du meétabolisme intermédiaire des bactéries), par exemple ; agisse sur le

métabolisme de 1’acide folique (Gerard. et al., 2003)
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Figure N°01 : Cibles des principaux antibiotiques (Benlmouden et Hakkou, 2007).

a .Paroi bactérienne ; b. Espace périplasmique ; 1. p-lactamine (PLP) ; 2. Glycopeptides
(Dala); 3. Dihydroptéorate synthétase (sulfamides) ; 4. Fixation a la sous-unité 50 S du
ribosome (macrolides, synergistines, lincosamides, phénicolés) ; 5. Fixation a la sous-unité 30
S duribosome (aminosides, tétracyclines) ; 6. Acides nucléiques (quinolones, rifamycines,

nitroimidazolés) ; 7. Membranes cytoplasmiques (polymyxines).
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111.3.La résistance aux antibiotiques :

De nombreuses molécules des antibiotiques d’origine naturelle ou synthétique, ont été
découvertes de la fin des années 1940 jusqu’aux années 1970. Le succés fulgurant des
premiers traitements anti-infectieux a fait considérer un peu héativement le probléeme des
maladies infectieuses comme définitivement réglé. Mais, rapidement, 1’enthousiasme a
décliné avec 1’apparition des premiéres résistances des bactéries aux antibiotiques. Les
bactéries ont su s’adapter et résister plus ou moins vite a chaque nouvel antibiotique introduit
en thérapeutique (Ploy et al., 2005). Ces résistances peuvent avoir un spectre étroit, limité a
un ou quelques antibiotiques de structure voisine, mais on observe depuis plusieurs années
I’émergence de mécanismes de résistances croisées a des drogues de structures et de modes
d’actions différents (Walsh, 2000). Aujourd’hui, apparaissent de veéritables « monstres »
bactériens résistants a tous les antibiotiques potentiellement actifs (Ploy et al., 2000).

I11.3.1. L’origine génétique de la résistance et modalité de transfert génétique :

La résistance bactérienne a un antibiotique est d’origine génétique. Les génes de la
résistance se trouvent soit dans le chromosome (résistance chromosomique). Soit dans des
éléments mobiles, comme plasmides, élément transposables ou intégrons (résistance
extrachromosomique). La résistance peut étre soit naturelle, soit acquise (Mandell et al.,
2009).
111.3.1.1. Résistance naturelle :

La résistance naturelle ou intrinseéque est un caractére d’espece qui touche toutes les
cellules de toutes les souches alors que la résistance acquise est un caractere qui ne concerne
que quelques (ou parfois de nombreuses) souches d’une espece donnée.

La résistance naturelle est stable, transmise a la descendance mais pas ou peu transmissible
sur un mode horizontal. Inversement, la résistance acquise est moins stable, mais elle se
propage souvent de fagon importante dans le monde bactérien. La résistance naturelle a pour
support génétique le chromosome bactérien et elle permet de définir le spectre d’activité des
antibiotiques (Fauchere et Avril, 2002). Ses mécanismes biochimiques sont nombreux et
guelques uns d'entre eux sont cités ci-dessous.

Les bacilles a Gram négatif (et notamment les entérobactéries dont K.p et Pseudomonas
aeruginosa) sont naturellement résistants, le plus souvent a bas niveau, aux antibiotiques

hydrophobes et/ou de masse moléculaire élevée (pénicilline G, pénicilline M, macrolides,
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rifampicine, acide fusidique, novobiocine, vancomycine) puisque ces antibiotiques ne peuvent
traverser la membrane externe de la paroi. Klebsiella pneumoniae est naturellement résistante
a l'amoxicilline, ampicilline et a la ticarcilline, grace a une B-lactamase chromosomique
naturelle (Pina et al., 2000).

Les bactéries anaérobies sont naturellement résistantes aux aminosides car le passage des
aminosides a travers la membrane cytoplasmique nécessite un systeme de transport actif
absent chez les anaérobies. Pour les mémes raisons, les bactéries aéroanaérobies facultatives
sont moins sensibles aux aminosides lorsqu’elles sont placées dans un environnement pauvre
en oxygéne (Paul, S .2005).

Certaines espéces (Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp., Citrobacter
spp.,Morganella spp., Providencia spp., Pseudomonas aeruginosa, Bacteroides fragilis,
Bacillus cereus, Nocardia spp., ...) produisent naturellement des B-lactamases (Paul,S .2005).
111.3.1.2. Résistance acquise :

Elle existe grce a l'acquisition d'un ou de plusieurs mécanismes de résistance qui
déterminent un phénotype bien précis de résistance, différent du phénotype sauvage,
caractérisant les souches n'ayant pas acquis ce mécanisme. Elle ne concerne qu'une population
plus ou moins importante de souches d'une espece.

Dés le début de I’antibiothérapie la résistance acquise a été observée mais sa fréquence
était faible. Ultérieurement, la généralisation de ’utilisation des antibiotiques a conduit a une
sélection des souches résistantes et on constate, quotidiennement, que de trés nombreuses
souches ne se comportent pas a 1’égard des antibiotiques conformément a ce que les spectres
d’activité permettraient de le supposer. Ce phénomene a atteint une telle ampleur que la seule
identification bactérienne ne permet plus de prédire le comportement d’une souche isolée vis
a-vis des antibiotiques (Ros, 1999; Meyer et al., 2004).
111.3.1.2.1. Mutation chromosomique (évolution verticale) :

La mutation chromosomique spontanée constitue un mécanisme de resistance aux
antibiotiques chez environ 10 a 20% des bactéries. Elle produit environ une fois pour chaque
milliard de divisions cellulaires (Pallasch, 2003).
111.3.1.2.2. Acquisition de géne de résistance (évolution horizontal) :

La résistance bactérienne par acquisition d’information génétique exogene représente la

majorité des cas isolé en clinque s’observe aussi bien chez les bactéries Gram positif qu’a
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Gram négatif. L’acquisition de nouveau matériel génétique peut se faire soit par échange
direct de matériel chromosomique, soit par échange d’¢lément mobile. Dans ce dernier cas,
les génes de résistance se trouvent dans un fragment d’ADN bactérien situe a 1’extérieur et sur
certain éléments mobiles du chromosome, tels les transposons. Cette forme de résistance est
transférable d’une bactérie a I’autre et méme a des bactéries d’especes différentes. Le risque
d’une résistance a plusieurs antibiotiques augmente aussi avec le transfert d’un seul plasmide.
Par exemple, Enterococus faecalis peut transférer un plasmide responsable de résistance a
quatre ou cing antibiotiques différents.

Les genes ou les groupes de genes de résistance peuvent s’acquérir par transformation,
transduction ou conjugaison (Carattoli, 2001)

» La transformation

La transformation est un processus actif qui permet le transfert et 1’échange de géne, ce
phénomeéne naturel est controlé par des génes chromosomiques qui permettent 1’absorbation
de I’ADN exogéne libre par une cellule compétente (Bacon et al., 2003). C’est un mécanisme
d’échange de géne tres répandu, mais pas universel entre les souches bactériennes (Wolfgang
etal., 1999).

Beaucoup de bactéries transformables libérent leur ADN pendant la croissance. Ainsi, au
moins 50 bactéries différentes ont été démontrées comme étant compétentes pour acquérir des
genes libérés dans I’environnement par d’autre organisme, méme d’origine eucaryote (plante,
levures et animaux) (Havarstein et al., 1998). Les génes acquis aprés transformation doivent
étre intégré dans un plasmide ou un chromosome pour étre fonctionnel (Levy et al., 1998)
apres une recombinaison homologue entre les séquences exogene et endogene (Michael,
John .M .2007).

» Latransduction :

Dans le phénomene de la transduction, I’ADN est transféré d’une cellule a une autre par
un Dbactériophage. Ce mécanisme se produit généralement lorsqu’un virus porte
accidentellement de I’ADN d’une cellule bactérienne et I’injecte dans une autre
essentiellement & la méme espece (Davison et al., 1999). Le transfert de génes de 1’hdte par
les phages peut se faire de deux fagons. Dans le premier cas, appelé transduction généralisée,
et dans le deuxiéme cas transduction spécialisé (Michael , John .M .2007) .
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» Transduction généralisé :

Elle résulte d’une erreur rare lors de 1’assemblage d’un phage, lorsqu’un segment de
génome de I’hote est emporté avec I’ADN du phage. Cet ADN sera injecté a I’intérieur de la
bactérie réceptrice et pourra apporter des génes de résistances aux antibiotiques transmis
verticalement a la descendance. S’il n’est pas intégré au chromosome de la réceptrice il sera
perdu par dilution au cours des divisions bactériennes (Michael, John .M .2007).

» Transduction spécialisé :

C’est une caractéristique de certains phages lysogéne qui sont restés intégres dans le
chromosome de 1’héte un certain temps. A ’activation, 1’excision du génome viral emport des
genes adjacents de leur site d’intégration, I’infection d’une autre bactérie par ces virions
apportera a celle-ci des nouveaux géenes qui pourront étre des génes de résistances aux
antibiotiques (Michael et John. 2007).

