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Résumé

Les bovins se distinguent des autres especes de mammifeéres par une contamination
microbienne inévitable de 1’utérus au moment du vélage, a I’origine d’'une mobilisation de
I’immunité génitale de I’animal. Cependant, alors que 1’inflammation utérine post-partum est
systématique et physiologique, sa persistance au-dela de 21 jours post-partum (JPP) devient
pathologique. Le but de ce travail était de décrire chez la vache laitiére, I’inflammation
utérine post-partum, physiologique et pathologique, en utilisant I’examen bactériologique
comme technique de référence.

Les endométrites bactériennes sont caractérisées par leur fréquence élevée mais, si une
antibiothérapie est instaurée elle doit étre rapide, d’ou I’utilité de connaitre 1’évolution des
bactéries pathogenes a savoir leurs profils antibiotiques.

Le but de notre travail est I’étude des endométrites d’origine bactérienne chez les vaches
laitieres en post-partum.

Dans notre travail les analyses se sont déroulées au niveau de 'unit¢ de bactériologie du
laboratoire d’hygi¢ne de Blida, du Décembre 2015 au Mai 2016, ou 30 prélévements de dix
vaches laitiéres dans les premicres 24 heures post-partum et entre 21 et 60 jours post-partum,
ont été effectués dans I’institut technique des élevages de Baba-Ali.

Une analyse bactériologique standard a été réalisée pour tous les prélévements a savoir
culture, enrichissement, et identification biochimique, ainsi qu’un antibiogramme.

Les résultats de I’étude ont permis de constater que 100% de cas étaient positifs dans les
premiéres 24 heures qui suivent le vélage et 80% de cas étaient positifs entre 21 et 60 jours
post-partum.

Les Dbactéries isolées ¢étaientrespectivement 48,57% de E. Coli, 8,5% pour
Staphylococcusepidermidis,Staphylococcus — aureus,  Streptococcus  ahymolitique, et
Streptococcus [ hémolytique, 6% de Bacillus et Pseudomonas, et 3% pour Proteus
mirabilis,etSerratia.

Les profils antibiotiques obtenus ont permis de relever des résistances élevées a certains
antibiotiques comme : AMPICILLINE, AMOXICILLINE.

Mots-clés :analyses bactériologiques ; bactéries ; bovin ; endométrites bactériennes ;
post-partum ; profils antibiotiques.
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Abstract

Cattle are distinguished from other species of mammals by an inevitable microbial
contamination of the uterus at calving time, due to a mobilization of genital immunity of the
animal. However, the uterine inflammation postpartum is systematic and physiological, while
its persistence beyond 21 days postpartum becomes pathological. The aim of this study was to
describe in dairy cows, the uterine inflammation postpartum, physiological and pathological,
by using the bacteriological examination as a reference method.

Bacterial endometritis are characterized by their high frequency, but if antibiotic therapy is
instituted it must be fast, hence the need to know the evolution of pathogenic bacteria that is
their profiles antibiotic.

The aim of our work is the study of bacterial endometritis in dairy cows postpartum.

In our work analyzes were conducted at the unit of bacteriology laboratory of hygiene Blida,
from December 2015 to May 2016, in which 30 samples of ten dairy cows in the first 24
hours postpartum and between 21 and 60 days postpartum, were made in the technical
Institute of Baba-Ali farms.

A standard bacteriological analysis was performed for all samples that is culture, enrichment,
and biochemical identification and an antibiogram.

The results of the study found that 100% of cases were positive in the first 24 hours after
calving and 80% of cases were positive between 21 and 60 days postpartum.

The Isolated Bacteria were respectively 48.57% of E. coli, 85% for
Staphylococcusepidermidis, Staphylococcus aureus, Streptococcus oahemolytic and p
hemolytic Streptococcus, 6% of Bacillus and Pseudomonas, and 3% for Proteus mirabilis, and
Serratia.

The profiles antibiotics obtained have identified high resistance to certain antibiotics:
AMPICILLINE, AMOXICILLINE

Keywords: bacteriological analysis; bacteria; cattle; bacterial endometritis;

post-partum ; Antibiotics profiles.



Introduction

La période post-partum est considérée comme particulierement importante dans la
viereproductive en raison de ses conséquences sur l'efficacité de la reproduction (involution
utérine, Démarrage de l'activité ovarienne, fertilité¢). L'intégrit¢ utérine en particulier est
souvent altérée chez les vaches en raison de la contamination bactérienne qui est quasi
systématique peu apres le vélage.

Lafertilité et la fécondité des bovins laitiers ont été fortementdégradées depuis 30 ans.
Cette détérioration est observée dans le monde entier (Dobsonetal.,2007; Le Mézec et al.,
2008).

En effet, des bactéries peuvent étre isolées chez plus de 90% de vaches dans les deux
premicressemaines post-partum (Paisley et al.,1986).

La plupart des animaux ¢éliminent ces germes au cours des cinq semaines qui suivent le
vélage, mais la persistance de ces bactéries est a 1’origine d’une infection de [’utérus,
diagnostiquée lors de I’examen général de I’animal (LeBlanc et al., 2002).

Cette contamination est a l'origine d'une inflammation de I'utérus, de Iésions
histologiques de l'endométre, de retards aux involutions utérines et d'une diminution des
performances de reproduction. Les infections utérines sont associées a des taux de
fécondation diminues, a une augmentation de I’intervalle vélage-vélage et a une diminution
du taux de réussite a la premicreinsémination artificielle.

Dans la pratique, on distingue deux formes d'infections utérines: les métrites
puerpérales etles métrites chroniques ou endométrites (Fourichon et al, 2004; Leblanc et
al., 2006).

En Algérie peu d’informations sont disponibles concernant les endométrites du post-
partum, il parer donc utile de réaliser plusieurs études pour, une part, cerner le role exact des
endométrites dans les problémes de reproduction et, d’autre part, permettre une meilleur prise
en charge des vaches malades.

C’est dans ce contexte que vient s’inscrire le présent travail, visant [’aspect
bactériologique des métrites du post-partum.
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Partie bibliographique

La reproduction est une fonction capitale en ¢levage bovin. Le vélage déclenche la lactation.
En plus d’étre la base des productions bovines, la reproduction est également un témoin de la
santé générale de 1’¢levage. Les performances de reproduction sont en effet souvent les
premicres affectées par une perturbation une erreur de la conduite d’élevage.

1.1 Rappel anatomique

I.1.1. Appareil reproducteur

L’appareil reproducteur femel comprend :

_ Deux gonades ou ovaires ayant une double fonction, 1’¢laboration des gameétes femelles et la
synthése d’hormones femelles;

_ Des voies génitales : lieu de fécondation, organe de gestation, organes d’accouplement.
(Batellier et al., 2005).

Les schémas de la figure 1 présentent 1’appareil génital de la vache

- Uk WK

Figure 1 : Appareil reproducteurs de la vache (Batellier etal., 2005)

I.1.1.1. Ovaire

Est la glande génitale de la femelle. C’est un organe pair, appendu a la région lombaire et
pourvu d’une double fonction: gamétogéneése, assurant 1’ovogénése, et endocrine,
commandant (sous le controle de I’hypophyse) toute 1’activité génitale par la sécrétion des
hormones cestrogenes et progestatives (Barone, 1978).

Chez la vache, ils sont petits, ovoides, de taille variable selon I’age et le stade du cycle cestral
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(Derivaux et Ectors, 1985), chaque ovaire a la forme d’une amande de 4 cm de longueur sur
2.5 cm de largeur et 1.5 cm d’épaisseur (Christian Dudouet, 2010). De consistance ferme, leur
forme est irrégulicrement bosselée par les structures telles que follicules a divers degrés de
développement et corps jaunes. La coupe de I’ovaire permet d’observer ces organites
spécifiques qui correspondent a 1’évolution depuis le follicule primordial jusqu’au follicule
mur qui produira I’ovocyte. Apres ovulation, ce follicule va se transformer en corps jaune qui
régressera plus ou moins rapidement en fonction de la fécondation ou non fécondation
(Derivaux et Ectors, 1985).

I.1.1.2. Tractus génital

I.1.1.2.1. Oviducte ou trompe utérine
C’est un conduit qui a pour rdle de recueillir I’ovule et de le conduire apres fécondation vers
I’utérus. A chaque ovaire correspond un oviducte plus ou moins flexueux, situé sur le bord du
ligament large. Il débute par le pavillon ou infundibulum indépendant de I’ovaire, qui a la
forme d’un entonnoir s’ouvrant dans la bourse ovarique, et pouvant s’appliquer contre le bord
libre de I’ovaire pour recueillir le ou les gameétes femelles lors de I’ovulation.
Le conduit lui-méme comprend trois partis :
- L’ampoule, ou a lieu la fécondation, rencontre et fusion de I’ovule et du spermatozoide ;
- L’isthme de calibre réduit ;

La jonction utéro-tubaire, zone de jonction de I’oviducte et de la corne utérine
correspondante (Batellier etal., 2005).
De plus, l'oviducte posséde une grande variabilité en longueur selon les espéces. Chez le
bovin, il mesure approximativement de 21 a 28 cm de longueur (Ellington, 1991).

1.1.1.2.2. Utérus ou matrice

Organe de la gestation, il comprend trois parties chez tous les ongulés :

- Deux cornes qui fusionnent sur une plus ou moins grand longueur pour former le corps de
I’utérus;

- Les cornes et le corps de I'utérus, qui sont toujours situés dans I’abdomen sur le bord du
ligament large;

- Le col ou le cervix, qui est situé sur le plancher de la cavité pelvienne (Batellier etal., 2005).

1.1.1.2.3. Col de I’utérus

Le col de I’utérus ou cervix est peu discernable en surface. A peine est-il un peu étroit que les
parties qu’il sépare, ou seulement délimité par des constrictions minimes. Il est en général
plus cylindroide que le corps utérin et la grande épaisseur de sa paroi permet de reconnaitre
sans peine a la palpation (Barone, 1978).

I.1.1.2.4. Vagin

C’est conduit impair et médian. Entierement logé dans la cavité pelvienne, il est en quelque
sorte annex¢ au sinus uro-génitale pour constituer avec lui 1’organe copulateur de la femelle
(Barone, 1978). C'est I'endroit ou la semence est déposée lors de la saillie (Baril et al., 1993).
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1.1.1.2.5. Sinus uro-génital

Partie commune aux appareils urinaires et génitaux. Il est divisible en deux segments
différents par la topographie et la structure : vestibule du vagin et la vulve et le clitoris.

Le vestibule du vagin est conduit large et impair, dans 1’extrémité craniale duquel s’ouvrent
I’ostium vaginal et 1’ostium externe de 1’urétre, tandis que la partie opposée communique
avec I’extérieur par la fente de la vulve.

La vulve est la partie externe de ’appareil génitale femelle. Elle occupe la partie ventrale du
périnée. Elle est constituée par deux Iévres qui délimitent la fente vulvaire. Les deux levres de
la vulve se raccordent sur deux commissures dorsales et ventrales (Barone, 1978).
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Figure 2 : Anatomie du tractus génital de la vache (Parker et Mathis, 2003)

I.1.2. Appareil génital femelle

En progressant de I’extérieur vers I’avant de la vache, 1’appareil génital femelle est constitué
de la vulve, du vagin, du col utérin, de I’utérus et des ovaires. L’ensemble est situ¢ dans le
bassin, ou immédiatement en avant. Au-dessous de 1’appareil génital, se trouve la vessie ; au-
dessus le rectum

La vulve est externe, elle est constituée de deux lévres symétriques, séparées par une fente
bien verticale, d’une dizaine de centimetres de hauteur. Le vagin est horizontal, situ¢ un peu
plus haut que la vulve ; il est trés long (une trentaine de centimeétres).

Au bout de celui-ci, se situe le col utérin.

Son orifice externe est entouré de plis qui le rendent difficile a trouver (lors d’insémination ou
de cathétérisme du col pour administration d’antibiotiques intra-utérins). Le col est ensuite
constitué de trois anneaux concentriques, sur une longueur d’environ

10 centimetres. On atteint alors 1’utérus lui-méme, avec d’abord le corps utérin (partie
commune des deux cornes), trés court (4-5 centimetres). Puis les deux cornes utérines, d’un
diametre de I'ordre de 4 centimetres pour 20-30 centimétres de longueur, s’enroulent sur
elles-mémes, donnant a I’utérus sa forme caractéristique en « cornes de bélier ». A ’extrémité
de chaque corne, se trouve I’oviducte (trompe utérine, qui n’est pas normalement palpable),
puis un ovaire. L’ovaire a une forme d’amande, et ses dimensions sont trés variables selon
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I’état physiologique ou pathologique de 1’animal (de la taille d’un petit pois a celui d’un
pamplemousse). En moyenne, sa longueur est de 4 cm pour 2 centimetres d’épaisseur.
L’ovaire est responsable de la production des hormones régulant le cycle (cestrogenes,
progestérone) et de la production de I’ovocyte (gamete femelle); 1’oviducte capte I’ovocyte
apres 1’ovulation.

Le sperme est dépos¢ par le taureau dans le vagin et par ’inséminateur, dans 1’utérus,
immédiatement apres le col. La fécondation a lieu dans 1’oviducte.

L’embryon ainsi formé descend dans 'utérus, ou il se développe. Lors de la naissance, le
veau franchira le col utérin et passera par le vagin. (Hanzen, 2009).

I.2. Structure histologique du tractus génital

La paroi utérine comporte trois tuniques ainsi disposées de la lumiére vers la périphérie: une
muqueuse ou endométre, une musculeuse ou myometre, et une séreuse ou périmetre (Banks,
1993).

e Séreuse ou périmetre
Sa structure est identique a celle de la séreuse de 1’oviducte. En revanche, elle comporte
quelques cellules musculaires lisses et peut étre considérée comme 1’expansion des ligaments
larges qui soutiennent I’utérus dans la cavité abdominale (Priedkalns et Leiser, 1998; Vaissaire,
1977).

e Musculeuse ou myometre

La musculeuse est composée de deux couches concentriques de cellules musculaires lisses :
une couche profonde interne, la plus épaisse, composée de fibres musculaires lisses circulaires
qui sont particuliecrement renforcées au niveau du col, et une couche superficielle externe
constituée de faisceaux de fibres musculaires lisses longitudinales qui augmentent en nombre
et en taille au cours de la gestation.Une couche vasculaire est intercalée entre ces deux
couches musculaires. Elle comporte un important plexus vasculaire et lymphatique, des
faisceaux de fibres ¢€lastiques et de fibres nerveuses (Priedkalns et Leiser, 1998).

L’ensemble du myomeétre se montre sensible aux actions hormonales. Son épaisseur s’accroit
sous I’influence des cestrogenes ; elle se réduit apres la castration. Le nombre et le volume des
fibres lisses augmentent beaucoup pendant la gestation. Les contractions de cette musculature
interviennent pour répartir les conceptus dans les especes ou ils sont multiples.

