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Résume:

Les mammites chez les petits ruminants, pathologie caractérisée par un  impact
économique et sanitaire sur le cheptel, sont aggravées par 1’émergence des souches
résistantes, les études qui s’intéressent & ce volet de la maladie surtout chez les petits
ruminants sont peu nombreux. L’objectif de notre étude était d’évaluer le niveau
d’antibiorésistance parmi les Staphylococcus aureus responsables des infections mammaires
chez les petits ruminants.

L'analyse microbiologique des prélévements de lait des mammites montre que la prévalence
totale de Staphylococcus aureus est estimée a (35%). Aux totales 62 souches de s.aureus ont
été isolées et testées pour leurs sensibilités vis- a- vis de plusieurs antibiotiques, les résultats
montrent un taux dans biorésistance élevée estimé a 52% chez les caprins, et 34.8% chez les
ovins, les souches tout sensibles reste minoritaire chez les caprins (5%) et 18% chez les
ovins. Le profil de résistance dominante concerne essentiellement la pénicilline (61,3%)
suivie par les Tétracyclines et le Bacitracin, les quinolones apparaissent trés actives (100%)
ainsi que les sulfamides et la Gentamycine (100%). Ces résultats obtenus montrent que la
résistance a atteint des niveaux inquiétants puisque la plupart des souches isolées présentes au
moins une résistance a un antibiotique, alors que presque la moitié manifeste une multi
résistance. La fréquence des SARM est de 15.78% chez les caprins, et la fréquence totales
chez les petits ruminants est de 5%.

Mots-clés : Staphylococcus aureus, mammite, petit ruminant, résistance aux antibiotiques,
SARM.



Abstract:

Mastitis in small ruminants, a pathology characterized by an economic and health impact on
livestock, is aggravated by the emergence of resistant strains; the studies that are interested in
this aspect of the disease especially in small ruminants are few. The objective of our study
was to assess the level of antibiotic resistance among Staphylococcus aureus responsible for

breast infections in small ruminants.

Microbiological analysis of mastitis milk samples shows that the total prevalence of
Staphylococcus aureus is estimated at (35%). In total 62 strains of s.aureus were isolated and
tested for their sensitivities to several antibiotics, the results show a high bioresistance rate
estimated at 52% in goats, and 34.8% in sheep, All susceptible strains remain a minority in
goats (5%) and 18% in sheep. The dominant resistance profile mainly concerns penicillin
(61.3%) followed by tetracyclines and bacitracin, quinolones appear very active (100%) as
well as sulfonamides and gentamycin (100%). These results show that resistance has reached
worrying levels since most of the isolated strains present at least resistance to an antibiotic,
while almost half show multi-resistance. The frequency of MRSA is 15.78% in goats, and the

total frequency in small ruminants is 5%.

Keywords: Staphylococcus aureus, mastitis, small ruminant, antibiotic resistance, MRSA.
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Introduction

INTRODUCTION

Les cheptels des petits ruminants en Algérie estimé d’environ 27 millions de tétes ovin,
(FAOSTAT, 2016), et 4 millions de tetent caprines (FAO 2012). Et de ce fait constituent une
fortune nationale et activité économique importante pour une large classe de la population, ce
qui aide a combattre le chGmage et créer la valeur ajoutée.

Mais ce cheptel est exposé a de nombreuses maladies, tel que la mammite, une maladie
tres grave qui affecte non seulement la production de viande et de lait, mais aussi le bien-étre
des petits ruminants et la santé humaine (Abdullah, 2016). Les pertes sont marquées par une
diminution de la production laitiere, la dégradation de la qualité du lait, les pertes du lait aprés
administration d'antibiotiques a cause de délais d’attente et le probleme des résidus
d’antibiotiques, la mortalité¢, I’augmentation du taux de réforme et le cout de traitement
(Marti Des Olives et al. 2013; Koop et al., 2010; Leitner et al., 2008; Kiossis et al., 2007).
Ainsi qu’un impact hygiénique avec le risque toxi-infections alimentaires des consommateurs
en consommant du lait contaminé. Parmi les incidences de cette affection, il a été déemontré
que la réduction de la production laitiere des brebis entraine un retard de croissance de leurs
agneaux, et augmentation de leur mortalité (Clements et al. 2003).

(Bergonier et Berthelot, 2003, Gelasakis et al. 2015).

Staphylococcus aureus est une bactérie équipée d’un arsenal de facteurs de virulence, chez
les petits ruminants elle provoque des mammites gangréneuses parfois mortels, difficiles a
traiter et constitue le germe le plus fréquemment isolé dans les mammites cliniques surtout
chez les chévres, et la seconde étiologie apres les SCN (Staphylococcus coagulase négatif)
dans les mammites sub-cliniques (OLECHNOWICZ. J et al 2014).

Ce qui rend les mammites a S.aureus un probleme majeur, par le développement des
résistances fréquentes aux antibiotiques, malgré sa sensibilité initiale a plusieurs antibiotiques
et ceci est justifié par la plasticité¢ de son génome qui facilite I’échange de matériel génétique
avec les autres micro-organismes résistants ou les mutations favorisées par 1’utilisation des
antibiotiques et la pression de sélection (Apurba Sankar, et Sandhya Bhat K, 2016), ainsi
I’apparition de multiples résistances et en I’occurrence ce germe est devenue le modele
d’étude de I’antibiorésistance dans le monde et suscite 1’intérét des chercheurs a trouver des

nouvelles molécules antibiotiques pour faire face a 1’augmentation de ce phénoméne, avec
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I’apparition des souches SARM ( Staphylococcus aureus résistantes a la méthicilline) des
souches BMR (Bactéries multirésistantes), résistantes a la méthicilline et la résistance aux
Glycopeptides, avec les souches SARV( Staphylococcus aureus resistantes a la
vancomycine).

Dans ce contexte la présenté étude a pour objectif :

> Evaluer le niveau de I’antibiorésistance parmi les Staphylococcus aureus

responsables des mammites chez les petits ruminants.

Pour cela, la présente étude est scindée en deux parties :

La premiere partie : consistera en une synthése bibliographique avec 3 chapitres dont :
Le premier inclut les caractéristiques des mamelles (I’anatomie et la défense de mamelle), les
infections mammaires (agent étiologique et 1’épidémiologie), les différentes méthodes de
diagnostic, ainsi qu'un le moyen utilise pour traitement et prévention. Le second chapitre
inclut les caractéres généraux de 1’espéce S. aureus (microbiologiques, culturaux,
biochimiques et physiopathologiques) et les facteurs de virulence, qui lui conferent le
caractere d'une menace pour la santé humaine et animaux .Un troisiéme chapitre inclut, d'une
part, des informations générales sur le phénoméene d’antibiorésistance et d'autre part, les
différents mécanismes adoptés par les souches de S. aureus pour résister aux antibiotiques.
La deuxieme partie : est une étude expérimentale représente les objectifs de notre travail qui
sont résumes en deux chapitres :

o Un chapitre décrivant le matériel ainsi que les méthodes expérimentales utilisées
dans notre travail pour étudier les infections causées par S.aureus dans différentes
régions (Médéa, Djelfa, Tiaret) .qui consiste a 1’isolement et I’identification
microbiologie des souches bactériennes de Staphylococcus aureus issue des
prélevements de lait (ovin +caprin) vis-a-vis des antibiotiques testés afin
d’étudier leur résistance aux antibiotiques par le technique antibiogramme.

o L’autre chapitre décrivant les résultats et discussion pour étudier le profil de

résistance des S.aureus a des antibiotiques.
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Chapitre I : Les mammites

1 .Anatomie de la mamelle :

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

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

Les brebis posseédent une seule paire de mamelles, située en position inguinale. Alors que
la brebis a de petites mamelles, et un pis de forme globuleuse et peu décroché de I’abdomen,

chez la chévre, le pis est plut6t pendant, a I’image de la vache (BRESSOU, 1978).
Par ailleurs, la forme du pis varie selon la race, 1’age et le stade de lactation.

Les mamelles sont soutenues par un tissu conjonctivo-elastique latéral et sont separées

médialement par un septum conjonctivo-élastique formé par le ligament suspenseur médian.

.Chaque mamelle contient un parenchyme glandulaire et de soutien. La glande
mammaire est composée d’alvéoles sécrétrices produisant le lait a partir de cellules appelées
lactocytes. Le lait est expulsé grace a des myo- épithéliocytes et est conduit a partir des

alvéoles jusqu’au sinus lactifére par I’intermédiaire de plusieurs canaux lactiferes (RARONR,

2001).
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Figure 01: Mamelle de petits ruminants (BARONE ,1978) .

1.1- Particularités anatomiques chez la chévre :

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

mammaires est organisée en trois parties :

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

» Une partie intermédiaire comprenant les canaux galactophores.

» Une partie basse dans laquelle se connectent les canaux pour former la citerne ou
sinus lactifére qui se prolonge dans le trayon et s’ouvre sur 1’extérieur par le conduit

papillaire dont I’étanchéité est assurée par un sphincter (KAMANZI, 2007).

Chez la chévre, le lait produit est conduit par 12 a 15 canaux lactiféres jusqu’a la citerne,
appelée sinus lactiféere. Depuis la citerne, le lait passe par un repli annulaire pour arriver dans
la papille, également appelée trayon. Le trayon de la chévre est de forme conique et glabre. Le
lait est retenu par un sphincter unique au bout du trayon. Ce sphincter entoure un conduit

papillaire unique qui se termine au niveau de 1’ostium papillaire (BARONE, 2001).
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& . Y

Figure02 : Echographie d’une mamelle de chévre (d’aprés Bruckmaler, Blum .1992).

1.2- Particularités anatomiques chez la brebis :

Le pis de la brebis est relativement moins développé et moins pendant que celui de la

chévre. Le sillon inter mammaire est plus profond que la chévre.

Chez la brebis, le lait produit est conduit par 15 a 20 canaux lactiféres jusqu’au sinus
lactifére. Depuis ce sinus, le lait passe par un repli annulaire pour arriver dans le trayon. Le
trayon de la brebis est plut6t de forme arrondie, il est plus petit que la chévre. Comme pour la

chévre, le trayon est terminé par un ostium papillaire unique (BARONE, 2001).

Alvéoles

Canaux lactiféeres

Sinus lactifére appelé citerne

Figure 03: Echographie d’une mamelle de brebis (d’aprés Rovai et al ; 2004)
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2. Mecanismes de defenses et reponses inflammatoires de la glande

mammaire :

Pour la prévention des infections bactériennes, deux types de défense sont présentes dans
la mamelle .Les defense physiques «non immunitaires » permettent de prévenir ’entrée du
germe dans la mamelle. Si celles-ci sont dépassées, les défenses immunitaires entrent en jeu

afin d’éviter la multiplication de I’agent pathogéne et de I’éliminer.
2.1-Défenses « basses » de la mamelle — défenses « physiques » :

Le canal du trayon représente la premiére ligne de défense contre les mammites ovines. Le
tout premier niveau de défense de la mamelle est représenté par le sphincter du canal du
trayon : le bout du trayon contient des fibres musculaires permettant la fermeture du canal du
trayon entre les traites. Apreés la traite, un délai de deux heures est nécessaire pour permettre
la contraction du sphincter conduisant a la fermeture du canal du trayon (Schultze et Bright,
1983).

Ce canal est « scellé » entre les traites et durant la période séche par un bouchon de kératine
dérivé de 1’épithélium stratifié tapissant le canal. Ce bouchon, collant, joue un réle de barriére
physique permettant de prévenir la pénétration des bactéries qui s’engluent dans cette couche.
La kératine présente ainsi la capacité a fixer, a immobiliser la plupart des bactéries non-

encapsulées associées aux mammites (Craven, 1985).

Enfin la peau du trayon joue également un réle dans la défense de la mamelle. La peau du
trayon, glabre et lisse, limite I’adhésion des bactéries et la colonisation bactérienne. La
présence de lésions sur la peau du trayon favorise la survie des bactéries sur la peau, au

premier rang duquel figure Staphylococcus aureus. (Rainard et Riollet, 2006).

2.2- Défenses « hautes » de 1a mamelle : ’'immunité innée :

2.2.1 Défenses cellulaires :

L’immunité innée de la mamelle joue un rdle clé dans les mécanismes de défense de la
mamelle. Son étude permet de mieux appréhender les effets d’une infection mammaire sur
I’immunité et I’inflammation de I’hote. Les défenses de la mamelle impliquent notamment

des lignes de défense cellulaire et humorale.
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Les cellules impliquées dans la réponse immune innée :

L’immunité innée de la mamelle inclue des cellules, notamment les granulocytes

neutrophiles, les macrophages, les cellules Natural Killer (NK) et les cellules dendritiques.

Les macrophages constituent le type majoritaire de cellules dans le lait, dans les
sécrétions de la mamelle seche et dans le tissu mammaire. (Jensen et Eberhart, 1981;
Mehrzad et al., 2002; Sordillo et al., 1987). Les macrophages mammaires présentent des
capacités de phagocytose de la plupart des agents pathogénes associés aux mammites ;
cependant, comme pour les polynucléaires neutrophiles, leur capacité de phagocytose apparait
étre inférieure a celle des macrophages sanguins (Mullan et al. 1985). Ces macrophages
mammaires jouent probablement un rdle défensif direct méme si cette fonction est remise en
question par certains auteurs (Rainard et Riollet, 2006). Leur r6le de cellules présentatrices
d’antigenes, faisant d’eux des cellules pivots dans la détection des agents pathogénes et dans
I’initiation de la réponse inflammatoire, paraissent &tre le principal réle défensif des

macrophages dans la défense de la glande mammaire.

La contribution des polynucléaires neutrophiles présents dans le lait non infecté n’est pas
totalement éclaircie. En effet leur concentration dans le lait non infecté est trop faible pour
permettre une activité phagocytaire efficace. De plus, la plupart de ces neutrophiles sont non
viables ou en voie d’apoptose (Rainard et Riollet, 2006). Néanmoins la présence de
neutrophiles dans le lait est associée a une réduction du risque d’infection intra mammaire, et
la viabilité des neutrophiles avant infection permet de limiter la sévérité des mammites a
Gram négatif. (Burton et Erskine, 2003; Mehrzad et al., 2002) Il est actuellement considéré
que la concentration basale en neutrophiles dans le lait non infecté est reliée a la capacité de la
glande mammaire a réagir a une infection intra mammaire. Les mécanismes associés a cette

constatation ne sont actuellement pas élucides.

Les cellules NK sont des lymphocytes granuleux de grande taille exercant leur activité
cytotoxique indépendamment du CMH, par I’intermédiaire d’un mécanisme de cytotoxicité a
médiation cellulaire dépendant des anticorps. Au niveau de la mamelle, les cellules NK
joueraient un role dans 1’élimination des pathogeénes extracellulaires (Rainard et Riollet,
2006).

Enfin, en marge des cellules évoquées précédemment présentes dans les sécrétions
mammaires, d’autres cellules infiltrant le tissu mammaire interviennent dans les défenses

cellulaires de la glande mammaire. Des lymphocytes T CD4+ et CD8+, des lymphocytes B

7
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ainsi que des cellules dendritiques sont retrouvés en petite quantité dans le tissu alvéolaire et
dans les alvéoles (Leitner et al., 2000; Tatarczuch et al. 2000). Les lymphocytes se
retrouvent également en quantité plus importante au niveau de la double couche épithéliale
tapissant la citerne du trayon, ainsi que quelques monocytes/macrophages. Enfin les
leucocytes sont retrouvés en quantité marquée dans le tissu a la jonction entre la citerne du
trayon et sa jonction avec le canal du trayon, une structure nommée rosette de Furstenberg
(Nickerson et Pankey, 1983).

. 2.2.2 Defenses humorales :

Les défenses non cellulaires de la mamelle font intervenir essentiellement des molécules
de I’'immunité non spécifique, méme si des immunoglobulines spécifiques des agents
pathogenes infectant la mamelle peuvent également intervenir, via une intervention dans
I’opsonisation des bactéries. Cependant leur faible concentration dans la sécrétion lactée par
rapport a leur niveau retrouvé dans le serum et le colostrum font que leur implication dans la

défense de la mamelle est probablement faible.

Le systeme du complément joue un r6le important dans la défense de la mamelle. Celui-
ci est présent en quantité faible mais significative dans la mamelle saine (Rainard, 2003).
L’absence du sous composant Clq au niveau de la mamelle ne permet pas 1’activation de la
voie classique du complément. Néanmoins une voie alternative peut intervenir, avec deux
conséquences : le dépdt des agents opsonisant C3b et C3bi sur la bactérie, et la génération du
fragment pro-inflammatoire C5a (Rainard et al., 1998; Rainard et Poutrel, 1995). Le
facteur CS interviendrait sous certaines conditions dans I’induction de la migration des
neutrophiles depuis le secteur vasculaire vers la mamelle (Persson et al., 1993; Smits et al.,
1996).

La lactoferrine est une protéine synthétisée par les lactocytes présentant la capacité de
séquestrer le fer nécessaire a la croissance de bactéries : son activité est par conséquent
bactériostatique. L’activité de cette protéine, élevée pendant le tarissement est relativement
faible durant la lactation en raison de sa dilution liée a I’accumulation de lait. La
concentration en lactoferrine est trés variable d’un animal a I’autre durant le tarissement (Le
Page et Poutrel, 2007). .En réalité, la lactoferrine seule n’est pas responsable de cette
activité bactériostatique : le rapport lactoferrine/citrate est un meilleur indicateur de cette
capacité a sequestrer le fer pour le rendre indisponible aux bactéries. Le citrate est en effet lui

aussi capable de lier le fer mais ce dernier reste utilisable par les micro-organismes. Les
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concentrations de citrate diminuent au tarissement au contraire de la lactoferrine, renforcant
I’effet réel de la lactoferrine. L’effet antibactérien de la lactoferrine pourrait cependant étre lié
a d’autres proprié€tés que la simple captation du fer. La présence de récepteurs a la lactoferrine
sur certains micro-organismes a ét¢ mise en évidence : 1’adhésion de la lactoferrine a ces
récepteurs pourrait ainsi entrainer directement la mort de la bactérie (Kanyshkova et al.,
2003). La lactoferrine modulerait aussi l’activit¢é de leucocytes en augmentant I’effet
cytotoxique de certains et en modulant la prolifération et la différenciation d’autres
(Kanyshkova et al., 2003) . Enfin cette protéine inhiberait aussi la production de cytokines
Pro-inflammatoires (Komine et al., 2005) et exercerait un effet inhibiteur sur les colibacilles
et sur S. aureus (Kutila et al., 2003).

