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Résumé

Résumé

Afin de définir les particularités des infections intramammaires a staphylocoques dans la
wilaya de Tizi-Ouzou, nous avons procédé, dans 17 élevages, au dépistage de 266 chévres.
Sur les 532 quartiers étudies 113 (21.2%) étaient atteints, dont 1,7% et 19.6% de mammites
clinique et subclinique respectivement. La séparation des chevreaux de leurs méres et le
lavage régulier avant la traite des mamelles ont été associés a des prévalences
significativement élevées. La recherche des staphylocoques sur les échantillons de lait
mammiteux, a révélé un taux de positivité de 24.8% (28/113). La résistance des souches ala
tétracycline, la pénicilline et I'acide fusidiqgue est estimée a 25%, 21% et 10.7%
respectivement. L’identification biochimique a permis la répartition des souches en: S
aureus (28.6%), S chromogenes (14.3%), S. epidermidis (10.1%), S simulans (10.1), S
haemolyiticus (7.1%), S. lugdensis (7.1%), S hyicus (7.1%), S. sciuri (3.5%), S caprae
(3.5%), S. xylosus (3.5%) et S. saprophyticus (3.5%). Par ailleurs, des huit souches S. aureus
analysées génotypiquement, quatre ont montré un profile “agrlll, tsst+, pvl 7, trois de type
agrl et une seule de type agrlV. Enfin, nos résultats indiquent que les mammites subcliniques
chez la chévre sont liées aux infections par les SCN au moment ou S. aureus est associé aux
mammites cliniques.

Mots clés: Chévres, mammites, Saphylococcus, Saphylococcus aureus, agr, tsst, pvi.

Abstract

To define the characteristics of staphylococca intraamammary infections at the department
district of Tizi-Ouzou, we proceed to the screening of 266 goats in 17 farms. Of the 532
studied mammary quarters 113 (21.2 %) showed mastitis within 1.7 % and 19.6 % rates for
subclinical and clinical respectively. Kid’'s separations from their mothers, and regular
washing of udders before milking were associated with significantly higher rates of infection.
The isolation of staphylococci was observed in 24.8% (28/113) of mastitis derived milk
samples. Resistance of these latter to tetracycline, penicillin and fusidic acid was estimated to
25%, 21% and 10.7% respectively. Biochemical identification listed the strains: S. aureus
(28.6%), S. chromogenic (14.3%), S. epidermidis (10.1%), S simulans (10.1), S
haemolyiticus (7.1%), S. lugdensis (7.1%), S. hyicus (7.1%), S. sciuri (3.5%), S caprae
(3.5%), S xylosus (3.5%) and S. saprophyticus (3.5%). Furthermore, 8 strains of S aureus
were sought for gyr, agr, pvl and tsst genes. PCR analyses showed the profile "Agrlll, tsst *
pvi™ in four S Aureus strains, while agr | and agr 1V patterns were observed in three and one
isolates respectively. Finally, our results show that subclinical mastitis in goats is related to

SCN infectionswhile S aureus is highly associated with clinical cases.

Key words: Goats, mastitis, Staphylococcus, Saphylococcus aureus, agr, tsst, pvi.
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Introduction générale

Introduction générale

La mammite est la pathologie la plus colteuse et |a plus importante dans I’ industrie laitiere.
Elle se définit comme étant I'inflammation d'un ou de plusieurs quartiers de la glande
mammaire, caractérisee par des changements physiques, chimiques et microbiologiques de la
secrétion lactée, ains que des modifications pathologiques dans le tissu mammaire (Hanzen,
2015). C’est une pathologie multifactorielle qui résulte de I'interaction de plusieurs facteurs
intrinseques et extrinseques, en rapport avec les conditions de I'élevage et le mode de
conduite du troupeau. De part I'incidence des mammites, la santé humaine peut se trouver
compromise par la présence d agents pathogenes et/ou des toxines dans le lait ainsi que des
résidus d antibiotiques résultant du traitement des mammites (Chartier, 2009). En effet, S
aureus demeure un des principaux pathogénes responsables de mammites chez les ruminants,

guoique de fagon trés variable selon les pays et les régions.

L'élevage caprin fait partie des axes maeurs des projets de développement actuels,
notamment en milieu montagnard : son ancrage traditionnel et I’ excellente adaptation de ces
animaux a leur environnement sont des bases solides sur lesgquelles peuvent s appuyer des
initiatives nouvelles en Algérie, ou leurs nombre total est estimé a 4.594.525 (Hammaz,
2014). A notre connaissance, bien que les travaux sur les mammites bovines soient fréguents,
les données relatives aux mammites a staphylocoques chez les caprins sont rares. Il est admis
gue les staphylocoques soient responsables de mammites contagieuses, dont la transmission
est favorisée par un défaut d hygiéne de la traite en présence d’'individus ayant des mamelles
infectées. Chez la vache laitiére, de 5 a 30% de mammites cliniques et de 5 a 10% de
mammites subcliniques sont dues a S aureus (Poutrel, 1985). Alors, gu'en est-il de la
prévalence des infections intraamammaires chez la chévre, en Algérie ? Les staphylocoques
sont-ils souvent impliqués, a quelle prévaence ? Quel est le niveau de résistance des souches
de staphylocoques associées ? Les souches de S. aureus impliguées dans les mammites
caprines sont-elles virulentes ? Quelle est leurs origines ? Autant de questions que nous nous

Sommes posés, €’ est une optique préventive, car mieux vaut prévenir que guerir tardivement.

Cest dans ce contexte quil nous ait paru intéressant de mener une enquéte
épidémiologique sur les chévres en lactation, en vue d’ apprécier d’un coté, |’ état de santé de
leurs mamelles, en tenant compte des facteurs de risque liés a I'individu et a la conduite
d’ élevage ; et d’'estimer d’'un autre coté, la fréquence d’ implication des staphylocoques ainsi

gue lavirulence intrinseque des souches S. aureus.

~1~
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Chapitre | : Lesinfectionsintramammaires chez la chévre
I. Lesinfectionsintramammaires chez la chevre
I.1. Lesmammites chez la chevre : définition et importance

La mammite peut se définir par I’ é&at inflammatoire d un ou plusieurs quartiers de la mamelle
quelle qu’en soit |’ origine traumatique, chimique, physique ou biologique, le degré de gravité
clinique ou subclinique, I’ évolution chronique, aigue ou suraigiie ou la terminaison C est-a-dire
la guérison apparente ou réelle ou la mort de I'animal (Hanzen, 2015). L’importance des
mammites chez la chévre laitiére tient a plusieurs aspects :

+ Importance réglementaire et en santé publique: certaines bactéries sont pathogenes
pour |"homme et peuvent étre responsables de toxi-infections alimentaires. De maniére
générale, lelait peut véhiculer de nombreux agents infectieux zoonotiques (Tableau 01) ;

+ Importance économique: la fréquence, parfois la gravité médicale, le colt des
traitements mais aussi les répercussions sur la production laitiére en quantité et en qualité
et I'impact réglementaire sur la vente des produits en filiere lait cru sont autant

d ééments affectant I’ économie du troupeau (Chartier, 2009).

Tableau 01 : Les zoonoses potentielles transmises par le lait de chevre (Chartier, 2009).

Pathogenes excr étés danslelait Contaminants fécaux du lait
FievreQ Cryptosporidiose
Lymphadénite caséeuse (C. pseudotuberculosis) Salmonellose

Staphylocoques (S. aureus) producteurs d’ entérotoxines Y ersinia pseudo-tuberculosis

Toxoplasmose Collibacillose (VTEC dont Oys; : Hy)
Chlamydiose Campylobactériose
Listériose

Streptococcus agalaxie, et . équi zooepidermicus
Yersinia enterocolitica

Tuberculose

L eptospirose

Brucellose

91/8U0 ©| Zayd 8ouB[eA9 Id Bp 1UBSSI0 0P 3P0

Encéphalite atiques (Flavivirus)

[.2. Typesde mammites

En fonction de leurs signes cliniques, on classe les mammites en cing catégories :

~2~
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¢ Une simple modification de la sécrétion (diminution de production et augmentation du
nombre de cellules somatiques dans le lait) sans signes cliniques. Dans ce premier cas la
mammite est qualifiée de subclinique;

¢ Une modification de la sécrétion accompagnée de signes cliniques fonctionnels (grumeaux,
sang ou caillots sanguins, pus danslelait) ;

& Une modification de la sécrétion accompagnée de signes locaux (“gonflement ”, chaleur,
douleur, et rougeur), sans signes fonctionnels;;

¢ Unemodification de la sécrétion, des signes cliniques fonctionnels, des signes locaux ;
Dans les quatre cas, lamammite est qualifiée de mammite clinique subaigle;

¥ Soit enfin par une modification de la sécrétion, accompagnée de signes cliniques
fonctionnels, de signes locaux et de signes généraux (température plus ou moins éevée,
avec ou sans appétit et, quelquefois, de décubitus, d’ un état de choc).

Dans ce dernier cas, on parle de mammite clinique aigue ou suraigie (Remy, 2010).
[.3. Méhodes de diagnostic

Le diagnostic des mammites chroniques est relativement simple: il est basé sur I’ observation des
animaux, |’observation de la mamelle avec présence ou non de signes d'inflammation et
I’ observation de I’ aspect du lait avec présence ou non de grumeaux. En revanche, dans le cas de
mammites subcliniques, les symptdmes sont pratiquement invisibles ce qui pose d énormes
problemes pour leur détection. Une numération cellulaire en laboratoire réaisée
systématiquement pour les adhérents au contrdle laitier permet de déterminer le nombre de
globules blancs et donc I’ état d’infection du troupeau ou d’'une chevre donnée (Pradal, 2014).
La conductivité électrique et les tests rapides de détection bactérienne ne sont pas validés chez

les caprins (Chartier, 2009).
|.3.1. Diagnostic clinique

L’ examen clinique de la mamelle et des sécrétions mammaires constitue le pilier de la démarche
de diagnostic des mammites (Poutrel, 2002). 1l repose sur la mise en évidence des symptomes
généraux, locaux et fonctionnd s caractéristiques de I’inflammation de la mamelle. Bien souvent,
lorsgue I'inflammation est modérée, les signes généraux et locaux sont absents et seuls présents
les signes fonctionnels, ¢ est-a-dire les modifications macroscopiques visibles dans le lait. Ces

modifications concernent |’ aspect, la coloration et I’ homogénéité du lait (Hanzen, 2015).
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.3.1.1. Test au bol detraiteou du filtre

Cette épreuve consiste a recueillir, avant la traite, les premiers jets de lait dans un récipient
réservé a cet usage et aen examiner |’ aspect. Le récipient peut ére muni d’ un filtre qui facilite la
mise en évidence de grumeaux, signes de |’ inflammation et du passage dans le lait de facteurs de
coagulation (Hanzen, 2009).