Elles déterminent aussi leur expulsion lors de la parturition. On leur attribue d’autre part un
role dans I’ascension des spermatozoides : pendant la copulation, elles resserrent le cavum
utérin et en expulsent le mucus ; le relachement qui se produit aussitot aprés entraine
I’aspiration du contenu vaginal (Barone, 1978).

e Muqueuse ou endometre
L’endometre est désigné la muqueuse qui tapisse le corps et les cornes utérines. Cette
muqueuse comporte un ¢pithélium de surface et un stroma, séparés par une mince membrane
basale, la lamina propria(Deletang, 2004).
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e Epithélium est columnaire, en général simple ; il peut étre cubique dans les périodes
d’anoestrus ou dioestrus. Dans les ruminants il est pseudo-stratifi¢ par endroits. Il est séparé
du chorion sous-jacent par une épaisse membrane basale appelée lamina propia(Deletang,
2004).

Il comporte deux types de cellules irrégulicrement mélée, les unes ciliées, pourvues d’un
noyau ovalaire ou sphéroide, les autres non ciliées, de type sécrétoire et a noyau plus étroit et
allongé. La proportion des deux types varie selon les endroits et les périodes, comme dans la
trompe utérine. On peut noter que les cellules ciliées sont trés peu nombreuses jusqu’a la
puberté, plus abondantes chez 1’adulte et qu’elles se raréfient dans 1’cestrus et le métoestrus
(Barone, 1978).

e Stroma endométrialest ¢pais. Il comprend trois éléments principaux : des fibres de
collagéne, des cellules en provenance du sang (lymphocytes, granulocytes, plasmocytes) et
des glandes utérines. Ces glandes sont tubulaires, bordées par un épithélium simple en
continuité avec 1’épithélium de surface mais dont les cellules ont une activité sécrétrice
supérieure (Derivaux, 1981).

e Glandes utérines sont tubulaires, simples ou peu ramifiées et leur épithélium est
semblable a celui de la surface endométriale. Elles sont a peine ébauchées chez le nouveau-
né, ou elles sont représentées par de simples et courtes invaginations de 1’épithélium
superficiel dans un stroma encore presque entierement cellulaire. Elles deviennent plus
profondes et flexueuses a I’approche de la puberté, ou elles commandées par 1’activité
ovarienne. Dans les périodes de repos (anoestrus et dioestrus) elles sont peu serrées, a peine
sinueuses, sauf dans leur partie profonde, qui est plus flexueuse et atteint le voisinage du
myometre. Leur épithélium est cubique ou columnaire bas et leur lumicre étroite, encombrée
de débris. Au cours du prooestrus, elles s’allongent, se ramifient et deviennent flexueuses.
L’endometre s’épaissit et elles s’y enfoncent au point que leurs extrémités profondes, tres
contournées s’insinuent entre les faisceaux de la partie adjacente du myometre. Elles
s’¢largissent et leur épithélium devient plus haut. Les cellules de celui-ci se multiplient et
prennent des caractéres sécrétoires manifestes. Cette évolution s’accentue fortement lors de
I’cestrus et atteint sa plénitude dans le métcestrus. L’endomeétre passe alors par une phase
sécrétoire active qui prend fin vers le début du dicestrus. Dans ce dernier, les glandes
redeviennent peu flexueuses, plus courtes et plus étroites. Leur épithélium perd ses caractéres
sécrétoires et reprend le type columnaire bas et cubique (Barone, 1978).

1.3. Rappelphysiologique

La femelle non gestante possede une activité sexuelle cyclique a partir de la puberté, cette
activité sexuelle se traduit par une succession d’éveénement précis se reproduisant a intervalles
constants, selon un rythme propre a chaque espéce. Le cycle sexuel d’une femelle non
gestante se traduit par des modifications qui se situent a différents niveaux :

_ Au niveau comportementale : I’cestrus ou chaleur est I’événement caractéristique du
comportement sexuel cyclique de femelle ;

_ Au niveau de ’ovaire : le remaniement cyclique des éléments cellulaires du cortex ovarien
est rythmé sur la production de gametes lors de I’ovulation;
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_ Au niveau des voies génitales : ’endomeétre présente une évolution cyclique trés marquée, et
I’activité sécrétoire du col utérin est modifiée;

_ Au niveau hormonal : des sécrétions hormonales de 1’hypothalamus, de I’hypophyse et de
I’ovaire controdlent la succession des événements du cycle.

Chez certaines especes et dans certaines conditions, par exemple liés aux variations de la
durée du jour, cette activité cyclique peut étre suspendue temporairement chez la plupart

des femelles (Batellier etal., 2005).

Chez tous les mammiferes, ’appareil génital femelle présente au cours et pendant toute la
période d’activité génitale, des modifications morphologiques et physiologiques se produisant
toujours dans le méme ordre et revenant a intervalles périodiques, suivant un rythme bien
défini pour chaque espece.

Ces modifications, connues sous le nom de cycle sexuel ou cycle cestral, commencent au
moment de la puberté, se poursuivent tout au long de la vie génitale et ne sont interrompues
que par la gestation. Elles dépendent de I’activité fonctionnelle cyclique de I’ovaire régulée
par ses propres sécrétions hormonales, elles-mémes sous dépendance étroite des hormones
gonadotropes hypothalamo-hypophysaires (Derivaux et Ectors, 1985).

e Cycle cestral de l1a vache

La vache appartient aux especes a cycle continu, c'est-a-dire des cycles sans interruption et se
succédant toute l'année. La durée du cycle est en moyenne de 15 a 25 jours, avec une
succession de plusieurs (2 ou 3) vagues folliculaires; les variations dépendent de 1'age mais
aussi de la race, de la saison et des conditions d'entretien de 1'animal (Derivaux,1971).

Par définition, les vaches sont en cestrus (ou chaleurs) quand elles acceptent la monte (en se
tenant immobiles par un taureau ou d'autres vaches). Cet cestrus dure en moyenne 20 heures.
La ponte ovulaire se situe en moyenne 12 - 15 heures apres la fin de 1'cestrus (Derivaux, 1971).
L'activité de 1'ovaire est mise en évidence par 'apparition d'un comportement d'cestrus, celui-
ci permettant de caractériser le début d'un cycle cestral. L'évolution cyclique comprend alors
deux phases distinctes qui sont rapportées dans le tableau I:

Tableau I : Description des phases du cycle cestral de la vache

Phases Description

Phase folliculaire ostrogénique qui correspond a la maturation
des follicules de De Graaf. (Derivaux, 1971)

Phase lutéinique, ou lutéale, progestéronique | -s'étend au cours de Il'activit¢ des corps
jaunes cycliques. (Marien, 1993)
-un cycle cestral défini quatre périodes

e Le prooestrus : période de maturation
folliculaire (= phase folliculaire)

e ['cestrus: période de fin de maturation
et ovulation (= chaleurs)

e Le postoestrus ou metoestrus
formation et fonctionnement du corps jaune

e Le dioestrus : fonctionnement du
corps jaune et lutéolyse
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I.4.Etats de 1'utérus en postpartum

Chapitre I

Il existe deux états de 1’utérus : état normal et état pathologique ils sont indiqués dans le

tableau 11

Tableau II : Etats de l'utérus en postpartum

Etat normal Etat pathologique
- Normalement, l'involution macroscopique | = L’involution utérine et cervicale est ou non
de l'utérus chez la vache est compléte en trois | complete
a quatre semaines postpartum. - L'état inflammatoire de l'utérus se

- Apres la parturition, le volume et le poids
de I'utérus subissent une réduction trés rapide
jusque vers le vingtiéme jour postpartum,
selon une courbe logarithmique. (Badinand,
1981)

- Clest entre le cinquiéme et le quatorzieme
jour que la réduction de l'utérus est la plus
importante. (Gier et al., 1968)

- La régression du myométre ne
s'accompagne donc pas de processus de
nécrose ou de dégénérescence. (Archbald et
al., 1972)

- L'endométre régresse durant les cing jours
suivant la mise bas, pour étre ¢liminé entre le
sixiéme et le huitiéme jour. (Gsell, 1979)

- I’épithélium apparait des les premiers jours,
il recouvre progressivement tout 1'endomeétre,
y compris les caroncules

- Des histiocytes, des monocytes, des
mastocytes, des polynucléaires et des cellules
géantes multi  nucléées  apparaissent
rapidement dans 1'épaisseur de
I'endomeétre.(Badinand, 1975)

- L'endometre retrouve une structure
histologique normale en trente a cinquante
jours.

- L’utérus de la plupart des vaches est
contaminé par une large variété de bactéries
au moment du vélage ou immédiatement
apres (Elliot et al., 1968)

- Les germes sont progressivement éliminés a
la faveur de l'involution et de la vidange de
I'utérus et grace aux défenses locales.
(Sheldon, 2004)

caractérise par un cedéme, une congestion de
la muqueuse et une importante infiltration
leucocytaire

- On peut observer la présence ou l'absence
d'un contenu anormal (mucopurulent ou
purulent) de la cavité utérine

- Sur une coupe anatomopathologique, on
peut observer des zones de desquamation
avec atteinte dégénérative des zones
glandulaires

- une infiltration de 1’épithélium superficiel,
une dilatation ou une hypoplasie des glandes
et de la fibrose periglandulaire

(Leblanc et al., 2002; Sheldon et Noakes,
1998)

-une persistance de ces germes au-dela de
soixante  jours postpartum devient
pathologique, et est a I’origine de retards de
mise a la reproduction (Elliott et al., 1968).
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L.5. Physiopathologie

Définir l'infection utérine n'est pas chose aisée mais est cependant indispensable pour poser
un diagnostic individuel aussi exact que possible et quantifier I’importance de cette affection
au niveau collectif. Cette difficulté résulte du manque d'harmonisation des méthodes et des
criteres de diagnostic. Il faut donc distinguer I’infection (processus pathologique) de la
contamination bactérienne initiale (processus physiologique). L’infection implique
I’adhérence d’un germe a la muqueuse, la colonisation voire la pénétration de I’épithélium par
ce germe et/ou la libération de toxines conduisant au développement d’une pathologie utérine
ou génitale rarement mortelle cependant (Sheldon et Dobson, 2004). La plupart des vaches
¢liminent les bactéries durant les cinq premiéres semaines postpartum, mais lorsque la
réponse immunitaire systémique ou locale de l'utérus est inhibée, les bactéries peuvent
s'établir dans 1'utérus, proliférer et finalement causer une infection utérine (Lewis, 1997;
Sheldon et al., 2003). Ceci se produit dans 10 & 17% des cas dans lesquels l'infection utérine
est détectée lors de 1'examen génital de 1'animal (Leblanc et al., 2002; Sheldon et al., 2006).

Les infections utérines peuvent se définir selon plusieurs critéres tels la localisation
histoanatomique, le délai d’apparition, les signes histologiques, les symptomes engendres et
leur gravite ou encore le germe responsable. (Lewis, 1997; Dumoulin, 2004).

L.5.1. Classification des inflammations utérines et leurs symptomes

Les infections utérines sont classes par les différentes études, selon: la localisation tissulaire
de I'inflammation, le délai d’apparition par rapport au vélage. Dans ce paragraphe, nous
apporterons une nouvelle classification proposée par (Sheldon et al., 2006).

1.5.1.1. La localisation tissulaire de I’inflammation

a. Endométrite

C’est une inflammation superficielle de ’endométre ne s’étendant pas au-dela du stratum
spongieux. D’un point de vue anatomopathologique correspond a l’inflammation de la
muqueuse utérine seule. Histologiquement, ’endométrite est caractérisée par des pertes
épithéliales, une infiltration de cellules inflammatoires, un cedéme du stroma, une congestion
et différents degrés d’accumulation de lymphocytes ou de cellules plasmatique dans les
couches superficielle (Bondurant, 1999). Elle ne provoque pas de symptomes généraux et est
associée a une inflammation chronique du post partum(Lewis, 1997).

(Leblanc et al., 2002) I’ont défini par la présence d’écoulement purulents, fétides et par un
diamétre cervicale supérieur a 7,5 cm entre 20 et 30 jours post partum.

b. Métrite
La métrite proprement dite est une inflammation de I’ensemble de I’endomeétre et du
myometre. Elle se caractérise cliniquement par un écoulement pathologique a Iorifice
postérieur du col et par 'infertilité¢ (Lewis, 1997).
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c. Para métrite
C’est une inflammation de la séreuse ou des ligaments suspenseurs de 1’utérus
(Kennedy et Muller, 1993).

1.5.1.2. Le délai d’apparition de ’inflammation par rapport au vélage

En accord avec la majorité des auteurs, on distinguera I’endométrite puerpérale (ou aigue),
I’endométrite chronique, le pyrométre et ’endométrite subclinique. Les trois premiers types
peuvent se diagnostiquer au moyen des méthodes propédeutiques classiques. La derniere
implique le recours a des méthodes complémentaires.

Une classification récente a étais proposée par (Sheldon et al., 2006) qui a le consensus de la
communauté scientifique pour la définition des infections utérines. Selon les travaux de ces
chercheures, les infections utérines sont classes en quatre types.

a. Métrite puerpérale (ou aigue)
C’est une infection utérine se manifestant au cours des 21 premiers jours du post-partum. La
contamination bactérienne de la lumiére utérine est quasi systématique apres le vélage
(Paiseley et al., 1986). La persistance des bactéries est a I’ origine d’une infection utérine.

b. Endométrite chronique

Peu faire ou non, suite a une endométrite puerpérale. Elle est détectée au cours ou au-dela de
la troisieme semaine post partum. Elle est caractérisée d’une part, par une absence de
symptomes généraux et une involution utérine et cervicale compléte ou non et d’autre part,
par des écoulements purulents (>50% de pus). Mucopurulents (approximativement 50% de
mucus) et un diamétre cervical supérieur a 7,5 cm. La muqueuse utérine est congestionnée et
d’importante infiltration leucocytaire, zones des desquamations avec atteinte dégénérative des
zones glandulaires, et des fibroses péri glandulaires sont observées.

c. Pyrométre
C’est une accumulation du pus dans la cavité utérine, et une distension utérine associée a une
fermeture de col. Il s’accompagne d’une répercussion sur I’état général de la vache.

d. Endométrite sub-clinique
C’est un état inflammatoire de I’endomeétre caractérisé par une absence des secrétions
anormales dans le vagin, voir une présence d’une quantit¢ minimale d’exsudat dans la cavité
utérine. Elle apparait aprés de la mise bas. Son diagnostic implique le recours a un examen
cytologique. L’endométrite sub-clinique est confirmée si la proposition de neutrophiles est
supérieur a 18% durant le 21éme aux 33éme jours du post partum ou, en 1’absence des
signes d’endométrites.

