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Résumé :

La mammite bovine est 'une des maladies les plus importantes dans I’industrie laitiere et
ayant un impact négatif sur 1’économie et le bien-étre des animaux. Les agents étiologiques
incluent une variété de bactéries gram-positives et gram-négatives. Ces derniers peuvent étre
soit contagieux (Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Mycoplasma spp.) ou
environnementaux (Escherichia coli, Enterococcus spp. Staphylococcus coagulase-négatif,
Streptococcus uberis). L’amélioration des pratiques sanitaires, notamment une hygiene
rigoureuse lors de la traite, I'application de désinfectants post-traite sur les trayons, ainsi que
I’entretien régulier des machines a traire, constitue une stratégie essentielle pour prévenir
I’apparition de nouveaux cas de mammite. Toutefois, le traitement des cas actifs de mammite
repose encore principalement sur I'usage d’antibiotiques. En outre, I’échec du traitement
entraine une utilisation accrue d’antibiotiques dans I’industrie laitiere, car certains de ces cas
de mammite pour des raisons inconnues ne sont pas résolus malgré le traitement antibiotique
standard. Les infections chroniques par le biofilm sont connues pour étre difficiles a éradiquer
avec des antibiotiques et la formation de biofilm pourrait &tre une explication possible pour
les cas de mammite qui ne sont pas résolus par un traitement standard. Cette revue donne un
apercu sur les mammites bovines sous les aspects des facteurs de risque, du contréle et des
traitements, de la formation de biofilm par les bactéries impliquées et des alternatives

thérapeutiques émergentes dans le contréle des infections intramammaires.

Mots clés: antibiotique, bactéries, biofilm, échec thérapeutique, mammite bovine,

prévention.



Abstract:

Bovine mastitis is one of the most important diseases in the dairy industry and has detrimental
impact on the economy and welfare of the animals. The etiological agents include a variety of
gram-positive and gram-negative bacteria, and can be either contagious (Staphylococcus
aureus, Streptococcus  agalactiae, Mycoplasma spp.) or environmental (Escherichia
coli, Enterococcus spp., coagulase-negative Staphylococcus, Streptococcus uberis).
Improving sanitation such as enhanced milking hygiene, implementation of post-milking teat
disinfection, maintenance of milking machines are general measures to prevent new cases of
mastitis, but treatment of active mastitis infection is dependant mainly on antibiotics. Further,
treatment failure results in increased antibiotic use in the dairy industry, as some of these
mastitis cases for unknown reasons are not resolved despite standard antibiotic treatment.
Chronic biofilm infections are notoriously known to be difficult to eradicate with antibiotics
and biofilm formation could be a possible explanation for mastitis cases that are not resolved
by standard treatment. This review provides an overview of bovine mastitis in the aspects of
risk factors, control and treatments, biofilm formation of the involved bacteria and emerging

therapeutic alternatives in the control of the intramammary infections.

Keywords: Antibiotic, bacteria, biofilm, bovine mastitis, prevention, treatment failure
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Introduction

Introduction

Les mammites sont les pathologies les plus colteuses en élevage laitier et leur diagnostic est
I’une des clés pour limiter leurs effets. Les pertes économiques se justifient d’une part, par le
faible rendement des mamelles infectées, les traitements vétérinaires, les saisies de lait ainsi
que la réforme prématurée des vaches, et d’autre part, par la baisse de la qualité¢ hygiénique et

nutritive du lait et de ses produits dérivés (Peton et Le Loir, 2014 ; Fartas et al., 2017).

La mammite est une maladie multifactorielle, résultant généralement de [I’interaction
complexe entre plusieurs facteurs liés a 1’hote, aux agents pathogenes, a ’environnement et
aux pratiques de gestion. Les causes étiologiques de cette pathologie sont nombreuses et
variées, impliquant une grande diversité de microorganismes capables de provoquer une

inflammation de la glande mammaire (Kibebew, 2017).

Les bactéries étant les agents pathogenes les plus fréquemment impliqués dans les cas de
mammite, ’antibiothérapie constitue encore aujourd’hui le traitement le plus couramment
utilisé chez les vaches laitieres. Toutefois, I’efficacité de cette approche est de plus en plus
compromise par I’émergence de souches bactériennes résistantes aux antibiotiques les plus

fréquemment administrés dans ce contexte (Bengtsson et al., 2009).

Un autre facteur aggravant reside dans la capacité de certaines bactéries a former des biofilms.
Sous cette forme, les micro-organismes presentent une tolérance accrue aux antibiotiques et
aux désinfectants, comparativement a leur forme planctonique (Yannick et al., 2014 ; Pamela,
2017). Cette résistance structurelle réduit considérablement I’efficacité des traitements et
complique I’¢limination des infections chroniques. Ces phénomenes posent un défi majeur en
matiere de santé animale, de qualité du lait et de sécurité alimentaire, soulignant I’importance
cruciale de la prévention, de la biosécurité et de la mise en ceuvre de bonnes pratiques

d’¢levage dans la lutte contre la mammite

L’objectif de ce travail est de proposer une synthése bibliographique actualisée des
connaissances relatives a I’identification des bactéries responsables des mammites bovines, a

leur capacit¢ a former des biofilms, ainsi qu’a leurs profils d’antibiorésistance.
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Chapitre 1 : Physiologie de la mamelle des vaches et composition du lait

1. Anatomie et physiologie de la mamelle des vaches
1.1. Anatomie de la mamelle des vaches

Chez la vache, la mamelle est constituée de quatre trayons disposés en région inguinale,
appelés quartiers, qui ensemble forment le pis. Chaque quartier est structuré autour de deux
éléments principaux : un corps glandulaire et un trayon (ou papille), au bout duquel se trouve
un unique orifice papillaire par lequel s’écoule le lait. Le maintien et la stabilité du pis sont
assurés par un ensemble de structures de soutien appelées appareil suspenseur. Le ligament
suspenseur médian, composé de tissu fibreux élastique, est ’élément de soutien principal. T1
sépare les quartiers gauche et droit et joue un double réle essentiel : maintenir le pis en
position malgré son poids important pouvant atteindre plus de 50 kg chez les vaches a haut
rendement et limiter la communication entre quartiers afin d’éviter la propagation d’agents
pathogenes (Barone, 2001). Un ligament latéral, forme de tissu conjonctif plus rigide et moins
élastique, enveloppe quant a lui la partie supérieure du pis, contribuant a la stabilité de la
structure (Rémy, 2010).

1.2. Conformation interne de la mamelle

Chaque quartier mammaire abrite une glande mammaire et un réseau de conduits lactiferes

qui convergent vers une unique citerne lactifere (figure 1).

l_— Réseaux veineux et

artériels

Lobule

Ti onctif ; : «———— Réseau lymphatique
Issu conjonctif ————>

A

Canaux . ’
N\ \@t™
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Y, '
Trayon ;1 £ "
: .

Figure 1 : Anatomie de la glande mammaire de la vache (Charton, 2016)
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Cette citerne est subdivisée en deux parties : la citerne glandulaire, située dans le corps du
quartier, et la citerne papillaire, située dans le trayon. La glande mammaire est constituée de
lobes, eux-mémes divisés en lobules. Chaque lobule est formé d’un ensemble d’alvéoles, qui

sont les unités fonctionnelles responsables de la synthése du lait (Barone, 2001).

1.3. Alvéoles mammaires

L’alvéole appelée aussi acini mammaire représente le tissu sécréteur de lait de la mamelle et
est entourée de stroma. Il est constitue de lactocytes internes : ce sont des cellules épithéliales
mammaires productrices de lait un réseau artério-veineux périphérique apportant les
nutriments, un canal galactophore qui évacue le lait une fois synthétisé dans la citerne
glandulaire et des cellules myoépithéliales externes dont la contraction et la production de
I’ocytocine : une hormone transportée par voie sanguine provoquant la contraction des
cellules myoépithéliales et sa sécrétion est stimulée par I’éjection des premiers jets
(stimulation tactile du trayon). La citerne papillaire débouche directement dans le canal puis
le sphincter papillaire du trayon, la porte de sortie du lait (Barone, 2001 ; Charton, 2016).

Un tissu non sécréteur (stroma) entoure et recouvre le tissu sécréteur de la mamelle. Il est
constitué de tissus conjonctifs : un tissu lache qui entoure les alvéoles et les regroupent en
lobules divisés en lobes et qui joue le role d’un réservoir d’énergie requise pour la syntheése du

lait et un autre dense qui est formé des deux ligaments médian et latéral (Charton, 2016).
1.4. Conformation du trayon

Le trayon est une structure cylindrique, creuse, mesurant généralement entre 5 et 7 cm de long
pour un diamétre de 2 a 4 cm. Sa paroi, élastique et riche en fibres musculaires lisses, confere
au trayon une grande souplesse, facilitant ainsi la traite (Rémy, 2010). Anatomiquement, il se
situe en dessous de la citerne glandulaire et joue un role essentiel dans le passage et I’éjection
du lait. La transition entre la citerne glandulaire et le trayon est marquée par un relief
annulaire nommeé cercle veineux de Furstenberg. Celui-ci précede la citerne papillaire, qui se
termine a son tour par la rosette de Furstenberg, un anneau de tissu lymphocytaire impliqué
dans la reconnaissance immunitaire des agents pathogenes (Barone, 2001).

A Textrémité du trayon se trouve le canal du trayon, dont la paroi interne est tapissée de
kératine. Cette couche kératinisée agit comme une barriére physique en retenant les bactéries
et en limitant leur entrée dans la glande mammaire. Enfin, le canal se termine par le sphincter
papillaire, un mécanisme de fermeture musculaire assurant 1’étanchéité du trayon entre les

traites (Barone, 2001).
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2. Principaux composants du lait de vache

Le lait de vache est sécrété par la femelle aprés la mise bas, dans le but premier de nourrir son
veau. Ce liquide biologique constitue également un aliment de base dans I’alimentation
humaine, consommé a 1’état cru ou transformé. Il présente une composition nutritionnelle
compléte, comprenant les trois principaux macronutriments : glucides (notamment le lactose),
lipides et protéines ainsi que des sels minéraux tels que le calcium et le phosphore, et
plusieurs vitamines (Grenon et al., 2004).