[.3.1.2. Test d’homogénéité

Il suffit de recueillir quelques jets de lait dans un récipient en verre, de laisser reposer quelques
minutes, puis d observer |’ aspect, I’ homogénéité et |a coloration du produit (Hanzen, 2009).

|.3.2. Diagnostic expérimental
[.3.2.1. Méthodes directes de dénombrement des cellules du lait
» Comptage microscopique direct

Il s'agit de la méthode approuvée aux Etats-Unis pour la numeération des cellules somatiques. On
place un échantillon de lait de chevre sur une plaque de microscope et on y applique un colorant
spécial, du vert de méthyl pyronine, qui colore seulement I’ ADN présent dans les cellules du lait
(Scruton et al., 2009).

» Systeme Fossomatic

Systéme fluoro-opto-électronique, suppose la coloration préalable de I'’ADN des noyaux au
moyen d’un colorant fluorescent, le bromure d’éhidium. La fluorescence rouge ainsi émise
aprés éclairement de la préparation au moyen d’une lampe au xénon, est proportionnelle a
I”’ADN du noyau. Un photomultiplicateur capte le signal fluorescent émis par les cellules et le
transforme en signal électrique (Hanzen, 2015). La prise en compte de I’ intensité des impulsions
électriques permet de différencier les signaux résultant d’un bruit de fond (présence de bactéries)
de ceux attribués aux cellules somatiques. Les impulsions éectriques ne sont comptabilisées
gu'au-dela d'un certain seuil, puis traduites en termes de concentrations cellulaires aprées
calibration (1dele, 2012).

> LeCoulter-Counter

Dénombrement des particules du lait en fonction de la taille. Le lait subit d abord une fixation
chimique des cellules somatiques au formol puis une dispersion des globules gras. Toutes les
~ 4 ~
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particules, avec ou sans noyaux, de diametre supérieur ou égal a 4.4 micromeétres sont
dénombrables. Cette technique prend donc en compte les particules cytoplasmiques, ce qui
diminue safiabilité (Rives, 1997 ; Bergonier et al., 2003 ; Perrin et al., 1997).

1.3.2.2. Méthodes indirectes de dénombrement des callules du lait
> Californian Mastitis Test

Son principe est basé sur une réaction chimique entre le réactif et I’ ADN cellulaire. Il consiste &
mélanger, dans des quantités identiques, du lait et un réactif, le Tegpol. Chez la chévre, il semble
préférable de ne pas se fier aux changements de couleur liés aux modifications de pH. Ains,
seule I’ appreéciation visuelle de la viscosité du précipité obtenu permet d’ apprécier le niveau
d inflammation de lamamelle (David et al., 2013).

Il existe une bonne corrélation entre les comptages cellulaires individuels et les scores de CMT
chez la chévre. Son utilisation dans cette espece conduit cependant a une interprétation plus
difficile que chez la vache et requiert I’emploi d une grille ssimplifiée a 4 scores (Tableau 02)
permettant |e dépistage des demi-mamelles infectées et en particulier des infections a pathogenes
majeurs type S aureus. Un CMT compris entre O et 1 regroupe 93% des animaux non infectés
tandis gu'un CMT de 2 ou 3 permet de décder la quasi-totalité des infections a pathogenes
majeurs. La détection des infections a pathogenes mineurs en revanche reste imprécise
(Chartier, 2009).

Tableau 02 : Test au Teepol : mesure de la concentration cellulaire et degré de réaction de CMT.

Aspect du gel Note No. de cellules'mL
Peu de précipité 0

Précipité trouble qui disparait 1 < 750000

Léger gel persistant avec filaments grumeleux 2 de 750 000 a 2000 000
Epaississement immédiat, gel de type « blanc d’ ceuf » se détachant du fond en filamentslors 3 >2000 000

des rotations du plateau

Gel bombé, glissant en masse sur le fond du plateau lors de ses rotations 4 >2000 000

L efrileux-Station expérimentale caprinerégionale du Pradel-PEP Caprin Rhone-Alpes
|.3.3. Diagnostic étiologique

La recherche d’'une cause infectieuse unique responsable des mammites observées dans une
exploitation est une tentation fréquente. Seule, elle ne mene souvent a rien. Toutefois, le
diagnostic bactériologique des infections mammaires a son intérét a condition qu’il soit bien
conduit et interprété dans un cadre approprié (Durd et al., 2011).

~5~
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|.3.4 Diagnostic bactériologique

L’ examen bactériologique du lait de mammite, ou plus généralement d'un préévement de lait
qui peut renseigner le praticien sur |’ éat sanitaire des mamelles, est un examen utile, permettant
a la fois I'analyse d'une situation et sa surveillance. Cet examen a un codt; il est donc
fondamental non seulement d’ obtenir un résultat exploitable, ce qui oblige a une grande rigueur
dans la mise en ceuvre du prélévement mais aussi son utilisation a son escient. Enfin, |’examen
bactériologique va souvent de paire avec |'antibiogramme. La aussi, il est essentiel de bien
connaitre les limites d'un antibiogramme et ce qu'il faut en attendre exactement (Durél et al.,
2011).

La relative faible diversité des germes rencontrés dans les mammites de la chévre (par rapport
aux bovins) ains que les colts des analyses font que le diagnostic bactériologique sur
prélevement de lait n'est pas rédise fréguemment. Néanmoins, lors de mammite clinique,
I’étiologie staphylococcique est loin détre systématique; nous rappelons notamment
I"'importance des mycoplasmoses mammaires et donc la nécessité de faire un diagnostic
différentiel notamment lorsque les infections touchent une fraction importante du cheptel
(Chartier, 2009).

1.3.5. Autres méthodes
» Kit dediagnostic bactériologique “ Speed ® Mam Color ”

Cette technique correspond a une mise en culture spécifique et directe du préévement sur des
micro-galeries portées a 35°C. En 24h, le virage de couleur des puis concernés, permet une
lecture rapide de I’ antibiogramme adapté aux molécules antibiotiques vétérinaires et au germe
pathogene présent dans le prélevement. En 48h, la seconde lecture visuelle se fait pour
I"identification des bactéries ou levures, détectables & des concentrations bactériennes
supérieures & 10° CFU/mL (Shyaka, 2007).

» LaPCR

Pour un dépistage de sensibilité maximale : I'amplification de I’ADN par la Polymerase Chain
Réaction consiste a multiplier et a hybrider I’ ADN préalablement libéré des bactéries présentes,
au moyen d’ amorces (primers), séquences d ADN connues et caractéristiques d' un germe.
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En employant une batterie d’ amorces, on peut identifier plusieurs germes. La technique permet
en routine I’identification d’une douzaine de bactéries et donne leur abondance relative dans
I’ échantillon (PCR semi-quantitative). On trouve en général plusieurs germes, ce qui ne va pas
sans poser des problémes d'interprétation. Compte tenu de sa sensibilité, la méhode ne permet
pas de détecter une éventuelle contamination de I’ échantillon par un germe sans rapport avec la
mammite (Durél et al., 2011).

|.4. Prévalence desinfectionsintramammaires chez la chévre

La prévalence des mammites cliniques est inférieure a 5% chez la chevre, aors que les
mammites subcliniques sont beaucoup plus fréguentes avec une prévalence qui varie de 18% a
34% (Ferrouillet et Belanger, 2003).

|.4.1. Prévalence des mammites subcliniques

La prévalence est treés variable d’ un troupeau ou d une région a |’ autre. Elle est établie soit au
niveau individuel par diagnostic bactériologique ou par comptage des cellules somatiques du lait
individuel, soit par estimation a partir du comptage des cellules somatiques sur le lait de mélange
du troupeau (CCS de tank).

Chez la chevre, larelation entre le CCS de tank et la prévalence des mammites subcliniques est
plus difficile a établir que chez la brebis du fait de I'intervention de nombreux facteurs de
variation non infectieux du CCS, et de I'existence de mammites lentivirales (CAEV) dont
I'impact en terme d’'éévation du CCS est beaucoup moins marqué que pour les mammites
bactériennes. En se basant sur le diagnostic bactériologique, la proportion de chévres infectées
peut aller de 22 4 62% (Tableau 03) (Bergonier et al., 1997 ; Menzies, 2001 ; Bergonier et al.,
2003).
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Tableau 03: Prévalence et étiologie des mammites subcliniques de la chévre (Bergonier et al., 1997).

8 g ° - o _
g £ 2 2 = & ¢ g &8 - 3 5 5 s 8
2 < - g L g £ 5 I Q 5 Z 3 5 E
E § £ & % © a 7 w0 =
2 2 £
East 1983 USA 2522 17 22 78 72.7 13.6 13 6.8
Larondelle 1984 France 1217 10 M 2428 69.4 76.2 17.8 5.6 0.2
M anser 1986 GB 85 05 170 47 64 80.0 16.0 2.0 0.0 2.0
Schoder 1993 Autriche 204 M etm 2423 76 55.0 373 6.2 15
Farrer 1994 Espagne 1078 53.2 135 32
Corrales 1994 Espagne 603 18 1206 83 65.0 27.
Kosev 1994 Bulgarie 3040 3040 60.7 16.7 43.8 4.6 5.2 31 26.6
De crémoux 1995 France >1000 08 M 5905 62 53 95.2 2.60 12 0.9 0.26
Contreras 1995 Espagne 188 10 M 369 30.3 81.5 66.7 1.0 3.0 12 13.0
Boscos 1996 Gréce 93 06 m 186 71 61.1 18.5 9.3 111

Prév : Prévalence ; M= traite mécanique ; m= traite manuelle ; Case vide= données non communiquées ; SCN= staphylocoques & coagulase négative ; Strep=

Streptocoque ; Coryn= corynébactéries.
|.4.2. Prévalence des mammites cliniques

En situation normale, le taux annuel de cas de mammites cliniques dans les élevages caprins ou
ovins en France ne dépasse pas 5% des animaux (Bergonier et al., 2003). |l s'agit en général de

cas sporadiques de mammites bactériennes.

Dans les cas épizootiques ou enzootiques (moins de 1% des élevages), la morbidité peut
atteindre ou dépasser 50% de I’ effectif, le plus souvent lors d'infections dues a Staphylococcus
aureus et occasionnellement a dautres germes (Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus

fumigatus, Streptococcus uberis) (Bergonier et al., 2002).
|.5. Facteursderisgue d’uneinfection intramammaire chez la chevre

La mammite est une maladie multifactorielle, elle est due a un complexe de facteurs dont chague
élément représente une part de la cause, c'est-a-dire “un facteur de risque’.Ce dernier est un
parameétre, une pratique ou une caractéristique modifiable par I'homme. Les facteurs de risque
influent les uns sur les autres, en conséquence, aucun mécanisme ne produit les effets qu'il
produisait seul (Weisen, 1974). D’ apres Durd et al. (2011), un probléme de mammite est donc

une pathologie de troupeau, reposant sur 3 groupes de facteurs de risque (Figure 01).
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Santé Pathologie

Figure 01 : Equilibre des facteurs de risque et échelle de santé continue (Durel et al., 2011).