» Laconjugaison :

La conjugaison est un processus au cours duquel I’ADN est transféré d’une bactérie
donatrice a une bactérie réceptrice. La conjugaison est un mécanisme qui implique un
plasmide, et Le plasmide conjugatif utilise ce mécanisme pour transférer une copie de lui-
méme a un nouvel héte. Donc, La conjugaison est un procédé de transfert génétique qui
nécessite un contact direct entre deux cellules (Michael et John .2007), et responsable en
grande partie de 1’émergence d’une résistance chez les bactéries pathogenes. En pareil cas, la
résistance se transmet aux bactéries filles. Les bactéries ayant recu cet élément mobile
peuvent se rétablir et redevenir sensibles aux antibiotiques si elles ne sont pas exposées a ces
derniers (Yamashita et al., 2000).

Les trois mécanismes de transfert génétique sont illustrés dans la figure N°02 .
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Figure N°02 : Les trois mécanismes de transfert génétique

111.3.1.3.Résistance croisée et Co-résistance :

La résistance croisée résulte d'un seul mécanisme biochimique et concerne des
antibiotiques appartenant a la méme famille .La Co-résistance est liée a plusieurs mécanismes
(plusieurs génes de résistance impliqués) et concerne des antibiotiques appartenant a
différentes familles.

111.4. Mécanismes biochimiques de la résistance aux antibiotiques :

Une souche bactérienne est dite résistante a un antibiotique quand elle est capable de se
développer en présence d’une concentration élevee de cet antibiotique (Lavigne, 2007). Alors
ces micro-organismes ont développé trois types de meécanismes de résistance (tableau N°01)

- Le premier est la production d’enzymes inactivatrices des antibiotiques (ex :

- lactamases).

- Le deuxiéme est la modification des cibles des antibiotiques empéchant ’action de ces
derniers, comme par exemple la résistance aux fluoroquinolones par modification des
topoisomérases de classe Il.

-Enfin, le troisieme mécanisme est la réduction des concentrations intracellulaires
d’antibiotique. Ce phénomene peut €tre di a un transport actif vers I’extérieur de la cellule via

des transporteurs membranaires appelés pompes d’efflux et/ou a une imperméabilité (Cattoir,
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2004) (ex. résistance a I’imipénéme causée par la surproduction de AmpC pouvant étre
associee a des pertes de porines de la membrane externe et/ou la surexpression des pompes a
efflux) (Paul, 2005).

Tableau N°01 : Les mécanismes de résistance bactérienne aux antibiotiques (Li et Nikaido,
2004).

Cible Mécanisme de résistance
Antibiotique bactérienne Inactivation | Modification | Impermeabilité | Efflux
enzymatique | de cible cellulaire actif

Inhibition de la synthese de la paroi (peptidoglycane)

B- lactamines PLP +++ ++ T "
Glycopeptides Précurseurs +++
D-Ala-D-Ala

Inhibition de la synthese protéique

Aminosides ARN ribosomal | +++ ++ + +
30s

MLS ARN ribosomal | + +++ ++
50s

Tétracyclines ARN ribosomal ++ T+
30s

Phénicolés ARN ribosomal | ++ —+
50s

Oxazolidinones | ARN ribosomal ++
50s

Inhibition de la synthése ou de fonctionnement de I’ADN

Fluroquinolones | Topoisomérases +++ ++

Rifamycines ARN +++ +
Polymérase

Sulfamides DHFS ++ +

Triméthoprimes | DHFR ++ +
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I11.5. La sensibilité aux antibiotiques :

Les entérobactéries sont naturellement résistantes aux pénicillines G et M, Macrolides,
lincosamides, synergistines et glycopeptides. Elles sont habituellement sensibles aux f-
Lactamines, Phénicoles, Tétracyclines, Sulfamides, Triméthoprime, Nitrofuranes,

Fosfomysine, Colistine et Aminoside (Kanamycine, Gentamicine, Tobramycine, Amikacineel
Nétilmicine) (Bonnet, 2006).
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11.1. Problématique et objectifs :

Les pathologies mammaires sont liées a une grande perte économique dans 1’élevage
ovin (Perte des quartiers chez les brebis ou/et mort de jeune et d’adulte). Parmi, lesquelles les
mammites cliniques et subcliniques. Cette constatation est bien observée sur le terrain malgré
I’absence des données algériennes enregistrées aupres des services concernés. Pour cela on a
entrepris cette étude sur les mammites des brebis dans cing(05)commune dans la wilaya de
MEDEA . Dans ce contexte, nous sommes fixés les objectifs suivants :

1. d’une enquéte. Cette dernicre a été réalisée a travers un questionnaire adressé pour
le vétérinaire et 1’¢leveur.

2. Isolement et identification des souches des Entérobactéries a partir des divers

prélévements de lait des mammites

3. Détermination de la sensibilité ou la résistance des souches aux antibiotiques vis-a-

vis de certaines familles d’antibiotique

IT .2.Cadre et période d’étude :

Ce travail rentre dans la préparation de mémoire de master spécialité biotechnologie et
microbiologie appliquée.

Nous avons focalisé notre travail sur 1’isolement, 1’identification et I’étude du profil de
I’antibio-résistance des souches des Entérobactéries isolé a partir des différente mammite
ovine.

Ce travail a été effectué a 1’unité de recherche et de biotechnologie microbienne du
laboratoire de bactériologie-virologie au niveau de faculté de SNV université de docteur yahia
faris (MEDEA).

Notre travail s’étale dans la période allant du Janvier 2018 au Mai 2018.
I1.3.Fiche d’enquéte:

La partie permettant 1’évaluation des mammites sur le terrain et de récolter toutes les
informations en relation avec le sujet a fait I’objet d’un questionnaire qui a été distribué
aupres des vétérinaires praticiens sur les sites choisis (Ain boucif ; Boughzoul ; Chahbounia ;
Kef lakhdar ;Elaouinet). Cette fiche d’enquéte a porté sur les principaux points suivants :

» Estimation de la frequence des mammites.
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» influence des différents paramétres (stabulation, état de propreté, nature du sol,

équipements et I’alimentation...)

» une connaissance les tests de diagnostic sur lesquels se base le vétérinaire sur le terrain

11.4. Matériel biologique :

11.4.1. Les animaux :

Notre travail a porté sur un effectif de 228 brebis des races suivant : Ouled Djelel ;Al-
hamra et d’autre races locale appartenant a des élevages ovins différents situés commune de
MEDEA( Ain boucif ;Boughzoul ;Chahbounia ;Kef lakhdar ;Elaouinet) Notre étude s’est
étalée sur une période allant de Janvier 2018 a mai 2018.

Les animaux qui ont été concernés par ce travail sont en stabulation libre dans la plus
part des ¢élevages ou les conditions d’hygiene d’une maniere générale sont mauvaises. Aussi,

tous les aspects de bien-étre des animaux ne sont pas respectés.

Dans ces exploitations, les principales mesures de contréle des infections mammaires
ne sont pas gérées par I’intervention du vétérinaire. Par contre, I’éleveur applique de fagon

anarchique ’utilisation des antibiotiques intra-mammaires sans aucune mesure d’hygiéne.

11 .4.2.Matériels de prélevements de lait :
Le matériel nécessaire pour le prélevement :

+ Glaciere isotherme avec pain de glace.
¢ Pots de préléevement stériles de 60ml.

++ Gants d'examen.

¢ Coton hydrophile, compresse stérile et I’ Alcool & 70 ° pour désinfecter les trayons.
¢ Papier absorbant.
% Feutre indélebile.

11.4.3. Milieux de culture et produits :

1. 4.4.Milieux de culture :
- Gélose nutritive (IPA, Algerie) ;
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- Gélose Hékteone
- Mueller Hinton (dimed, Algerie).
- Bouillon TSB (Dimed, Algérie, 2016).
- Gélose Chapman (Oxoid, Uk ; 2016) ;
- Gélose Columbia base (Oxoid, UK,2016) ;
La composition et le mode de préparation des milieux qui ont servi a notre étude sont

rapportés en détail dans I’annexe 01.
11.4.6. Réactifs des tests biochimiques :
- Eau oxygeénée a 10,20 volumes ;
-VP1let VP 2.

-TDA.

-James.

¢+ Tests biochimiques:

Galerie API 20 E (Bio Mérieux)
¢+ Solutions et Tampons:

L’eau physiologique

L’eau distillée

Cristal violet

Lugol

Fuchine

Alcool

I1. 4.7.Antibiotiques en disques :

Les antibiotiques utilisés sont les suivant :

Amoxiciline Clavulanique Acid AMC 30 npg; Ampicilin AMP 10 pg ;Cephalothin CEF
30pug ;Chloramphénicol CHL 30 pg;Colistin COL 10 pg;Ofloxin OFX 5 pg;
Triméthoprime+  Sulfaméthoxazole SXT 25 png; Kanamycin KMN 30 pg ;Gentamicine
GMN 10 pg; Céfotaxim CTX 30 png.
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I1.5.Matériels non biologique :

- Bec bunsen. - Etiquettes.

- Autoclave. -Micropipette

- Anse de platine. - Glycérol anhydre, (ref Merck: 12011)
- Boites de pétri.