Le lysozyme, bien que capable de lyser les peptidoglycanes des parois bactériennes, est
en trop faible quantité dans les sécrétions mammaires pour avoir une importance réelle dans
les défenses naturelles de la mamelle (Le Page et Poutrel, 2007).Au contraire, la
lactoperoxydase détruit ou inhibe un grand nombre d’espéces bactériennes en produisant de
I’hypothiocyanite a partir de thiocyanate et de peroxyde d’hydrogene. Son efficacité est plus
importante en lactation du fait d’un pH plus favorable a son activité (Le Page et Poutrel,
2007).

3. Les mammites :

3.1-Définition de la mammite :

Une mammite est une inflammation d’un ou plusieurs quartiers de la mamelle, provoquée
généralement par D’infection bactérienne mais aussi par des levures, des algues
microscopiques, des traumatismes de la mamelle, ou rarement suite a des désordres
physiologique. L’infection mammaire peut étre accompagnée par des symptomes ou

insidieuse.
3.2- Classification des mammites :

Les mammites sont classées en mammites cliniques, c¢’est-a-dire suraigués, aigués ou

chroniques et en mammites subcliniques (Bergonier et al. 1997; Brugere-Picoux, 2004).
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Tableau 1: Les types de mammites

Suraigmés

Mammites clinigues : Aigués

Subaigués, dites aussi chromquas
Mammi belini Discré :

3.2.1-Mammites cliniques :

Les mammites cliniques sont caractérisées par la présence de symptdmes
fonctionnels comme les modifications de I’aspect du lait (formation de grumeaux, parfois
accompagnée de liquide séro-hémorragique voire de pus), les symptdmes inflammatoires

locaux observés sur la mamelle (chaleur, tuméfaction, etc.), et des signes généraux

(hyperthermie, anorexie, arumination, etc.) (Gedilaghine, 2005).

Figure 04 : Mammites aigue (photo personnel) Figure 05 : mammite clinique
3.2.1.1 Mammites suraigués :
Ce type de mammites apparait brutalement et évolue rapidement vers des symptdmes
déléteres (Olechnowicz et Jaskowski, 2014). Le lait est généralement tres aqueux de couleur

jaunatre a rouge foncé, voire purulent avec chute de la production. Le quartier infecté est

souvent congestionné et chaud, mais parfois, a l'inverse, il est totalement flasque ou froid.

L’état général est fortement altéré avec des signes graves (hyperthermie ou
hypothermie, déshydratation, évoluant couramment vers 1’état de choc) (Barrot Debreil,
2008).

Deux formes de mammites suraigues se distinguent :
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.3.2.1.1.1- Mammites Colibacillaires :

Ce sont les mammites suraigiies les plus observées dites a coliformes; I’animal est en
état de choc (résultat de la toxémie provoquée par les endotoxines bactériennes et la
bactériémie) soit en station debout ou en décubitus. La mamelle ne présente pas toujours de
signes locaux excepté la modification de la sécrétion lactée, mais parfois cette derniére peut

étre retardée par rapport aux symptémes généraux (Barrot Debreil, 2008).
3.2.1.1.2-Mammites gangreneuses :

Ce sont des mammites avec une trés forte inflammation du quartier, suivie d'une nécrose
de celui-ci, aprés apparition d’un sillon disjoncteur (Gandon, 2010). Le trayon et le quartier
deviennent bleutés, noiratres et froids (Barrot Debreil, 2008). Le lait est en faible quantité de
couleur rouge foncé a café et contient des gaz d’odeur nauséabonde ; sans traitement,
I'évolution vers la mort de I'animal est inévitable. Dans tous les cas, le quartier atteint se
détache en fragments durant plusieurs semaines (Gandon, 2010). Staphylococcus aureus et
les germes anaérobies Clostridium spp sont a l'origine de ce type d’infection (Barrot
Debreil, 2008).

Figure 06 : demi- mamelle restante apres que le coté gangréné ait disparu (DE
CREMOUX ,2012)

.3.2.2-Mammites aigues :

Ce sont les mammites les plus courantes, elles causent une inflammation plus ou moins
marquee du quartier, et une sécrétion modifiée avec présence de grumeaux. L’hyperthermie
n'est pas systématique et I'évolution est plus lente. En l'absence de traitement, une chronicité
apparait avec enkystement des bactéries dans le parenchyme mammaire (Olechnowicz et
Jaskowski, 2014 ; Gandon, 2010). On rencontre toutes les especes bactériennes responsables

de I’infection mammaire lors de 1’isolement (Barrot Debreil, 2008).
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3.2.3-Mammites subaigués ou chroniques :

Elles sont secondaires aux mammites aigues, la mamelle est modérément enflammée et
évolue vers la fibrose, elle devient atrophique et présente des zones d'induration a la
palpation, 1’évolution est lente vers un tarissement des sécrétions (Gandon, 2010). Dans
certains cas le quartier reste enflammé, dur et chaud, avec peu ou pas de sécrétion lactee.
(Barrot Debreil, 2008).

L’évolution en 1’absence de traitement est lente et conduit au tarissement du quartier
(Gandon, 2010). Ainsi, tous les germes responsables de mammites peuvent étre rencontrés
avec une prédominance des Gram-positifs (Barrot Debreil, 2008) ; parfois les germes

s’installent de fagon durable dans le parenchyme de la glande mammaire (Bonnefont, 2011).
3.2.2-Mammites subcliniques :

Les mammites subcliniques sont par définition asymptomatiques (Gandon, 2010), La
sécrétion lactée est macroscopiquement normale et 1’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
I’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 fréguentes que les infections cliniques, plus insidieuses car difficilement
détectables (Spanu, 2009).

4- Etiologie des 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 et
parfois a des sténoses du canal du trayon qui est provoqué par la machine a traire (Bonnefont,
2011).

Des différences ont été constatées dans les agents étiologiques des mammites ovines
liées, au systeme de production. Dans les élevages a production laitiére, les Staphylocoques a
coagulase négative et Staphylococcus aureus sont les principales causes de mammite

subclinique et clinique respectivement (Mgrk et al 2005; Contreras et al. 2007)..

Selon la pathogeénicité des germes en cause on classe les especes bactériennes
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Responsables d'infections mammaires en deux groupes : pathogenes majeurs et pathogénes

mineurs.

Tableau 02: Etiologie des mammites cliniques et subclinique (Contreras et al. 2007).

e Staphylocoques a coagulase positive e Staphylocoques a coagulase négative
(SCP) : S, aureus. (SCN) s.epidermidis ;  s.haemolyticus et
e Streptocoques : streptoccocus s.chromogenes
agalactiae ; streptoccocus e Corynebacteria
dysgalactiae et streptoccocus uberis e Pseudomonas aeruginosa
e Entérobactéries : E .coli e Mycoplasmes

e Mannheimia haemolytica

e Bacillus et proteus

e Burkholderia cepacia

e Listeria monocytogenes

e Pasteurella (Rondia et Delfosse ,2007)
e Actinomycétes (ENVA, 2014)

e Aspergillus fumigatus

e Lentivirus

4.1. Pathogénes majeurs :

4.1.1. Staphylococcus aureus:

Les Staphylococcus sont des cocci @ Gram positif en grappe de raisin, immobiles, non
Sporulées, aéro-anaérobies facultatives. Catalase positive, généralement oxydase négative,
Hydrolyser l'arginine; produire de I'acétone, dégrade les sucres par fermentation (Barrow et
Feltham, 2004).

S. aureus est la cause la plus commune de 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).
Elle peut étre associée a une mammite aigué gangreneuse évoluant dans la plus part des

temps vers une mammite subclinique (Mammite chronique).
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La bactérie est présente sur la surface de la peau et des muqueuses, mais son réservoir
principal est le trayon de la mamelle infectée (Van De Leemput, 2007).

Cette bactérie commensale elle peut devenir pathogeéne a la faveur d’un stress ou d’une
dépression immunitaire. Elle est notamment connue pour causer des dermatites sur la
mamelle.

Lorsque des lésions de dermatites sont présentes, il apparait souvent que la bactérie se
trouve également dans la mamelle (Scott et Murphy, 1997).

La transmission des staphylocoques se fait de maniére directe ou indirecte la pathogénicité
des bactéries du genre Staphylococcus s’explique par la présence de nombreux facteurs de
virulence a leur surface et qui facilitent la colonisation de 1’organisme. De plus, les bactéries
produisent des enzymes et des toxines qui permettent la colonisation des tissus. (De Matos,
2013).

Ces dernieres années, les souches de S. aureus résistantes aux antibiotiques ont été
reconnues comme une menace émergente pour la santé publique. Dans plusieurs études, le
profil de résistance aux antibiotiques des souches de S. aureus provenant des mammites
ovine ont été décrits (Fthenakis, 1998; Goni et al., 2004; Mgrk et al., 2005; Vautor et al.,
2007); de plus, le potentiel des souches résistantes dans les produits laitiers & base de lait de
brebis et les conséquences potentielles pour la santé publique ont été discutés (Normanno et
al., 2007). Lollai et al. (2008) ont évalué la sensibilité aux antibiotiques de 1284 souches de
S.aureus isolées des cas de mammite ovine et ont trouvé une augmentation du taux de
résistance contre la streptomycine (48-87%) et des taux de résistance plus faibles contre la
Pénicilline et I'ampicilline (2-12% et 0-12%, respectivement). Cependant, D'autres études ont
regroupé des souches staphylococciques des mammites et ont signalé une résistance accrue a
la pénicilline G (jusqu'a 31%) et a I'ampicilline (jusqu'a 30%) (Corrente et al., 2003;

Kunz et al., 2011; Onni et al., 2011).
4.1.2. Streptococcus :

Les streptocoques sont des cocci Gram-positif en paires ou en chainette, non mobiles, non
sporulées, anaérobies stricts aérotolérants, fermente les glucides, catalase et oxydase négative
(Barrow et Feltham, 2004).

Chez le mouton les streptocoques sont probablement le deuxieme groupe de micro
organismes apres les satphylocoques a redouter dans les mammites. Cette derniére est
provoquée par plusieurs espéces de streptocoque (Streptococcus agalactiae, Streptococcus
uberis, Streptococcus dysgalactiae), Les streptocogues peuvent causer des manifestations de

mammite de l'individu ou du troupeau (Las Heras et al., 2002 ; Bedolla, 2010), mais
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généralement sont des agents pathogenes sporadiques des mammites ovines (Zdragas et al.,
2005; Contreras et Rodriguez, 2011).
4.1.3. Escherichia coli (E. coli) :

E. coli est un bacille a Gram négatif, mobile, aéro-anaérobie facultative. Catalase positive,
oxydase négative, fermente Les sucres et produit du gaz (Barrow et Feltham, 2004).

C'est un germe a provenant des feces des animaux et se développant dans la litiere ou les
aires de couchage (logettes), L'infection de la mamelle par E. coli est due a une hygiene
défectueuse et a des traumatismes de la mamelle (Blain et Devillard, 1996).

Les coliformes représentent entre 1,4% et 14,2% des cas de mammite clinique chez les petits
ruminants. Contrairement au bovin les selles plus seches des petits ruminants contribuent a
réduire la contamination fécale du pis (Plummer, P. et Plummer, C., 2012).

Selon les travaux de Wenz et al. (2006) sur les facteurs de virulence d ’E. Coli, la sévérité des
symptdmes dépendrait de la réponse immunitaire de 1’animale et non pas de la
virulence de la bactérie (génes de virulences). Les E. coli peuvent étre associés a des
inflammations cliniques évoluant vers une atteinte systémique aigué. L'inflammation peut
toutefois évoluer vers la chronicité. Certaines souches sont responsables de mammites
chroniques par I’envahir des cellules épithéliales (Schmitt et al., 2005).

4.2. Pathogenes mineurs :

4.2.1. Staphylocoques a Coagulase Négative (SCN) :

Les staphylocoques a coagulase négative (SCN) sont les agents pathogenes principaux

des mammites subcliniques avec une prévalence moyenne évaluée a 79% ; les especes
majoritairement retrouvées sont S.epidermidis, S. haemolyticus et S. chromogenes (Menzies,
2000 ; Menzies & Ramanoon, 2001 ; Bedolla, 2010). ). En l'absence d'infection par des
pathogénes majeurs, les SCN sont responsables de séveres augmentations des taux cellulaires
(Paape et al., 2001). Les SCN sont responsables de 9 a 53% des mammites cliniques chez les
brebis laitieres (Moles, 2002). En plus des affections cliniques qu’elles causent, les SCN
possedent méme des entérotoxines thermostables (Contreras et al., 2007).

Ces germes sont fréqguemment isolés de la peau, du vagin, des poils, du canal du trayon ou
dans le lait prélevé par des moyens non aseptiques (Pengov, 2001)

4.2.2. Mannheimia spp :

M. haemolytica, M. glucosida et M. ruminalis ont été isolés des cas de mammite aigué
chez les ovins (Omaleki et al., 2010, 2011), avec confirmation de M. haemolytica comme la
cause la plus courante des mammites dans les troupeaux allaitants (Arsenault et al., 2008;

Koop et al., 2010; Omaleki et al., 2010). Par contre, dans les troupeaux laitiérs, seulement
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11% des cas de mammites étaient dus a M. haemolytica (Mavrogianni et al., 2007).
M. haemolytica est une cause frequente de mammite chez les brebis.
Cette bactérie est probablement transmise par des agneaux allaitants, ou elle se trouve souvent
comme une flore normale des voies respiratoires supérieures. Les mammites a M. haemolytica
présents les mémes signes cliniques de la mammite a S. aureus, donc cette infection doit étre
prise en compte dans le diagnostic différentiel de la mammite gangreneuse (Gougoulis, et al.,
2008; Scott et Jones., 1998).

4.2.3. Arcanobacterium Pyogenes :

Ce germe est a Gram négatif provoque des macro-abcés multiples dans la mamelle avec
un lait prenant la forme de pus jaune sans grumeaux et 1’abcédation des noeuds rétro
mammaires, parfois entrainant 1’atrophie du quartier (Devillechaise, 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 chronicité, soit vers la destruction du quartier et parfois vers la
mortalite.

4.2.4. Pseudomonas aeruginosa :

C’est une bactérie Gram négatif, elle existe surtout au niveau des lésions 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 et literic humide (Leitner et al.,
2007). Les mammites dont il est responsable sont sporadiques, mais elles peuvent toucher
parfois plus du tiers du troupeau. L'espece Pseudomonas Aeruginosa est a 1’origine d’une
forme suraigué séro-hémorragique (Smith, 2008; Hanzen, 2014) et daprés Le Guillou
(1989) la mortalité est fréquente.

Les animaux atteints présentent des signes cliniques systémiques tels que l'inappétence, la
fievre et la dépression, en plus d'une mamelle dure, enflée et douloureuse. L'abattage des
animaux infectés et porteurs est recommandé (Hall et Rycroft, 2007).

4.2.5. Corynébactéries :

Les bactéries du genre Corynebacterium sont commensales de la peau et des muqueuses.
De nombreuses espéces ne sont pas pathogenes mais certaines especes sont, quant a elles,
pathogénes avec un pouvoir pyogeéne. (Gyles et al. 2010).

Corynebacterium pseudotuberculosis est le principal agent de la maladie caséeuse des petits

ruminants.
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4.2.6. 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 symptébmes mammaires signalés par Mercier et al., (2000) et Mercier, (2001)
sont : baisse de production voire agalactie, lait modifié, atrophie et fibrose du quartier. Selon
Buxadé, 1996 ; ils peuvent aussi parfois étre accompagné de kérato-conjonctivite, d’arthrite
Ou pneumonie dans les troupeaux.

4.3. D'autres germes :

Certains pathogénes rarement retrouvés chez les moutons dans le cas de mammite ont été
signalés par quelques auteurs a savoir : Klebsiella pneumoniae (Plummer, P et Plummer,

C, 2012), Brucella, Serratia macrescens, Salmonella spp, Bacillus cereus, Clostridium
perfringens (Radostits et al., 2002).

4.4. Champignons :

Les infections mycosiques ne sont qu’une cause mineure des mammites chez les petits
ruminants. Seules les mammites a Aspergillus fumigatus fait I’objet de plusieurs publications;
Les signes cliniques sont souvent peu spécifiques du champignon, ¢’est pourquoi les 1ésions
sont la plupart du temps découvertes en post-mortem et lors d’un examen histopathologique
(Perez et al. 1999).

4.5. Virus :

Des virus peuvent étre impliquées dans le déclenchement des mammites, soit en causant
des 1ésions du trayon et ainsi en favorisant la contamination par d’autres pathogénes, soit en
ayant une action immunosuppressive (Barkema et al., 2009 ; Wellenberg et al. 2002).
Exemple : Maedi-visna (MV), infection virale caractérisée par I’importance de 1’incidence
économique puisque la production de colostrum (mammite interstitielle aigué) est presque
totalement supprimée ou la production laitiere est partiellement diminuée (mammite
interstitielle chronique).

(Pekelder et al., 1994).
5. Diagnostic des mammites :

Les procédures de diagnostic utilisées dans les mammites ovine comprennent I'examen
clinique, les tests bactériologiques, lI'examen cytologique du lait (direct en utilisant des
compteurs fluoro-optoélectroniques et le comptage microscopique des cellules, indirect en

utilisant le California Mastitis test (CMT) ou le Whiteside test), la mesure de la conductivité
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électrique du lait et les techniques d'imagerie (échographie, endoscopie et thermographie
infrarouge) (Fragkou et al. 2014).