2.1. Composition biochimique du lait de vache
2.1.1. Principaux macronutriments

Le lait est composé a plus de 88 % d’eau, ce qui en fait un aliment trés hydratant. Parmi les
macronutriments du lait entier, les glucides représentent environ 43 %. Le principal glucide
présent est le lactose, un disaccharide formé d’une molécule de galactose et d’une autre de
glucose. Sa concentration dans le lait de vache reste tres stable tout au long de la lactation, se
situant entre 48 et 50 g/L.

Le lait contient environ 29 % de lipides, constitués principalement d’acides gras saturés et de
cholestérol. Quant aux protéines, elles représentent environ 28 % des macronutriments. Leur
concentration dans le lait est évaluée a I’aide du Taux Protéique, généralement situé entre 34
et 35 g/L (Leymarios, 2010). Parmi les protéines d’origine lactique, les caséines représentent
80% des protéines du lait de vache, les 20% restants étant des protéines dites « solubles »
comme par exemple les immunoglobulines. Dans le lait les caséines forment des micelles
stabilisées entre elles par des ponts de calcium. Ces protéines possédent un certains nombre de
caractéres communs, tels que la présence de phosphore sous forme de groupements
phosphoséryls et leurs richesses en certains acides aminés (leucine, proline, acide
glutamique). Néanmoins, elles se distinguent les unes des autres par le nombre de résidus
phosphoséryls, la présence ou non de cystéines et de dérivés glucidiques, et la teneur en

certains acides aminés (thréonine, tyrosine, proline par exemple) (Croguennec et al., 2008).
2.1.2. Minéraux

Les minéraux ne représentent que 7 g/L de lait de vache produit, mais assurent cependant des
propriétés nutritionnelles majeures. Le lait est une source de calcium (1.25¢/L): 100 g
(environ 100 ml), couvrent plus de 10% de I’apport nutritionnel conseillé par jour pour un

adulte en calcium et en phosphore. Il contient d’autres minéraux a savoir le potassium (1,6
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g/L), le phosphore (1 g/L), le chlore (1,1 g/L), le sodium (0,425 g/L) et le magnésium (0,4
g/L) (Gaucheron, 2004).

2.1.3. Vitamines

Le lait contient plusieurs vitamines essentielles, notamment les vitamines B12, B2, B3, B5, A,
C et D. Une portion de 100 g de lait fournit environ 12 % des apports nutritionnels
recommandés en vitamine B12, environ 10% pour les vitamines B2 et B3, ainsi qu’environ
5% des apports journaliers recommandés en vitamines A, B5 et D.
Par ailleurs, apres écrémage, le lait est parfois enrichi en vitamines afin de compenser la perte

de certaines vitamines liposolubles (Gaucheron, 2004).
2.2. Lait de vache : enjeux sanitaires et transformation

En raison de sa richesse en nutriments, le lait est un substrat hautement perissable,
particulierement sensible a la prolifération bactérienne. Certaines bactéries, lorsqu’elles
contaminent le lait, en modifient rapidement les caractéristiques physico-chimiques,
notamment par la production d’acide lactique via la fermentation du lactose. Ce processus
entraine 1’acidification du milieu, suivie de la coagulation des protéines, dégradant ainsi la
qualité du produit. A I’état cru, le lait peut également étre vecteur de bactéries zoonotiques,
représentant un risque sanitaire pour I’Homme. Parmi les pathogenes les plus préoccupants
figurent les agents responsables de la brucellose, de la tuberculose bovine et de la listériose
(Kunda et al., 2007).

Par ailleurs, le lait contient naturellement des cellules somatiques, principalement des
leucocytes, en quantité normale de 100 000 a 200 000 cellules/ml chez une vache saine. Ces
cellules ne sont pas toxiques en elles-mémes, mais leur concentration constitue un indicateur
clé de la santé mammaire. Une augmentation du comptage cellulaire somatique (CCS) est
généralement le signe d’un processus inflammatoire ou infectieux, tel qu’une mammite

affectant un ou plusieurs quartiers de la mamelle (Clegg et al., 2013).
2.3. Propriétés physico-chimiques du lait

Les principales propriétés physico-chimiques utilisées dans I’industrie laitiére sont le point de
congélation, I’acidité, et la densité. Un lait de vache frais a un pH compris entre 6,6 et 6,8. Le
colostrum est plus acide que le lait normal, tandis que le lait de fin de lactation et le lait
mammiteux ont généralement un pH plus élevé, se rapprochant du pH du sang. Son point de
congeélation est situé entre -0,54 °C et — 0,55°C. Ce critére est I’'une des caractéristiques

physiques les plus constantes. Toute variation supérieure a -0,54°C est un indice de mouillage.
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Il permet la détection du mouillage du lait a partir de 3%. L'abaissement du point de
congélation peut aussi étre causé par la subdivision du lactose en plusieurs molécules plus
petites. Il peut aussi servir a évaluer le degré d'hydratation des protéines. La densité normale
du lait de vache se situe autour de 1030 & 1035. Elle est la résultante de la densité de chacun
de ces constituants. Pour le lait entier, il convient de mesurer la densité a 30°C pour que les
matieres grasses soient a I'état liquide, car autrement, a I'état solide, les matiéres grasses ont
une densité supérieure et variable. S'il y a présence d'air dans le lait, la densité sera plus faible
(Vignola, 2002). La densité des constituants laitiers a 30°C s'établit comme suit : matiéres
grasses : 0,913 ; extrait sec dégraissé : 1,592 ; lactose : 1,63 ; protéines : 1,35.

.o Point d'ébullition du lait est de 100,5°C.

Comme pour le point de congelation, il est en fonction du nombre de particules en solution et
par conséquent, il augmente avec la concentration du lait et diminue avec la pression. Ce
phénomene est appliqué dans les procédés de concentration du lait. En revanche, I’acidité

titrable d’un lait frais est de 16 & 18°Dornic (°D) (Jeantet et al., 2017).
2.4. Composition microbiologique du lait

Le lait contient une flore originelle : microbienne ou fongique d’intérét technologique, qui
contribuent positivement & sa transformation. Elle est de I’ordre de moins de 10% germes par
ml s’il est prélevé dans de bonnes conditions et issu d’un animal sain (Guiraud, 1998). Méme
a la sortie de la mamelle, le nombre de germes reste faible, malgré la température du lait, sa
richesse en eau et sa teneur en glucides car le lait présente un pouvoir bactériostatique d’ou
une multiplication quasi-inexistante pendant quelques heures suivant la traite. En revanche, il
peut aussi étre contaminé par des flores d’altération, qui n’ont pas de danger sanitaire pour le
consommateur, ou par des flores pathogenes susceptibles d’engendrer des maladies chez
I’homme (Michel et al, 2001). La présence de germes pathogenes est due a un état
pathologique avec ou sans infection du pis. Il peut étre le siége d'une contamination
microbienne surtout a la ferme dont les sources sont multiples (féces, sol, air, eau, animal,
litiere et aliments, manipulateurs, équipements de traite et de stockage du lait, insectes ...etc.)
(Borreani et al, 2019).

2.4.1. Bactéries lactiques

Certaines bactéries transforment le lactose en glucose et galactose, puis en acide lactique, ce

qui se produit idéalement a une température comprise entre 30 et 40°C. Lorsque la
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concentration en acide lactique atteint 6 a 7 g/L, la caséine se coagule, provoquant le «
tournage » du lait a température ambiante.

La mesure de I’acidité du lait est un indicateur important de sa qualité. Elle s’exprime en
degré Dornic (°D), qui correspond a la quantité de décigrammes d’acide lactique par litre de
lait. Un lait frais affiche généralement une acidité de 16 & 17°D, et il coagule a 1’ébullition
lorsque ’acidité atteint 22 a 23°D.

Parmi les bactéries lactiques les plus courantes et importantes, on trouve : Lactococcus, les

Lactobacilles, les Streptocoques thermophiles et Leuconostoc (Callon et al, 2011).

2.4.2. Bactéries saprophytes

Ces germes indésirables peuvent se multiplier en grand nombre si la collecte du lait n’est pas
effectuée dans des conditions d’hygiéne rigoureuses. Parmi eux, on trouve notamment les
bactéries coliformes, qui, en raison de leur origine fécale, sont utilisées comme indicateurs
de pollution. D’autres bactéries telles que Bacillus et Pseudomonas peuvent également étre
présentes. Ces micro-organismes peuvent provoquer des troubles digestifs, notamment des

vomissements, des douleurs abdominales, et parfois des diarrhées (Vignola, 2002).
2.4.3. Bactéries pathogénes

Outre les germes saprophytes et lactiques naturellement présents dans le lait, on peut parfois y
détecter des bactéries pathogenes et leurs toxines, telles que Escherichia coli, Salmonella,
Listeria  monocytogenes,  Staphylococcus aureus,  Streptococcus, entre  autres.
Ces micro-organismes représentent un danger pour la santé publique. C’est pourquoi il est
obligatoire de les éliminer par des traitements thermiques avant toute transformation du lait
cru.

Par ailleurs, d’autres contaminants posent également probléme dans I’industrie laitiére,
notamment les résidus d’antibiotiques présents dans le lait ainsi que certaines substances

chimiques toxiques telles que les dioxines, le plomb, les pesticides, etc. (Berthelot, 2018).
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1. Définition et importance
1.1. Définition de la mammite

La mammite est définie comme une inflammation d’un ou de plusieurs quartiers de la glande
mammaire. Elle touche principalement les animaux domestiques impliqués dans la production
laitiére, tels que les vaches, qui en sont les principales victimes. Dans la majorité des cas,
cette affection résulte d’une infection bactérienne ascendante, pénétrant par le canal du trayon

(Barlow, 2011 ; Royster et Wagner, 2015).

La mammite se manifeste par une élévation du nombre de cellules somatiques dans le lait,
accompagnée de modifications physico-chimiques altérant la qualité du lait. En fonction de la
présence de signes cliniques, on distingue deux formes de mammite : la mammite clinique,
caractérisee par des symptomes visibles, et la subclinique, plus discréte mais non moins
préjudiciable, car souvent persistante et difficile a détecter (Royster et Wagner, 2015 ;
Vedrine, 2019).

1.2. Importance des mammites
1.2.1. Impact sur la santé et la productivité

Les formes séveres de mammite peuvent entrainer la mort ou la réforme anticipée des vaches
atteintes. Le colt associ¢ a la perte d’un animal dépasse souvent sa simple valeur marchande,
puisqu’il inclut également la marge bénéficiaire perdue correspondant a la portion non
achevée de sa lactation. A I’échelle mondiale, les taux de mortalité liés a la mammite sont
particuliérement €levés dans certains contextes, notamment lorsque la prévalence d’infections

a bactéries Gram-négatives en particulier les mammites colibacillaires est importante.