10
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I.5.2. Prévalence et impact des endométrites

La prévalence de I’endométrite clinique et estimée de 16,9% (Leblanc et al, 2002). Mais
selon le seuil rapporté par (Gilbert et al., 2005) cette derniere varie de 3,4 a 40%. Cette
variation est imputée a un manque d’harmonisation d’une méthode de diagnostic clinique des
métrites, et aux facteurs épidémiologiques variable d’un troupeau a I’autre (Azawi, 2008 ;
Sheldon et al., 2006 ; Sheldon et al., 2008).

Les endométrites perturbants le retour a 1’état physiologique de 1’utérus (Recorbet, 1987),
mais implique également des perturbations hormonales et immunitaires trés importantes
(Singh et al., 2008 ; Sheldon et al., 2009) la persistance d’une infiltration leucocytaire de
I’endométre bovin a été identifiée depuis longtemps comme un facteur retardant le processus
normal d’involution utérine et ainsi perturbant la fonction de reproduction (Gier et Marion,
1968). Plus récemment des troubles de la fonction ovarienne et une réduction de la fertilité
ont été rapportés (Sheldon et al., 2009 ; Opsomer et al., 2000). Les vaches dont [’utérus est
contaming par des bactéries présentent :

a- Une croissance folliculaire réduite

b- Des concentrations plasmatiques en cestrogéne et progestérone moindre, ainsi
qu’un risque d’anoestrus plus important (Sheldon et al, 2002 ; Williams et al.,
2007).

c- Une réduction de la taille du corps jaune, cinq a sept jour apres 1’ovulation, et une
diminution de la progesteronemie(Williams et al., 2007).

I.6. Facteurs de risque

e Féconditéantérieure et antécédents pathologiques
Les femelles ayant déjaprésente un retard a l'expulsion des enveloppes ou une métrite sont
plus sujettes a l'infection que les autres. Une infection bactérienne latente ou une infestation
parasitaire massive, sans influence apparente sur la fécondité, est favorable a la multiplication
des bactéries dans l'utérusapres le part. On a pu aussi noter la sensibilité particuliere des
vaches atteintes de brucellose latente (Badinand, 1975).

e Facteurs liés au part

Lors de vélage dystocique, les manceuvresobstétricales sont plus longues et plus nombreuses.
Ces manceuvres provoquent souvent des lésions et des déchirures au niveau de la filicre
pelvienne, et favorisent aussi l'introduction dans le milieu utérin de bactéries. C'est cette
introduction de germes qui est la cause principale des endométrites.

De plus, lors de dystocie ou apres une hystérotomie, les complications postpartum tels qu'un
retard d'involution utérine associe ou non a une rétention placentaire peuvent également
favoriser l'apparition d'une endométrite(Curtis et al., 1985 ; Erb et al., 1985 ; Correa et al.,
1993).

11
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1.7. Diagnostic clinique

Se base sur I’examen clinique et I’examen paraclinique :

1.7.1. Examen clinique

Il est indispensable de recueillir les commémoratifs de l'animal avant de réaliser des
explorations complémentaires.

Tout aussi important que le recueil des commémoratifs, I'examen général se composera de la
prise des fréquences respiratoire et cardiaque, de 1'examen des muqueuses, de I'évaluation du
comportement, de l'appétit, de la présence de boiteries, de la sante mammaire, de I'état
corporel, de la présence d’écoulements anormaux ...

1.7.2. Examen paraclinique

La bactériologie est I’examen qui certifie la présence ou I’absence d’un germe dans 1’utérus et
la discrimination des germes pathogénes ou opportunistes.

Cette méthode permet la mise en culture de prélévements utérins : I’écouvillonnage de la
paroi a I’aide d’un coton.

Dans certains cas l'endométrite ne s'accompagne d'aucun signe clinique détectable par
I’observation des secrétions vaginales. (Kasamanickam et al., 2004)

1.7.2.1. Méthodes d’analyses du laboratoire

+» Enrichissement
Chaque écouvillon est ensemencé dans un tube de bouillon nutritif a proximité du bec bensen
puis incube pendant 24heures a 37°C(Le Minor et Veron, 1982 ; Pilet et al., 1981)

¢ Coloration de Gram
Une coloration de Gram est réalisée selon la méthode préconisée par Singleton (2005).

¢ Recherche de la catalase
Le catalase est une oxydoréductase intervenant dans le mécanisme de résistance a la
bactéricide (Chaala, 2013).
La catalase est une enzyme qui permet de scinder ’eau oxygénée en oxygene (O2) et eau
(H20).

% Recherche de I’oxydase

L’oxydase est une enzyme qui intervient dans les phénomenes d’oxydoréduction.

+» Galerie api 20E

Objectif du test: API 20 E est un systéme standardisé pour I’identification des
Enterobacteriaceae et autres bacilles a Gram négatif non fastidieux, comprenant 21 tests
biochimiques miniaturises, ainsi qu'une base de données. (Bio Mérieux sa. France. Version
04/98)

12
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Principe : La galerie API 20 E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés.
Les microtubes sont inocules avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests. Les
réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colores
spontanés ou réveles par 1’addition de réactifs.

La lecture de ces réactions se fait a I’aide du tableau de lecture et d’identification (Annexe
I1I).

% Identification
L’identification du genre est effectuée par I’aspect de colonie sur gélose, la réalisation d’une
coloration de Gram, ainsi que la recherche de catalase pour les bactéries a Gram+ et de
I’oxydase pour les bactéries a Gram —

e Escherichia coli

Escherichia coli est un membre de la famille des Enterobacteriaceae. Ce sont de courts
bacilles droits. Leur taille varie de 1 a 6 um. Excepté quelques souches, ces bactéries sont
mobiles. Elles sont Gram négatif. Elles ne sont pas exigeantes et poussent facilement sur
milieux ordinaires. Leur température optimale de croissance est de 35 a 37 °C et leur pH de
croissance varie de 6,9 a 7,2. La taille des colonies est de 1 a 3 mm de diamétre. Sur Hektoen,
elles apparaissent jaune-saumon (Lactose +) sans centre noir (H2S-). Les Escherichia coli
sont des aéro-anaérobies facultatifs. IIs ont un métabolisme fermentaire, et sont oxydase
négative et catalase positive. (Denis et al., 2007).

e Serratia:
Toutes les Serratiapossédent une gélatinase et une DNAse, d’une maniere générale, les
especes de ce genre sont isolées des plantes (Iégumes, champignons, mousses), du tube
digestif des rongeurs (40% des petits mammiferes sauvages sont porteurs de Serratiaspp.),
des insectes, de 1’eau et du sol. Le genre Serratiacomprend maintenant dix especes, la
principale espéce pathogene du genre est Serratiamarcescensqui provoque habituellement des
infections(Denis et Ploy, 2007).

e Staphylocoques

Les membres du genre Staphylococcus sont des coques a Gram positif de 0,5 a 1,5 pm de
diamétre qui se retrouvent en amas sous la forme de grappes de raisins et, dans de plus rares
cas, 1s0lé, en paires (diplocoques), en tétrades, ou en chainettes (3 a 4 cellules). Les amas sont
particulicrement nets dans des préparations faites a partir de cultures sur milieux solides. Ils
sont immobiles, non sporulables et sont typiquement non encapsulés. Les Staphylocoques
sont généralement catalase positive et oxydase négative. Ils se classent en fonction de leur
production ou de leur absence de production de la coagulase. Le genre Staphylococcus est
actuellement composé de 42 especes et 21 sous-especes.

Les Staphylocoques sont des pathogénes majeurs chez les animaux. Les espéces S. aureus
sont d'une importance particuliere dans les infections vétérinaires (El Kouir, 2003).

13



Partie bibliographique Chapitre I

e Streptocoques
Les especes bactériennes appartenant au genre Streptococcus sont des coques, a Gram positif
et catalase négative, de moins de 2 um de diamétre qui tendent a croitre en chainettes dans un
milieu liquide.
Les Streptocoques sont des bactéries anaérobies facultatives. Leur croissance est augmentée
en présence de 5% de CO2. La température optimale pour la plupart des Streptocoques est
environ 37°C. La complexit¢é des exigences nutritionnelles des streptocoques est
habituellement fournie par I'addition de sang ou de sérum dans le milieu de croissance. Tous
les Streptocoques sont catalase négative lors de 'exposition a 3% de peroxyde d'hydrogene.
Des réactions faussement positives peuvent se produire si les bactéries ont poussé sur milieu
de croissance contenant du sang. Le genre Streptococcus est actuellement composé de 68
especes et 11 sous-especes.
Le pouvoir hémolytique :
- Hémolyse incompléte : Streptocoques alpha-hémolytiques,
- Hémolyse compléte : Streptocoques béta-hémolytiques,
- Pas d'hémolyse : Streptocoques non hémolytiques.
(Kawamura et al., 1999)

e Bacillus

C’est une bactérie Gram positive qui se présente sous la forme d’un batonnet épais, aux bouts
carrés, immobile, capsulé et capable de former une spore.

11 existe donc sous deux formes : la forme végétative, dans 1’organisme de 1’hoéte, et la forme sporulée
(endospore a position centrale), dans le sol ou les déchets d’animaux infectés (os, peau, laine...).

Cette bactérie posséde plusieurs structures « de recouvrement », associées a ses caractéres de virulence
(cfr infra) : une capsule, composée de polypeptides de poly-D-Glutamate, et une « couche de surface »
(S-layer), cristalline et bi-dimensionnelle, située sous la capsule.

La capsule se forme a 37°C, aprés 1h in vivo, en présence de bicarbonate. Cela signifie qu’elle se
forme trés vite des I’entrée de la bactérie dans 1’organisme-hote, et plus ou moins de manicre
concommitante avec la germination de la spore. Cela laisse peu de temps aux défenses immunitaires
de combattre I’infection.

Le genre Bacillus est trés hétérogéne et comprend en mois 36 especes.

(Schoenaers and Kaeckenbeeck, 1973).

e Proteus mirabilis
Ce sont des bactéries trés mobiles (pouvant envahir les milieux de culture) qui se distinguent
facilement des autres entérobactéries par leurs caratéres biochimiques (uréase +, tryptophane
désaminase +) et leur résistance naturelle a la colistine. C'est un commensal du tube digestif.
Proteus mirabilis vient au second rang, apres E.coli, dans I'étiologie des infections urinaires
de ville (10 % des cas). C'est une espece bactérienne habituellement sensible aux
antibiotiques. (Archambaud et Clave, 2004).
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e Pseudomonas
Les Pseudomonas sont aérobies stricts, oxydase positif, mobiles, produisant souvent des
pigments diffusibles et naturellement résistants a de trés nombreux antibiotiques.
Saprophytes, on les trouve essentiellement dans 1'eau. Ils peuvent contaminer des solutés pour
perfusion, des solutions antiseptiques, des préparations médicamenteuses liquides.
L'espéce Pseudomonas, a les caractéres suivants :
— protéolytique,
— production de deux pigments : la pyocyanine, et la pyoverdine ou fluorescéine
— production d'une exotoxine nécrosante par certaines souches.
Elle est ainsi responsable
— des suppurations a « pus bleu » des blessures et des brilures,

d'infections locales iatrogénes aprés manoeuvre instrumentale : urinaires apres
cathétérisme, broncho-pulmonaires chez des sujets sous respirateurs, oculaires sur lentille de
contact,
— de septicémies chez les brilés, les granulopéniques (aplasies toxiques ou thérapeutiques),
— de surinfection des bronches dans la mucoviscidose, grace a la production d'élastase.
(Boutoille et al., 2009)

+»+ La résistance aux antibiotiques
Pour toute identification biochimique positive un antibiogramme est réalisé.

Définition

Un antibiotique est toute substance, naturelle ou synthétique capable d’inhiber in vivo le
développement des bactéries. Les molécules d’antibiotiques doivent étre idéalement les plus
toxiques pour les bactéries et les moins toxiques pour les cellules de 1’organisme qui les
hébergent. On les divise en antibiotiques a large spectre ou a spectre étroit selon leur activité
contre beaucoup ou peu de germes (Gaudy, 2005).

Mécanismes d’action des antibiotiques

Les antibiotiques bloquent de maniere spécifique les processus métaboliques vitaux des
bactéries sensibles et arrétent ainsi leur développement, le plus souvent seulement
temporairement (effet bactériostatique) mais parfois définitivement (effet bactéricide).

Il existe différents types d’antibiotiques capables d’agir sur les bactéries selon différents
mécanismes (Gaudy, 2005) :

a- Antibiotiques qui inhibent la synthése de la paroi bactérienne.

b- Antibiotiques qui altérent la perméabilité de la membrane plasmique.

c- Antibiotiques qui inhibent la synthése protéique.

d- Antibiotiques actifs sur le métabolisme des acides nucléiques et de leurs précurseurs.

La résistance aux antibiotiques peut se manifester de deux manieres distinctes :
(d’Acremont et al., 2006)
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e Résistance naturelle: on parle de la résistance naturelle lorsque toutes les souches de la
méme espece sont résistantes a un antibiotique donné.

e Résistance acquise : la résistance acquise advient lorsque quelques souches d’une
méme espece normalement sensibles deviennent résistantes. C’est une résistance
chromosomique acquise par mutagénese. Et es plasmides sont des molécules d'ADN
bicaténaire, circulaires et cytoplasmiques, de petite taille (5 a 4000 fois plus petit que
le chromosome), se replicant d'une mani¢re autonome et non indispensables au
métabolisme normal de cellule-hdte. Leur transmission d'une cellule bactérienne a une
autre peut s'effectuer par conjugaison (Tra+) ou transduction.

Principe

Il consiste a placer la culture de bactéries en présence des antibiotiques et a observer les
conséquences sur le développement et la survie de celle-ci et ainsi de déterminer I’activité in
vitro de ces d’antibiotiques présumés actifs sur la bactérie. Donc la réalisation d’un
antibiogramme est de prédire la sensibilité d’une bactérie a un ou plusieurs antibiotiques dans
une optique essentiellement thérapeutique.

L’¢étude de la sensibilité aux antibiotiques a été réalisée par la méthode de diffusion sur milieu
gélos¢é Mueller-Hinton selon les normes et les recommandations du comité de
I’antibiogramme de la société frangaise de la microbiologie.

1.7.2.2.Intérét diagnostique de 1'examen bactériologique

L’examen bactériologique permet de confirmer la présence ou non de germes dans 1’utérus.
L'interprétation des résultats n'est cependant pas des plus aisée. Cela dépend en effet de la
méthodeutilisée pour prélever un échantillon, des conditions de stockage et d’envoi des
prélévements, de la capacité du laboratoire a faire 1’analyse demandée, de la présence en
quantité suffisante du germe dans le prélévement, de son association avec d’autres germes
pathogeénes ou opportunistes, de son caractérepathogene ou opportuniste, du stade du
postpartum ou encore de la pression d’infection présente dans 1’exploitation. Ainsi,
l'identification de E. coli le lendemain du vélage augmente sensiblement la probabilité
d'identifier des anaérobies a Gram négatifs quatorze jours plus tard (Dohmen et al.,2000).La
présence d’E. coli et des Streptococcie(Dohmen et al., 1995 ; Miller et al. ,1980 ; Studer et
Morrow, 1978 ; Bonnett et al., 1991bc). Le germe identifie peut égalementdépendre du
moment du prélévement au cours du postpartum (Sheldon et Dobson, 2004).

Un germe ne pourra étre rendu responsable d’une endométrite que s’il est reconnu pour sa
pathogénicitéutérine, s’il est retrouvé plusieurs fois sur le méme animal et s’il s’accompagne
de Iésions histologiques de ’endométre. Il semble donc bien que cette méthode de diagnostic
doit étreréservéea des situations d'élevagespécifiques telles que des endométritesenzootiques
ou résistantes a des traitements classiques.

1.7.2.3. Les différentspathogénes impliqués

Les germes identifies sont classiquementreconnus comme ¢étant les facteurs déterminants
responsables des infections utérines.

Les étudesmenées par Huszencza et Dohmen comparent la bactériologie des vaches normales
avec celles présentant une endométrite(Huszencza et al.,1999 ; Dohmen et al., 1995).
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Tableau III :

(Huszenicza et al., 1999; Dohmen et al, 1995)

Chapitre I

Fréquence (%) d'isolement de germes chez des vaches a endométrites

Bacteries 24 heures post-partum 21-60 jours post-partum

Escherichia coli 55% 36%

Gram négatif 10% 80%
Streptocoques 7% 12%

Gram positif 20% 21%
Staphylocoques.,

Bacillus spp., 7% 9%
Proteusspp.,

Clostridium spp.

Ces ¢études et d'autres ont permis une classification des germes identifiés dans l'utérus au
cours du postpartum chez la vache (Williams et al., 2005).Ainsi peuvent étre qualifiés de
pathogénes, E. coli. A l'inverse les germes suivants sont reconnus comme pathogeénes

potentiels ou simples opportunistes :

Bacillus spp.,Proteusmirabilis (Tableau V).

Staphylocoques.,Streptocoques., Lactobacillus spp.

Tableau IV : Classification des bactéries, isolées par culture aéro et anaérobie, selon leur
pouvoir pathogene, dans le cadre des endométrites de la vache (Williams et al., 2005)

PATHOGENES POTENTIELLEMENT CONTAMINANTS
MAJEURS PATHOGENES OPPORTUNISTES
Bacillus Clostridium
Escherichia coli Enterococcus Klebsiella
Pasteurella Proteusmirabilis.
Staphylococcus aureus Staphylococcus

Streptococcus non-
hemolytique

sp.,coagulasenegative
Streptococcio-Hemolityque
Streptococcus

17




Partie bibliographique Chapitre I

1.9. Conséquences des endométrites

1.9.1. fertilité et objectifs de reproduction en élevage laitier
1.9.1.1. Notion de fertilité : application en élevage bovin laitier

La fertilité : peut se définir comme la capacité de se reproduire, ce qui correspond chez la
femelle a la capacité de produire des ovocytes fécondables.

La fécondité :caractérise I’aptitude d’une femelle a mener a terme une gestation, dans des
délais requis, Elle peut étre réalisée sur les seuls animaux gestants du troupeau (fertilité
apparente) ou prendre également en considération les animaux inséminés mais réformés par la
suite (fertilité totale). La fécondité comprend donc la fertilité, le développement embryonnaire
et feetal, la mise bas et la survie du nouveau-né. Il s’agit d’une notion économique, ajoutant a
la fertilité un parameétre de durée.

FECONDITE (IVY)

+ »
Vilage [EN A2 IF Vilage
+

FERTILITE
V-IAl LAL-IF Grostation

Abreviations : IVV ¢ intervalle velage-viélaze : TALD ¢ premitre on dengieme msémination :
IF : imsdmimatisn feondante ; ¥-1A41 : infervalle vélage-premicer inscmination ;
IAT-IF : mdervalle proaéee imadndna tion-lnsé mination feondante .

Figure 3: Notions de fertilité et de fécondité appliquées en €¢levage bovin laitier

(d’apreés Tillard et al., 1999).

1.9.1.2. Parameétres de fécondité

e ['4dge du premier vélage
e Intervalle vélage-vélage
e L'intervalle entre le vélage et I'insémination fécondante

e L'intervalle entre le vélage et la premiére chaleur

e Nombre de gestations
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1.9.1.3Parametres de fertilité
v' Taux de réussite premiére insémination artificielle

Intervalle vélage et premicre insémination
Intervalle entre la premiére insémination et I’insémination fécondante

v
v
v Nombre total d'inséminations nécessaires a 1'obtention d'une gestation
v

Index de fertilité

1.9.2 Altération de la fertilité et de la fécondité

De nombreuses études ont confirmé l'effet délétere des endométrites sur les indicateurs de la
reproduction. Les répercussions défavorables concernent a la fois les critéres de fertilité et de
fécondité. L'intervalle vélage - premiére insémination est augmenté de sept jours en moyenne
et la réussite en premicre insémination est fortement altérée par rapport aux vaches saines.
L'intervalle vélage - insémination fécondante est aussi retarde de dix-sept a vingt jours
(Edqvist et al, 1978). De méme, une ¢étude de Leblanc menée sur 1865 vaches laitieres
montre qu'un diamétre cervical supérieur a 7,5 cm réduit le taux de gestation et les décharges
mucopurulentes augmentent l'intervalle vélage - insémination fécondante d'environ trente-
deux jours (Leblanc et al., 2002).

Enfin, Nielsen, cite par Roberts (Martal, 1981), a montré que les vaches ayant une
endométrite sévere nécessitent deux fois plus d'inséminations pour obtenir une gestation que
les vaches ayant une endométrite modérée et les vaches saines.
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Partie I : Matériel et Méthodes

La fertilit¢ de la vache laitiere demeure une préoccupationmajeure des vétérinaires. Parmi les
facteurs causant les troubles de cette fertilité, I’infection utérine joue un role non négligeable.

I.1. Objectifs

Cette ¢tude a pour but :

- L’identification biochimique des bactéries responsables d’endométrites chez la vache
laiticre.

- L*¢étude du profil antibiotique des bactéries grace a la réalisation d’un antibiogramme.

I.2. Cadre de I’étude

Cette étude est réalisée dans le cadre de la préparation d’un projet de fin d’études portant sur
« Etude bactériologique d’endométrites en post-partumchez la vache laitiére ». Elle a été
menée au niveau de 1’unité de bactériologie du laboratoire d’hygiéne, de BLIDA sur une
période de Smois,allant du mois deDécembre 2015au mois deMai 2016.

1.3. Population étudiée

Cette ¢étude a fait 1’objet d’analyse de 30prélévementsde dix vaches laitieres dans les
premiéres 24 heures post-partum et entre 21 et60 jours post-partum, qui ont été effectués dans
I’instituttechnique des ¢élevages de Baba-Ali.

1.4. Description des échantillons

1.4.1. Répartition des prélévements selon le délai post-partum
La classification des prélévements recus au laboratoire en fonction du délai post-partum est
donnée dans le tableau V.

Tableau V :Répartition des prélévements selon le délai post-partum

Délai post-partum Nombre de prélévements
Oh-24h 10
21J-60J 20
Total 30
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1.4.2. Caractéristiques des vaches incluses dans I’étude
Les informations recueillis ainsi que les résultats de I’examen clinique sont présentés dans le
tableau VI.

Tableau VI : Caractéristiques des vaches laitiéres prise dans 1’étude

Vache n | Race Age | Délai PP | T°c Nature du | Complication
(Jours) vélage du PP

1 Holstein 3ans | 21 38,2 Assister Rétention
Pie-Noir placentaire

2 Brune des alpes | 4 ans | 21 38,6 Normal Rétention

placentaire

3 Montbeliard Sans |21 38,6 Dystocie Rétention
Pie-Rouge placentaire

4 Brune des alpes | 4 ans | 27 38,3 Dystocie Normal

5 Montbeliard 7 ans | 40 38,6 Normal Normal
Pie-Rouge

6 Holstein 7 ans | 47 38,2 Dystocie Rétention
Pie-Noire placentaire

7 Montbeliard Sans |49 38,2 Dystocie Normal
Pie-Rouge

8 Montbeliard S5ans | 54 38,6 Normal Rétention
Pie-Rouge placentaire

9 Holstein 8ans | 54 37,6 Normal Rétention
Pie-Noire placentaire

10 Holstein 6 ans | 60 38,3 Normal Normal
Pie-Noire

1.6. Matériels

Le matériel de I’unité de bactériologie du laboratoire d’hygiéne de BLIDA est présenté dans
I’annexel.

Tous les milieux qui ont servi a notre étude ainsi leurs compositions sont rapportée en détail
dans I’annexe II.

La liste de tous les antibiotiques utilisés est donnée dans I’annexe IV.
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1.7. Méthodes

1.7.1. Prélevement des échantillons

Les prélévements regus au laboratoire sont recueillies a 1’aide d’un écouvillon par le
vétérinaire.La régionpéri-vulvaire est soigneusementlavée et séchée par un papier
absorbant.Une main de manipulateur est introduite dans le rectum.Les lévres vulvaires sont
¢cartées par une aide.L.’écouvillon est introduit dans le vagin jusqu’a la fleur épanouie, puis le
manipulateur par des mouvements du cervix fait passer a travers les anneaux. Passant le
cervix, la gaine interne est découverte par un coup de pousse puis la tige coton est orientée
vert ’une des cornes et est appliquée contre la paroi utérine, et on effectue des mouvements
des rotations légeres. En fin la tige coton est peu a peu retirée pour étreréintroduite dans la
premiére puis dans la deuxiéme gaine.L’écouvillon doublement gainé est retiré¢ du vagin.Dans
un endroit propre dans le véhicule du vétérinaire, la tige est placée dans le milieu du
transport.Les échantillons sont acheminés rapidement au laboratoire, le transport doit étre
inférieur a 24 heures.

1.7.2.Analyses du laboratoire
Les analyses qui ont étaient réalisés au laboratoire de bactériologie sont les suivants :

1.7.2.1. Enrichissement
Chaque écouvillon est ensemencé dans un tube de bouillon nutritif & proximité du bec bensen
puis incube pendant 24heures a 37°C

1.7.2.2. Isolement
Apres incubation pendant 24heures, chaque écouvillon est ensemencé en stries de moins en
moins serrés directement sur les boites de pétries contenant un des milieux suivants :
- Gélose nutritive : Pseudomonas, Bacillus
-Gélose au sang frais : milieu Mueller-Hinton additionné de 10% de sang humain :
Proteus mirabilis, Streptocoques
- Milieu Chapman : Staphylocoques,
-Milieu Hektoen : E.Coli, Serratia
Les milieux sont ensuite places dans 1I’étuve a 35°C. Deux lectures sont réalisées a 24h et a
48hrespectivement.

1.7.2.3. Examen macroscopique.
C’est observation a I’ceil nu est une premicre cl¢ d’identification qui consiste en une

description de la couleur et I’aspect des colonies.

1.7.2.4. Examenmicroscopique
L’examen microscopique est réalisé par la coloration de Gramqui se déroule en deux étapes
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Principe de la coloration de Gram
Elle permet de mettre en évidence la morphologie des bactéries et la caractérisation de leur
paroi et d’apprécier I’équilibre de la flore intestinale.

*Préparation du frottis

Prendre une lame propre et dégraissée en y inscrivant le numéro correspondant au
prélévement, puis déposer a 1’aide d’une anse de platine, une goutte de I’eau physiologique et
une colonie, bien étaler la goutte afin de confectionner un frottis fin et homogéne , a la fin
sécher le frottis dans un séchoir ou sur la paillasse et le fixer dans la flamme du bec bunsen
par trois passages

*Coloration

Recouvrir la lame de violet de gentiane, laisser agir 1 minute, rejeter le violet en I’entrainant avec la
solution de lugol et laisser le lugol agir sur le frottis pendant 1 minute, puis décolorer a I’alcool 90° (la
paroi joue un réle déterminant dans la coloration de Gram. Chez les bactéries a
Gram positif, la paroi bloque I'extraction du violet de gentiane et de l'iodure par
I'alcool alors qu'elle ne bloque pas cette extraction chez les bactéries a Gram
négatif), la lame est tenue inclinée a I’aide d’une pince, la durée de décoloration doit étre de 3 a 4
secondes, en vérifiant que la derniére goutte est claire, et stopper la décoloration par un ringage a 1’eau
les deuxfaces de la lame, en suite faire une contre-coloration avec de la fuchsine diluée au 1/10, laisser
agir 10 a 20 secondes, et rincer a I’eau, a la fin sécher a la chaleur de 1’étuve ou a I’air libre.

*Lecture

Déposer sur la lame une goutte d’huile & immersion et observer au microscope a 1’objectif

100x. On apprécie alors :

- Les bactéries colorées en violet, dites Gram positif.

-Les bactéries colorées en rose, dites Gram négatif.

- La morphologie et le mode de groupement des bactéries.On peut ainsi distinguer des bacilles
en forme de batonnet, des formes intermédiaires dites coccobacilles qui peuvent étre groupés
en chainette, en amas, ou en diplocoque, ou bien des formes sphériques appelées cocci.

1.7.2.5. Caractérisation biochimique du genre bactérien
Les caracteres biochimiques consistent en tests enzymatiques et I’identification biochimique

a) Tests enzymatiques

*Recherche de la catalase
La recherche de la catalase consiste a mettre sur une lame une goutte d’eau oxygénée (H202)
a laquelle on ajoute une petite quantité de notre inoculum prélevé a laide une pipette stérile.
La lecture doit s’effectuerimmédiatement.

e Formation de bulles de gaz catalase +

e Absence de bulles de gaz catalase —
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*Recherche de I’oxydase
La recherche de I'oxydase est réalisée en mettant quelques gouttes de notre culture en eau
physiologique et un disque a oxydase. La lecture se fait au bout d’une minute.

e Couleur violet oxydase +

e Couleur inchangée oxydase —

positive

Photo 2 : Tests enzymatiques(Personnelle, 2016)

b) Identification des caracteres biochimiques
On a procéder aux tests suivants :

*Test des 3 sucres

Principe : Ce milieu complexe permet de confirmer la fermentation du glucose avec ou sans
production de gaz et d’orienter 1’identit¢ du germe par I’étude de 1’attaque du saccharose,
lactose et la production d’H2S.

Technique : Sur le milieu TSI est ensemencé avec la souche a étudier, la pente du milieu TSI
est ensemencée par stries et le culot par piqure centrale, puis il est incube a 37°C pendant 24
heures. Ce test permet la mise en évidence de la fermentation du glucose, du lactose et du
saccharose, la réaction est dite positive si le milieu devient jaune orange.

Il met aussi en évidence la production d’H2S qui fait virer le milieu au noir ce qui est du a la
formation du sulfure de fer.

Formation de bulles dans la masse du milieu ou contre la paroi signifie la production de gaz.

*Test mannitol-mobilité

L’ensemencement du milieu s’est fait par piqlre centrale jusqu’au fond du tube avec la
souche a tester a 1’aide d’une anse de platine (fil droit sans boucle). Incubation a 37C° durant
18 heures.

L’utilisation du mannitol de traduit par une acidification entrainant un jaunissement de

I’indicateur du milieu mannitol ; la mobilité se traduit par une diffusion a partir de la piqure
centrale vers le fond du tube

*Test de Simmons
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Ce test permet la mise en évidence du citrate perméase : enzyme permettant a la souche
I’utilisation du citrate comme seule souche de carbone ; apres I’ensemencement avec une strie
sur toute la surface et incubation a 37°C pendant 24heures, 1’utilisation du citrate se traduit
par la libération des ions « OH-», qui alcalinisent le milieu en se traduisant par une couleur
bleue apres le virage du vert de bromothymol

*Production d’acétone

La souche a identifier est ensemence dans un tube qui contient le milieu Clark et Lubs, aprés
incubation a 37°C, pendant 24heures une goutte de VPl et une goutte de VP2 (VP:
VogsProakauer), sont ajoutées ; si aprés 10min la couleur rouge au préalable devient rose la
réaction est dite alors positive

*Recherche de Rouge de Méthyl

La souche a identifier est ensemence aussi dans un autre tube qui contient le milieu Clark et
Lubs, apres incubation a 37°C, pendant 24heures on ajoutera deux gouttes du réactif RM, si
enivrant 10min la couleur devient rouge la réaction est dite positive.

*Production de I’uréase
Principe : L’hydrolyse de I'urée par 1’uréase libére de ’ammoniaque qui alcalinise le milieu
et fait virer I’indicateur coloré du jaune au rose fuchsia.
Les bactéries qui possedent une uréase active réaliseront la réaction suivante :
(NH2)2CO + H20 — CO2 + 2NH3

Technique :Le milieu d’urée indole (couleur orange) est ensemence avec la souche a tester,
apres incubation a 37°C, pendant 24heures, on ajoute quelques gouttes de réactif Kovacs, s’il
y a formation d’un anneau rouge la réaction est dite positive.

*Recherche de la tryptophane désaminase

Principe : La tryptophane désaminase catalyse la transformation du tryptophane en acide
indole pyruvique qui donne un précipité marron en présence du perchlorure de fer.

Technique :Le milieu d’urée indole est ensemence avec la souche a tester, aprés incubation a
37°C, pendant 24heures, on ajoute quelques gouttes de réactif TDA, s’il y a obtention d’un
précipité marron la réaction est dite positive, et s’y a pas de précipité la réaction est dite
négative.

*Recherche de la B-galactosidase

Principe : Certaines bactéries posseédent une enzyme intracellulaire, la B-galactosidase,
capable de dégrader le lactose en glucose et galactose.

Le test a ’ONPG est une méthode simple et rapide qui permet de rechercher directement cette
enzyme. On utilise pour cela un substrat synthétique, 1’ortho-nitrophényl-p-D-
galactopyranoside, composé¢ incolore, qui est scindé par DI’enzyme en libérant
I’orthonitrophénol, un composé jaune en solution.

Technique: La souche a ¢étudiée est ensemencée dans un tube de 2ml d’eau
physiologiquepuis a I’aide d’une pince flambée et refroidie nous avons ajouté un disque
d’Ortho-Nitro-Phenyl-Galactopyranoside (ONPG).Apres incubation a 37°C, pendant
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24heures la réaction positive se traduit par une coloration jaune due a la libération
d’orthonitrophenol dans le milieu.

*Recherche de L.D.O ; O.D.C et A.D.H

Les milieux liquides : Lysine décarboxylase, ornithinedecarboxylase, Arginine dihydrolasede
couleur violette pour la recherche des décarboxylase et dihydrolase bactériennes. Dans trois
tubes différents on ensemence la souche a étudier, et nous avons ajouté I’huile de la paraffine
car il s’agit d’enzymes anaérobies (cytoplasmiques). A la fin, les trois tubes et le tube de
témoin ont été incubés a 37°C pendant 24 heures, si la couleur reste violacée trouble, la
réaction est dite positive et si elle devient jaune la réaction est dite négative

Photo 3 : Galerie classique d’identification des caractéres biochimiques
(Personnelle, 2016)

¢ Galerie api 20E
La galerie API 20 E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés.

Mode opératoire

*Préparation de la galerie

-Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et repartir environ Sml d’eau distillée.
-Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite. (Ne pas inscrire la
référence sur le couvercle, celui-ci pouvant étredéplacé lors de la manipulation).

-Sortir la galerie de son emballage.

-Placer la galerie dans la boite d’incubation.

*Préparation de I’inoculum

-Utiliser un tube contenant 5 ml d’eau physiologique stérile.

-A I’aide d’une pipette prélever une seul colonie bien isolée sur milieu gélose(24h).

-Réaliser une suspension bactérienne en homogénéisant soigneusement les bactéries dans le
milieu.
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*Inoculation de galerie
-Introduire la suspension bactérienne dans les tubes de la galerie a I’aide de la méme pipette.

e Pour les tests | CIT| \VP| et \GEL| remplir tube et cupule.

e Pour les autres tests, remplir uniquement les tubes (et non les cupules).

e Pour les tests : ADH, LDC, ODC, H2S, URE, créer une anaérobiose en remplissant
leur cupules d’huile de paraffine.

-Refermer la boite d’incubation.
-Incuber a 36°C+ 2°C pendant 18-24heures.

*Lecture
-Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de
lecture(Annexe III).

-Noter sur la fiche des résultats toutes les réactionsspontanées puis révéler les tests nécessitant
I’addition de réactifs :

e Test TDA : ajouter une goutte de réactif TDA. Une couleur marron-rougeatre indique
une réaction positive a noter sur la fiche des résultats.

e Test IND : ajouter une goutte de réactif KOVACS. Une couleur rose diffusant dans
toute la cupule indique une réaction positive a noter sur la fiche des résultats.

e Test VP : ajouter une goutte de chaque réactifs VP1 puis VP2. Attendre au minimum
dix minutes. Une couleur rose ou rouge indique une réaction positive a noter sue la
fiche des résultats.

*Identification
-L’identification est obtenue a partir du profil numérique.
-Elle est réaliséea partir de la base de données.

*Al’aide du catalogue analytique.(Annexelll)

*A I’aide du logiciel d’identification.

% Coagulase
Intérét :Le test mettant en évidence 1’aptitude des bactéries a coaguler le plasma est le
principal test caractérisant les Staphylococcus. Aureus.
Principe : La coagulase libre est une enzyme capable de coaguler le plasma de lapin, recueilli
sur anticoagulant, in vitro.

Coagulase
Fibrinogeéne + H20 eerenneennereseeesseerees - fibrine +  peptides

qui se polymérise

Le test de détection consiste a incuber pendant 4 heures a 37°C un mélange de plasma de
lapin et de la souche a tester.
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L’apparition d’un caillot est observée en inclinant le tube a 90°C.

e (Coagulation du plasma =>Coagulase + =>Staphylococcus aureus.

e Pas de coagulation du plasma =>Coagulase -
Le test de la coagulase permet 1’identification de 99% des souches de Staphylococcus. Aureus
mais certaines souches ne produisent pas de coagulase.

I1.7.2.6. Antibiogramme
Pour toute identification biochimique positive un antibiogramme est réalisé.

Principe

1 consli)ste a placer la culture de bactéries en présence des antibiotiques et a observer les
conséquences sur le développement et la survie de celle-ci et ainsi de déterminer 1’activité in
vitro de ces d’antibiotiques présumés actifs sur la bactérie. Donc la réalisation d’un
antibiogramme est de prédire la sensibilité d’une bactérie a un ou plusieurs antibiotiques dans
une optique essentiellement thérapeutique.

Technique

-Un inoculum est préparé a partir d’une culture pure de 18 a 24h heures sur milieu
d’isolement.

-Quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques sont raclées a 1’aide d’une anse de
platine, déchargée dans 5 a 10ml d’eau physiologique stérile a 0,9%.

-La suspension bactérienne est bien homogénéisée et ajustée.

-Le milieu Mueller-Hinton (MH) (Annexe II), coulé en boites de Pétri de 90 mm de diametre
sur une épaisseur de 4 mm est utilisé, ’ensemencement doit se faire dans les 15 mn qui
suivent la préparation de I’inoculum

-Un écouvillon stérile est trempé dans la suspension bactérienne, essoré en le pressant
fermement sur la paroi interne du tube afin de le décharger au maximum, puis frotté sur la
totalité de la surface gélosée séche, de haut en bas, en stries serrées

-L’opération est répétée trois fois en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de
faire pivoter 1’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

Application des disques d’antibiotiques

Déposer les disques (maximum 6 pour une boite de 90mm) a la surface de la gélose en les
appliquant délicatement a la pince stérile. Ils sont espacés de 24 mm, centre a centre

Chaque disque d’antibiotique est appliqué a I’aide d’une pince stérile ou a l’aide d’un
distributeur. Une fois appliqué le disque ne doit pas étre déplacé. Les boites sont ensuite
incubées immédiatement pendant 18-24 heures a 37°C.

Lecture

-Elle se fait par la mesure du diameétre d’inhibition a I’aide d’un pied a coulisse.

-Lire I’antibiogramme de la souche pathogene et comparer les résultats obtenus, aux valeurs
critiques figurant dans les tables de lecture correspondantes (Annexe IV).

- Classer la bactérie dans 1’une des catégories, Sensible (S), Intermédiaire (I) ou

Résistante (R) aux antibiotiques testés(AnnexelV).
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Partie Il : Résultats et Discussions

L’analyse des résultats obtenus au cours de notre travail permet de donner un apergu sur les
agents infectieux et leurs profils antibiotiques,chez les dix vaches laitiéres entre les premiéres
24 heures et de 21 a 60 jours post-partum.

Pour les endométrites, les points aborder était relatifs aux types des métrites rencontrés et les
périodes de leurs apparitions.Une enquéte similaire a été faite en France par Duverger (1992)
et en Algérie par Amokrane (2003).

I1.1. fertilité en élevage bovin laitier
De nombreuses études rapportent une baisse de la fertilité chez les vaches laitieres au cours
des deux dernicres décennies, cette tendance semblant concerner de nombreux pays.

I1.1.1. Parameétres de fécondité
Notre étude a mené a 1’obtention des résultats suivants :

e ['4dge du premier vélage : 30 mois
Certaines exploitations atteignent des valeurs correspondant aux objectifs habituellement
considérés comme souhaitables soit 24 a 26 mois (Radostits et Blood, 1985 ; Williamson,
1987 ; Lin et al., 1986 ; Weaver, 1986).

e Intervalle vélage-vélage : 420 jours
L’intervalle vélage-vélage s’est fortement allongé, de 385 jours en 1988 a 397 jours en 1997,
avec une accélération a partir de 1994 (Chevallier etal., 1998).

e L'intervalle entre le vélage et I'insémination fécondante : 140 jours
(La norme est de 117 jour; P<0.01) (Coleman et al., 1985). Chez les vaches atteintes
d’endométrite clinique, le taux de gestation est moins élevé d’environ 20%, et la moyenne des
intervalles V-IAF sont allongés d’environ 30 jours (Sheldon et Dobson, 2004 ; Dobson
et al.,2007 ; Gautam et al., 2009).

e L'intervalle entre le vélage et la premiere chaleur : 90 jours
L'évaluation de ce parametre est importante car la fertilité¢ ultérieure de 'animal dépend entre
autres choses d'une reprise précoce de l'activité ovarienne apres le vélage
(Menge et al., 1962 ; Thatcher et Wilcox, 1973 ; Stevenson et Call, 1983).
Il semble que ces observations soient a considérer lors d’insémination sur chaleurs observées,
et non aprés synchronisation. En effet, dans une étude de Kasimanickamet al/, (2006), les
vaches atteintes n’ont pas un taux de gestation significativement différent de celui des vaches
saines lorsque ces deux groupes sont synchronis€s et inséminés.
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e Nombre de gestations : sont présentés dans le tableau VII

Tableau VII : Nombre de gestations pour toute les vaches de 1’étude

N° de vache Nombre de gestation
3

Olw|wla|un|sn|w|o|—
i i N N TS TSI TS I N

—_
()

I1.1.2. Parametres de fertilité
D’apres nos résultats :

v Taux de réussite premiére insémination artificielle : 57%
Des taux de gestation en premiere insémination compris entre 40 et 60 % (Weaver, 1986).
Selon Chevallier etal.,(1998), dans une étude de terrain conduite de 1988 a 1997, le taux de
réussite en premicre A s’est sensiblement dégradé jusqu’en 1995, chutant de 60% a 53,4%
avant de se stabiliser.
Dans une étude menée a la Réunion, entre 1993 et 2000, le taux de réussite premieére
insémination artificielle est passé de 42 % a28 % et le pourcentage de vaches fécondées apres
110 jours post-partumde 46 a 52 %(Tillardet al., 2003).

v" Intervalle vélage et premiére insémination : 90 jours

Depuis longtemps, les vaches atteintes en comparaison aux vaches saines sont reconnues pour
avoir un intervalle vélage - premiére insémination plus long (norme :75 + 0.8 jour; P < 0.001)
(Coleman et al., 1985).Ceci peut expliquer partiellement I’allongement de 1’intervalle vélage-
vélage, notamment du fait du nombre croissant de vaches mises a la reproduction tres
tardivement (a plus de 90 jours postpartum)(Chevallier etal., 1998).

L’intervalle vélage — premicre insémination artificielle s’allongerait d’une journée par an en
moyenne(Philipot etal., 2001).

v" Intervalle entre la premiére insémination et I’insémination fécondante : 30 jours
L’analyse des intervalles entre IA met en évidence un nombre important de retours tardifs
(Chevallier et al, 1998).La fréquence d’intervalles longs ou trés longs, sensiblement
supérieure, suggere une mortalité embryonnaire plus élevée a un stade assez tardif
(Boichard et al., 2002).

v" Index de fertilité : total : 2 ; apparent : 1.5
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v" Nombre total d'inséminations nécessaires a l'obtention d'une gestation est donné dans

le tableau VIII

Tableau VIII : Nombre d’inséminations artificielles de toutes les vaches

N° de vache Nombre d’inséminations artificielles
1 1
2 1
3 1
4 2
5 2
6 1
7 3
8 1
9 1
10 1

Le nombre d’TA nécessaires a la fécondation est passé de 1,75 a plus de 3 sur une période de

20 ans aux Etats-Unis (Lucy, 2000), et de 1,54 a 1,75 entre 1990 et 2000 en Irlande

(Meeet al., 2004). un nombre d’inséminations artificielles supérieurs (norme :1.96 £+ 0.04; P
<0.01)(Coleman et al., 1985).Pour Gilbert et al, (2005), 63% des vaches atteintes
d’endométrite subclinique, et 89% des vaches saines sont gravides a 300 jours post-partum, et
3 inséminations ont été nécessaires chez les vaches atteintes pour seulement 2 chez les vaches
saines. Le taux de gestation suite a la premiére IA est de 11% chez les vaches présentant une
endométrite subclinique, contre 36% pour les vaches saines. La conséquence de ces échecs est
un allongement de I’intervalle V-IAF (Sheldon et al, 2009).

I1.2.Résultats bactériologiques

11.2.1. Identification des bactéries

* Aspect macroscopique
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% Les souches bactériennesGram négatif sont :

Aspect macroscopique d'E. Coli ~ Aspect macroscopique de Serratia

Aspect macroscopique de Aspect macroscopique de Pseudomonas
Proteus mirabilis

Photo 4 : aspect macroscopique des bactéries Gram négatif apres incubation a 37°C/24h
(Personnelle, 2016)

Dans un milieu Hektoen les souches bactériennes ensemencées montrent :
o F. Coli est sous forme de colonies rondes, saumon, lisses et laiteuses,
e Et Serratiasous forme de colonies rondes, lisses, brillantes a contour régulier et leur
diamétre est de 2 a 3 mm.

Dans un milieu gélose au sang les souches bactériennes ensemencées montrent :
e  Proteus mirabilis est sous forme decolonies non hémolytiques, envahissant la surface
de la gélose au sang en ondes concentriques.

Dans un milieu gélose nutritive les souches bactériennes ensemencées montrent :
e Pseudomonas est sous forme de colonies rugueuses au centre opaque et aux bords
clairs irréguliers. Elles présentent des petites plages d’autolyses autour de la colonie
donnant un reflet irisé.
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¢ Les souches bactériennes Gram positif sont :

Aspect macroscopique desStaphylococcusepidermidis Aspect macroscopique de Staphylococcus aureus

Aspect macroscopique de Streptocoques  hémolytiques

Photo 5 :aspect macroscopique des bactéries Gram positif aprés incubation a
37°C/24h(Personnelle, 2016)

Sur milieu Chapman des souches ensemencées montrent :

e Des Staphylocoques apparaissent sous forme de colonies rondes, blanches ou dorées,
lisses et opaques, atteignant 1 a 3 mm de diameétre

e Staphylococcus aureus sont sous forme de colonies jaunes entourées d une zone jaune.

33




Partie expérimentale Chapitre II

Sur milieu gélose au sang des souches bactériennes ensemencées montrent
e Des colonies trés muqueuses, apparaissant comme des gouttes limpides de mucus se
sont des Streptocoques hémolyse partielle (hémolyse alpha), ou pas d’hémolyse.
e Des petites colonies grisatres, translucides, en grain de semoule, entoure d’une zone
d’hémolyse totalese sont des Streptocoques hémolyse beta.

Sur milieu gélose nutritive des souches bactériennes ensemencées montrent
e Bacillussont des colonies aplaties, larges, arrondies, a bords irréguliers, a surface
rugueuse, et habituellement non hémolytiques

* Aspect microscopique

Observation microscopique de la souche Observation microscopique de la souche
E. Coli Proteusmirabilis

Observation microscopique de la souche Pseudomonas

Photo 6 :aspect microscopique des bactéries Gram négatif (Gx100)
(Personnelle, 2016)
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D’apres la photo : La double coloration de Gram de souches apparentées a E. Coli, se révelent
en bacilles de couleur rose donc Gram (-)

Celle apparentes d’étre Proteus mirabilis sont des bacilles mobiles 2 Gram négatif

Celle apparentes d’étre Pseudomonas sont bacilles longs et fins a mobilité polaire Gram
négatif

Observation microscopique de la souche Observation microscopique de la souche
Staphylocoque Streptocoque

Observation microscopique de la souche Bacillus

Photo 7 :aspect microscopique des bactéries Gram positif (Gx100)
(Personnelle, 2016)

Celles apparentes d’étre Staphylocoques sont en forme des coques a Gram positif qui se
retrouvent en amas sous la forme de grappes de raisins et, dans de plus rares cas, isolé, en paires
(diplocoques), en tétrades, ou en chainettes

Celle apparentes d’étre Streptocoques sont en forme des coques a Gram positif

Celle apparentes d’étre Bacillus est un gros bacille a Gram positif de , a extrémités
carrées, groupéen longues chainettes photo 7.
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*Identification des caractéres biochimiques
Le tableaulX représente les résultats des tests biochimiques recherches pour 1’identification
des souches des Entérobactéries et Pseudomonas.

Tableau IX : Les caractéres biochimiques des entérobactériesetPseudomonas

Résultats obtenus
Tests biochimiques E. Coli Serratia Proteus | Pseudomonas
Glu :+ Glu : + Glu: + Glu : +/-
Fermentation des sucres Sac : + Sac : + Sac : - Sac : -
TSI Lac: + Lac: - Lac: - Lac: -
H2S ou Gaz Gaz - Gaz -
Citrate de Simmons - + + +
Mannitol + + - +/-
Mobilité +/- + - +
B-galactosidase ONPG + + - -
Uréase - - + -
Indole + - - -
Production d’acétone VP - + - +/-
Tryptophane Désaminas - + -
TDA
Arginine Dihydrolase +/- +/- +/- +
ADH
Lysine Décarboxylase +/- + - -
LDC
Ornithine Décarboxylase +/- + + -
ODC
Oxydase - - - +
Catalase + + + +
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+» Les galeries références d’identifications biochimiques d’entérobactéries Api 20 E

1/ I’identification des souches E. Coli sur galeries Api 20 E.

Photo8 : aspect des E. Coli sur galeries Api 20 E(Personnelle, 2016)

2/ I’identification de souche Serratia sur galerie Api 20 E.

Photo9 : aspect de Serratia sur galerie Api 20 E(Personnelle, 2016)

3/ I’identification de Pseudomonas sur galeries Api 20 E.

ey

Photo10 : aspect de Pseudomonas sur galerie Api 20 E(Personnelle, 2016)
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e Staphylocoque a un métabolisme aérobie prédominant et anaérobie facultatif.
- Il estcatalase positive.

- Il est toutefois capable de fermenter le glucose (métabolisme anaérobie).

- Il est habituellement capable de fermenter le mannitol.

- Ce caractere est souvent, mais pas obligatoirement, associé a la pathogénicité.

e Les streptocoques sont des bactéries a métabolisme anaérobie mais aérobie tolérants.
- Ils n'ont pas decatalase.

La mise en évidence les différentes souches selon les différents caractéres

a. Milieu TSI

Au cours de notre étude, nous avons trouvé que toutes les souches d’Escherichia coli que
nous avons analysées fermentent le lactose, le saccharose, le glucose avec production de gaz,
et sans production de I’H2S. Ces résultats sont en accord avec ceux de Hajna, 1945 ;
Bercheet al.,1988.

Les especes Serratiaet Proteus mirabilis ont donné des résultats qui sont en accord avec les
résultats décrits par Tariqet al.,2010; Hajna, 1945, respectivement.

En ce qui concerne les souches de Pseudomonas, elles ont donné avec lemilieu TSI des
résultats négatifs, corroborés par les études de Dhayanithiet al.,2010.

b. Utilisation du citrate

Les résultats obtenus avec nos especes bactériennes analysées sont superposables a ceux
obtenus par les travaux de Sylla, 2005 ; Ying et al.,2009 ; Nkanget al., 2009 ;

Zareiet al., 2010.

c. Production d’indole

Notre étude nous a permis de distinguer des souches d’Escherichia coli qui ont donné une
réaction positive avec le test indole. Ces résultats sont confirmés par la littérature, en
comparant nos résultats avec ceux obtenus par Soomroet al.,2002.

Par contre, ce n’était pas le cas pour les autres especes étudiées telles que Serratia,
Proteusmirabilis,etPseudomonas. Ces résultats sont d’une part conformes a ceux rapportés
par Alves etal.,2006 ; Zareiet al., 2010 ; Nkanget al., 2009.

d. Production de I’uréase

Avec l’espece de Proteus mirabilis étudiée, nous avons constaté une réponse a l’urée
fortement positive. Ce phénomene s’explique par le fait que cette espece possede une uréase
trés active qui entraine la formation d’ions ammonium. Le résultat obtenu du test uréaseavec
I’espece de Proteus mirabilis est vérifié par celui noté par Xianetal.,2011.

Toutes les souches d’Escherichia coli, et Serratia, ont donné une réaction négative avec le
test de I’'uréase. Cela s’explique par I’absence de 1’enzyme de 'uréase chez ces especes. Ces
résultats sont corroborés par les résultats qui sont décrits par Kerietal., 2002 ;

Prischmannet al., 2008.
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Il a été décrit dans la littérature et selon les travaux de Dhayanithietal.,2010 ;

Xianet al., 2011 que les Pseudomonas donnent une réaction positive avec le test uréase.
D’apres notre étude, nous avons trouvé le contraire; nos souches de Pseudomonas étaient
uréase négative. Nous avons donc pensé a deux éventualités : Possibilité de contamination par
une souche a caractére uréase (-), ou il s’agit d’une autre souche.

e. Utilisation du mannitol

Conformément a la littérature (Nkangetal,2009) et durant notre étude, nous avons bien
observé des souches d’Escherichia coli, qui ont utilisé le mannitol comme source de carbone
et d’énergie. En ce qui concerne I’espece de Serratia, elle était mannitol (-), alors que
Prischmannet al., 2008 ; Zareiet al., 2010 ont confirmé I’utilisation du mannitol par cette
espece.

C’est le méme cas pour 1’espece de Proteus mirabilis, au lieu d’avoir un résultat négatif
comme signalé¢ par Matsenetal.,1972 ; Nkanget al, 2009, nous avons obtenu un résultat
positif.

Pour les souches de Pseudomonas, les résultats obtenus sont en parfait accord avec ceux
décrits par Phibbs etal.,1978.

f. La mobilité

D’apres notre étude, nous avons obtenu des résultats positifs concernant le test de mobilité
avec toutes les souches d’Escherichia coli, Serratia, Proteus mirabilis, et Pseudomonas. Ces
résultats sont corroborés par les études de Dhayanithiet al,2010 ; Zareiet al., 2010 ;
Catherine et al., 1999.

g. Test ONPG

Dans notre étude, nous avons observé le caractére lactose (+) chez toutes les souches
d’Escherichia coli.

Selon Delarras, 2007, les bactéries Lactose + possédent la B-galactosidase, et donc elles sont
toujours ONPG +. En comparant nos résultats avec ces données, nous pouvons déduire que
nos résultats obtenus avec le test ONPG chez Escherichia coli, sont corrects.

Par contre certaines bactéries sont dépourvues de la -galactosidase mais elles sont favorables
pour le test ONPG (ONPG+), c’est le cas de Serratia. Nous avons obtenu dans notre étude
une réaction positive au test ONPG, ce résultat est conforme a celui obtenu par

Zareiet al.,2010.

Dans notre travail, toutes les souches de Pseudomonas et Proteus mirabilis étaient ONPG (-),
ces résultats sont vérifiés par ceux notés par Djelouat, 2009; Vieuet al.,1978 qui ont confirmé
ce caractere.

h. Test RM-VP

Selon Nkangetal.,2009; Rahman et al., 2010 , les especes de Proteus mirabilis ,

Escherichia coli, fermentent le glucose en produisant de nombreux acides organiques plus ou
moins forts par la voie des fermentations acides mixtes. Par contre les espéces de
Serratiafermentent le glucose par la fermentation butanediolique en produisant I’acétoinequi
est mis en évidence par le test VP. En ce qui concerne les especes de Pseudomonas et comme
signalé¢ par Dhayanithietal.,2010, elles ne fermentent le glucose ni par la voie des acides

39



Partie expérimentale Chapitre 11

mixtes ni par la voie butanediolique, parce qu’elles sont des bactéries aérobies strictes non
fermentatives et qui ont un métabolisme oxydatif.

D’aprés notre étude, nos résultats sont en parfait accord avec ceux décrits par les auteurs
précédemment cités.

i. Production de décarboxylases

Pour la recherche de ces enzymes, nous avons utilis¢ les milieux de Moeller. En comparant
nos résultats avec ceux rapportés par Matsenetal.,1972; Le Minoret al., 1989 ;
Prischmannet al., 2008 ; Zareiet al., 2010.Nous pouvons dire que notre identification par
rapport a ce caractére biochimique a été excellente, nous avons trouvé presque les mémes
résultats, sauf pour le genre Pseudomonas, une souche a présenté un caractére discordant qui
est la LDC+, ce qui est anormal car la souche type Pseudomonas ne possede pas cette
décarboxylase et donc n’aurait pu scinder 1’acide aminé présent dans le milieu.

L’explication que nous pouvons donner sur la positivité de ce caractére c’est que ce caractere
biochimique (LDC+) inhabituel observé est un nouveau caractére acquis, et comme tous les
caractéres biochimiques représentant le phénotype reflétant donc le génotype, il est fort
possible que ce caractere ait été transformé par une mutation.

j.- Production d’oxydase

Ce test est un bon contrdle pour les bactéries appartenant a la famille des Enterobacteriaceae,
car elles sont toutes oxydases négatives, ainsi que pour le genre Pseudomonas qui est toujours
oxydase positive. En réalisant ce test, nous avons obtenu des résultats conformes a ceux
rapportes par Le Minoretal.,,1989 ; Dhayanithiet al., 2010.

Les souches de Pseudomonas ont donné une réaction fortement positive par rapport au test
d’oxydase. Cela est dii au fait qu’elles possedent un cytochrome oxydase qui catalyse la
réaction d’oxydation du cytochrome C par I’oxygene moléculaire.

k. Production de la catalase

Apres avoir effectué¢ le test catalase, toutes les souches d’entérobactéries que nous avons
¢tudiées ont présenté un caractére catalase (+), ces résultats sont confirmés par la littérature
(Khan etal.,2011).

De méme pour I’espece de Pseudomonas, nous avons observé une positivité du test catalase.
Ce résultat est superposable a celui obtenu par Nkangetal.,2009.

Par contre les études de Dhayanithi etal,2010 ont montré que 1’espéce de Pseudomonas peut
donner une réponse négative au test catalase.

Et la catalasepermet d’établir un diagnostic différentiel entre Streptococcus d’une partet
Staphylococcus, Micrococcusd’autre part. L’absence de catalase constitue alorsun caractére
clef d’orientation vers les streptocoques.

L’identification des bactéries a été effectuée en comparant nos résultats avec ceux relevés sur
des références de systématiques bactériennes (Holt etal., 1994 ; Prescott et al., 2003 ;
Joffinet al., 2006).
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I1.2.2. Résistance des bactéries aux antibiotiques

L’¢étude de la sensibilité aux antibiotiques des Entérobactéries,des Bacillus, Proteus mirabilis
et des Pseudomonas, desStaphylocoques, et des Streptocoquesa permis d’obtenir les résultats
suivants.

Toutes les souches que nous avons testées, leur comportement avec les antibiotiques differe,
selon les souches bactériennes analysées.

A /Résistance d’Escherichia coli aux antibiotiques
L’¢tude du profil de la résistance/sensibilité a été faite pour toutes les souches identifiées dont
les résultats obtenus sont représentés dans le tableau X.

Tableau X : Résistance d’E. Coli aux antibiotiques

Souches
Antibiotiques
E. Coli 1 E. Coli 2 E. Coli 3
AM/ AMP R R R
AX R R R
AT S I S
B R R R
C S S S
CRO I I I
E R I I
FA/ FC R R R
IMP S S S
L R R R
MT/ MET R R R
OF/ OFX S S S
(0):¢ R R R
P R R R
PI S S S
PT/ RP I I I
S S R S
VA R R R
AK S S S
GEN S S S
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D’apreés notre ¢étude, les résultats obtenus montrent que 100% des souches testées
d’Escherichia coli sont résistantes a ’AMPICILLINE, ’AMOXICILLINE, BACITRACINE,
ACIDE FUSIDIQUE, LINOCOMYCINE, METRONIDAZOLE, OXACILLINE, PENICILLINE-G,
et  VANCOMYCINE, par contre elles sont sensible aux, GENTAMYCINE,
CHLORAMPHENICOL, IMIPENEM, OFLOXACINE, PIPERACILLINE, etAMIKACINE. En ce
qui concerne les autres antibiotiques, nousobservons qu’au sein de la méme espéece et pour le
méme antibiotique il y a des souches quiprésentent le phénotype sensible et d’autres
présentent le phénotype résistant.

D’une manicre générale, en prenant le cas de ’AMOXICILLINE, I’AMPICILLINE, nous
remarquons que nos résultats sont conformes a ceux rapportés par Davis etal,2011 ;
Ferjaniet al, 2010. Par contre dans le cas par exemple de la GENTAMY CINE, nos résultats
présentent une discordance avec les résultats décrits par Baker etal.,2010 qui ont confirmé la
résistance d’Escherichia coli a la GENTAMYCINE, alors que dans notre étude, nous avons
trouvé que 100% des souches de cette espece étaient sensibles.

F /Résistance des Bacillus aux antibiotiques
L’¢étude du profil antibiotique des Bacillusest donnée dans le tableau XI.

Tableau XI : Résistance des Bacillus aux antibiotiques

Antibiotiques Bacillus
AM/ AMP R
AX
C
E
L
MET
0X
P
PI
VA

= »n FJ R R »n n wn x

Bacillus  est résistant a I’AMPICILLINE, AMOXICILLINE, METRONIDAZOLE,
OXACILLINE, PENICILLINE G selon(Archambaud et Clave, 2007).
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B / Résistance deProteus mirabiliset Pseudomonasaux antibiotiques

L’¢étude du profil antibiotique de Proteus mirabilisetPseudomonasest donnée dans le tableau
XIL

Tableau XII :Résistance de Proteus mirabiliset Pseudomonasaux antibiotiques

Antibiotiques Proteus mirabilis Pseudomonas
AM/ AMP R R
AX R R
AT R R
B R R
C S S
CRO R S
E I R
FA/FC R R
IMP S S
L R R
MT/MET R R
OF/ OFX S S
0X R R
P R R
PI S S
PT/RP R R
S S R
VA R R
AK S S
GEN S S

Proteus mirabilis a une résistance a AMPICILLINE, AMOXICILLINE, AZETRENAM,
BACITRACINE, CEFTRIAXONE, ACIDE  FUSIDIQUE, LINOCOMYCINE,
METRONIDAZOLE, OXACILLINE, PENICILLINE-G, PRISTINAMYCINE, et
VANCOMYCINE. Les autres antibiotiques testés sont habituellement actifs
(CHLORAMPHENICOL, IMIPENEM, OFLOXACINE, PIPERACILLINE,
STREPTOMYCINE, GENTAMICINE, etAMIKACINE).

Selon le Comité de I’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM)
En ce qui concerne les souches de Pseudomonas, elles sont toutes résistantes aux
antibiotiques testés dans notre travail, sauf pour la GENTAMYCINE, CEFTRIAXONE,

43



Partie expérimentale Chapitre 11

CHLORAMPHENICOL IMIPENEM, OFLOXACINE, PIPERACILLINE et AMIKACINE, certaines
souches sont sensibles et d’autres sont résistantes. Selon Avril etal.,2000 ;
Susanaet al., 2011. Ces souches étaient de sensibilité intermédiaire ou résistante a

I’AZETRENAM. Dans notre étude, ce qui concorde avec le résultat de Drissi et al.
(Drissi et al., 2008).

D /Résistance des Staphylocoques aux antibiotiques

L’étude du profil antibiotique des Staphylocoquesest donnée dans le tableau XIII.

Tableau XIII : Résistance des Staphylocoques aux antibiotiques

Staphylocoques

Antibiotiques
Souche 1 Souche 2

AM/ AMP R R
AX

AT

B

C

E

FA/FC
GEN
IMP

L

MT/ MET
OF/ OFX
(00,4

P

PT/RP

A=

= »n| v = =

»n| | |l =~ K v A vl v rn vl vl V| -~

wn| v " W W vl "Z ©n »n wnl —~

VA
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Les souches étudiées ont présenté des taux €levés de résistance avec un pourcentage de

80% a I’égard de la PENICILLINE, et de 100% aAMPICILLINE, AMOXICILLINE,
AZETRENAM, METRONIDAZOLE, ces résistances sont susceptibles de se développer dans
I’espece visée.

E /Résistance des Streptocoques aux antibiotiques

L’étude du profil antibiotique des Streptocoquesest donnée dans le tableau XIV.

Tableau X1V : Résistance des Streptocoques aux antibiotiques

Antibiotiques Streptocoques
AM/ AMP S
AX
C
E
FA/FC
IMP
L
MT/MET
OF/ OFX
0X
P
PI
VA
AK
GEN

| L L L LY LY L L Y1 YVl Ynl Y1l Y| »n

Les streptocoques sont sensibles a I’AMPICILLINE, ainsi a tous les autres antibiotiques. La
souche oppose une possible mais rare résistance "de haut niveau" aux aminosides en testant
des disques fortement chargés en antibiotiques.
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I1.3. Résultats épidémiologiques

I1.3.1. Taux de positivité des prélevements
Les résultats des 30 prélévements effectués durant notre travail sont donnés dans le tableau
XV et la figure 4.

Tableau XV : Répartition de la présence des endométrites en post-partum

Résultats Nombre de prélevement Taux (%)
Négatif 6 20%
Positif 24 80%
Total 30 100%

B Prélévements positifs

B Prélévements negatifs

Figure 4 :Répartition de la présence des endométrites en post-partum

Dans notre étude 80% des prélevements sont positifs,ce qui signifie la présence des
endométrites post-partum dus aux complications post-partum. La rétention placentaire est le
facteur de risque le plus important pour les endométrites du post-partum (Azawi et al., 2007).
Et pour la persistance desendométrites clinique durant la période de reproduction (Gautam et
al., 2010).

Dans notre étude, six prélevements (20%) était bactériologiquement négatifs. Alors que selon
Westermann et al. (2010), ont trouvé 19,6% des cas dont aucune bactérie n’est isolée avoir
I’absence de signes généraux, prélevées aj 21 et a j 27 post-partum.

I11.3.2. Répartition des prélevementsselon le nombre des souches isolées

Afin d’isoler les souches bactériennes, tous les prélévements ont été ensemencées dans 4
boites de pétri.Chaqueboite contient I’'un des milieux suivant :

-Gélose nutritive, Gélose au sang frais, Chapman, Hektoen.
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La répartition des prélévements positifs en fonction du nombre des souches isolées est donnée

dans le tableau XV1.

Tableau XVI : Répartition des prélévements positifs selon le nombre de souches isolées

Nombre de prélévements

Nombre d’apparition des
espéces bactériennes isolées

6

0

24

35

I1.3.3. Répartition des bactéries responsables d’endométrites

La répartition des cas positifs en fonction des bactéries en cause est donnée dans le tableau

XVII et la figure 5.

Tableau XVII : Répartition des bactéries responsables d’endométrites

Espéces bactériennes Cas Taux (%)
isolées
Bacillus sp. 2 5.71
Escherichia coli 17 48.57
Proteus mirabilis 3 8.57
Pseudomonas sp. 2 5.71
Serratia 1 2.85
Staphylococcus 3 8.57
epidermidis
Staphylococcus aureus 3 8.57
Streptococcus o 3 8.57
hémolytique
Streptococcus 8 1 2.85
hémolytique
Total 35 100
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n=35 %

B Bacillus sp.

3% 8.5% B Eschirichia coli

B Proteus mirabilis
A B Pseudomonas sp.

B Staphylococcus epidermidis
' B Staphylococcus aureus

Serratia

Streptococcus a hémolytique

Streptococcus f hémolytique

Figure 5 : Fréquence moyenne des bactéries isolées

Nous remarquons d’apres les résultats ci-dessus que le taux d’E. Coli est trés élevé avec 48%.

La composition de la florebactérienne intra-utérine en post-partum est variée et propre a
chaque animal, mais elle est dominée par Escherichia coli au moins dans les premiers jours
suivant la parturition (Azawi, 2008).

8,5% pour Streptococcus ahémolytique, Streptococcus  hémolytique, Staphylococcus aureus,
et Staphylococcus epidermidis

6% pour chacun de Baccilussp.etPseudomonas sp.

Et seulement 3% pour Proteus mirabilis etSerratia.

Au moment du vélage, alors que le col se dilate pour permettre le passage du veau, les
barriéres anatomiques naturelles composées de la vulve, du vagin et du col sont abolies,
favorisant la colonisation des voies génitales par des bactéries en provenance de
I’environnement, de la région périnéale, de la peau et des féces de I’animal.(Paisley et al.,
1986 ; Williams et al., 2008)
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100,00% -
90,00% -
’ n=24
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Figure 6 : Fréquence d’isolement des bactéries selon le nombre total des prélévements positifs

Dans notre étude 24 prélévements étaient positifs avec un taux de 70,83% pour E. Coli, de
25% pour Staphylocoques, de 16,67 % pour Streptocoques, de 12,5% pour Proteus mirabilis,
de 8,33% pour Bacillussp. etPseudomonas sp. et 4,17% pour Serratia.

Dans 1’¢tude de Dohman, les prélévements étaient positifs avec les taux suivants : 65% pour
E. Coli, 21% pour Streptocoques. Un taux global de 9% pour Proteus mirabilis, Bacillus
sp.Staphylocoques, et Pseudomonassp. (Dohmen et al., 2000).

Les résultats publiés par Dohmansont confirmés par d’autre études comme celles faites en
1991 par Bonnettet ses collaborateurs (Bonnett et al., 1991).
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I1.3.4. Répartition des prélevements positifs selon le délai post-partum

Chapitre 11

La figure 7 présente la répartition des prélévements positifs selon le délai post-partum.

120%

100%

80%

60%

40%

20%

0%

Premiéres 24 heures

21-60 jours post-partum

B Positifs

B Negatifs

Figure 7 : Répartition des prélévements positifs selon le délai post-partum

Les résultats obtenus dans notre enquéte montrent que les types des métrites aigue sont
apparus dans 100% de cas, et 80% de cas d’endométrites rencontrées sur le terrain sont des
endométrites qui apparaissent dans la période de 21 a 60 jours post-partum. Notre résultat est
correspondant a celui retrouvé en France Duverger (1992).
Le délai post-partum se révele étre un parametre important dans les endométrites

bactériennes.

I1.3.5. Répartition des bactéries isolées selon le délai post-partum
Les analyses des échantillons prélevés de vaches présentant des endométrites durant les
premicres 24h ainsi de celle présentant des endométrites ne dépassants pas les 60 jours

post-partum sont présentés dans le tableau XVIII
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Tableau XVIII: Répartition des bactéries isolées selon le délai post-partum

Délai post-partum Pendant les Entre 21 et 60 jours
premieres 24heures post-partum
(n=15) (n=20)
Espéces bactériennes

Cas % Cas %

Bacillus sp. 0 0 2 10
Escherichia coli 9 60 8 40
Proteus mirabilis 1 6,67 2 10
Pseudomonas sp. 0 0 2 10

Serratia 1 6,67 0 0
Staphylococcus epidermidis 1 6,67 2 10
Staphylococcus aureus 1 6,67 2 10
Streptococcus o. hémolytique 1 6,67 2 10

Streptococcus p hémolytique 1 6,67 0 0
Total 15 100 20 100

Nos résultatspourraient étre spécialement comparées aux résultats obtenus par Dohman et al.,
1995 ; dans lesquelles les méme paramétres d’études ont €té pris en considération a savoir le
délai post-partum et qui confirmes que ces fréquence (%) d'isolement de germes se présente
chez des vaches atteintes endométrites.

Par ailleurs, d’autre études faites dans le méme domaine par (Bonnett et al, 1991 ;
Westermann et al., 2010 ; Williams et al., 2005).
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I1.3.5.1. Répartition des bactéries isolées pendant les premiéres 24 heures
La répartition des bactéries Gram négatif et Gram positif isolées pendant les premicres
24heures sont présentés dans la figure 8.

n=15
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Figure 8 : Répartition des bactéries Gram négatif et Gram positif isolées pendant les
premicres 24 heures

Les résultats montrent que pendant les premieres 24 heures les bactéries Gram négatifqui ont
était isolées sont :

E. Coli avec 60%cette valeur estconforme a celle donné par Dohman et al., 1995.
Et 6,67% pour toutes les bactéries suivantesProteus mirabilis, etSerratia, ces valeurs sont
conformes aux normes.

Et un pourcentage de 6,67% pour toutes les bactéries Gram positif.

La flore bactérienne intra-utérine post-partum se compose de germes saprophytes et
pathogenes, Gram-positifs et Gram négatifs en quantités équivalentes (Hussain et al., 1990),

Cela explique que dans les premicres 24 heures les vaches sont atteintes de métrites aigues.

52



Partie expérimentale

I1.3.5.2. Répartition des bactéries isolées entre 21 et 60 jours post-partum
La répartition des bactéries Gram négatif et Gram positif isoléesentre 21 et 60 jours
post-partum sont présentés dans la figure 9

Chapitre 11
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Figure 9 : Répartition des bactéries Gram négatif et Gram positif isolées entre 21 et 60 jours

post-partum

Les résultats montre que entre 21 et 60 jours post-partum les bactéries qui ont était isolées

sont :

E.Coli avec 40%, et 10% pour toute les souches suivantes Proteus mirabilis, et
Pseudomonas sp. Ainsi pour toutes les bactéries Gram positif.

Toutes les valeurs répondent aux normes exigées par Dohman (1995)pour les bactéries

Gram négatifs et Gram positifs.