Le diagnostic des mammites cliniques est genéralement simple, basé sur les résultats de
I'examen clinique (mamelle gonflée et douloureuse, aspect du lait anormal, hyperthermie,
boiterie du c6té de la glande affectée). D'autres tests de diagnostic (en particulier des examens
bactériologiques) aident dans le diagnostic étiologique de la maladie, ce qui est important
pour choisir un traitement efficace (Mavrogianni et al. 2011). Par contre, le diagnostic des
mammites subcliniques nécessite l'application des tests spécifiques. L’augmentation du
nombre de cellules somatiques dans le lait de brebis, associée a un examen bactériologique,
reste le meilleur moyen pour le diagnostic des mammites subcliniques.

Différentes seuil ponctuel pour les comptages de cellules somatiques ont été proposés.
Les auteurs ont proposé qu'une mamelle est considérée saine si le CCS est inférieurs a
500.000 cellules/ml, elle est considerée infectée si le CCS est supérieurs a 1million de
cellules/ml (Rondia et Delfosse, 2007). Lorsque le nombre de cellules somatiques situe entre
ces deux valeurs, un examen bactériologique du lait serait nécessaire pour confirmer

I'infection mammaire subclinique (Gelasakis et al. 2015).

5.1. Diagnostic clinique :

5.1.1. Examen clinique de la mamelle :

L'examen clinique de la mamelle et de sa secrétion est le moyen le plus simple et le
plus évident dans le diagnostic des infections mammaires. Il consiste a une inspection a
distance de la mamelle et une palpation superficielle puis profonde de la glande et des trayons
pour la mise en évidence des symptémes généraux et locaux (Fragkou et al. 2014).

Les lésions sur la peau de la mamelle (par exemple, changement de couleur, blessure,
lesions pathologiques) doivent étre enregistrees, ainsi que les modifications de la forme
générale de la mamelle (par exemple, augmentation de la taille, atrophie). Ensuite, les glandes
mammaires doivent étre palpées. La forme, la taille, la température et la consistance de
chaque glande doivent étre évaluées et enregistrées (Fthenakis, 1994). Toute réaction
douloureuse lors de la palpation et la présence de structures anormales dans la glande (par
exemple, dureté, nodules) doivent étre notée. Par la suite, chaque trayon palpée sur toute sa
longueur entre le pouce et I'index de I'examinateur, de la base de trayon a son apex; sa forme,
sa taille et sa consistance doivent étre évaluées (Mavrogianni et al. 2005). De cette maniere,

les Iésions probablement présentes a l'intérieur du canal du trayon et de la citerne peuvent
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Etre détecté, Dans tous les cas, les glandes mammaires et les trayons de la méme brebis
doivent étre comparés les uns aux autres et toute différence doit étre notée. Enfin, les
ganglions lymphatiques retro mammaires doivent étre palpés pour détecter toutes altérations
de taille ou de consistance (Fragkou et al. 2014). Ensuite la sécrétion mammaire doit étre
évaluée. On note toute modification de la couleur, de I'nomogénéité, de la viscosité, de la
consistance, de l'odeur et de la quantité du lait produite. Le plus souvent, on observe une
altération de I'homogénéité du lait, la présence de grumeaux, de gros amas de fibrine ou de
pus, visibles sur un bol a fond noir (Fragkou et al. 2014).

5.2. Diagnostic expérimentale :

5.2.1 .Analyse bactériologique :

Le diagnostic bactériologique des échantillons de lait reste le meilleur moyen de
détection des infections mammaires, car il permet de détecter les mammites cliniques, les
mammites subcliniques et d’identifier 1’agent pathogéne responsable (Bonnefont, 2011).
L'isolement des bactéries en culture pure et en croissance suffisante a partir d'un seul
échantillon de lait d'une brebis atteinte de mammite suffit a démontrer le role étiologique de
ces organismes dans la maladie (Contreras et al, 2007).

Le plus grand avantage de l'examen bactériologique des échantillons de lait est la
possibilité de démontrer le rdle étiologique des organismes isolés dans la mammite.
Néanmoins, la méthode nécessite un certain temps pour obtenir des résultats définitifs et ne
peut pas étre effectuée sur place (Fragkou et al. 2014).

Le préléevement de lait doit étre réalisé de maniére aseptique que possible. Le point clé
de cette analyse consiste, dans un premier temps, a ensemencer un milieu solide et non
sélectif. Le milieu de référence est une gélose au sang de mouton coulée dans une boite de
pétri, car elle permet la croissance de la quasi totalité des germes responsables de mammites
(Gandon, 2010). Apres 24 a 48 h d’incubation, a 37°c, on observe le développement des
colonies bactériennes, et il est alors nécessaire de noter s’il s’agit d’un seul type bactérien ou
de plusieurs. Lors de développement de trois types de colonies ou plus le prélevement est
considéré comme contaminé. Par la suite le genre bactérien isolé sera identifié suivant sa
réaction aux différents tests biochimiques (Gandon, 2010). Enfin la réalisation d'un
antibiogramme est nécessaire pour choisir au mieux 1’antibiotique a utiliser dans le traitement

(Bergonier et al. 1997).

19



Chapitre I : Les mammites

5.2.2. Comptage des cellules somatiques du lait :

Le comptage des leucocytes (comptage des cellules somatiques) dans le lait reste la
meilleure méthode pour confirmer la réponse inflammatoire des brebis atteintes de mammite
(Fragkou et al. 2014).

C’est une méthode indirecte, pour la détection des mammites, sans identification de
I’agent pathogeéne, mais elles ont souvent 1’avantage d’étre mises en oeuvre plus rapidement
et plus facilement (Fragkou et al. 2014).

Chez les brebis saines, les valeurs des CCS sont faibles avec des pourcentages différents
principalement des macrophages (45-85%), des polynucléaires neutrophiles (10-35%) des
lymphocytes (10-20%) et moins de 2-3% d’épithéliocytes, cellules provenant de la
desquamation continue de 1’épithélium glandulaire ou des canaux lactiferes (Paape et al.,
2001. Bergonier et al., 2003). Les valeurs des CCS observées chez la brebis varient selon les
études, elles sont généralement inférieures a 100 000, 150 000 ou 300 000 cellules/ml
(Morgante et al. 1996 ; Gonzalez-Rodriguez et al. 1995). Plus réecemment, des chercheurs
ont indiqué que le seuil supérieur de la CCS dans le pis de brebis en bonne santé devrait étre
de 250.000 cellules / ml (Pengov, 2001. Menzies, 2000).

Lors de processus inflammatoire de la mamelle, les cellules somatiques restent les
mémes mais dans des proportions différentes, avec une augmentation importante des
neutrophiles dans le lait jusqu’a 90% des cellules somatique lors d’une diapédese a partir du
sang (Cuccuru et al. 1997 ; Moroni & Cuccuru, 2001 ; pyorala, 2003).

La CCS du lait peut étre considérée comme une estimation de la concentration en
neutrophiles du lait et donc comme une caractérisation de 1’état inflammatoire de la mamelle
(Bergonier et al. 2003 ; Schukken et al. 2009).

L’intensité de la réponse cellulaire est trés variable selon la pathogénicité du germe en
cause et les capacités de défense de 1’animal (Schepers et al. 1997). Outre le statut infectieux
de la mamelle, il existe des facteurs de variation non infectieux (physiologiques,
zootechniques et individuels). Parmi les facteurs non infectieux on a : le stade de lactation, le
nombre d’agneaux nés, la variation journaliére de traite et la race. Aujourd'hui, les comptages
de cellules somatiques sont mesurés au moyen de compteurs fluoro-optoélectroniques, qui
dénombrent les noyaux cellulaires dans le lait (Paape et al, 2001, 2007 ; Contreras et al.
2007).
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5.2.3. California Mastitis Test (C.M.T)

Le test CMT est développé par Schalm et Noorlander en 1957 s’adresse essentiellement
a la détection rapide des mammites subcliniques directement dans 1’étable. Le CMT encore
appelé test de Schalm est le test le plus pratique et le plus répandu dans le monde. C’est une
méthode semi-quantitative de détection cellulaire dans le lait.

Ce test est basé sur ’emploi d’un détergent (solution de teepol & 10%) et d’un colorant
(indicateur de pH : pourpre de bromocrésol). L’adjonction du détergent tensioactif dans le
prélevement du lait provoque la lyse des cellules présentes par destruction de leur membrane
cellulaire entrainant la libération des différents constituants cellulaires, en particulier celui de
I’acide désoxyribonucléique (ADN) (Allain, 2011). L'ADN ainsi libéré forme un réseau qui
enrobe les globules gras et les autres particules du lait, formant un gel plus ou moins dense en
fonction de la quantité d'/ADN (Barrot Debreil, 2008). Cette réaction est rendue facilement
observable, par I’ajout de colorant. Sa coloration violette s’intensifie lorsque le pH augmente
(David et al. 2000). Plus le nombre de cellules lysées est important, plus la quantité de
contenu cellulaire présente dans le lait est élevée ce qui augmenter le pH du lait. L'action du
détergent amplifie I'alcalinisation du lait mammiteux (Barrot Debreil, 2008).

L’interprétation de ce test passe par I’évaluation immédiate de la consistance du
mélange formé et de sa couleur. Une appréciation graduée de négatif a fortement positif est
habituellement utilisée (voir Tableau 11 dans matériel et méthodes) cette lecture est donc
subjective.

Mais, on s’accorde actuellement de définir un statut négatif (absence de précipité) et
un statut positif (infecté) (présence d’un précipité quelque soit I’importance et la consistance
du mélange) (Allain, 2011).

Le test CMT permet, aussi, une évaluation semi-quantitative du contenu cellulaire de
lait, par observation de I’intensité¢ de la précipitation de 1’échantillon de lait aprés ajout du
réactif (Bergonier et al. 1997). Le CMT constitue, également, un test de dépistage des
mammites bien corrélé avec les CCS ; il est d’'un grand intérét pour les petits ruminants

(Bergonier et al. 1997).

6- Traitement de la mammite :

La bibliographie compte plus de recommandations générales d'observations cliniques
(sans lots témoins) que d'essais contrélés (études cas-témoin). De plus, il n'existe pas,

actuellement, de préparations commerciales de traitement intramammaire possédant une
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Autorisation de Mise sur le Marché chez petits ruminants ; les éleveurs ne peuvent donc
utiliser que les produits destinés a la vache, dont les délais d'attente n'ont pas été définis pour
les petits ruminants. Rappelons la nécessité de respecter une hygiene trés stricte lors de la

mise en ceuvre des traitements intramammaires :

Traite compléte de la demi-mamelle, désinfection soignée de l'extrémité du trayon,
injection atraumatique du contenu d'une seringue par demi-mamelle, antisepsie finale du

trayon par trempage ou pulvérisation dans une solution antiseptique.
6.1- Mammites cliniques :

En pratique, I'objectif est, pour les mammites aigues ou suraigués, d'éviter la mort et
de permettre la réforme dans de bonnes conditions ; dans les cas de mammites subaigués, on
peut parfois obtenir une récupération fonctionnelle mais, le plus souvent, la réforme doit étre

envisagée en fin de lactation.

6.1.1. Traitement intra-mammaire :

En I'absence d'essai contr6lé, il n'est pas possible de présenter de résultats de guerison
clinique ou bactériologique chez la brebis et la chévre ; des observations cliniques font état de

<<récuperation >>, sans que les critéres d'appréciation soient toujours clairement définis.

6.1 .2.Traitements par voie générale (injectable) :

Plusieurs études de pharmacocinétique ont été conduites permettant de proposer des
protocoles thérapeutiques dont I'efficacité reste a confirmer. L'administration de fortes doses
de pénicilline (Roguinsky, 1968) ou de spiramycine (Ziv, 1974) reste parmi les traitements

les plus classiquement réalisés en pratique.

Les traitements antibiotiques peuvent étre complétés par des traites répétées ou
I'administration d'anti-inflammatoires, d'ocytocine et la réalisation de perfusions dans les cas

les plus graves. L'intérét économique de ces traitements devra étre pris en compte.
6 .2-Mammites subcliniques :

Les traitements au tarissement ont pour objectif la guérison bactériologique et la

prévention des nouvelles infections.
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De fagon générale, I'efficacité du traitement intramammaire au tarissement est tres voisine
chez la chévre et la brebis. Selon les études, les pourcentages de guérison bactériologique
(tous germes confondus) varient de 65 % h 95,8 % chez la brebis pour des raisons de
faisabilité sur de grands effectifs et actuellement de résultats d'essais contrdlts. (Hueston et
al. 1989 ; Ahmad et al., 1992b ; Longo et al., 1994 ; Marco Melero, 1994) et de 50 % a
90% chez la chévre (Fox et al.,, 1992 ; Poutrel et de Crémoux, 1995). Ces résultats
confirment l'intérét des traitements au tarissement pour I'élimination des infections
mammaires subcliniques chez les petits ruminants, si on les compare aux taux d'élimination
spontanée. Les traitements par voie intramusculaire au tarissement pourraient constituer une

alternative intéressante aux traitements locaux.
7. Prevention des mammites :

Le contr6le des mammites dans un élevage est beaucoup mieux accompli par la

prévention que par le traitement.

En général, les infections existantes persistent méme lorsqu’elles sont traitées; les efforts

doivent donc se concentrer sur la réduction de nouvelles infections (Wattiaux, 1999).
7.1. Prophylaxie médicale :

Elle repose historiqguement sur l'utilisation d'autovaccins et de vaccins comrnerciaux,
dont l'efficacité n'a jamais été prouvée par des essais controlés. Cependant, de nombreux

travaux sont actuellement en cours visant a mettre au point des vaccins modernes.

Un vaccin espagnol a fait I'objet d'un essai terrain comprenant deux injections dans le
mois précédant et dans le mois suivant la mise bas. La fréquence des mammites cliniques fut
plus faible dans le lot vacciné mais la prévalence des infections subcliniques ne fut pas

significativement différente entre les deux lots.
7.2. Prophylaxie sanitaire :

Le but est de maitriser les sources des germes, les mécanismes de transmission et les
facteurs propres de 1’animal, chaque point critique correspond a une ou plusieurs mesures

sanitaires (Brouillet et Raguet, 1990).

Pour les mammites a réservoir mammaire, les mesures prophylactiques visent a empécher

La contagion a 1’occasion de la traite. Pour les mammites a source environnementale, il s’agit
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prioritairement de veiller aux conditions d’ambiance et a I’hygiéne du logement avec une

attention particuliére pour les aires de couchage (Seegers et al, 2002).

D’une maniére générale la prophylaxie repose sur (Fetrow ,1998; Labbée, 2003 ;
Guerin et al, 2012) :

* I’hygiéne du logement : le paillage doit étre effectué chaque jour avec 1,2 Kg de paille /m2 et
le fumier doit étre curé de préférence 2 fois par jour.

* ’hygiéne de traite et ’utilisation de serviette individuelles.
* I’hygiéne de la machine a traire.
* Le trempage ou la pulvérisation des trayons avant et apres la traite.

* La reforme des cas chroniques incurables.
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Chapitre II : Généralité sur staphycoccus aureus

1. Historique :

Bien que les staphylocoques existent aussi vieux que la terre, ils ont été identifiés pour la
premiére fois comme agents pathogenes bactériens au 19eme siecle. Ces bactéries de forme
sphérique, furent initialement nommeées « micrococci», du grec kokkos pour grain.

En 1881 Staphylococcus est identifié comme une cause d’infection des plaies, par le
chirurgien écossais Sir Alexander Ogston (1844-1929), qu’il I’a observé sous forme de
grappes de bactéries semblables a des raisins dans le pus a la suite d’un abces chirurgical dans
une articulation du genou et les a nommeées Staphylococcus (staphyle du grec , « une grappe
de raisin» ; kokkos, « grain ou baie »), par opposition aux streptocoques (coques en chaine)
précédemment décrits par Billroth en 1874 (Licitra, 2013 ; Orenstein, 2013).

En 1884, un scientifigue nommé Anton J.F. Rosenbach (1842-1923), a pu isoler et
cultiver ces microorganismes en culture pure. Il a décrit deux types de colonies pigmentées de
Staphylococcus et proposé une nomenclature appropriée, Staphylococcus aureus(doré ou or)
et Staphylococcus albus (blanc). Cette derniere espéce est maintenant appelée Staphylococcus

epidermidis (Seaman, 2007).

2. Taxonomie :
Selon la 9éme édition du Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, les staphylocoques
sont classés parmi les bactéries a Gram positif pauvres en GC.

Tableau 03: Classification taxonomique de 1’espéce S. aureus (Gajdacs, 2020).

Regne Bacteria

Phylum Firmicutes

Classe Bacilli

Ordre Bacillales

Famille Staphylococcaceae
Genre Staphylococcus
Espece Staphylococcus aureus

Le genre Staphylococcus comprend actuellement 47 espéces d’espéces et sous-€Speces
réparties en 15 clusters et 6 groupes phénotypiques, sur la base des techniques d’hybridation
ADN—ADN, du séquencage du géne de I’ARNr 16S, leur nombre n’a cess¢ d’augmenter au

cours des 20 dernieres années. Dans ce genre, il est possible de distinguer deux sous-groupes
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par la présence ou ’absence de la coagulase libre. Cette enzyme est mise en évidence au
laboratoire par coagulation du sang. On distingue ainsi quarante a coagulase négative (SCN)
et sept especes et sous-especes a coagulase positive (SCP) dont S. aureus est le représentant.
(Corbiére, 2006 ; Matos, 2013 ; Barbier, 2015).

3 .Habitat :

Les Staphylocoques font partie des bactéries pathogénes les plus résistantes et sont difficiles a
¢liminer de I’environnement humain. Staphylococcus aureus fait partie de la flore de la peau
et des muqueuses de I'nomme et de l'animal (ASSOUS et al, 1999). Habituellement
commensal, mais il peut provoquer des infections (abcés cutanés, mammites). La
contamination du lait peut survenir par l'intermédiaire de porteurs sains ou infectés, ou par
I'environnement. Chez les bovins, S. aureus est isolé dans les narines. On le retrouve dans de
petites lésions cutanées et dans les manchons des machines a traire. La colonisation des
trayons peut entrainer l'infection de la mamelle (BRISABOI et al, 2003).