Ces facteurs de risque interviennent essentiellement au niveau de la traite et du baiment. La
nutrition, dont on ne connait pas toujours bien I'impact, augmente le risque de développement

des mammites.
| .5.1 Facteursliésalatraite

Le matériel et la technique de traite sont deux facteurs essentiels augmentant la réceptivité aux
mammites en amoindrissant les défenses naturelles du trayon (Figure 02). Le niveau de vide, la
fréguence de pulsation et la durée de traite sont des parametres importants. De méme, les
pratiques de massage, d’ égouttage et/ou de repasse, qui augmentent la congestion du trayon, sont
des facteurs favorisant I’infection mammaire. La sur-traite al’ origine d' hyperkératose du trayon,
bien que tolérée par les animaux est également a éviter. A I'inverse, une traite incompléte
(mauvais réglage de la machine, probleme de griffe ou de manchon, temps de traite, |ésions
douloureuses sur les pis), bien que relativement fréquente (elle pourrait toucher plus de 10% des
animaux) a probablement moins d’incidence sanitaire chez la chévre en raison du caractére
citernel delamamelle (Chartier, 2009).
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Replis de la muqueuse
(Rosette de Fursenberg)

Keératine

Sphincter musculaire

@’ —
Fluxde lait

Figure 02 : Coupe schématique de |’ extrémité du trayon (Bar one, 1978).
|.5.2 Facteursliés al’habitat

Aération insuffisante, humidité, manque d ensoleillement, surpeuplement, courants d’air, litiere
humide et souillé (Pradal, 2014).

| .5.3. Facteursliésal’alimentation

Bien que ce ne soit pas démontré formellement, les rations excédentaires en azote pourraient étre
liées & une augmentation d'incidence des mammites. De méme, les carences en vitamine A et en
[-carotenes ou en vitamine E-sélénium peuvent favoriser I’expression clinique d'infections
préexistantes (Chartier, 2009).

|.5.4. Injectionsintramammaires

Selon Chartier (2009), desinjections mal pratiquées (dose, désinfection, moment du traitement)
peuvent traumatiser le trayon et favoriser les infections. Rappelons que le tarissement est a
I’ origine de la mise en place d’ un bouchon de kératine au niveau du sphincter. Des épidémies de
mammites fongiques d’ origine iatrogéne ont été signal ées.

| .5.5. Facteursdivers

Prédisposition héréditaire, forte production, Iésions des trayons (ecthyma, blessures), trayons
malformés ou mal fermés entre les traites, porteurs de croQtes ou blessures (Pradal, 2014).

~10~
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La tendance au désaisonnement de la reproduction afin de produire du lait de maniere plus
réguliere sur I’année ainsi que I’ allongement des lactations (lactations dites longues) pourraient

constituer des facteurs favorisant la pression d’ infection sur les mamelles (Chartier, 2009).
|.6. Etiologie des mammites caprines

Les mammites sont des maladies multifactorielles avec I'intervention de germes, nombreux et
variés, mais aussi des conditions de vie des animaux qui réduisent leur défenses et favorisent
I’ exposition a ces germes, mais encore des conditions de travail qui épuisent les fermiers, les
enferment dans des routines parfois dégradées dont il peut étre difficile de les sortir (Durel et al.,
2011). Ces mammites sont provoguées par plus d’ une centaine de micro-organismes (Rhinaldi
et al., 2010). Chez la chevre, elles sont principalement d origine bactérienne. L’ originalité par

rapport a ce qui est observé chez lavache est I'implication des mycoplames et des virus.
|.6.1. Classification des agents pathogénes

De méme que chez les bovins, les agents pathogenes responsables de mammites caprines sont

répartis en deux groupes selon leur pathogeénicité :

% Les pathogénes mageurs sont potentiellement a I'origine de mammites cliniques:
Saphylococcus aureus est le plus fréquent. On trouve également des mycoplasmes,
Corynebacterium  pseudotuberculsis, Arcanobacterium pyogenes, Streptococcus,
Brucella, Pseudomonas, Pasteurella, Aspergillus, Nocardia asteroides, Escherichia coli,

Pseudomonas aer ugenosa.

% Les pathogenes mineurs ne provoquent des mammites cliniques que de maniere
exceptionnelle : il s agit principalement des staphylocoques a coagul ase négative (SCN),
mais cette classification est actuellement discutée et les SCN sont de plus en plus
considérés comme des pathogénes majeurs (Maisi et Riipinen, 1991 ; Contreras et al.,
1995 ; Bergonier et al., 1997 ; Contreraset al., 2003 ; Bergonier et al., 2003).

Le caractere clinique ou non dune mammite est majoritairement influencé par le genre et

I’ espece de la bactérie pathogéne (Rainard et Riollet, 2006).
|.6.2. Etiologie des mammites cliniques

Lors de mammites cliniques, les principaux germes rencontrés sont Saphylococcus aureus (plus
de 50%), les streptocoques (Str. uberis, Str. suis, Str. equi zooepidemicus), des pasteurelles (P.
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multocida ou M. haemolytica), des entérobactéries, des corynébctéries, Pseudomonas

aeruginosa, Aspergillus fumigatus et parfois des staphylocoques a coagul ase négative (SCN).

Les mammites cliniques a bacilles gram négatif (E. coli, Pseudomonas aeruginosa) sont peu
fréquentes mais trés sévéres et peuvent prendre I’ allure d’ une mammite gangréneuse (Chartier,
2009). Les agents pathogénes impliqués dans les mammites cliniques n’ont pas tous le méme

impact al’ échelle du troupeau. On distingue deux cas de figure :
e Casde mammites sporadiques

Saphylococcus aureus est |'agent le plus fréguemment isolé, puis on trouve (par fréquences
décroissantes) les staphylocogues a coagulase négative (SCN), les streptocoques, les
entérobactéries, Arcanobacterium pyogenes, les corynébactéries, |les pasteurellesn, Pseudomonas

spp, Nocardia asteroides.

e Casde mammites enzootiques ou epizootiques

Selon plusieurs auteurs, on trouve que la aussi majoritairement que S. aureus est le germe le plus
fréquemment isolé chez la chevre (M ellenberger, 1979 ; Sheldrake et al., 1981 ; Lerondelle et
Poutrel, 1984 ; Aleandri et al., 1984 et De Cremoux, 1995), puis des streptocoques (S. uberis,
Sagalactiae, S.suis) ou des germes opportunistes tels que Aspergillus fumigatus et Pseudomonas

aeruginosa, et plus rarement Burkholderia cepacia ou Serratia marcescens.

Les mycoplasmes font également partie des pathogenes majeurs (M. capricolum capricolum, M.
mycoides mycoides, M. putrefaciens, M. agalactiae) : ils sont responsables de |'agalaxie
contagieuse. Il existe de plus des mammites virales dues aux lentivirus du CAEV (Virus de
I’ Arthrite Encéphalite Caprine) (Maisi et Riipinen, 1991 ; Le Guillou, 1993 ; Bessam et Hasso,
1997 ; Contreras et al., 2003 ; Bergonier et al., 2003). Des virus peuvent étres impliqués dans
le déclenchement des mammites, soit en causant des Iésions du trayon et ainsi en favorisant la
contamination par d’ autres pathogenes, soit en ayant une action immunosuppressive (Barkema
et al., 2009).

Les mammites cliniques de la chevre ont donc une étiologie qui se démarque de celles de la
vache laitiére par plusieurs aspects :

% L’agent pathogene majeur le plus fréguent chez la chévre est S aureus, responsable de

mammite suraigue a subaigues.
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% Les SCN sont considérées comme des pathogénes majeurs pouvant provoquer des
mammites subaigles a aigues chez la chevre (ceci est sujet a débat car les SCN ont

longtemps été considérées comme des pathogénes mineurs).

% Les Streptocoques (pathogénes majeurs les plus fréquents chez la vache laitiere) et les

germes a Gram négatif (dont les entérobactéries) sont rarement impliqués.
L L’ existence de mammites virales est spécifique auix chévres (Bergonier et al., 1997).
1.6.3. Etiologie des mammites subcliniques

Lors de mammites subcliniques, les staphylocoques de type SCN tiennent une place
prépondérante avec 70% des cas (Chartier, 2009). Les principales espéces sont S. caprae, S

epidermidis, S xylosus, S. chromogenes et S. simulans.

En deuxiéme position, on trouve S. aureus, les streptocoques (contrairement a ce qui est décrit
chez la vache laitiere) et les entérobactéries sont plus rares (Figure 03) (Mais et Riipinen,
1991 ; Le Guillou, 1993; EIl Idriss et al., 1994 ; Contreras et al., 1995; Bergonier et al.,
1997 ; White et Hinckley, 1999 ; Contreraset al., 2003).

8% 4%
Bactéries Autres bactéries
Gram négatif

3%
Corynébactéries
6%
Streptocoques

8%
Staphylococcus
aureus

1%
Staphylocoques
coagulase
negative

Figure 03 : Etiologie des mammites subcliniques chez la chevre (Bergonier et al., 2003).

1.7. Traitement des mammites chez la chéevre

La rentabilité économique du traitement des mammites chez |a brebis et |a chevre doit étre prise
en compte. En effet, les frais & engager sont élevés par rapport a la valeur de I'animal et
les chances de guérison ne sont pas garanties. Les enjeux et les modalités du traitement sont

différents si I’ on est face a une mammite clinique ou a une mammite subclinique.
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s Mammitescliniques

Dans le cas d’une mammite aigué ou suraigué, I’objectif du traitement est de sauver I’animal
afin d’en permettre la réforme dans de bonnes conditions. Pour les mammites subaigués, la
récupération fonctionnelle du quartier peut étre obtenue mais ce n’est pas le cas le plus fréguent.
Letraitement sefait par voie locale et/ou générae:
= Traitement intramammaire : notons tout d'abord que les préparations antibiotiques
intramammaires faisant |I’objet d’'une AMM (Autorisation de Mise sur le Marché)
pour les petits ruminants sont tres rares. On utilise donc des produits pour bovins.

=  Traitement par voie générae: il repose sur I’ antibiothérapie.