Sur le plan économique, la mammite constitue une charge significative pour les producteurs
laitiers, car elle augmente les colts de production tout en réduisant la productivité. Les pertes
économiques engendrées peuvent étre regroupées en deux grandes catégories : la diminution
de la production de lait et le rejet du lait devenu impropre a la consommation (Asfaw et
Negash, 2017).

1.2.2. Effets sur la qualité et la sécurité du lait

La production d’un lait de haute qualité constitue 'un des objectifs essentiels de 1’élevage
laitier. La mammite, en plus de réduire les rendements laitiers et les profits des producteurs,
entraine des pertes économiques importantes pour les transformateurs, en raison de la

détérioration de la qualité du lait. Cette dégradation est souvent associée a une concentration
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cellulaire élevée, généralement détectée lorsque le lait de tank contient plus de 400 000
cellules somatiques par millilitre. Une large gamme de produits laitiers, notamment le
fromage, peut étre affectée par cette mauvaise qualité. Le rejet du lait contaminé engendre
également des pertes économiques considérables, comparables a celles causées par la baisse
de la production laitiére (Asfaw et Negash, 2017).

1.2.3. Impact sur la santé publique

Le lait, qu’il soit cru ou transformé, constitue un vecteur bien établi pour divers agents
pathogenes affectant ’humain. Lorsqu’il provient de vaches infectées, il existe un risque de
contamination bactérienne, rendant le lait impropre a la consommation. Cette contamination
peut entrainer des intoxications alimentaires ou, plus rarement, servir de vecteur de
transmission de maladies a I’homme. Des pathologies telles que la tuberculose bovine ou
certaines infections a streptocoques peuvent notamment étre transmises par ce biais (Asfaw et
Negash, 2017).

2. Classification des mammites
2.1. Mammites cliniques

La mammite clinigue se manifeste par une apparition soudaine de signes visibles
d’inflammation au niveau de la glande mammaire. Elle se caractérise par un gonflement, une
rougeur, une chaleur anormale et une sensibilité accrue des quartiers touchés. Ces signes
locaux sont souvent accompagnés d’une diminution de la production laitiere et d’une
altération notable du lait, qui peut contenir des caillots, des flocons, ou présenter une
consistance anormalement aqueuse. Dans les cas plus severes, des signes systémiques peuvent
apparaitre, tels que de la ficvre, une perte d’appétit (anorexie) et un état général dépressif de

I’animal (Khan et Khan, 2006).

2.2. Mammites subcliniques

La mammite subclinique se distingue par I'absence de signes cliniques apparents au niveau de
la mamelle ou du lait. Toutefois, elle entraine une diminution de la production laitiere et une
augmentation significative du nombre de cellules somatiques (CCS), indicateur clé
d’inflammation. Cette forme de mammite est souvent plus marquée chez les vaches agées que

chez les génisses en premiere lactation.

Il existe une relation inverse bien établie entre le CCS et le rendement laitier : plus le CCS est

élevé, plus la production diminue. Chez les vaches en bonne santé, le lait provenant de
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quartiers non infectés contient généralement moins de 200 000 cellules somatiques par
millilitre. Un CCS supérieur & 300 000 cellules/ml est considéré comme anormal et refléte une

inflammation intramammaire, méme en I’absence de symptomes visibles.

Les études montrent que le lait normal présente naturellement un niveau de CCS compris
entre 100 000 et 150 000 cellules/ml. Toute augmentation au-dela de ces valeurs témoigne
d’un déséquilibre dans le processus de sécrétion mammaire, souvent caus¢ par une infection

latente (Khan et Khan, 2006).
3. Etiologie des mammites

La mammite est une maladie multifactorielle, résultant généralement de I’interaction
complexe entre plusieurs facteurs liés a 1’hdte, aux agents pathogénes, a I’environnement et
aux pratiques de gestion. Les causes étiologiques de cette pathologie sont nombreuses et
variées, impliquant une grande diversité de micro-organismes capables de provoquer une
inflammation de la glande mammaire.

Parmi ces agents infectieux, les bactéries représentent la menace principale. Elles sont
souvent a I’origine de formes contagieuses de la maladie et sont largement présentes dans
I’environnement des animaux laitiers. Cette large distribution augmente le risque de
transmission et contribue a la forte prévalence des infections intramammaires dans les
troupeaux. Selon le réservoir des germes impliqués dans les mammites, on peut distinguer la
mammite contagieuse et la mammite d’environnement (Gelasakis et al., 2015 ; Kibebew,
2017).

Les bactéries d’origine animale sont des colonisateurs permanents de la peau, en particulier
des trayons. Ils présentent une persistance trés faible a modérée dans I’environnement
(Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Mycoplasma bovis et Mycoplasma spp.
sont les bactéries classiquement impliquées dans les mammites contagieuses. Il est
généralement admis que S. aureus a pour réservoir la mamelle infectée et les Iésions infectées
des trayons ; sa transmission est plus élevée en cas de mammites subcliniques (Gelasakis et
al., 2015 ; Kibebew, 2017 ; Vedrine, 2019).

Les isolats d’origine environnementale correspondent aux especes bactériennes fréquemment
isolées du sol, de la litiere, de I’eau, du foin, etc. Ces bactéries telles que les coliformes, les
autres entérobactéries, les entérocoques, les Listeria spp., les Bacillus, Pseudomonas,
présentent une persistance longue a trés longue dans ’environnement extérieur (Gelasakis et

al., 2015).
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4. Facteurs de risque
4.1. Facteurs liés a ’animal

L’age des vaches et le stade de lactation sont deux facteurs déterminants dans I’apparition de
la mammite. Chez les vaches plus ageées, le canal du trayon peut devenir plus large en raison
de la fréquence des traites au fil des années, et rester partiellement ouvert de facon
permanente. Cette modification anatomique augmente le risque d'infection. De plus, 1’age
avancé peut altérer la perméabilité de I’épithélium mammaire, en lien avec des inflammations
antérieures ayant endommagé les tissus, ce qui favorise une perméabilité accrue méme apres

un traitement réussi.

Chez les génisses présentant une infection mammaire avant le vélage, le risque de développer
une mammite clinique aprés la mise bas est jusqu’a quatre fois plus élevé que chez les
animaux non infectés. Le probleme de la mammite clinique chez les génisses et les vaches
primipares autour de la période de vélage a été largement étudié. Les cas sont particulierement
fréquents immédiatement apres la mise bas, au début de la lactation, ainsi que durant les deux
a trois premieres semaines de la période seche. Ce phénomene semble étroitement lié & une
augmentation du stress oxydatif et & une diminution de I’efficacité des mécanismes de défense

antioxydants durant cette phase critique (Kibebew, 2017).
4.2. Facteurs environnementaux

L’environnement d’élevage joue un rdle déterminant dans la santé et le bien-étre des vaches
laitieres. Un abri propre, sec et confortable est essentiel pour préserver la santé, la productivité
et la longévité des animaux. Le niveau d’hygiene des installations peut étre évalué a 1’aide de
divers systemes d’analyse, notamment en quantifiant la présence de fumier sur différentes

zones du corps des vaches.

Une mauvaise hygiene des lieux de vie est directement associée a un risque accru de mammite
ainsi qu’a une aggravation de la boiterie. De nombreuses études ont démontré un lien étroit
entre la propreté de I’environnement, la salubrité corporelle des animaux et la réduction du
nombre de cellules somatiques dans le lait. Au niveau du troupeau, des facteurs tels que le
type de litiere, la gestion des déjections dans les allées ou le type de logement peuvent
constituer des facteurs de risque majeurs influengant I’incidence de la mammite d’origine

environnementale (Kibebew, 2017).
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4.3. Facteurs de gestion

Le respect rigoureux des régles d’hygiéne au moment de la traite joue un rdle central dans la
prévention de la mammite infectieuse au sein du troupeau. Des études ont montré que dans les
élevages ou la traite est réalisée de maniere traditionnelle, avec notamment un lavage
systématique des mains avant chaque traite, I’incidence de la mammite subclinique est
significativement plus faible que dans les troupeaux ou cette pratique est négligée. Parmi les
causes identifiées, figure le manque de reconnaissance des différents types d’encrassement du
pis par les systémes de traite, ce qui compromet ’efficacité du nettoyage et accroit le risque

d’infection.

Par ailleurs, durant la période de lactation, les besoins énergétiques et nutritionnels des vaches
augmentent considérablement afin de permettre la synthése du colostrum et du lait. Lorsque
I’apport alimentaire est insuffisant pour couvrir ces besoins, les vaches peuvent entrer dans un
état de bilan énergétique negatif. Ce déséquilibre est souvent accompagne de carences en
oligo-éléments, en acides aminés ainsi qu’en vitamines. Ces déficits entrainent une
immunosuppression tant au niveau cellulaire qu’humoral, rendant les animaux plus
vulnérables aux infections, notamment aux mammites, au debut de la lactation (Kibebew,
2017).

5. Méthodes de diagnostique
5.1. Mammites cliniques

Le diagnostic de la mammite repose généralement sur I’évaluation de la réponse
inflammatoire de la glande mammaire, tandis que celui d’une infection intramammaire

nécessite 1’identification précise de I’agent pathogeéne en cause.

e Examen clinique

Le diagnostic de la mammite clinigue commence généralement par une inspection visuelle
suivie d’une palpation minutieuse des mamelles, visant a détecter d’éventuels signes
d’inflammation, de fibrose, d’infestation par des tiques, de lésions visibles, de tuméfaction
des ganglions lymphatiques supra-mammaires ou encore d’atrophie tissulaire. Chez les vaches
présentant des signes cliniques, la température rectale est également mesurée afin d’évaluer

I’éventuelle atteinte systémique.
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Par ailleurs, I'aspect et la viscosité du lait sécrété par chaque quartier mammaire sont
soigneusement observés afin de détecter la présence de sécrétions anormales telles que du lait
aqueux, des flocons, des caillots ou des traces de sang (Ramuada et al., 2024).

Chez les vaches atteintes de mammite, le pis peut étre douloureux a la palpation, ce qui reflete
les altérations vasculaires et D’augmentation du flux sanguin caractéristiques de

I’inflammation mammaire.

e Signes cliniques observés lors de la traite

Lors de la traite, I’observation directe du lait constitue une étape essentielle du diagnostic
clinique, permettant d’identifier des anomalies visibles telles que la présence de flocons, de
caillots, ou de sécrétions séreuses, sanguinolentes ou excessivement aqueuses.

La détection de flocons ou de caillots s’effectue généralement en examinant les premiers jets
de lait exprimés de chaque quartier dans une coupe a bande (strip cup) au début de la traite.
La présence de telles anomalies est un indicateur courant de mammite clinique. Durant la
période seche, le lait peut également devenir plus aqueux et sa composition chimique peut se
modifier, méme en I’absence de signes cliniques. Dans les cas chroniques, la sécrétion
mammaire présente une apparence anormale a intervalles réguliers, tandis qu’en cas de

mammite aigué, les altérations du lait sont marquées et persistantes (Kibebew, 2017).

e Test de la coupe a bande (ou strip cup)

Le test de la coupe a bande est une méthode simple, pratique et largement utilisée pour
détecter la mammite clinique a partir de 1’observation visuelle des premicres gouttes de lait.
Ce test repose sur la détection de particules anormales visibles dans le lait, telles que des
flocons, des éclats ou des caillots.

L’outil utilisé est une plaque émaillée divisée en quatre compartiments, correspondant aux
quatre quartiers mammaires. Le fond de la plaque est de couleur noire, ce qui permet de
mieux faire ressortir les anomalies du lait lorsqu’on incline l1égérement la plaque.

Le lait provenant de quartiers infectés apparait généralement décoloré, plus aqueux que la
normale, ou contient des flocons et des grumeaux. Ce test constitue une méthode rapide de

repérage des vaches présentant des signes de mammite clinique (Kibebew, 2017).
5.2. Mammites subcliniques

Les mammites subcliniques chez les ruminants (en particulier les vaches laitiéres) ne

présentent pas de signes visibles, ce qui rend leur diagnostic plus difficile que les formes
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cliniques. Plusieurs méthodes de diagnostic sont utilisées, allant de tests simples a des
analyses de laboratoire (Bouaziz, 2005 ; Ramuada et al., 2024).

< Méthodes traditionnelles >

Test de CMT

Test de conductivité électrique
Comptage des cellules somatique
Surf field test

< Isolement et identification >

Utihisant des milieux différents suivis de coloration de Gram et d’identification biochimique

Méthodes enzymatiques

< Techniques utilisées

PCR: Polymérase chaine reaction

mammites bovines

L Diagnostique des

Diagnostic basé sur la variante et analyse de séquence comme

Amplification par recombinase polymérase (RPA)
RPA multiplexRPA sur puce
Séquencgage de nouvelle génération
Amplification isotherme médiée par boucle (LAMP)
Détection des miARN
ELISA
Biomarqueurs
Diagnostic basé sur la nanotechnologie (par ex. biosenseurs)
Diagnosticque basé sur les protéines

Figure 2: Techniques de diagnostics des mammites bovines (Ramuada et al., 2024)

» Comptage des cellules somatiques (CCS)
e Principe : Mesure le nombre de cellules somatiques (essentiellement des leucocytes)
dans le lait.
e Seuil indicatif : Un CCS > 200 000 cellules/mL chez la vache indique souvent une
mammite subclinique.
e Méthodes :
o Analyse en laboratoire (Fossomatic, Bentley...)

o Analyse automatique en salle de traite (robots de traite

» California Mastitis Test (CMT)
e  Test de terrain simple et rapide
e Principe : Mélange du lait avec un réactif qui provoque une gélification en présence de

cellules somatiques élevées.
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e Interprétation visuelle :
o Pas de gélification : lait sain
o Gélification légere a forte : suspicion de mammite subclinique

» Conductivité électrique du lait
e Principe : L'inflammation augmente la concentration de sels dans le lait, ce qui
augmente sa conductivité.
o Utilisation : Intégré dans certains robots de traite ou appareils portables.
« Limites : Moins spécifique que le CCS, mais utile en surveillance continue.

» Culture bactérienne du lait
o But: Identifier I'agent pathogéne responsable de I’infection.
e Utilisation : Complémentaire au CCS ou CMT.
e Avantage : Permet de choisir un traitement cible.
e Limite : Plus colteux et demande du temps (24—48 h de culture).

» PCR (Polymerase Chain Reaction)
e Meéthode de laboratoire avancée
o But: Detecter 'ADN des agents pathogénes dans le lait.
e Avantage : Tres specifique et rapide (6-12 h).

o Limite : Codt élevé, pas toujours accessible.
6. Méthodes de prévention et de traitement des mammites

La limitation de I’action des mammites peut se faire a I’aide d’actions préventives. Elles
interviennent notamment par le biais de bonnes pratiques d’élevage afin d’éviter la
contamination des trayons avant ou apres la traite, mais aussi les contaminations entre vaches.
Une fois que I'apparition de la mammite est observée, les actions curatives entrent alors en
jeu et ont pour but d’¢liminer les infections. La mise en place de différents traitements existe

en fonction de la mammite ciblée (Williamson et Lacy-Hulbert, 2013).
6.1. Traitement
6.1.1. Antibiothérapie

L’antibiothérapie est le traitement le plus couramment utilisé contre la mammite chez les
vaches. Néanmoins, l'efficacité de ce traitement est mise en question en raison du
développement de la résistance des bactéries aux antibiotiques fréquemment utilisés dans le

traitement des mammites. Dans ce contexte, de hombreuses études soulignent l'importance
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d'instaurer des protocoles thérapeutiques ciblés pour suivre rapidement I'évolution de la
résistance des pathogenes. Par conséquent, il est crucial de prendre en considération la
sensibilit¢ des bactéries avant d’entamer un traitement antimicrobien. De plus, il a été
démontré qu'une combinaison d'antibiotiques et de médicaments anti-inflammatoires est plus
efficace pour réduire les signes cliniques et guérir la mammite. Le médicament de choix dans
le traitement de la mammite est celui auquel les bactéries sont sensibles et qui atteint des
concentrations élevées dans la glande mammaire sans provoquer de modifications tissulaires
(Bengtsson et al., 2009 ; Pamela, 2017).

Dans le cas d’une mammite subclinique, le traitement peut s’opérer durant la lactation ou au
tarissement par voie intramammaire. On améliore considérablement le taux de guérison en
traitant précocement et en intervenant dés ’apparition des premiers symptomes. Il faut donc
avoir recours aux antibiotiques au bon moment, et avec la bonne posologie. Les actions
préventives et curatives imposent donc d’avoir recours a I’utilisation d’importantes quantités
de médicaments pour le contr6le des mammites. Enfin, malgré la mise en place de ces deux
phases d’actions, on observe toujours une prédominance des mammites, ce qui entraine une

utilisation abusive d’antibiotiques (Oliver et al., 2011 ; Trevisi et al., 2014).
6.1.2. Phytothérapie

La phytothérapie est de plus en plus étudiée pour le traitement des mammites bovines en
raison des préoccupations croissantes concernant l'utilisation excessive d'antibiotiques et la
résistance bactérienne. Plusieurs plantes meédicinales ont montré des effets antibactériens
prometteurs contre les agents pathogénes couramment responsables des mammites, Parmi ces
plantes, le thym et la menthe poivrée, qui ont été étudiées pour leurs effets sur Staphylococcus
aureus et Escherichia coli, une étude a révélé que I'extrait aqueux de menthe poivrée était plus
efficace que celui de thym contre Escherichia coli, bien que les deux aient montré un
potentiel antibactérien. D'autres études ont également exploré I'efficacité de plantes comme
l'ail (Allium sativum), le grenadier (Punica granatum) et le prosopis juliflora, qui ont tous
montré une activité antibactérienne contre des isolats de Staphylococcus aureus, Escherichia

coli et Corynebacterium spp. (Tuteja et Dixit, 2009 ; Khodaei et al., 2013).
6.2. Stratégies de prévention et de contréle

L'une des stratégies de prévention les plus cruciales pour la mammite chez les vaches est
I’hygiéne et les pratiques sanitaires, I’hygiéne de I'équipement de traite, des pis, et de

I’environnement est essentielle pour prévenir la contamination bactérienne, un nettoyage et
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une désinfection réguliere de I'équipement, et des trayons peuvent réduire considérablement le
risque de mammites. De plus, ’emploi de désinfectants appropriés est crucial pour diminuer
la charge bactérienne, surtout contre les bactéries environnementales (Bogni et al., 2011 ;
Wanjohi, 2014 ; Vargova et al., 2023). La surveillance des animaux, notamment les
infestations par les tiques contribue également a la réduction des risques de mammite, une
surveillance réguliére de I'état de santé des vaches et l'identification précoce des infections
subcliniques grace a des tests comme le California Mastitis Test (CMT) permettent de
prévenir la propagation des mammites au sein du troupeau (EI Nabrawy et al., 2015 ; Geresu
et al., 2021).
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Chapitre 3 : Formation de biofilm et impact sur la santé mammaire

1. Définition de biofilm

Un biofilm peut étre défini comme un ensemble de microorganismes, formé d’une seule
espéce ou d’espéces différentes qui vivent en symbiose et forment une communauté (Behlou
et Gilmore, 2008). Il est constitué d’un ensemble de cellules et de micro-colonies associées
entre elles et a des surfaces biotiques ou abiotiques qui peuvent prendre plusieurs formes :
minérales, organiques, industrielles ou médicales. C’est une structure trés organisée avec de
nombreuses communications intercellulaires pour assurer un équilibre et un mode de vie
coopératif (Branger et al., 2007 ; Bellifa, 2014).

2. Composition du biofilm

Le biofilm est constitué¢ essenticllement de microorganismes et de la matrice qu’ils
synthétisent. Les microorganismes représentent 2 a 5 % de la matrice du biofilm selon
I’espéce impliquée alors que la matrice extracellulaire représente 50 a 90 % de la masse

organique carbonée du biofilm (Bellifa, 2014).
2.1. Microorganismes

Seuls quelques biofilms sont composés d’un seul type de microorganisme. Ce phénomene est
li¢ aux conditions environnantes, plus souvent qu’a la nature des microorganismes. C’est le
cas de biofilms naturels, qui sont souvent composés de nombreux types de microorganismes:
bactéries, protozoaires, algues, mycetes. Chaque groupe exécute des fonctions métaboliques

spécialisées (Branger et al., 2007 ; Alnnasouri, 2010).
2.2. Matrice

Elle est hautement hydratée dont ’eau peut représenter jusqu'a 97% du poids humide d’un
biofilm (Roux et Ghigo, 2006). Elle peut étre constituée de polysaccharides, de protéines,
d’acides nucléiques, d’agents tensioactifs, de lipides, de glycolipides et de cations (Karatan et
Watnick, 2009 ; Flemming et al., 2016). La composition de la matrice varie selon 1’espece

bactérienne et les conditions de croissance (Yannick et al., 2014).
3. Formation de biofilms chez les microorganismes

Des études in vitro ont montré que de nombreux agents pathogénes, tels qu’Escherichia coli,
Streptococcus uberis, Streptococcus agalactiae et les staphylocoques, sont capables de former
des biofilms. Cette capacité suggeére qu’ils pourraient étre impliqués dans des mammites

associées a la formation de biofilm (Wallis et al., 2018).
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3.1. Modalités de formation de biofilms

Les différentes études montrent que les biofilms se forment de la méme maniére quel que soit
I’environnement qu’ils colonisent. On différencie en général cing phases : développement
d’un film conditionnant sur une surface, mouvement des bactéries planctonique vers cette
surface, adhésion réversible puis irréversible des microorganismes a la surface, croissance et
division des microorganismes puis formation des microcolonies et maturation du biofilm et
finalement le détachement et dispersion de cellules du biofilm (Figure 3) (Haras, 2005 ;
Percival et al., 2011).
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Figure 3 : Processus régissant la formation du biofilm (Breyers et Ratner, 2004).
3.1.1. Conditionnement de la surface

La surface de tout support exposé a un milieu aqueux sera inévitablement et presque
immédiatement conditionnée ou recouverte de polymeéres provenant de ce milieu (Donlan,
2002). L’adsorption de ces molécules conduit a une modification des propriétés physico-
chimiques de la surface d’origine (rugosité, polarité, caractére hydrophile/hydrophobe), ce qui
a pour conséquence de favoriser ou d’inhiber I’adhésion bactérienne (Stoodley et al., 2002 ;
Lorite et al., 2011). L’adsorption et I’accumulation de molécules organiques sur le support
permettent une disponibilité en nutriments favorisant le chimiotaxisme et I’installation des

micro-organismes sur la surface (Garrett et al., 2008).
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3.1.2. Transport des bactéries vers le support

Les interactions entre les bactéries et le support nécessitent un rapprochement d’environ 50
nm tel qu’il est exprimé dans les théories de 1’adhésion (Katsikogianni et Missirlis, 2004 ;
Hori et Matsumoto, 2010). Pour cela, les bactéries doivent étre transportées a proximité du
support par un mécanisme actif ou passif. Le transport actif consiste dans le déplacement des
cellules en réponse a I’attraction exercée par la couche visqueuse riche en nutriments
(chimiotactisme), ce phénomeéne implique les organites de déplacement tels que les flagelles,
mais également des récepteurs spécifiques et sensibles aux variations de concentrations des
nutriments présents. Le transport passif, dépend plus du milieu dans lequel les bactéries
évoluent ainsi que le mouvement de ce dernier (O’may et Tufenkji, 2007 ; Hori et Matsumoto,
2010).

3.1.3. Adhésion

L’adhésion a une surface inerte ou vivante est un processus complexe, qui est caractérisé par
une phase physico-chimique initiale non spécifique (adhésion réversible), suivie par une
phase moléculaire et cellulaire spécifique appelée 1’adhésion irréversible (Chen et al., 2011).
L’attachement de S. aureus aux surfaces abiotiques comme le verre, les métaux et les
plastiques peuvent étre non spécifiques. L’attachement aux surfaces biotiques dépend du
MSCRAMM bactériens (Foster et al., 2014).

» Phase réversible
L'adhésion de la cellule au cours de la phase réversible dépend fortement des propriétés
physicochimiques de la surface de la cellule bactérienne, mais également des proprietés
physico-chimiques de la surface telles que la texture, la charge de la surface et I'hydrophobie
(Abdallah et al., 2009 ; Ferreira et al., 2010 ; Nilsson et al., 2011). Elle est dominée par des
interactions de longues distances, considérées comme de faible intensité. Il s’agit des forces
d’attractions de Van der Waals et des interactions électrostatiques répulsives qui apparaissent
lorsque la distance qui sépare les bactéries du support atteint 50 nm (Karatan et Watnick,
2009).

» Phase irréversible
En phase d’adhésion irréversible, I’encrage des bactéries se met en place sur de courtes

distances (1 a 1,5 nm) (Garrett et al., 2008 ; Percival et al., 2011).

L’adhésion devient irréversible grace a la sécrétion d’exopolyméres par les bactéries
permettant de consolider leur fixation au support (Spiers et al., 2003 ; Kuchma et al., 2005).
Dans ce cas des interactions fortes s’établissent entre la bactérie et la surface avec des liaisons
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de type hydrophobe et surtout grace a des structures d’adhésion qui varient selon les types de
microorganismes concernés (Beloin et al., 2005 ; Branger et al., 2007). Chez les bactéries
Gram positives, ce sont les acides teichoiques, 1’acide mycolique, la capsule et le glycocalix

(Van houdt et Michiels, 2005).
3.1.4. Croissance et maturation du biofilm

Une fois que la bactérie est irréversiblement adhérée a la surface, un processus appelé
maturation consolide la transition de la vie bactérienne planctonique a la vie bactérienne
sessile. Au cours de cette étape, la majeure partie de I'EPS (Exopolysaccharides) est formée,
favorisant I'adhésion intercellulaire et permettant aux cellules de s'accumuler en plusieurs

couches pour former une communauté tridimensionnelle (Kranjec et al., 2021).

Le Polysaccharide Intercellular Adhesin (PIA) est considéré comme le principal composant
des biofilms staphylococciques (Mack et al., 1996). En 2001, Cucarella et ses collaborateurs
ont rapporté la formation d’un biofilm par une souche de S. aureus d’origine animale sans
PIA (Cucarella et al., 2001). IIs ont mis en évidence que les étapes d’accumulations se faisait
via un autre mécanisme impligquant la protéine de surface Bap (biofilm associated protein).
Par la suite, d’autres protéines responsables de I’accumulation bactérienne dans les biofilms
ont eté décrites chez les staphylocoques, notamment les FNnBPs chez des souches de SARM,
ou la protéine SdrC chez S. aureus (Rohde et al., 2005 ; Feuillie et al., 2017). En effet, via la
production de coagulase, la prothrombine de 1’hote est détournée pour former un complexe
transformant le fibrinogene en fibrine qui est par la suite intégrée par les staphylocoques pour
former leur matrice (Vanassche et al., 2013 ; Kobayashi et al., 2015). La présence de fibres
amyloides a récemment été décrite dans les biofilms staphylococciques matures (Marinelli et
al., 2016). Ces fibres proviennent des phenol-soluble modulins (PSM). En 2016, Taglialegna
et ses collaborateurs ont également observé ce phénomene avec la protéine Bap (Taglialegna
et al., 2016).

L’architecture complexe du biofilm se met en place avec la formation de canaux aqueux et de
pores entre les microcolonies (Folkesson et al., 2008), permettant ’acheminement d’oxygene

et de nutriments ainsi que 1’élimination des déchets (Tenke et al., 2006).

La production et la sécrétion d’enzymes ou de toxines provoque la dégradation des résidus
présents dans les surfaces environnantes et permet ainsi la libération de nutriments (Jacobsen
et al., 2008).
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Les staphylocoques possédent donc plusicurs mécanismes pour 1’étape de maturation. Ces
mécanismes sont dépendants d’une part, des souches, et d’autre part des conditions
environnementales, et conduisent a la formation de différents types de biofilms (figure 4)
(Zapotoczna et al., 2016).

Protéines cytoplasmiques

Biofilm amyloide
polysaccharidique
(A) (B) (D)

Figure 4 : Différents types de biofilms staphylococciques (Zapotoczna et al., 2016).
3.1.5. Dispersion et détachement du biofilm

Elle est également appelée phase planctonique, puisque des cellules différenciées quittent le
biofilm et retournent a 1’état libre perdant ainsi le phénotype biofilm, mais ont la capacité de
coloniser de nouvelles surfaces et d’initier un nouveau biofilm (Donlan, 2002 ; Mcdougald et
al., 2012 ; Yannick et al., 2014). La dispersion de ces micro-organismes peut étre passive
et/ou active, le détachement passif implique le milieu environnant et les forces que ce dernier
peut appliquer sur le biofilm provoquant la dispersion des micro-organismes, tels que la
perturbation mécanique, les bactéries peuvent alors migrer afin de trouver un environnement

plus favorable a leur développement (Stoodley et al., 2002 ; Haras, 2005 ; Parot, 2007).

Le détachement actif est un phénomeéne hautement régulé comprenant plusieurs circuits
sensoriels (Karatan et Watnick, 2009). Sous I’action du quorum sensing, des populations
bactériennes vont exprimer, sur-exprimer ou réprimer des geénes facilitant la dispersion
(Stoodley et al., 2002), tels que le contréle du production PSM (Phenol-soluble modulins)
dans les biofilms staphylococcique (Peschel et Otto, 2013).

Ces petits peptides amphiphiles possedent des propriétés surfactantes responsables du
décrochage des biofilms dont huit PSM ont été décrit chez S. aureus (PSMal, PSMo2,
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PSMoa3, PSMo4, PSMB1, PSMp2, et 6-toxine) (Wang et al., 2007). Les bactéries vont ainsi
produire des enzymes (protéases et nucléases) leur permettant de consommer la matrice
extracellulaire qui les entourent afin de se procurer une source d’énergie et se séparer du
biofilm (Stoodley et al., 2002 ; Kaplan, 2010). S. aureus possede deux nucléases sécrétées
appelées nucl et nuc2 (Kiedrowski et al., 2014). Des protéases extracellulaires telles que
SplIABCDEF (Boles et al., 2008), SspA (V8) sérine protéase (Mootz et al., 2013) et
auréolysine (Aur) (Boles et al., 2008 ; Abraham et Jefferson 2012) ont été associées au
détachement de biofilms staphylococcique (Kranjec et al., 2021).

Si ~ 5o Perturbation de la )
ignaux Mort cellulaire  matrice extracellulaire  Perturbation des structures
de surface bactérienne

Excés/carence en
s € Odj Fldqelln*
PUtries 1 O ‘ - ¢ " Polysaccharides
Augmentation de o '
la température “ , ' . ‘ ‘ ¢
Diminution en ‘ Pili ‘

oxygéne 0 ’\_ O\ L‘ | «?

Variation de pH W}% l DGC ‘, Réduction des

Densité bactés ’ tensions de surface
énsite bacterenne Pool subceliutaire | G

Signaux des d'autoinducteurs de c-di-GMP_ R

cellules htes Surface abiotique ou biotique
¢ B Bactéries sessiles ® Pool subcellulaire de c-di-GMP e Acides nucléiques d'o Enzymes dégradant la matrice
@ Bactéries dispersées #® Pool subcellulaire d'autoinducteurs oo Polysaccharides ? Bacteriophage
— Bactéries mortes war Protéines

Figure 5 : Dispersion d’un biofilm mature (Aumeran et al., 2020).
3.2. Formation des biofilms chez les bactéries responsables de mammite

3.2.1. Streptococcus agalactiae

» Formation de biofilm
La formation de biofilm par les strpetocoques de groupe B (SGB) étudiée in vitro apparait
étroitement controlée par les conditions environnementales. Plusieurs adhésions ont été
montrées pour jouer un rble dans la formation des structures de type biofilm GBS, parmi
lesquelles se trouvent les composants protéiques des pili dépassant a I’extérieur de la surface
bactérienne. Remarquablement, les anticorps dirigés contre les protéines de pilus peuvent

prévenir la formation de biofilm (Rosini et Margarit, 2015).
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» Facteurs de virulence impliqués
Tableau 1 : Facteurs de virulence impliquée sur la formation du biofilm chez Streptococcus agalactiae

(Rosini et Margarit, 2015).

Facteur Effet sur la formation du biofilm

Pili (P1-2a, PI-2b) Essentiels pour 1’adhésion et la structure du biofilm. Leur absence inhibe la
formation.

Capsule polysaccharidique Importante dans la structuration du biofilm, surtout en présence de plasma
humain.

Systeme régulatoire CsrRS Reégule I'expression d'adhésines. Les mutants montrent une augmentation du
biofilm.

Matrice extracellulaire Majoritairement protéique, avec une faible présence d’ADN extracellulaire
et peu de polysaccharides

> Variabilité inter-souches

La formation de biofilm chez Streptococcus agalactiae varie fortement selon la souche, le
sérotypes et le contexte environnemental. Les souches du type ST-17 sont particuliérement
efficaces pour former du biofilm, notamment en milieu acide. Elles possédent des
combinaisons de facteurs (pili PI-1, PI-2b) qui renforcent cette capacité (Rosini et Margarit,
2015).

3.2.2. Escherichia coli

» Formation de biofilm
Escherichia coli (E. coli) pathogene mammaire (ECPM) représente un sous-ensemble de
souches d’E. coli pathogenes extraintestinales. Ces bactéries présentent une affinité pour
adhérer et infecter les cellules épithéliales a I’intérieur de la mamelle aux cotés d’autres
agents pathogenes, aboutissant a la formation éventuelle de biofilm. Les agents pathogenes
peuvent échapper au systéme immunitaire et se multiplier constamment dans la glande
mammaire de I’héte en formant le biofilm, provoquant des infections intramammaires
persistantes. Ainsi, il devient important d’étudier le role des biofilms dans la pathogenése de
la mammite (Xu et al., 2024).

» Facteur de virulence
Fimbriae de type 1, ’un des facteurs de virulence importants et les organites adhésifs les plus
courants dans les membres de la famille des Enterobacteriaceae sont principalement
responsable du contact initial avec les cellules hotes et pour les interactions hote-pathogene.
Le gene fimcluster (fimA~H) code pour les protéines fimbriaires de Type 1, ou FimA (codé
par fimA) sert de primaire sous-unité structurelle. De plus, la sous-unité structurelle FimH

(cod¢ par fimH) présente la capacité de faciliter ’adhésion bactérienne en engageant le
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contenant de mannose récepteur de la glycoprotéine présente dans les cellules hotes.
Précédent la recherche a suggeré le rdle important des fimbriae de type 1 dans la phase initiale
et I’étape de maturation du biofilm (Xu et al., 2024).

3.2.3. Klebsiella pneumoniae

» Formation de biofilm
Klebsiella pneumoniae (K. pneumonia) est placée au premier plan des pathogénes
opportunistes qui profitent de ’affaiblissement des défenses de ’organisme pour induire des
pathologies infectieuses, sous la forme d’infections urinaires et respiratoires, de bactériémies
et de surinfections de plaies opératoires. Klebsiella pneumoniae est naturellement présente a
faibles concentrations dans I’environnement, mais également dans le tube digestif et les
cavités naturelles de ’homme. Dans certaines situations (température, humidité), elle peut
constituer des agrégats denommés biofilms notamment sur des surfaces inertes (Bellifa,
2014).

» Facteurs de virulence impliqués
Quatre facteurs virulents identifiés : pili, capsule, lipopolysaccharide (LPS) et fer. K.
pneumoniae est assemblé par des pili d’adhésines, de type 1 et de type 3, et il favorise les
bactéries adhésion a 1’épithélium, aux cellules immunitaires et aux surfaces abiotiques. RmpA
est un plasmide localisé facteur de virulence de K. pneumoniae, régulant la synthese des
polysaccharides capsulaires. Porteur de RmpA les souches étaient significativement associées

au phénotype a haute mucus de hvKP, et au tissu purulent infection telle qu’un abces du foie

(Wang et al., 2020).

Bien que la capsule joue un rdle vital dans la protection de K. pneumoniae des réponses
immunitaires de 1’hote, sa virulence peut étre causée par d’autres facteurs. En fait, le LPS
dans les principales souches de K. pneumoniae peuvent étre modifiées en partie, et cela
conduit a ce que K. pneumoniae ne soit pas reconnu par la cellule hote, tandis que d’autres
souches peuvent utiliser la capsule pour camoufler le LPS afin d’éviter la détection du

récepteur de type toll 4 (TLR4) (Wang et al., 2020).
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Figure 6 : Présentation schematique des facteurs de virulence de Klebsiella pneumoniae, et
homeostasie du biofilm (Wang et al., 2020).

3.2.4. Staphylococcus spp.

Pour S. aureus, les modalités de formation de biofilms sont élucidées plus haut.
Staphylococcus epidermidis montre une adaptation significative a I’échelle du génome au
mode de croissance du biofilm y compris la régulation négative des processus cellulaires
fondamentaux tels que 1’acide nucléique, les protéines et la paroi cellulaire biosynthése. Ces
changements de régulation des génes peuvent expliquer I’activité limitée de nombreux

antibiotiques (Otto, 2020).

La formation du biofilm débute par une phase d’adhésion initiale des cellules a une surface,
suivie d’une agrégation progressive en structures multicellulaires. Le développement du
biofilm repose ainsi sur des forces adhésives, indispensables a la colonisation des surfaces et
aux interactions intercellulaires. Parallelement, des forces perturbatrices jouent un rdle crucial
dans la formation de canaux remplis de fluide, essentiels a la distribution des nutriments au
sein du biofilm et a ’acquisition de sa structure tridimensionnelle caractéristique. Ces mémes
forces sont également impliquées dans le détachement des amas cellulaires, un processus qui
limite ’expansion du biofilm et peut favoriser la dissémination de I’infection dans 1’hote
(Otto, 2020).

Contrairement a I’agrégation intercellulaire, les mécanismes de structuration et de

détachement du biofilm chez Staphylococcus epidermidis demeurent peu élucidés. Il est
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cependant établi que le processus de détachement est régulé par le systeme de quorum
sensing, puisque les souches présentant une défaillance du systéme agr forment des biofilms
plus épais et montrent une altération marquée de leur capacité a se détacher. Chez
Staphylococcus aureus, un modéle a été proposé dans lequel 1’expression du systéme agr est
localisée aux couches superficielles du biofilm. Cette activation favoriserait le détachement de
cellules ou d’amas cellulaires a partir de la surface du biofilm, contribuant ainsi a la

régulation de son expansion (Otto, 2020).
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Figure 7 : Développement du biofilm chez S. epidermidis

L’adhésion initiale a une surface non revétue dépend principalement du caractére hydrophobe
de la membrane cellulaire. En revanche, ’adhésion aux matériaux recouverts de composants
de la matrice de I’hote est médiée par des protéines de surface spécifiques. Une fois
I’attachement ¢établi, la cohésion entre les cellules est assurée par la production
d’exopolysaccharides, de protéines spécialisées et de macromolécules accessoires.

Les processus de maturation, d’organisation et de détachement du biofilm restent encore mal
compris. Toutefois, ils semblent impliquer une régulation dépendante du quorum sensing,
avec la production de peptides aux propriétés détergentes ainsi qu’une activité protéolytique
concentrée dans les couches superficielles du biofilm. Par ailleurs, I’expression génique
globale dans un biofilm differe nettement de celle observée en phase planctonique,
notamment par une régulation négative de plusieurs fonctions cellulaires fondamentales
(VMuong et al., 2002).
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4. Facteurs favorisant la formation d’un biofilm

La formation de biofilm est un processus bien organise, qui dépend du film de
conditionnement, des caractéristiques du milieu et des propriétés de la cellule microbienne
(Martinez et al., 2007).

4.1. Caractéristiques de la surface

Les bactéries adherent aux surfaces biotiques ou abiotiques afin de les coloniser. En général,
les propriétés de surface telles que la composition chimique du matériau, I'énergie libre de
surface, la charge, I'nydrophobicité, la rugosité et la porosité influencent I’attachement des
bactéries a cette surface et par conséquent la formation d’un biofilm (Treter et Macedo, 2011 ;
Klein, 2011 ; Bellifa, 2014).

4.2. Caractéristiques du milieu

La formation et la dispersion d’un biofilm nécessitent des équipements enzymatiques précis et
des entités structurales particuliéres, dont ’activation dépend de facteurs environnementaux
clés, comprenant les conditions environnementales telles que la disponibilité de nutriments et
les différents stress physicochimiques (Hamadi et al., 2004 ; Martinez et Casadevall, 2007,
Goller et Romeo, 2008 ; Marchal, 2010).

4.3. Caractéristiques des microorganismes

Pour une surface de matériau donnée, différentes espéces et souches bactériennes adherent
differemment puisque les différentes espéces et souches ont des caractéristiques

physicochimiques différentes (Katsikogianni et Missirlis, 2004).