4. Caractere bactériologique :

4-1 Caracteres morphologiques :
Les staphylocoques sont des cocci a Gram positif, de forme sphérique et de taille comprise
entre 0,5 et 1,5 um de diamétre. Ils sont immobiles et aspérules, apparaissant seules, par
paires ou en grappes irréguliéres ressemblant a des grappes de raisin (Figure 07) (Sato et al.,
2019 ; Rasheed et Hussein, 2021). S. aureus ne possede pas de capsule visible au
microscope optique sauf pour de trés rares souches. D’autres souches sont capables de former

des colonies mucoides, et sont entourées d’une pseudocapsule (Le Minor et Veron, 1990).
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Figure 07 : Aspect de S. aureus apres une coloration de Gram (Gaafar et al., 2014)
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4 .2 Caractéres culturaux :

Les staphylocoques sont des bactéries peu exigeantes, se cultivent facilement sur les
milieux ordinaires, en aérobiose comme en anaérobiose, dans des températures de 37°C a
48°C, avec un optimum de 35°C et un pH préféré de [7 ; 7,5], mais peuvent se produire a un
pH de 4,5 et aussi bas. lls tolérent des concentrations de chlorure de sodium jusqu'a 15 % de
NaCl (Okou, 2013 ; Bhatia et Zahoor, 2007).

En milieu liquide, S. aureus produit un trouble homogene. Alors qu’en milieu solide, il
produit des colonies lisses, luisantes et bombées, plus ou moins pigmentées en jaune doré d'ou
le nom de staphylocoque doré (Okou, 2013). En gélose profonde, cette bactérie se multiplie
sur toute la hauteur du tube témoignant son caractere aéro-anaérobie facultatif (Morgene,
2018).

S. aureus est capable de pousser sur des milieux sélectifs tels que : Le milieu de Chapman :
milieu gélosé hypersalé (7,5%), contenant du mannitol. S.aureus apparaissent sous forme de

colonies entourées d’un halo jaune (fermentation du mannitol) (Figure 08) (Gandon, 2020).

Figure08 : Culture de S. aureus sur gélose Chapman (Sagar, 2020).

Le milieu de Baird Parker qui est a la base de tellurite de potassium et de jaune d’ceuf.
Les colonies de S. aureus apparaissent sur ce milieu avec une couleur noire (réduction de
tellurite) et entourées d’un halo clair (protéolyse) (Figure 09), suivi d’une opacification
tardive du halo (lipase). Ce milieu est surtout utilisé en bactériologie alimentaire (Denis et al.,
2007).
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Figure09 : Culture de S. aureus sur gélose Baird Parker (Sagar, 2020).

4.3 Caracteres biochimiques :

Les Staphylocoques sont des bactéries aéro-anaérobies facultatives, produisent une catalase
mais pas d’oxydase. Ainsi, les souches de S. aureus sont: indole négative, acétoine et uréase
positifs, réduisant le téllurite de potassium et les nitrates en nitrites, et produisant de
I’ammoniaque a partir de I’arginine (Touaitia, 2016).

Le métabolisme glucidique est particulierement intéressant. La plupart des sucres sont
fermentés (glucose, lévulose, saccharose, lactose et mannitol), le glucose est utilisé en
anaérobiose et aérobiose ainsi que le mannitol (Tableau 04) (Aouati, 2009).

Tableau04: Caractéres biochimiques de S. aureus (Morgene, 2018).

Enzymes Métabolisme des sucres
Positif Négatif Positif Négatif
Catalase Oxydase D-Mannitol D-Cellobiose
Coagulase Pyrrolidonyl D-Mannose D-Xylose
Hémolyse arylamidase D-Tréhalose L-Arabinose
B-Glucosides B-galactosidase D-Turanose Raffinose
Phosphatase B-Glucuronisase Maltose
alcaline Saccharose
Thermonucléase
(DNase)

4.4 Caractere génomique :

Le génome de S. aureus est constitué¢ d’un chromosome circulaire unique d’environ 2,8 Mb
a faible teneur en guanidine et cytosine (30 a 39 %) (Accarias, 2014). Ce génome est formé
de deux domaines fonctionnels distincts. La majeure partie du chromosome (75%) appelé «

core » contient les génes qui assurent le métabolisme de la bactérie. La deuxiéme partie du
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génome (environ 25%) est constituée d’éléments génétiques accessoires et mobiles comme
des plasmides (Géraldine, 2009), transposons, prophages ou des Tlots de pathogeénicité
portant la plupart des genes associés a des facteurs de virulence et a la résistance aux
antibiotiques (Issarte et al., 2005).

Tableau 05 : Principaux caractéres des Staphylocoques (CAMILLE, 2007).

Morphologie. Cocci sphérique de 0,5 a 1pm de diamétre :
-en amas (grappes de raisin) : S.aureus ;

-en paires, amas irréguliers : autre especes.

Coloration de Gram Gram positive

Mobilité Immobiles (mouvements browniens).

Type respiratoire Anaérobies facultatifs en général.

Oxydase Negative

Catalase Positive.

Conditions de culture Température optimale a 37°C ; croissance a

10°C et a 45°C selon les especes.
pH optimal de 7,2 a 7,4.
Caractéres spécifiques Halotolérants : 6,5 % de NaCl

Milieux  de  culture | Gélose nutritive, gélose trypcase soja

d’usage

Courant

Milieux d’isolement Gélose de Baird-Parker ;
sélectifs Milieu de Chapman
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5. Les facteurs de virulence :

Tableau06: Les principaux facteurs de virulence des Staphylocoques pathogénes en médecine

vetérinaire (Markey et al. 2013).

Les facteurs de virulences

Fonctions

Le

extracellulaire)

coagulase libre (protéine

L’adhérance a la  prothrombine,
transforme le

fibrinogene en fibrine

La protéine A

L'adhésion au fragment Fc de
I'immunoglobuline G, inhibe la

phagocytose

La protéase

L'hydrolyse des protéines

Les entérotoxines (A, B, C,D, Eet F)

Neurotoxines avec une activité super
antigene
sur les lymphocytes T : vomissements,

diarrhée, choc

Les hémolysines (alpha, béta, delta,

gamma)

La lyse des globules rouges.
La toxine alpha a un rdle possible dans

I'évasion du phagosome intracellulaire

Les lipases et les phospholipases

L’activité enzymatique sur les lipides et
les

Phospholipides

Le déoxyribonuclease

Exotoxinequi hydrolyse I'ADN

La staphylokinase

L’adherence a la plasminogéne et la
transforme en plasmine qui a une activité
fibrinolytique et protéolytique. Aides a la
diffusion et de la nutrition

Le syndrome de choc toxique Toxine
(TSST-1)

Activité superantigénique

La coagulase liée

L'adhésion au fibrinogene
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La leucocidine La lyse des leucocytes

La capsule Inhibe la phagocytose

Les béta-lactamases L'hydrolyse du cycle béta-lactame des
Pénicillines

L’hyaluronidase Facteur de diffusion, I'nydrolyse de la

matrice extracellulaire

Le glycocalyx (exo polysaccharides) Inhibe la phagocytose
Les protéines de surface L'adhésion a la fibronectine, le collagene,
la

Vitronectine

La toxine exfoliative A et B provoque epidermolyse / La dermatite
pustuleuse
La staphyloferrin B Captage des ions FE/Sidérophores

Suite a I'entrée dans la glande mammaire, les adhésions telles que la protéine A et les
protéines de liaison au fibrinogéne sont susceptibles d'étre importantes dans I'adhésion aux
cellules épithéliales mammaires (Castagliuolo et al., 2006).

La leucocidine détruit les neutrophiles et les macrophages chez les bovins.
Les enzymes comprennent la staphylokinase qui est un activateur de plasminogéne ; le
coagulase ce qui provoque la coagulation du plasma in vitro ; I’hyaluronidase («
facteurd’étalement ») ; la lipase ; la collagénase ; la protéase ; la nucléases et I'uréase, peuvent
toutes avoir un rdle dans la pathogenese des infections staphylococciques.

Le Tableau 06 énumére les principaux facteurs de virulence des Staphylocoques
pathogenes.Staphylococcus aureus a une vaste gamme de facteurs de virulence, ce qui peut
aider a la surmonter ou I'échapper des défenses immunitaires de I'hdte et d'augmenter la
séverité des infections (Scali et al., 2015).

Des études de facteurs de virulence des Staphylocoques a coagulase négative sont rares,
et certaines especes des Staphylocoques & coagulase négative peuvent posséder des facteurs
de virulence semblables a Staphylococcus aureustandis que d'autres n’en’ peuvent pas

(Tapone et al, 2009) .
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Chapitre III : L’antibiorésistance

1 Les antibiotiques :

1.1 Historique :

Les antimicrobiens sont probablement I'une des formes de chimiothérapie les plus
efficaces de I'histoire de la médecine (Aminov, 2010). On se doit de rappeler I'étymologie du
mot antibiotique qui vient d'un mycologue nancéen, Jean-Paul Vuillemin, qui en 1889,
introduit le terme "antibiose” (du grec anti : "contre” et bios : " la vie"). Une idée selon
laquelle l'interaction biologique entre deux ou plusieurs organismes porte préjudice au moins
a l'un d'entre eux (Klein, 2011).

L'histoire célébre, est la découverte de la pénicilline et de ses propriétés bactéricides en
1928 par Alexander Fleming qui ouvrit de nouvelles perspectives pour le traitement des
maladies infectieuses. En 1941, un patient atteint de septicémie a staphylocoque fut traité
avec succes par la pénicilline (Yves, 2009).

Cinguante années avant Fleming, Pasteur et Joubert ne constataient que l'injection de
bactéries du charbon (Bacillus anthracis) chez les animaux empéchait le développement des
maladies bactériennes (Mangin, 2016).

La pénicilline a été introduite en clinique en 1946, ou elle a un effet significatif sur la
santé publique. La découverte de la pénicilline a été une étape importante pour la santé
publique car elle a réduit la propagation de la maladie (Ibrahim, 2017).

1.2 DEFINITION :

Le mot antibiotique (du grec anti : « contre », et bios : « la vie ») est utilise pour définir
une substance produit par les microorganismes d’origine naturelle (produites par des
bactéries et des champignons), synthétique ou semi- synthétique, utilisée contre les
infections d’origine bactérienne. On peut ajouter a cette définition générale que 1’antibiotique
posséde la capacité de tuer les bactéries (effet bactéricide) ou d’inhiber leur multiplication
(effet bactériostatique). Certains antibiotiques peuvent, en fonction de leur concentration,
étre bactéricides ou bactériostatiques.

D’un point de vue médical, il est nécessaire que 1’antibiotique exerce sa toxicité de fagon
élective envers les bactéries, au moins aux doses employees afin ne pas provoquer de trop

nombreux effets indésirables.
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TableauQ7: coincidence de temps entre la découverte /production d’agents antimicrobiens,

leur introduction en utilisation clinique (Schwarz et al ., 2001 a) .

Pénicilline 1940 1943
Streptomycine 1944 1947
Tétracycline 1948 1952
Erythromycine 1952 1955
Vancomycine 1956 1972
Gentamycine 1963 1967
Fluoroquinolones 1978 1982

1.3 La classification et mode d’action des ATB :

La classification des antibiotiques peut se faire selon leur origine (naturelle ou de
synthése), leur mécanisme d’action sur la bactérie, leur spectre d’activitél ou encore leur
nature chimique. Les principaux mécanismes d’action que 1’on peut rencontrer different selon
la molécule considérée. Représentant dans le tableau suivant :

Tableau08:Principaux modes d’action des grandes familles d’antibactériens (Auckenthaler,
1999 ; Greenwood, 2003 ; Alanis, 2005) .

Inhibition de la synthese de la paroi B-lactamines, Glycopeptides (Vancomycine)

bactérienne et Polypeptides (Bacitracine)

Inhibition de la synthese ou du Polymyxines

fonctionnement De la  membrane

plasmique

Inhibition de la synthése des protéines Aminosides, Tétracyclines, Macrolides

Et Lincosamides

Inhibition de la synthése de D’acide Quinolones et certains Ansamycines
nucléique(ADN)
Inhibition du métabolisme intermédiaire Sulfamides, Triméthoprime

(acide Folique, impliqué dans la synthése
des nucléotides)
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Inhibition qe la syr_lthése @ Inhibition de la synthése
de la paroi bacterienne de la membrane cytoplasmique

synthése protéique Inhibition de la
synthése de I'ADN

(3 nhibiton de ta ]— & =

@ Autres meécanismes

Figure 10 : Cellule bactérienne et modes d'action des antibiotiques

2. La résistance aux antibiotiques :

2-1 DIFINITION :

Les antibiotiques, qui ont sauvé tant de vies humaines et amélioré 1’espérance de vie,
risquent de devenir inefficace en raison d’une inquiétante augmentation de la résistance aux
antibiotiques qu’elle est un phénoméne général observé pour toutes les espéces bactériennes
rencontrées chez 1’homme. De plus, on assiste a des multi-résistances (une bactérie est
résistante a plusieurs familles d’antibiotiques). Les bactéries ont un grand pouvoir
d’adaptation qui leur permet d’acquérir de nouvelles propriétés (modification de leur génome
ou information génétique nouvelle) leur permettant de résister aux antibiotiques.

Tableau 09:P’antibiotique et année de détection des premiéres souches résistances.

Pénicilline 1942(Staphylococcus aureus)
streptomycine 1947 (shigella spp )
Tétracycline 1953 (shigella dysenteriae )
Meéticilline 1961 (Staphylococcus aureus)
gentamycine 1969 (Staphylococcus aureus)
vancomycine 1987 ( Entérocoques)
Daptomycine 1991 (Staphylococcus aureus)
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2.2 .Impact de la résistance aux antibiotiques :
Des échecs thérapeutiques surviennent déja pour des infections pourtant banales, mais causées
par des bactéries multirésistantes aux antibiotiques (BMR), voire résistantes a tous les

antibiotiques. Ces échecs vont se multiplier, avec un risque de déces.
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Figurell : Evolution du nombre de nouveaux antibiotiques mis sur le marché.

Cette situation est rendue d’autant plus inquiétante que les nouveaux antibiotiques sont de
plus en plus rares : entre 1983 et 1987, 16 molécules antibiotiques ont été mises a disposition,
entre 1998 et 2002 seulement 7, et 2 entre 2008 et 2011 (figure 11).

3- Classifications de résistance bactérienne :
On distingue la résistance naturelle et la résistance acquise :

Reésistante bactrienne

/\

Narmrel Acquise
= Extra -
Murarion .
chiromosomigne
+  Chromosomigue +  Chromosonugue v  Fléments génétiques
+»  Stable v Rare mobiles (plasmude, trans-
¥ Fixe ¥ Stable poson intégron )
»  LUne espéce "  Spontanée +  Contagieux
bactérienne v Spécifique un ~ Non-spécifiques plusieurs
»"  Un antibiotique ou antibiotique ou antibiotiques—nmltirésistan
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+  Transmission verticale e Faan=miscion » Transmission horizontale
wverticale

Figure 12: Les deux types d’antibiorésistance et ses caractéristiques (Azmoun, 2016).
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3.1 La résistance naturelle :

Concerne toutes les souches d’une espece bactérienne et pré-existe a [’usage des
antibiotiques. Cette résistance peut étre due a 1’inaccessibilité de la cible pour I’antibiotique, a
une faible affinité de la cible pour 1’antibiotique ou encore a I’absence de la cible.

La résistance bactérienne naturelle est permanente et d’origine chromosomique. elle est
stable, transmise a la descendance (transmission verticale) lors de la division cellulaire, mais
elle n’est généralement pas transférable d’une bactérie a 1’autre (transmission horizontale)
(Guillemot et al., 2006 ; Bebell et al., 2014).

3.2 La résistance acquise :

Ne concerne qu’une partie des souches d’une espéce bactérienne normalement sensible et
ont la capacité de s’adapter a la pression exercée par les antibiotiques (figurel3) en
modifiant leur génome. Cette modification peut étre de deux types :

e soit par mutation chromosomique <résistance chromosomique>.
Soit par acquisition de génes étrangers a partir d’autres bactéries (transfert d'ADN de
plasmides conjugatifs ou de transposons < résistance extra chromosomique> Cette résistance
est souvent instable (Hajjej et Kamoun, 2016 ; Jarlier, 2019 ; Yala et al, 2001).

Susceptible — ) C IR 3 Resistant strains then spread
bactarum . = : i o @ B » in the enviroment and transfer
Resistzrt @ ,  Antibictic reatment & Y ) the genes cading for resistance
bactarium @ ) started o other unredated Lbeclena

Befcra antibictic start Selaction of resistant Final population of
bacterium efter resistont bactera
anlibiotc pressure

/
\'\_ —_

Figure 13: mécanisme de résistance acquis (selon Apurba Sankar et Sandhya Bhat
K.2016)

4. Principaux mecanismes de résistance aux antibiotiques :

Trois principaux mécanismes de résistance sont actuellement connus :

o Inactivation de ’antibiotique par une enzyme bactérienne : ¢’est la situation la plus
fréquente.

e Diminution de la quantit¢ d’antibiotique  atteignant la  cible
L’antibiotique n’est pas modifiée, mais il ne peut pas acceder a sa cible au sein de la

bactérie :
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Soit parce qu’il ne peut plus y pénétrer en raison de la baisse de la
perméabilité membranaire.
Soit parce qu’il est expulsé activement vers I’extérieur de la bactérie par des

protéines jouant le role de pompe (systémes d’efflux).

« Modification de la cible

o

Modifications quantitatives : par exemple, 1’absence de paroi chez les
bactéries du genre Mycoplasma est responsable de leur résistance naturelle aux
B-lactamines.

Modifications qualitatives : la modification de la structure de la cible peut
diminuer son affinité pour I’antibiotique. C’est un mécanisme fréquent de
résistance acquise.

Protection de la cible : c’est une protection réversible de la cible (par des

protéines empéchant la fixation des quinolones, par exemple).

Antibiotique

Q
v o°
Diminution de la
perméabilité membranaire @

C ] Paroi externe

Systeme defflux (B)

Inhibition \—-'.
enzymatique de
tanibioiave ||

‘ ' Cible modifiée

] Paroi cytoplasmique

de I"antibiotiqud

Cible nomale
de l'antibiotique

(1) Diminution de la pénétration de |’antibicfique dans la bactérie.