Des traites fréguentes sont conseillées afin d’ @iminer au maximum les germes présents dans le
quartier. Elles peuvent étre précédées d'une injection d’ ocytocine afin de favoriser I’gection
du lait. En complément, on peut employer des anti-inflammatoires et mettre en place une
perfusion pour les cas graves (Bergonier et al., 1997 ; Matthews, 1999 ; Bergonier et al.,
2003).

« Mammites subcliniques

Dans le cas des mammites subcliniques, le but est la guérison bactériologique du quartier. Pour
cela, on met en ceuvre un traitement antibiotique intramammaire au moment du tarissement. Le
taux de guérison bactériologique chez la chevre est de 50 a 90% (Fox et al., 1992 ; Matthews,
1999). Ce traitement permet également de prévenir les nouvelles infections. La conséguence de
cette pratique est qu’en diminuant I’ incidence des mammites subcliniques, on limite les baisses
de production qui leur sont dues : ceci n'est pas négligeable pour |'éleveur puisque les

pertes en lait estimées sont de 7 & 17% chez les chévres atteintes (Baudry et al., 1997).

Une aternative au traitement intramammaire serait I’administration d antibiotiques par voie
intramusculaire lors du tarissement : cela permet d éviter les problemes de contamination
iatrogéne des mamelles. De plus, I'injection intramusculaire est bien mieux adaptée au
tratement de grands effectifs. Cependant, on manque de protocoles ayant fait |’ objet

d essais controlés (Bergonier et al., 1997 ; Bergonier et al., 2003).
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Chapitre Il : Caractérisation phénotypique et génotypique des staphylocoques
I1. Caractérisation phénotypique et moléculair e des staphylocoques
[1.1. Taxonomie et écologie des Staphylococcus spp.

I1.1.1 Taxonomie

Du point de vue taxonomique, le genre Saphylococcus appartient au phylum des Firmicutes, ala
classe des Bacilli et al’ ordre des Bacillales. Outre les Staphylococcus sp., la famille bactérienne
des Staphyl ococcraceae comprend quatre autres genres moins connus, Gemella, Jeotgalicoccus,

Macrococcus et Salinicoccus.

Les membres du genre Staphylococcus différent cependant de ceux du genre Micrococcus entre
autres par leur métabolisme anaérobie facultative, par un contenu en G+C compris entre 30 et
39% (contre 63 a 73% pour Micrococcus), par leur paroi contenant un peptidoglycane et des
acides teichoiques et par la présence de peptide oligoglycine dans les ponts peptidiques de la
paroi (LeLoir et Gautier, 2010).

I1.1.2. Habitat

L es staphylocoques sont des germes ubiquistes qui peuvent vivre :
e En bactéries saprophytes dans la nature (sols, air, eaux, aliments) ;
e En bactéries commensales sur la peau et les muqueuses de I'homme et des animaux
(mammiferes) ;
e En bactéries pathogénes, agents d'infections humaines ou animales qui peuvent étre
redoutables (Delarras, 2007).

[1.2. Caractéresbactériologiques

I1.2.1. Caractéres morphologiques

Les staphylocoques sont des cogques immobiles, isolés ou groupés en diplocoques ou, le plus
souvent, en amas plan de plusieurs ééments (du grec staphylo, grappe de raisin), diamétre
moyen 0.8 & 1 um. Apres coloration de Gram, ce sont des cocci Gram positif (Le Loir et
Gautier, 2010).
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I1.2.2 Caracteres biochimiques

De nombreuses études ont permis de dresser des profils métaboliques pour la plupart des espéces
de staphylocoques. Les principaux caracteres biochimiques pris en compte sont la production de
catal ase, |a capacité a métaboliser les sucres et la production d’ arginine dihydrolase (ADH).

Parmi les nombreuses especes et sous-especes de staphylocoques, seules dix-huit especes ont été
retrouvées chez |"homme dont certaines sont associées a des infections. La majorité n’'est

retrouveée que chez I’animal.

Les especes sont généralement classées en deux groupes sur la base de leur capacité a produire
une coagulase libre: les staphylocoques a coagulase positive (SCP), généralement considérés
comme pathogenes et |es staphylocoques a coagulase négative (SCN), réputés moins dangereux
(LeLoir et Gautier, 2010).

Saphylococcus aureus a longtemps été considéré comme le seul représentant des SCP, mais de
nouvelles espéces de staphylocoques a coagulase positive ont été récemment isolées:
Saphylococcus intermedius et staphylococcus hyicus. Mais, d une part, la coagulase n’est pas
toujours présente chez ces deux derniéres especes (Brisabois et al., 1997 ; Euzéby, 2013;
Leyral et Vierling, 2007) et d'autre part, elles sont beaucoup plus rarement présentes dans les
aliments que Saphylococcus aureus (De buyser, 2008).

I1.3. Facteursdevirulence et pouvoir pathogene
I1. 3.1. Pouvoir pathogene

Saphylococcus aureus demeure un des principaux pathogenes responsables de mammites chez
les ruminants, quoique de fagon trés variable selon les pays et les régions. Chez la vache laitiére,
de 5 a 30% de mammites cliniques et de 5 a 10% de mammites subcliniques sont dues a S.
aureus (Poutrel, 1985). Chez les petits ruminants, la fréquence des mammites subcliniques par
S aureus est plus faible que chez la vache, mais celle des mammites cliniques est plus forte
(Bergonier et al., 2003).

C’est une bactérie commensale et pathogéene de I’ homme comme de certains animaux. Lorsgu’il
devient pathogéne, S. aureus est responsable d’un spectre d’infections tres variées, en terme de
diversité comme en terme de gravité. Bactérie colonisant la peau et les muqueuses, son portage,
notamment nasal semble étre un facteur favorisant les infections a S. aureus. On distingue

physio-pathol ogiquement les infections suppuratives, liées a la multiplication bactérienne et a
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I’ expression de multiples facteurs de virulence responsables de I'invasion et de la destruction des
tissus de I’héte, des syndromes toxiniques, ou la production de toxines est majoritairement

responsable a elle seule des symptdmes cliniques.

Tableau 04: Infections cliniques les plus courantes a staphylocoques coagulase + (Le Loire et Gautier,
2010).

Espéces Hotes Infections
e Bovins Mammites, impetigo
. Moutons Mammites, dermatites, folliculites bénigne
e  Chévres Mammite, dermatite,
e  Porcs Botryomycose mammaire
S. aureus subsp. aureus . Chevaux Mammites, plaies de castration
. Chats Dermites, infections urinaires et suppurations diverses
. Chiens Dermites, suppurations diverses (rare)
e  Qiseaux Dindes : arthrites, septicémies
e  Qiseaux Poulets : arthrites
e  Chiens Pyodermites, métrites, cystites, otite externe, suppurations
diverses
S. intermedius
e  Chats Suppurations diverses
. Bovins Mammites (rare)
e  Porcs Dermatites exsudatives, arthrites
S. hyicus
. Bovins Mammites (rare)
. Moutons Lymphadénites, maladie des abces
S. aureus subsp. anaerobius
e  Chats Cystite et suppurations diverses
S. delphini e  Dauphins Lésions cutanées suppuratives
S. schleiferi subsp. coagulans e  Chiens Otites externes

[1.3.2. Facteursdevirulence

La pathogénie de S aureus et I’aspect multifactoriel des infections sont liés a la synthese de
nombreux facteurs de virulence dont la diversité peut s expliquer par la grande plasticité du
génome. Cette pathogénie implique trois classes de facteurs de virulence : les protéines sécrétées,
les protéines de surface et les composants de la paroi. Ces facteurs sont, soit codés par le
chromosome et présents chez presque toutes les souches, soit codés par des é éments genétiques

mobiles comme les tronsposons, les plasmides ou les phages (Le Loir et Gautier, 2010).
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Tableau 05: Facteurs de virulence potentiellement impliqués dans les mammites staphylococciques (Le

Loir et Gautier, 2010).

Facteurs de virulence

M écanismes d’ action

Fibronectin-binding protein FnBPA, FnBPB

Adhésion alamatrice extracellulaire

>
g': Pénétration dans les celules épithélides
3 mammaires
e  Microcapsules (CP5, CP8) Résistance ala phagocytose
g e Intercellular antigen (ica) Formation de biofilm ?
§- g e Biofilm associated protein (bap) Formation de biofilms?
@ 5’ e Acidelipoteichoique Réaction inflammatoire
& e  Peptidoglycane Inflammation, hypersensibilité retardée
e Hémolysine apha Cytotoxique pour les cellules épithéliales
mammaires
Cytotoxique pour les polynucléaires
Cytotoxiques pour les cellules endothéliales
Implication dans |les mammites gangréneuses
§ e  Hémolysine béta Cytotoxique pour les cellules épithdliaes
3 mammaires

L eucotoxines (hémolysine gamma, LUkM/F’)

Entérotoxines

Cytotoxique pour les polynucléaires et les
monocytes

Implication dans |les mammites gangreneuses

Perturbation de laréponse immunitaire

Un grand nombre de facteurs de virulence ont été identifiés dans le génome de S. aureus

permettant a cette espéece de provoquer des infections d’intensité et de symptomes trés variés.

Beaucoup d’ études épidémiologiques ont porté sur la présence ou |’ absence de certains genes
(Tableau 06) (Moore et Lindsay, 2001 ; Peacock et al., 2002).
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Tableau 06: Genes codants des facteurs de virulence potentiels associés aux souches de

mammite (Le Loire et Gautier, 2010).

Geénes associés aux souches isolées de mammites des ruminants

Tres forte fréquence, partagés avec souches d’ autres origines Hla, hig, spa
Fréquence particulierement élevée HIb, l[ukED

Genes particuliers aux souches de mammites Bap,lukMF’
Fréquence particulierement faible Sak

Geénes trés rarement isolés de souches de mammite Scn, chp, pv, eta, etb

Hla: hémolysine « ; hlg: hémolysine y ; spa: protéine A; hlb: hémolysine g ; IUKED : leucotoxine E/D ; bap :
biofilm associated protein (Bap); IukMF’ : leucotoxine M/F’ ; sak: staphylokinase; scn: staphylococcal
complement inhibitor (SCIN) ; chp : chemotaxis inhibitory protein of staphylococci (CHIPS) ; pvl : leucocidine de

Panton Valentine ; eta : exfoliatine A ; etb : exfoliatine B.

e ProténeA

Laprotéine A (Spa) est une des protéines de surface majeures chez S, aureus que I’on qualifie de
facteur de virulence pléiotropique, de part ses roles multiples dans I'interaction avec I’ héte lors
d uneinfection (LeLoir et Gautier, 2010).

e Régulateur agr

Le principa systeme régulateur controlant |’ expression des facteurs de virulence chez S. aureus
est le systéme agr (accessory gene regulator) (Kornblum et al., 1990). Ce systéme est I’un des
deux systémes du quorum sensing décrit chez S. aureus. Il est largement conservé parmi les
staphylocoques (Dufour et al., 2002). La communication intercellulaire via ce systéme affecte
I” expression de facteurs de virulence chez S aureus (Patten et al., 2001).

Chez S aureus, les souches qui ont ce systéme sont capables de synthétiser la toxine delta qui
agirait comme un surfactant et préviendrait |’adhésion des cellules aux surfaces (Vuong et al.,
2000). Il active la synthese d’ exotoxines permettant aux staphylocoques de s' échapper du site de
I"infection et de s’ étendre a de nouveaux sites (Yarwood et Schlievert, 2003 ; Yarwood €t al.,
2004).

Le polymorphisme de séquence du locus agr a permis de définir quatre groupes Agr |, 11, 111 et
V. Lavariabilité d Agr est corrélée ala phylogénie de S aureus; aingl, les quatre groupes Agr
refléteraient la dérive génétique du systeme Agr au cours de I’ évolution de I’ espéce (Le Loir et
Gautier, 2010).

~19 ~



Synthése bibliographique

e La(LPV) Leucocidinede Panton Valentine

La LPV est une toxine qui se compose des protéines LukS-PV et LukF-PV. Il existe 20 a 27%
d homologie de séguence entre les deux composés. Les deux composants sont sécrétés
séparément, puis s assemblent en octamere a la surface des cellules cibles. La formation d’un
pore dans la membrane cellulaire requiert la présence des deux composants de la toxine (Prevost
et al., 1995). In vitro, laLPV induit lalyse de plusieurs types cellulaires participant aux défenses
de |’ héte comme les polynucl éaires neutrophiles, les monocytes et les macrophages.

Impliguée dans les furonculoses chroniques et dans la pneumonie nécrosante (Gillet et al.,
2002). LaLPV, aforte concentration (200nM) induit la nécrose cellulaire des polynucléaires par
activation des canaux calciques et fuite osmotique du cytosol, et a faible concentration (10nM),
la formation de pores dans la membrane mitochondriale induisant |’ apoptose (Genestier et al.,
2005).

e Lestoxinessuperantigéniques

La toxine du choc toxique staphylococcique (TSST-1), et les entérotoxines se caractérisent par
leur activité superantigénique. Cette propriété tient au fait que ces toxines ont la capacité de se
lier d’une part a |’ extérieur des molécules du complexe majeur d histocompatibilité (CMH) de
classe Il des cellules présentatrices d antigenes et d’ autre part, aux récepteurs des lymphocytes
T, en reconnaissant certaines chaines VB. Ceci entraine une activation polyclonale des
lymphocytes T possedant une chaine reconnue. Cette activation polyclonale provoque une
production et une libération massive de cytokines pro-inflammatoire responsables de la survenue
de choc toxique (Proft et Fraser, 2003).

[1.4. Caractéristiques des mammites a SCP et SCN chez la chévre

Les infections mammaires les plus fréquentes chez |es ruminants laitiers sont provoquées par des
staphylocoques coagulase négatifs, mais les mammites dues a S. aureus s en distinguent par une
réaction inflammatoire plus forte ains que par un plus faible taux de guérison aprés traitement
antibiotique. Ces caractéristiques font de S. aureus un des trois pathogenes majeurs actuellement
en éevage laitier, avec Escherichia coli et Streptococcus uberis. A la différence des deux
derniers pathogenes, dont les habitats majeurs sont hors mamelle, on considére que le principal
réservoir de S aureus est intramammaire. En conséquence, il est possible d éradiquer les
mammites par S. aureus dans un troupeau, contrairement aux mammites collibacillaires ou

streptococciques (Le Loir et Gautier, 2010).
~ 20 ~



Synthése bibliographique

[1.5. Résistance aux antibiotiques des staphylocoques chez la chevre

Quatre grandes catégories de mécanismes de résistance concernent la plupart des especes
bactériennes d'intérét medical, y compris S. aureus. 1l s agit de mécanismes:

e Par modification deI’incorporation de I’ antibiotique ;

e Par inactivation enzymatique;;

e Par modification delacible;

e Par contournement métabolique.

Selon I'OMS une souche résistante est une souche qui supporte une concentration
d antibiotiques notamment plus éevée que celle qui inhibe le développement de la magjorité des
souches de la méme espéce. Cette éévation de CMI est directement liée a |’ acquisition d’un

mécanisme de résistance.

S aureus est une des espéeces bactériennes qui a su le plus s adapter ala pression exercée par les
substances antibiotiques en développement des mécanismes de résistance (Le Loir et Gautier,
2010).

[1.6. Typage moléculairede S. aureus

Saphylococcus aureus est I’ une des especes bactériennes qui ont été les plus caractérisees par
des méthodes de typages. Une panoplie de méthodes a été développée pour le typage de S
aureus, et laliste ne cesse de s allonger. D’ une fagcon générale, on distingue les méthodes basées
sur larestriction de I’ ADN, sur I'amplification d ADN par la polymerase chain reaction (PCR),
ou sur |”analyse de séquence(s) d' ADN.
Avec le développement des méthodes de sequencage, les méthodes basées sur |'analyse de
séquence (s) du génome sont de plus en plus utilisées. Parmi ces méthodes :

e Multi locus sequence typing (MLST)

e Spatyping

e Doublelocus sequence typing (DLST) (LeLoir et Gautier, 2010).
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|. Objectif del’ éude

Afin de mieux connaitre la place des staphylocoques en infections intramammaires dans les

élevages de chévres de la wilaya de Tizi-Ouzou, nous avons fixé comme objectifs :

+ Estimer la prévalence des infections intramammaires chez la chévre, en tenant compte
des aspects clinique et subclinique de la mammite.

£ Anayser lesrisgues relatifs aux infections intramammaires chez les chévres laitieres.

+ Evaluer le taux d'implication des staphylocoques en infections intramammaires chez la
chévre.

+ Etudier les profils d’ antibio-résistance des souches de staphylocoques isol ées.

+ Caractériser les génes de virulence des souches S. aureus responsables des mammites de

chévre.
1. Matériel et méthodes

L’ analyse bactériologique et moléculaire des laits mammiteux prélevés des élevages caprins a

Tizi-Ouzou a été réaisée au niveau du ;

¢ Laboratoire centra de I'Institut Technique d'éevage (ITELV) de Baba Ali -Alger-, afin
d'isoler, identifier et caractériser phénotypiquement |es souches de staphyl ocoques.

¥  Laboratoire de Microbiologie Médicale du Centre Hospitalo-universitaire “Mustapha Bacha’
a Alger, afin de confirmer les phénotypes des staphylocoques douteux et caractériser

génotypiguement les souches S. aureus.

L’ensemble des analyses et manipulations a nécessité le recours aux matériels et méthodes

indiqués ci-apres :
1.1 Matériel
» Milieux deculture
Milieux solides d'isolement: Géose au sang frais (GSF), gélose nutritive (GN), gélose

Chapman ; Milieu pour antibiogramme : Gélose Muller Hinton (MH) ; et gélose de conservation.
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» Matériel biologique

La souche de référence pour le contréle de qualité: Staphylococcus aureus ATCC 25923,

sensible alaméticilline.
» Réactifs spécifiques et autres

Réactif de CMT (Teepol), palette a quatre coupelles, boites Pétri simples et bi-compartimentées,
H.O; (catalase), plasma de lapin (coagulase), sang hépariné, disques d’ antibiotiques (Pénicilline,
Oxacilline, Céfoxitine, Tétracycline, Vancomycine, Erythromycine, Acide fusidique,
Gentamycine, Spiramycine, Ofloxacine et chloramphénicol), galeries API staph, ampoules d’ API
Staph Medium, Réactif VP1, VP2, NIT1 et NIT2, tampon 10X sans MgCl,, MgCl,,
désoxyribonucléotides, eau pour préparation injectable, taq polymérase, amorces, agarose, TBE
Buffer 10X, BET, colorant Blue/Orange Loading Dye, 100 pb Ladder.

» Appareillages

e Agitateur de tubes “VORTEX 7, étuves, bain Marie, hotte, bec Bunsen, autoclave,
thermocycleur, balance de précision, centrifugeuse, micro-ondes, trans-illuminateur,
MicroScan Wak Away 96 et un inoculateur Renok.

e Unité d’ dectrophorése comprenant des cuves, un générateur de courant (max 250 V,
100 mA) et peignes.

> Petit matérid

Pipettes Pasteur, tubes de prélévement stériles, seringues, gants, alcool éhylique a 70°, lingettes,
glaciere, micropipettes, portoirs, cones d aspiration, tubes eppendorf, chronometre de

|aboratoire, Erlenmeyer, plagues PC31, Prompt™.
[1.2. Méthodes

Dans le besoin de limiter les erreurs par exces et/ou par défaut lors de la progression de
I”’enquéte, notre rigueur était particuliérement focalisée sur les exigences de pré évements, de

transport, puis des anal yses microbiologique et moléculaire des échantillons.
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I1.2.1. Population d’étude et échantillonnage

11.2.1.1. Description delawilaya d’étude

La wilaya de Tizi-Ouzou est une wilaya cétiére, elle se situe dans la partie Nord Centre de
I’ Algérie. Schématiquement, cette région est un vaste bastion constitué d’ une succession de
chaines de montagnes toutes d’ orientation générale Est-Ouest et qui emprisonnent des plaines
dluviaes étroites.

Administrativement, elle est divisée en 67 Communes et 21 Dairas. Le relief de la wilaya de
Tizi-Ouzou est marqué par la succession et la juxtaposition de différents ensembles
topographiques, du Nord au Sud, disposée de lamaniére suivante :

e Lachaine citiére

e Lavaléedel’ oued Sebaou

e Lemassif degrande Kabylie

e Lazonecollinaire de Tizi-Guenif

e Ladépression de DraaEl Mizan

e Lachainede Djurdjura
11.2.1.2. Présentation des régions

¢ Ouacif : Commune et daira rurale de Kabylie, située au Sud de la wilaya de Tizi-Ouzou et

limitrophe de lawilaya de Bouira. Elle se situe a flanc de la montagne du Djurdjura.

¥ Massif d’Azeffoun: Il occupe la partie Nord-Est de la wilaya. Le relief est accidenté
dominé par les pentes supérieures a 12.5% exception faite de I’embouchure des petits oueds
cotiers.

& Massif cotier de Tigzirt : Le relief est assez peu accidenté. Les pentes varient entre 3% et
25% et |’atitude moyenne ne dépasse pas les 300m. Monticule rocheux a relief trés

accidenté, constitue lalimite du Sud de cette zone.
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Figure 04: Répartition des différentes communes d’ éude de la wilaya de Tizi-Ouzou.
[1.1.2.3. Echantillonnage

Pour mieux explorer sa variabilité écologique dans le milieu d élevage en Algérie, via une
sélection commode, différentes régions de lawilaya de Tizi-Ouzou ont été retenues pour la quéte
de staphylocoques responsables des infections intramammaires chez les chévres durant la
période alant du 5 Décembre 2015 au 30 Mars 2016. En |’absence d une base précise de
sondage, hous avons été obligés de mettre en application un plan d’ échantillonnage qui alieala
fois la commodité et le hasard. Pour ce faire, le choix des exploitations était fonction de la
disponihilité, alors que la taille de I’ échantillon était le résultat du hasard, car sauf les chevres

présentant une mammite, allaient étre prélevées.
[1.1.2.4. Déter mination delatailledel’ échantillon

Dans cette étude, le choix des animaux a été fait au hasard dans différents élevages de la wilaya
de Tizi-Ouzou. L’ &ge, le numéro de lactation et |e stade de lactation n’ont pas été pris en compte
dans le choix des animaux. Les prélevements ont été effectués tout simplement sur des femelles

en lactation. Latraite manuelle est la technigue effectuée dans tous les é evages.

L’ étude a concerné 17 élevages, a savoir 78, 100 et 88 chévres respectivement a Ouacif, Tigzirt

et Azeffoun, soit un total de 266 chevres sur lesquelles des prélévements de lait sur tubes stériles
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étaient effectués chez les chévres présentant des quartiers a mammites cliniques ou celles

révélées positives au test de CMT.
[1.2. Enquéte sur les mammites au sein des élevages
I1.2.1. Prospection des élevages

Au fur et a mesure des visites de fermes, des fiches de renseignement congues spécia ement pour
repérer les facteurs animaux et environnementaux favorisant I'installation des infections
intramammaires ont été remplies, suivant les révélations du chargé d’ élevage en tenant compte
de nos constations sur place. Les volets, descriptif des élevages, thérapeutique des mammites et

caractéristiques de latraite ont été développés dans lafiche d’ élevages (Annexel ).
[1.2.2. Examen clinique des mamelles

Les mamelles ont é&é examinées via inspection visuelle puis palpation pour révéler des
symptdmes de I’ inflammation associés ou pas a des éventuelles 1ésions du pis. De plus, du lait de
chague quartier est prélevé et inspecté pour d éventuels changements de couleur et de

consistance.
11.2.3. Dépistage des mammites subcliniques

Chez les chévres en phase post-colostrale, une fois le pis nettoyé d’ une maniére grossiere, ¢’ est
selon les procédures données par Quin et al. (1994), que le diagnostic de la mammite
subclinique par le CaliforniaMastitis Test (CMT) a été réalise.

De chague quartier, une fois les premiers jets diminés, une quantité suffisante de lait est traite
dans la coupelle correspondante de la palette de CMT, auxquelles une quantité égale du réactif
de CMT (Teepol) est rgoutée. Ainsi, un doux mouvement circulaire dans un plan horizontal est

assujetti ala palette pendant quel ques secondes.

~26~



Matériel et méthodes

C )

Figure 05: Technique de rédlisation du CMT

Le resultat de la réaction marque le niveau de destruction des cellules somatiques et de la
coagulation des acides nucléques. De ce fait, la positivité est fonction du degré de formation de

gel auquel on attribue une note allant de 0 a4 (pour lagrille de notation, Cf. tableau 02).

Figure 06 : Degrés de laréaction teepol-lait.

Une chevre est considérée atteinte d'une infection intramammaire si elle présente au minimum

un quartier positif au CMT méme en |’ absence d'isolement de micro-organismes. Vue la grande

.....

CMT est retenu dans notre enquéte.
[1.2.4. Collecte des préévements
=+ Préléevement des échantillons delait

Sur les femelles en lactation, les prélévements ont été effectués sur les quartiers présentant des

signes cliniques incluant au minimum ; une modification apparente du lait et/ou une modification
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du quartier ou un CMT+. Les prélévements de lait sont collectés, avant la traite du matin, selon
lesinstructions de National Mastitis Council (NMC, 1990).

Figure 07 : Dépistage des mammites cliniques et subcliniques.

4+ Techniquede préévement

Le quartier atteint d’ une infection intramammaire, est lavé par de I’ eau de robinet puis séché par
des lavettes uniques jetables. Aprés avoir lavé soigneusement nos mains, des gants jetables sont
enfilés. L’ extrémité du trayon est ensuite désinfectée avec un tampon de coton imbibé d’ a cool
éthylique a 70°, en débutant par le trayon le plus éloigné. La date, le numéro de I’animal et le
quartier prélevé sont les mentions notées sur |es tubes stériles avant chaque collecte d’ échantillon
de lait.

Apres éimination des premiers jets, le bouchon est 6té avec la main droite pour étre tenu entre
I'index et le médius de la main gauche. Le couple, tube et bouchon ont alors leur ouverture
dirigée versle bas, et ce afin d’ éviter toute contamination. Sitét, le trayon saisi de lamain droite,
est ramené en position latérale pour étre trait presque horizontalement dans le flacon a
prélévement. Ce dernier en position oblique au moment ou lelait gicle, est porté entre le pouce et

I’index de lamain gauche avec un bouchon porté par I’index et le médius orienté vers le bas.
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Figure 08: Dépistage des mammites subcliniques et technique de prélévement du lait.

Enfin, le flacon est rebouché avant redressement, puis placé immédiatement dans une glaciere a
4°C et transféré vers un congédlateur en attendant d'étre analysé. A I'inverse de I'ordre de
désinfection par I’alcool éthylique, I’ échantillonnage des deux quartiers a débuté par le trayon le

plus proche et terminé par le plus éoigne.
+ Conservation des prélévements

Les prélevements transportés dans une glaciére a 4°C sont par la suite conservés par congélation

a-18°C jusgu’ au moment de |’ analyse.
[1.3. Isolement et caractérisation phénotypique des souches de staphylocoques
11.3.1. Identification des staphylocoques
e Ensemencement des échantillons de lait

Apres homogénéisation des échantillons de lait décongelés au vortex pendant cing secondes, les
milieux: gélose nutritive additionnée de 5% du sang humain, Chapman contenus respectivement
dans les boites Pétri bi-compartimentées, ont éé ensemencés par 0.01 mL de lait chacun. Les

boites ensemencées, sont ensuite incubées a 37°C pendant 48h.
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Figure 09: Ensemencement des échantillons de lait.

Lecture: Apres incubation, un préévement est considéré positif une fois une croissance
minimale de 100 UFC/mL est détectée. Tout échantillon montrant plus de deux différents types
de colonies sont considérés contaminés (NMC, 1990). Outre, toutes les colonies d’ aspect

caractéristique ou non caractéristique sont soumises a un test de confirmation.

e Test delacatalase

Il S agit de mettre en évidence la présence de cette enzyme dans les bactéries. Pour cela, on racle
al’aide d'un cure dent une colonie isolée de la souche a tester et on la dissocie dans une goutte

d’ eau oxygénée déposée sur un fond propre et sec. La catal ase catal yse cette réaction :

H202 —> HZO + 02

Figure 10 : Technique de recherche de la catal ase.

Si la bactérie possede une catalase, il se produit un dégagement d oxygéne: on observe

immédiatement une effervescence. Sinon, aucune réaction ne se produit.
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e Test decoagulase

Ce test permet la recherche de la coagulase, exo-enzyme capable in vitro de coaguler le plasma
de lapin. Dans un tube a hémolyse stérile, on met un volume de plasma de lapin Bio-Rad
(préalablement reconstitué), auquel on rgjoute une colonie bactérienne puis on ferme le tube et
on laisse incuber &37°C pendant 18 a 24h.

Figure 11: Etapes de réalisation du test &la coagulase.

La coagulase induit une coagulation du plasma de lapin : on observe un caillot qui se forme en
guelques minutes a quel ques heures pour les bactéries a coagulase positive, alors que le milieu
reste liquide pour les bactéries a coagulase négative.

e Galerie API staph

APl Staph est un systeme standardisé utilisé pour diagnostic in vitro ainsi que pour controle
microbiologique.

La galerie APl Staph comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Ces
mi crotubes sont inocul és avec |a suspension bactérienne aidentifier.

Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages colorés
spontanés ou révelés par | addition de réactifs.

La lecture de ces réactions se fait a l’aide du tableau de lecture et I’identification est obtenue a
I"aide d’un logiciel d’identification.
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% Préparation del’inoculum

e A partir d'une culture pure de 18 a 24h sur milieu d’isolement approprié, des
colonies isolées et parfaitement identiques sont raclées al’ aide d' une pipette Pasteur.

e On prépare une suspension bactérienne homogeéne en déchargeant notre pipette dans
5mL deI’ampoul d’ API Staph Medium. L’ opacité de cette suspension doit étre égale
a0.5 Mc Ferland.

e Lasuspension bactérienne doit étre utilisée extemporanément.
% Préparation et inoculation dela galerie

e Del’eau distillée est mise sur le fond de la boite (partie alvéol ée) pour former une
chambre humide.

e Lagaerie est placée dans la boite d’'incubation et ses tubes sont remplis al’aide
d’ une pipette avec API Staph Medium ensemencé.

e DeI'huile de paraffine est additionnée pour créer une anaérobiose dans les tests
ADH et URE.

e Renfermer laboite et inscrire les références de la souche sur lalanguette latérale.

e Incuber a37°C pendant 24h.

Figure 12: Préparation et incubation des galeries API Staph.

& Lecture

e Aprésincubation, lire les réactions conformément au tableau de lecture (Annexe
I1) aprés addition desréactifs VP, VP2, NIT1, NIT2, ZYM A et ZYM B.

e Inscription des résultats sur lafiche de lecture.

e Identification al’aide du logiciel Apiweb ™.
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11.3.2. Test de sensibilité aux antibiotiques

L’ antibiogramme est le résultat d’éude in vitro de la sengibilité d’ une bactérie a différents
antibiotiques. Cette éude de I’ antibio-sensibilité qui a porté sur onze antibiotiques (Tableau 07),

a été réalisée par laméthode de diffusion sur gélose Muller Hinton.

Tableau 07 : Liste des antibiotiques utilisés pour |’ anayse de |a résistance des souches.

Classe d’antibiotique Antibiotiques Code Chargedu disque
Pénicilline P 10UI
B-lactamines Oxacilline OXA 5ug
Céfoxitine FOX 30ug
Erythromycine E 15U1
Macrolides ] )
Spiramycine SP 100pg
Aminosides Gentamycine GM 15ug
Fluoroquinolones Ofloxacine OFX 5ug
Glycopeptides Vancomycine VA 30pg
Tétracyclines Tétracycline TE 30Ul
Phénicolés Chloramphénicol C 30ug
Fusidanines Acide fusidique FC 10pug

% Préparation del’inoculum

A partir d’une culture pure de 18 a 24h sur milieu d'isolement approprié, des colonies isolées et
parfaitement identiques ont été raclées a I'aide d’'une anse de platine, qui est par la suite

déchargée dans 10mL d’ eau physiologique stérile a0.9%.
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Cette suspension bactérienne est homogénéisée. Son opacité doit étre équivalente a 0.5 Mc

Ferland. L’ gustement s opéere en goutant, soit de la suspension bactérienne, soit de |'eau
physiologique stérile.

Figure 14: Préparation des suspensions bactériennes pour antibiogramme.

%  Ensemencement

Un écouvillon en coton stérile est plongé dans I'inoculum et pressé doucement en tournant sur la
paroi interne du tube afin d' éliminer le liquide en excés retenu. L’ écouvillon est ensuite étalé sur
latotalité de la surface gél osée de haut en bas, en stries serrées.

L’ opération est répétée deux fois, en tournant la boite de 60° a chague fois, sans oublier de faire

pivoter |’ écouvillon sur lui-méme, puisfinir par le passer sur la périphérie de la gélose.

Figure 15: Préparation des boites, des écouvillons et des suspensions pour antibiogramme.
% Application desdisgues d’antibiotiques

Les disgues d antibiotiques ont été appliqués a I’aide de pinces bactériologiques stériles, en
veillant a ne pas mettre plus de six disques par boite Pétri.
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% Incubation

Les boites ont été incubées immédiatement aprés ensemencement a 37°C pendant 24h.

Figure 16: Application des disques et incubation des boites a 35.5°C et 30°C pour P et OXA.
% Lecture

Aprés incubation, un halo clair d’inhibition est créé autour de chaque disque d’ antibiotique. Les
diamétres des zones d'inhibition ont éé mesurés avec précision al’ aide d’ une régle en procédant
par transparence atravers le fond de la boite de Pétri fermée.

Une comparaison des différents diameétres obtenus aux diameétres critiques publiés par des
organisations reconnues telle que le Comité de I'antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie (CA-SFM, 2015), permet de répondre qualitativement si la souche bactérienne
étudiée peut étre classée comme sensible (S) ou résistante (R) al’ antibiotique présent sur chague
disque (Annexelll)

Figure 17: Estimation des diamétres des zones d'inhibition.
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I1.3.3. Conservation des souches

Afin de conserver les souches, ces dernieres étaient inoculées dans des tubes géloses de
conservation par piqire centrale, puis gardés a température ambiante jusqu'a anayse

moléculaire.
[1.4. Caractérisation phénotypique et génotypique des souches de staphylocoques
[1.4.1. Confirmation des souches au Walk Away

Aprés revivification des souches S. aureus préalablement conservées dans des tubes de
conservation , on passe au test Walk Away, test a télémaintenance, précis et fiable pour
I"identification et I’ antibiogramme, ou la mesure des CM1 est directe, ¢’ est-a-dire non calcul ée et

basée sur la croissance réelle de la bactérie dans chague puits antibiotique.

Trois technologies de lecture y sont intégrées: colorimétrie, fluorescence et turbidimétrie,
fournissant des résultats rapides d’identification en seulement 2h a 2h30 conduisant a des alertes
automatiques, identifications biochimiques les plus rapide. Pour ce faire on a suivi les étapes

suivantes :

+ Grace a une pointe calibrée standardisée du Prompt ™, I'inoculum rapidement et sans
ajustement de la concentration par turbidimétrie (5x10° UFC/mL) est prélevé araison de

2 a3 colonies pures et parfaitement identiques.

+ La pointe du Prompt ™ est par la suite introduite dans le flacon de préparation de la

suspension, qu’on ferme puis mélange au Vortex pour homogénéiser.

+ Cette suspension est versée sur le couvercle de la plaque PC31 “Pos Combo Panel Type

31” spécifique aux Staphylocoques.
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Figure 18 : Matériel pour analyse au Wak away.

<+ A partir de cette suspension, I'inoculateur Renok permet d'inoculer et réhydrater les
plaques MicroScan PC31 de fagon simple et rapide en une seule étape (42 secondes).

%+ La plague est ensuite fermée, débarrassée de I’ exces de suspension et introduite dans

I’ appareil Microscan Wak Away 96 préalablement réglé, pendant 24h.

Figure 19 : Préparation des plagues PC 31.

[1.4.2. Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

La PCR (Polymerase Chain Reaction), est une technique de réplication ciblée in vitro. Il s agit
d’une réplication de séguences spécifiques d'’ADN pour générer a des dizaines de milliards
d’exemplaires un fragment d’ ADN particulier a partir d'un extrait d ADN matriciel. Toutes les

souches ont été typées par cette méthode, passant par 3 étapes essentielles:
11.4.2.1. Extraction chaud-froid del’ADN

e Dans lasdle d extraction, en travaillant sous hotte, avec des gants sans talc, un volume de
100pL d'eau PPI (Pour Préparation Injectable) était transféré dans des tubes a eppendorf

portant chacun les références des souches a caractériser.
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e Par lasuite, au laboratoire, environs 8 & 10 colonies pures et identiques ont été raclées sous

hotte et ragjoutées dans les eppendorf qu’ on a mélangés rigoureusement.

Figure 20: Etapes de mélange de |’ eau PPl et des colonies S. aureus dans des eppendorf

e Leseppendorf ont été placées dans une centrifugeuse a +4°C a vitesse maximale pendant 10

minutes.

e Leculot aété par la suite récupéré, sous hotte dans la salle d extraction, puis additionné de
300uL d'eau PPI.

Figure 21: Centrifugation des eppendorf et récupération du culot.

e Leseppendorf ont été placés dans le bain marie a 100°C pendant 10min.

e Un bref passage des eppendorf a été effectué directement un par un dans un bac de glace.

~38 ~



Matériel et méthodes

Figure 22: Passage dans la glace apres 10 min &100°C.
e Une seconde centrifugation a +4°C a vitesse maximale pendant 10min a été effectuée.

e Danslasdle d extraction, sous hotte, le surnageant a été récupéré dans d’ autres eppendorf

portant les mémes références et gardé au congéateur pendant 24h, pour I’ étape suivante.

Figure 23: Récupération du surnageant dans des eppendorf portant les mémes références.
11.4.2.2. Amplification del’ADN

Avant de commencer I’amplification, nous préparons les mélanges réactionnels ou MIX des
différentes PCR.

& Préparation des mélanges réactionnels (MI1X)

Chague PCR doit contenir les réactifs suivants : le tampon 10X sans MgCl, (tampon spécia pour
PCR), le MgCl,, des désoxy-ribo-nucléotides (DNTP), de I’eau PPI, I’ enzyme Taq polymérase et

les amorces appropriées a chaque gene recherché.

Tous ces réactifs sont mélangés avec des proportions différentes selon les PCR effectuées
(AnnexelV).
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Une fois préparé, le MIX est rigoureusement mélangé au Vortex puis réparti dans des eppendorf
aPCR, araison de 35 ou 45 pL (selon la PCR). Puis 5 uL d’ ADN extrait sont gjoutés a chague

mélange. A ce stade |’ amplification peut commencer.

Figure 24 : Méange des MIX avec I’ ADN extrait dans des eppendorf.
% Amplification

Elle est réalisée dans un thermocycleur pendant environs 1h30, dans les conditions suivantes :
une étape de chauffage a 94°C pendant 5min suivie de 25 cycles répétés comportant chacun une
étape de dénaturation a 94°C pendant 30 secondes, d hybridation a 55°C pendant 30 sec et une
élongation & 72 °C pendant une minute puis est terminée par une derniere étape de chauffage a
72 °C pendant 7min.

Figure 25: Le mélange MIX-ADN dans e thermocycleur.

Chague PCR comportera :
¢ Untémoin négatif : sans ADN, ¢’ est-a-dire contenant uniquement le MIX.
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¢ Un témoin positif : contenant un mélange de plusieurs ADN préparés a partir de souches
identifiées contenant les génes codants pour |es toxines recherchées.

3. Révélation des fragments amplifiés
Les fragments d’ ADN amplifiés ont été révélés par électrophorese sur gel d’ agarose.
% Préparation du gel

Le gel d'agarose a été préparé a raison de 2g d’'agarose dans 120mL de tampon TBE Buffer
(tampon Tris Borate EDTA) préalablement dilué a 0.5X (selon la taille du support de

I’ électrophorese, le volume du gel pourra étre adapté).

Ce méange tampon agarose a été chauffé au micro-onde jusqu’ al’ obtention d'un liquide limpide
puis additionné d’ un agent révélateur :

% Le Bromure d éhydium (BET), araison de 100uL (deux gouttes) par 100mL de tampon.
Ce dernier étant sensible ala chaleur, il ne devra étre rajouté qu’ une fois que le mélange
aurarefroidi et atteint 45°C.

Figure 26: Préparation du gel d’ agarose avec le BET.

Le gel préalablement mélangeé est alors coulé au niveau du support de I’ électrophorése, en évitant
la formation de bulles d’air. Deux peignes y sont déposes puis on attend la solidification du gel

(au moins 30min) avant de déposer les amplifiats.
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Figure 27: Préparation du gel d agarose sur support d’ é ectrophorese.
% Dépodt des amplifiats et migration

Aprés solidification du gel, on le dépose soigneusement dans la cuve a éectrophorése en
superposant les puits sur les indicateurs de migration, puis on I’inonde de la solution TBE 0.5X
permettant I’ ouverture des puits pour un dépdt adéquat.

Dans chaque puits, 5pL d’amplifiat sont déposes, separés par deux dépdts de poids moléculaire
(100 pb Ladder) dans des puits assez proches pour permettre la lecture de part et d’ autre sur le
gel.

Figure 28: Dépbt des 100 paires de bases sur le gel d’ agarose.

Ces poids moléculaires, étant transparents, sont colorés avec deux gouttes du colorant
Blue/Orange Loading dye avant leur dépbt.
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Figure 29: Dépbt des amplifiats aprés coloration dans le gel d' agarose.

Lamigration sefait 4130 Volts pour une durée de 45min selon lataille des fragments d’ ADN (s
la taille des fragments a révéler est proche, la migration doit durer plus longtemps pour une
meilleure séparation) et de la taille du gel (plus le gel est petit (8puits), plus la migration est

courte).

Figure 30: Migration des amplifiats a 130 volts pendant 45min.
11.4.2.3. Révélation des amplifiats

Une fois la migration terminée, les produits de PCR ainsi séparés vont étre révélés grace a un

appareil transilluminateur : Molecular Imager Gel Doc™ XR+.

Aprés révélation des amplifiats, I'interprétation des résultats se fait en comparant la taille des

fragments révélés avec ceux du témoin positif.
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Figure 31: Révéation des amplifiats de PCR aprés migration.
[1.5. Synthése des données et analyse statistique

Aprés avoir codifié les questions et les réponses des questionnaires, |I’ensemble des données

recueillies ont été saisies et stockées dans un fichier Microsoft Excel.

Le traitement des données a été réalisé par le méme logiciel dont la comparaison entre les variables (les
pourcentages) a été rédisée a I'aide du test Chi-deux (x°), pour cela une valeur de P<0.05 est
considérée comme statistiquement significative. Les intervalles de confiance et les précisions

relatives étaient calculés selon les formules proposées par Toma et al. (2001).
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Conclusion générale

Conclusion générale

Les mammites demeurent I’ une des pathologies dominantes qui sévissent dans les élevages
des ruminants. Notre étude sur dix-sept élevages caprins, a permis d’ établir un certain nombre
de résultats relatifs a la situation des mammites a Saphylococcus chez les chévres de la

wilaya de Tizi-Ouzou.

La prospection des élevages montre que la situation est caractérisée par des prévaences
élevées des mammites chez la chevre. On enregistre en effet, sur le plan cheptel, individuel et
quartier des taux de 94%, 32.3% et 21.2% respectivement. De plus, la séparation des
chevreaux de leurs meres et le lavage régulier des mamelles avant la traite éaient associés a

des prévalences significativement plus éleveées.

Les analyses bactériologiques des laits de mammites cliniques et subcliniques indiquent un
niveau d'implication des staphylocoques de 24,8% et ce, a raison de 15.9% pour les
staphylocoques a coagulase négative et 8.8% pour les staphylocoques a coagulase positive.
De ces derniers, les especes: S. aureus (28.6%), S. chromogenes (14.3%), S. epidermidis
(10.1%), S. simulans (10.1), S. haemalyiticus (7.1%), S. lugdensis (7.1%), S. hyicus (7.1%), S.
sciuri (3.5%), S. caprae (3.5%), S xylosus (3.5%) et S. saprophyticus (3.5%) étaient
identifiées. Les souches isolées chez la chevre ont montré de faibles niveaux de résistance auix
antibiotiques, par rapport a celles impliquées dans les infections intraamammaires chez les

bovins.

Bien qu’ aucune souche de S. aureus ne porte les genes luk-S-PV et |uk-F-PV codant pour la
toxine “Leucocidine de Panton-Vaentine”, un marqueur de I’origine communautaire des
souches, 50% se sont montrées positives a une toxine super-antigénique (TSST), dont une
souche est issue d’un cas de mammite clinique. Ce résultat est a prendre en considération dans
les prochaines investigations sur la relation entre les mammites cliniques a S aureus et la
toxine du syndrome de choque toxique.

Enfin, les mammites a réservoirs mammaires restent un sérieux probleme tant dans les
infections cliniques que subcliniques. Pour en réduire I’ incidence et la prévalence, lamise en
place de plans de lutte contre les mammites se justifie donc pleinement. Il faut agir a deux

niveaux : limiter les nouvelles infections et diminuer les taux des infections existantes.
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Annexel : Fiche derenseignements des fermes (Mammites a Staphyl ococcus spp)

I-INFORMATIONS GENERALES

L-LI€U o e [ 12016 Lot-souchier N:.......cccoovveievnenns
P2t = d o [0 = 1 o o DepuisQuand :........ccccceevveivenennne
3-Nombre de professionnels :..........ccovveeieniineeieece e Nombre detrayeurs :.........ccccee....
4-Animaux élevés: Bovins ] Ovins ] Caprins ]
Oiseaux ] Canins ] Equins ]
5-Nombre de teteS CapringsS:.......cccocvvevereeeeeeerereeeeeee e NP o' encloS CP ©.eeveeveeeeeeeeeeans
8-Moded élevage: Intensif ] Semi-extensif [ Extensif ]
9-Tableau :
Catégories Chévres Chévres en lactation Boucs Chevreaux
Nombredet&tes | s | e | e | e
10-Typed élevage: Laitier ] Viandeux ] Mixte ]

I1-USAGE DES ANTIBIOTIQUES ET APPARITION DES RESISTANCES

1-Acquisition d’intrants récents (<1an) : Non[] Oui [] Nombre ©......ccceeeveveiene
(@ ¢ To ] 1= 1

2-Nombre d'interventions VELENNAITES PaIr @NNEE :........cceeeeieriererese e s eeeeseeseeseesee e ssessessessessesseens

3-Mammites cliniques récentes (<lan) :  Non [ Oui [] Nombre................

4-Les mammites cliniques sont-elles traitées : Oui [] Non [

5-Mammites rebelles au traitement ATB :  Non [] Oui [ Nombre:...............

6-Dépistage des mammites subcliniques: Oui [ Non []

7-Letarissement est il : Progressif [] Brusque []

8-Traitement ATB de mammites au tarissement:  Oui  [] Non []

9-Les chevreaux sont-ils séparésdeleursmeres: Oui [] Non []

10-Destination du lait : Consommation familiale [] Industrie transformatrice [
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I11-CARACTERISTIQUES DES PRATIQUESDE LA TRAITE

1-Modedetraite: Manuel [] Mécanique []

2-Les personnes responsables de latraite sont-elles: Les mémes[] Différentes []
3-Nettoyage systématique delamamelle: Oui [] Non []
4-Utilisation d'une lavette: Non [] Oui [l Individuelles []

Collectives ]

5-Essuyage : Oui [] Non []

6-Elimination des premiersjets : Oui [] Non [] Parfois []
7-Egouttage régulier en fin detraite : Oui [] Non []

8-Trempage des trayons aprés latraite: Oui [ Non ]

9-Traite apart les chévres amammites: Oui [ Non []
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Ficheindividuelle de dépistage des mammites
A : Atrophie; C: Clinique; S: Subclinique; Quartiers: Antérieur Gauche (AG) ; Antérieur
Droit (AD)

N° de
chevre

Elevage
d origine

N° de
lactation

Mois de
|actation

AG

AD

Observations cliniques
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L es observations cliniques a recher cher

ANOMALIESDETECTABLESA L'INSPECTION DE LA MAMELLE

Inspection Inflammation Palpation Aspect du lait
Pustules Rougeur Normale Normal

Verrues Chaleur (Edémateuse | Séreux

Ulcérations | Douleur Sclérotique | Hémorragique
Nodules Ganglions supra-mammaire réactionnels Présence de grumeaux
Abceés Présence de pus

Pustules: Lésions rougeétres circonscrites ala peau, contenant un liquide purulent.
Verrues: Formations cornées jusgu'a 2 cm de hauteur en développement sur la peau.

Nodules: Circonscrit, sphéroidaux, solide, sous-cutanée, ou Iésion du parenchyme.
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Annexell : Tableau delecturedes Api Staph.

) QTE
Tests Composants actifs o Reésultat
(mglcup.) Réactions/enzymes
Négatif Positif
0 Aucun i : “
Témoin négatif Rouge -
GLU D-glucose 1.56 (Témoin positif)(D-GLUcose)
FRU D-fructose 14 Acidification (D-FRUctose)
MNE D-mannose 14 Acidification (D-ManNosE)
MAL D-maltose 14 Acidification (MALtose)
LAC D-lactose 14 Acidification (LACtose) Rouge Jaune
TRE D-tréhalose 1.32 Acidification (D-TREhalose)
MAN D-mannitol 1.36 Acidification (d-MANnitol)
XLT Xylitol 14 Acidification (XyLiTol)
MEL d-mélibiose 1.32 Acidification (D-MELIibiose)
NIT1+NIT2/10min
NIT Nitrate de potassium 0.08 Réduction des NI Trates en nitrites Incolore-rose
rouge
péae 9
) ZYM A+ZYM B/10min
PAL B-naphtyl phosphate 0.0244 Phosphatase AL Caline ]
Jaune Violet
VP1+VP2/10min
VP Sodium pyruvate 1.904 Production d'acétyl méthyl-carbinol Incolore-rose ]
Violet-rose
pale
D-raffinose Acidification (RAFfinose)
RAF 1.56 o
D-xylose Acidification (XY Lose)
XYL 14 o
D-saccharose Acidification (SACcharose)
SAC 1.32 o Rouge Jaune
Methyl-aD- Acidification (Méthyl-aD-
MDG | d 1.28 - o)
ucopyranoside ucopyranoside
NAG JHieopy ) 1.28 _ -|.3y _ )
N-acétyl-glucosamine Acidification (N-Acétyl-Glucosamine)
- o Orange-
ADH L-arginine 1.904 Arginine DiHydrolase Jeune
rouge
Rouge-
URE urée 0.76 UREase Jaune

violet
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Annexelll : Limites acceptables des diamétres d’inhibition (mm) obtenus par diffusion en
gélose (SFM, 2015)

Classe d’'ATB o . Diamétres critiques
Antibiotiques Charge du disque

Résistant Sensible
B-lactamines Pénicilline 10UlI <29 >29
Oxacilline 5ug <20 >20
Céfoxitine 30ug <25 >27
Macrolides Erythromycine 15Ul1 <17 >22
Spiramycine 100pg <14 >18
Aminosides Gentamycine 15ug <14 >16
Fluor oquinolones Ofloxacine 5ug <20 >20
Glycopeptides Vancomycine 30pg - >15
Tétracyclines Tétracycline 30Ul <17 >19
Phénicolés Chloramphénicol 30ug <19 >22
Fusidanines Acide fusidique 10ug <24 >24
AnnexelV : Méangesréactionnels (MIX)
Tableau 1: Mix pour amplification du gene gyr
Réactifs Quantitéen pL pour un essai
Tampon 10X sans MgCl, 5
MgCl,50 mM 25
Amorces 3
DNTP
Eau PPI 85
Taq polymérase 0.25
Tableau 2 : Amplification desgenesagrl, agrll, agrlll, agrlV,
Réactifs Quantitéen pL pour un essai
Tampon 10X sans MgCl, 5
MgCl,50 mM 25
Amorces: agrl, agr2, agr3, agr4, Pan agr 75
DNTP 1
Eau PPI 4

Taq polymérase 0.25
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Tableau 3: Mix pour amplification du gene tsst

Réactifs

Quantitéen L pour un essai

Tampon 10X sans MgCl,
MgCl, 50mMm

Amorces

DNTP

Eau PP

Taq polymérase

5
5
15
4
19
0.4

Tableau 4 : Amplification du géne pvi

Réactifs

Quantité en pL pour un essai

Tampon 10X sans MgCl,
MgCl, 50 mM

Amorces

DNTP

Eau PPl

Taq polymérase

5
25
6
1
55
0.40u05