A T’issu de ces résultats, on peut dire que les vaches étudiésentre 21 et 60 jours post-partum
ont des endométrites bactériologiques.
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Conclusion

L’objectif de ce travail consistait a :
- Tenter d’améliorer le diagnostic des endométrites post-partum chez les vaches laitiéres
par rapport a ce que permettent les techniques bactériologiques.
- Nous avons testé I’intérét d’analyses bactériologiques de prélévements vaginaux.

- ¢étudier les effets des endométrites sur l'infertilité, I'infécondité, et sur les performances
de reproduction chez la vache laitiére
Cet objectif a donc été rempli, puisque nous avons montré que des tests simples, réalisables

permettent de détecter plus ou moins finement des vaches présentant une inflammation
génitale voire plus spécifiquement des vaches a endométrite.

Cette ¢tude a été réalisée en forte interaction avec les milieux professionnels :
Lesprélévements ont été réalisés a ’institut d’¢levage de Baba-Ali, et ils ont ét¢ conduits au
laboratoire d’hygieéne de Blida pour réaliser les examens bactériologiques.

Le délai post-partum se révele aussi €tre un parametre important en ce qui concerne les
endométrites bactériennes, dans notre travail les prélévements en été effectués dans les
premicres 24 heures et entre 21 et 60 jours post-partum.

Dans cette ¢tude toutes les vaches sont prélevées, sans prendre en considération qu’elles
présentent ou non les symptomes cliniques d’une pathologie utérine.

Les résultats de I’étude ont permis de constater que 100% de cas étaient positifs dans les
premicres 24 heures qui suivent le vélage et 80% de cas étaient positifs entre 21 et 60 jours
post-partum.

L’examen bactériologique permet de confirmer la présence ou non de germes dans 1’utérus.

Si le germe est effectivement absent : une inflammation de 1’utérus pourrait avoir lieu sans
infection. Selon Hanzen (2009).Un germe ne pourra étre rendu responsable d’une
endométrite que s’il est reconnu pour sa pathogénicitéutérine, s’il est retrouve plusieurs fois
sur le méme animal et s’il s’accompagne de 1ésions histologiques de I’endométre.

Fréquence moyenne des bactéries isoléesest de :48,57% de E. Coli, 8,5% pour
Streptococcus o,Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, et
Streptococcus f hémolytique, 6% de Bacillus et Pseudomonas, et 3% pour Proteus
mirabilis,etSerratia.

Toutes les souches isolées a partir des prélévements ont été identifiées selon I’observation

microscopique, et sur la base de leurs caractéres biochimiques, leur sensibilité aux
antibiotiques.
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A partir des profils antibiotiques effectués, on a pu aussi noter plusieurs résistances des
souches isolées vis-a-vis d’antibiotiques utilisés habituellement.A titre d’exemple, 100% des
souches bactériennes isolées étaient résistantes au I’AMPICILLINE, I’AMOXICILLINE sauf
pour les Streptocoquesqui ont été sensibles a tous les antibiotiques.

De ce fait il est recommandé de :
e Réaliser une analyse bactériologique devant tout vélage a la recherche des agents

causals d’endométrites post-partum, chez les vaches laitiéres.

e Réaliser un antibiogramme pour toutes bactéries pathogeénes isolées de 1’analyse afin
de déterminer les résistances aux antibiotiques.

e Renforcer I’hygiéne notamment dans les ¢étables afin d’éviter des épidémies
d’endométrites.
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Annexe | : Materiel du laboratoire

L’unité de bactériologie du laboratoire d’hygiéne est équipée en :
- Bec bunsen

- Microscopes optiques, grossissement 40x, 60x, 80x et 100x
- Etuves de 28°C, 35°C, 37°C et 42°C

- Jarres d’incubation

- Hotte a flux laminaire

- Densitometre

- Agitateur de type vortex

- Bain-Marie

- Réfrigérateur +4°C et congélateur -20°C
- Applicateurs d’antibiotiques

- Portoirs

- Tubes a essais a vis stériles

- Boites de Pétri stériles

- Anse de platine

- Pipettes Pasteur

- Micropipette de 200 pl et embouts

- Lames et lamelles

- Plaque en verre pour agglutination

- Pince métallique

- Ecouvillons

- Pied a coulisse

- Balance et récipient de balance

- Spatule



11.4.1.4. Autres

1 Alcools 65° et 90°

1 Disque a oxydase

"1 Disques d’antibiotiques
1 Disque d’ONPG

) Eau distillée

"1 Eau physiologique

1 Fuchsine diluée au 1/10
) Huile a immersion

"1 Huile de paraffine

"1 Huile de Vaseline

'] Lugol

] Sang humain

[0 Violet de Gentiane



Annexe 11 : les milieux de culture et leurs compositions(Denis et al., 2007)

11.4.1.3. Milieux de culture

a- Les milieux d’isolement sélectifs
[1 Gélose Nutritive

IMilieu Hektoen
" JMilieu Chapman

"1G¢lose au sang frais : Milieu Mueller-Hinton additionné de 10% de sang humain

b- Les milieux d’enrichissement sélectifs
"1Bouillon Nutritif (BN)

c- Les milieux d’identification
[] Gélose T.S.1

1 Gélose mannitol-mobilité
(1 Citrate de Simmons

1 Clark et Lubs

1 Urée indole

[J Milieu de MoellerFalkow

d- Milieu pour antibiogramme
] Milieu Mueller-Hinton simple

11.4.1.3. Réactifs
[0 TDA

1 KOVACS
VP Iet VP II
CINIT 1 et NIT 2
' RM



+* Milieux d’isolement sélectifs

[1 Gélose nutritive

Composition Quantité (en gramme par litre)
Peptone S5g

Extrait de viande lg

Exytrait de levure 2g

Chlorure de sodium 5¢

Agar I5¢g

Eau distilee 100 ml

[1 Gélose Hektoen

Composition Quantité (en gramme par litre)
Peptone pepsique de viande 12¢g
Extrait autolytique de levure 3g
Lactose 12¢g
Saccharose 12 g
Salicine 2g
Sels biliaires 9¢g
Chlorure de sodium 5¢g
Thiosulfate de sodium 5¢g
Citrate ferrique ammoniacal 1,5¢
Bleu de bromothymol 65 mg
Fuchsine acide 40 mg

Agar agar bactériologique 13,5¢g



[1Gélose Chapman
Composition

Peptone

Extrait de viande de beeuf
Chlorure de sodium
Mannitol

Rouge de phénol
Agar-Agar

Eau distillée

+* Milieu d’enrichissement

"/Bouillon Nutritif
Composition
Tryptone

Extrait de viande

Chlorure de sodium

% Milieux d’identification
1 Gélose TSI
Composition
Tryptone
Extrait autolytique de levure
Extrait de viande
Glucose

Lactose

Quantité (en gramme par litre)
10,0 g
10g
75,0 g
10,0 g
0,025 g
150¢g

gsp 1 Litre

Quantité (en gramme par litre)
10g
Sg

5¢g

Quantité (en gramme par litre)

14 ¢



Saccharose

Chlorure de sodium
Thiosulfate de sodium
Citrate ferrique ammoniacal
Rouge de phénol

Agar agar bactériologique

'] Milieu Citrate de Simmons
Composition

Chlorure de sodium

Sulfate de magnésium 7 H20
Phosphate d’ammonium
Phosphate dipotassique

Citrate trisodique

Solution de bleu bromothymol 1 %
Agar

"JMilieu Clark et Lubs
Composition

Pour un litre d’eau distillée
Peptone trypsique de caséine
Phosphate dipotassique

Glucose

10g
5g
03¢g
03¢g
24 mg

135¢

Quantité (en gramme par litre)
5g
2g

lg

& ml

15g

Quantité (en gramme par litre)

5¢g

5¢g



[I1Milieu de Moeller-Falkow
Composition Quantité (en gramme par litre)
Pour un litre d’eau distillée

Milieu de base = milieu témoin

Chlorure de sodium 5¢g
Extrait de levure 3g
Glucose lg
Bromocrésol pourpre solution a 1 % 1,5 ml

% Milieu utilisé pour la réalisation de I’antibiogramme

[1 Milieu Muller-Hinton.

Composition Quantité (en gramme par litre)
Hydrolysat acide de caséine 175¢

Infusion de viande 2g

Amidon soluble 1,5¢

Agar agar bactériologique 17¢g

+»+ Eau physiologique

Composition Quantité (en gramme par litre)
Chlorure de sodium 85¢g
Peptone 0,5¢g

Eau distillée 100 ml



% Milieu riche non sélectif pour I’isolement des bactéries

[1Gélose au sang

Composition Quantité (en grammes par litre)
Me¢élange spécial de peptones 23g

Amidon g

NacCl S5g

Agar 10g

Sang humain 50 mL

PREPARATION DE GELOSE AU SANG

1. Liquéfier la base au bain-marie bouillant.
2. Attendre son refroidissement a 45°C (milieu en surfusion).

3.Y ajouter stérilement, a l'aide d'une pipette Pasteur (1 goutte = 0,05 mL), la quantité de sang
nécessaire pour obtenir une concentration finale en sang de 5%, soit:

e Pour 7 mL de milieu de base (petit culot): (7 x 0,05) / 0,05 =7 gouttes

e Pour 18 mL de milieu de base (grand culot): (18 x 0,05) / 0,05 = 18 gouttes
NB : Le sang ne doit pas étre sorti au dernier moment du réfrigérateur, sinon il y a prise en
masse du milieu au moment de 1'addition du sang.

4. Homogénéiser en faisant rouler le tube entre les mains, en évitant la formation de bulles.

5. Couler en boite de Pétri en évitant la formation de bulles.

Autre possibilité: le sang frais peut étre placé directement dans la boite de Pétri. On coule
ensuite le milieu en surfusion et on homogénéise dans la boite de Pétri.

PRINCIPE, INTERET

e Milieu riche qui permet la culture et I’isolement des bactéries exigeantes (sans besoin
de facteurs particuliers)

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



LECTURE :

Apres 24 a 48 heures a 37°C, en aérobiose (éventuellement atmosphere enrichie en CO2) ou
anaérobiose ou micro-aérophilie.

Un milieu riche, comme la gélose au sang frais, permet la culture des bactéries
exigeantes, mais aussi, bien-sir, la culture des bactéries non exigeantes.

La présence de culture sur un tel milieu ne permet donc en aucun cas de dire que la souche est
exigeante ! (il faudrait, pour cela, pouvoir constater en paralléle ’absence de culture sur un
milieu de base).

o Examen macroscopique des colonies
e Hémolyse :
o Absence d'halo d'éclaircissement autour de la colonie: absence d'hémolyse
o Halo d'éclaircissement complet, a bords nets: hémolyse B (lyse des hématies et
digestion totalede I’hémoglobine libérée)
o Halo flou d'éclaircissement (sans verdissement): hémolyse 3' ou hémolyse "3
floue"
o Halo wverdatre, a bords flous: hémolyse a (lyse des hématies et
digestion incompléte de ’hémoglobine libérée amethémoglobine)



Annexe Il : Tableau de lecture de la galerie miniaturisée Api 20 E

Tests Substrat Caractere recherche Réactifs Résultats
Négatif Positif
ONPG Ortho-nitro- Beta-galactosidase Incolore Jaune
phenyl-galactoside
ADH Arginine Arginine dihydrolase Jaune Rouge/
orange
LDC Lysine Lysine décarboxylase Jaune Orangé
ODC Ornithine Ornithinedécarboxylase Jaune Rouge/
orang¢
CIT Citrate de sodium | Utilisation de citrate Vert Bleu-vert/
pale/ vert
jaune
H2S Thiosulfate de Production d’H2S Incolore/ Dépot
sodium grisatre | noir/ fin
liseré
URE Urée Uréase Jaune Rouge/
orang¢
TDA Tryptophane Tryptophane TDA Jaune Marron
désaminase foncé
IND Tryptophane Production d’indole Kovacs Jaune Anneau
rouge
VP Pyruvate de Production d’acétoine VP1 + Incolore Marron
sodium VP2 foncé
GEL Gélatine de kohn Gélatinase Non Diffusion
diffusion du
pigment
noir
GLU glucose Fermentation/ Bleu/ Jaune
oxydation bleu vert
MAN Mannitol Fermentation/ Bleu/ Jaune
oxydation bleu vert
INO Inositol Fermentation/ Bleu/ Jaune
oxydation bleu vert
SOR Sorbitol Fermentation/ Bleu/ Jaune
oxydation bleu vert
RHA Rhamnose Fermentation/ Bleu/ Jaune
oxydation bleu vert
SAC Saccharose Fermentation/ Bleu/ Jaune
oxydation bleu vert
MEL Melibiose Fermentation/ Bleu/ Jaune
oxydation bleu vert
AMY Amygdaline Fermentation/ Bleu/ Jaune
oxydation bleu vert
ARA Arabinose Fermentation/ Bleu/ Jaune
oxydation bleu vert




Annexe IV : Table de lecture de |’Antibiogramme
(D’apreés Standardisation de ’antibiogramme a I’échelle nationale, 2011)

Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI pour

« Entérobactéries »
Tableau: La liste des antibiotiques testés et leurs charges

Antibiotiques La charge (ng) Diameétres critiques
Résistant | Intermédiaire | Sensible
AMIKACINE 30 <14 15-16 17>
AMPICILLINE 10 <13 14-16 17>
AMOXICILLINE 10/20 <13 14-17 18>
AZETRENAM 30 < 2
BACITRACINE 10 < >
CHLORAMPHENICOL 30 <12 13-17 18>
LINDAMYCIN 2 < >
CEFTRIAXONE 30 <19 20-22 23>
ERYTHROMYCINE 15 < >
ACIDE FUSIDIQUE 10 < 2
GENTAMICINE 10 <12 13-14 15>
IMIPENEM 10 < 2
LINOCOMYCINE 2 < >
METRONIDAZOLE 5 < 2
OXACILLINE 5 < >
OFLOXACINE 5 < >
PENICILLINE-G 10 < =
PIPERACILLINE 100 < >
PRISTINAMYCINE 15 < =
STREPTOMYCINE 300 < >
VANCOMYCINE 30 < =




Organigramme: Les étapes de I’antibiogramme (Roland, 2006)

Souche a étudiée

Préparation de I’inoculum en eau
physiologique

Ensemencement en surface

(Milieu Mueller- Hinton)

Séchage de la boite pendant
quelques minutes a température
ambiante devant bec Benzen

\

( . .o, . . \
Disposition des disques
d’antibiotiques sur la surface

L séche de Mueller- Hinton

( )
Incubation a 37C°/18h

\ J

Lecture et mesure des diamétres
de la zone d’inhibition




Photo personnelle: Antibiogramme d’une souche Escherichia-Coli

Photo personnelle: Antibiogramme d’une soucheProteus mirabilis




Photo personnelle: Antibiogramme d’une soucheBacillus




Photo personnelle: Antibiogramme d’une souchePseudomonas

Photo personnelle: Antibiogramme d’une soucheStaphylocoque
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