(2) Uantibiotique peut étre inactivé par I'action d'une enzyme.

(3) La modification de la cible empéche la fixation de I’antibiotique.

(4) La protection de la cible empéche la fixation de I’antibiotique.

(5) Les systémes d’efflux provoquent une élimination de I'antibiotique hors de la cellule.

Figure 14 : principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques
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5. Mode d’action des antibiotiques et mécanismes de résistance chez

S. aureus
Les souches de I'espece bactérienne Staphylococcus aureus se distinguent, par leur
grande adaptabilité, en particulier le développement de résistances a différentes classes
d'antibiotiques, ces classes et les mécanismes de résistance a celle-ci sont décrits ci-dessous.
5.1. Résistance aux B-lactamines
Les B-lactamines sont l'une des classes de médicaments bactéricides les plus utilisées au
monde, les membres de cette classe ont une propriété commune, qui est le noyau [-lactame et
comprend : pénicillines, céphalosporines, Carbapénémes, monobactames, inhibiteurs de
Bétalactamase (I'acide Blavulanique et le Sulbactam ou Tazobactam).Ces derniers arrétent la
croissance des bactéries, en bloquant la synthese de la paroi cellulaire, de sorte qu'ils inhibent
les enzymes responsables de sa biosynthése contenues dans la membrane cellulaire, dont les
plus courantes sont les protéines de liaison a la pénicilline (PLP) (Pandey et Cascella, 2019).
S. aureus résiste a cette classe d’antibiotiques par deux mécanismes : ['une est
I'expression des enzymes P-lactamases et 1’autre est la synthése d’un PLP supplémentaire

(Figure 15) (Fuda et al., 2005).

l P-lactamines | [B-Iaclamincs / B—Ilctam:m]

Figure 15 : Mécanismes de résistance de S. aureus aux p-lactamines (Archambaud, 2009).

5.2. Résistance a la pénicilline

La résistance de S. aureus a la pénicilline est médiée par blaZ. Un gene (peut étre porté, soit
par un transposon, soit étre chromosomique) qui code pour une enzyme principalement
extracellulaire, la B-lactamase, sécrétée par 70 a 90 % des souches de cette espéce

bactérienne, lorsqu’elles sont exposées aux Béta-lactamines. Cette enzyme hydrolyse leur
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cycle B-lactame, les rendant inactives (Figure 16). La pénicillinase entraine une résistance a la
pénicilline G et aux pénicillines A (Ampicilline, Amoxicilline, etc.), aux carboxy-pénicillines
(Ticarcilline) et aux uréido-pénicillines (Pipéracilline) (Lowy, 2003 ; Leclercq, 2002 ;

Quincampoix et Mainardi, 2001).

Peniclllin Resistance
) "
=0 N
[k B-lactam fing -
B [f-lactamae izl
[ \)/l- {@.5. ESBL) \ ‘}.-"'
7N o= HN.___ /™
o -
CO0- COO-
. Penicilioic acid

Figure 16: Mécanisme de résistance de S. aureus a la pénicilline (Harris, 2015).

5.2.1Rappels épidémiologiques a propos du SARM
5.2, 1,1 Epidémiologie de SARM

l l 2000 2004

S. aureus péniciline-lR —F———————
LSTA R Y/ Il —

GISA =

Enterococcus vanco-R -

GRSA

Figure 17 : Histoire de la résistance SARM

5.2.1.2. Description des premiers SARM
Le premier cas de SARM est apparu en 1961 en Grande-Bretagne, quelque mois apres le
début de I'utilisation de la méticilline en 1959 dans le traitement des infections a S.aureus

devenus résistants a la pénicilline et a la streptomycine.
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Les premiéres souches ont été isolées dans un hdpital britannique (84) chez un patient atteint
d’eczéma et traité avec la méticilline, chez son infirmicre qui présentait une plaie infectée du
doigt et dans la plaie opératoire d’autre patient soigné par la méme infirmiére.

5.2.1.3. Diffusion des SARM :

La résistance a la méticilline dans I’espéce de S.aureus a progressivement augmente a

partir des années 1962.
L’émergence de ces souches est survenue, Dans de nombreux pays a la méme période et avec
une expansion intercontinentale. Une diminution de fréquence de ces souches multi
résistantes a eu lieu dans les années 1970, probablement expliquée par des politiques de
contrble de ces infections et de ’utilisation des antibiotiques. La réduction de la fréquence de
ces SARM a éte plus efficace dans les pays qui ont le mieux adhéré a ces politiques de
contréle de la transmission croisee qui incluaient le dépistage des patients colonises et les
précautions standard d’isolement et d’hygiéne.

Méme si le pourcentage des SARM au sein de I’espece n’est pas stricto sensu le meilleur
critére pour juger de son épidémiologie, il est cependant suffisant pour décrire I’état des lieux
de la résistance des S .aureus dans le monde.

Au Danemark, par exemple, le taux de prévalence de la méticillino-résistance de S.aureus
dans les hemocultures a atteint un sommet a 33% dans les années 60 pour diminuer et étre
maintenu a moins d’ 1% plus de 25 ans grace aux mesures de surveillance et de prévention.

Une étude américaine portant sur les infections nosocomiales a staphylocoques montrait une
proportion de 5 a 8 % d’infections 8 SARM en 1980 et de 16 a 22 % en 1990(85).

Cing principaux clones, définis par des techniques de biologie moléculaires, sont
responsables de prés de 70% des infections a SARM a travers le monde.

5. 3 Résistance aux MLS (B) (I’érythromycine)

Les antibiotigues du groupe macrolides-lincosamides-streptogramines (B) sont
recommandés comme premiers choix dans le traitement des infections a staphylocoques. Ils
ont une structure différente, mais un mode d'action similaire. Ces antibiotiques inhibent la
synthese des protéines bactériennes en se liant a I'ARNr 23 S dans les sous-unités
ribosomiques 50 S (Sakar et al. 2012).

La résistance croisee aux macrolides, aux lincosamides et aux streptogramines B chez
Staphylococcus aureus, est médiée par les génes de 1’érythromycine ribosome méthylase
(ERM) qui codent pour des protéines, qui méthylent les résidus d'adénine A2058/2059 dans la
région peptidyl transférase du domaine V de L'ARNr 23S. (Otsuka et al., 2007 ; Yao et al.,
2019).
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D'autres mécanismes de résistance ont également été décrits chez S. aureus, une
mutation du site cible, telles les mutations dans les protéines ribosomiques L22 et L4 , une
inactivation enzymatique de l'antibiotique due a l'activité des génes LINA, VAT, VATB, et
un efflux actif du médicament dd a l'activité des génes MSRA, MSRB, VGA, VGB (Sakar et
al., 2012 ; Vestergaard et al., 2019).

5-4 Résistance aux aminosides (gentamycine) :

Les aminosides sont l'une des classes d'antibiotique, qui jouent un réle important dans le
traitement des infections a staphylocoques, ils tuent les bactéries par inhibition de la synthese
protéique. Les molécules d'aminoglycosides (Ag) se lient a la sous-unité ribosomique 30S
bactérienne, rendant les ribosomes indisponibles pour la traduction, ce qui entraine la mort
cellulaire (Tolmasky, 1999).

Le principal mécanisme de résistance aux aminosides chez S. aureus, est l'inactivation
des antibiotiques par des enzymes de modification des aminosides (AME), codées par des

génes acquis via des transposons ou des plasmides (Denis et al., 2016).
5- 5 Résistance aux tétracyclines :

Les tétracyclines sont des antibiotiques bactériostatiques a large spectre, elles sont
utilisées dans le traitement et la prévention des infections bactériennes. Ces antibiotiques
,inhibent la croissance des bactéries, en pénétrant dans la cellule bactérienne, en se liant aux

ribosomes bactériens et en arrétant la synthese protéique (Speer et al., 1992).

La résistance a la tétracycline chez S. aureus est généralement médiée, soit par un efflux

actif par les protéines Tet (K) et Tet (L), qui exportent ces antibiotiques hors de la cellule.

, Soit par des protéines de protection ribosomale (RPP), qui conférent une resistance a ces
derniers, en se liant au ribosome et en chassant le médicament de son site de liaison, (FeRler
et al., 2018 ; Hobson et al., 2021).

Les tétracyclines se lient a la protéine répresseur Tet (R), ce qui entraine sa dissociation
de 'ARNm et facilite I'expression des pompes d'efflux spécifiques a la tétracycline. (b) Les
protéines de protection ribosomale (RPP) peuvent empécher la liaison des tétracyclines au

ribosome, permettant ainsi a la traduction de se poursuivre.
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Figure 18 : Mécanismes courants de resistance a la tétracycline (Hobson et al., 2021)

6. Les facteurs induisant la résistance aux antibiotiques

Selon CARLE (2009), I’émergence de la résistance bien qu’étant un phénomeéne naturel
d’adaptation des microorganismes a leur environnement, peut étre accéléré par divers
facteurs. Toute mauvaise utilisation des antimicrobiens, tout usage abusif et traitement trop
court, toute posologie insuffisante, activité trop faible et maladie ne relevant pas du
médicament en question renforcent considérablement la probabilité que S.aureus ou d’autre
microorganismes s’adaptent et se multiplient au lieu de disparaitre. L’émergence de la
propagation de la résistance aux antibiotiques est le résultat de plusieurs facteurs résumés

dans le tableau suivant.

TableaulO:les facteurs induisant la résistance aux antibiotiques (CARLE, 2009).

Facteurs Exemples (liste non exhaustive)

Emergence de la résistance e Usage abusif d’antibiotique

e Durée trop courte ou dose sous
thérapeutique ;

e Diagnostic non confirmé d’infection
bactérienne ;

e Ultilisation inadéquate d’antibiotique
dans les pays en vois de

développement.

Propagation des souches e Mesure d’hygiéne inadéquate dans les
Résistantes hopitaux
e Non respect des directives de lutte

contre les infections
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Promiscuité des patients (transfére
des patients colonisés ou infectés

entre les hopitaux et milieu

communautaire)

e Voyage internationaux ...

Utilisation d’antibiotiques dans

I’agro-alimentaire

Animaux destinée a la consommation,

agriculture, aquaculture....

Utilisation d’antibiotique et des

Désinfectants

Agents antibactériens dans les produits
d’entretien ménager, dentifrice, les pastilles

contre le mal de gorge, les savons...
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Matériel et Méthodes

Matériel et méthodes :
Cadre de I’étude :
La zone d étude est devisée en 03 régions communes (ksar chalalla) Tiaret
,( Hassi fedoul) Djelfa ,( chahbounia et Boughezoul ) Médéa
Elle est située dans la région centre de I'Algérie, caractérisée par un climat méditerranéen
extra tropical tempéré avec de longues périodes de sécheresse estivale de 3 a 5 mois, des
températures minimales moyennes comprises entre -2 et + 4 ° C et des températures
maximales moyennes comprises entre 33 ° C et 40 ° C.
Les précipitations sont généralement irréguliéres et inégalement réparties dans le temps et
dans l'espace.
Cette zone appartient a une région agropastorale et steppique. Elle est caractérisée par
une forte densité d’élevage des petits ruminants (ovins, caprins), de plus elle sert comme une
zone de passage de SAHARA a la région de tell, surtout en période estivale ou les nomades

passent avec leurs troupeaux vers la région tellienne.

Figure 19 : carte géographique représente les régions d’étude.
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| .Materiels
1 Matériels biologique :
1.1 Prélevements de lait :
Deux types de préléevement sont réaliser a partir des :
v' mammite clinique : prélévements réalisés et fournies par les vétérinaires praticiens
privés, et concernent les femelles (chévres et brebis) atteintes des mammites cliniques
v' mammites subclinique : nous avons réalisé un dépistage des mammites subcliniques
par le moyen de test CMT ( California Mastitis teste).
, sur des femelles en lactation. Un effectif total de 195 des brebis avec quelques prélévements
caprins.
1.2 Matériels de prélévements
Le matériel nécessaire pour le prélevement :
— Glaciere isotherme avec bains de glace.
— Pots de prélevement stériles a bouchon hermétique de 60ml.
— Gants a usage unique.
— compresse stérile et I’ Alcool a 70°.
— Marqueur indélébile.
2 -Matériel du laboratoire :
Tout le matériel utilisé au niveau de laboratoire et verrerie, et consommables nécessaires
pour préparer les tests et les différents milieux de culture, est mentionné en ANNEX 1.
Il Méthodes :
1- Prélevements :

1.1- Technique de prélévement du lait :

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

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

2) apres avoir éliminé les premiers jets du lait, ouvrir le pot stérile d’une main en
gardant le capuchon disponible entre le pouce et I’index, et maintenir le tube incliné a
60° pour eviter la pénétration les impuretés.

3) prélever environ 10 ml de lait et le fermer immédiatement pour éviter la

contamination.
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4) Marquage et identification de chaque pot avec des étiquettes portant la date du
prélévement, la race, du nom du lieu de prélevement.
5) Les pots sont transportés dans la glaciére a T+4 C° (sous régime froid) et acheminés
vers le laboratoire pour les ensemencées au bout de 48 heures.
Remarque : Les échantillons peut étres stockées dans le réfrigérateur a T+4C°(période de
stockage ne dépasse pas2-5jour), ou mise en culture directement aprés leurs arrivé au

laboratoire si possible.

Figure 20: Les échantillons de lait prélevés des petits ruminants.

Figure2l : Glaciere pour transport sous régime froid (+4) des prélevements.
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1.2 California Mastitis Test (C.M.T) :

Technique de prélevement : Le test CMT est développé par Schalm Noorlander en 1957
s’adresse essentiellement a la détection rapide des mammites subcliniques directement dans
table.

Le CMT encore appelé test de Schalm est le test le plus pratique et le plus répandu dans le
monde constitue, également, un test de dépistage des mammites bien corrélé avec les CCS ; il
est d’un grand intérét pour les petits ruminants (Bergonier et al. 1997).

1.2.1 Equipement :

Le lait collecté pour la CMT doit étre collecté de maniére hygiénique. Echantillons de
lait de chaque quartier, doivent étre collectés dans une palette CMT propre et exempte de tout
résidu de lait. La palette CMT a quatre peu profondes coupelles marquées A, B, C et D pour
une identification facile du quartier individuel a partir duquel le lait a été obtenu donc chaque
coupelle étant attribuée a un quartier bien défini (dans le cas des petits ruminants on a utilisé
seulement 2 le A et B).

Réactif CMT : solution tensioactif (Raidex testeur de dépistage mammite, 2003 incolore),
Dettingern/Erms. Germany.
1.2.2 Explication de la technique de CMT :

Environ (2 ml) de lait est prélevé dans chaque quartier. C'est le montant qui serait
laissé dans les tasses lorsque la palette est maintenue presque verticale ou en position verticale
(le surplus de 02 ml est éliminé).

- Une quantité égale (2ml) de réactif CMT est ajoutée a chaque tasse de la palette.

- La palette est ensuite tournée dans un mouvement circulaire pour bien mélanger le contenu.
Le mélange ne devrait pas durer plus de 10 secondes.

- Le test doit étre «lu» rapidement car la réaction visible a tendance a se désintégrer apres
environ 20 secondes. La réaction est notée visuellement en fonction de la quantité de gel qui

se forme. Plusil y’formation de gel, plus le score est ¢levé
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Figure 22: Matériels et réactif inclus dans la technique de CMT.

1.2.3 Lecture d’un test CMT

- N = négatif. Il n'y a aucun signe d'épaississement dans le mélange.

- T = trace. Il y a un léger épaississement du mélange. Les réactions de trace semblent
disparaitre avec un rotation continue de la palette.

- 1 = faible positif. Il y a un épaississement distinct du mélange, mais il n'y a pas de tendance
a se former un gel. Si la palette est tournée de 20 secondes ou plus, I'épaississement peut
disparaitre.

- 2 = positif distinct. 1l y a épaississement immédiat du mélange avec une légére formation de
gel.

Lorsque le mélange est tourbillonné, il se déplace vers le centre de la tasse, exposant le fond
du bord extérieur. Si le mouvement s'arréte, le melange se stabilise et recouvre le fond de la
tasse.

- 3 = fort positif. Un gel se forme et la surface du mélange devient élevée (comme un oeuf

frit). Un pic central reste projeté méme apres l'arrét de la rotation de la palette.
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1.2.4 L’interprétation

Tableaull:Interprétation des résultats du test CMT (Allain, 2011).

Lecture Interpretation
Aspect score
Infection
CCS
(2103/m
1)
valeur Note
0 0 Absente 100
Consistance normale;
Couleur: gris
1 (+/-) Risque 300
d'infection
Léger gel disparaissant apres par
agitation;  Couleur:  gris des
violat pathogene
mineurs
Léger gel persistant, | 2 (+) Mammite 900
filaments subclinique
grumeleux;
Couleur: gris violet 3 (++) Mammite 25000
Epaississement  immédiat; subclinique
amas
visqueux au fond de Ia
coupelle
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Gel épais; consistance du |4 (+++) Mammite 85000
blanc subclinique
d'ceuf; limite de
Couleur violet foncé I'expression

clinique

Dans notre étude nous avons retenus les prélévements qu’ont un score de 1(faible ositif) et

plus (2.3.4 donc témoin de mammite subclinique confirmée).

2. Analyse microbiologique de lait

L'analyse bactériologique des préléevements de lait a été réalisée au laboratoire de

recherche de microbiologie au niveau de l'université Médéa.
2.1 Préparation des milieux de culture

Les différents milieux de culture qu’on a été préparés a partir des milieux de base
Déshydratés et prépares selon les instructions des fabricants sont:
1-gélose Chapman (gélose hyper salée au mannitol)
2- la gélose de Muller Hinton
3- Gélose nutritive
4-gélose DN ase
5-gélose triple Suger iron. agar (TSI)
6- gélose au sang cuit (GSC)
La technique de préparation des différents milieux de culture sont détaillées dans les annexes.