La plupart des bactéries sont chargées négativement et présentent a leur surface des zones
hydrophobes, cette hydrophobicité influencent I’attachement des bactéries sur une surface,
moins les surfaces sont polarisées plus les liaisons hydrophobes deviennent importantes
(Liesse, 2012; Bellifa, 2014). Cette association stable avec la surface s’établit grace
a des structures adhésives telles que des adhésines filamenteuses (fimbriae, pili) ou non (EPS,
capsule...) (Perrin, 2009).
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5. Avantages et conséquences du mode de vie en biofilm
5.1. Coopérations métaboliques et échanges d’informations au sein du biofilm
5.1.1. Coopération metabolique

Des études montrent que la formation des biofilms dépend de I’accessibilité des bactéries aux
nutriments car dans des conditions pauvres en nutriments, les bactéries seraient sous forme
planctonique afin de se diriger vers des environnements plus favorables. Les biofilms sont
généralement constitués de plusieurs espéces de bactéries dont la proximité dans le biofilm
facilite les échanges et la mise en place de symbioses entre des bactéries aux besoins
métaboliques différents (Shapiro, 1998 ; Stanley et Lazazzera, 2004).

5.1.2. Signalisation au sein du biofilm

La densité des bactéries et leurs contacts cellulaires facilitent la communication intercellulaire
via un mécanisme appelé Quorum sensing, une communication chimique implique la
sécretion, la détection et la réponse a de petites molécules semblables a des hormones
appelées auto-inducteurs (Al) (Ahmer, 2004 ; Christopher et Bassler, 2007).

Chez les bactéries a Gram négatif, I’auto-inducteur est un dérivé N-acylhomosérine lactone,
alors que chez les bactéries a Gram positif, ce sont des polypeptides (Waters et Bassler, 2005 ;
Seghir et al., 2016).

Un troisieme mécanisme appelé le Al-2 est proposé comme étant un systéeme de signalisation

commun a toutes les bactéries (Waters et Bassler, 2005).

Le Quorum sensing est impliqué dans la régulation des différentes étapes du développement
du biofilm. Cette stratégie de communication empéche la surpopulation inutile et contréle la
compétition pour les nutriments, en plus des implications dans le processus infectieux, en
particulier pour la diffusion et la création de nouveaux sites d'infection. Il peut aussi réprimer
ou stimuler I’expression de certains caractéres, comme par exemple la motilité ou certains
facteurs de virulence extracellulaires, comme les protéases (Hornby et al., 2001 ; Irie et
Parsek, 2008).

5.2. Transfert d’information génétique au sein du biofilm

Les transferts horizontaux d’information génétique jouent un role important dans 1’évolution
et la diversité génétique des communautés microbiennes. L’un des principaux mécanismes de
transfert génétique est celui de la conjugaison qui permet 1’échange direct d’ADN par contact

physique entre deux cellules via un pilus de conjugaison (Bjorklof et al., 2000 ; Ghigo, 2001).
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5.3. Protection vis-a-vis des agressions de ’environnement

La nature particuliére de l'architecture du biofilm et les attributs physiologiques des micro-
organismes situés dans le biofilm conférent une forte résistance a diverses agressions
extérieures comme les UV, les changements de pH et d’osmolarité, la prédation et les agents

antimicrobiens (Drago et Toscano, 2017).

La diminution de la sensibilit¢é aux antibiotiques n’est pas liée a un seul mécanisme de
résistance (Ross, 2010). Trois hypothéses principales sont avancées afin d’expliquer les
mécanismes de résistance des biofilms aux antibiotique (Figure 8) (Stewart et Costerton,
2001). La premiére repose sur le fait que la matrice polymérique agit comme barriére
réduisant ou empéchant la diffusion des agents antimicrobiens (Yannick et al., 2014). La
seconde hypothése est liée a I’environnement spécifique du biofilm, dont les zones les plus
profondes, riches en résidus acides, pauvres en oxygene et en nutriments, pourraient géner
I’action de I’antibiotique (Stewart et Costerton, 2001). Enfin, la derni¢re hypothese s’appuie
sur la modification des propriétés physiologiques des microorganismes en induisant des
mécanismes de résistance connus et cela est dd a la structure du biofilm qui facilite le transfert
horizontale de geénes entre les bactéries, processus impliqué dans I’acquisition des genes de

résistance aux antibiotiques (Roux et Ghigo, 2006).
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Figure 8 : Mécanismes de résistance du biofilm aux antibiotiques (Stewart, 1996).
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6. Effets bénéfiques et néfastes de biofilms
6.1. Effets bénéfiques

Les biofilms jouent un réle positif pour notre santé, ils assurent un r6le de protection et
participent au processus de digestion. Ils jouent aussi un réle clé dans la production et la
dégradation de la matiére organique, dans les cycles d’azote, de soufre, ainsi dans la

dégradation des polluants (Macfarlane et Dillon, 2007 ; Marchal, 2010).

Les biofilms peuvent se révéler trés utiles dans le domaine agroalimentaire. La production
d'éthanol dans des réacteurs dans lesquels des levures sont immobilisées sous forme de
biofilms, sont utilisés également dans la production du vinaigre (acide acétique). Les réacteurs
a biofilm ont également ¢été utilis€s dans la production d’antibiotiques (Alnnasouri, 2010).
Ainsi, les biofilms sont employés pour traiter les eaux usees et les décharges, pour dépolluer
des sites contaminés et enfin, pour mobiliser les métaux lourds d’un sol ou d’un déchet par le

procédé de biolixiviation (Roux et Ghigo, 2006).
6.2. Effets néfastes des biofilms

Une estimation a révélé que 80 % des infections dans le corps humain sont dues a des

microbes impliqués dans la formation de biofilms (Hgiby, 2017).

Les biofilms peuvent poser un probléme dans de nombreuses industries, dans I’industrie
pétrolicre par exemple, la colonisation des systémes d’injection d’eau peut entrainer une
acidification du pétrole qui devient alors inutilisable. La formation de biofilms dans les
canalisations d’eau potable est également un probléme majeur car I’ajout de chlore ne permet
pas d’¢éliminer les bactéries fixées (Coester et Cloete, 2005). La formation des biofilms sur les
métaux peut également engendrer des problémes de corrosion susceptibles d’endommager,
d’obturer et de contaminer durablement les systémes de circulation de fluides. Dans
I’industrie agro-alimentaire, les biofilms constitués d’organismes pathogeénes représentent un

probleme sanitaire sérieux (Roux et Ghigo, 2006).
7. Biofilm de Staphylococcus aureus dans I'industrie alimentaire

La formation de biofilms pose des problemes dans plusieurs filiéres de l'industrie alimentaire.
S. aureus est capable de former des biofilms sur diverses surfaces : sur des surfaces dures ou
sur des structures biologiques (Flemming et al., 2016). Des altérations des propriétés du

substrat et des facteurs environnementaux tels que I'osmolarité, la teneur en éléments nutritifs
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et la température peuvent entrainer le développement d'un biofilm staphylococcique (Rode et
al., 2007 ; Pagedar et al., 2010 ; Xu et al., 2010 ; Vazquez-Sanchez et al., 2013).

Comme S. aureus est un composant majeur du microbiome humain, un degré élevé de
manipulation peut favoriser la propagation de S. aureus aux aliments et aux surfaces en

contact avec les aliments (Devita et al., 2008 ; Sospedra et al., 2012).

Une fois sur place, la formation de biofilms augmente la résistance de S. aureus aux stress
agroalimentaires, tels que les agents antimicrobiens, les températures relativement élevées, les

teneurs en sel élevées (Van-Houdt et Michiels, 2010; Vazquez-Sanchez et al., 2013).
8. Biofilms dans le secteur médical

La plupart des infections peuvent étre traitées efficacement avec des antibiotiques, cependant
il y a deux exceptions importantes : les bactéries résistantes et les bactéries qui résident dans
un biofilm qui peuvent étre jusqu'a 1000 fois plus résistantes au traitement d’antibiotique que

les méme organismes planctonique (Davey et al., 2000).
9. Détection de la production de biofilms
9.1. Méthodes phénotypiques

9.1.1. Observation indirecte

» Microplaques de titration
La technique de microplaque de titration au cristal violet, mise au point par O’Toole et Kolter
en 1998 est une technique trés utilisée pour I’étude de la formation de biofilms. Les biofilms
mono-especes peuvent se former sur des supports en polystyrenes en utilisant des

microplaques a 96 puits (Mathur et al., 2006 ).

Elle est basée sur le principe que le cristal violet se lie de maniére proportionnelle a la
biomasse du biofilm, permettant de visualiser les cellules qui s’attachent a la surface et se

colorent en pourpre avec le cristal violet (Pratt et Kolter, 1998 ; Niu et Gilbert, 2004).
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Figure 9: Principe de quantification des biofilms en microplaques (Bellifa, 2014).
» Méthode du tube

La méthode du tube est un test qualitatif utilisé pour détecter la capacité d’un micro-organisme a
produire un biofilm. Elle repose sur 1’observation d’un film visible formé a I’intérieur d’un tube a
essai en polystyréne, apres une coloration a la safranine. La formation de biofilm est considérée
comme positive lorsqu’un film coloré adhére aux parois et au fond du tube. En revanche, la présence
d’anneaux a l’interface air-liquide n’est pas considérée comme une preuve de formation de biofilm

(Figure 10) (Kirmusaoglu, 2019 ; Raksha et al., 2020).

q
Figure 10 : Méthode des tubes. Les deux premiers tubes a essai en polystyréne a partir de la
gauche indiquent la production de biofilm, les autres tubes a essai indiquent un manque de
production de biofilm (Kirmusaoglu, 2019).

» Culture sur Rouge Congo Agar
Freeman et ces collaborateurs ont décrit un test qualitatif pour détecter les microorganismes
capables de produire un biofilm, a la suite du changement de couleur des colonies inoculées
sur le milieu Rouge Congo Agar. Le Rouge Congo interagit directement avec certains
polysaccharides bactériens (PIA) formant un slime et donnant des colonies noires sur milieu
RCA, contrairement aux colonies non productrices qui restent rouge (Kara Terki, 2014 ;
Kirmusaoglu, 2019 ; Asghari et al., 2021).
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» Biofilm Ring Test
Une nouvelle technique de détection et d’évaluation quantitative des biofilms décrite par
Chavant et ces collaborateurs en 2007, et développé par la Société Biofilm Control,
permettant de mesurer les étapes initiales de formation du biofilm sans rincage ni coloration
(Liesse lyamba, 2012 ; Di Domenico et al., 2016).

La technique repose sur l'utilisation de microbilles magnétisables ajoutées au milieu de
culture qui, apres incubation, vont étre soumises a 1’action d’un aimant. Les billes libres dans
le milieu vont alors converger vers le centre du puits, générant un spot marron/rouge visible a
I’ceil nu. A DPinverse, si un biofilm s’est formé au fond du puits, les billes piégées par les
bactéries adhérées et la matrice sont immobilisées, conduisant a I’absence de spot apres

aimantation (Huang et al., 2008).
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Figure 11 : Le protocole du Biofilm Ring Test (Azeredo et al., 2016).
9.1.2. Observation directe
» Microscopie optique

La microscopie optique est la méthode la plus simple, la moins chere, la plus pratique et la
plus rapide pour observer quantitativement la morphologie des micro-organismes adhérant

aux surfaces et pour estimer semi-quantitativement la quantité de micro-organismes attachés a
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la surface (Kirmusaoglu, 2019). Il a été constaté que l'absorption de la lumiére par les
biofilms était en corrélation avec la masse cellulaire du biofilm et la masse totale du biofilm.
La microscopie optique est basée sur la relation linéaire entre l'intensité d'un pixel dans les
images de biofilm et le nombre correspondant de cellules. Cette relation permet le calcul de
I'épaisseur du biofilm. Des colorants peuvent étre utilisés parmi lesquels 1’hématoxyline et
I’éosine, 1’acide périodique de Schiff ou la coloration de Gram de Brown and Brenn (De
Carvalho et Da Fonseca, 2007 ; Davis et al., 2008).
> Microscope électronique a balayage

L’utilisation du microscope €lectronique a balayage pour I’étude des biofilms a permis de
fournir les premiéres images de la surface des biofilms, révélant des structures en trois
dimensions (Trinidad et al., 2010). Cette technique est réalisée en plusieurs étapes : la fixation
avec de l'aldéhyde, la déshydratation avec une série d'alcool, séchage, puis la métallisation par
recouvrement de I’échantillon d’une couche conductrice (tel que le platine), dont les électrons
libérés par le revétement métallique de I'échantillon sont capturés par le microscope
électronique a balayage (MEB) pour la production d'images (Priester et al., 2007 ; Asahi et
al., 2015 ; Kirmusaoglu, 2019).

Toutefois la déshydratation des échantillons engendre des altérations dans la structure de la
matrice organique et des images déformées du biofilm sont obtenues (Priester et al., 2007, ;
Trinidad et al., 2010 ; Dohnalkova et al., 2011).

Des protocoles variés sont cités dans la littérature avec des modifications visant a améliorer la
visualisation des structures cellulaires par utilisation de colorants tels que le rouge de
ruthénium et atténuer les déformations dues a la déshydratation de la matrice organique par

des méthodes cryogéniques (Priester et al., 2007 ; Dohnalkova et al., 2011).

Comme alternative, la microscopie électronique a balayage environnemental (MEBE)
consiste a déposer les échantillons dans une chambre a pression variable sans prétraitement et
le glycocalyx hautement hydraté du biofilm peut étre observé dans son état naturel (Williams
et Bloebaum, 2010 ; Trinidad et al., 2010).
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Figure 12 : Prétraitement des échantillons pour observation MEB (Asahi et al., 2015).

> Microscopie confocale a balayage laser
Cette technique permet d’observer aussi bien les cellules planctoniques que le biofilm. Elle
permet d’aller plus loin dans la visualisation de la structure du biofilm en balayant
I’échantillon en profondeur sans déformer ou abimer I’échantillon, et en multipliant les
acquisitions a différentes profondeurs. Il est possible de reconstituer une image en trois
dimensions du biofilm et d’acquérir des informations sur son épaisseur, sa rugosité Ou son

volume (Kokare et al., 2009 ; Bridier et al., 2010).

Pour l'observation du biofilm avec la microscopie confocale et les méthodes associées, le
biofilm doit étre fluorescent. L’emploi de différents fluorochromes permet de localiser et de
décrire plus précisément les structures, la composition (polysaccharides, ADN ou protéines),

et la répartition spatiale des biofilms (Kirmusaoglu, 2019).

L’utilisation d’un marquage Live/Dead composé¢ de SYTO9 (marqueur vert allant se fixer sur
I’ensemble des cellules) et d’iodure de propidium (marqueur rouge ne se fixant que sur les
bactéries avec une membrane altérée) permet d’étudier la viabilité bactérienne et donc

I’efficacité de traitements (Marques et al., 2015).

Il est également possible de modifier génétiquement des souches afin qu’elles expriment
elles-mémes un fluorophore comme la protéine fluorescente verte supprimant ’étape de

marquage (Tolker-Nielsen et Sternberg, 2014).

La microscopie confocale peut étre couplée a d’autres techniques telles que la spectroscopie
Raman, I’avantage de cette combinaison réside dans la facilit¢ de manipulation, 1’échantillon
ne nécessite aucune préparation ou traitement préalable, et aucun emploi de marqueur ou

fluorochrome est exigé (Allakhverdiev et al., 2009).
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9.2. Méthode génotypique
9.2.1. Détection des génes associés au biofilm par PCR

Les techniques de PCR sont utilisées non seulement pour lidentification des agents
pathogénes en amplifiant les séquences d'acides nucléiques spécifiques a l'espéce, mais
également pour la détection des facteurs de virulence en amplifiant les génes de virulence
cibles tels que les génes du biofilm a l'aide d'amorces spécifiques aux genes (Kirmusaoglu,
2019).

Le géne associé au biofilm est amplifié par PCR, le produit PCR isolé est visualisé sur un gel
d'agarose contenant un colorant intercalant I'ADN tel que le bromure d'éthidium pour
confirmer la présence de géne amplifié. Uniquement en PCR en temps réel, I'amplicon est
détecté par fluorescence a l'aide d'une paire de sondes d'hybridation spécifiques marquées au
colorant de fluorescence (Madigan et al., 2015).

9.2.2. Hybridation in situ fluorescente

La technique d’hybridation in situ fluorescente (FISH) est basée sur I'hybridation d'une sonde
marquée par fluorescence a I'ARNr ribosomique (figure 13). Les sondes marquées avec un
colorant fluorescent sont complémentaires de la séquence bactérienne de 'ARNr 16S dans les

cellules bactériennes (Valpi et Bridger, 2008).

Grace a cette méthode, des micro-organismes spécifiques présents dans une communauté de
biofilm hétérogéne peuvent étre identifiés par la méthode des sondes d'hybridation in situ
fluorescente (FISH). Le taux de croissance du micro-organisme dans le biofilm peut étre
déterminé, en raison des quantités de ribosomes existant dans un micro-organisme, qui sont
directement proportionnelles a l'activité de croissance du micro-organisme (Kirmusaoglu,
2019).
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Figure 13: Méthode d'hybridation in situ par fluorescence (Wolf, 2017)
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Conclusion

La mammite est une maladie endémique, reconnue comme 1’'une des affections les plus
fréquentes et les plus codteuses dans le secteur laitier. Elle compromet directement la qualité
du lait en altérant ses caractéristiques technologiques et hygiéniques, et I’affecte également de
maniére indirecte en dégradant sa qualité intrinseque. La mise en place d’une gestion
rigoureuse des pratiques d’élevage et de traite est considérée comme 1'un des moyens les plus
efficaces pour prévenir et controler I’apparition de la mammite. Cette derniere est
généralement causée par des agents pathogénes bactériens, classés en deux grandes

catégories :

o Les agents pathogenes contagieux : tels que Streptococcus agalactiae, Staphylococcus
aureus et Mycoplasma bovis, colonisent principalement la glande mammaire et se
transmettent essentiellement au moment de la traite.

« Les agents pathogénes environnementaux : comprennent diverses espéces de Streptococcus
ainsi que des coliformes environnementaux, notamment des bactéries a Gram négatif telles
que Escherichia coli, Klebsiella spp., Citrobacter spp., Enterobacter spp., Enterococcus
faecalis et Enterococcus faecium. D’autres bactéries a Gram négatif, comme Serratia,

Pseudomonas et Proteus, peuvent également étre impliquées dans I’infection.

La capacité de ces bactéries a former des biofilms est étroitement liée a leur aptitude a adhérer
a une surface et a y constituer une couche structurée. La densité de cette couche est
directement proportionnelle a la robustesse du biofilm formé. Les biofilms conférent aux
bactéries pathogénes une protection efficace contre la réponse immunitaire de 1’h6te. De plus,
les bactéries intégrées dans un biofilm présentent une sensibilité nettement réduite aux
antibiotiques et aux désinfectants, comparativement a leurs homologues sous forme
planctonique. Cette tolérance accrue repose sur plusieurs mécanismes. D’abord, 1a matrice
polymérique extracellulaire constitue une barriere physique limitant, voire empéchant, la
diffusion des substances antimicrobiennes. Les charges électrostatiques portées par cette
matrice peuvent également fixer certains agents, réduisant leur efficacité. Par ailleurs, le
métabolisme bactérien au sein du biofilm joue un réle clé : la faible disponibilité en
nutriments et le gradient d’oxygene induisent des états métaboliques réduits, voire de
dormance, chez certaines cellules. Ces cellules dormantes seraient en grande partie
responsables de la persistance du biofilm face aux traitements antimicrobiens. La forte densité

cellulaire dans les biofilms favorise le transfert horizontal de génes, notamment ceux
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impliqués dans la résistance aux antibiotiques, contribuant ainsi a 1’émergence de populations

hautement résistantes (Yannick et al., 2014).

Face a la progression inquiétante des résistances antimicrobiennes et aux limites des
traitements conventionnels, le recours a des stratégies alternatives devient indispensable.
Parmi celles-ci, la phytothérapie, la vaccination ciblée et 1’utilisation de bactériophages
représentent des pistes prometteuses. Parallelement, I’amélioration des conditions d’¢élevage,
I’optimisation des pratiques de traite, ainsi qu’un dépistage précoce des infections restent des
leviers essentiels pour limiter I’incidence de la mammite. Une approche intégrée, combinant
des mesures de prévention rigoureuses, des innovations thérapeutiques et une sensibilisation
accrue des éleveurs, s’avere incontournable pour assurer la santé animale, préserver la qualité

du lait et garantir la durabilité de la filiere laitiere.
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