- Etuve.

- Autoclave.

- Balance de précision.
- Bain marie.

- Eprouvettes.

- Erlenmeyer.

- Flacon en verre avec bouchon rode.
- Tubes a essai stériles.
- Bec bunsen.

- Etuve.

- Agitateur magnétique.
- -Microscope optique.
- Micropipettes.

- Embouts stériles.

- Anse de platine.

- Becher.

- Emballage en plastique.
- Lames porte-objet.

- Lamelles.

- Papier buvard.

-Les gantes.

- Tubes stériles

- Portoirs.

-Pipette pasteur.
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Les échantillons de lait

I

1ml de lait

1L

5ml de TSB

Incubation : 37°C/24h

N S - =

Gélose nutritif Héktoen Gélose au sang

i

Incubation : 37°C/24h

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

Recherche macroscopique et microscopique

]

Coloration de Gram

~—

Gram- Gram-+

[ \
Oxydase+ Oxydase-

AN

API20 E j
\ \
\/

Antibiogramme

Figure N°03 : Représentation schématique de la méthode d’isolement et d’identification
bactérienne.
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I1.6.Méthodes d’analyse de lait :

11.6.1.

Technique de prélevement du lait :

Les prélévements de lait ont été réaliseés au niveau de cabinet vétérinaire ou dans les

¢levages avant I’instauration de tout traitement selon les étapes suivantes :

X/
L X4

X/
L X4

désinfecté les mains de I’opérateur et Porter des gants a usage unique.
Lavage avec I’eau.

Lavage et séchage soigneusement des trayons et la partie basse de la mamelle avec
1’ Alcool.

Désinfection de l'extrémité du trayon (I’orifice du canal) avec coton hydrophile imbibé

dans l'alcool a 70% puis essuyage avec compresse stérile.

Apres avoir éliminé les premiers jets de lait, ouvrir le pot stérile d’une main en gardant
le capuchon disponible entre le pouce et ’index, et maintenu le tube incliné a 45° de
facon éviter la pénétration des poussiéres, des poils de la mamelle puis en prélever
environ 10ml de lait. Ce pot était immédiatement refermé pour éviter la

contamination.

Marquage et identification de chaque pot avec des étiquettes portant les abréviations
de I’age, la date du prélévement, la race, du nom du site ou a été fait le préléevement, et

du quartier mammaire atteint gauche ou/et droit (G ou D).

Les pots sont ensuite placés dans la glaciére et analysés au bout de 48 heures ont été
conservés a +4°C selon la norme 1SO 17604, 2003. Concernant les échantillons traités
au-dela ce délai ont fait ’objet d’une congélation -18°C.

Celle-ci permet de garder les prélevements sur une longue durée avant de les analysés.
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Figure N°04 : Des prélevements au lait prés a enrichis
11.6.2.Enrichissement :

Cette étape consiste a remplir 1ml de lait a I’aide d’une seringue dans un tube de 5ml
de TSB tout a fait dans les conditions stérile devant le bec bunsen, et incuber a 37°C pendant

24 heures.

Figure N° 05 : Enrichissement du prélevement au lait

11.6.3.1solement et purification:
L’isolement a été réalisé par ensemencement de la culture d’enrichissement dans trois

milieux sélectifs qui ont été choisis. Par la suite on incube pendant 24 & 48 heures a 37°C.

herche des entérobactéries.
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11.6.4.1dentification:

L’identification est 1’étape qui précéde toujours I’antibiogramme et elle est prise a
partir des cultures pures représentées par des colonies typiques que 1’on peut différencier par
leur aspect, forme, taille, bord, surface et chromogeéneése.
11.6.4.1.1dentification morphologique
11.6.4.1.1.Etude macroscopique : la forme et la couleur des colonies sont décrites dans les
annexes
11.6.4.1.2.Etude microscopique : L’identification est basée sur 1’observation microscopique
de bacilles Gram- aprés coloration différentielle de Gram pour la confermation
. Ces entérobactéries se présentent sous ’aspect de petits batonnets (2 a 3 um par 0,6 a 0,8
um) présentant une ciliature péritriche
11.6.4.2.1dentification biochimique
On utilise la galerie API 20E

Des systemes APl 20E ont eté utilises afin de déterminer les caractéristiques
biochimiques de 1’espéce bactérienne isolée. Le systeme API 20E se présente sous la forme
d’une bande de plastique (figures 21let 22) avec 20 microcupules contenant des substrats
déshydratés pouvant permettre la détection de certains caracteres biochimiques qui sont :

- Fermentation des carbohydrates : glucose, mannitol, inositol, sorbitol, rhamnose, saccharose,
mélibiose, amylase et arabinose ;
- Décarboxylation des acides aminés : lysine, ornithine et arginine.
- Hydrolyse de 'urée.
- Formation d’indole, la production d’acétione.
- Hydrolyse de la gélatine.
- Hydrolyse de ’ONPG.
I1.6.5. Ensemencement d’une galerie API 20 E
» Préparation de I’inoculum :
A partir d’une culture pure de 18 a 24 h (culture jeune) sur milieu d’isolement approprie,
un raclage a 1’aide d’une pipette pasteur de quelques colonies bien isolées et parfaitement
identiques a été effectué. . Dans le cas de Streptococcus spp, on a Utilisé un écouvillon pour

prélever plus facilement les colonies bactériennes.
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Bien déecharger la pipette ou 1’écouvillon dans 5 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%Na.
homogénéiser la suspension bactérienne par I’agitateur magnétique, son opacité doit étre
équivalente a 0,5Mac Farland (MF) ou & une densité optique (D.O). De 0,08 a 0,10 lue & 625
nm. L’utilisation d’un densitometre est fortement souhaitable.

La suspension bactérienne doit étre utilisée dans les 15 minutes suivant sa préparation.
» Préparation de la galerie :

-Mettre quelque goute de I’eau distillée sur le fond de la boite (partie alvéolée) pour former

une chambre humide. Toutes les alvéoles doivent étre remplies.
-Puis placer la galerie sur le fond de la boite elle doit étre manipulée avec la pince.
-Recouvrir la boite avec son couvercle.

-Inscrire nom, référence souche, date et température d’incubation sur la languette latérale de

la boite.
L'ensemble est incubé a une température adaptée pendant 24h a 37°C.

» Inoculation et lecture de la galerie :

Ensemencer la galerie avec une pipette Pasteur stérile ouverte chargée en suspension,
pointe posée sur un coté de la cupule, en laissant couler doucement la suspension dans la
cupule. Tenir la boite Iégérement inclinée pour éviter la formation de bulles.

e Pour les caractéres encadrés (CIT, VP, GEL) : remplir entierement la cupule (tube et

orifice) . mise en aérobiose

e Pour les autres caractéres, ne remplir que le tube.

e Pour les caracteres soulignés (ADH, LDC, ODC, H2S, URE) : remplir I’orifice de la

cupule avec de I’huile de paraffine stérile— mise en anaérobiose
Identifié et fermer la boite et mettre a 1I’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures.
11.6.6.Calculer le profil numérique.

Sur la fiche de résultats, les tests sont séparés par groupe de trois (chaque groupe de
trois tests est separé du groupe voisin par un trait vertical).
Chaque test donnant une réaction négative prend la valeur 0. Lorsqu’un test est positif, il
prend la valeurl, 2 ou 4 selon sa position au sein d'un groupe de trois : si le premier test d'un

groupe de trois est positif il est noté 1, si le deuxiéme test est positif il est noté 2 et si le
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dernier test d'un groupe de trois est positif il est noté 4. Le 21eme test mentionné sur la fiche
de résultat (OX), correspond a l'oxydase (test réalisé avant I'ensemencement de la galerie pour
les entérobacteéries).

Pour chaque groupe de trois, additionner les chiffres correspondants. On obtient un nombre a

sept chiffres qui constitue le profil numérique de la souche étudiée.

La recherche du profil numérique dans le "Catalogue analytique™ commercialisé par le
fabriquant permet d'identifier la bactérie. Site API web.

11.6.7. Conservation des souches bactériennes :

1. Mettre 850 pl de la culture bactérienne dans un microtube.

2. Ajouter 150 pl de glycérol. Agiter le microtube, centrifuger brievement.
3. Sur une étiquette, noter la date et le contenu.

4. Coller cette étiquette et mettre le microtube a -20°C

~ 'y

- = | f"’f,"

-

.;_-’ |

] =
Figure N° 6 : Les étapes de conservation d’une souche bactérienne

11.6.8.Etude de ’antibiorésistance des souches isolées

L’¢étude des profils de la sensibilité aux antibiotiques des souches isolées a été réalisée
par la technique de 1’antibiogramme selon la méthode recommandée par I’OMS et répondant
aux criteres définis par le CLSI et standardisées depuis 1999 en médecine vétérinaire en
Algérie (OMS, 2011).

11.6.8.1.Principe
Il consiste a estimer, in vitro, I’activité¢ d’une dix(10) d’antibiotiques qui sont les plus

en vue dans le traitement des mammites ovines sur le terrain.
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11.6.8.2.Préparation de I’inoculum pour réalisé ’antibiogramme :

e A partir d’'une culture pure de 18 a 24 h sur milieu d’isolement approprie, racler a
I’aide d’une pipette pasteur quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.
Bien décharger la pipette ou I’écouvillon dans 5 ml d’eau physiologique stérile a
0,9%.

e Bien homogénéiser la suspension bactérienne, et ajustée jusqu’a atteindre une opacité
équivalente a 0,5 McF. L’ajustement s’opére en ajoutant, soit de la culture a la

suspension bactérienne, soit de 1’eau physiologique stérile a 0,9%.

e [ ’utilisation d’un densitomeétre est fortement souhaitable.

Figure N°07 : Préparation de I’inoculum bactérienne utilisé dans I’antibiogramme

11.6.8.3.Ensemencement :

- Plonger un écouvillon en coton stérile dans 1’inoculum, étaler ce dernier sur la totalité

de la surface gélosée du milieu Mueller Hinton.

- Répéter I’opération 2 fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de
faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir ’ensemencement en passant 1’écouvillon

sur la périphérie de la gélose.

- Fermer les boites et laisser sécher 5 minutes sur la paillasse.
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Figure N°08 : Ensemencement de 1’inoculum bactérienne sur gélose MH

11.6.8.4.Application des disques d’antibiotiques et incubation :
- Chaque disque d’antibiotique est appliqué a 1’aide de pince stérile.
- Disposer les disques de facon réguliére.
- Laliste des antibiotiques utilisée selon le groupe bactérien (tableau N°02).

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

Figure N° 09 : Application des disques d’antibiotiques
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Tableau 02 : Antibiotiques utilisés dans I’antibiogramme.

Famille Antibiotique Sigle Charge du
disque (pg)
B lactamines Amoxiciline AMC 30
+Ac.clavulanique
Apmiciline AMP 10
Céfotaxime CTX 30
Aminosides Kanamycine KMN 30
Gentamycine GMN 10
Phenicoles Chloramphénicole CHL 30
Quinolones Ofloxine OFX 05
Polypeptides Colistine COL 10
Céphalosporines Céphalothine CEF 30
Sulfamides et associes | Triméthoprime+ SXT 25
sulfaméthoxazole

11.6.8.5.La lecture :

- Mesurer avec précision les diametres des zones d’inhibition a 1’aide d’une regle.

Comparer les résultats obtenus, aux valeurs critiques figurant dans les tables de lecture dans
le guide de standardisation d’antibiogramme a 1’échelle nationale pour la médecine
vétérinaire, ensuite la bactérie est classée dans I’une des catégories : sensible, intermédiaire ou

résistante.

- Les résultats ont été interprétes selon les critéres du comité de I'antibiogramme de la
société francaise de microbiologie (CA-SFM, 2010).
» Analyse statistique
Le traitement des données et les représentations graphiques ont été réalisés a ’aide du
logiciel Microsoft office Word 2007. L’analyse statistique a été réalisée a partir des valeurs
obtenues par 1’application des tests (chi2, intervalle de confiance) pour la comparaison entre

les différents paramétres étudiés.
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I11.1.Résultats de I'enquéte épidémio-clinique:

Durant la période d’étude s’étalant du 21 janvier au 16 mai 2018, huit (08) souches des
entérobactéries ont été isolees avec treize (13) souches de référence qui a eté déja preparé par
notre co-promoteur Mr.AZZ1 durant une période d’étude de 12 mois 2017 donc 21 souches
isolées a partir de 228 prélevements du lait de brebis ont été récollettes a partir du cing(05)
communes de MEDEA.

Les principaux facteurs qui peuvent influencer sur I’apparition des mammites a
entérobactérie chez la brebis sont représentés dans cette partie, les tableaux lésionnels et les
différents procédés de traitement appliqué et leurs efficacités. Parmi les facteurs influencant
I’apparition de cette pathologie, nous citons ceux qui sont liés a I’animal et ceux qui sont en

relation aux conditions d’élevage.

I11.1.1.La brebis:

Choix des brebis : L’espéce ovine a ¢té choisie comme modele pour étudier les
mammites des ruminants pour différentes raisons. D’abord, il existe de fortes ressemblances
entre la physiologie (mérocrine) et la physiopathologie de la mamelle et des mammites entre
les ovins et les bovins. C'est beaucoup moins vrai pour les caprins, qui ont un mode de
sécrétion apocrine du lait et une cellularité différente tant au plan quantitatif que qualitatif
(Bergonier et al., 2003). De plus, on dispose d’enregistrements CCS et d’une évaluation
génétique sur une large population de brebis (Rupp et al., 2003). Enfin, on a dans cette
espéce une plus grande facilité pour élever, produire, et faire le suivi d’un nombre significatif

d’animaux.

Les brebis ne sont pas seulement modele dans 1’étude, mais également cibles : cette

sélection est aussi utilisée en élevage laitier ovin depuis 2002 (Rupp et al., 2003).

IT1.1.1.1.L’age :
Les résultats relatifs a la prévalence des mammites ovines a entérobactérie en fonction de

1’age sont rapportés dans le tableau 03et illustrés par la figure 10.
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Tableau 03: Proportion des mammites des ovins a entérobactérie en fonction de 1’age des

brebis.

L’age des | Nombre | Fréguence Intervalle de | P
brebis des cas confiance

2 ans 05 23 ,81% [05,36% ; 42,60%] | 0,003
3ans 07 33,33% [12,48% ; 53,10%)]

4 ans 05 23,81% [05,36% ; 42,60%)]

5 ans 02 9,52% [03,09% ; 23,20%)]

6 ans 01 4,76% [04,51% ; 10,10%)]

7 ans 01 4,76% [04,51% ; 10,10%)]
Nombre 21 100%

total

L’analyse statistique (test du khi-deux) montre que la différence des prévalences des
mammites ovine a entérobactérie en fonction de 1’dge est significative (p <0,05) donc les
animaux présentent une différente sensibilité a 1’affection en fonction de 1’age et les brebis

agée de 3 ans apparaissent plus sensibles (33,33%).

H2ans
H3ans

4 ans
B5ans
H6ans

7 ans

Figure N°10: répartition des mammites ovines a entérobactérie en fonction de I'age.
Au cours de la présente étude, on a trouvé que 1’age de I’animal joue un rdéle important
sur I’augmentation de la prévalence de la maladie, comme celle décrite par Al-Majali et al
(2003) et Beheshti et al (2010), ou ils ont signalés que les brebis agées sont a risque a la

mammite clinique que les brebis jeunes contrairement au notre résultats, cela peut étre
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expliquer par I'dage moyenne du cheptel ovin étudié ou nous avons remarqué la fréquence
élevé des élevages des jeunes animaux.

111.1.1.2. Numéro de lactation:

Le tableau 04 et la figure 11 indiquent la prévalence des mammites a entérobactérie

constatée en fonction de numéro de lactation des brebis.

Tableau 04 : Reépartition des mammites clinique a entérobactérie des brebis en fonction de

numéro de lactation.

Numéro de | Nombre de cas | Fréquence Intervalle de | Proportion
lactation confiance

01 02 09,52% [03,09% ; 23,20%)] P=0,08

02 02 09,52% [03,09% ; 23,20%)]

03 04 19,05% [01,98% ; 36,10%)]

04 06 28,57% [09,19 %); 48,80%)]

05 02 09,52% [03,09% ; 23,20%)]

06 04 19,05% [01,98% ; 36,10%)]

08 01 04,76% [04,51% ; 10,10%)]

Nombre total 21 100%

L’analyse statistique (test du khi-deux) montre que la différence des prévalences des
mammites ovine a entérobactérie en fonction de numéro de lactation est non significative
(p>0,05) donc les animaux présentent la méme sensibilit¢ a I’affection quelque soit le
numéro de lactation malgré que les brebis a numéro de lactation 04 apparaissent plus
sensibles (28,57%).
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M 1 Lactation
M 2 Lactation
3 Lactation
W 4 Lactation
m 5 Lactation
6 Lactation

8 Lactation

Figure N°11: répartition des mammites ovines a entérobactérie en fonction de numéro de
lactation.
111.1.1.3. Stade de lactation:

La répartition de la population est hétérogene par rapport au stade de lactation, une
fréquence tres élevée de 71,43% En début de lactation. Les résultats sont rapportés dans le
tableau 05 et le figure 12.

Tableau 05 : répartition des cas de mammites clinique a entérobactérie en fonction de stade

de lactation.

Stade de lactation Nombre  des | Fréguence Intervalle de | Proportion
cas confiance

En début de lactation | 15 71,43% [51,19% ; 90,80 %] P=0,002

En pic de lactation 04 19,05% [01,98% ; 36,10%]

En fin de lactation 01 4,76% [04,51% ; 10,10%]

Apres tarissement 01 4,76% [04,51% ; 10,10%]

La totalité 21 100%

L’analyse statistique (test du khi-deux) montre que la différence des prévalences des
mammites ovine a entérobactérie en fonction de stade de lactation est significative (p <0,05)
donc les animaux présentent une différente sensibilité a ’affection en fonction de stade de
lactation et on remarque que les brebis en début de lactation apparaissent plus sensibles
(71,43%).
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M En début de lactation
B En pic de lactation
En fin de lactation

B Apres tarissement

Figure N°12: répartition des mammites ovines a entérobactérie en fonction de stade de
lactation

D’autre part, on a observé une tendance a 1’augmentation du taux de I’incidence avec
le stade de lactation, surtout en début de lactation, ou elle donne une fréquence 71,43 %. Ces
résultats sont en concordance avec les résultats rapportés par Mork et al 2007, Vatn 2005,
Arsenault 2008 ou la mammite s’est produite pendant les trois premiéres semaines apres
I'agnelage. Selon Onnasch et al (2002) la mammite produite pendant la premiére semaine de
lactation et entre la troisieme et quatrieme semaine, alors que Jones en 1991 décrit une
mammite produite a la premiéere semaine de lactation et entre la quatrieme et septieme

semaine apres l'agnelage.

Le stade de lactation de I’animal a été toujours un facteur important qui régit la
prévalence de la mammite clinique des brebis (Kirk et al, 1996 ; Leitner et al, 2001 ;
Menzies, 2007). Globalement, dans nos résultats la différence entre la prévalence de
mammites clinique enregistrés, pendant les différentes stades de lactation est statistiguement
significative (p<0,05), ce qui suggéré que le stade de lactation constitue un facteur de risque
trés important dans I’épidémiologie de la mammite clinique. En plus, en raison de la détection
et de I'élimination pauvre de telles infections pendant la lactation, avec une persistance trés

longue de la maladie selon 1’agent étiologique. (Bergonier et al, 1996).

Selon Vandiest en 2012 Le risque de mammite est présent durant toute la période de
la citation, mais surtout durant les deux premiers mois lorsque la production de lait est

importante.
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111.1.1.4. Les conditions d’élevage:

Tableau 06 : Les conditions d’élevages :

Les informations Le nombre | Le
pourcentage%
Les Stabulation Libre 19 90,48
conditions Entravée 02 9,52
d’¢élevage Etat de Bon 06 28,57
propreté Moyen 10 47,62
Mauvais 05 23,81
Nature du sol | Sec 11 52,38
Humide 07 33,33
Boueux 03 14,29

Les résultats de notre enquéte montre que 90, 48% des élevages ont été des stabulations libre
et 9,52% sont des stabulations entraver. L’état de propreté des ¢élevages dans 45,62% des cas
était moyen, 28,57% bon et le reste 23,81% mauvais. La nature de sol dans la majorité des cas

était sec 52,38%, 33,33 humide et dans 14,29% des élevages étaient boueux.

Le pourcentage élevé de la mammite clinique pourrait étre due aux mauvaises
conditions d’élevage (stabulation est majoritairement libre) avec un manque d'hygiéne, ce qui

favorise la mammite. Ce constat a été rapporté par Shekimweri en 1992,

Alors que dans notre cette étude :les brebis a 1’état de propreté moyen et stabulation

libre sont les plus touché par les entérobactéries

Selon de Bulletin trimestriel (2012) ; 1’élevage ovin en Algérie conduit d’une
maniere traditionnel caractérisé par un systeme extensive .Toutefois ; le systeme de gestion
des exploitations et considéré comme 1’un des facteur influengant la qualité physicochimique

et hygiénique du lait ovin (Yabrir et al ., 2003)
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111.1.2.Aspect clinique des cas de mammites ovines a entérobacteérie:

Les données relatives aux renseignements sur la mammite, état de la mamelle et
I’aspect du lait ont été recucillies lors de nos visites et résumé dans le tableau 07 et les figure
13, 14 et 15.

Tableau 07 : Informations cliniques sur les cas des mammites ovines a entérobactérie:

Informations Cas positive Cas négative
Mammites Les signes | Fievre 16 05
cliniques Dégradation de | 11 10
I’état général
Baisse de | 15 06
I’appétit ou
anorexie
Déshydratation | 00 21
de I’animal
Signe de | 00 21
toxémie
Etat de la | Gonflée 18 03
mamelle Douloureuse 15 06
Rougeatre 12 09
Dure 17 04
Chaude 14 07
Nécrosée 00 21
Aspect du lait Aspect normal 05 16
Présence des | 14 07
grumeaux
purulent 09 12
Aqueux 13 08
Sang 14 07

50

——
| —




Etude Expérimentale Résultats et discussion

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% - B positive
O% ! 1 1 1 1 1

M négative

Figure N°13: La fréquence des différents signes cliniques lors des mammites a

entérobactéries.

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -
0% I I I I I I

Négative

M Positive

Figure N°14 : Prévalence selon état de mamelle lors des mammites a entérobactéries.
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Nous avons enregistré pour la plupart des mammites a entérobactéries un état de la
mamelle gonflée, douloureuse, dure et chaude .la méme chose était décrit par Vandiest
(2012) que les mammites aigués (ou cliniques) qui s’expriment par des symptomes
observables visuellement et qui sont douloureux pour la brebis, signes cliniques lui sont
révélés :

- Gonflement de la mamelle et modification de 1’aspect du lait (lait aqueux contenant des
grumeaux),

- Pis chaud, rouge et douloureux (déplacement accompagné de boiterie),

- Brebis affaiblie (hyperthermie, prostration, isolement).

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% - négattive
40% - M Posittive
30% -
20% -
10% -
O% l 1 1 1 1 1
Aspect Présence purulent agueux sang
normal des
grumeaux

Figure N°15: Prévalence selon I’aspect du lait lors des mammites a entérobactéries.
111.1.2.1.La zone du prélévement :

Le tableau 08 présente la Prévalence des mammites chez les brebis dans la région de

MEDEA plus précisément a Ain boucif ;Boughzoul ;Chahbounia ;Kef lakhdar et Elaouinet
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Tableau 08 : Répartition de cas de mammites a entérobactéries en fonction de la zone du

prélevement.

Zone du prélevement | Nombre des | Pourcentage %
(commune) prélévements
Ain boucif 13 61,90
Boughzoul 03 14,29
Kef lakhdar 02 9,52
Elaouinet 01 4,76
Chahbounia 02 9,52
Nombre total 21 100
® Ain boucif
B Boughzoul
Kef lakhdar
H Elaouinet
Chahbounia

Figure N°16 : Prévalence des mammites clinique chez les brebis dans les zones du

prélevement
111.1.2.2. la fréquence saisonniéere des mammites a entérobactéries chez la brebis

Les résultats relatifs a la prévalence des mammites ovines a entérobactérie en fonction

des saisons sont rapportés dans le tableau 09 et illustrés en fonction des mois par la figure 17.
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Tableau 09 : Répartition des entérobactéries dans le lait des brebis en fonction des saisons

Les saisons L’effectif La fréquence | Intervalle de | Proportion
confiance

Hiver 10 47,62 % [26,20% ; 69,80%] | P=0,002

Printemps 04 19,05% [01,98% ; 36,10%]

Eté 01 4,76% [09,19 %; 48,80%]

Automne 06 28,57% [09,19 %; 48,80%]

Totale 21 100%

L’analyse statistique (test du Khi -deux) montre que la différence des prévalences des

mammites a entérobactéries des ovins entre les quatre saisons est hautement significative

(p<<0,05) et que I’intensité d’apparition de ce type des mammites est plus importante en

hiver, moindre en automne et au printemps et devenir plus faible en été.

3
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Figure N°17: Fréquence saisonniére des cas de mammites a entérobactéries.
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On se trouve que la répartition des mammites a entérobactéries au I’hiver et ’automne
plus élevé donc nos résultats se concordent avec ceux rapportés dans une étude de Rozette en
2008 que Les conditions climatiques telles que le froid et I’humidité prédisposent aux
mammites. 1l est probable que le froid réduise la circulation sanguine vers la mamelle
provoquant une baisse de I’immunité.
111.2.Analyse microbiologique :

e Isolement et identification :

Parmi les 228 prélevements du lait des mammites ovines ; 21 especes appartiennes a la
famille de entérobactériaceae ont été isolée a partir des quelque communes de MEDEA qui
sont : Ain boucif ; Boughzoul ;Chahbounia; Kef lakhdar et Elaouinet. La répartition des

entérobactéries et présenté dans le tableau 10.

Figure N°18 : isolement des entérobactéries sur milieu Héktoen

Tableau 10 : Les résultats des prélevements :

Statistique Les nombres Les pourcentages
%
Les résultats
résultats total des prélévements 228 100
résultats des prélevements avec | 21 9,21

des souches appartiennent aux

entérobactéries

Résultats des prélévements qui | 207 90,79
présents des souches différents

aux entérobactéries
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D’apres les résultats obtenus, nous avons constaté que les entérobactéries sont
décillées dans 09,21% des échantillons total de lait de brebis examiné.des valeur superieure
sont rapporté par certain auteur Muehlherr et al.(2003) en suisse 71,4% et smaali .2014 a

I’est algériens 19%.

Cependant la famille des entérobactéries renferme des micro-organismes les plus
pathogénes, il sont souvent rencontrées dans les aliments (Chaves-Lopez et al 2006 ;Fulya
2011).

Les entérobactéries peuvent étre a I’origine des IMI(infection intra-mammaires)mais
avec des taux faibles (Bergonier et al ., 2003) .Ces résultats peuvent étre reliés a une série de

facteurs , y compris le manque d’hygiéne dans les fermes( Muehlherr et al.2003)

M Les entérobactéries

M les autres bactéries

Figure N°19 : Frequence des entérobactéries isolée au lait des mammites clinique.

e Observation microscopique :

Donnant un aspect rosé. Souvent on a une coloration bipolaire et des Bacille ou
cocobacille de taille moyen, isolée et par fois en amas.
(On fait cet examen microscopique juste pour la confirmation)
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Figure N°20 : Observation microscopique d’entérobactéries
111.2.1.1dentification spécifique :

Résultats des galeries APl 20 E :

Dans notre étude, 1’analyse microbiologique qui a porté sur 228 prélevements de lait
cru de mammite ovins nous a permit d’isolé et purifi¢ 21 isolats suspectés d'€tres
entérobactéries, par la suite nous avons réalisé une identification en utilisant le systéme

miniaturisé APl 20 E pour l'identification des isolats suspectés.

Figure N°21 : profile biochimique dE.coli sur galerie API 20 E.
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Figure N°22 : Profile biochimique de klebsiella pneumonia sur galerie API 20 E

I11.2.2.Nature et prévalence des différentes espéces d’entérobactéries isolées:

Nos résultats montrent des pourcentages différents pour les principales espéces
bactériennes obtenues. La répartition des souches montre que les E.coli constituent 1’espéce la
plus isolée 71,43%, suivi d’ Enterobacter cloacae avec 19,05%, et nous avons isolée une seul

bactérie de Citrobacter freundi et une autre de Klebsiella pneumoniae (tableau 11)

Tableau 11 : fréquence des différentes espéces d’entérobactéries isolées :

L’espéce Les numéros | Les pourcentages %
E.coli 15 71,43

Klebsiella 01 4,76

pneumoniae

Enterobacter 04 19,05

cloacae

Citrobacter freundi | 01 4,76

Nombre totale 21 100
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M E.coli
H Klebsiella pneumoniae
B Enterobacter cloacae

Citrobacter freundi

Figure N°23 : Répartition des espéces des entérobactéries isolée par quartier

Pour les entérobactéries étudiées ,les résultat réveélent qu’ Escherichia coli était
I’espece le plus isolée, ce qui concorde bien avec ceux obtenus en Tunisie (Messai et
al.,2007), au Maroc (Sekhsok et al.,2008)et en France (Gardien et al.,1997) cet dernier se
trouve une fréquence de 40,2% contre une pourcentage plus élevé dans notre étude
(71 ,43%).

On trouve les Escherichia coli (71,43 % des isolements des entérobactéries), La
prévalence des E coli dans les mammites cliniques varie selon les différentes études. Selon
I’étude de Baysal & Kenar (1989) ; Lafi et al (1998) on estime une prévalence tres proche
de 18,7%. Par contre a I’étude de Marco et al (1991) ou elle trouve une fréquence tres basse
de 2,5%.

I11.3.Résultats de I’antibiogramme
L’antibiogramme a permis de déterminer, in vitro, la résistance et la sensibilité de
I’ensemble des souches isolées. Ces derniéres ont été testées vis-a-vis des différents

antibiotiques énumérés dans le chapitre materiels et méthodes.

L’interprétation des résultats est simple ce qui explique son intérét :

-Une souche est dite sensible a un antibiotique si sa croissance peut étre réduite par un
traitement a base de cet antibiotique

-Une souche est dite intermédiaire a un antibiotique si elle n’est pas atteinte par un traitement

standard ; mais si une augmentation de la dose d’antibiotique permet de détruire ce germe
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-Une souche est dite résistante a un antibiotique si elle ne peut étre atteinte par ce traitement
méme en augmentant les doses d’antibiotique.

Les résultats de 1’antibiogramme, sont reportés dans le tableau 12.

Figure N°24: Sensibilité aux ATB des isolats des entérobactéries
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Tableau 12 : La sensibilité et la résistance de différentes souches d'entérobactéries isolées

aux antibiotiques

Référence | Identification | AMC | AMP | CEF | CHL | COL | OFX | SXT | KMN | GEN | CTX

22(a) E.coli 1 S S| s S s| s R | s |s

77(a) E.coli 1 S S | S s| s | S s |s

12 E.coli S S I S S S S S S |S

3 E.coli 1 I I R S S S S S S |S

13 E.coli 1 S S I S S S S S S |S

198 E.coli S S S S S R S S I |S

25 E.coli S S S S S R S S I |S

173 Enterobacter R R| R R S R| R I R|S
cloacae

174 Enterobacter R Rl R R S I R R R|S
cloacae

59 E.coli S R I S S S R I S|S

69 E.coli I R R S S S R S S|S

178 E.coli S S S S S S S S|S

190 E.coli S S| S S S S S S S|S

205 E.coli I R| S S S S| R S S| S

5 Enterobacter R R| R S S S| S S S| S
cloacae

37 E.coli S S S S S S| S S S| S

170 E.coli S S S S S S S S| S

221 E.coli | R S S S S| R S S| S

215 Citrobacter S S S S S S S S S S
freundi

164 Klebsiella S R S S R S S | S S
Pneumoniae

113 Enterobacter R R| R S S S S S S S
cloacae
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Tableau 13: statistique sur les résultats d’antibiogramme

Résultats et discussion

Reference | Les  souches | Nombre des | Nombre des | Nombre  des

isolées antibiotiques | antibiotiques | antibiotiques
résistants sensibles intermédiaires

22(a) E.coli 01 08 01

77(3) E.coli 00 08 02

3 E.coli 01 07 02

13 E.coli 00 09 01

12 E.coli 00 09 01

25 E.coli 02 07 01

59 E.coli 02 07 01

69 E.coli 03 06 01

178 E.coli 00 10 00

190 E.coli 00 10 00

205 E.coli 02 07 01

37 E.coli 00 10 00

170 E.coli 00 10 00

221 E.coli 02 07 01

198 E.coli 01 08 01

173 Enterobacter | 08 01 01
cloacae

174 Enterobacter | 07 01 02
cloacae

5 Enterobacter | 03 07 00
Cloacae

113 Enterobacter | 03 07 00
cloacae

164 Klebsiella 02 07 01
pneumoniae

215 Citrobacter 00 10 00
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freundi

I1 est difficile de comparer nos résultats obtenus avec les travaux de d’autre auteurs car
les techniques de mesure de la sensibilité aux antibiotiques sont différentes (méthode
d’ensemencement, technique de disques) tout comme les critéres d’interprétation sont

différents d’une étude a I’autre. Erskine et al., 2001.

Nous constatons que le pourcentage de sensibilité des entérobactéries est 100% pour la
céfotaxime puis nous avons enregistré une sensibilité tres élevé pour la colistine de
95,24% ;chloramphénicole de 90,48% et 80,95% pour Ofloxacine et Gentamycine et dans un
degré moindre aux autres antibiotiques a savoir Kanamycine; Amoxicilline acide
clavulanique ; Triméthoprime + Sulfaméthoxazole ;Cephalothine et Ampicilne ont été
respectivement 71,43% ; 61,90% ; 61,90 ; 52,38% ;47,62% .Nos résultats et représenté dans

le tableau 14 et illustré dans la figure 25.

Tableau 14 : La sensibilité des souches des entérobactéries aux antibiotiques testé

ATB Les souches résistantes Les souches sensibles Les souches
intermédiaires

Nombre fréquence% | Nombre fréquence% | Nombre fréquence%
AMC30pg | 4 19 ,05 13 61,90 4 19,05
AMP10ug | 10 47,62 10 47,62 1 4,76
CEF30pug | 6 28,57 11 52,38 4 19,05
CHL 30pg | 2 9,52 19 90,48 0 00
COL 10ug |1 4,76 20 95,24 0 00
OFX5pug |3 14,29 17 80,95 1 4,76
SXT25ug |7 33,33 13 61,90 1 4,76
KMN30ug | 2 9,52 15 71,43 4 19,05
GMN10ug | 2 9,52 17 80,95 2 9,52
CTX30ug | O 00 21 100 0 00
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Figure N°25 : Profil de sensibilité et résistance des entérobactéries aux antibiotiques

Tableau 15 : La sensibilité et la résistance de différentes especes isolées aux antibiotiques

testé
Les souches | E.coli Enterobacter Klebsiella Citrobacter
cloacae pneumoniae freundii
ATB Nbrs P% Nbrs P% Nbrs P% Nbrs P%
AMC |R 00 00 4 100 0 00 0 00
S 11 7333 |0 00 1 100 1 100
I 04 26,66 |0 00 0 00 0 00
AMP | R 04 26,66 |4 100 1 100 0 00
S 10 66,67 |0 00 0 00 1 100
I 1 06,67 |0 00 0 00 0 00
CEF R 2 1333 |4 100 0 00 0 00
S 9 60 0 00 1 100 1 100
I 4 26,66 |0 00 0 00 0 00
CHL R 0 00 2 50 0 00 0 00
S 15 100 2 50 1 100 1 100
I 0 00 0 00 0 00 0 00
CoL |R 0 00 0 00 1 100 0 00
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S 15 100 4 100 0 00 1 100
I 0 00 0 00 0 00 0 00
OFX R 2 13,33 |1 25 0 00 0 00
S 13 86,67 |2 50 1 100 1 100
I 0 00 1 25 0 00 0 00
SXT R 5 3333 |2 50 0 00 0 00
S 9 60 2 50 1 100 1 100
I 1 06,67 |0 00 0 00 0 00
KMN | R 0 00 1 25 0 00 0 00
S 13 86,67 |2 50 0 00 1 100
I 2 13,33 |1 25 1 100 0 00
GEN R 0 00 2 50 0 00 0 00
S 13 86,67 |2 50 1 100 1 100
I 2 1333 |0 00 0 00 0 00
CTX R 0 00 0 00 0 00 0 00
S 15 100 4 100 1 100 1 100
| 0 00 0 00 0 00 0 00

Nos résultats se concordent avec ceux rapportés dans une étude iranienne Jalalpoor,

(2011) ou les taux de sensibilité ont été treés élevés surtout au CTX qui était actif a 74,5%.
111.3.1.E.coli :

Durant cette étude on a enregistré une sensibilité accrue de 100% des E coli vis-a-vis
la Colistine, Chloramphénicol et Céefotaxime ; et de 86,67% pour la Ofloxin, Kanamycine et
Gentamycine. Cependant la résistance est élevée pour amoxiciline acide clavulanic 73,33% ;
66,67% Ampiciline ; 60% pour Triméthoprime+Sulfaméthoxazole et meme ci pour la
Cefalothine (figure 26)
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Figure N°26 : Pourcentage de sensibilité et de résistance des E.coli aux Antibiotiques

111.3.2.Enterobacter cloacae :

Selon nos résultats on a enregistré une sensibilité accrue de 100% des Enterobacter
cloacae vis-a-vis le Céfotaxim, Colistin et de 50% pour le Chloramphinicol , Gentamicine
,Kanamycine ,Ofloxine et Triméthoprime+ Sulfaméthoxazole Cependant La résistance est de

100% pour Ampicilline, Amoxiciline acide clavulanique et Céphalotine

Nos souches d’Enterobacter étaient sensibles aux aminosides, fluoroquinolones,
Quinolones, Phénicoles et Sulfamides-trimethoprime. En comparaison avec le travail de
Makan D en 2007. Ce dernier que ces souches d’Enterobacter étaient également sensibles

aux aminosides et aux quinolones. D’autre part nos résultats sont confirmés par ceux de

Diall, (1989).

Concernent le méme espéce 1’étude de Abir R en 2014 et Ndiaye A en 2005 a
rapporté des taux de sensibilité pour les aminosides qui dépassent ceux trouvés dans notre
travail (100% contre 50%). On notait aussi une assez grande sensibilité pour la Céfotaxime
(100%), colistine (100%) ; Ces résultats sont presque similaires a ceux trouvés par Souna
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(2010) qui a constaté que les souches qu’il avait isolées présentent une grande résistante pour

les beta-lactamines.
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Figure N°27 : Pourcentage de sensibilité et de résistance des Enterobacter cloacae aux
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111.3.3.Klebsiella pneumoniae :

Durant cette étude on a isolées une seul souche de klebsiella pneumoniae qui est
sensible  aux  Amoxicilline acide  clavulanique ,Cephalothine ,Chloramphénicole ,

Triméthoprime+

Sulfaméthoxazole ,Ofloxacine et la Cephotaxime .En outre, la Klebsiella pneumoniae été

résiste tel que les molécules des Ampicimine et Colistine.

Notre souche de Klebsiella pneumoniae et sensible aux antibiotiques :Cefotaxime,
Chloramphénicol et Triméthoprime-Sulfanéthoxazol, ce résultat est similaire a celui rapporté
par Abid et al., (2007). Avec une sensibilitt aux Amoxicilline acide clavulanique,
Cephalothine et Ofloxacine dans notre étude.
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Concernant la méme espece, Jalalpoor, (2011) a rapporté des taux de sensibilité a
CTX (71% qui est proche de ce que trouve dans notre travail 100%)
111.3.4.Citrobacter freundii :

Aussi on a isolés une seul souche de Citrobacter freundii cette derniére était sensible a
tout les antibiotique testé dans notre étude.
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Conclusion

Ce travail, réalise pour objectif de definir le profil de sensibilité des entérobactéries
isolées de lait cru des mammites ovines dans la wilaya de MEDEA.

Parmi les principaux facteurs influengant I’apparition de cette pathologie, nous
citons ceux qui sont liés a :
-I’animal, premiérement cela concerne 1’age ; au cours de la présente étude, on a trouvé que
I’4ge de I’animal joue un réle important sur 1’augmentation de la prévalence de la maladie et
nous avons enregistré que les jeunes brebis plus exposées aux mammites a entérobactéries
que les brebis agées .Puis la stade de lactation ;on a observé une tendance a 1’augmentation
du taux de I’incidence, surtout en début de lactation, ou elle donne une fréquence 71,43%.
-Et ceux qui sont en relation aux conditions d’élevage; le pourcentage élevé de la mammite
clinique pourrait étre due aux mauvaises conditions d’élevage (stabulation est majoritairement
libre) avec un manque d'hygiéne, ce qui favorise la mammite et nous avons enregistre pour la
plupart des mammites a enterobactéries un état de la mamelle gonflée, douloureuse, dure et
chaude.

Les analyses bactériologiques des laits de mammites mettent en évidence la fréquence
d'isolement des entérobactéries 9,21%. Les résultats révélent une certaine diversité pour les
especes d’entérobactéries identifiées. L’espéce le plus prédominante si le E.coli (71,43%),
suivie par Enterobacter cloaceae(19,05%) ;avec une seul souche de klebsiella pneumoniae et
de citrobacter freundii .

Dans notre étude nous avons essayée aussi de déterminer le profil de la sensibilité des
nos souches collectées et identifiées vis-a-vis 10 antibiotique par la méthode de diffusion des
disques en milieu gélosé. Les résultats obtenus nous ont permit de constater que :

» Les souches des entérobactéries isolées sont marquées par une forte sensibilité
vis-a-vis des antibiotiques : la céfotaxime (100%) puis nous avons enregistré une sensibilité
trés elevé pour la colistine de 95,24% ;chloramphénicole de 90,48% et 80,95% pour
Ofloxacine et Gentamycine et dans un degré moindre aux autres antibiotiques a savoir
Kanamycine ; Amoxicilline acide clavulanique ; Triméthoprime +
Sulfaméthoxazole ;Cephalothine et Ampicilne ont été respectivement 71,43% ; 61,90% ;
61,90 ; 52,38% ;47,62%.

» Les antibiotiques les plus actifs sur nos souches d’E.coli étaient:la Colistine,

Chloramphénicol et Céfotaxime , Ofloxin, Kanamycine et Gentamycine.
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Conclusion

> Les antibiotiques les plus actifs sur nos souches d’Enterobacter cloaceae étaient : La
Céfotaxim et la Colistin.

» Les antibiotiques les plus actifs sur nos souche de Klebsiella pneumoniae étaient :
Amoxicilline acide clavulanique ,Cephalothine ,Chloramphenicole ,
Triméthoprime+Sulfaméthoxazole ,Ofloxacine et la Cephotaxime.

» Notre souche de Citrobacter freundii était sensible a tout les antibiotique testé dans

notre étude.

L’étude des profils de sensibilité aux antibiotiques a révélé des résistances marquées vis-a-vis
de certains antibiotiques largement utilisés en médecine vétérinaire surtouts les Béta-

lactamines, ce qui laisse prévoir de nombreux échecs thérapeutiques.
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Annexe

Composition des milieux de culture, réactifs et tampons :

» Les milieux liquides :
Eau physiologique

Chlorure de sodium 9g
Eau distillée gsp 1000ml
PH. 7

» Les milieux gélosés :

Gélose Muller-Hinton

Extrait de viande 29

Hydrolysat acide de caséine 17.59
Amidon 1.5¢g

Agar 10g

Eau distillée gsg 1000ml

pH 7.4.

Stériliser a 121°C pendant 15min.

Gélose de chapman :
11,0 g/l Peptone

1,0 g/l Extrait de viande
759/l Chlorure de sodiume
10 ,0g/IManitol

0,025¢/l Rouge de phénol

15g/1 Agar

1L Eau distillé

Bouillon tryptophane soja(TSB)

20g /1 Peptone
(origine non- animale)
2,59 /I Glucose
5¢/l NaCl
2,50/l K2HPO4

Gélose nutritive (GN)
Peptone 10g/I
Extrait de viande 3¢/l
Extrait de levure 3¢/l
Chlorure de sodium 5g/I
Agar 18¢g/I
pH 7.3

Autoclavage a 115°C pendant 20min.

Gélose Héktoen :

12 g /l Protéose peptone

3g /I Extrait de levure

5¢/1 Thiosulfate de sodiume
9g/l Sels biliare

1.5¢/1 Citrate de fer d’ammoniume

2g /1 Salicine

12g/l Lactose



» Solution et Tampon

Cristal violet
Solution A

Cristal violet 2g
Alcool & 950 20mi
Solution B

Oxalate de NH4 0.8g
Eau distillée gsp 20ml

Mélanger les solutions A et B.

Lugol :
lode 19
lodure de potassium 2g

Eau distillée 300ml.

Annexe

12g/1 Saccharose

0,1 g/l Fuschine acide

0,065¢/1 Bleu de bromothymol

149/l Agar

1L Eau distillé

Fuschine

Fuschine basique 19
Alcool éthyligue a 900 10ml

Phénol 5¢g

Eau distillée gsp 100ml

La solution est diluée au 1/15.

VP1:
Hydroxyde de potassium 40g

H20 100ml
VP2 :
a-naphtol 69

Ethanol 100ml
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Annexe 11 :
1/ Coloration de Gram
1-Déposer une goutte d’eau physiologie stérile sur une lame bien propre.

2-Prélever un échantillon de colonie et mélanger avec la goutte d’eau, strier et sécher

par passage rapide sur la flamme d’un bec benzéne.

3-Couvrir le frottis par du cristal violet pendant 60 secondes.

4-Laver I’exces du colorant avec de 1’eau distillée.

5-Couvrir de lugol pendant 60 secondes.

6-Laver a I’eau distillée pendant 5 secondes.

7-Rincer immédiatement le frottis avec le mélange alcool-acétone 30 secondes.
8-Laver a I’eau distillée pendant 5 secondes.

9-Couvrir avec de la fuschine pendant 60 secondes.

10-Laver a I’eau distillée pendant 10 secondes.

11-Déposer une goutte d’huile a immersion sur le frottis et observer au microscope a
un fort grossissement. Les cellules Gram+ absorbent la couleur du cristal violet et
demeurent bleues violettes en apparence, contrairement aux cellules Gram- qui

apparaissent distinctement rosatres.

2/ Teste Oxydase

% UTILISATION:

A T’aide de pinces placer un disque d’oxydase sur une lame porte objet. Choisir une
colonie bien isolée et représentative de la culture fraiche a tester. Prélever la colonie
choisie a I’aide d’un batonnet ou d’une 6se. Ne pas utiliser d’6se de métal (a
I’exception du platine) cela peut provoquer des réactions faussement positives. Frotter
doucement la colonie sur le disque et observer 1’apparition d’une coloration violette

dans un délai de 30 secondes.
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LECTURE :

Réaction positive : coloration bleu foncé a violet apparaissant dans un délai de
30 secondes.

Réaction négative : absence de coloration ou coloration au-dela de 30
secondes.

N
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Annexe 111 :

1/ Préparation de la galerie APl 20E:

* Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5 mL d’eau
dans les alvéoles (avec pipette graduée et pipeteur) pour créer une atmosphere
humide.

* Inscrire les références de la souche bactérienne sur la languette latérale de la boite
(+ date et initiales de I’opérateur).

* Déposer la galerie dans la boite d’incubation.
2/Préparation de I'inoculum :

* Quvrir une ampoule de « Suspension Medium » ou introduire quelques mL d’eau
distillée stérile (avec une pipette Pasteur) dans un tube a vis stérile.

* Avec la pipette Pasteur, prélever une seule colonie bien isolée sur milieu gélosé.

* Realiser une suspension bactérienne en homogénéisant soigneusement les bactéries
dans le milieu

3/ Inoculation de la galerie APl 20 E :

Avec la suspension bactérienne et la pipette ayant servi au prélevement, remplir
tubes et cupules des tests

CTl | GEL | VP

* Remplir uniquement les tubes (et non les cupules) des autres tests.

* Créer une anaérobiose dans les tests ADH, LCD, ODC, URE, H,S en remplissant
leur cupule d’huile de paraffine.

* Refermer la boite d’incubation et la placer dans 1’étuve a 35 - 37° C pendant 18 a 24
heures.

f r—Cupule
¢ S e
& l»Tube
& L

A Inoculation de la galerie

7 —
(

Diétail d'un tube
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Reésultat pour la détermination d’'une entérobactérie - E. coli
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Lecture de la galerie miniaturisée Api20E :
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Tests Substrats Caractére Résultat
recherché Négatif Positif

ONPG Orthonitrophenylgalactosidae | Beta- Incolore Jaune
galactosidase

ADH L-arginine Arginine Jaune Rouge /Orangé
dihydrolase

LDC L-lysine Lysine Jaune Orangé
Décarboxylase

OoDC L-ornitine Otnithine Jaune Rouge /orangé
Décarboxylase

CIT Citrate de sodium Utilisation du | Vert Bleu-vert /vert
citrate Pale /Jaune

H2S Thiosulfate de Praduction Incolore/grisatre | Dép6t noir/fin

Sodium d’H2S lisere

URE Urée Uréase Jaune Rouge/Orangé

TDA L-tryptophane Tryptophane | TDA/immédiat
désaminase Jaune

IND L-tryptophane Production James/2mn
d’indole Jaune Anneau rouge

VP Pyruvate de Production VP 1+VP 2/10mn

Sodium d’acétoine Incolore Rose-rouge
GEL Gélatine Gélatinase Non diffusion Diffusion du pigment
noir

GLU D-glucose Fermentation | Bleu /bleu-vert | jaune
/Oxydation

MAN D-mannitol Fermentation | Bleu /bleu-vert | jaune
/Oxydation

INO Inositol Fermentation | Bleu /bleu-vert | jaune
/Oxydation

SOR D-sorbitol Fermentation | Bleu /bleu-vert | jaune

/Oxydation
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RHA L-rhamnose Fermentation | Bleu /bleu-vert | jaune
/Oxydation

SAC D-saccharose Fermentation | Bleu /bleu-vert | jaune
/Oxydation

MEL D-melibiose Fermentation | Bleu /bleu-vert | jaune
/Oxydation

AMY Amygdaline Fermentation | Bleu /bleu-vert | jaune
/Oxydation

ARA L-arabinose Fermentation | NIT 1+NIT 2/2-3mn
/Oxydation Jaune Rouge

Nitrate Potassium nitrate Production de | Zinc /5mn

réductase NO2 Rouge /orangé | Jaune

Tube Réduction au

GLU stade N2

Caracteres biochimiques et culturaux d’Escherichia coli.

Gélose Hékteon :

Colonies lisses a bords réguliers de 2 a 3 mm de diamétre

Profil biochimique d’E. coli sur galerie API 20
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Annexe IV

Table de lecture : Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition
d’antibiotique pour Entérobactérie. Groupe viridans (En médecine vétérinaire)

http://www.sante.dz/aarn

Antibiotiques L’abréviation Charge du | Diameétres critiques
Testes Disque pug | (mm)

R I S
Amoxiciline AMC 30 <13 14-17 | >18
Clavulanique
Acid
Ampicilline AMP 10 <13 14-16 | >17
Cefalothin CEF 30 <14 15-17 | >18
Colistine COL 10 <10 - >11
Ofloxacine OFX 5 <19 20-21 | >22
Triméthoprime+ | SXT 25 <10 11-15 | >16
Sulfaméthoxazole
Kanamycin KMN 30 <13 14-17 | >18
Gentamicin GMN 10 <12 13-14 | >15
Céfotaxime CTX <13 14-17 | >18
Chloramphénicol | CHL 30 <12 13-17 | =18



http://www.sante.dz/aarn
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Annexe V :

Questionnaire méthodes d'élevage
Les préléevements :

» Numéro du prélevement
> Date du prélevement

» Zone du prélevement
La brebis:

» Larace

» L’age

» Numéro de lactation

» Stade de lactation : En début de lactation
En pic de lactation
En fin de lactation

Aprés tarissement

Les conditions d’élevages :

> Stabulation : libre L1

Entravée [ ]
> Etat de propreté : Bon [ ]
Moyen [ ]

Mauvais [ ]

> Nature de sol : Sec ]
Humide [__]

Boueux [ |

Mammite :

» Symptdmes d’appel :

Animal triste, prostre ? Oui [ ]
Observation de lamamelle? Oui [ ]
Palpation de la mamelle ? Oui [ ]

Observation des premiers jets? Oui  [__|

JUUL

Non
Non
Non

Non

oo
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> Les signes cliniques :

Fiévre : oui ] Non [ ]
Dégradation de 1’état général © Oui [ | Non [ |
Baisse de I’appétit ou anorexie : Oui [ ] Non |:|
Déshydratation de ’animal : ~ Oui [ Non [ ]
Signe toxémie : oui [ | Non ||
> Etat de mamelle :
Gonflée : Oui[ ] Non[ ]
Douloureuse : Oui[ | Non[ ]
Rougeatre : Oui [ ] Non [ ]
Dure : Oui [ ] Non [ ]
Chaude : Oui [ ] Non|[ ]
Nécrosée : oui[_] Non [ ]
» Aspect du lait :
Aspect normal : oui [ ] Non [ ]
Présence des grumeaux : Oui [ ] Non [ ]
Purulent : Oui [ ] Non [ ]
Agueux : Oui [ ] Non [ |
Sang : oui [ ] Non [ ]