2.2 Isolement
L’isolement a été effectué¢ sur milieu hypersalé (7.5% NaCl) de Chapman sélectif pour les
staphylocoques par étalement et épuisement sur gélose (pour la recherche des Staphylococus
aureus) comme suivant :
» A I’aide d’une anse de platine prendre une goute de I’ait (environ 10ul), déposer
sur la gélose et ensemencer par des stries simple.
» incuber les boites pendant 24 a 35-37°C.
Remarque : Si aucune colonie ne s’est formée apres 24h, I’incubation est prolongée jusqu'a
48h.
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2.3 Purification

Apres la durée d’incubation, les boites sont examinées a la recherche des cultures positifs, et
surtouts celles de S.aureus, caractérisées par virage de couleur de milieu de Chapman vers le
jaune (initialement rouge) car S.aureus est Mannitol+, sélectionner une colonie bien isolée, et
procéder a la purification.

Pour purifier la souche suspecte, des repiquages successifs sont réalisées sur gélose au sang
cuit (gélose au chocolat)et les incuber a 37°C afin d’obtenir des cultures pures. Une

coloration de Gram faite a chaque fois pour controler la pureté des souches.

Figure 24 : purification des isolats GN
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3 - Identification :

3.1 Observation macroscopique :

L'examen macroscopique des cultures est le premier examen effectué a partir de
I'isolement apres incubation.
Cette observation nous a permet d’apprécier: La taille; la forme; la couleur; 1’aspect de la
surface et I’opacité des colonies. Sur la gélose Chapman cette observation nous a permet de

déterminer l'utilisation de mannitol.

3.2 Observation microscopique

Cet examen se base sur coloration de GRAM qui a pour but déterminé la morphologie
et I’aspect pariétal des bactéries. La coloration de Gram permet de distinguer les bactéries
a Gram négatif des bactéries a Gram positif. Pour la réaliser, nous avons suivi les étapes

suivantes :

Prélever le sommet d’une colonie isolée, a I’aide d’une pipette Pasteur.

L)

» Déposer une goutte d’eau physiologique stérile a 0,9% sur lame puis réaliser une
suspension bactérienne, réaliser un frottis par étalement, puis séché et fixé a la
Flamme de bec Bunsen.

¢+ Recouvrir la lame avec le violet de Gentiane et laisser agir 1 minute.

% Rincer a I’cau.

% Recouvrir la lame par une solution iodo-iodurée (Lugol) et laisser agir 1 minute.

¢ Rincer a I’eau.

¢ Décolorer a I’alcool (laisser agir de 10 a 15 secondes) et rincer a 1’eau.

% Recouvrir la lame avec de la Fuchsine, laisser agir pendant 1 minute.

o
25

Rincer a I’eau puis sécher la lame entre papier buvard.

>

K/
*

La lecture se fait sous microscope optique a I’immersion Gr 10x100.

)

*

K/
*

Coloration : Couleur rose — Gram négatif (ne pas prendre en considération).

¢ Couleur violet — Gram positif — passer a 1’identification biochimique.

D’autres tests complémentaires ont été réalisés pour identifier notre souche :
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3.2.1 Test de catalase
a) Principe

En présence d’oxygéne moléculaire, certaines réactions métaboliques conduisent a la
formation de I’cau oxygénée (H202). La catalase est une enzyme qui dégrade 1’eau oxygénée

en eau et en oxygene.
2H202 —_— 2H20 + 02
b) Mode opératoire

Sur une lame stérile, déposer une goutte d’eau oxygénée a laquelle on ajoute une colonie

isolée prélevée a partir de gélose nutritive.

c) Lecture
Catalase négative : absence de bulle d’air.
Catalase positive : dégagement d’oxygeéne sous forme de gaz.

3.2.2 Test de coagulase:

Coagulase Ce test est utile pour différentier S.aureus des autres staphylococcies coagulase
négatifs. La majorité des souches de S.aureus produisent 2 types de coagulase, libre et liée. La
libre est une enzyme sécrétée extra cellulairement, tandis que celle liée est associée a la paroi.

La coagulase libre est détectée en tube tandis que la coagulase liée est détectée sur lame .

A. Test de coagulase sur lame :

a. Principe : La coagulase liée est aussi connue comme le facteur
d’agglutination. Elle crée des liens croisés entre les chaines a et B du
fibrinogéne du plasma formant des caillots de fibrine qui se dépose sur la paroi
cellulaire. En conséquence, les coccus individuels se collent les uns aux autres
et une agglutination est observée.

b. Matériaux : Colonies simples de la culture de S.aureus suspecte sur gélose de
chocolat Plasma citré de lapin Eau stérile

c. Meéthode : Diviser une lame en deux sections avec un crayon - feutre tel
qu'illustré ci - dessous : Test Control

> Etiqueter un coté -Test || et 'autre -Contréle
> Ajouter une petite goutte d'eau a chaque c6té,
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» Avec la boucle d'inoculation stérile, suspendre deux a trois grosses colonies de la
bactérie suspecte dans chacune des gouttes d’eau. Bien mélanger pour obtenir une
bonne suspension turbide.

> Ajouter une goutte de plasma de lapin citré a la région test et bien mélanger.

» L'agglutination des cocci observée dans les 5-10 secondes est interprétée comme
positif.

B. Recherche de coagulase sur tube :

» A partir d’une culture de 24 h sur milieu Chapman, une colonie caractéristique est
suspendue dans de I’eau physiologique

» al’aide d’une pipette pasteur, 1 ml est transferé dans 9 ml de (BHIB).

» Au terme d’une incubation de 18h a 37°C, en cas de trouble du milieu ; on prend
0.5 ml de cette derniére et on rajoute 0.5 m 1 de plasma humain qu’on met dans un
étuve a 37°C.

» L’observation de la coagulation du plasma est réalisée chaque 3min puis aprés 30
minutes, 1h, 2h, 4 h et 6h

3.2.3 Test de DNase

a. Intérét clinique
L’identification des Staphylocoques pathogenes, par la recherche de la désoxyribonucléase (la
DN ase) (Denis et al, 2011).

b. Principe

La DN ase est une enzyme qui hydrolyse ’ADN (Acide Désoxyribonucléique). La mise en
évidence de la production d'une DN ase est effectuée sur une gélose contenant de I'ADN.
L’organisme hydrolyse I'ADN et l'utilise comme source de carbone et d'‘énergie pour la

croissance.

c. Mode opératoire
» Sécher la surface des boites de pétries contenant la gélose DN ase avant utilisation.
» Chaque boite peut étre divisée en sections en tracant des lignes sur le fond de la boite.
> Les bactéries sont ensemencées en utilisant un inoculum lourd et en réalisant une strie a
la surface de la gélose de 3-4 cm de long de jusqu’au centre de la boite.
» Incuber a 37 ° C pendant 18-24 h .

» Apres incubation, I'hydrolyse de I'ADN est révélée en ajoutant de l'acide.
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» chlorhydrique (HCI 1N) par inondation, celui-ci va précipiter ’ADN et donner un
aspect opaque au milieu.
d. Lecture
Si I'organisme qui se développe dans le milieu produit la Désoxyribonucléase, I'ADN serait
dégrade, et le résultat est comme suit :
Zone claire autour de la strie, le reste de la boite reste opague donc souche
DN ase(+) .
Absence de zone claire autour de la strie donc souche DN ase (-).
3.3 Identification biochimique
En absence des galeries APl STAPH, on a fait recours au milieu TSI pour étudier la
fermentation des sucre sachant que S.aureus a un métabolisme fermentaire (fermente les
sucre) contrairement a des germes proches comme micrococcus qu’a un métabolisme

oxydatif.

3.3.1 Test TSI (Triple Sugar Iron)
A- Principe
C’est une gélose incliné semi-solide compose essentiellement de lactose,
saccharose, glucose et de fer, il permet d’étudie la fermentation des sucres, d’apprécier la

production ou non de H2S et de noter la production ou non de gaz.
B-Technique et lecture de test TSI

Tableaul2:technique et interprétation de test TSI

‘ Test Technique Interprétation
piglre centrale jusqua la milieu au jaune sil y
base du tube puis par stries fermentation des sucres
sur la pente, la lecture se -Noircissement due a la
fait apres 24 heures production deH2s
d’incubation a 37°C. -- Formation des bulles de
gaz due au dégagement de

gaz
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4. Conservation des souches :
Pour des utilisations ultérieures, les isolats purifiées vont subir une conservation de longue
durée (BHIB +25% GLYSEROLE).dans un congélateur, a température -20C°, pour une

utilisation ultérieur (antibiogramme).

Figure 25:  conservation des souches isolées.

5. Revivification des souches :

Les souches conservées a -20C°, sont revivifiées par repiquage sur gélose nutritif, et incubées
a I’étuve a 35C°+-2C° pendant 18-24h

6. Antibiogramme :
1) Technique
L’antibiogramme est réalisé¢ selon des recommandations du CLSI 2008.

Un inoculum est préparé¢ a partir d’une culture pure de 18 heures sur milieu d’isolement
(gélose nutritive, Chapman). Quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques sont
raclées a ’aide d’une anse de platine, déchargées dans 5ml d’eau physiologique stérile a
0,9%.

La suspension bactérienne est bien homogénéisée et ajustée jusqu’a atteindre une opacité
¢quivalente a 0.5 McF a I’aide d’un densitométre McFarland ou a une D.O de 0,08 a 0,10 lue

a 625nm.
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Figure 26 : Préparation et ajustement de la turbidité.

Le milieu Mueller- Hinton (MH) (Oxoid, UK) coulé en boites de Pétri de 90 mm de
diamétre sur une épaisseur de 4 mm est utilise. Un écouvillon stérile est trempé dans la
suspension bactérienne, essoré en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi
interne du tube afin de le décharger au maximum, puis frotté sur la totalité de la surface
gélosée seche, de haut en bas, en stries serrées. L’opération est répétée « 3 »fois en tournant la
boite de 60° & chaque fois, sans oublier de faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme.
L’ensemencement est fini en passant I’écouvillon sur la périphérie de la gélose. L’écouvillon
est rechargé a chaque fois qu’une boite de Pétri est ensemencée.

Les disques d’antibiotiques (Oxoid, UK) sont déposés (maximum 5 pour une boite de 90mm)
a la surface de la gélose en les appliquant délicatement par une pince bactériologique stérile
ou a I’aide d’un distributeur. Ils sont espaces de 24 mm, centre a centre. Une fois appliqué le
disque ne doit pas étre déplacé. Les boites sont ensuite incubées immédiatement pendant 18 a
24 heures & 37°C.
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2) Méthode de lecture
Aprés la mesure de diametre des zones d'inhibition, les résultats sont comparés aux
valeurs critiques figurant dans le tableau de lecture (Annexell), puis la bactérie est classée
dans I’une des catégories: sensible, résistant ou intermédiaire.
Les souches qui ont une résistance a au moins un antibiotique dans trois catégories

D’antibiotiques différentes ou plus sont considérées comme multi résistante (MDR
(Magiorakos et al. 2012.)

GN
|£| BA coT cb C E

FOX

TE

Figure 27: les zones inhibition (antibiogramme)
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Tableaul3: liste des familles des antibiotiques et leur charge

Béta-lactamines Pénicilline(P) 10ug
Cefoxitine(FOX) 30ug
Quinolones Ciprofloxacine(CIP)  5ug
Tétracyclines Tétracyclines(TE) 30ug
Aminoglycosides Gentamicine(GN) 10ug
Amikacine(AK) 30ug
Lincosamides Clindamycine(CD) 2Ug
Autres molécules Bacitracine(BA) 10ug
Macrolides Erythromycine(E) 15 ug
Sulfamides Cotrimoxazole(COT) 30ug
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Figure 28 : Protocol de recherche et d’identification de S .aureus .
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Résultat et discussion

Résultats et discussion

1- Résultats de CMT

Les mammites subcliniques sont définie par la modifications quantitative et qualitatives
du lait sans l'apparition des signes cliniques ni de modifications macroscopiques du lai ( Bedo
etal ., 1995 ; Gonzaloetal ., 1994 ) . Elles entrainent une augmentation de la concentration
en protéines solubles et une diminution du rapport caseine / protéines par l'augmentation du

passage passif de certains composants sanguins dans le lait (Pirisi et al ., 1998 ) .

Le test de CMT (n°=195) de lait a révélé 138(71%) négatif et 57(29%) positifs, d’ou

un taux de mammites subcliniques (cas positifs) de 29%.

Résultat de CMT

M Les Taux de CMT Négatif les Taux de CMT pisitif

29%

71%

Figure 29 : prévalence des mammites subcliniques

Les fréquences des mammites subcliniques enregistrées dans notre étude 57(29,23 %)
sont prochent a larésultat d’études de Hammadi et Yousif . (2013) 28.57 % et elles
sont supérieures comparativement a ceux trouvé par Maisi et al. (1987) . Beheshti et al.
(2010) et Albenzio et al . (2002) avec des pourcentages de 16.7 % et 17 % et 17 %
respectivement. Ces résultats se traduisent par le non - respect des conditions, d’hygiéne

dans les fermes de notre zone d’étude.
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2.Résultat d’isolement

Taux d’isolement total : Les résultats montrent que le nombre des souches
Staphylococcus aureus sont une fréquence de (35 ,48%) tandis que les autres germes

ont une fréquence de (64,52 %) .

taux tolal d'isolement. S .aureus

M Autre germe [@S. aureus

Figure30 : Taux d’isolement total d’isolement de S.aureus
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3. Isolement et identification

Tableau 14: observation macroscopigue et microscopique des s. aureus

Observation macroscopique

Observation microscopique

Milieu de Chapman :

Apres incubation de 24h on observe
sur le milieu de Chapman, les
colonies jaunes entourées d’une
zone jaune (mannitol+) ; ce sont des

colonies caractéristiques de S.

aureus.

Figure 31 : Aspect morphologique
des colonies du S. aureus en culture

dans Chapman.

Examen direct apreés coloration :

» Aprés coloration de Gram

I'observation

microscopique a montré la présence de cocci a

Gram positif en diplocoque et en grappes de

raisin donnent une coloration violette. Aspect

morphologique.

Figure 32 :S. aureus sous microscope coloration

de Gram (Gx100).
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3.1 Test de la catalase :

Une réaction positive elle traduit par le dégagement de bulles de gaz (oxygene), toutes les
souches isolées Possedent une catalase.

Figure 33 : La mise en évidence de la catalase chez les Staphylococcus aureus.
3.2 Test de coagulase :

La production de la coagulase par Staphylococcus aureus provoque une coagulation du

plasma humaine qui se traduit par la formation d’un caillot de coagulation.

Il est une des caractéristiques qui distinguent les souches de Staphylocoques pathogénes

des moins pathogeénes est la capacité a produire de la coagulase libre et de la coagulase liée
(Clumping factor) (Malinowski et al., 2011).

——

Negative

Coagulase en tube (libre)

Coagulase sur lame (liée)

Figure 34: La mise en évidence de la coagulasse libre et lieé chez les S. aureus.
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Dans la présente étude, sur 62 isolats de S. aureus, 100% se sont révélés étre des souches
productrices de coagulase par la méthode du tube ; prochée de céle résultat indique par
Pawar (2009) avec 95.12%.

3.3 Test de la désoxyribonucléase (DN ase)

La Dnase est un facteur de virulence de S. aureus (Sandel et al ., 2004).Elle est un critere
important, utilisée pour identifier S. aureus, et est aussi importante que la coagulase dans la
pathogénése (Pfaller et al ., 1988), Ces bactéries sont capables d'hydrolyser I'ADN (Acide
Désoxyribonucléique) grace a une enzyme I’ADN ase.

La réaction catalysée est la suivante :

ADN + H20 so——=—= Nucléotides et / ou poly nucléotides.
La DNase des Staphylococcus aureus est, de plus, capable d’hydrolyser les ARN (activité
ARNase).

» Zone claire autour de la strie, le reste de la boite reste opaque donc souche DNase (+).
» Absence de zone claire autour de la strie donc souche DNase (-).

Figure 35 : Mise en évidence de I’ADNase.

Sur le total de 62 isolats de S. aureus chez les ovin et caprin, (95,48%) isolats ont été trouvés
Dnase positif chez ovin et (100%) Dnase positive chez caprin. ce dernier est supérieur a
celle de Singh et al., (2011), Younis et al., (2000) et Chougule et al., (2014) avec 87,50%,
83,3% et 76,66% respectivement.
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Des résultats aussi élevés avec 93,7%, 94,5%, 98,74% et 100% ont également été observés

par Rahul et al., (2015) ; Giindogan et al., (2006) ; Boerlin et al., (2003) et Narmeen et
al.,(2009),respectivement .

3.4 Test TSI

Les résultats sont montrés dans la figure ci-dessous

Tableau 15: résultat de test TSI apres incubation

Les résultats obtenus sont resumés comme suit
v" Fermentation de glucose :
Culot rouge : glucose non fermenté
Culot jaune : glucose fermenté
v" Fermentation du lactose et/ou du saccharose :
Pente inclinée rouge : lactose et saccharose non fermentes.
Pente inclinée jaune : lactose et/ou saccharose fermentés.
v Production de gaz : apparition de gaz dans le culot
v" Formation d’H2S : formation d’une coloration noire entre le culot et la pente ou le

long de la piqdre. S.aureus est A/A(acide/acide) sur TSI .

66



Résultat et discussion

4. Les profils d’identifications

L’identification des S.aureus est basé également sur la recherche de leurs enzymes

qu’ils sont considérée comme des facteurs de virulence telle que catalase, coagulase libre(en
tube) et lié (sur lame).

Tableaul6: taux de positivité des caractéres d’identification de S.aureus chez les petits
ruminants.

=1
ESPECE
Ovin 100% 100% 58% 95%
Caprin 100% 100% S571% 100%

NB : on a gardé seulement les souches a coagulase positif, car c’est caractére principale et
constant d’identification de S.aureus.

100%4.00%

100%100%

100%
80%
60%
40%

20%
0%

CATALASE
CAOGULASE CAOGULASE
TUBE
LAME Dnase
B OVIN EOCAPRIN

Figure 36 : Distribution des caractéres d’identification de S .aureus chez les petits ruminants

Le résultat obtenu apres le faire des tests de identification des S. aureus isolée de
mammite chez les petits ruminants ( 43 souches ovines et 19 souches caprines) , la fréquence
de catalase et coagulase en tube est éstimé a 100% chez les deux espéces ovin et caprin
tandis que la fréquence de DNase a 95% chez les ovin au contrairement chez les caprin est

100% . le taux de test coagulase sur lame est de 58%et57% chez les ovin et caprin
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respectivement. Les profils d’identification des S. aureus trouvés sont representés dans le

tableau suivant :

Tableau 17: Association des profils identification de Staphylococcus aureus.

Profil +++ + ++ -+ ++ + -
espece
OVIN 53% 42% 5%
CAPRIN 58% 42% 0%
70%
60%
50%
40%
M OVIN
30% y
4 CAPRIN
20%
10%
0% H
++++ ++-+ +++-

Catalase-coagulase en tube —coagulase sur lame —Dnase
Figure 37 :la fréquence profils d’identification de S. aureus chez les petits ruminants

Selon KATEETE et al 2010, 1’association de: test coagulase avec plasma hmain avec
Dnase et le mannitol salt agar (chapman), augmente la sensibilité d’identification de S.aureus
a 100% et la spécificité a 75%.

5. La résistance des souches de Staphylococcus aureus aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques chez Staphylococcus aureus représente un obstacle dans le
traitement de la mammite du mouton. Plusieurs études menées dans différents pays ont
rapporté I'émergence de résistance a de nombreux antibiotiqgues comme la pénicilline et la
tétracycline (Aires-de-Sousa et al., 2007; Lollai et al., 2008). En Algérie, la sensibilité aux
antimicrobiens de Staphylococcus aureus provoquant des mammites chez les ruminants a été
étudiée principalement chez les caprins et les bovins. Des niveaux éleves de résistance aux

antibiotiques ont été signalés chez les staphylocoques causant la mammite bovine,
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contrairement a Staphylococcus aureus causant la mammite chez la chevre et la brebis ou une

résistance limitée a été signalée (Akkou et al., 2016; 2018).

100

B Sensibe

30 H Résistante

Intermédaire

Figure38 : Distribution des taux d’antibiorésistance des souches de Staphylococcus aureus
isolats.

Tableaul8 : Distrubition des pourcentages d’antibiorésistance des S. aureus isolats :

Sensible Résistante Intermédiaire

Pénicilline 38,7% 61,3% 0%
Cefoxitine 95,16% 4,84% 0%
Ciprofloxacine 100% 0% 0%

Tétracyclines 53,22% 30,64% 16,12%
Gentamicine 100% 0% 0%
Amikacine 98,39% 1,61% 0%

Clindamycine 85,48% 4,84% 9,68%
Bacitracine 75,8% 24,2% 0%
Cotrimoxazole 100% 0% 0%

Erythromycine 95,17% 1,61% 3,22%
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Les résultats de la présente étude montrent un taux plus élevée de résistance a la
Pénicilline (61,30%) et un taux de résistance inferieur a la Tétracycline éstimé a (30 ,64%) et
(24,20%) pour la Bacitracine.

De plus, une faible résistance a été détectée aux antibiotiques suivants:
v’ La Céfoxitine et la Clindamycine a un taux de (4.84%), 1’Amikacine et
I’Erythromycine (1 ,61%).
v’ Taux de résistance nul a la Ciprofloxacin, Gentamycine, Co-trimoxazole

(Triméthoprime+Sulfaméthoxazole), donc une efficacité de 100%.

Dans cette étude, les tests de sensibilité aux antimicrobiens ont révélé que plus de la moitié
de touts les isolats étaient résistants a un ou plusieurs antibiotiques (Cf.Tableau 21). Cette
fréquence élevée de résistance aux antimicrobiens a également été signalée pour les isolats de
Staphylococcus aureus collectés au Breésil par Franga et al., (2012) et en Jordanie par
Hawari et al., (2014). Contrairement a nos résultats, des résultats antérieurs dans différents
pays n‘ont pas signalé une prévalence élevée de résistance aux antimicrobiens de
Staphylococcus aureus isolée a partir de cas de mammite ovine. Vautor et al., (2007) n'ont
rapporté qu'une résistance sporadique des isolats de Staphylococcus aureus collectés en
France. En Italie, Azara et al., (2017) ont signalé une faible fréquence de résistance aux
antimicrobiens (9,7%).

Les résultats de la présente étude montrent une fréquence élevée de résistance a la tétracycline
(30,64%) et a la pénicilline (61 ,03%0), soutenant les hypothéses ci-dessus. Cela corrobore
les résultats de plusieurs autres études qui ont signalé un taux élevé de résistance par des
souches isolées de lait des brebis a ces antibiotiques. En Iran, un taux de résistance de 51 % a
été enregistré pour la pénicilline (Jamali et al., 2015) et en Italie, un taux de résistance de

50% a été enregistré pour la tétracycline (Azaraet al ., 2017).

En revanche, un faible taux de résistance a la pénicilline (7 %) a été observée chez les isolats
de lait de brebis provenant de fermes de transhumance en Grece (Zdragas et al., 2015). La
tétracycline est généralement administrée aux brebis en tant que médicament de premiére
intention a large spectre contre diverses infections (par exemple: Mammite, métrite, infection
respiratoire et boiterie), et les béta-lactamines sont fréquemment administrées aux agneaux

pour traiter les infections causées par les bactéries a Gram négatif (Vasileiou et al., 2019c).

Les résultats de notre étude montrent un faible pourcentage d'isolats résistants a la
I'érythromycine (1,61%), et une efficacité de 100% pour gentamicine. Des résultats similaires
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ont été rapportés par Jamali et al., (2015) en Iran, par Azara et al., (2017) en Italie et par
Zdragas et al., (2015) en Grece. Dans notre étude les quinolones(Ciprofloxacine) et les

Sulfmides sont éfficace a 100%.
5.1 Profils de résistance des Staphylococcus aureus

Les profils de résistance aux antimicrobiens des isolats de Staphylococcus aureus sont
Présentés dans le tableau 19 et tableau 20.

Tableaul9: répartition des profils d’antibiorésistance observés chez les les ovins

37%
23%
10%
10%
10%
3%
3%
3%

P PP W W W

A I’issue de notre investigation, 8 profils de résistance aux divers antibiotiques testés chez
ovin et 7 profil chez les caprin, ont été observés.

Chez les ovin L’analyse des résultats obtenus a révélé la prédominance de la résistance a
la Pénicilline (P) et la multirésistantes aux Pénicilline/Tétracycline/Bacitracine (P/ TE/ BA)
ces deux profils ont été les plus observés (37% et 23% respectivement parmi les profils de
résistance aux antibiotiques. Suivis par les profils Pénicilline / Bacitracine( P/ BA),
Pénicilline / Tétracycline( P/TE) et Tétracycline (TE) a un taux de 10% .

Pénicilline / clindamycine / Bacitracine (P/ CD /BA), Pénicilline / clindamycine
/Erythromycine (P/CD/E) et Pénicilline / clindamycine (P /CD) c’est profil ont le prévalence
faible égale a 3%.

Il est & noté la résistance inductible a la clindamycine est observée a un faible taux de 3%,
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Tableau20: répartition des profils d’antibiorésistance observés chez les caprins

Profile de résistance Nombre des isolats Pourcentage
P 5 29%

TE 5 29%

P/FOX 2 12%

P/BA 2 12%
TE/AK/BA 1 6%

P/TE IBA 1 6%
P/FOX/BA 1 6%

Selon le tableau 21, on constate que 29% des souches sont résistantes a la Pénicilline et a la
tétracycline a la fois, suivis par 12% des souches dont le profil de résistance est le
Pénicilline/Céfoxitine( P /FOX) et Pénicilline/Bacitracine (P /BA), et en dernier lieu un faible
taux(06%) de résistance que représentent les profils : Pénicilline/Tétracycline/Bacitracine( P/
TE/ BA), : Pénicilline/ Céfoxitine /Bacitracine( P/ FOX/ BA), le dernier concerne les trois
souches SARM, qui sont fréqguemment des souches multirésistantes ou BMR. Comparés a
celui trouvés chez les ovins, on remarque 1’absence de la résistance inductible a la
Clindamycine, et la présence d’une résistance unique( une Seul souche résistante a
I’AMIKACINE, ce qu’est a noté et selon les antibiotique utilisé dans le terrain, 1’absence de I’
AMIKACINE comme antibiotiques d’utilisation ordinaire, favorisant 1’apparition des
résistance suite a cet utilisation, 1’apparition des résistance est possible avant méme toute
utilisation d’un antibiotiques.

5.2 Evaluation d’antibioresistance

Tableau 21 : Réparation des souches isolées chez les petits ruminants selon leur résistance
Souche Sensible Resistance Multi résistance (BMR)  Intermédiaire

Ovin 18,696(8) 34,8%(15)  34,8%(15) 11,62% (5)

Caprin  526%(1) 52,53%(10) 36,84%(7) 5,26%6(1)
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Souches Ovines
H sensible W Résistance Mult résistance(BMR) B Intermédiaire

12%

Figure 39: Distribution des souches isole chez les ovins selon leur résistance

Souches Caprines

Bsensible MRésistance @ Multirésistance (BMR) M Intermédiaire

5% 5%

| 37%

Figured0 : Distribution des souches isolées chez les caprins selon leur résistance

D’apres les résultats obtenus dans ce tableau on a constaté les résultats suivants :

Le pourcentage des souches tout sensible est de 18,6% et 5,26% chez les ovins et caprins

respectivement.

On a trouvé que le taux de résistance est élevé chez les Caprins (52,53%) par rapport aux ovins
(34,8%). Apres la comparaison des résultats obtenus chez les deux espéces on trouve que le
pourcentage des souches résistantes et multi résistantes chez les caprins est plus éleve par rapport
aux ovins, cela peut etre expliqué par le fait, que le caprin est destiné a la production laitiere, donc
plus exposé aux infections mammaires suite aux manipulations lors de la traite manuelle ou
mécanique, et la fréquence élevée de la tarite, et ceci est d’autant plus possible lors de pic de

production laitiere suite au stress de production.
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La production laitiere est beaucoup plus imporatnte chez les caprins que les ovins, donc constitue

un facteur de risque, pour les infections mammaires.

On conclue que les caprins sont les plus exposés aux infections mammaires par rapport aux ovins.

6. Fréguence des SARM

Tableau 22: Répartition des souches de SARM et leurs résultats d’antibiogramme

P Fox |CIP |[TE |[GN |AK |CD |[BA |[COT|E
C8 | R(12) | R(21)|S(36) | S(30) | S(24) | S(26) | 1(16) | S(22) | S(30) | S(33)
C16 |R(5) |R(20)|S(30)|S(28) | S(23) | S(24) | S(28) | S(18) | S(25) | S(30)
C17 |R(6) |R(20)|S(31)|S(31)|S(22) | S(24) | S(25) | R(14) | S(31) | S(30)

(S) : Sensible (R) : Résistant

(1) Intermédiaire

Apres identification et réalisation de I’antibiogramme, nous avons isolé 3 souches (C8, C16 et

C17) SARM (souches détectées par résistance a la céfoxitine 30ug(disque FOX)). Pour les

ovins le nombre des SARM isolées est nul (=0).

FrecLu

ence des SARM

SASM & SARM

95%

Figure 41: Répartition des souches de Staphylococcus aureus selon leur résistance a la
méthicilline ches les petits ruminants.
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Les résultats montrent la fréquence totale des SARM chez les petits ruminants est de
5%(4,84) tandis que les SASM ont une fréquence de 95%,( 95.16).

6.1 Fréquence des SARM chez les caprins

Fréquence SARM caprinl5.78%o, est une fréquence élévée.

Tableau23 : fréquence de SARM chez les caprin

Les Souche caprin Fréquence
SARM 15,78%
SASM 82,22%

Fréquence

ESARM OSASM
16%

L

v
i
5

84%

Figure 42 : la fréquence totale des SARM chez les caprins
NB : les tests antibiogramme réalisés pour la détermination des SARM, sont réalisés en

duplicata.

7. Résultatd’enquéte

i ler Intention
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Figure 43 : Les antibiotiques de 1°® intention dans le traitement injectable chez les
vétérinaires

Tableau 24 : Les antibiotiques de 1% intention dans le traitement injectable chez les
vétérinaires

utilisation ler Intention

Pénicilline 58,33%
Ciprofifloxacin 16,33%
Erytromycine  8,33%

sulfamides 16,66%

Selon le tableau ci-dessus, 1’antibiotique le plus utilisé par les vétérinaires en
premiére intention est la pénicilline, ce qui justifie le pourcentage de résistance élevé a cause

de la pression de sélection qui définie comme suivant :

Les antibiotiques exercent une pression de sélection naturelle sur les populations
bactériennes a 1’origine de 1’émergence de plus en plus fréquente de bactéries résistantes. Ce
probléme majeur de santé publique est fortement lié au mésusage et a la surconsommation des
antibiotiques en santé humaine et animale, accentué par la diffusion des antibiotiques et

bactéries résistantes dans 1’environnement. (Duckett S. 1999).

Le taux d’utilisation des antibiotique (ciprofifloxacin ; Erytromycin ; sulfamide) est trés
bas (16 ,33%0;8 ,33 % ;16 ,66% ) cela justifie leur forte efficacité dans le traitement, et le

faible niveau voire 1’absence des souches résistantes .

M Injectable

B Applicateur Intramammaire

Utillisation des Antibiotique

Figure 44 : utilisation de I’antibiotique dans la voie injectable et applicateur intra mammaire
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Tableau 25: utilisation de D’antibiotique dans la voie injectable et applicateur intra

mammaire

utilisation Injectable Applicateur Intramammaire
Penicilline 58,33% 33,33%

Oxytetracycline 0% 8,33%

ciprofloxacin 16,66%% 8,33%

Erytomycine 8,33% 0%

sulfamide 16,16% 0%

Cette analyse montre que la pénicilline est 1’antibiotique le plus utilisable dans le traitement
injectable et applicateur intra mammaire (58,33% et 33,33% respectivement), par contre la

Ciprofloxacine, Erytomycine et Sulfamide, leurs taux d’utilisation est plus faible.

Tableau 26 :I’utilisation de 1’association des antibiotiques dans la voie injectable et

applicatrice intra mammaire

Injectable Applicateur Intra mammaire

Association 33,33% 25%

40
30
20 Injectable
10 Appliccateur...
0 Injectable Appliccateur
Intramammaire
&
X
<'>’b
0
N

Figure 45 : I'utilisation de I’association des antibiotiques dans la voie injectable et applicateur
intra mammaire
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Selon I’expérience de certains vétérinaires dans 1’association des antibiotiques dans le
traitement local et le traitement injectable on trouve que le taux d’association dans 1’injecatble
est plus élevé par rapport a l’intra mammaire, @généralement pour les applicateurs

commerciales ils contient des associations antibiotiques, efficaces et faciles a utiliser.

L’association des antibiotiques augmente leur efficacité (effet synergique), si un bon choix est fait

pour éviter I’antagonisme des effets.

Notre étude concerne I’antibiorésistance des Staphylococcus aureus isolée des mammites
chez les petits ruminants, pandant cette étude in vitro, on a utilisé differents antibiotiques
comme la pénicilline , dont le taux de résistance était le plus élévé, éstimé a 61, 30 % , suivi
par le tétracycline et Bacitracine avec des taux moyennes de 30,64 % ,24,20%
respectivement. Pour les résultats statistiques d’enquéte qui concernent les pratique
thérapeutiques des Vétérinaires (in vivo), ces résultats montrent que la pénicilline est
I’antibiotique le plus couramment utilisé par les vétérinaires (58 ,33% en injectable, 33% en
intra mammaire) dans le traitement des mammites. Enfin on a constaté qu’il y a une
corrélation négatif entre les résultats de antibiogramme et I’enquéte, c’est & dire ’utilisation
abusif de I’antibiotique (pénicilline) par les vétérinaires contribue a la diminition de son
éfficacité contre S.aureus, et est la cause principale de I’augmentation de la résistance aux

pénicillines.
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Conclusion

La mamelle est un organe complexe possédant des défenses anatomiques et
fonctionnelles. Elle peut étre infectée par de nombreux agents pathogens (bactéries, levures,
algues).

Les agents pathogens se transmettant par le lait et la peau des trayons contaminés pendant
la traite, I'environnement et surtout la litiere est le réservoir des agents pathogenes. L’éleveur
peut s'appuyer sur les connaissances médicales du vétérinaire pour l'accompagner dans la
prévention, le diagnostic et le traitement des mammites.

L'objectif de ce travail était l'investigation de 1’¢état d'antibiorésistance des souches
Staphylococcus aureus isolées des mammites chez les petits ruminants. Dans notre étude
I'évaluation des niveaux de résistance aux antibiotiques a permis de mettre en évidence:

e Un pourcentage des SARM chez les caprins 15.78%.

e Les résultants montre un taux dans biorésistance élevée estimé a 52% chez les

caprins.

e Présence non négligeable des souches résistantes et multirésistantes.

La résistance aux antibiotiques des souches S.aureus peuvent étre transmis a I'homme par la
consommation de produits alimentaires (comme le lait), causant des intoxications alimentaires
(Ou plutét des intoxinations) dangereuses ou surtout pour les personnes immunodéprimées,
et en cas des bactéries multirésistantes. Alors il est nécessaire d'établir une politique de
surveillance nationale pour le contrdle de 1’antibiorésistance et 1’efficacité des antibiotiques
incluant tous les intervenants comme les vétérinaires et les laboratoires.

Notre étude nous a permis d’identifier quels antibiotiques risquants de perdre leur efficacité,
Elle devrait contribuer a une prise de conscience sur un emploi raisonnable et bien ciblé des
antibiotiques en général.

Aujourd'hui plus que jamais, la maitrise de la dissemination des SARM doit passer par
I'éducation du personnel en matiére d'hygiéne, le respect des procédures de lavage des mains,
ainsi qu'une politique cohérente d'hygiene. Une maitrise de la diffusion des souches multi
résistantes et de la pression générée par des prescriptions d'antibiotiques non justifiées semble
urgente. Ainsi, le contrble régulier et la révision de toutes les prescriptions d'antibiotiques,
sont utiles et constituent une véritable politique qui va contribuer a I'amélioration de la qualité

de la prise en charge des infections chez I'nomme et lI'animal.
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Conclusion

L'étude des profils de sensibilité aux antibiotiques a révélé des résistances marquées vis-a-vis
de certains antibiotiques largement utilisés en médecine vétérinaire et humaine a I’instar de
pénicilline ce qui laisse prévoir de nombreux echecs thérapeutiques. Par consequent, une
bonne attention et de bonnes pratiques de gestion sont nécessaires pour contrdler I'apparition
de la maladie. L'isolement et l'identification correcte de germe responsable jouent un réle
important dans le contréle de la maladie.
L’antibiogramme est un outil d’aide a la décision thérapeutique. C’est un test de laboratoire
qui permet de mesurer la sensibilité ou la résistance bactérienne in vitro. En pratique, il
permet d’orienter le médecin dans le choix de I’antibiotique le plus efficace, et c’est aussi un
outil d’aide aux études épidémiologiques permettant de suivre 1’évolution des résistances
bactériennes, et de faire évoluer les recommandations en antibiothérapie probabiliste.Donc
Cette ¢étude necessite d’autres études incluant d’autres régions, ou qui s’intéressent a effectuer
un suivi sur la consommation des antibiotiques destinées a I'élevage.
Recommandations et péerspéctives
> Le dépistage précoce des mammites et leur traitement: Il a pour but bien sir de guérir
la brebis malade et de limiter la gravité des lesions mais aussi de stopper I'excrétion
des germes contaminants et éviter lepassage a la chronicité.
> Rationaliser I’utilisation des antibiotiques, et éviter de les utiliser comme adit tifs ou
promoteurs de croissance dans I'élevage.

> Respecter les régles de I’antibiothérapie : frapper précocement c'est-a-dire deés
I’apparition des premiers fortement symptomes, en utilisant des bonnes doses
d’antibiotiques qui doivent etres adaptés au poids de 1’animale, une sous-dose est
capable de générer des résistances, et longtemps par le respect da la période de
traitement, et pour obtenir la guérison microbiologique et non seulement la guérison
clinique, ceci toute en respectant les délais d’attente pour la consommation.
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Annexe | :

1. Milieux de culture
Gélose Chapman (milieu sélectif pour la culture des staphylocoques);
Geélose nutritive;
TSI

Gélose Mueller-Hinton;

D N NI NN

2. Produit et réactif:

AN

L'eau oxygénée H202 du commerce pour le test catalase;

<\

Plasma de humane pour la recherche de la Staphylocoagulase;
Réactif NIT1 et NIT2;

3. Equipements:

<

Vortex;

Autoclave

Etuve

Agitateur

Bain Marie

Bec Bunsen
Microscope optique
Poire

Micropipette
Stérilisateur 170°C
Portoir

Réfrigérateur

AN NN N Y U N N N N W N N

Congélateur
4. Les solutions et colorants:
Eau physiologique a 0,9%
Ethanol a 95%
Huile a immersion
Huile de vaseline
Violet de gentiane
Solution de fuschine

Liquide de lugol

AN NNV N N NN

Glycérol;
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5. Consommable:
Lame et lamelle
Tube stérile
Pipettes pasteur
Anse de platine

Boite de pétrie stérile a usage unique

AN NN N NN

Ecouvillon stériles

% Gélose Colombia au sang du mouton :
C’est un milieu riche qui permettant la culture et I’isolement d’une grande variété de
micro-organismes et plus particulierement de germe exigeantes, sans interférer avec leurs

réactions d’hémolyse.

— Composition :
Me¢élange spéciale de peptones......... 230¢g
Amidon........ccooiiiiiiiii 1.0g
Chlorure de sodium..................... 50g
AGar.. ..o 0.7¢g
pH=7.3

— Préparation :

42.5 g par litre d’eau distillée. Stérilisation a I’autoclave a 120°C, 20 min.

’0

Chapman :

X/
°

Gélose Nutritive : ces milieux ont été préparés selon les instructions des fabricants, puis
stérilisé a I’autoclave

% Gélose chocolats( GSC) : gélose Columbia (pasteurisation +50% de sang humaine

X/

stérile
—— Chauffage a 100°C jusqu’a obtenir un milieu de coloration marron  (chocolats)
Refroidissement
% Gélose Chrom Agar orientation : (acheter préparer)
Le sang (5%) est ajouté stérilement dans le milieu stérile en surfusion

Gélose nutritive

Composition :
Peptone ..o 100 g
Extrait de viande..................... 40¢g

Chlorure de sodium................. 50¢g
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Préparation :29 g par litre d’eau distillée. Stérilisation a ’autoclave a 120°C, 20min.

% Gelose hypersalée au mannitol (Chapman) :

— Composition :
Peptone.........cooooiiiiiiiiiii 110g
Extraitde viande........................... 10g
Chlorure de sodium........................ 750 ¢g
Mannitol............oooeiiiiiiii 10.0 g
AGar. ..o, 150¢g
Rouge de phénol (solution sodique a 0.25 p. 100).......... 20 ml
pH=7.6
— Préparation :

111 g par litre d’eau distillée. Stérilisation a I’autoclave a 120°C, 20 min.
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Annexe 11 :tableau de recture antibiotique

Table de lecture 36*: Valeurs critiques des diamétres des zones d'inhibition et des CMI pour Staphylococcus spp. (Médecine Vétérinaire) :

Antibiotiques testés Charge du | Diamétres critiques CMI critiques (pg/ml} ires
disque {mm)
R | ] R ] s
Le testde la B-lactamass confirme les cas douteux (voir « Tests complémentaires ).
Pénicilling 10Ul 528 - 228 | 20,25 - 012 | |otarprétation vaiable pour toutes les pénicil . par los &
ticarciline. pipéraciliine... ).
Pénicilline+Novebiocine 10U30 pg | =14 (1517 | 218 248 204 =1/2 | Traitement des mammites pendant la lactation
Oxacilline {5.aweus et 5 lugdunensis) — . . =4 _ <3 Tester le disque de céfoxitine 30 pg pour détecter la résistance & la meticilline de S.aureus et des
- staphylocoques & coagulase négative.
Cefaxitine (5 aureus) ** 30 pg 21 | - | 222 =8 —— =4

La résist; ala signifie la rési a toute la famille des B- lactamines.
Oacilline {S.C.N sauf 5 lugdunensis) - - - = =05 — =p25 | Le disgue d'oxaciline n'est pas fiable, Tester le disque de céfoxitine 30 pg pour détecter la
! résistance & la meticilling de S.aureus et des staphylocoques & coagulase négative.

Cefoxitine (S.C.N sauf 30 pg 24 - 5 . L —
5 lugdunensis)*™*
Gentamicine* 10 pg =12 (1314 | 215 =16 8 =4 | Les souches rési 4 la gentamicine sont rési & lous les aulres aminosides sauf & la
streptomycine **
Néomyeine! Kanamyeine 30 pg 213 (14417 | 218 =64 32 =16 | Laréponse pour la néomycine st valable pour la kanamycine
Vancomyeine | S.aureus) — - - — =16 4-8 =2 Le disque de vancomycine ne permet pas de différancer les souches vanco « S» et e | = de
n aureus, ni de différencier les souches vanco a S, o | v et « R »de ST, carles

\ mycine (S.C.N) - — — — =16 4-8 =2 diarnétres d'inhibition sont similaires. La détermination de la CMI de ycine est abligatoire.
Erythronmycine 51y 213 | 1422 | 223 ] 1-4 =05 |Détecter la résistance inductible en plagant le disque d'énthromycing 3 cité du disque de

2 chndamycine. En présence d'une image d'antagonisme, répondras Résist a eyt weine et
Clindamycine Ha s14 | 15-20 | =21 =4 1-2 =0,5 | chlndamycine
Enrofloxacing Spg =16 [ 1722 | =223 =4 1-2 0,5
Sufisaxazole 250 :: 300 =12 | 1516 | 217 2812 - 2256 | Laréponse pour le sulfisoxazele est valable pour les sulfonamides
Trméthoprime+ Sulfaméthoxazole 1,25/23,75 -Valable pour Triméthoprime! Sulfadiazine

pg =10 | 1115 | 16 | 2478 - 2038 | | 3 valeur s2/38 peut étre utilisée pour les isolats des infections du tractus winaire.

Tétracyclines 30 pgi =14 [ 1518 | 219 =16 8 =4 Le souches sensibies & |a tétracycline sont sensibles a la_doxyeycline et & la minocycline.
Eacitracing 130 ug =15 - 215 22 - <2

*Perlormance Standards fer Antimicrobial Disk and Dilution Susceptibility Tests for Bacteria lsolated from Animals, Approved standard —Third Edilion M31-A3 Vol 28 N* 8. February 2008.

** Antibiotigue testé uniquement dans le cadre de I'épidémiosurveillance

*** Antibiotique testé seulement pour lamise en évid de la rési ala illine. Le GLSI dans son igué de féurier 2008 de dépister cette résistance & l'aide d'un
disque de céloxitine 30 pg (FOX)
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ANNEXE |11 : Tableau d’antibioresistance des s aureus isolée chez les ovins

P10 FOX |CIP |TE GN AK | CD BA | COT E
Hg 30ug |5 30ug 10ug 30Hg | 2ug 10ug | 25ug 15ug
o1 | 15R 26/S | 36/S | 16/1 24]S 23/S | 24/S 14/R | 29/S 28S
02 | 20IR 29/S | 30/S | 24/S 22/S 23/S | 26/S 18/S | 28/S 29/S
03 |[11R 31/S | 32/s |14R | 22/S 22/S | 22/S 14/R | 28/S 26/S
04 |[18R 30/S | 34/s |11/R | 23/S 24/S | 22/S 18/S | 27IS 29/S
05 | 20R 32/S |33 |17/ 23/S 25/S | 20/1 22/S | 31/S 30/S
06 | 18R 30/S | 36/S |10/R | 24/S 22/S | 26/S 22/S | 30/S 271S
o7 11/R 31/S | 38/S | 32/S 25/S 26/S | 26/S 20/S | 32/S 30/S
08 | 19R 26/S | 32/S | 27/S 30/S 28/S | 10R 20/S | 38/S 33/S
09 | 40/S 30/S | 34/S | 30/S 23/S 24/S | 16/1 18/S | 30/S 32/S
010 | 20/R 29/S | 34/S |11/R | 24/s 24/S | 23/S 14/R | 28/S 31/S
011 | 25R 29/S | 33/S |11/R | 22IS 22/S | 20/1 13/R | 30/S 25/S
012 | 42/S 34/S | 36/S |17/ 23/S 24/S | 27/S 19/S | 30/S 30/S
013 [ 5R 26/S | 38/S |11/R | 26/S 26/S | 27/S 17/S | 30/S 31/S
014 | 42/S 36/S | 38/S | 25/S 25/S 26/S | 25/S 17/S | 25/S 29/S
015 | 18R 26/S | 35/S | 23/S 22/S 20/S | 22/S 5/R | 30/S 30/S
016 | 17R 29/S | 34/S | 24/S 25/S 19/S [5R 19/S | 31/S 8/R
017 |[8R 39/S | 34/S | 24/S 22/S 22/S | 25/S 10/R | 28/S 271S
018 | 5R 34/S |40/ | 32/S 26/S 20S | 13R 5/R | 30/S 30/S
019 | 17R 30/S | 33/S |15/ 25/S 21/S | 25/S 22/S | 27IS 30/S
020 | 42/S 32/S | 36/S | 28/S 23/S 24/S | 26/S 16/S | 29/S 28S
021 | 44/S 22/S |32/ | 22/S 24]S 26/S | 37/S 22/S | 25/S 30/S
022 | 46/S 34/S~ | 36/S | 14/R | 25/S 26/S | 27/S 16/S | 30/S 34/S
023 | 38/S 34/S | 32/S | 26/S 26/S 24/S | 27/S 17/S | 28/s 26/S
024 | 42/S 30/S | 40/S | 28/S 23/S 25/S | 30/S 16/S | 32/S 32/S
025 | 28/S 36/S | 36/S |15/l 25/S 27/S | 29/S 20/S | 29/S 32/S
026 | 30/S 24/S [ 38/S | 14/R | 25/S 26/S | 27/S 17/S | 30/S 30/S
027 | 29/S 36/S | 34/S | 21/S 25/S 26/S | 30/S 18/S | 32/S 34/S
028 | 44/S 38/S | 36/S | 15/I 28S 30/S | 30/S 24/S | 30/S 32/S
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029 | 46/S 36/S | 34/S | 21/S 25/S 26/S | 30/S 18/S | 32/S 34/S
030 | 46/S 24/S | 26/S | 19/S 25/S 26/S | 26/S 20/S | 30/S 30/S
031 |5R 29/S | 37/S | 15/l 28/S 25/S | 25/S 16/S | 25/S 30/S
032 | 24R 30/S | 34/S |27/S 22/S 24)S | 28/S 18/S | 29/S 29/S
033 | 19R 31/S | 34/s |15/l 21/S 23/S | 26/S 17/S | 30/S 31/S
034 | 42/S 32/S | 38/S |12/R | 24/S 23/S | 25/S 18/S | 26/S 30/S
035 | 46/S 32/S | 38/S |15/l 22/S 20/S | 28/S 17/S | 26/S 30/S
036 | 26/R 30/S | 35/S |15/l 22/S 22/S | 27/S 19/S | 30/S 28S
037 [6R 29/S | 31S |11/R | 22/S 23/S | 25/S 14/R | 30/S 271S
038 |[5R 30/S | 34/S | 32/S 24/S 22/S | 20/S 20/S | 30/S 28S
039 |[5R 30S [32S |12R | 22/S 21/S | 23/S 13R | 22/S 2713
040 | 19R 28/S | 31/S |14R | 22/S 20/S | 29/S 14/R | 26/S 28S
041 | 26IR 32S | 27/s | 27is 20/S 19/S | 22/s 18/S | 28/S 28S
042 | 26/R 31/S | 27/s | 28/S 20/S 18/S | 22/S 19/S | 27IS 29/S
043 | 11R 28/S | 35/S | 26/S 27IS 17/S | 28/S 16/S | 29/S 29/S
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Tableau d’antibioresistance des s aureus isolée chez les caprins

pIsc /] P CIP | TE [CN [AK [CD/ [BA/ [COT/ [E/
et | lopg | FOX | 5ug | 30pg | 10p | 30p | 2ug | 130p | 25pg | 15ug
30ug g g 9

ci/c K| 44/S 32/S |37/ 20/S | 30/S | 25/S | 30/S | 20/S | 30/S 34/S
CHLL

C2/ HF 22/R 26/S 32/S 25/S | 30/S | 28/S | 30/S | 16/S | 30/S 30/S

C3/KCHLL | 45/S 40/S 36/S 14/R | 25/S | 24/S | 26/S | 16/S | 34/S 35/S

C4KCHLL | 16/R 30/S 36/S 30/S | 32/S | 30/S | 32/S | 28/S | 33/S 34/S

CSKCHLL | 40/S 33/S 34/S 14/R | 24/S | 22/S | 28/S | 22/S | 32/S 32/S

C6KCHLL | 48/S 32/S 36/S 12/R | 28/S | 25/S | 34/S | 28/S | 35/S 38/S

C7 /1 SUB C | 48/S 28/S | 32/S 13/R | 24/S | 26/S | 27/S | 17/S | 30/S 21/1
BGHZ

C8/CBGHZ | 12/R 21/R 36/S 30/S | 24/S | 26/S | 16/1 | 22/S | 30/S 33/S

C9/CBGHZ | 15/R 28/S 35/S 30/S | 24/S | 23/S | 27/S | 13/R | 27IS 28/S

C10 IC | 44/S 28/S 40/S 32/S | 28/S | 30/S | 16/1 | 24/S | 28/S 36/S
BGHZ

Cll 34/S 25/S 40/S 14/R | 25/S | 28/S | 22/S | 16/S | 28/S 31/S
/C BGHZ

Ci12 IC | 28/R 271S 34/S 30/S | 32/S | 30/S | 27/S | 15/R | 33/S 30/S
BGHZz

C13 IC | 52/S 25./S | 38/S 14/R | 25/S | 13/ | 25/S | 15/R | 26/S 30/S
CHHB R

C14/SUB C | 20/R 30/S 29/S 31/S | 25/S | 28/S | 25/S | 16/S | 28/S 29/S
CHHB

C15 IC | 6/R 31/S 32/ 6/R 26/S | 28/S | 16/1 | 15/R | 30/S 30/S
CHHB

C16/ SUB C | 6/R 20/R 30/S 28/S | 23/S | 24/S | 28/S | 18/S | 25/S 30/S
CHHB

C17 IC | 6/R 20/R 31/S 31/S | 22/S | 30/S | 14/R | 13/R | 31/S 30/S
CHHB

C18 21/R 32/ 32/S 27/S | 22/S | 28/S | 26/S | 18/S | 31/S 28/S
IC CHHB
ci9/C 18/R 28/S 32/S 26/S | 32/S | 25/S | 28/S | 17/S | 30/S 34/S

HF
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Annexe IV:investigation

Investigation

Docteur Vétérinaire :

Adresse de cabinet vétérinaire :

(e

L

Bl e g Anda

Université Yahia Farés -MEDEA

Dans le cadre de la réalisation de Mémoire PFE de Master sur les mammites a
Staphylococcus aureus au sein de l'université de Médéa, nous avons I'honneur de

vous inviter a répondre a la question suivante :

* Selon votre expérience quel est I'antibiotique le plus efficace contre les mammites

chez les petits ruminants parmi les antibiotiques qui figurent dans le tableau ci-

dessous :

re

Penicillin | Oxytetracyclin | Enrofloxacin | Erytromycin | Sulfamides | Association
e e e e

Injectable

Applicateur

Intramammai

*Cochez la bonne réponse en mettant « X » dans la case correspondante.

*Vous pouvez choisir deux antibiotiques, en donnant ++ a I'antibiotique le plus

efficace et + au deuxiéme antibiotique.
Merci pour votre coopération.

Commentaire :

Faitle:




