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RESUME :

La concentration cellulaire du lait en cellules somatiques constitue a priori le seul témoin
diinflammation utilisé a I'heure actuelle pour le dépistage des infections mammaires.

Dans ce cadre, nous avons procédé a l'essai d'utilisation d’'une méthode de concentration
cellulaire directe d'application nouvel en Algérie au moyen du « COULTER COUNTER». IL a
été réaliser I'étalonnage de I'appareil dans un premier temps, puis une évaluation des
performances par détermination de la fiabilité et de la répétabilité des résultats obtenus sur
des échantillon de lait de quartier tester au préalable par le CMT (californian mastitis test).

Les résultas ont montré une bonne corrélation (=1,0) entre les deux methodes de comptage.
La répétabilité des résultas non pas dépasser le seuil de 5%(4,55%,0,21%, 0,14%) pour les
concentration cellulaire inférieur & 264500 et comprise entre 290000 et 822000 et supérieur
a 857 800 cellules /ml.

Une application de cette méthode de comptage pour le lait individuel de vache a été réaliser
sur 42 vaches en lactation dans un deuxiéme temps. Les résultats ont montré que les seuils
de 300000 et 800000 permettent une meilleure ségrégation entre les vaches infectées et non
infectées durablement par un pathogéne majeur. Le diagnostic a partir d'un seul taux a
révéler une faible spécificité (0,39) par contre le diagnostic a partir d'une série de taux a
permis une bonne sensibilité et spécificité (1,0 et 0,77 respectivement).

En fin, un comptage cellulaire pour le lait du tank et une évaluation des pertes qualitatives et
quantitatives ont été réalisé pour un échantillon de 22 élevages. Les résultats ont révélée que
86% des élevages ont une concentration cellulaire supérieure a 4000000 cellules /ml. Les
pertes occasionnées par |'‘élévation de la concentration cellulaire. sont estimées
quantitativement a 10,26% et de 1,83% et 0,73 g/l pour la matiére protéique et la matiere
grasse respectivement. '
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PROBLEMATIQUE :

Le secteur lait a une importance capitale dans I'économie agricole. 1i représente une
priorité du pays et rentre dans le cadre général de la mise a niveau de 'agriculture avec pour
souci d'arriver a une autosuffisance.

La production laitiere nationale est assurée essentiellement par un cheptel bovin de 1 675
000 tétes assurant 56% de la production globale, le reste étant assuré par la production
caprine, ovine et a moindre degré cameline.

La demande en lait et en produits laitiers n'a pas cessé d‘augmenter durant ces deux
dernicres décennies .En effet, 'Algérie consomme environ 3,3 milliards de litres/an,
équivalent a 110 litres / habitant / an. Cependant, notre production ne couvre que 39% des
besoins, le reste étant importé pour une valeur globale évaluée & 500 millions de dollars
(Ferrah, 2000). '

Devant, la faiblesse structurelle de I'élevage bovin laitier, malgré les progrés de I'état, depuis
les années 70, fondés essentiellement sur l'importation de races bovines & haut potentiel
génétique, une nouvelle politique de réhabilitation de la production laitiere a été initiée
depuis 1995 et intégrée par la suite en 1999 - 2000 dans un plan national de développement
agricole (PNDA), dont les principaux axes s'articulent autour de :

« La promotion de l'investissement a I'exploitation. ‘

o L'aide portant sur les prix du lait & fa production, l'activité de collecte et la livraison

aux industries laitiéres.

» Création de mini laiteries.

o Généralisation de I'insémination artificielle.

« Production de reproductetrs.(geénisses).

Parmi les facteurs limitant la production laitiére nationale, hors I'alimentation, les probléemes
sanitaires et particulierement, les mammites sont les plus importants. Et sont ceux qui, par
leurs fréquences et leurs conséquences biologiques en font la maladie la plus coliteuse
chez les bovins.

A travers le monde, les fédérations laitiéres ont instauré différentes méthodes de controle
des mammites. Les essais d’utilisation des substances stimulants limmunité non spécifique
des animaux et les tentatives de vaccinations se sont avérés décevants jusqu'a présent
(Rupp., 2000). La prophylaxie médico- sanitaire visant 3 traiter les animaux infectés et a
limiter les facteurs de risque liés aux conditions du milieu, constitue pour l'instant, le
meilleur, voire le seul moyen de maitrise des mammites dans les exploitations laitiéres.

. la mesure de la concentration cellulaire du lait représente & priori le seul témoin
dlinflammation traduisant les infections mammaires qui permet a l'heure actuelle de
diagnostiquer les animaux et les troupeaux infectés. Cette mesure, automatisable a co(t
limité dans le cadre du contrdle laitier par les laiteries est largement utilisée pour un double
intérét :

« Le paiement du lait a la qualité pris en considération par la reglementation,

» Le dépistage des mammites dans les élevages.

Hors, en Algérie on n ‘applique pas ce type de controle et on ne dispose d’aucune méthode
de mesure de la concentration cellulaire aux normes algériennes.

Lintérét de cette étude sinscrit dans un contexte d'essai d'utilisation d'une méthode de
mesure de la concentration cellulaire directe et son application pour prospecter et dépister
les infections mammaires dans nos élevages laitiers.
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INTRODUCTION :

La mammite se définit comme une inflammation de la glande mammaire.
Physiologiquement c’est une réaction de défense contre une agression locale, dorigine
infectieuse dans la plupart des cas (Poutrel, 1985).

Les infections intra mammaires (IIM) a l'origine des mammites demeurent une dominante
pathologique dans les élevages bovins laitiers avec une incidence annuelle oscillant entre 20
et 50% (Bareille,1998).

Les infections les plus séveres se traduisent par une inflammation importante et des signes
visibles et sont dénommées mammites cliniques tandis que dautres, les mammites
subcliniques sont totalement imprévisibles.

Cette inflammation, qu'elle soit accompagnée ou non de signes cliniques se traduit toujours
par un afflux massif de cellules effectrices du systéme immunitaire, leucocytes du sang vers
la mamelle. Ces leucocytes constituent, avec les cellules épithéliales issues de la glande
mammaire, ce qu'on appéle communément les cellules somatiques du lait.

La connaissance de la teneur en cellules somatiques du lait revét une importance a plusieurs
titres :

o Elle est considérée comme un indicateur de santé du ou des pis de par sa valeur qui
constitue un élément précieux pour la détection des mafhmites, surtout celles qui
passent inapergues pour I'éleveur.

» FElle permet I'évaluation des pertes économiques en-lait.

o Elle sert comme indice pour la sélection et I'amélioration génétique.

» Elle sert de critére d'évaluation de la qualité hygiénique du lait, en particulier, la
présence de bactéries pathogénes pour 'homme ou de résidus d’antibiotiques qui
constituent une préoccupation majeure des consommateurs et surtout de la filiére
laitiére.

Plusieurs facteurs peuvent influencer cette teneur en cellules qui semblent étre lies aux
techniques de prélévement et aux méthodes de mesure, comme elle peuvent étre sujette a
des variations d'ordre physiologique ou a une irrégularité en cas d'infection constatée.

Toutefois, le nombre des cellules dépend principalement du statut infectieux de la glande
mammaire et une interprétation pertinente des valeurs de la concentration cellulaire pour la
détection des vaches ou des troupeaux infectés dans un contexte de régie nécessite I'analyse
d'une série de résultas et la connaissance des facteurs de variations et l'interaction entre
elles.

La présente revue bibliographique relate I'état des connaissances et des rappels sur la
glande mammaire, la mammite, les cellules somatiques, leur conséquence et leur importance
dans un premier temps. Les différentes méthodes de mesure de la concentration en cellules
somatiques seront succinctement décrites dans un deuxiéme temps. Les facteurs de
variations de la concentration en cellules somatiques et leur utilisation pour le dépistage des
infections mammaire seront ensuite détaillés.
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CHAPITRE I : RAPPELS ANATOMO- PHYSIOLOGIQUE DE LA GLANDE MAMMAIRE

La mamelle est une structure glandulaire a sécrétion externe, particuliere de toutes les
femelles de la classe des mammiferes. Elle se caractérise par la production de deux sécrétions
différentes. le colostrum et le lait, qui sont indispensables a la survie de la descendance de ces
especes. -

Sous la forme de paires de glande isolées, distribuées et positionnées symétriquement le long du
cordon mammaire, elles sont variables d’une espéce a l'autre en nombre :

« deux, chez la chévre, la brebis et la jument,

o« quatre, chez la vache.

La variabilité individuelle d’aptitude laitiere a permis de sélectionner les animaux, ayant les
performances les plus élevées, ou I'espece bovine présente le niveau de production le plus élevé.

I1.1- Anatomie de la glande mammaire :

1.1.1- Structure anatomique externe (conformation externe):

La vache posséde deux paires de mamelles inguinales appelés aussi quartiers dont deux
antérieurs et deux postérieurs, qui se prolongent chacun par un trayon (Cf. figure 1).
o, 24 ]
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Pis

Quartier
postérieur

b N ‘ v . . L . E ke
Sl 1 i 2 :
S ) o e droit
Quartier = 7, : ads,

antérieur gauche

- Quartier
) — postévicur
Quartier gauche

antérieur droit

Trayons

Figure 1 : Conformation externe d'un pis de vache.

( Les quatre mamelies sont réunies extérieurement en une masse hémispherique lourde et
volumineuse appelée pis, solidement attaché par un puissant systeme de suspension.

Ce systeme est formé par un ligament médian de fixation et par des ligaments latéraux de support
(profonds et superficiels) qui les attachent a la paroi abdominale et au bassin (Dosogne et al, 2000).
Cet ensemble peut, chez la vache adulte, peser plus de 50 kgs. Les dimensions du pis peuvent étre
prises comme indicateur du niveau de production laitiere chez une multipare. Cependant, ce n'est pas
le cas chez la primipare, car il continue 3 croitre pendant la premiére lactation.
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Avec le progrés génétique, le pis est mieux balancé et sa production est équilibrée alors
qu'initialement, les quartiers postérieurs produisait 60 % et les antérieurs 40% du lait (Hanzen,
2000).

1.1.2- Structure anatomique interne (histologie):

Chacune, des mamelles, constitue une entité fonctionnelle indépendante, sans communication
entre les tissus sécrétoires et les systémes canaliculaires des mamelles adjacentes (Dosogne et al.,
2000). La répartition est anatomiquement bien définie entre les moitiés gauches et droites,
individualisées par le ligament suspenseur médian du pis. Bien que moins évidente, la séparation des
quartiers antérieurs et postérieurs, n'en est pas moins compléte et est composée d'un fin et régulier
septum de tissu conjonctif. :

Chaque mamelle ou quartier comprend, outre la peau et la charpénte fibro- élastique, un parenchyme
glandulaire de structure complexe (Cf. figure 2) :
. Un tissu tubulo-alvéolaire

o Un tissu de soutien. Ligament suspenseur
du pis

Lobules
alvénlaires

Canaux inter
Jobulaire

Tissu
de
soutien

Tissu conjonctif

raroi  ——>|'H8
externe 4

Canaux
galactophores

Citerne mammaire

Repli annulaire
Citerne du travon

Canal du trayon

Figure 2 : Structure anatomique interne de la glande mammaire (d'aprés Jammes et al, 1988)

1.1.2.1. Tissu tubulo-alvéolaire :

Les acini sont les unités structurales du tissu tubulo-alvéolaire et productrices de la mamelie
(Cf. figure 3).



Lobules

Alvéole

Figure 3 : Organisation des lobules (d’aprés Jammes et al, 1988).

1.1.2.1.1. Alvéole (acinus):

Elles ont la forme de petites poches regroupées en lobules, eux méme organisées en lobes.
Chaque acinus est constitué d’'une couche monocellulaire appelée lactocyte, reposant sur une lame
basale et entourant une lumiére alvéolaire. Cette couche cellulaire ne présente pas les mémes
caractéristiques morphologiques quand elles sont au repos (1) ou en activité (2) (Barone, 1990) Ceci

est d(i aux modifications du stade fonctionnel de la glande.

(1) Au repos : L'épithélium est pavimenteux avec des jonctions serrées, rares, laches et perméables.
Le lactocyte présente un noyau centré et un cytoplasme peu important. Dans cet état, la cellule a la
capacité de se multiplier. Cette faculté est utilisée pour la régénération de la glande mammaire en
période de tarissement.

(2) En activité : Uépithélium prend un aspect cubique ou prismatique avec jonctions serrées, plus
nombreuses et plus efficaces, assurant une parfaite étanchéité aux espaces inter-cellulaires (Brouillet,
1998 ; Oliver-Bousquet, 1993 ; Stelwagen-Lacy Hulbert, 1996). La taille des lactocytes augmente
considérablement, le noyau est rejeté prés de la lame basale et au coté opposé, apparaissent dans le
cytoplasme, des vacuoles et des inclusions lipidiques. Le réticulum endoplasmique et I'appareil de
golgi sont particulierement développé (Dosogne et al., 2000).

Extérieurement, l'alvéole est entouré d'un fin réseau de cellules myoépithéliales étoilées dont 1a
contraction induite par une décharge d’ocytocine, provoquerait la vidange des lobules participant a
I'expulsion du lait (Brouillet, 1998 ; Deluis, 1983 ; Jammes et al., 1988).

Ce réseau est aussi entouré d'un maillage trés dense de fins capillaires artériels, veineux et

lymphatiques, et séparés les uns des autres par des faisceaux conjonctifs et du tissu graisseux (Cf.
figure 4).
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Lumiére
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f Cellules
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Canal
alvéolaire

Canal intra lobulaire

Figure 4 : Organisation d'un alvéole (d‘aprés Jammes et al, 1988).

1.1.2.1.2. Tubules (canaux, sinus):

Ils apparaissent sous la forme d'un complexe - arborisation assurant les fonctions
d'écoulement, de stockage et d'éjection du lait.

La sécrétion lactée sort des acini par des petits pertuis ouverts dans des canalicules. Ces derniers -
sont d’abord intra-lobulaire, puis intra-lobaire et se terminent par cing a huit canaux galactophores
dans un seul et unique sinus lactifére de taille variable.

Ce sinus (citerne) est divisé en deux parties :
e sinus mammaire,
e sinus du trayon.

Ces deux parties sont séparées I'un de l'autre par un repli annulaire appelé anneau veineux de
Flrstenberg. .

Le sinus du trayon se termine dans un repli muqueux, la rosette de Flrstenberg qui constitue en cas
d'infection, le principal point de passage des leucocytes du sang vers le lait. Il se termine par un court
conduit papillaire s'ouvrant a I'extérieur, le canal du trayon dont la longueur est inférieure a15cm.
Ce dernier constitue la premiére ligne de défense contre les infections mammaires. 1l est tapissé d’un
épiderme kératinisé semblable 3 celui de la peau. Sa fermeture est assurée par un puissant sphincter
(Dosogne et al., 2000).

1. 1.2 .2. Tissu de soutien:

Il est aussi appelé stroma et est constitué de :
e tissu conjonctif (1),
o tissu adipeux (2),



o systéme vasculaire (3),
o systeme d'innervation (4).

(1). Tissu conjonctif :

Il est formé essentiellement de fibrocytes et de fibres de collagéne.

(2). Tissu adipeux :

Il est constitué de nombreux adipocytes dont le nombre est trés largement influencé par le
régime alimentaire, durant la croissance des génisses, qui lorsqu'il est excédentaire peuvent envahir
la glande mammaire, reduisant ainsi le nombre de lactocytes et limiter la future production de
I'animal (Capuco, 1995). -

(3). Systeme vasculaire :

Lirrigation de la glande mammaire, particulierement importante, est assurée par un systéme :
o vasculaire artériel (a), :
¢ vasculaire veineux (b),
e lymphatique (c).

(a). Le systeme vasculaire artériel :

Il est composé essentiellement par :
» une artere honteuse externe,
» quelques petits rameaux issus de l'artére honteuse interne.

(). Le systéme vasculaire veineux :

Il est plus développé que le réseau artériel, et schématiquement, il peut étre représenté par
un systéme a trois étages dont le niveau :
o inférieur, constitué par un cercle veineux drainant le sang de la veine mammaire craniale,
veine mammaire moyenne (honteuse externe ) et la veine mammaire caudale,
» médian, qui draine le sang des veines péri-sinusales, du parenchyme mammaire,
» supérieur, présenté par les gros collecteurs de la base du pis formant le cercle veineux du

pis.

En effet, les deux systemes, arlériel et veineux, donnent des ramifications et des anastomoses qui
viennent englober le tissu tubulo ~alvéolaire permettant I'acheminement d’un important débit sanguin
(300 a 500 litres de sang par mamelle). Outre I'apport de nutriments acheminés aux lactocytes, le
sang charrie les hormones qui contrélent le développement des mamelles, la synthése et I'éjection du
lait ainsi que la régénération des lactocytes (Dosogne et al., 2000). -

(C). Le systeme lymphatique :

Ce type de vascularisation permet de restituer, & la circulation sanguine, le liquide de l'espace
interstitiel, la lymphe qui est un fluide corporel dérivé du sang par filtration capillaire. Elle participe a
la lutte contre les infections et joue un role important dans I'équilibre des fluides (Dosogne el al.,
2000).

Il est constitué de vaisseaux : -
* sous la peau, qui s'éleve depuis le trayon jusqu'a la base du pis,
 plus profond, qui collecte les lymphatiques du parenchyme.

Ces vaisseaux forment un réseau, sous cutané, situé a la base du pis, collectant I'ensemble de la
lymphe mammaire. De ce dernier, se détachent de gros vaisseaux, qui gagnent les ganglions
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lymphatiques rétro-mammaires, servant a purifier la lymphe et I'enrichir en leucocytes. D'autres
suivent le trajet inguinal et gagnent le lymphocentre ilio-fémorale.

(4). Le systeme d’innervation :

La majeure partie des terminaisons nerveuses, qui fogent le parenchyme mammaire sont
issues des nerfs mammaires, représentés par les fibres sensitives cérébro-spinales et les fibres
motrices sympathiques. Il n'y a pas de fibres motrices cérébro-spinales, ni d’innervation
parasympathique dans le pis. :

1.2. FONCTIONNEMENT ET MECANISME DE SYNTHESE DE LA GLANDE MAMMAIRE :.

La capacité de production laitiere d'un animal dépend essentiellement du nombre de
lactocytes de la glande mais également de sa capacité de synthese et de sécrétion (Flower et al,
1990). Ce nombre, génétiquement dépendant, est variable d'un animal a l'autre. Plus le nhombre est
important, plus la production de lait le sera également (Brouillet, 1998 ; Jammes et al., 1988 ;
Rulquin, 1997). '

Par conséquent, I'entrée en fonction de ces cellules correspond a la mise en place de la lactation et
I'achévement de celle ci se fait lors du tarissement (Dosogne et al., 2000).

I.2.1. La Lactation :

C'est la phase finale du cycle de reproduction de la vache d’'une durée moyenne de 305 jours.
La sécrétion lactée est caractérisée par la succession de deux périodes :

e Le déclenchement appelé la lactogenése,

o L'entretien appelé la galactopoiése.

Ces deux périodes sont soumises, a laction contrélée de différentes hormones (progestérone,
oestrogene, prolactine, corticoides.....)

1.2.1.1. La lactogénese :

Elle commence bien avant le vélage et consiste essentiellement en des modifications
biochimiques et cytologiques qui se superposent a la colostrogénése (Dosogne et al., 2000).

En fait, durant la colostrogénése, les cellules alvéolaires qui ses sont multipliées et différenciées
(mammogénése) lors de la gestation, achévent leur développement juste dans les heures qui
précédent la mise bas et acquiérent donc tout I'équipement enzymatique et les organites cellulaires
nécessaires a la synthése de la sécrétion lactée. Elle permet, dans un premier stade, la formation d'un
fluide pré-colostrale (colostorogénése lente) et dans un deuxieme stade, une production abondante
de colostrum, juste au pré- partum qui persiste jusqu'a quelques jours aprés le vélage
(colostrogénese rapide) (Hartmann, 1973 ; Flee et al., 1975).

1.2.1.2. La galactopoiése :

Elle fait immédiatement suite a la lactogénése et correspond a Foptimisation de la synthése du
lait et I'entretien de sa sécrétion. A ce stade, les lactocytes ne peuvent plus se multiplier et entrent en
pleine activité excrétoire (Dosogne et al., 2000). En effet, les mécanismes d'absorption, de synthése
et de sécrétion des différents composants de cette excrétion, sont soumises a des phénomenes de
régulation complexes (neuro- endocrinienne, hormonale, génétique, métabolique et alimentaire),
faisant aussi intervenir un rétrocontréle de la lumiere de I'acinus (Rulquin, 1997).

Seule la composition, des deux sécrétions lactées (lait et colostrum), sera décrite ici ainsi que les
différents mécanismes d'absorption, de synthése et de sécrétion de leurs principaux constituants.
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1.2.1.2.1. Le lait :

Le lait est un fluide biologique de composition trés complexe qui est constitué essentiellement
d’eau, de glucides (lactose), de protéines, de lipides et de sels dont les proportions différent selon les
espéces et les races (Cf figure 5). .

®m Eau:87,5%

® Glucides : 4,5%

W Lipides : 4%
Protides : 3%

m Sels minéraux : 1%

Figure 5 : Proportion moyenne des composants essentiels du lait de vache.

Secondairement, on peut retrouver quelques bactéries, des cellules somatiques ( partie qui sera
détaillée dans le chapitre II) ainsi que divers produits témoins de leur métabolismes (Dosogne et al.,

2000)

La majeure partie de ces composants sont élaborés & partir des métabolites, prélevés dans le sang,
dont les voies et les mécanismes de transport font intervenir (Oliver-Bousquet, 1997) (Cf. figure 6) :

« une diffusion plus ou moins facilitée (glucose, acides amineés ...),

« une endocytose (immunoglobuline, albumine, transferrine sérique et hormones),

e une trancytose,

e une exocytose.

Cedi, selon deux modalités, en l'occurrence, la filtration sélective (1) et la synthese (2).

1) La filtration sélective permet le passage sans transformation, de certaines protéines
sérigues, l'albumine et les globulines, I'azote non protéique, les acides gras a chaines
longues (c;s ), certains acides gras a chaine moyenne (Cy4 €t ¢y6), les sels minéraux (ca*”,
k*, Na**, cl*), les oligo-éléments , les enzymes et les vitamines.

2) La synthése concerne trois constituants principaux : le lactose, les matiéres grasses et les

protéines.



Exocytose

Micelles de caséine

Vésicuies
sécrétoires

Appareil de Golgi

Réticulum endoplasmique

"
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Endocytose /ﬂ '
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igure 6 : (@) : voies de transport des nutriments et des prodUits synthétisés, (b) : Lactocyte en
activité (d'aprés Oliver-Bousquet, 1997).

Légende : 1 : Transport dans les endosomes, 2 :Transport vers les lysosomes, 3 :Transport vers
I'appareil de Golgi, 4 : Transcytose vers la membrane apicale.

a- Composition chimique :

Le lactose, les lipides, les protéines et les minéraux constituent les éléments essentiels de la

sécrétion lactée.

1. Le lactose :

Cest le sucre spécifique du lait et le déterminant clef de la quantité de lait produite par la

mamelle. Sa teneur varie entre 4,5% a 5%. II est constitué a part égale de glucose et de galactose
(Hanzen, 2000). Synthétisé au niveau du réticulum endoplasmique, il transite par V'appareil de golgi
ol il est rassemblé dans des vacuoles et déverse dans la lumiére alvéolaire par exocytose (Le Page,
1999).

Son excrétion augmente la concentration des substances dissoutes dans la lumiére alvéolaire et par
conséquent la pression osmotique. Pour rétablir I'équilibre osmotique, de chaque coté de la
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membrane cellulaire sécrétrice, I'eau suit le gradient osmotique vers l'alvéole. Cet équilibre est atteint
a partir de 4,5% de lactose dans le lait. Ainsi donc, sa synthése délermine le volume d'eau
necessaire, donc la quantité de lait a sécréter (Soulier et al, 1997).

Le deficit d’apport en lactose ou la Iésion de la cellule sécrétoire (cas de mammite) sont de nature a
réduire la concentration de lactose dans le lait et par conséquent la baisse de production (Hanzen.,
2000).

2. Les lipides (matiére grasse) :

La teneur en matiere grasse du lait varie selon les espéces et méme selon les races chez la
vache. Elle est de l'ordre de 3 a 5%, dispersée sous forme de globules gras dont la taille moyenne est
de 3 a 5 microns totalisant environ 10 milliards de particules par ml de lait. La particule de globule
gras se compose d'une goutte de lipide centrale et d'une membrane périphérique. Elle est composée,
essentiellement, par des triglycérides (96% a 98% )et le reste est représenté par des phospholipides
participant a la structure lipoprotéique de la membrane. Leur synthése se fait a partir du glucose et
des acides gras (Hanzen,2000).

D'un point de vue origine qui varie en fonction de leur nature, 50 % proviennent du sang et 50% par
synthése mammaire (Deluis et Richard, 1991).

Les acides gras :

o Courts, proviennent de la synthese mammaire tandis que les longs sont prélevés dans le
sang, a partir de l'alimentation ou de la lipolyse corporelle (lipolyse des tissus adipeux de
réserve).

o Moyens sont d'origine, soit mammaire, soit alimentaire ou corporelle.

Une fois synthélisés, dans |'appareil de golgi, les acides gras fusionnent en gouttelettes lipidiques
dont la taille augmente de facon croissante jusqu‘a leur exocytose vers la fumiere alvéolaire, tout en
empruntant une partie de la membrane cellulaire. 1l s'agit donc, d'une sécrétion de type mérocrine
(LE PAGE, 1999).

3. Les protéines ;

Les protéines totales du lait, dont la teneur moyenne varie de 2,8 a 4,5 % avec une valeur
moyenne de 3,35 %, sont constituées (Hanzen, 2000) :

» d'une fraction d'azote non proteique (ANP) (1),

» de matiere azoté protéique ou protéines vraies (2).

Le taux de protéines vraies baisse de 0,12 a 0,29 % par rapport aux totales.

3.1. L'azote non protéique :

1l est constitué essentiellement, de 'urée (33 a 79 % de I'azote non protéique du lait). On y
trouve aussi les acides aminés dont les principaux sont l'acide urique, 'ammoniaque et la créatinine.
L'augmentation de sa teneur a plus de 5,9 % est due principalement a un excés d‘apport alimentaire
azoté, combiné ou non avec une insuffisance énergétique glucidique. Elle peut également étre
associée a une infection mammaire.

3.2. Les protéines vraies :

C'est la fraction la plus importante (93 a 95%) qui se différencie de I'ANP par la grosseur de
leurs molécules (Hanzen, 2000).
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Elles sont présentes, sous deux phases :
« L'une micellaire, insoluble instable, constituée essentiellement de caséines (ou protéines
majeures) donnant au lait son aspect blanc opaque,
» Lautre soluble, stable, constituée des protéines sériques appelées aussi protéines du
lactosérum (ou protéines mineures).

3.2.1. Les caséines :

Elles constituent les protéines spécifiques du lait et représentent 78 a 80 % des protéines
totales.

Elles sont composées d’environ deux cent acides aminés et se différencient en:
e -5 (38%),
s -5, (12 %),
- e P -caséines (35%), constituées d’'un segment gamma,
« - caseines (15%).

3.2.2. Les proteines sériques :

Elles sont au nombre de quatre :
 la p-lactoglobuline (60%),
o [a-lactalbumine (20%),
» |'albumine sérique (7%)
e les immunoglobulines (13%).

La p-lactoglobuline est présente dans le lait de la vache, de la truie mais pas de la jument. Son role
est peu connu. Elle servirait d'apport protéique complémentaire pour le nouveau-né.

L'a-lactalbumine est un des composants de la lactose-synthétase et, a ce litre, joue un role essentiel
dans la synthése du lactose.

L'albumine sérique (BSA) est un bon indicateur de I'état inflammatoire de la mamelle.

A l'exception de I'albumine et des immunoglobulines qui proviennent directement du sang, les autres '
protéines du lait sont synthétisées par les cellules mammaires a partir des acides aminés apportés par
I'alimentation, ou synthétisés localement (Hanzen, 2000) :

Synthétisées au contact des ribosomes, les protéines doivent transiter par le réticulum endoplasmique
vers l'appareil de golgi ou elles sont rassemblées dans des vésicules avec du lactose et de l'eau |
(Brouillet, 1998), puis migrer vers la paroi apicale et déverser leur contenu par exocytose.

4- Les minéraux :

Le lait contient des sels & Iétat dissous (molécules et ions) et a [état colloidal. Jls sont
essentiellement d’origine minérale (Cf. tableau I).

Tableau I : Valeur moyenne des différents minéraux du lait rapporté en mg/100 ml.

K Ca Cl P Na S Mg
141 123 119 95 58 30 12
K: potassium, Ca: calcium, Cl: chlore, P: phosphore, Na: sodium, S: soufre, Mg: magnesium.

Le calcium et le phosphore sont les deux éléments fondamentaux de la structure de la micelle
caséique. Ils sont, avec le magnésium, responsables de la stabilisation de cette derniére.
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Les ions potassium, sodium et chlore réalisent avec le lactose, I'équilibre de pression osmotique du
lait dans la mamelle vis a vis de la pression sanguine. Ils subissent des variations importantes en cas
d'infection mammaire (Hanzen, 2000).

b. Composition bactériologique :

Le lait obtenu lors d'une traite n'est pas un produit stérile. A I'état normal, il existe une
certaine quantité de micro-organismes, essentiellement des germes saprophytes du pis et des canaux
galactophores.

Ils sont de natures diverses : bactéries, levures et moisissures. Cette diversité dépend de
I'environnement, des conditions de production et de I'hygiéne de la traite.

Les bactéries, généralement, majoritaire de la flore totale peuvent étre classées (Monosallier, 1994)
en deux grands groupes :

(1) Flore non pathogéne:
» flore psychrotrophe,
« flore lactique,
» flore thermorésistante,
» flore coliforme,
» flore butyrique.

(2) Flore pathogene

1. Flore non pathogéne’:

En général, 93 % des laits contiennent :
s moins de 50 000 germes totaux/ml, ou la flore psychrotrophe reste généralement
dominante (3 000 bactéries/ml).
» Les flores, lactiques et thermorésistantes sont présentes a des niveaux moyens de
I'ordre de 1 000 bactéries/ml.
¢ Les teneurs moyennes en flores coliformes sont inférieures a 500 bactéries/ml
(Heuchel et Sommellier, 1997).

Celte flore constituent la flore de transit sans grande conséquence pour les conservations ou les
transformations ultéerieures du lait (Monosallier, 1994)

2. La flore pathogéne:

Nombreux sont les germes pathogénes, qui peuvent contaminer le lait. Habituellement, sont ceux
responsables de mammites ; ils sont formés de deux groupes au sein desquels, on distingue les
pathogenes majeurs et mineurs (Il seront détallés dans le chapitre 1I)
¢ germes contagieux (Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus),
» germes d'environnement (Lscherichia coli, Streplococcus uberis, Streplococcus -
dysgalactiae)

D'autres germes, responsables de maladies infectieuses contagieuses, induisent également de temps
a autre des troubles mammaires : Brucella, mycobactérium tuberculosis, baciflus anthracis, virus de la
leucose et de la fievre aphteuse (Hanzen, 2000).

1.2.1.2.2- Le colostrum:

C'est un liquide jaune visqueux, présent dans la mamelle quelques jours avant et apres le
part. Son taux de protéines y est tres élevé du fait de la concentration élevée en immunoglobulines
(14%). La proportion des caséines est faible (4%) bien que leur quantité soit supérieure a celle du
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lait. Les concentrations en protéines et en matiéres grasses passent respectivement de la premiére
traite au 10&me jour de 160 g/l a 35 g/l et de 50 g/l & 39 g/i respectivement (Hanzen, 2000).

A coté des constituant synthétisés localement (lipides, lacloses, o - lactalbumine ), la perméabilité
des jonctions serrées permet,a coté de la voie classique transcellulaire, un passage complémentaire
des protéines sériques, des immunoglobulines et des ions (sodium et chlore)(Olliver et Sordillo,
1989).

1.2.2. le Tarissement (période seche) :

Elle correspond & 'arrét de la lactation donc a la cessation compléte de la sécrétion lactée.
Classiquement, cette période dure 60 jours et débute par une phase d'involution :

1) active de la mamelle, d’'une durée moyenne d'un mois. 1f s'agit en fait, du passage d'un organe
métaboliquement trés actif avec sécrétion intense, a celle de glande au repos sans aucune activité
sécrétoire bien définie. On assiste a un changement total :

e du débit sanguin,

o de la composition des sécrétions,

o du volume et de la morphologie de la mamelle,

« de la forme des lactocytes et de I'aspect de I'épithélium alveolaire.

Les éléments du lait vont 8tre, dés alors, résorbés (lactose, protéines et minéraux) ou phagocytés
(globules gras) par des macrophages qui envahissent la mamelle.

2) Consolidée, qui fait suite & la précédente, de durée variable en fonction de la longueur de la
période du tarissement. Elle correspond a la compléte involution de la glande, caractérisée
essentiellement par la régression des structures alvéolaire (disparaition du réticulum
endoplasmique et des vésicules golgiennes ), et des lumieres alvéolaire. Les lactocytes sont de
petite taille, avec un rapport cytoplasme sur noyau minimal, tandis que la part occupeée par le
stroma inter-alvéolaire augmente de plus en plus. ;

Seul I'essentiel de la structure lobulo-alvéolaire de la glande est sauvegardée, pour une nouvelle
lactation ou des phénomenes de régénération et de réactivation des lactocytes vont étre instaurés
pour la colostrogénese (Dosogne et al., 2000).



CHAPITRE II : PATHOLOGIE DE LA GLANDE MAMMAIRE (Mammite).

La mammite se définit comme une inflammation de la glande mammaire. Physiologiquement
C'est une réaction de défense contre une agression locale, d'origine infectieuse dans la plupart des
cas (Poutrel, 1985).
Elle se caractérise par des changements physiques, chimiques et habituellement bactériologiques, du
lait et par des Iésions pathologiques du lissu glandulaire. Les modifications les plus importantes du
lait comprennent un changement de couleur, la présence de caillé et dun grand nombre de
leucocytes. Alors que le plus souvent la maladie s'accompagne de gonflement, de douleur et
d'induration de la glande mammaire, (Radostits et al, 1997).
Dans l'état actuel des connaissances, il semble exact et commode de définir la mammite comme
étant une maladie caractérisée par I'existence d'un nombre élevé de leucocytes dans le lait (Radostits
et al, 1997).

I 1. ETIOLOGIE :

Les travaux de Watts et al., 1988 ont permis lidentification plus de 137 espéces et sous
especes de germes associées a la glande mammaire de la vache. Plusieurs d'entre elles constituent la
flore bactérienne normale et ne causent pas, sauf exception, de mammites. Néanmoins, d'autres
micro-organismes peuvent provoquer des inflammations.

Dans 90 % des cas, ceux sont par ordre d'importance :
o Les streptocoques (St. Agalactiae, St dysgalactiae, St. uberis).
» Les staphylocoques (5. auréus).
o Les coliformes (Escherichia Colj, Klebsiella SPP, Enterobacter Aerogenes).
o Les actinomycetes (Actinomyces pyogenes).

Quelques années plus tard, Le Roux (1999) a identifie plus de 200 espéces différentes d'une
importance inégale basée sur la combinaison de la fréquence, de la persistance et de la sévérité des
infections qui varient selon l'espéce en cause (Cf. tableau II), parmi lesquelles, cing especes
prédominent :

o Staphylocoque doré (Staphylococcus aureus) (1).

o Trois espéces de Streptocoques (Streptococcus agalactia, Str dysgalactia, Str uberis) (2).

o Les colibacilles (£scherichia coli) (3).

11 Les staphylocoques :

Staphylococcus aureus hémolytique, coagulase positive est difficile @ metlre en évidence dans la
forme suraigué, surtout lorsque les tissus nécrosés sont envahis par Escherichia coli et les Clostridies.
la p-toxine ou la combinaison des o et P-toxines sont produites par la plupart des souches
bactériennes pathogeénes isolées chez la vache. Leur signification pathogéne reste douteuse. Mais, il
semble y avoir une modification de la sensibilité avec I'dge (Radostitis, 1997).

I 2 Les Streptocoques :

En plus de Streptococcus. Agalactiae, d'autres Streplocoques sont responsables d'infections
mamimaires non communes, tels que St. equi.var.zoo epidemicus; St. viriaans (Groothuis , 1981); 5.
spp groupe G (Watts et al., 1984); St. pyogenes et St. pneurmoniae.

Streptococcus agalactiae est le micro-organisme le plus souvent responsable des mammites sub-
cliniques, mais provoque rarement les mammites aigués (Wattiaux , 1996 ).Pour Streplococcus.
agalactiae, cette sensibilité augmente au fur et a mesure de I'dge, alors qu'elle atteint son maximum
chez les jeunes effectifs, dans le cas de Stap/iylococcus. Aureus.

1 3 Les Entérobacteéries :

Escherichia. coli: Klebsiella et Enterobacter. aerogenes provoquent le plus souvent la forme
suraigué, a déclenchement subite, occasionnant de considérables pertes économiques. £scherichia
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coli est le germe le plus communément rencontré avec plusieurs sérotypes (Sanchez-Carlo et al,
1984), multiples types capsulaires de Klebsiella Pneumonia (Bramman et al, 1973), et Enterobacter
Pyogenes (Linton et al, 1984).

Tableau II : Relations entre sévérité, durée et origine des infections mammaires (d'apres Le Roux,
1999). :

Micro- ' Caractéres de I'infection

organismes L e T ST
| " Fréquence | Persistarice | . Severite | Réservoir -

‘5fap/7y/¢eac‘cu'sguz~é;;5‘ TR D Ther L T Mamele
Greptocoecis - 1w |+ o T Mamelle

agalactiae,
__ _dysgalactige | . .. . - L s
Streptococcus uberis +++ ++ ++ Environnement
Colbaciies ™™ T T T w1 T T e " Environnement
| e _ I T R

II. SYMPTOMATOLOGIE :

Classiquement, on distingue deux types différents de mammite (clinigue et subclinique ), dont
la symptomatologie est différente, et qui peuvent étre, des symptdmes (Cf. Tableau III) (Hanzen,
2000 ; Rupp ,2000) :

o Les symptomes généraux, qui sont des modifications plus ou moins importantes de
I'état général telles que la perte de I'appétit, I'absence de rumination ou I'hyperthermie.

o Les symptdmes locaux, qui s'observent au niveau du pis et se traduisent par les
signes classiques de I'inflammation (rougeur, douleur, chaleur et tumeéfaction).

u Les symptomes fonctionnels traduisant I'atteinte de la fonction de sécrétion et se
manifestant par des modifications macroscopiques de la quantité et de la qualité du lait
(Vestweber, 1994).

Tableau 111 : Symptomes lors de mammites (modifié, d'aprés Vestweber, 1994).

SymptOMatp'l’Qg‘ié cAspect ' MammlteSub- . - Mammite clinique ' ]
T gt e ddinique. - 1 Chronique | aloue — Sur-aigué
Symptomes généraux | Etat genéral - - - +
Symptomes locaux | Etat de la Sl B A A B ]
mamelle

i ‘Aspect du lait | T T Y LT e
Symptomes  |Cellles T T T T e
fonctionnels , IS PN DS —— —

- - Absence de manifestations, + : Présence de manifestations.

En effet; on définit les différents types de mammites comme sulit :

o Latente.
o subclinique.
g Clinique :
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o Suraigu

o Aigue

o Sub-aigue.

o Chronique.
v Non spécifique.

IL.1. Infections Latentes :
Flle est caractérisée par la présence de germes' pathogénes dans le lait malgré une
numération cellulaire normale (Weisen, 1974).

11.2. La mammite subclinique :

La mammite sub-clinique est la forme la plus fréquente des infections mammaires. En
Furope, elle représente 97 % de toutes les mammites (Rodenburg J, 1997).
Elle ne présente aucun signe clinique. L'état général de I'animal est parfaitement normal, la mamelle
est cliniquement saine et le lait ne présente aucune modification macroscopique. Par contre, I'examen
cytologiqgue du lait met en évidence une augmentation parfois considerable du nombre de
polynucléaires. De méme, son analyse biochimique révele la présence de modifications parfois tres
importantes de la composition du lait (Hanzen, 2000).
En plus, on constate une baisse de la production laitiere de 10 a 25 % (Rodenburg J, 1997). Cette
réduction de production persiste longtemps et diminue considérablement les résultats de lactation des
vaches infectées (Wattiaux, 1996 ; Hanzen, 2000).
Lors d'une mammile sub-clinique, la vache possede une résistance naturelle qui limite la
dissémination des bactéries dans le pis. Sous I'effet d’un stress, cette résistance diminue.
Ce type de mammite résulte de I'évolution de foyers infectieux au sein du parenchyme, créés par des
germes que l'organisme n‘arrive pas a éliminer. Elle peut évoluer sur plusieurs lactations et aboutir a
une fibrose plus ou moins importante des quartiers atteints (Hanzen, 2000).

I1.3. La mammite clinique :

Contrairement aux infections sub-cliniques, les mammites cliniques se caractérisent par des
modifications inflammatoires apparentes sur la mamelle et ses sécrétions, comme elles peuvent
s'accompagner d’une perturbation plus ou moins grave de l'etat général de l'animal.

Leur fréquence est nettement plus faible que celle des mammites sub-cliniques. On rappellera que
pour chaque cas de mammite clinique, il y a en moyenne 20 a 40 cas de mammites sub-cliniques
(Vestweber et al; 1994; Wattiaux, 1996).

Selon intensité et la rapidité d'apparition des symptomes, on distingue dans celte forme :
0 Le type suraigu. :
u Le type aigu.
0 Le type sub-aigu.

a. Le type suraigu :

C'est une inflammation trés brutale de la mamelle apparaissant habituellement dans les jours
suivant le vélage.
L'état général de I'animal est souvent trés affecté et on peut noter de la fievre et un abattement
profond. La mamelle est extrémement congestionnée, douloureuse, chaude et volumineuse. La
sécrétion lactée est soit interrompue, soit trés modifiée et présente alors un aspect séreux, agueux ou
hémorragique (Radoslits et al, 1997). Elle est rare mais souvent mortelle (Vestweber et Leipold ,
1994).
Ce type de mammite se caractérise par une trés grande rapidité d'apparition et d'évolution.
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Elle peut revétir deux formes caractéristiques :

o l'une dite paraplégique, car pouvant entrainer le décubitus de I'animal. Elle est le plus souvent
due 3 des coliformes et se caractérise par un syndrome d’hypothermie,

o lautre dite gangreneuse, se caractérisant par une nécrose rapide du quartier atteint aprés une
phase dintense inflammation et formation d'un sillon disjoncteur séparant les tissus vivants
des tissus morts. Ceux-ci sont noiratres et froids, la sécrétion est alors nauséabonde. Cette
mammite est due le plus souvent & Staphylococcus aureus ou parfois a des bacteries
anaérobies telles le genre Clostridium.

b. Le type aigu :

C'est une inflammation brutale de la mamelie peu ne pas s'accompagner pas d'effets
généraux. Les symptomes restent localisés au niveau de la mamelle qui apparait rouge, gonflée,
douloureuse et chaude. La sécrétion lactée présente un aspect crémeux, de couleur bleue verdatre
et d'odeur nauséabonde. Le quartier atteint est le siége d’une inflammation intense et I'état général
de I'animal peut étre gravement affecté (Vestweber et Leipold , 1994)..

La production laitiére est modifiée en qualité et en quantité. Cette mammite évolue moins rapidement
que la précédente, parfois pendant quelques semaines, mais peut dans certains cas, conduire ala
mort de I'animal. Elle survient 3 tous les stades de la lactation et est déclenchée par différentes
bactéries. Elle peut revétir une forme caractéristique appelée mammite d'été due a l'action conjuguée
de plusieurs bactéries dont Corynebacterium pyogénes transmis par des mouches dont Hydrotea
irritans.

c. Le type subaigu :

La mammite subaigué est une inflammation bénigne de la mamelle qui ne se manifeste que
par des altérations de la sécrétion. Elle est caractérisée par la présence de flocons et de grumeaux
dans le lait des premiers jets. Le produit de sécrétion apparait plus ou moins visqueux, traversant
difficilement le filtre a lait (Weisen ., 1974; Poutrel., 1985).

11.4. La mammite chronique :

C'est une inflammation modérée mais persistante de la mamelle, évoluant lentement sur
plusieurs mois, voire plusieurs années, parfois durant la vie entiere de I'animal. Elle fait
habituellement suite 3 une mammite aigué ou suraigué. L'état général de I'animal n'est pas affecte.
Les signes locaux sont extrémement discrets et se traduisent par la présence, dans le parenchyme
mammaire, de zones fibrosées de taille et de localisation variable, palpables apres la traite. Le lait
présente de fagon plus ou moins réguliere, des grumeaux dans les premiers jets. Petit a petit, la
sécrétion diminue, le quartier s'indure et finit par se tarir completement (quartier atrophié). On note
souvent, au cours de I'évolution de cette mammite, I'apparition d'épisodes diniques plus ou moins
intenses traduisant une mammite subaigué. Cette évolution chronique est la forme la plus
caractéristique des infections dues aux Staphylocoques ou aux Streptocogues (Vestweber et al.,
1994).

I1.5. Les mammites non spécifiques :

Ce type de mammites se présente lorsque aucun germe pathogene n'est isolé et identifié
(Weisen, 1974). -

III. Pathogénie :

Une fois dans le sinus du trayon, les germes doivent s'adapter a ce nouveau milieu que
constitue le lait, au demeurant fort différent de la peau et du milieu extérieur (Burvenich et al, 1995).
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En fait :

= le lait mammiteux constitue un meilleur milieu de culture que le lait sain tout au moins
pour les germes responsables de mammites -

» La proteolyse des- béta-caséines libére des peptones favorisant la multiplication
bactérienne. Par ailleurs, de nombreuses bactéries pathogénes produisent des
hémolysines. Le milieu se trouve ainsi enrichi en fer (élément favorisant la croissance

- bactérienne) libéré lors de la destruction des globules rouges.

En genéral, la présence d’'un germe constitue un obstacle au développement d’autres germes.
C'est la raison pour laquelle, dans une exploitation, la flore se limite habituellement & une voire deux
espéces pathogeénes. (Hanzen, 2000).

Une fois adaptée, les germes se muitiplient, se fixent sur les cellules de I'épithélium des canaux
galactophores et progressent vers le haut de la mamelle. Il convient de préciser la capacité
d'adhésion des germes a I'épithélium glandulaire et donc de résistance au flux de lait lors de la traite
varie selon les germes. Leur présence ou la sécrétion de toxines occasionnent une irritation des
cellules et provoquent la formation de Iésions responsables de 'appel et de I'arrivée de polynucléaires
neutrophiles. A ce stade, trois cas sont envisageables :

(1) La guérison : La réponse de l'organisme est suffisante et précoce. Linfection est éliminée
avec ou sans forme cliniguement visible. Cette évolution n‘est observée que dans 20 % des
cas. '

(2) L'extension: la réponse de I'organisme est insuffisante et tardive : elle ne peut empécher
Finfection de s'étendre. Les formes cliniques évoquées peuvent évoluer soit vers la guétison
totale (rare) ou la mort rapide de I'animal (formes suraigués ), soit vers une forme subclinique
ou une forme chronique sur un temps plus long (Carven et al., 1985)

(3) La fluctuation: ia réponse de l'organisme permet de limiter le développement des
germes sans toutefois les éliminer totalement. La multiplication des bactéries provoque un afflux des
polymorphonucléaires (PMN) qui diminuent le nombre de bactéries actives, ce qui en retour, limite la
mobilisation des leucocytes. 1l s’ensuit un nouveau développement microbien et un nouvel afflux de
PMN, etc. On obtient un état fluctuant caractéristique des infections mammaires sub-cliniques. Les
germes, dans ce cas, peuvent rester confinés sur les lieux de linflammation initiale jusqu’a ce que des
circonstances extérieurs affaiblissent les défenses de I'animal et permettent leur progression dans les
tissus avoisinants, ou méme le passage a une forme clinique & lissue de laquelle I'animal guérit,
retombe dans I'état fluctuant précédent ou perd définitivement Vintégrité de ses tissus (Hanzen,
2000).

IV.LE DIAGNOSTIC

Le diagnostic des mammites cliniques (1) et subcliniques (2) repose sur la mise en évidence
des :
1. symptomes caractéristiques de I'inflammation de la mamelle.
2. conséquences cellulaires (modifications cytologiques), chimiques, et finalement
bactériologiques de I'état inflammatoire de la mamelle.

IV 1. Diagnostic des mammiites ciiniques :
Ce diagnostic repose sur la mise en évidence des symptémes caractéristiques de
l'inflammation de la mamelle :

a. Geénéraux.
b. Locaux.
c. Fonctionnels.
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a. Les symptomes généraux :

Les signes généraux sont présents lors de mammites aigués et surtout suraigués. Ils sont
dintensité variable et vont de la simple baisse d’appétit, avec ou sans fievre, a la prostration
compléte, voire au coma par intoxication (due 3 l'exotoxine staphylococcique ou a I'endotoxine
colibacillaire) et parfois a la mort (Rosenberg, 1979)..

b. Les symptomes locaux :
Les signes locaux seront mis en évidence par linspection et la palpation du pis et des trayons.

1 L'inspection :

L'inspection commence a distance en examinant I'attitude et la démarche, de la femelle, qui
peuvent étre modifiées si la mamelle est douloureuse. Puis on apprécie la couleur et le volume de la
glande, le volume relatif des différents quartiers et I'existence d’éventuelles déformations ou
asymétries. Enfin, on doit examiner les trayons et leurs orifices :

o La couleur de la peau de la mamelle est généralement rose. Lors d'inflammation, elle peut
devenir rouge. Dans les cas de mammite gangreneuse, elle devient violacée et noire, puis se
forme un sillon disjoncteur limitant fa paitie nécrosee.

o On peut observer la présence de déformations (nodules, abcés) et de lésions du tégument
(plaies, gergures, crevasses, papillomes, lésions diverses des trayons) et de I'orifice du trayon
(éversion, micro hémorragies)( Rosenberger , 1979).

2. La palpation :
La palpation permet de meltre en évidence :

o Des modifications de consistance du trayon et de la glande. v
o - Une douleur vive lors dinflammation aigué, alors que les inflammations chroniques ne sont
pas accompagnées de modifications de la sensibilité. ‘

Au niveau du canal et du sinus du trayon, on notera la présence d'indurations et de nodules. La
perméabilité doit étre vérifiée car elle est
o augmentée lord de Iésion du sphincter ou de fistule,
o Diminuée (traite difficile ou impossible) lors d'atrésie du canal et d'obstruction par des calculs,
des papillomes ou des décollements de la muqueuse.

La consistance de la glande varie, selon :
o le moment de la journée (tendue avant la traite, souple et élastique apres la traite),
o Le stade de lactation (la glande tarie est généralement plus souple).

Cependant, la consistance est augmentée lors d'inflammation et un quartier peut étre uniformément
plus dur que la normale (pis noueux), ou bien présenter des nodules indurés ou des abceés. Certains
signes locaux sont assez caractéristiques d'une infection : gangréne (mammite staphylococcique
suraigué), quartier trés enflammé associé a une agalaxie (réflexe) du reste de la glande (mammites a
entérobactéries), nombreux abcés contenant un pus caseeux, verdatre et nauséabond mammite a
corynebactéries) (Kelly, 1971).

c. Les symptémes fonctionnels :

Bien souvent, lorsque linflammation est modérée, les signes généraux et locaux sont absents et
seuls sont présents les signes fonctionnels, c’est-a-dire les modifications macroscopiques visibles dans
le lait. Ces modifications concernent Iaspect, la coloration et 'homogénéité du lait (Kelly , 1971).

1 Le test du bol de traite ou du filtre :

Celte épreuve consiste a recueillir, avant la traite, les premiers jets de lait de chaque quartier
dans un récipient réservé a cet usage et & en examiner l'aspect. Le récipient peut étre muni d'un filtre
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(pelit tamis, passoire a thé...) qui facilite la mise en évidence de grumeaux, signes d'une
inflammation et du passage dans le lait de facteurs de coagulation. En cas de traite mécanique, la
recherche des grumeaux peut étre facilitée par la mise en place sur le tuyau long a lait de détecteurs
en ligne constitués d'un filtre amovible (Rosenberger, 1979).

2. Le test d’homogénéiteé :

Il suffit de recueillir quelques jets de lait dans un récipient en verre (tube a essai, flacon a
prélevement), de laisser reposer quelques minutes, puis d'observer I'aspect, I'homogénéité et la
coloration du produit.

On peut mettre en évidence un lait de couleur rougeatre contenant des caillots sanguins lors
d’hémolactation ou de mammites dues a des germes producteurs hémolysines. Lors de mammite a
entérobactéries, le produit de sécrétion ressemble a de l'urine (ou de la biere) dans laguelle
flotteraient quelques grumeaux. Parfois, c'est un pus crémeux, verdatre et nauséabond qui est
recueilli, lors de mammites a corynebactéries. Enfin, on peut ne trouver quun lait aqueux sans
modifications particuliéres (Rosenberger, 1979).

1V .2 Diagnostic des mammites subcliniques :

Le diagnostic des mammites sub-cliniques repose d'une maniere générale sur la mise en
évidence des conséquences cellulaires (modifications cytologiques), chimiques, et finalement
bactériologiques de I'état inflammatoire de la mamelle (Nielen et al, 1992). Les mammites
subcliniques provoquent un endommagement du tissu épithélial sécréteur qui compromet les
caractéristiques de la composition des laits
Il est basé sur (Radostits et al, 1997) :

e Le dénombrement des cellules somatiques dans le lait (1).

e La recherche des modifications physico-chimiques du lait (2).

¢ ' L'analyse bactériologique (3).

1V .2 1. La numération cellulaire du lait :

Elle repose sur la mesure de la concentration cellulaire(sera décrite dans le chapitre III) ,

1V .2. 2. modifications physico-chimiques du lait :
a. Le test de la catalase :

L'action de la catalase des leucocytes et des bactéries du lait sur le peroxyde d’hydrogene
induit 'apparition d’oxygéne. La formation de 20, 30 et 40% de gaz correspond respectivement a la
présence de 500 x 103, 10° et 2 a 3 x 10° cellules par mi de lait.

Celte méthode requiert 3 heures environ et un matériel assez colteuk. De plus, aprés 24 heures de
conservation, la formation de gaz s'accroit (Nielen et al, 1992).

b. Mesure de I'activité NAGasique dans le lait :

Le principe de ce test est basé sur la mesure de l'activité enzymatique de la N-acétyl-p-
glucosaminidase dans le lait. Cette activité enzymatique est directement proportionnelle au nombre
de cellules du lait. En effet, une forte activité dans le lait indique un taux cellulaire élevé. Ce test
s'effectue sur un lait frais et le résultat s'obtient le jour méme (Radostits, 1997).

¢. Méthode ELISA :

Cette méthode permet de mesurer les taux élevés d'antigénes des granulocytes
polynucléaires, fournissant une estimation du taux cellulaire dans le lait, méme a des valeurs
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inférieures a 100 x <1O3 cellules par millilitre de lait. L'exactitude de cette méthode fait d'elle un
excellent moyen de détection des mammites (O’sullivan et al, 1992 ,In Hanzen ,2000).

d. Mesure de la conductibilité électrique du lait

On entend par conductibilité, la propriété d'une substance a transmettre le courant
électrique (propriété, dont jouissent les corps, de propager la chaleur et I'électricité et de les
communiquer aux corps voisins). Le contraire de la conductibilité s'appelle la résistivité.

La détection de la conductibilité électrique, est réalisée avec deux électrodes simples positionnées a
la base de la cellule de mesure, de facon a constituer une cellule conductimétrique (Le Roux, 1999).

Lors d'infection, la concentration des ions dans le lait change, parce que la perméabilité des
capillaires sanguins augmente et que I'imperméabilité des jonctions entre les cellules diminue. Apres
I'endommagement des cellules, la teneur en sodium et en chlore augmente donc, pour maintenir la
pression osmotique alors que la concentration en potassium et en lactose diminue. La modification
de la concentration de sodium, de chlore et de potassium provoque ainsi une augmentation de la
conductibilité électrique du lait . Elle peut &tre mesurée par quartier et donne des résultats fiables
pour la détection des mammites (Le Roux, 1999).

Ce test a I'avantage de pouvoir étre incorporé dans un dispositif de traite, permettant ainsi de suivre
quotidiennement, I'évolution de la conductivité électrique. Ce dernier identifie sensiblement les
mammites sub-cliniques, mais son aptitude a détecter les infections cliniques est seulement de 50 %
(Radostits et al, 1997).

e. Mesure de I'activité anti-trypsique du lait :

Ce test mesure l'activité inhibitrice de la trypsine dans le lait. Aprés le premier mois de
lactation, cette activité est due seulement aux anti-trypsines du sérum sanguin. Son augmentation
dans le lait est significative de passage de ces agents d'inhibition du sérum vers le lait, a I'occasion
d’éventuelles lésions de I'épithélium mammaire.

L'avantage de ce test réside dans le fait qu’il peut étre facilement automatisé (Matilla ,1985 In
Hansen , 2000).

f. Dosage de I'albumine sérique du lait :

Ce test chimique utilise le principe de l'estimation de la concentration de l'albumine sérique
dans le lait. Une forte concentration de cette substance indique la présence de lésions dans
I'épithélium mammaire (Bakken et al , 1985).

1V.3. Diagnostic bactériologique :

Le diagnostic bactériologique individuel a pour but d'identifier le ou les germes responsables
de mammites et de déterminer leur antibio-sensibilité ou antibio-resistance.

1l souffre de plusieurs contraintes et requiert :
= du temps,
= une bonne technicité tant pour le prélevement que pour I'examen,
= un esprit critique compétent pour l'interprétation et I'exploitation du résultat,

Il est par ailleurs coliteux et connait aussi certaines limites puisque 70 % des prélévements
seulement donnent lieu a un résultat positif.



Cette caractéristique est imputable a la fois :
o Au principe méme de I'examen : La variabilité de I'excrétion des germes dans le lait fait
qu'un résultat négatif ne signifie pas forcément I'absence de germes dans le quartier.

o A la fréquence des prélevements : On se souviendra, que les germes dits contagieux
sont responsables d'infections durant plusieurs mois et parfois observées d'une
lactation a l'autre. Les infections par des germes coagulase - ou par des streptocoques
d’'environnement durent plusieurs semaines, enfin les infections par des coliformes
sont habituellement de courte durée ; 57 % d'entre elles durent moins de 10 jours et
13 % d'entre elles durent plus de 100 jours.

o Par ailleurs, lisolement d’'un germe a partir d’'un prélevement ne signifie pas I'existence
de ce seul germe dans I'exploitation. A la réalisation du prélévement, certaines
contaminations exogenes peuvent souiller le prélévement et perturber la croissance
des germes véritablement en cause. De plus, au moment du prélévement, I'éventuel
traitement antibiotique préalable modifie considérablement le tableau bactériologique.

Il suppose une stratégie de prélévement. I faut savoir limiter les prélévements aux circonstances
ou elles s'averent indispensables, c’est-a-dire, en cas de mammite :

o cliniques : si I'exploitation est confrontée a une augmentation brutale de leur incidence
ou a un probleme de récidive aprés échec de mesures préventives ou curatives

a sub-cliniqgues pour en contrdler l'origine infectieuse et I'efficacité des mesures
préventives utilisées.

Chaque méthode a en effet des avantages et des inconvénients :

(1) sur tout le troupeau: cette méthode permet de déterminer la prévalence et la nature
de linfection ; le colit est cependant élevé. En effet, Neave et al ( 1975) ; Griffin et al (1977),
Pouterl (1985) et Badinaud (1984); Serieys (1985a); Prikazsky (1986) ; montrent que la disposition
de plusieurs résultats bactériologiques a une fréquence allant de 48 h & plusieurs semaine, 97% des
quartiers sains et 92,1 % des quartiers infectés peuvent étre détecté au premier prélevement et
confirmé par la suite. Prikazsky (1986), rapporte que les staphylococus aureuset —sterptococus
(agalactiae, dysgalactiae, uberis) sont isolés et confirmés par la suite dans 90% et 95% des cas
respectivement. Berthelot et al (2001) affirment que pour une excrétion bactérienne intermittente
de certains germes notamment celle de staphylococcus aureus, la sensibilité de détection passe de
75% a 94 % aprés un second prélévement.

(2)sur les animaux dont la concentration cellulaire individuelle est élevée: on réduit
les colits mais cela suppose de pouvoir disposer d'une bonne information et de critéres de sélection
(valeur du seuil) appropriés. Dans le cas contraire, on risque de passer a c¢oté de vaches infectées ;
Il. semble que la valeur prédictive du score linéaire (SL) pour identifier les vaches infectées soit
supérieure a celle du CCI, parametre qui doit davantage étre utilisé pour sélectionner les vaches a
traiter. Des germes contagieux sont habituellement identifiés chez des vaches dont le SL est > 4.5.
Cest moins le cas avec des germes d’environnement dont la présence dans la glande mammaire est
plus courte bien que les taux cellulaires soient élevés. Dans ce cas, un prélévement devrait étre
réalisé dés I'apparition de chaque cas clinique (Hanzen ,2000).

Sur les seuls cas cliniques : on peut dans ce cas passer a coté d'un probléme concernant le
troupeau ;

Au hasard : les résultats dépendront de la taille du troupeau. Le risque d'une mauvaise détection des
infections est reéel.
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(3) dans le tank a lait : ne donne que peu d'information sur le troupeau. 1l sert surtout a
controler I'efficacité de mesures préventives mises en place notamment en cas d'infections par le
Streptocoque agalactiae ou les Mycoplasmes. (Hanzen, 2000). Cependant, Berthelot et al (2001)
affirment qu'un meilleur protocole de surveillance sanitaire des troupeaux doit débuter par un
diagnostic bactériologique sur le lait de tank afin de dépister les germes spécifiques de mammites
avant de s'orienter vers le dépistage des animaux excréteurs.
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CHAPITRE : III LES CELLULES DE LA SECRETION LACTEE:
I. LES CELLULES :

On désigne par le terme "cellules somatiques du lait"(du grec soma =corps) les cellules du
corps qui sont présentes dans le lait (Schalm et Lasmanis, 1968).

Comme tout liquide biologique, le lait, méme normal, contient des cellules somatigues Elles sont de
nature hétérogeéne. Outre les cellules d'origine sanguine (PMN , macrophages et les lymphocytes..... )
impliquées essentiellement dans les défenses immunitaire de la mamelle, le lait contient également
des cellules épithéliales qui proviennent de la desquamation de I'épithélium glandulaire ou des canaux
lactiféres d'une part et ne jouent aucun rdle physiologique particulier d’autre part (Rupp, 2000).

I.1. Nature des cellules somatiques présentes :

La mise en évidence des cellules somatique remonte a 1910 grace au travaux de Prscott et
Breed. Néanmoins, selon Lee et al. (1980), l'utilisation de la microscopie électronique a permis de
distinguer deux grandes catégories principales :

e Les cellules épithéliales,

e Les leucocytes

I1.1.1. Les cellules épithéliales :

Elles proviennent de la desquamation de I'épithélium des canaux galactophores et des acini et
sont souvent lysées. Leur taille, leur morphologie, leur noyau et le contenu de leur cytoplasme les
font souvent confondre aux macrophages (Badinaud (1994). Elles représentent, la plus faible
proportion des cellules somatiques du lait (0 a 7%) (Lee et al., 1980). Comme elles peuvent
constituer la majorité des cellules (40 a 85 %).(Giesecke et Vanden Heever., 1967).

1.1.2. Les cellules leucocytaires :

Ceux sont les globules blancs ou leucocytes. qui ont migré & partir du compartiment sanguin.
1l existe trois types différents de leucocytes :

e les polymorphonuciéaires (neutrophiles, éosinophiles, et basophiles),

« les monocytes (représentés essentiellement par les macrophages),

e les lymphocytes.

a. Les Polymorphonucléaires :

Jls sont de trois types, les neutrophiles, les éosinophiles et basophiles (Cf .figure 7 et 8). Les
plus nombreux sont les neutrophiles. Ceux sont des cellules & noyau polylobés dont le diamétre est
de 7,5 & 10 um (Cullen, 1966).

EE o R | 2 =

Figure 7 : Frottis sanguin montrant deux poly
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(a)
Figure 8 : Frottis sanguin montrant en (a) : un polynucléaire éosinophile et en (b) : un polynucléaire
basophile (d'aprés ERIC P.H., 1997).

Spécialisés dans la phagocytose, les PMN sont tres riches en lysosomes (granules qui contiennent des
enzymes lytiques). Si leur forme ressemble a celle observée dans le sang, leur contenu peut étre
largement modifié. Nombre d'entre eux, présentent des vacuoles contenant des globules de matieres
grasses et de la caséine (Schalm et al., 1971) (Cf. figure 9).

au Granulation Caséine
primaire

No

Pseudopode

Glycogéne
Gr:mula.tion Globule gras
secondaire
PMN du sang (A) PMN du lait (B)

Figure 9 : Structure comparée des polymorphonucléaire neutrophiles du sang (A) et du lait (B)
(d'aprés Le Page, 1999).

Tis constituent le type cellulaire dominant lors d'infections intramammaires (Craven et Williams, 1985;
Sordillo et al., 1997). L'afflux massif de ces cellules du sang vers la mamelle entraine une importante
augmentation du nombre total des cellules somatiques dans le lait et peuvent présenter le type
majoritaire (90%) (Serieys, 1985b).

En effet, la concentration en cellules somatiques ou « comptage global et indifférencié de 'ensemble
des cellules somatiques par unité de volume du lait » représente une estimation de la concentration
des PMN et I'état inflammatoire de la mamelle (Rupp, 2000).
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b. Les Macrophages :

Ce sont de grosses cellules avec un diametre de 15 a 24 pm (cf. figure 10) (Cullen, 1966) ;
dont le cytoplasme contient un appareil enzymatique tres développé. Leur pouvoir phagocytaire vis a
vis des globules gras, des debris cellulaires et des bactéries est intense (Badinaud, 1994). Elle
présente le type majoritaire de la mamelie saine (Craven et Williams, 1985 ; Sordillo et al., 1997).

.

Figure 10: Frottis sanguin montrant un monocyte (d’apreés ERIC P.H., 1997).

c. Les Lymphocytes

Ce sont les cellules impliquées dans la défense spécifique de la mamelle. Iis sont capables de
reconnaitre les agents pathogeénes par leur surface membranaire. Leur diamétre est de 5 a 7 pym (Cf.
figure 11) (Cullen, 1966). Iis constituent environ le quart (24%) de la population des cellules
présentes dans le lait des vaches saines (Miller et al., 1 991).

(a)
Figure 11: Frottis sanguin montrant en (a) : un grand lymphocyte et en (b) : un petit lymphocyte
(d’aprés ERIC P.H., 1997).

Ils sont divisés en trois grands groupes qui différent par leurs fonctions et par les protéines sécrétées
(Sordillo et al., 1997) :
e Les lymphocytes B,
e les lymphocytes T, Les principaux lymphocytes T sont les lymphocytes T helper, les
lymphocytes T suppresseurs ou cytotoxiques et les lymphocytes T o et B.
¢ les cellules tueuses.

1.2. Répartition des populations cellulaires :

Chez la vache, la répartition'des types cellulaires varie en fonction du stade physiologique de
la lactation et également du statut infectieux de la mamelle (Bergonier et al., 1994a ; Le Page, 1999).
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Cette répartition a longtemps été discutée en raison de la difficulté a différencier ces cellules (Le
Page, 1999). Néanmoins, I'approche est différente, tenant compte de la présence ou absence
d'infection de la mamelle.

1.2.1. Hors infection :

Les différentes cellules retrouvées dans le lait évoluent, en nombre et en proportion, en
fonction du stade physiologique de la lactation (Le Page, 1999). D'une fagon générale, la proportion
des macrophages est presque majoritaire durant le cycle de la lactation (Cf. tableau 1V).

Tableau IV : Répartition des différentes populations cellulaires du lait en I'absence d'infection (d'aprés
Lee, 1980).

, Pourcentage
Macrophages 66 - 88
PMN L 0-11

Lymphocytes 10 - 27
Cellules épithéliales 0-7

1.2.1.1. Prés du vélage :

Les résultats semblent contradictoire, du fait que, Mc DONALD (1981) rapporte que le
colostrum ne contient pratiquement pas de polymorphonucléaires.

En revanche, Lee (1980) et Hanzen (2000) indiquent gu’en l'absence de toute infection, le colostrum
se caractérise par la présence :

« D'un nombre élevé de polymorphonuciéaires dont le nombre diminue au cours de la premiére
semaine suivant le vélage, d'une part,

o d'un grand nombre d'érythrocytes pouvant parfois se traduire par une hémolactation, d'autre part.

1.2.1.2. En début de lactation :

Les proportions pourraient évoluer, mais ceci n'intéresserait de fagon significative que les
macrophages (66 a 88 %) (Cf. tableaux IV et V). Les travaux de Le Page (1999) rapportent une
augmentation des cellules épithéliales par rapport au début et a la fin de la lactation.

Tableau V: Pourcentage des différents types cellulaires chez des primipares en début de lactation
(Miller et al, 1988).

' Type cellulaire
Semaines de lactation| Neutrophiles Lymphocytes Macrophages Cellules Epithéliales

2 39,4 16,5 33,0 10,8

4 32,4 24,3 25,1 17,4

6 28,1 27,4 24,8 17,0

8 21,5 22,0 36,9 19,6

10 28,8 26,2 30,6 14,4

11 26,2 23,6 34,0 16,2

NS NS P < 0,05 NS

NS : différence non significative.

1.2.1.3. En milieu de lactation :
Les travaux de Capuco et al (1995) et Serieys (1985b) rapportés par lLe Page (1999)

montrent, que les macrophages sont les cellules les plus représentées (88%), et que la population de
cellules épithéliales est & son plus bas niveau en milieu de lactation (Cf. tableau 1V). Ces dernigres
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représentent moins de 2 % en pleine production (Burvenich et al, 1998 ; Capuco et al, 1995,
Targowski, 1983). -

Saran et al (1998) rapportent que les populations leucocytaires des différents quartiers non infectés,
d'une vache saine, ne sont pas significativement différentes. Les variations importantes observées
entre vaches ainsi que la stabilité des comptages cellulaires et des répartitions au sein du méme
animal semblent indiquer une forte héritabilité (Le Page, 1999).

Les lymphocytes B ne représentent, que 3 a 20 % des lymphocytes totaux dans le colostrum, 5 a 7
% dans le lait, alors qu'ils constituent 20 a 30 % des lymphocytes du sang (Hilltron, 1991).

1.2.1.4. En fin de lactation :

Les primipares produisent plus de cellules en début de lactation que les multipares, mais cette
tendance s'inverse en fin de lactation (Capuco et al.,1995 ; Miller et al., 1991).
Concha (1986) a rapporté une répartition de 40 % de polymorphonucléaires neutrophiles, 30 % de
macrophages et 30 % de lymphocytes.

1.2.1.5. Durant le tarissement :

Selon les travaux de Mc Donald (1981), les macrophages prédominent le premier jour du
tarissement. Les jours suivants, les polymorphonucléaires neutrophiles sont les cellules les plus
nombreuses dans les sécrétions de la mamelle.

Ce resultat est en contradiction avec ceux de Wilson (1996) et LEE (1980) qui monlrent une
prédominance marquée des macrcphages durant le tarissement, seulement, ces derniers n'ont pas
préecisé le statut sanitaire des animaux. Néanmoins, les travaux du premier auteur sont confirmés par
Burvenich (1998) et Serieys (1997).

1.2.2. Lors d’infection :

Vis a vis de linfection, la proportion relative, dans le lait, de chaque type de cellules
(epithéliales, polynucléaires, macrophages et lymphocytes) varie en fonction du statut du quartier ou
de la mamelle (Craven et Williams, 1985 ; Miller et al., 1991; Sordillo et al., 1997).

Les infections provoquent des augmentations des concentrations cellulaires, des altérations sanguines
(Atrochi et al., 1996 ; Mechelutti et al, 1997), et egalement des modifications considérables dans la
répartition des populations cellulaires dans le lait.

L'augmentation se comptera en centaines de milliers, tandis que lors des 'modifications
physiologiques, les variations des taux observés sont de l'ordre de quelques dizaines de milliers. On
assiste, en particulier, a une élévation trés importante du nombre de polymorphonucléaires
neutrophiles (Cf.tableau . VI). : :

Concha et al (1986) et Grasso et al (1987) rapportent un pourcentage de polymorphonucléaires
pouvant atteindre 90 a 95 % ; cette méme observation a été faite par Paape et al (1979) en cas de
mammite clinique ou subclinique. Des lors, la détermination du taux de leucocytes devient un outil
précieux de dépistage de l'infection mammaire.

Une tres faible augmentation du pourcentage relatif des neutrophiles et des macrophages ainsi
gu’une legere diminution du pourcentage des cellules épithéliales est constaté lors d'infection par un
agent pathogéne mineur tel que, Staphylococcus coaqulase négative, (Le Page,1999). Le
pourcentage des lymphocytes ne varie pratiquement pas .
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En revanche, une augmentation du pourcentage relatif des neutrophiles ainsi qu'une diminution du
pourcentage relatif des cellules épithéliales est constaté lors d'infection par un agent pathogéne

majeur (Miller et al, 1991) (Cf. tableau VI).

Tableau VI : Relation entre le statut bactériologique du quartier et les différents types cellulaires du

lait exprimés en pourcentages (d'apres Concha et al.1986 ; Miller et al 1991 ).

Quartier stérile Quatrtier |!lfecte_ par un Quaryer |!1fecte |_Jar
pathogeéne mineur un pathogene majeur
MILLER CONCHA MILLER CONCHA MILLER CONCHA

1991 1986 1991 1986 1991 1986
PMN 26 40 29 61 40 77
Lymphocytes 24 27 24 24 22 14
Macrophages 30 30 32 18 32 + 9
Cellules épithéliales 19 14 6

I. 3.-ROLE DES CELLULES .SOMATIQUES -

La glande mammaire est protégée par des mécanismes de défenses variés pouvant étre
scinder en deux catégories distinctes :

e l'immunité non spécifique (1),

o limmunité spécifique (2).

Ceux sont les deux types d'immunité qui fonctionnent cdte a cote pour fournir une protection contre
les germes impliqués dans les mammites (Djabri, 1999).

(1). L'immunité non spécifique constitue le systeme de défense prédominant aux premiers stades de
I'inflammation. Elle est représentée par :

e les barrieres physiologiques du canal du trayon,

« la phagocytose (impliguant les macrophages et les PMN),

» les cellules tueuses naturelles,
o certains facteurs solubles (les anticorps, la lactoferrine, le systeme de complement, les

lysozymes, la lactopéroxydase...).

(2). En revanche, limmunité spécifique fait intervenir des déterminants antigéniques qui facilitent
['élimination des agents pathogeénes.

Elle est médiée par :
« les anticorps,
¢ les macrophages,
e et plusieurs types de lymphocytes

Dans ce chapitre, seul sera décrit'le role des cellules somatiques, en insistant sur leurs actions
phagocytaire (polynucléaires et macrophages) et non phagocytaire (lymphocytes.).

1.3.1 . Défenses phagocytaires :

1.3.1.1. Role des PMN :

Les PMN constituent le type cellulaire dominant lors des premiers stades d'infection (Marcus et
al., 1994 : Sordillo et al., 1997). Une fois sur le lieu, ils phagocytent et tuent les germes responsables
en exercant leur effet bactéricide (Craven et Williams, 1985 ; Rainard., 1991).
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Les PMN doivent étre recrutés sur le lieu de linfection et doivent de plus reconnaitre les agents
pathogénes responsables avant de les phagocyter (opsonisation) pour exercer leur effet bactéricide.

a. Recrutement:

La migration des PMN sur le lieu de l'inflammation est la manifestation cellulaire typique de
linflammation aigué. Elle est le résultat d'une séquence d'événements vasculaires et cellulaires
(Djabri, 1999).

Ces événements font suite a l'action de plusieurs médiateurs "pro-inflammatoires”, qui affectent la
micro-circulation locale, entrainant I'augmentation de la perfusion et de l'ouverture des jonctions
intercellulaires de I'endothélium vasculaire et par conséquent, I'exsudation du plasma (oedéme) et la
diapédése des polynucléaires (Craven et Williams, 1985 ; Rainard et al, 1999). (Cf. figure 12).

Bactéries

Signal
inflammatoire

Stimulus (1)

Macrophage
‘\ Toxine (2)
s Contact (3)

Médiateur pro-
inflammatoire (4)

Y e ) N v )\ r]\ V___/

Compartiment Compartiment Compartiment

Compartiment capillaire . . L X
conjonctif épithélial Tuminal

Figure 12 : Génération du premier signal inflammatoire et recrutement des PMN du sang vers la
mamelle (d‘aprés Rainard, 1999).

Légende : Le signal, déclenchant, prend sa source dans le compartiment luminal, il peut s'agir de
(1) : stimulus de contact généré par des bactéries adhérentes & I'épithélium, (2) : toxines libérées
par des bactéries se multipliant dans le lait, (3) : facteurs inflammatoires générés dans le lait par le
contact avec des bactéries, (4) : médiateurs pro-inflammatoires sécrétés par des macrophages
stimulés par lingestion des bactéries.

Les PMN migrent en réponse & plusieurs stimuli. Les toutes premiéres substances qui interviennent
sont les substances vaso-actives :
¢ ['histamine,
la sérotonine,
les dérivés de I'acide arachidonique,
les prostaglandines (notamment la PGf2a,),
et les leukotrienes.
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Suite & l'action de ces substances, les PMN migrent des capillaires et veinules et s'accumulent dans le
tissu sous épithélial, puis traversent I'épithélium pour se trouver dans la couche des cellules
luminales. Ensuite, ils traversent cette couche en passant entre les cellules ou en passant a travers
les régions dénuées de cellules épithéliales (Craven et Williams, 1985) (Cf. figure 13).
Compartiment Barriére Compartiment Barritre PMN Lait
sanguin endothélial conjonctif épithéliale

Figure 13: Représentation schématique du parcours des polymorphonuciéaires neutrophiles au fait a
partir d'une veinule post capillaire (d‘aprés, Rainard, 1999).

Légende : (1) : un facteur pro-inflammatoire libéré pour attiré les PMN jusqu'a la lame basale, (2):
nouveaux signaux pour que les PMN traversent la barriére épithéliale.

Les facteurs qui accélérent les mouvements des polynucléaires et définissent leurs directions sont les
facteurs chimiotactiques pour lesquels ils possedent des récepteurs spécifiques. Ces substances sont :
- le systéme du complémenit,
- les macrophages,
- les lymphokines,
- les endotoxines colibacillaires,
- les facteurs vasoactifs d'origine tissulaire,
jes prostaglandines,
les leukotriénes.

Dautres substances peuvent avoir une activité chimiotactique telle que l'amidon, le glycogéne, ou
simplement un corps étranger (boucle de plastique). Les lympocytes sont aussi impliqués dans le
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b. Opsonisation :

Les PMN doivent pouvoir reconnaitre et détruire les bactéries responsables sur le lieu de
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souvent nécessaire. C'est notamment le cas des bactéries impliquées dans les mammites (Rainard,
1991).

U'opsonisation fait intervenir essentieliement le systéme de compiément et les anticorps. La sunace

de certaines bactéries activent le complément, ce qui provoque un dépdt du fragment C3b pour
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phagocytes mais ne suffit pas généralement pour l'ingestion. La phagocytose, pour étre efficace, doit
faire intervenir certains types d'immunoglobulines, opsonisantes telle que: 1gG, IgM, et IgA.

Ces derniéres favorisent le dépdt du fragment C3b du complément d'une part, et interagissent
directement avec leurs récepteurs membranaires sur les phagocytes (Rainard, 1991) (Cf. figure 14)

PMN

ST o L
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H
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Débris
phagocytaire

Figure 14: Reconnaissance et ingestion des bactéries par un PMN ( d'aprés Rainard,(1991).

c. Activité bactéricide :

L'adhérence des bactéries aux polynucléaires s‘accompagne d'une stimulation de l'activité
bactéricide de ces cellules. Déclenchée par linteraction des récepteurs membranaires et les
opsonines, la phagocytose commence par linvagination de la membrane plasmique avec formation
d'un phagosome, puis il y a déversement du contenu des lysosomes au contact des bactéries
phagocytées. Ensuite deux systémes agissent pour l'ingestion des bactéries :

1. Le systéme oxygéno-dependant qui produit plusieurs composés actifs de l'oxygene avec un
pouvoir oxydant violent :
- les radicaux libres,
- T'hyperoxyde hypochlorite,
- et I'nydrogéne peroxyde.

2. Le systéme non oxygéno-dependant impliquant des protéines bactéricides et plusieurs enzymes :
- la peroxydase,
- les enzymes hydrolytigues.

Un pH élevé favorise 'activité enzymatique du phagosome (Craven et Williams, 1985; Rainard,1991).

d. Controle de I'activité :

Les PMN sont soumises a un réseau complexe de stimulations et d'inhibitions régulant leur
activite.

Ces facteurs de contrdle sont représentés par :
o Les cytokines (I'interféron, et l'interleukine 1) qui ont une :
» une action directe en stimulant leur métabolisme respiratoire.
» une action indirecte, en stimulant les cellules endothéliales. Ces derniéres permettent
I'adhésion puis la diapédése des PMN. ‘ '
o Les macrophages agissent sur les PMN par lintermédiaire des interférons, des
interleukines 1 et 8, des peptides et des monokines (Djabri, 1999).
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o Les lymphocytes T peuvent agirent également sur les PMN directement ou indirectement
par l'intermédiaire des macrophages (Rainard,1991).

Dans le lait, les PMN trouvent des conditions peu favorables :
- une pression partielle d'oxygéne cent fois plus faible que celle dans le sang,
- une concentration pauvre en glucose , & partir duquel ils tirent leur énergie,
- une capacité phagocytaire réduite due a une ingestion de la caséine et des globules gras
(Craven et Williams, 1985 ; Rainard, 1991). ’

1.3.1.2. Role des macrophages :

Comme les polynucléaires, les macrophages interviennent dans le mécanisme de défense
phagocytaire en ingérant les bactéries et les débris cellulaires. Leur aclivité peut étre élevée en
présence d'opsonines (anticorps et complément). Outre leur aclivité dans l'immunité non spécifique
de la mamelle, les macrophages jouent un réle important dans les processus de immunité spécifique
- les antigénes (Ag) ingérés sont présentés a la surface des macrophages complexés au CMH classe 2
(complexe majeur d'histocompatibilité de classe 2). Ces complexes Ag-CMH sont reconnus par les
lymphocytes T qui synthétisent a leur tour des anticorps spécifiques pour ces antigenes (Craven et
Williams, 1985; Rainard, 1991; Sordillo et al., 1997).

1.3.2. Défenses non phagocytaires :

Les défenses non phagocytaires & médiation cellulaire impliquent les lymphocytes qui sont
présents a tous les stades de lactation.

It existe plusieurs types de lymphocytes dont les roles sont différents(Sordillo et al., 1997):

o Les lymphocytes T helper produisent des cytokines en réponse a la reconnaissance du
complexe Ag-Ac (Antigéne-Anticorps) ou Ag-CMH présentés par les macrophages ou les
tymphocytes B. Ces cytokines jouent un role important dans I'activation des fymphocytes
T, des lymphocytes B, des macrophages et différentes autres cellules de 'immunité .

o Les lymphocytes T suppresseurs secrétent aussi des cytokines capables d'éliminer les
cellules altérées, vieilles ou endommagées par lintermédiaire des molécules du CMH. Leur
role est de contrdler ou de moduler la réponse immunitaire - _

o Les lymphocytes T o et (5. ont pour fonction hiologique la protection des surfaces
epithéliales. Iis sont capables, d'une part de détruire les cellules altérées par une activité
cytotoxique et d'autre part de soutenir f'activilé des cellules tueuses naturelles :

o Les lymphocytes B produisent et secrétent les anticorps dirigés contre les agents
pathogénes invasifs. Comme les macrophages et les polynucléaires, les lymphocyles B
utilisent leurs récepteurs pour reconnaitre les antigénes spécifiques. lls sont aussi
capables de présenter le complexe Ag-CMH a leurs surfaces aux lymphocytes T helper qui
sécretent les interleukines 2 activant ainsi a leur tour la prolifération et la différentiation
des lymphocytes B

o Les cellules tueuses naturelles contiennent des récepteurs pour le fragment Fc des
anticorps leur permettant de participer dans les réactions anlicorps-dépendantes. Le
complexe (cellules tueuses — Ac — cellules cibles) ainsi formé les stimule a déverser le
contenu de leurs granules (la perforrine). Elles sont capables aussi de secréter des
molécules toxiques et d’agir aussi bien sur les bactéries a Gram + que celles a Gram —.

1I. CONSEQUENCES DE LA CONCENTRATION EN CELLULES SOMATIQUES :

La concentration cellulaire d'un lait normal, issu d'une vache non infectée, est inférieur a 100
000 cellules somatiques par millilitre et ne dépasse rarement le seuil des 300 €00 cellules (serieys,
1985).

Néanmoins, des modifications de la production laitiere et de la composition du fait, apparaissent des
que le taux cellulaire atteint 60 a 80.000 cellules par ml, taux considéré habituellement comme tres
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faible (Badinaud, 1994). Elles sont importantes lorsqu’on passe de 100 000 a 200 000 cellules par mi -
encore plus de 200 000 a 400 000 cellules par ml et plus (Serieys, 1985b) (cf. figure.15).

Un taux cellulaire élevé traduit toujours une inflammation de la mamelle. Les acini sont, dans presque
tous les cas, touchés de telle sorte que la sécrétion est perturbée.
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Figure 15 : Composition du lait en fonction de son taux cellulaire (d'apres Badinaud ,1994).

I1.1. Conséquences sur la production laitiére :

Il semble que I'épithélium sécrétoire de la glande mammaire soit dégradé par la migration des
PMN du sang vers le lait ainsi que par les substances toxiques et les enzymes qu'elles libérent (Paape
et al, 1999). Il en résulte une baisse de synthése de la glande mammaire, d’autant plus prononcée
que l'inflammation est importante et durable (Serieys et al, 1987 ; De Clermont, 1992 ; Hortet et
Seegers, 1998). Ces pertes, en quantité, peuvent varier de 6 a 25% (% en lactation) respectivement
pour des concentration cellulaires de 150 & 400 000 cellules / ml et au dela de 2 000 000 cellules / mi
(Radostitis et Blood , 1985).

Les travaux de Le Roux (1999) rapportent une perte de production d’un troupeau a:
o 4% pour un taux cellulaire de 400 000 cell/ml,
o 6% pour 600 000 cell/ml,
o 8% pour 800 000 celi/ml.

En se basant sur I'établissement d’un score linéaire de 0 & 9 correspondant aux taux cellulaires
médians de 12.5 a 6400 10° cellules/ml les pertes estimées en lait d'apreés Raubertas et Shook,(
1982) pour une lactation standard (305 jours) sont de :

- 100 & 700 litres pour les primipares,
- 200 a 1 400 litres pour les pluripares (cf. tableau VII).
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Tableau V]I : Relation entre le score linéaire (LS), le CCI et les pertes en fait (Raubertas et Shook,
1982).

CCx x| Mediane Pertes |  Pertes

S 1000 ) (lires/jour) | (litres [lactation)

‘ | Primipare pluripares | Primipare | pluripares
0 0-17 12.5 - R N P
1 18-34 25 | - e
2 35-68 50 - L - _: :_ -
3 69-136 | 100 0.75 1.5 | 100 200
4 137 - 273 200 1.5 | 3 200 400
5 274 — 546 400 225 45 | 300 600
6 547 - 1092 800 | 3 6 100 800
7 1093 - 2185 1600 3.75 7.5 500 1000
8 2186 — 4371 3200 4.5 9 600 1200
9 >=4372 6400 | 525 10.5 700 | 1400 |

11.2. Conséquences sur la composition du lait :

Le passage, a travers I'épithélium sécrétoire, d'un taux élevé de leucocytes du sang vers le lait
et du processus inflammatoire qui 'accompagne en général contribuent a augmenter la perméabilité
vasculaire et tissulaire de la glande mammaire (Rupp, 2000). ette permeabilité accrue favorise le
passage d'éléments d'origine sanguine dans le lait et la composition chimique du lait peut en étre
considérablement modifiée, selon l'intensité et la durée de l'inflammation. 11 en résulte une
importante dégradation des parametres technologiques , une baisse des rendements fromagers et
des qualités organoleptiques et une moindre durée de stockage du lait U.H.T (Auldist et al, 1996).

Les modifications des principaux composants (lactose, matiéres grasses, matiéres proléiques,
minéraux ont été particulierement étudiées chez la vache (Serieys et al, 1987 ; Harmoun, 1994 ;
Seegers et al, 1997b ; Hortet et Seegers, 1998).

11.2.1. Le lactose:

La teneur en lactose est fortement diminuée et semble élre la résultante de la diminution de
la capacité de synthése de la mamelle en cas d'infections (Munro et al, 1984 ; Rupp, 2000). Cette
baisse débute a des concentrations cellulaires comprises entre 100 000 et 300 000 cellules/ml . Elle
est compensée par l'augmentation de celle des chlores dans le but de maintenir la pression
osmotique (Rupp, 2000)

11.2.2. La matiere grasse :

La teneur du lait en matiére grasse est seulement réduite selon Hortet et Seegers (1998),
significativement diminuée d'apres Serieys (1995).

Celte baisse s'accompagne d'une augmentation de la teneur en acides gras libres .Ce qui pourrait
résulter, & la fois d'un lait contenant plus de lipase provenant de leucocyles endommagés mais
également de l'arrivée d'activateurs venant du sang (Serieyes, 1995), et d’'une augmentation de la
fragilité de la membranes des globules gras (Serieys et al , 1987).

La lipolyse induite (dégradation de 1g/I de matiére grasse) n‘est significative qu'a partir d'un taux de
1 000 000 cell/ml (Roguinsky, 1978).



I1.2.3. Les matiéres protéiques :
I1.2.3.1. Les protéines coagulables (caséines) :

En effet, le lait d'une mamelle infectée contient une quantité importante d'enzymes d'origine
diverses (sang, cellules épithéliales endommagées, leucocytes et éventuellement baclér ies).

Rupp (2000) rapporle l'augmentation, particuliére el importante de la plasmine et des protéases,
susceptible d'expliquer une grande partie de la modification de la concentration en caséines dans le
lait. Cependant, les enzymes des leucocytes semblent également jouer un 1dle dans la lyse des
caséines.

Suite a des infections expérimentales par Fscherichia coli et Stapylococcus aureus, Michelulti et al
(1999) rapportent une séquentialité de la protéolyse des caséines par les enzymes des cellules.
somaliques dans l'ordre suivant : o, >3 >> « , conduisanl a la formation de protéose-péptoncs. La
proleolyse des caséines serait la résultante de mécanismes impliquant Iactivité de la plasmine et des
enzymes des cellules somatiques en proportion variable en lfonction du temps.

L'augmentation de l'activité de type plasmine est directement proportionnelle a la concentration
cellulaire donc aux activateurs de plasminogene des leucocytes (Heegaard et al, 1994 ; Verdi et al,
1991 ; Zachos et al, 1992).

La teneur en protéines coagulables est nettement diminuée lorsque la concentration cellulaire est
supérieure a 400 000 cell/ml. Les modifications en teneur observées se résument a une augmentation
significative des caséines y (peptide issue de la protéolyse) directement proportionnelle a la
diminution des caséines 3 (Le Roux, 1994 ) (cf. tableau VIII).

Tableau VIII: Variation de la composition en caséines de |dll“ de tank en fonction de leurs
concentrations ccl!ulaucs (Le Roux 1994)

Taux cellulaire de tank

e (X3000cell/mt )
Protéines < 200 200-400 >400
coagulables | =14 | =11 | (n=15)
Caséines o 51,22 52,15 52,65
Caséines [} 33,65 32, 93" C31,79"
Caséines « 9,95 9,12 . 8,01
Caséines* y 5,03° 5,80™ 6,95"

* . peplides précipitant avec les caséines et également appelés peptides insolubles pH 4,6.
2, " valeurs significativement différentes a p=0,05. )

1

IX1.2.3.2. Les protéines solubles :
La teneur en protéines solubles synthétisées localement (u-lactalbumine) diminue fortement.

Selon Serieys (1995), Le Roux (1999) et Rupp (2000), cette diminution est compensée par I'afflux
important de protéines d'origines sanguines, telles que les immunoglobulines de la classe G, le
sérumalbumine, et la transferrine, entrainant une augmentation globale de la concentration en
protéines solubles d’ot un taux protéique du lait peu modific.

En revanche Rainad (1983) et Auldist et al (1996) ont rapporté, que suite au processus protéolytique
impliguant les plasmines; 'augmentation de la teneur en protéines solubles est variable: Celle des
protéines tolales est peu variable et est en relation avec la diminution de la teneur en caséines qui
clle dépend de la variation de fa concentration cellulaire (Munro et al, 1984).
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Le Roux (1999) rapporte une teneur en:
u  protéines solubles de :
o 6,9 g/l pour les taux cellulaires inférieures a 100 000 celi/ml,
o 8,0 g/l pour les taux cellulaires entre100 000 et 300 000 cell/ml,
o 9,3 g/l pour les taux cellulaires supérieures a 600 000 cell/ml.

u  protéines totales de ;
o 36,1 g/l pour les taux cellulaires inférieurs a 250 000 cell/ml.
o 35,9 g/l pour les taux cellulaires supérieurs & 1 000 000 cell/ml.

11.2.4. Les Minéraux :

La composition du lait en minéraux est également modifiée (Serieys, 1995). Les teneurs en
potassium, calcium et phosphore diminuent. Pour ces deux derniers, celte baisse semble élre en
relation avec celle des constituants auxquels ils sont complexés, comme par exemple la caséine
(Rupp, 2000).

Par contre, la teneur en chlore et en sodium d'origine sanguine augmente (Serieys, 1995).Les travaux .
de Le Roux (1999) rapportent des teneurs de l'ordre de :
1,33 g/l pour des concentrations cellulaires inférieures a 100 000 cell/ml,

(e}

o 1,59 g/l pour des concentrations comprises entre 100.000 et 300.000 cell/ml,
o 1,73 g/l pour des-valeurs comprises entre 300 000 et 600 000 cell/ml,

o 1,88 g/l et plus pour des concentrations supérieures a 600 000 cell/ml.

IIL. IMPORTANCE DES CONCENTRATIONS CELLULAIRES DU LAXT :

La qualité hygiénique du lait est appréciée par un certain nombre de criléres :
- directs, comme la recherche de substances potentiellement toxiques ou de bactéries
qui peuvent étre pathogenes pour le consommateur,
- indirects, comme la mise en évidence des cellules somatiques (intérét du nombre
minimum).

La presence des cellules somatiques ne présente, elle méme, aucun pouvoir pathogéne ou toxique
mais elle est le signe révélateur d'existence de germes ou de produits indésirables (Badinand, 1994).

Leur numéralion est un élément précieux pour ;
- Le paiement et contrdle de I'hygiene du lait.
- Le diagnostic du type épidémiologique d'infection touchant les animaux atteinls de
mammites dans un troupeau.
- La gestion du troupeau laitier.

I1.1. Sur le plan hygiénique et sanitaire :

La concentration cellulaire reste a priori ; un trés bon indicateur de I'état sanitaire des pis et par
conséquent I'état hygiénique et qualitatif du lait produit.En effet, elle peu renseigner sur la présence
des : _

» Bactéries pathogenes.

» Résidus d'antibiotiques.

1111.1. Bactéries potentiellement pathogenes :

Les contaminations bactériennes transmises par le lait a I'homme sont nombreuses. Les
principaux germes transmis sont Echierchia coli, Staphylococcus aureus, les streptocoques, Listéria
monocytogenes et les salmonelles.
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D'autres sont moins fréquentes, néanmoins, elles ne sont pas de moindre importance : Brucella,
Coxiella, Chlamydia, et Campylobacter .

Chez la vache, Les espéces bactériennes les plus fréquentes fors d'infections intra mammaires
entrainant des concentrations cellulaires élevées avec une incidence directe sur la santé humaines
sont les staphylocoques et streptocoques .Leurs transmissions peuvent avoir deux origines
(Casamitjana, 1999) : ‘

o mammaire pour les germes dits de réservoirs,

o extra mammaire pour les germes d'environnement.

Selon Badinaud (1994), les numérations cellulaires & taux supérieurs a 800 000 cellules/mi, pouvant
atteindre les 10 millions de cellules par ml, signifie essentiellement une infection de la mamelle par
des bactéries Gram (+) de type Staphyloccus aureus; Streptococcus agalactiae, dysgalactidge et
uberis).

Serieys (1985) rapporte aussi que le taux cellulaire refléte Iimportance particuliere des infections
subcliniques par ces mémes germes reconnus pour leur persistance dans les mamelles réservoirs.

La présence de tels germes pathogénes dans le lait peut avoir une incidence assez grave sur la santé
du consommateur.

IIL1.1.1. Les staphylocoques (staphylococcus aureus) :

Environ 10% des staphylococcus aureus responsable de mammites bovine produisent une
entérotoxine thermostable (Beens et Luquet, 1987). Certaines  souches toxinogénes de
staphylococcus aureus isolées du lait cru produisent souvent l'entérotoxine C et/fou D. Ces
entérotoxines peuvent provoquer chez 'homme des troubles nerveux, digestif et posent un probieme
pour I'hygiéne alimentaire (Rainard ,1979). ’

II1.1.1.2. Les streptocoques :

Certaines souches de streptocoques, responsable de mammite bovines, provoquent chez
l'espéce  humain  divers maladies, telles que les méningites, l'endocardite et
L'ostéomyélite (Ghazi ,1999) Streptococcus agalactiae, a été découvrent dans certaines infections du
tractus urinaire chez la femme, et responsable chez les nouveaux nées des méningites mortelles
(Rainard, 1979).

Les rougeurs épidermidiques de la scarlatine et inflammation septiques de la gorge sont les résultats
de la consommation d'un lait cru issu de vache infectées par streptococcies pyogene (Heidrich et
Renk, 1967 ; Shalm et Noorlander, 1957).

111.1.2. Résidus de produits du traitement :

En effet, la présence de taux cellulaires élevés lors de suivi mensuel sur lait de tank indique un
taux élevé dinfections intra-mammaire. Selon Serieys (1985a), le taux de quartiers infectés d'un
troupeau pourrait atteindre 25 % pour des CCS de 800 000 cellules/ml, révélateur d’une utilisation
fréquente de produits anti-infectieux. -

Chez le consommateur, La présence de résidus de produits de traitements (antibiotiques et autres)
est plus génante que la présence d'agents infectieux.Elle est responsable de I'apparition de souches
bactériennes antibio-résistantes, et peut déclencher des allergies (Rainard, 1979).

II1.2. Sur le plan économique :

Les effets économiques de I'élévation de la concentration cellulaire totale se traduisent par la
réduction de I'efficacité économique globale de production (Seegers et al, 1999). Les mécanismes de
cet effet relevent de deux composantes principales :
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o colt de maitrise (1),
o pertes (2).

(1). Les colits de maitrise des infections intra - mammaires (subcliniques et surtout cliniques)
correspondant aux charges liées a la mise en ceuvre des traitements et de mesures préventives sont
variables : prise en charge médicale, zootechnique ou hygiénique (Seegers et al, 1994) .

(2). Les pertes c'est a dire « le manque a gagner » selon Seegers et al (1999), correspond aux :

o Pénalités ou pertes de prime de qualité du lait. :

o Effets économiques de la moindre productivité des vaches en quantité et qualite.

o Effets associés aux mortalités et réformes supplémentaires ainsi qu'éventuellement au
ralentissement du progrés génétique. ‘

o Colits de production d'un volume de lait non commercialisable (écarté a cause de
traitement en lactation).

o Voire en situation extréme, perte totale du produit s'il y a arrét totale de collecte.

IIL.2.1- Pertes liées au paiement a la qualité :

La teneur en cellules somatiques du lait de tank est dans de nombreux pays un éléement
d'appréciation de la qualité du lait pris en compte a la fois sur le plan réglementaire et pour le
paiement du lait aux producteurs.

Le critére « cellules » repose sur I'adoption des seuils présentant une meilleure marge de sécurité :
o moins de 250.000 cell/ml pour des laits de bonne qualité,
o entre 250 000 et 400 000 cell/ml de moins bonne qualité.
o plus de 400.000 cell/ml pour la plus mauvaise et lait impropre a la consommation.

Ce qui permet de classer le fait de tres bonne 3 moins bonne qualité : super A, reste du A, Bet C. Le
lait sera dés lors payé par point pénalisant les laits a plus de 400.000 cell /ml voir méme interdiction
de collecte si fa moyenne géométrique de 3 mois consécutifs est > 400.000 cell/ml (Beguin, 1994, Le
Roux, 1999).

Selon (Le Roux,1999), les normes de paiement utilisé en Europe sont :

Numération cellulaire (cell/ml) Prime ou pénalité au litre de lait
> 400.000 - 6 cts
> 250.000 et <400.000 0 cts
< 250.000 + 2 cts

Le calcul des pertes financiéres liées au paiement de la qualité reposent sur les résultats mensuels en
matiere de numération cellulaire du lait tank (Seegers et al., 1999).

En Angleterre :

o Hill (1991) rapporte que 66% des producteurs sont bénéficiaires de primes et 25 %
n‘encourent aucune pénalité alors que 9% sont pénalisés pour des concentrations cellulaires
de 400 000 a1 000 000 cell/m! et plus. '

o Nielen et al (1991) rapportent que 2/3 des troupeaux ont un taux cellulaire de tank compris
entie 200 000 et 600 000 cell /ml avec 7 % d'entre eux ayant un taux superieur a 1 000 000

cell/ml.

A partir de ces chiffres, un éleveur ayant une production moyenne de 2000 litres/jours ; la perte
financiare selon le critére « cellules » pour un taux trimestriel > a 1 000 000 cell/m! serait de : 2000 x
6ctsx90 = 108 000 cts. '
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II1.2.2. Pertes liées a la diminution de productivité :

A coté des colits dus aux pertes liées au paiement, s'ajoute I'effet économique de la moindre
productivité des vaches en quantité et en qualité. Les pertes peuvent étre eslimées par I'utilisation
d'une démarche normative, modéle adopté par plusieurs auteurs (Seegers et al., 1999 ; Matlaah,et
al ., 2000 et professionnels de la SNGTV France), qui révéle une perte de 2 % en lait par tranche de
100 000 cellules au dela d’un taux > & 200.000 cellules/ml selon la formule suivante :

P (%) = (NCT - 200.000) / 100.000 x 0,02
(P = perte ; NCT = numération cellulaire de tank).

Ces pertes sont de l'ordre de 4 % , 6 % et 8 %,pour des concentrations cellulaires de 400 000, 600
000 et 800 000 cell/m! respectivement (Le Roux,1999). Cedi entraine un surcroit des colts de
production pour un litre de lait non produit.

Pour un élevage de 100 vaches ayant une production de 5 000 litres avec un taux cellulaire de 300
000 cell/mi, Seegers et al (1999) estiment ce colt & 5 000 F, soit 0,50 F par litre de Jait non produit

Les pertes relatives & la composition du lait en matiéres utiles peuvent étre aussi estimées par
I'adoption de modéles statistiques.

Selon Mathieu (1985), Matlaah ,et al ., 2000 utilisant I'équation de régression linéaire, les pertes en
matiéres protéiques sont estimées par le rapport ; caséines / matiéres azotées a :

C / MAT = -2,06 log (NCT) + 89,47
(C = caséines du lait , MAT = matiére azotée , NCT = numération cellulaire de tank)

La diminution de ce rapport débute vers 200 a 300.000 cell/ml et les pertes financieres seront
d'autant plus importantes pour des concentrations supérieures a 1 000 000 cell/ml.

Selon le modéle de Roguinsky (1978), Matlaah, et al ., 2000 les pertes de matiéres grasses sont
estimées a :

P o e e -
1.000.000 cell/m!

P = perte de matiére grasse (g/), NCT = numération cellulaire de tank .

Néanmoins, les pertes ne sont significatives (1g/l) qua partir des concentrations cellulaires
supérieures a 1 000 000 cell/ml.

II1.2.3. Pertes liées aux réformes :

Les numérations cellulaires ont un intérét précieux pour la mise en place d'un plan de lutte
contre les mammites, surtout celles qui passent inapergues pour I'éleveur, donc les subcliniques.

Dans un troupeau ol 5 % des animaux peuvent présenter des numérations supérieures a 800 000
cellules /ml ,80 % peuvent étre guéris lors du tarissement. L'effectif restant (20 %) correspondant a
1 % du troupeau représente les vaches incurables qui doivent étre reformées (Seegers et al, 1999).

A partir des concentrations cellulaires individuelles (CCI), Farouit (1994) rapporte que les animaux
classées infectés de facon permanente (au moins deux CCI > 800 000 cell/mi) ou douteux (CCI >
300 000 cell/ml) en fin de lactation doivent présenter des CCI < 300 000 cell/ml la lactation suivante.
Le cas contraire témoignera d’une non guérison ou d'une réinfection et la décision de reforme doit
étre envisageée.
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Selon Le Roux (1999), il faut prévoir de nombreuses réformes devant des taux cellulaires moyens de
lait de tank supérieurs a 600 000 cell/ml.

A partir des CCIM et des CCI, peuvent s'établir des régles de décision permettant d'éliminer une
source d'infection permanente (vaches durablement infectées) d’une part ,et de diminuer ainsi des
dépenses et des charges pour des animaux moins productifs (traitement , alimentation, main
d’'ceuvre....).

I11.3. Sur le plan génétique :

L'héritabilité des numérations cellulaires (0,17) est trés nettement supérieure a celle des
mammites cliniques(0,02) et la corrélation génétique entre ces deux caractéres est positive et
forte(0,72). Une sélection génétique en vue de diminuer les numérations cellulaires apparait donc
pertinente pour augmenter la résistance aux mammites cliniques et sub-cliniques.

Les travaux de RUPP et al (2001), sur la base des tranches cellulaires, montrent que les vaches avec

CCI: :

- initial, < & 35 000 cellules/ml, présentent le risque le plus faible d'occurrence d'une
mammite clinique en 1%¢ et 2™ lactation.

- compris entre 75 000 et 215 000 cellules/ml conduisent au risque maximal d'occurrence
d’une mammite clinique.

Les résultats de cette étude suggérent qu'une sélection pour diminuer les numérations cellulaires
devrait réduire la fréquence des mammites cliniques et que l'objectif de la sélection doit favoriser les
vaches avec les CCS les plus falbles ce qui permit d'envisager de diminuer les CCS dans le lait par
sélection.
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CHAPITRE.IXI :

I. METHODES DE MESURE DE LA CONCENTRATION EN CELLULES SOMATIQUES :

La numération ou comptage des cellules somatiques du lait (CCS) peut étre réaliser par les
méthodes d'analyses :
o directes (microscopie, Coulter, fossomatic) du lait appliquées dans les laboratoires des laiteries
selon les normes internationales de la Fédération Internationale de Laiteries (FIL norme 148 a
: 1995, IDF, 1995),

o indirectes tel que les tests CMT (California Mastitis test) et catalase (Hanzen, 2000).
1.1. Méthodes directes :
I.1.1. Numération par microscopie :

Clest la méthode de référence ou de Prescott et Breed (1910) qui consiste en le
dénombrement des cellules somatiques du lait ; cellules dont le noyau est distinctement coloré par le
bleu de méthyléne (toutes les cellules leucocytaires et les cellules épithéliales). Elle utilise le
comptage visuel sur une lame spéciale appelée lame de BREED.

Suite a la difficulté de mise en ceuvre, elle a été délaissée au profit du comptage électronique, plus
rapide (Badinaud, 1994). Selon Leray (1999) la répétabilité des résultats obtenus par cette méthode
est de : '
= 23,5% avec un écart entre deux déterminations dans un méme echantillon de 30x10° pour
des concentrations cellulaires <2,5 x 10° cellules. '
« 12,4% avec uh écart entre deux déterminations de 60x10°pour des concentrations cellulaires

entre 2,5 et 7,5 x 10° .

9,4% avec un écart entre deux déterminations dans un méme échantillon de 169 x 10? pour

des concentrations cellulaires > 7,5 x10°

1.1.2. Numération par Coulter:

Cest une méthode de dénombrement des cellules somatiques contenues dans le lait ;
particules dénombrées par un compteur électronique, apres détermination d’un seuil et élimination
dans I'échantillon des globules gras dont la taille excéde I'intervalle des tailles des cellules.

a. Historique de la méthode :

Les premiéres études relatives au comptage de cellules somatiques remontent a 1965 (Cullen, 1965).
Toutefois, les premiers travaux utilisant le « Coulter counter, modeéle A » ont été realises par Grappin
et Jeunet (1971).

Le Coulter counter, initialement congu pour la numération des cellules sanguines, a été utilisé pour la
détermination du nombre de cellules dans le fait, néanmoins la précision du dénombrement était
insuffisante (Schipper et al., 1968 ; Zeilder et al., 1968b ; Read JR et al., 1969a ). '

Suite aux travaux de Tolle (1966), qui par traitement chimique a permis une trés bonne dispersion
des globules gras, en suspension dans le lait, qui interférent avec les cellules lors des comptages, cet
appareil a acquis une bonne exactitude.

Cette méthode, standardisée par lintroduction de deux produits (somafix et somaton) par Harfield
(1973) a été normalisée (FIL 148a :1995,IDF, 1995).

Dans ces applications, le compteur électronique de particules est rapide et économique (Leray ,1999).
La technique de préparation des échantillons et le comptage sont des opérations qui ne nécessitent
pas une grande technicité de fa part de I'opérateur (Grappin et al, 1971).
Sa cadence d‘analyses est d'environ 100 échantillons par heure.
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En plus du comptage des cellules somatiques, son utilisation, dans le domaine laitier, consiste en le:
dénombrement des particules ainsi qu'a la determination de leurs dimensions, donc :

o Le dénombrement des germes dans le lait ;

o L'analyse granulométrique des poudres du lait ;

o Le dénombrement des bactéries lactiques dans les levains ;

o La détermination du diameétre des globules gras dans le lait homogénéisé.

La répétabilité des résultas obtenue par cette méthode selon Grapin et Jeunet (1973) in leray (1999)
est de l'ordre de:

= 5,3% pour des concentration cellulaire <2,5 x10° cellules et I'écarts entre deux détermination
sur un méme échantillon est de.11x10°.

= 3,2% & 4,1% pour des concentrations cellulaires comprise entre 2,5 et 7,5 x10° et I'écart
entre deux déterminations est voisin de 16x10° dans 95%des cas

« 2,3% 3pour des concentration cellulaire >7,5 x10° et I'‘écart entre deux détermination est de
24x10°.

Read et al(1969) et Dijkman (1969) trouvent respectivement comme reproductibilité entre dilution
des coefficient de variation de 2,8% et 7,8%.Quant a Pearson et al (1970a) ils obtiennent une trés
bonne répétabilité des résultats avec des coefficient de variation allant de 2,5% a 0,9%lorsque le
nombre de cellules du lait passe de 4x10° & 1,4x10%/ml.

I1.1.3. Numération par Fossomatic (méthode fluoro-opto électronique) :

Le principe de la société Foss Electric relatif & la méthode fluoro-opto-électronique a été mis en
application pour le comptage des cellules somatiques du lait par Grappin et Jeunet (1974) a l'aide du
Fossomatic 180.

Elle consiste en la détermination de la concentration en cellules somatiques dans le lait.

L'appareil fonctionne selon le principe optique de la fluorescence. L'échantillon de lait a analyser est
mélangé en premier lieu avec une solution tampon (solution a base de bromure d'éthidium ou a base
de polyéthyléne glycol mono-éther) puis avec une solution colorante.

Ce mélange est transféré sous forme de film fin sur un disque rotatif servant de plan au microscope.
Les cellules sont séparées de maniére dynamique et exposées a un rayonnement spécifique du
colorant (lumiére bleue , 400-530 nm).En effet le systéme fossomatic suppose la coloration spécifique
de I'ADN par les colorants fluorescents. La fluorescence rouge airisi émise dans ['ultraviolet est
proportionnelle & 'ADN du noyau. Un photomultiplicateur capte le signal fluorescent émis par les
cellules et le transforme en signal électrique , donc L'impulsion électrique produite par chaque cellule
colorée est amplifiée et enregistrée. Ce systeme ne détecte a peu prés que les cellules inflammatoire
puisque les ‘amas de caséine et les particules inertes ne fixent pas le bromure d'étidium
(Hanzen,2000).1l permet I'analyse de 180prélévement de lait par heure.

Si les échantillons ne sont pas examinés dans les 24 heures qui suivent la traite, il faut les additionner
avec des agents conservateurs qui peuvent étre de I'acide borique, du bichromate de potassium, du
bronopol ou de l'azide de sodium.

La répétabilité des résultats obtenus par cette méthode différent selon le type d'appareillage utiliser.
Leray (1999) rapporte que pour des comptage par les fossomatic 180, 215, 5000 la répétabilité est de
l'ordre de :
o 4,7%, 8,9%, 6,9% et avec des écarts entre deux déterminations de 7%, 13% et6%
respectivement pour des concentrations cellulaires < 2,5 x 10°
o 3,3%, 3,7% , 2,1% et avec des écarts entre deux déterminations de 15%,19,6% et 11%
respectivement pour des concentrations cellulaires entre 2,5 et 7,5 x10°
o 2,5%, 3% et 1,8% et avec des écarts entre deux déterminations de 27%,36% et 26%
respectivement pour des concentrations cellulaires > 7,5 x10° .
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Selon ce méme auteur le fossomatic est moins adapté aux besoins des grandes séries du fait de son
encombrement important. De plus, il est difficilement adaptable en ligne avec d'autres appareils
d'analyse de la composition du lait.

Le fossomatic semble étre plus spécifique que le compteur Coulter parce qu'il néglige les poussieres
et partlcules diverses qui peuvent se méler a I'échantillon lors de son prélevement et ne compte que
les cellules a noyau (Hanzen ,2000)

I.2. Méthodes indirectes:

Parmi les nombreuses méthodes indirectes dapprecuatlon du nombre de cellules du lait
(Hanzen, 2000), on distingue :
o Celles, basées sur la réaction de gélification induite par l'addition d’'un détergent ou d'un
alcalin (test de Whiteside, Californian mastitis test et derlves) ‘
o Le test de la catalase,
o Les méthodes colorimétiques (réaction Feulgen positif).

Les méthodes de mesure directe permettent d'avoir des résultats précis ‘mais nécessitent un
laboratoire ; a I'inverse, certaines méthodes indirectes, d'appréciations , peuvent étre mises en ceuvre
a |'étable tel le CMT (Badinaud,1994).

Le Californian Mastitis test (CMT) reste le test le plus pratique et le plus répandu. Il sera le seul
décrit dans ce chapitre.

I.2.1 Le Californian Mastitis test:

_ Le CMT encore appelé Shalm & Noorlander (1957) est une technique d’estimation de la
concentration cellulaire, mesurée par l'intermédiaire d'une réaction de gélification qui est en rapport
avec la quantité d’ADN présent et par conséquent avec le nombre de cellules (Poutrel et al, 1999)

Le mélange a parties égales d'un agent tensioactif (solution de Na-Teepol renfermant 96g de Na-
Lauryl-Sulfate / 5 litres) et de lait provoque la lyse des cellules du lait et la libération de 'ADN de
feurs noyaux. L’ADN, constitué de longs filaments, forme alors un réseau qui enrobe les globules gras
ainsi que d'autres particules.

Plus les cellules sont nombreuses, plus le réseau est dense et plus I'aspect de floculdt pris par le
mélange est intense. L'addition au Teepol d'un indicateur de pH coloré (pourpre de bromocrésol)
facilite la lecture de la réaction.

Aprés lavage, essuyage et extraction des premiers jets de lait des trayons, I'opérateur remplit chaque
coupelle d'un plateau qui en comporte quatre, avec 2m! de lait et 2mi de teepol a10% (une coupelle
par trayon). La lecture est immédiate aprés mélange des deux liquides par mouvement de rotation du
plateau dans un plan horizontal.

L'interprétation des résultats s'effectue selon la grille de notation établie par Schalm et Noorlander
(1957) et Schneider et al (1966) (cf. tableau IX).

De plus, il ne doit pas étre réaliser sur le colostrum ou la sécrétion de période seche.(Hanzen, 2000).
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Tableau IX: Correspondance entre la note du CMT et la numération cellulaire du fait (d'apres Schalm'
et al, 1957 ; Schneider,1966)

Nombre de celiules(x10°) par ml
Note du CMT Moyenne Extrémes
0ou- 100 0-200
lou+- 300 150 - 600
2ou+ 900 400 - 2700
3ou ++ 2700 800 - 8000
4 ou +++ 8100 5000 et plus

Le CMT, lorsqu'il est réalisé régulierement, présente les mémes indications que le comptage cellulaire
individuel. Il a aussi 'avantage, par rapport a ce dernier, détre moins colteux, de pouvoir étre
pratiqué par I'éleveur et de délivrer une image plus précise des infections en donnant des résultats
quartier par quartier.

Il a par ailleurs une valeur ponctuelle comme complément de la détermination du taux cellulaire
lorsqu'il s'agit de décider de la réforme d'un animal ou du traitemeft spécifique de I'un ou l'autre
quartier. Il permet également de vérifier la guérison de l'animal (Hansen, 2000).

Enfin, il permet de déterminer l'importance des pertes de production laitiére (Radostitis et Blood,
1985 in Hanzen, 2000).

II. METHODES STATISTIQUES D'ETUDE DES VARIATIONS DE LA CONCENTRATION EN
CELLULES SOMATIQUES :

L'identification des facteurs de variation de la concentration en cellules somatiques du lait et la
quantification de leur effet reposent sur la mise en relation d'une variable quantitative a expliquer (la
concentration en cellules somatiques du lait) avec des variables potentiellement explicatives (les
facteurs de variation). Ces facteurs de variation peuvent étre de nature qualitative (année, saison de
vélage, statut vis a vis de l'infection.) ou quantitative (numéro de lactation, stade de lactation,
production laitiére.).

Quelques études a objectif descriptif permettent d'identifier des facteurs de variations de la
concentration en cellules somatiques du lait (Dohoo et al,1984; Wilson et al.,1997). Ainsi, Wilson et
al. (1997) ont rapporté la relation qui existe entre les valeurs de la concentration en cellules
somatiques et de {'agent pathogéne impliqué.

Dans de nombreux travaux, 'étude des facteurs de variation est de type analytique. Elle est réalisée a
l'aide de modeéles linéaires généralisés (par analyse de variance et/ou de co-variance) (Bodoh et al.,
1975; Kennedy et al., 1982; Jaartsveld et al., 1983; Sheldrake et al., 1983; Emanuelson et Persson,
1984; Serieys, 1985a; Slettback et al., 1990; Deluyker et al., 1993; Laevens et al., 1997; Schepers et
al.,1997; Coulon et al., 1998). L'intérét d'une telle approche est qu'elle permet d'évaluer l'effet d'un
facteur de variation en tenant compte de l'effet des autres facteurs inclus dans l'analyse. Dans le cas
de I'étude des facteurs de variation de la concentration en cellules somatiques du lait, ce type
d'approche permet de tenir compte du fait que de nombreux facteurs liés entre eux influencent de
facon concomitantes les valeurs de concentration. C'est le cas de facteurs liés a I'animal d'une part et
de facteurs liés & l'infection d'autre part : par exemple, le risque d'infection intra-mammaire est plus
élevé en début de lactation (Barkema et al., 1998b). A l'aide de telles méthodes statistiques, I'effet
propre de chaque facteur est distingué. Les résultats peuvent alors étre exprimeés en terme de
moyenne par niveau de facteur, ajustée des autres facteurs.

Dans la plupart des travaux, la concentration en cellules somatiques du lait a chaque contrdle laitier
est 'unité statistique. Mensuellement, cette derniére est supposée étre influencée par les facteurs de
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variation inclus dans le modéle d'analyse. L'emploi de modéles linéaires généralisés nécessite une
distribution de la variable normale. Or I'unité statistique est trés asymétrique (Beaudeau et al., 1997).

Selon Ali et Shook (1980}, la concentration en cellules somatiques présente une distribution normale
apres transformation logarithmique. Serieys (1985a) ; Slettback et al (1990) ; Deluyker et aL (1993) ;

Laevens et al.(1997); Schepers et al.( 1997) et Coulon et al (1998) ont montré qu'apres

transformation logarithmique la distribution est le plus souvent népérienne ou comme le rapporte

Jaartsveld et al. (1983), elle est de type logarithmique a base 10.

Afin de rendre les résultats plus facilement interprétables et comparables entre études, les moyennes
de concentrations en cellules somatiques par facteur sont exprimées en valeurs brutes (milliers de
cellules/mt), apres transformation inverse comme rapporté par DJABRI (1999).

III. FACTEURS DE VARITATION DE LA CONCENTRATION EN CELLULES SOMATIQUES :
I11.1.Facteurs liés au prélévement et aux techniques de mesure :

I11.1.1. Effet de la fraction du lait prélevée:

La concentration en cellules somatiques varie en fonction de la fraction du lait prélevé. La
concentration en cellules somatiques est plus élevée dans le lait d'une traite entiere que dans le lait
des premiers jets. La concentration en cellules somatiques augmente dans le lait d'egouttage
(Djabri,1999). Elle est la plus élevée dans le lait résiduel prélevé une heure aprés la traite apres
injection de l'ocytocine (Smith et Schultze, 1966;Schalm et Lasmanis,1968; Berning et al., 1987;
Ostensson et al., 1988) ( cf. tableau X).

Tableau X: Variation de la concentration en cellules somatiques (x 10° cell/ml) en fonction de la
fraction de lait de quartier prélevée.

Fraction de lait prélevée
Auteurs Statut vis a vis de | Lait des 1** | Lait d’'une | Mélange de Lait Lait
I'infection jets traite tout le lait du | d’égouttage | résiduel ?
compléte | quartier
Berning et | Non infecté 12 ND 18 74 95
al. (1987) | (bactériologiquem
ent négatif
Ostenssen | CCS <100 89 64 ND 117 152
et al.(1988)
760>CCS5>1000 197 235 ND 450 824
Smith et Non infecté © 540 ND ND 1 600 ND
Shultz
(1966) Tnfecté par 3300 ND ND 6 500 ND
S. aureus
Infecté par 670 ND ND 2 100 ND
Micrococcus

a : obtenu par l'injection d'une dose d'ocytocine 1heure apres la traite, b : concentration en cellules
somatiques, ¢ : défini par cultures négatives 16 fois successives, ND : non déterminé.

Pour une fraction de lait donnée, il existe une variation importante entre les valeurs rapportées par
les auteurs. Par exemple, le lait d'égouttage de quartier non infecté contient 73 700 cell/ml pour
Berning et al. (1987) et 1 600 000 cell/ml pour Smith et Schultze (1966).
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Le fait que les 1°° jets contiennent la plus faible concentration en cellules somatiques est db a la
conservation des cellules somatiques dans la lumiére des alvéoles suite a l'augmentation de la
pression intra-mammaire (Djabri, 1999). A I'occasion de la traite, il y a une diminution de la pression
intramammaire, et les cellules sont libérées en dernier lieu dans le lait d'égouttage (Schalm et
Lasmanis, 1968).

IIL.1.2. Variation diurnale (variation entre deux traites) :

Une fluctuation cyclique de la concentration en cellules somatiques entre deux traites est
rapportée par plusieurs auteurs. La concentration en cellules somatiques est la plus élevée dans le lait
d'égouttage. Ce niveau persiste jusqu'a 4 heures aprés la traite, puis il diminue graduellement pour
atteindre les valeurs minimales juste avant la traite suivante (Smith et Schultze, 1966; Schalm et
Lasmanis, 1968; Dohoo et Meek.,1982 ; Leslie et al,1983). (cf. figure 16).
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Figure 16 : Variation de la concentration en cellules somatiques (x1000.000) en fonction du moment
d'échantillonnage d‘aprés Smith et Shultze (1966)

Entre la fin de la premiére traite et le début de la traite suivante, les valeurs de la concentration en
cellules somatiques peuvent étre divisées par 4 (Smith et Schultze, 1966), voire 70 (Dohoo et Meek,
1982).

L'augmentation de la pression intra-mammaire dans les 4 heures aprés la lére traite provoque une
rétention des cellules somatiques dans la lumiére alvéolaire (Djabri, 1999). Les quelques cellules qui
restent librés sont diluées dans le lait de la citerne. Ceci est a ['origine de la diminution de la
concentration en cellules somatiques observée dans le lait des I°* jets de la traite suivante (Schalm et
Lasmanis, 1968).

Dans une fraction de lait donnée la concentration en cellules somatiques est plus élevée dans la traite
du soir que dans la traite du matin (Leslie et al., 1983). La différence entre les deux peut atteindre -
20% (Dohoo et Meek, 1982).
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I11.1.3. Effet de I'dge de I'échantiflon :

La concentration en cellules somatiques varie en fonction de I'dge de I'‘échantillon. Les
résultats sont contradictoires quant & I'évolution de la concentration en cellules somatiques dans les
trois premiers jours aprés prélévement. Madsen (1979) rapporte que, quel que soit le type d'appareil
utilisé, il y a une augmentation de 44 % de la concentration en cellules somatiques durant les
premiéres 24 heures. Celle ci augmente de 5 % durant les 24 heures qui suivent. Enfin, elle reste
stable jusqu'au 3éme jour (cf. tableau XI). En revanche, Kennedy et al. (1982)rapportent que la
concentration en cellules somatiques ne change pas durant les 3 premiers jours (cf. figure 17). A
partir du 3™ jour, la concentration en cellules somatiques diminue graduellement jusqu'au 8éme jour
a partir duquel, elle est plus accentuée (Djabri, 1999 ).
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Figure 17 : Effet de I'dge de I'échantillon du lait sur la concentration en cellules somatiques (x 1000
cell/ml), en fonction de I'dge de I'animal (triangle vert: 2 an, carré marron :de 2 a 3 an, triangle gris
:de 3 a 4 an, cercle bleu :de 4 a 5 an, cercle rouge >ou= 6 an)- d'aprés Kennedy et al . (1982).

Tableau XI ; Effet de I'dge de I'échantillon sur la concentration moyenne en cellules somatiques (x 10
celle/m! obtenue avec le fossomatic et avec le microscope (25 échantillons de lait) d'apres Madsen
(1979).

Age de I'échantiilon en heures

Numération 3 5 8 24 30 48 54 - 72 80

par -
Fossomatic 250 283 300 360 370 380 380 380 380

Microscope 64 72 80 92 96 98 98 98 98
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I11.1.4. Conditions de température et de préservation de I'échantilion:

I11.1.4.1.
le

Effet de la température sur i'échantilion:

traitement ou le stockage des échantillons a température ambiante, fortes ou a

température de réfrigération influent sur la concentration en cellules somatiques de ces échantilions.
Pour un échantillon donné et avec une méthode de mesure donnée, la concentration en cellules
somatiques augmente quand la température de stockage augmente.

Les observations different selon les auteurs :
o Les travaux de Gréer et Pearson (1976) montrent que les échantillons stockés pendant [0

jours & 4°C ont une concentration en cellules somatiques inférieure a celle des échantillons
stockés pendant la méme durée a température ambiante (625 000 cell/ml vs 650 000
cell/ml) (cf .figure 18).

Hanzen (2000) rapporte qu’en cas de conservation a température ordinaire (21°C),
I'échantillon est inutilisable au-dela de 16 heures. Conservés entre 3 et 5°C, les
échantillons sont utilisables pendant 3 jours.

Les résultats de Madsen (1979) montre que les échantillons non préservés et chauffés a

(0]
90° C pendant 5 min et dénombrés par le Fossomatic présentent des concentrations en
cellules somatiques supérieures a celles des. échantillons non chauffés (600 000 celfl/mI vs
350 000 cell/ml).
o Miller et al. (1986) observent que la concentration cellulaire des échantillons frais de lait
d'égouttage chauffés & 60°C est supérieure a celles des échantillons chauffés a 40°C (550
000 cell/m1 vs 450 000 cell/ml).
700
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Figure 18 : Concentration moyenne en cellules somatiques de 10 échantillons stockés pendant

10jours & température ambiante ou a 4° C - d'apres Greer et Pearson (1976).

II1.1.4.2. Effets des produits de conservation :

L'adjonction de produits de conservation aux différents types de lait donne des résultats
contradictoires selon les auteurs.

o}

Selon Madsen (1979), les échantillons additionnés de bichromate de potassium présentent
une concentration en cellules somatiques plus élevée que celle des échantilions non
préservés (450 000 cell/mi vs 400 000 cell/ml).

En revanche, Hanzen (2000), rapporte que :
= |'addition de bichromate de potassium a. I'échantillon permet de le conserver a

température ambiante pendant 14 jours pour une analyse par un Coulter Counter.
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Ce méme addilif ne modifie pas au cours de la semaine suivant le prélevement le
taux cellulaire déterminé par le Fossomatic que I'échantillon soit conservé a 5 ou
22°C.

= |'addition de formaldéhyde aux prélévements permet leurs dénombrements par le
Coulter Counter pendant 24 heures s'il sont conservés a 21°C et pendant 3 jours
s'ils sont conservés a 4°C.

IIL.1.4.3. Effet de la congélation :

En général, la concentration en cellules somatiques déterminée par le Fossomatic est plus
faible aprés la période de congélation, qu'avant celle ~ci. La différence entre les deux valeurs est
cependant faible..

Selon Barkema et al. (1997), cette différence s'accroit quand la période de congélation augmente. La
diminution de la concentration en cellules somatiques déterminée par le Fossomatic est due a la
dégranulation nucléaire causée par la congélation. Cette dégranulation nucléaire: provoque une perte
d'absorption du colorant spécifique de I'ADN qui est nécessaire pour le comptage par le Fossomatic
(cf. tableau XII).

Tableau XII_: Concentrations en cellules somatiques avant et aprés congélation (x 10° cell/ml) -
d'aprés Barkema et al. (1997),

Durée de la Nombre Avant ' Aprés Différence
Congélation d'échantilions congélation congélation (%)
(en jour)
1 1141 68 65 4,4%
2 582 109 104 4,6%*
3 536 132 124 6,1%
4 643 55 51 7,3*
7 671 75 69 8,0*
14 540 106 95 10,4*
28 650 72 63 12,5%
Moyenne ' 81 75 7,4%

*. différence significative (p<0,05)

Hanzen (2000) rapporte que, la congélation & -20°C pendant 3 jours réduit le taux cellulaire de 30 a
57 %. '

I11.1.5. Techniques de mesuie :

Le choix de l'appareil de mesure (Fossomatic, compteur-coulter, ou microscope) est tres
important, car il peu exister des variations de la concentration en cellules somatiques obtenue par les

différents appareils pour un échantillon donné.

Miller et al (1986) rapportent que la moyenne géométrique du taux cellulaire des échantillons de lait
de quartier obtenue par microscopie, fossomatic, et coulter n‘est pas assez différente entre ces type

d'appareils.

Néanmoins , pour un échantillon donné, les valeurs de la concentration en cellules somatiques
obtenues a I'aide du compteur-coulter sont élevées que celles obtenues a l'aide du Fossomatic, elles
est respectivement pour le fossomatic et le coulter :

-50 -



o 311.000 et 399.300 celi/m! quant elles est évaluer au niveau du lait de quartier (Miller et al,
1986).

o 172 000 et 179.000 cell /mi quant elles est évaluer au niveau du lait de tank (Alan. W ; Hill et
al, 1982).

En effet, I'élévation de la concentration en celiules somatiques observée avec le coulter est
probablement due au comptage des fragments cellulaires, des protéines agrégées et des différents
artefacts. (Miller et al., 1986). '

Ii semble bien que pour des numérations supérieures au million de cellules, le coulter counter donne
des résultats plus faibles que le fossomatic ; linverse est vrai pour des concentrations inférieures a
500 000 cellules (Hanzen,2000).

De plus, pour un échantillon donné, les valeurs de concentration en cellules somatiques obtenues par
le Fossomatic sont supérieures a celles obtenues par microscope (Madsen, 1979). Par exemple, le
comptage de la concentration en cellules somatiques par le Fossomatic dans des échantillons de lait
non préservés et agés de 24 h est plus élevé (380 000 cell/ml) par rapport a celle comptée par le
microscope (100 000 cell/ml).

Ces différences apparaissent trés importantes. Au vu des procédures d'étalonnage des appareils
prévues dans la norme 148a:1995 (IDF,1995), il est trés probable que les différences entre méthodes
de mesure sont actuellement tres faibles (Djabri, 1999).

I11.2. Facteurs d'ordre physiologique (en I'absence d’infection) :

L'étude des facteurs de variation d'ordre physiologique s'appuiera avant tout sur des résultats
obtenus chez des génisses et des vaches dont le lait est bacterlolognquement négatif. Ceci permet de -
s'affranchir de linteraction éventuelle entre les variations liées a ces facteurs et celles lices aux
infections intra-mammaires sur la concentration en cellules somatiques.

I11. 2.1. CCS du lait de « génisses bactériologiquement négatives » :

Chez les génisses, peu de résultats se rapportent aux CCS sans toutefois pleuser leur
variabilité. Néanmoins, Toe (1999) fait état de concentrations élevées aussi bien chez des génisses
nullipares que chez des primipares.

Les concentrations augmentent tout au long de la gestation. Trinidad et al. (1990) ont rapporté des
CCS évoluant de 10 546 000 cell/m! & 12 887 000 cell/ml du premier au dernier trimestre de la
gestation. Selon Toe (1999), Serieys (1985b) et Coulon et al (1996), ce niveau élevé de CCS avant
mise bas serait plus d'origine physiologique ou lié¢ a des cedemes gu'infectieux, du fait de la mise en
place de la lactation, de la faible production laitiére (effet de concentration).

Ces CCS élevées persistent durant les 2 premieres semaines de la lactation, puis diminuent fortement
aprés, dés que la lactation s'établit.

Selon Miller et al. (1991) et Nickerson et al . (1995), les CCS varient de :
o 8500 000 cell/ml 3 310 000 cell/ml avant et aprés la mise bas lespecttvement
o 290 000 cell/ml & 110 000 cell/ml de la semaine suivant la mise bas a la 3 semaine de
factation. ‘

.III.2.2. CCS du lait de vaches bactériologiquement négatives :

Chez les vaches bactériologiquement négatives, il existe une grande variabilité de valeurs de
CCS:
o Selon Schepers et al. (1997) et (Jaartsveld et al., 1983), elle est de 14 000 cell/ml et 280
000 cell/ml, respectivement ; quand elle est évaluée au niveau du quartier ;
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o Selon Wilson et al. (1997) et Natzke et al.(1972), de 20 000 cell/mi & 214 000 cell/ml,
respectivement ; quand elle est évaluée sur le lait de la mamelle.

Récemment, sur des vaches bactériologiquement négatives, Laevens et al. (1997) ; Schepers et al
(1997) et Wilson et al (1997), ont rapportés des valeurs de CCS inférieures a 50 000 cell/ml et cette
valeur pourrait étre retenue comme seuil maximal pour les définir.

111.2.3. Stade de lactation :

L'effet du stade de lactation a été étudié par de nombreux auteurs (Natzke et al,1972; Bodoh
et al,1975; Brooks et al,1982; Kennedy et al., 1982;;Jaartsveld et al., 1983; Sheldrake et al.,1983;
Dohoo et al., 1984;; Emanuelson et Persson., 1984;Serieys,1985; Wiggans et Shook,1987; Miller et
al., 1991; Coulon et al., 1996; Laevens et al.,1997 ; Schepers et al.,1997). Parmi ceux i, sept
seulement ont considéré comme matériel d'étude des vaches bactériologiquement négatives.

Chez ces dernidres et selon les auteurs cités ci dessous, I'effet du stade de lactation apparait
différent. Les résultats montrent que les concentrations en cellules somatiques, (cf. tableau XIII), :
o ne différent pas en fonction du stade de lactation (.Natzke et al., 1972; Brooks et al.,
1982; Laevens et al., 1997,)
o varient significativement en fonction du stade de lactation.(Jaartsveld et al., 1983 ; Serieys
1985 et Schepers et al. 1997)
o sont plus élevées dans le 1* mois de lactation que plus tardivement Jaartsveld et al., 1983
et Sheldrake et al.,1983).
o sont élevées en début de lactation, passent par un minimum entre 40 et 80 jours apres
vélage, puis augmentent jusqu'a la fin de la lactation (Schepers et al., 1997 ; Rupp,2000)
(cf. figure 19). ‘
o Augmentent a partir du 15°™ jour post-partum jusqu'a la fin de la lactation. (Serieys
1985b).

Au total, en dépit des différences de valeurs de concentrations en cellules somatiques constatées
entre les 7 études précitées, il est possible de noter une tendance 3 I'élevation en début de lactation
suivie d’'une diminution au 2™ mois, puis légére augmentation jusqu'a la fin de la lactation.
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Figure 19: évolution des concentrations en cellules somatiques en fonction du stade de lactation chez
des animaux domestiques sains (Rupp,2000).

Selon plusieurs auteurs, pour un stade de lactation donné, on observe :
o Une faible variabilité des valeurs de la concentration en cellules somatiques, quand celle ci
est évaluée au niveau de la mamelle. A titre d'exemple, Brooks et al. (1982) ainsi que
Laevens et al (1997) et Serieys, 1985a rapportent des valeurs de 12 030 cell/ml et 45 000
cell/ml, respectivement au cours du I* mois de lactation.
o Une moindre variabilité, quand elle est mesurée au niveau du quartier méme si les valeurs
brutes constatées sont plus élevées. A titre d'exemple, Sheldrake et al., 1983 ainsi que
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Jaartsveld et al,1983 rapportent des valeurs de 120 000 cell/ml et 280 000 cell/ml,
respectivement en milieu de lactation.

L'évolution de la concentration en cellules somatiques dessine une courbe inversée par rapport ala
courbe de la production laitiére aussi bien chez les vaches bactériologiquement négatives que celles
infectées, (Coulon, 1996) . Un effet de dilution / concentration en cellules somatiques du lait serait a
l'origine de cette évolution (Kennedy et al., 1982 ; Serieys, 1985a).

Selon Emanuelson et Persson (1984), I'évolution de la concentration en cellules somatiques du lait en
fonction du stade de lactation semble étre la conséquence de ce phénomene de dilution /
concentration, notamment par son augmentation aprés le pic de lactation. En effet, ces auteurs
rapportent un effet mineur du stade de lactation ajusté de celui de la production laitiére journaliére.
Le facteur « stade de lactation » n'explique alors que 1 a 2 % des variations de concentration en
cellules somatiques du lait (Emanuelson et Persson,1984). En revanche, Schepers et al (1997)
observent que l'augmentation de la concentration en cellules somatiques du lait des vaches
bactériologiqguement négatives correspond a une augmentation de la proportion des cellules
épithéliales dans la numération cellulaire, en particulier en fin de lactation chez les vaches multipares.

Selon Rupp et al (2000), la proportion de CCS présentent des valeurs particulierement élevées
(supérieure & 800.000 cell/ml) et évolue parallelement a la quantité de cellules excrétées. Néanmoins,
dans les dix premiers jours de la lactation et particulierement chez les primipares, ces valeurs restent
particuliérement élevées et reflétent non seulement le phénomeéne de concentration mais aussi une
plus forte fréquence d'inflammation apres le vélage.
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I11.2.4. Numéro de lactation (age) :

Une augmentation des CCS en relation avec I'age a également été rapportée chez la vache.
Selon ces auteurs, I'effet du numéro de lactation sur I'augmentation des CCS serait dl indirectement
a l'augmentation de la prévalence d'infection (Sheldracke et al., 1983; Serieys, 1985a; .
Harmoun ,1994 ;Laevens et al.,1997 ;RUPP ,2000) (cf. tableau X1V).

Selon Serieys,(1985), le numéro de lactation n'a qu'une influence marginale par rapport a l'infection.
En effet, quel que soit le numéro de lactation, il observe des taux cellulaires se situant autour de 50
x 10° cell/ml chez les vaches qui ne sont pas infectées et autour de 500 x 10° cell/ml, soit dix fois
plus, chez celles qui sont infectées par un pathogéne majeur.

Selon Rupp et al.(2000), 'augmentation des comptages moyens de lait de troupeau par lactation et
de la proportion de vaches classées « infectées » est plutdt de type exponentiel avec des valeurs en
moyenne triplées entre la premiére et la sixiéme lactation et de la méme facon exponentielle avec le
rang de lactation. En effet, il note qu'en sixiéme lactation, 9 3 18,5 % des CCS mensuels sont
supérieurs a 800 x 10° cell/mli selon les races et que 28 & 48 % des vaches sont considérées comme
durablement infectées contre 6 & 15 % en premiére lactation. Aussi, plus le comptage moyen est
élevé en premiére lactation et plus son augmentation avec le rang de lactation est importante.

L'effet du numéro de lactation varie de plus avec le stade de lactation (Deluyker et al., 1993; Coulon
et al., 1996; Schepers et al., 1997) :
o En début de lactation, chez les vaches indemnes de mammites cliniques, la concentration
en cellules somatiques est supérieure chez les primipares par rapport aux multipares (138
000 cell/mi vs 56 000 cell/m). ‘
o En fin de lactation, la concentration cellulaire chez les multipares est nettement supérieure
(210 000 cell/ml vs 118 000 cell/ml)(Coulon et al.,1996) (cf. figure 20).
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Figure 20 : Evolution de la concentration moyenne en celiules somatiques du lait de quartiers non
infectés en fonction du numéro de lactation - d'aprés Sheldrake et al. (1983).

L'origine du niveau élevé de la concentration en cellules somatiques observé en début de lactation
chez les primipares serait liée a la mise en place de la lactation. En effet, chez ces derniéres, les
cellules sont en suspension dans un faible voiume de lait a cause de la faible production laitiere
(Schultz et al., 1994;Coulon et al. , 1996; Rupp ,2000).
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Tableau XIV: Variation de la concentration en cellules somatiques (x 10° cell/ml) en fonction du
numéro de lactation chez les vaches bactériologiquement négatives

Numéro de jactation
Auteuns 1 2 3 4et5 4et+ 6 et +
Brooks d!‘llvela u Mamelle Mamelle Mamelle Mamelle Mamelle Mamelle
at Mana yse
oyenne
al.(1982) (x 10° cell/ml) 9,4 12,3 14,8 20,2
Niveau
La:aetvaeins d'analyse Mameile Mamelle Mamelle Mamelle Mamelle Mamelle
y Moyenne
(1997) (x 10° cell/ml) 45 51 53 ND ND ND
Natzke d!‘hveau Mamelie Mamelle Mamelie Mamelle Mamelle Mamelle
et al. Manalyse -
oyenne -
(1972) (x 10° cell/mi) 148 197 268 209 ND 480
Niveau Mamelie Mamelle Mamelle Mariialle Mamelle T—
Serieys d'analyse (n=164) (n=119) (n=89) (n=54)
(1985)" Moyenne
(x 10° cell/ml) 39 61 61 ND 66 ND
Moyenne calculée
(x 10° cell/ml) 60 80 100 110 43 254

3 Jes vaches non infectées sont définies par 2 prélevements bactériologiquement négatifs encadrant la
mesure mensuelle de la concentration en cellules somatiques. Pour les autres auteurs, les vaches non
infectées sont définies par un diagnostic bactériologique négatif pour le méme échantillon utilisé pour
la mesure de la concentration en cellules somatiques. ND : non déterminé.

I11.2.5. Effet de I'exercice physique :

L'effet de la marche a été étudié sur un effectif de 32 vaches dont 8 non infectées
(bactériologiquement négatives) par Coulon et al. (1998). Chez les vaches non infectées, la
concentration en cellules somatiques est plus élevée chez celles qui ont marché par rapport a celles
qui sont restées dans I'étable (cf. figure 21). En moyenne, la différence entre les deux groupes est de
+ 47 000 cell/ml. Cet effet semble étre strictement lié & la marche puisque la concentration en
cellules somatiques chez les vaches qui ont marché redevient comparable a celles qui sont restées a

'étable (86 000 cell/ml vs 64 000 cell/ml) en fin d'expérience.

] Période de marche

(% 1000)

somatiues

Concentration en cellules

o Loy —F - — et P
-7 -~ » a 10 14 18 22

25

Figure 21 : Evolution de la concentration moyenne en cellules somatiques (x 1000 cell/ml) du lait de
vaches (1) non infectées qui marchent {rond bleu), (2) non infectées en stabulation {rond rouge),
(3) infectées qui marchent (rond vert), (4) infectées en stabulation (rond gris) - d'aprés Coulon et al.

(1998).
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Selon Coulon et al. (1996), I'augmentation de la concentration en cellules somatiques du lait avec la
marche trouve deux explications probables :
- Un effet de stress donc du cortisol est responsable d'une diminution de production
induisant une concentration des cellules dans un petit volume de lait.
- Une origine traumatique responsable d'une inflammation non infectieuse induite par la
marche.

111.2.6. Effets génétiques :

La concentration en cellules somatiques du lait présente des variations de type génétique au
sein d'une race et entre races. Deux types d'effets génétiques peuvent étre distingués :

1I1.2.6.1-Les variations génétiques au sein d'une race :

La variabilité génétique de la concentration en cellules somatiques du lait au sein d'une race
est décrite 4 l'aide de deux parametres généliques : la variance génétique et le coefficient
d'héritabilité.

o Lla variance génétique mesure la variabilité du caractere attribuable aux différences

génétiques entre individus.

o Le coefficient d'héritabilité exprime la part des variations observées du caractere due aux

différences génétiques entre individus. 1l se calcule par le rapport entre la variance
génétique et la variance phénotypique (observee) (Djabri , 1999).

L'estimation de ces paramétres génétiques pour la concentration en cellules somatiques du lait a fait
I'objet de nombreux travaux (Monardes et al., 1983 ; Boettcher et al., 1992 ; Weller et al., 1992 ;
Schutz et al., 1994 ; Reents et al, 1995 ; Rupp et Boichard, 1998).

Des différences génétiques entre individus existent mais elles sont faibles au regard des différences
phénotypigues (observées) :

- L'écart-type de la concentration en cellules somatiques est estimé a 135 000 cell/ml par
Reents et al. (1995) en cas de mesure au contrdle laitier (mensuellement) et a 140 000
cell/ml par (INRA/Institut de I'Elevage, 1997) en cas de mesure sur la lactation.

- Le coefficient d'héritabilité est assez faible (0,10 & 0,15 en moyenne), quel que soit le
caractére considéré (concentration en cellules somatiques, score de cellules somatiques)
pour la plupart des auteurs.

Sheldracke et al. (1983) ; Serieys (1985) ; Harmoun (1994) et Laevens et al (1997) rapportent, au
sein d'une méme race, une différence en scores des cellules somatigues qui augmentent avec le rang
de factation (0,2 & 0,25 unité par lactation).

Néanmoins, chez des animaux totalement indemnes de germes, cette évolution apparait modérée,
voir négligeable (Rupp et al, 2000). Selon Poutrel (1983, 1985) et Seegers et al (1997), I'élévation
des numérations cellulaires refléte probablement I'augmentation de lincidence et de la persistance
des infections mammaires avec I'dge, mais aussi l'augmentation de lintensité de la réaction
inflammatoire des animaux. ‘

111.2.6.2. variations entre races :

Emanuelson et Persson (1984) et Schutz et al. (1994) rapportent des valeurs de concentration
moyenne en cellules somatiques différentes d'une race a l'autre. Toutefois, ces auteurs n'ont pas visé
comme objectif I'évaluation des différences entre races.

Néanmoins, Coulon et al. (1996), & partir de données calculées sur la lactation d'un échantilion de
261 vaches multipares indemnes de mammites clinigues ont rapporté des valeurs moyennes en
concentration de cellules somatiques de 116 000, 68 000 et 77 000 cell/ml dans les races Holstein,
Montbéliarde et Tarentaise respectivement. Cet écart semble étre attribué a la présence possible de
vaches infectées sans signes cliniques dans la race Holstein, en relation avec les caractéristiques
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physiques des trayons plus favorables 3 la survenue des infections intramammaires comme rapporté
par Jorstad et al. (1989).

Les récents travaux de Rupp et al. (2000), sur les huit principales races francaises, montrent des

variations importantes des numérations cellulaires par lactation :
- Les plus faibles, inférieures ou égales 3 143 000 cell/ml, s'observent chez les races

Simental, suivies des races Brune, Montbéliarde et Tarentaise (180 000 a 195 000 celi/ml).
- Les plus élevées, 200 000 cell/ml et plus, sont celles des races Prim’Holstein, Normande et

Pie Rouge des Plaines. |
En effet, la différence en concentration de cellules somatiques observée est de moins de 70 000

cell/ml entre les races les moins productrives (Abondance et Simmental francaise) par rapport aux
races plus productives (PrimHolstein et Pie Rouge des Plaines) & un niveau de production équivalent.
Cette différence entre races n'est donc pas attribuable au niveau de production.

I11.2.7. Fréquencé de traite :

Stelwagen et Lacy-Hulbert (1996), sur un effectif de huit vaches multipares dont la
concentration en cellules somatiques est en moyenne inférieure 3 50 000 cell/ml, rapportent qu'une
seule traite par jour est responsable d'une augmentation de la concentration par rapport a celle des
vaches traites deux fois par jour. Aprés reprise de deux traites, la concentration cellulaire diminue

jusqu'a atteindre ses valeurs initiales (cf. figure 22).
Cette élévation de la concentration, a 'occasion d'une seule traite, n'est pas clairement expliquée et

son origine pourrait étre une augmentation du risque d'infections intra-mammaires.
450 ,
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Figure 22: Evolution de la concentration en cellules somatiques (x 1000 cell/mi)du lait de vaches
soumises a deux traites par jour(TDM-period 1 et 3)ou une seule traite par jour(ODM-period
2)-d'aprés Stelwagen et Lacy-Hulbert (1996).

111.2.8. Effet "vache" :

L'effet "vache" est trés important, il exprime la variation propre aux caractéristiques des
animaux. En effet, dans la plupart des études, inclure un effet "vache”, dans le modéle d'analyse,
permet de tenir compte des différences génétiques entre vaches, mais aussi des antécédents,
notamment en terme de santé (infections intra-mammaires antérieures...) ( Emanuelson et Persson,

1984; Coulon et al., 1996; Schepers et al., 1997).
Selon Kennedy et al. (1982) et Emanuelson et Pearson (1984), 23,8 a 46,4% des variations de la

concentration en cellules somatiques sont dues 3 des différences entre vaches.
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111.2.9. Effet des hormones

L'effet de l'ocytocine, de la vasopressine et de I'adrénaline s'exerce essentiellement au
moment du let-down. Aucune donnée précise n'est disponible pour la thyroxine, I'hormone de
croissance et l'insuline.

Sous l'effet oestrogénique, une augmentation significalive de la concentration en cellules somatiques
(p<0,05) a été rapporté par Saumande et al. (1999). Celte influence marquée et prolongee se traduit
par une réduction de la production laitiere. L'augmentation du taux cellulaire résulte de la réponse a
l'action des oestrogénes sur les capillaires qui se traduisant par une augmentation de leur
perméabilité et de la diapédése. De pareilles modifications, quoique non significatives, ont également
6té observées au cours de la phase cestrale (Anderson et al., 1983 ; Berning et al., 1987 ; Guidri et
al., 1975)

En ce qui concerne I'ACTH et les corticoides qui peuvent déprimer l'action phagocytaire des
polymorphonucléaires, les avis sont contradictoires quant 3 leurs effets sur les concentrations
cellulaires (Hanezen, 2000).

1IX.3. Facteurs liés a I'infection :

IIL.3.1. Variations liées a I'infection bactérienne constatée :

De nombreux auteurs ont étudié I'effet de l'infection par un pathogéne majeur ou mineur sur
la concentration en cellules somatiques. L'augmentation de la concentration en cellules somatiques
est en relation avec la survenue d'infection intra-mammaire.

Que ce soit par un agent pathogene majeur ou mineur, les infections intra-mammaires affectent, en
'augmentant, la concentration en cellules somatiques (Natzke et al., 1972 ; Andrews et al., 1983).
De plus, en cas d'infection intra-mammaire et quel que soit l'agent pathogene impliqué, cette
augmentation de la concentration apparait plus importante avec signes cliniques qu'en cas d'absence
de signes cliniques (Kirk, 1984) ; comme elle peut, dans certains cas, débuter au moins 10 jours
avant I'apparition des signes cliniques (Dohoo et al,1984; Deluyker et al.,1993).

Deluyker et al. (1999), rapportent que les infections intra-mammaires chronigues ou subcliniques
s'installent plutdt avec une élévation de la concentration en cellules somatiques qui persistent aussi
longtemps que l'infection.

En effet la réponse inflammatoire :
o Qui accompagne la mammite clinique a coliformes peut conduire & I'élimination réussie de
I'organisme causal, c'est plus souvent, le cas avec Escherichia coli qu'avec Klebsiella

pneumornie.
o Associée aux infections intramammaires par les autres pathogénes majeurs n'entrainent

pas souvent I'élimination de ces organismes plus invasifs.

IIL1.3.1.1- CCS du lait de génisses lors d'infection :

Peu de résultats se rapportent aux CCS des génisses infectées sans toute fois preciser leur

variabilité. Elles sont de :
o 8130 000 et 8 500 000 cell/m! avant la mise bas selon Hallberg et al.(1995) et Nickerson et

al (1995) respectivement.
o 8 830 000 cell/ml dans 86 % de quartiers infectés de génisses nullipares selon Trinidad et

al.(1990) .
Cette concentration varie en fonction du germe en cause:

o Staphylococcus aureus et les Streptocoques entrainent des concentrations plus élevées
que les Staphylococcus coagulase négative (SCN) (Oliver et al., 1997)
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o lors d'infection par Staphylococcus aureus la valeur de CCS est de 17 300 000 cell/mi
contre 12 800 000 celi/ml. par Staphylococcus chromogenes, Trinidad et al.(1990).

o Les travaux de Hallberg et al.(1995) ne montrent pas de différence de CCS selon le germe
pathogéne responsable d'infection.

Les génisses ne présentant pas d'infection intra-mammaire et ayant le canal du trayon colonisé par
les SCV ont des CCS plus élevées que celles n'ayant ni infection, ni trayon colonisé (9 300 000 vs 4
900 000 cell/ml). Selon Trinidad et al.(1990), la colonisation du canal seul peut étre préjudiciable au
développement des tissus sécrétoires de la mamelle.

Il semble que les SNC constituent la premiére cause d'infection intramammaire chez les génisses en
premiére lactation (Oliver e al, 1997) et leur influence sur le CCS du lait de Tank ne peut plus étre
ignorée (Rainard et al, 1999)

a. CCS du lait de vaches infectées par un agent pathogéne mineur :

Chez les vaches infectées par un agent pathogene mineur tel que Staphlococcus coagulase
négative (SCN), Corynebacterium bovis, germes les plus fréquemment rencontrés ainsi que
micrococcus spp, Mycoplasma spp et Nocardia spp. La concentration en cellules somatiques est plus
élevée que chez celle négatives.

Selon Berning et al (1992) et Laevens et al (1997), les pathogénes mineurs tels que Corynebactérium
Bovis et les staphylocogues coagulase- négative (SNC) provoquent généralement une augmentation
plus modérée de CCS.

Par conséquent, l'infection par un agent pathogéne mineur entraine, en moyenne, une augmentation
d'environ 50 000 cell/ml et est associée a la survenue d'infections le plus souvent bénignes.

b. CCS du lait de vaches infectées par un agent pathogene majeur :

Staphylococcus aureus, Streplococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streplococcus
uberis, les coliformes sont les agents pathogénes majeurs les plus souvent isolés dans les cas
d'infections intra-mammaires cliniques ou subcliniques, (Berning et al,1992 ;Schepers et al.,1997).

L'infection par un agent pathogene majeur est un facteur qui affecte fortement la concentration en
cellules somatiques du lait, de l'ordre de 450 000 cell/ml par rapport a celle du lait de quartier des
vaches bactériologiquement négatives.

Ceci est conforme au fait que les infections intra-mammaires avec signes cliniques (parfois généraux)
sont souvent dues a des agents pathogenes majeurs. Selon Djabri (1999), cette augmentation
apparait en moyenne différente selon I'agent pathogéne impliqué :

o + 541 000 cell/ml pour Staphylococcus aureus,

o + 170 000 cell/ml pour Streptococcus agalactiae,

o -+ 334 000 cell/m! pour Streptococcus dysgalactiae.

Lors d'infection et par rapport aux vaches bactériologiquement négatives, cette concentration du lait
de quartier peut étre multipliée par un facteur :

- > 2 en cas d'agent pathogéne mineur (Serieys, 1985 ; Schepers et al., 1997),

- 2 5en cas d'agent pathogéne majeur (Schukken et al., 1991; Schepers et al., 1997).

111.3.2. Variations liées aux facteurs de risque des infections :

Les facteurs de risque des infections intra-mammaires sont de 2 types :
o les facteurs de risque intrinséques (liés aux animaux),
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o les facteurs de risque extrinséques (liés aux conditions et a la conduite d'élevage) qui
constituent des facteurs de variation «indirects » de la concentration en cellules
somatiques dans le lait.

I11.3.2.1. Variations liées aux facteurs de risque intrinseques :

Il est possible de distinguer cing caractéristiques principales associées a un risque accru
d'infections intra-mammaires :
o le numéro de lactation,
le stade de lactation,
le niveau de production,
les caractéristiques de morphologie de la mamelie,
I'état de santé des animaux. '

o O O O

Lincidence des infections intra-mammaires avec signes cliniques (Barkema et al., 1998b) et des
élévations des concentrations en cellules somatiques (Bareille et al., 1 998) augmentent quand le
numéro de lactation des animaux augmente.

Le risque d'infection intra-mammaire est accru dans la période péripartum et au moment du
tarissement (Barkema et al., 1998a) et plus de 30% des infections intra-mammaires sont observées
dans le premier mois de lactation (Lescourret et al., 1995).

Il existe également, un effet propre du niveau de production, sur l'incidence des infections intra-
mammaires (Lescourret et al., 1995) et sur la concentration en cellules somatiques du lait (Slettback
et al., 1995 ; Coulon et aL, 1996). Coulon et al. (1996) rapportent un effet significatif mais faible ; la
concentration en cellules somatiques du lait diminue d'environ 10 000 cell/m! quand la production
laitiére initiale journaliére augmente de 10 kg.

La principale caractéristique morphologique de la mamelle jouant un role dans les élévations de
concentrations en cellules somatiques est la distance entre l'extrémité du trayon et le sol ; une faible
distance est associée a une augmentation de la concentration en cellules somatiques (Slettback et al.,
1995). De plus, la forme de V'orifice du trayon, la fermeté du sphincter (en relation avec la vitesse de
traite), la forme et la longueur du trayon et le diamétre du canal du trayon influent sur la
concentration en cellules somatiques (Jorstad et al., 1989;Slettback et al., 1990).

Selon Bareille et al., (1998), les vaches Holstein risquent d’avoir constamment des concentrations
cellulaires supérieures a celles des autres races, ceci semble étre en rélation avec les caractéristiques
physiques des trayons plus favorables a la pénétration des microbes.

Enfin, il existe des variations de concentration en cellules somatiques en fonction de la position des
quartiers ; le lait des quartiers postérieurs a en moyenne une concentration en cellules somatiques
plus élevée que celle des quartiers postérieur, du fait qu'ils soient plus proches du sol et donc plus
exposés aux traumatismes et aux infections (Jorstad et al., 1989 ; Miller et al., 1991).

Les affections et lésions de la mamelle augmentent donc le risque d'infections intra-mammaires
(Bareille et al., 1998; Elbers et al., 1998).

D'autres troubles de la santé sont également associés a un risque accru ; le vélage dystocique, la non
délivrance, les boiteries (Grohn et al, 1990 ; Oltenacu et al., 1990 ; Bareille et al., 1998).

I11.3.2.2. Variations liées aux facteurs de risque extrinseques :

Les facteurs extrinséques ayant un role dans les variations de concentrations en cellules
somatiques sont nombreux.
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A partir des résultats de quelques récents travaux, les principaux facteurs lies aux conditions de
logement, aux conditions de traite et aux variations saisonniéres seront decrits.

Plusieurs facteurs liés aux conditions de logement sont associés a un risque accru de survenue des
infections intra-mammaires et d'augmentation des concentrations en cellules somatiques (Bareille et
al., 1998). La fréquence des élévations de la concentration en cellules somatiques >200 000 cell/mi
est plus élevée dans les batiments a aire paillée que dans les batiments a logettes et lorsque la
surface de couchage par animal est faible (Bareille et al., 1998). Ce risque accru est lié a une densité
animale forte, pouvant induire une moindre propreté des vaches. Le niveau de contamination de la
litiere est un facteur de risque important de survenue d'infections par des germes d'environnement.

Toutefois, pour Bareille et al. (1998), le niveau de paillage “observé n'est pas associé a une
augmentation des concentrations en cellules somatigues.

Le stress provoqué par le mélange de vaches issues de batiments différents, lisolement des vaches
ou la présence d'un chien pour conduire le troupeau est associé a une augmentation de la
concentration en cellules somatiques par effet de concentration (Dohoo et Meek, 1982) par baisse de
la production de 'ordre de 10 a 20 % (Harmon, 1994). Selon Coulon et al. (1996), 'effet du stress
sur la concentration en cellules somatiques semble indirect.

La technique de traite et la machine a traire, en l'occurrence, peuvent 8tre associées a une
augmentation de la survenue des infections intra-mammaires et de la concentration en cellules
somatiques du lait (Billon et al., 1998). Ainsi, le non respect des mesures liées a I'hygiene de la
mamelle (lavettes individuelles, mains du trayeur et faisceaux trayeurs propres...) accroit le risque
d'infection par transmission des germes d'une vache a l'autre. Les défauts de réglage de la machine a
traire peuvent entrainer un risque accru d'infections par diminution des moyens de défenses de la
mamelle (éversion du sphincter du trayon, altération de la kératinisation...). Enfin, les glissements des -
manchons trayeurs et les chutes de faisceaux pendant la traite (induisant des entrées d'air) et la
technique de traite (surtraite, dépose agressive des manchons trayeurs) sont associés a une
augmentation du risque d'infections. La désinfection des trayons en fin de traite limite le risque
d'élévation de la concentration en cellules somatiques (Bareille et al., 1998).

Il existe des variations. saisonniéres de la concentration en cellules somatiques ; cependant, les
résultats sont contradictoires. En effet, Emanuelson et Persson (1984) ne rapportent aucune
tendance saisonniere.

Par contre, aprés ajustement pour l'effet du stade de lactation, les valeurs de concentration sont plus
élevees :

- en &té selon Coulon et al (1996) et Dohoo et Meek(1982), .

- en hiver selon Kennedy et al (1982),

Ueffet de I'élévation de la température et/ou de la mise au paturage sur l'augmentation de la
concentration en cellules somatiques est controverse.

Les variations liées aux différences entre troupeaux ne sont pas détaillées mais tenu pour compte en
incluant un effet troupeau estimé a environ 10 % (effet vaché) dans le modéle d'analyse
(Emanuelson et Persson, 1984; Kennedy et al., 1982; Laevens et al., 1997; Schepers et al.,, 1997;
Slettback et al., 1990 ). ' '

IV. INTERPRETATION DU CCS ET UTILISATION PRATIQUE POUR LE DEPISTAGE DES
INFECTIONS :

Dans une mamelle stérile, les CCS sont le plus souvent inférieur @ 100 000 cell/ml et
dépassent rarement 300 000 cell/ml (Serieys, 1985b ; Harmoun, 1994 ; Laevens et al., 1997).
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Les variations physiologiques des CCS sont nombreuses et d'origine diverses. Dans la mesure, ou la
prise d'échantillon est standardisée, seul {'effet du stade de lactation reste problématique (Bergonier
et al., 1994a). En fin de lactation, en raison de ['élévation physiologique de la concentration
somatique, il faut souligner qu'il nest pas aisé de distinguer les animaux sains de ceux modérément
infectés. Néanmoins, le statut bactériologique reste prépondérant de la variation des CCS (Harmoun,
1994 ; Bergonier et al., 1997).

En cas dlinfection, l'intensité de la réponse cellulaire est trés variable selon le pathogéne impliqué et
les capacités de défense de I'animal (Rupp,2000). En général, les infections par pathogénes majeurs
s'accompagnent d'une élévation du CCS plus importante (Schepers et al., 1997) que les infections par
pathogénes mineurs (Serieys, 1985a ; Schepers et al., 1997).

Dans les cas de mammites cliniques, les CCS peuvent atteindre plusieurs millions de cellules par ml
(Pyorala et Pyorala, 1997). Ainsi, dans les premiers jours de linfection, I'amplitude de la réaction
cellulaire est maximale; son évolution et sa durée peuvent varier considérablement (Harmoun, 1994),
en fonction du pathogéne (Riollet et al., 1999) et de I'issue de l'infection (persistance, auto guérison,
guérison apres traitement).

En effet, en plus des variations d'origine non infectieuses, il existe une variabilité et une irrégularité
de la concentration du lait en cellules somatiques durant la période linfection. En conséquence,
I'utilisation de valeurs ponctuelles de CCS pour distinguer de fagon instantanée les individus sains des
individus infectés apparait peu adéquate Il est donc est pertinent d'observer les numérations
cellulaires sur une période plus longue (Reneau, 1986 ; Bergonier et al., 1997).

Enfin, il faut noter que le plus souvent, Iéchantillon analyse est un mélange de lait des quatre
quartiers et que le CCS est une mesure de la concentration moyenne en cellules du lait de la
mamelle, ce qui complique l'interprétation et diminue le pouvoir prédictif de la mesure (Rupp, 2000)

IV.1. Utilisation pratique des CCS :

En pratique, des régles de décision ont été proposees au vu de plusieurs CCS mesurés
mensuellement sur I'ensemble de la lactation, les plus utilisées sont celles de Serieys (1985a). Elles
constituent un bon outil de dépistage des infections chroniques et durables (Bergonier et al ., 1997),
mais ne permettent pas de :

o Discriminer les vaches non infectées des vaches infectées par les pathogenes mineurs

(Serieys, 1985a).

o Distinguer les mammites cliniques avec ou sans signes cliniques. En, particulier Les
entérobactéries, , provoquent des mammites cliniques aigués s'accompagnant d'une forte
élévation de la concentration du lait en cellules, mais de courte durée, et il n‘est donc pas
rare qu'elles passent inapercues sur la base de CCS disponibles une fois par mois (Rupp,
2000).

1V.2.1. Notion de seuil :

La notion de seuil est une notion relative quoique importante. Elle dépend de la sensibilité et
de la spécificité du test, c'est-a-dire, sa capacité a détecter les animaux infectés de ceux non-infectés.
Un test de dépistage des infections doté d’'une grande sensibilité réduira le nombre de faux négatifs.
A linverse, sl est trés spécifique, il permettra de diminuer le nombre de faux positifs. On privilégiera
donc 'une ou l'autre propriété selon les conditions d'utilisation du test.

Si I'on doit sélectionner :
o des animaux en vue d’un traitement au tarissement, il conviendrait de réduire le nombre
de faux négatifs et la sensibilité du test devra donc étre élevée ; par conséquent, la valeur
du seuil sera diminuée.
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o Alinverse, sil'on doit sélectionner les vaches a réformer, il conviendrait d'éliminer les faux
positifs et le test devra étre trés spécifique ; par conséquent, la valeur du seuil sera
augmentée.

Néanmoins, sur le plan pratique, il est plus important de connaitre la valeur prédictive du test, c’est-
a-dire la probabilité pour que I'animal déclaré infecté ou non infecté le soit réellement. Ces valeurs
prédictives dépendent, bien entendu, de la spécificité et de la sensibilité du test, mais également de
la prévalence de la pathologie dans le troupeau au moment de la réalisation du test. Ainsi, dans un
troupeau, la probabilité pour qu'un animal présentant un taux cellulaire > a 250 000 cell/ml soit
infecté est beaucoup plus grande s'il se trouve dans un troupeau ou la prévalence des mammites est
élevée que faible.

En se basant sur les tests bactériologiques si on tient compte d’'un seuil de 200 000 cell/ml :
o la sensibilité du CCI est de 80 %, ce qui revient a dire que 20 % des vaches ont un taux
cellulaire < a 200.000 cell/ml sont en fait infectées.
o la spécificité du test est de 75 a 80 %, ce qui revient a dire que 20 a 25 % des vaches
considérées comme négatives avaient un taux cellulaire > 200 000 cell/ml.

Pour un seuil donné, quand la prévalence augmente, la valeur prédictive des animaux infectés
augmente et celle des animaux non-infectés diminue, c'est-a-dire que la probabilité d'avoir des
animaux non infectés dont le taux cellulaire est inférieur au seuil est diminuée. 1l est cependant usuel
de considérer que pour des prévalences d'infection comprises entre 5 et 50 %, les valeurs predictives
négatives et positives sont relativement constantes et comprises entre 75 et 78 %.

Dans la plupart des troupeaux, un_ seuil de CCI de 250 000 cell/ml, classe correctement, comme
infectées et non infectées, 80 % des vaches (Hanzen , 2000).

1V.2.2. Détermination du CCS :

La détermination du CCS peut se faire :
o Sur le lait d'un quartier (CCIQ : Comptage Cellulaire Individuel par Quartier, IQMCC :
Individual Quarters Milk Cell Count),
o Sur un lait de mélange des 4 quartiers (CCI: Comptage Cellulaire Individuel, IMCC:
Individual Milk Cell Count) ou DCI : dénombrement cellulaire individuel.
o Sur un échantillon de lait prélevé du tank (NCT : Taux Cellulaire de Tank, BMCC : Bulk
Milk Cell Count).ou DCM : dénombrement cellulaire massal. '

L'analyse d'une série des moyennes de CCI, du troupeau et de leur évolution au cours du temps sera
toujours plus profitable et plus riches de renseignements que des valeurs absolues ponctuellement
relevées. ‘

1V.2.2.1. Lait d'un quartier (CCIQ):

Un quartier est considéré comme infecté par un pathogene majeur quand le seuil de la CCIQ
est > ou égal & 300 000 cellules par ml. Cependant, la probabilité d'isoler un germe pathogene
majeur augmente trés nettement au-dela de 200 000 cellules par ml.

Selon, la plupart des vaches présentant une mammite clinique ont des CCIQ supérieures a 3 000 000
cellules par ml mais les signes cliniques apparaissent dés que le lait renferme plus de 10° cellules /ml.
Ces valeurs peuvent également dépendre du germe causal (Hanzen .,2000).

1v.2.2.2. Lait de mélange des quatre quartiers (CCI) :

Latteinte d’un seul quartier n‘entraine pas forcement l'augmentation du taux cellulaire et peut
laisser croire a la présence d'une mamelle saine. L'effet dilution doit étre gardé en mémoire. Le CCI
de 300 000 cellules/m! est considéré comme seuil pour déclarer infectée une vache dont provient le
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lait examiné. Au-dela de 400 000 celiules/ml, il est fort probable que la vache soit atleinte par un
pathogéne majeur et & 2 000 000 cellules/ml, 'animal est ou a été vraisemblablement atteint d'une
mammite clinique. (Hanzen, 2000).

L'analyse des CCS permet lidentification des vaches durablement infectées (mammites sub-cliniques
de longue durée).

Selon les travaux de Serieys (1985) que cite Hanzen (2000) et sur la base de l'analyse d'un seul
résultat, on estime que les vaches avec une valeur : '

. > 800 000, une sur trois sont infecté par un pathogene majeur

- > 300000 trois sur quatre sont infecté par un pathogene majeur,

_ <300 000 neuf sur dix ne sont pas infectées par un pathogene majeur

Cependant la fiabilité de ce diagnostic est faible puisque une vache sur trois infectée
durablement & un taux cellulaire inférieur a 300 000.

Aussi est-il préférable d'analyser au moins 4 CCI et si possible 10 Comptages Cellulaires Individuels
consécutifs (ou CMT) correspondant a un cycle complet de lactation et d’admettre qu'une vache est:

« non infectée durablement lorsque tous ses CCI sont inférieurs a 300 000 cellules/ml,

e suspecte ou douteuse lorsque plus d’une numération est supérieure a 300 000 cellules/ml,

o infectée durablement lorsqu’au moins deux de ses CCI ou plus (conséculifs ou non) sont

supérieurs a 800 000 cellules/m! (ou CMT 2+ ou 3+).

A cOté, de cette lecture individuelle dite « horizontale » des résultals mensuels de CCI, on peut
également pratiquer une lecture dite « verticale » des données.

En effet, dans un troupeau, le pourcentage de CCI supérieur a 300 000 cellules/ml est un indicateur
du pourcentage de vaches infectées et inversement (Hanzen, 2000).

Serieys (1985) et Faroult (1994) montrent que :
o la situation est satisfaisante et la prévalence des infections subcliniques est faible, si plus -

de 85% des vaches ont un comptage < 300 000 cellules/ml et moins de 5% ont un
comptage > 800 000 cellules/mi de fagon permanente

o la situation est mauvaise, si le pourcentage des CCI < 300 000 cellules/ml est < a 75 % et
15 % des vaches ont un CCI > a 800 000 cellules/ml. Un signal d’alarme devra étre tiré et
par conséquent un programme de lutte devra étre mis en place.

Le CCI peut servir comme indicateur des pratiques de I'€leveur et moyen de contrble de I"évolution
des infections.

L'appréciation sur 'année du pourcentage de primipares ayant un CCS < 300.000 cellules/ml apporte
.un élément de jugement sur importance des infections nouvelles. Dans la mesure ou {'effectif est
suffisant pour que le pourcentage ait une signification et que le constat soit extrapolé a tout le
troupeau : )

o plus de 95% des primipares ayant un CCS < 300.000 cellules/m! montre qu'il y a peu de
nouvelles infections subcliniques pendant la lactation et par conséquent une prévention
satisfaisante.

o Par contre, un pourcentage inférieur a 85% de primipares ayant un CCS < 300.000 cellules/m
est révélateur de nombreuses nouvelles infections dues a une prévention insuffisante.

Le rapport 1, est un indicateur de nouvelles infections au tarissement :
o Inférieur & 10%, il est qualifié de satisfaisant. ‘
o Supérieur a 20 %, il est synonyme de nombreuses nouvelles infections.

nombre de vaches (CCS < 300 x 10> avant tarissement et CCS > 300 x 10? aprés vélage)
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Le rapport 2, est un indicateur de guérison des infections au tarissement :
o bon, sil est > 70% ,
o mauvais, s'il est < a 50%.

nombre de vaches (CCI > a 300 x 10° au tarissement et CCI < 300 x 103 au vélage

D DT et o o B B 2 T R T S S
nombre de vaches (CCI > 300 x 10? cellules/ml au tarissement

1V.2.2.3. Taux cellulaire de tank (NCT) :

Le taux cellulaire de tank exprime la concentration cellulaire par ml d’un échantillon de lait
prélevé en pratique 2 a 6 fois par mois.

La corrélation (r) qui existe entre le NCT et le taux dinfection de duartiers ou de vaches dans le
troupeau est faible. Selon Hill (1991) ; Faroult (1994) et Hanzen (2000), celle ci est de l'ordre de 0,64
et ne refléte pas toujours l'exactitude de la réalité épidémiologique de l'infection.

Selon Schuckken et al. (1989), les mammites cliniques présentent un probleme majeur car elies sont
toujours accompagnées de valeurs de NCT faibles, dans la mesure ou le Jait est écarté de la collecte

Néanmoins, certaines corrélations ont été avancees :
0’ Serieys (1985) rapporte que le pourcentage de quartiers infectés dans le troupeau est égal
a:
= 34 7% pour un NCT de 200 x 10’ cellules/m.
= 8312 % pour un NCT de 400 x 10° cellules/ml.
= 20 & 25% pour un NCT de 800 x 10’ cellules/ml.
o Poutrel (1985) estime quune concentration en cellules somatique du lait de tank
supérieure a 500 x 10? cellules/ml signifie qu'environ 20% des quartiers sont infectés.

Selon Westgarth (1975), la concentration en cellules somatiques du lait de mélange d'un troupeau
dépend essentiellement de deux facteurs :

1- le nombre de quartiers infectés les jours de la numération cellulaire.

2- lintensité de la réaction inflammatoire.

Le taux cellulaire de tank doit donc étre utilisé comme un moyen d'estimation fort général et
approximatif de la fréquence des mammites dans I'exploitation. Plus quune valeur individuelle
ponctuelle, il est de loin préférable d'analyser I'évolution du NCT au cours du temps et de calculer des
moyennes géometriques.

1. Moyennes géométriques calculées sur 12 mois :

La moyenne mobile donne une bonne idée de lincidence des mammites sub-cliniques et/ou
cliniques dans le troupeau. Elle est calculée en prenant tous les résultats obtenus au cours des 12
mois précédents. Cependant, elle ne permet didentifier, ni les variations saisonnieres ou celles
imputables a la distribution des vélages, ni d'amélioration puisque celle-ci doit avoir été observée
pendant 6 mois au moins pour étre détectee.

2. Moyennes géométriques calculées sur 03 mois :

La moyenne mobile permet de mieux indiquer la mauvaise maitrise des infections par I'éleveur
et la pénalité encourue qui apparait aprés 3 controles supérieurs & 400 x 10° cellules/ml Faroult
(1994). Elle est calculée en prenant tous les résultats obtenus au cours des 3 mois précédents et la
valeur « critére » de 400 x 10% cellules/m! peut étre considérée comme suffisamment discriminante.
Selon que la moyenne géométrique du NCT est supérieure ou non 3 400 x 10° cellules/ml, il faudra
ou non suspecter une enzootie de mammites sub-cliniques.

£
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Le terme d’enzoolie suppose :
o d'une part, un grand nombre de quartiers atteints au cours du temps,
o et dautre part, une atteinte réguliére sur une longue période.

Toutefois, et selon Hanzen (2000), il est recommandé de pondérer cette valeur « critere » dans les
cas extrémes, des petits et des grands troupeaux, pour lesquels ce paramétre peut perdre de sa
pertinence :
- L'effet d’un individu peut le perturber de fagon importante dans le premier cas (cet effet est
toutefois atténué par I'utilisation d'une moyenne géométrique) ;
- Teffet du troupeau (dilution) doit parfois étre pris en compte dans le second cas.

3. L'interprétation du NCT :

Elle est délicate et doit tenir compte des mémes causes de variation que celles déja évoquees pour
le CCI (Hanzen, 2000).

Nombreux sont les facteurs qui peuvent influencer le taux cellulaire de tank , Néanmoins, la séverité
des infections subcliniques et les organismes responsables sont les plus impliqués (Hill, 1991). Les
infections & Streptococcus agalactiae induisent des taux cellulaires supérieurs a ceux induits par
Staphylococcus aureus. Ainsi les vaches infectées de maniere subclinique peuvent se trouver en
méme temps en phase haute ou basse d‘élimination cellulaire (cette probabilité diminue quand le
nombre de vaches augmente).et le nombre de quartiers atteints lui aussi peut également varier au
cours du temps.

Cependant, certaines variations peuvent étre observees en I'absence d'un probléme de mammites.

Un stress quelconque (chien, changement de trayeur...) peut induire une augmentation massive mais
temporaire du taux cellulaire.

La NCT peut étre normalement plus élevé a un moment donné, lorsque les vélages sont groupés ou
lorsque un nombre important de bétes se trouve simultanément en fin de lactation.

Une brusque augmentation de la NCT peut refléter indirectement un relachement dans la méthode de
détection des mammites ou de I'hygiéne de la traite.

Les variations journaliéres sont quant & elles compensées par le fait que le tank a lait renferme
habituellement le lait de plusieurs traites.

Un prélévement effectué dans la graisse d'un lait non agité s'accompagne habituellement d'un
résultat positif (les polymorphonucléaires sont lipophiles).

L'analyse souffre dimperfections bien qu'un protocole strict est appligué en laboratoire et les

différences tolérées entre deux échantilions d’'un méme lait de tank, bien agité, sont de l'ordre de 5
%. L'allongement du délai d’analyse peut également contribuer a’diminuer le taux-cellulaire (8 % au

bout de 15 jours de stockage ) (Hanzen, 2000).

Selon Le Roux (1999), Iévaluation de la situation sanitaire d'un élevage repose sur les taux cellulaires
moyens (de lait de tank) suivants :

o 200 000 cell/ml < bon

o 200 000 cell/m! < moyen < 400 000 cell/ml,

o 400 000 cell/ml < préoccupant < 600 000 cell/ml,

o > 600 000 cell/m! prévoir de nombreuses réeformes.
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En général, on pourra retenir deux valeurs :
o une valeur inférieure @ 250 000 cell/ml qui laisse supposer «un état sanitaire
satisfaisant »,
o Une valeur supérieure & 500 000 cell/ml qui permet de révéler la présence de mammites
(Hanzen, 2000).
La communauté européenne a défini la norme du NCT < a 400 000 cellules par ml pour la
commercialisation du lait avec I'objectif d'un NCT < 250 000 cellules/mi qui refléte un lait de bonne
qualité donc un bon état sanitaire du troupeau. Au Canada et aux USA tolérent des seuils de
concentration cellulaire de 500 000 et 750 000 cellules par ml respectivement. En revanche en New .
Zealand ce seuil est de 300000 cellules par m! .
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PARTIE EXPERIMENTALE



Objectifs
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Notre étude s'inscrit dans un contexte d'essai d'utilisation de l'une des méthodes de mesure
de la concentration cellulaire directe et son application pour prospecter et dépister les infections
mammaires dans nos élevages.

Le présent travail s'est donc fixe trois objectifs :

OBJECTIF 1 : Utilisation et maitrise d’'une méthode de mesure de la concentration
cellulaire.

Pour répondre a cet objectif, nous avons utilisé un appareil « coulter counter », cONgU pour
le dénombrement des particules en suspension, pour le comptage des cellules somatiques du
lait.

OBJECTIF 2 : Application de cette méthode de comptage sur le lait individuel de
vache ,

Pour répondre & cet objectif, nous avons fait un dépistage systématique par la détermination
des taux cellulaires individuels et Ianalyse bactériologique de lait de quartier.

OBJECTIF 3 : Application de cette méthode de comptage sur le lait de Tank.

Pour répondre a cet objectif, nous avons fait un suivi par comptage cellulaire et analyse
bactériologique de lait de mélange afin de caractériser le statut infectieux des troupeaux et
d’estimer les pertes en lait.
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MATERIELS & METHODES
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Pour répondre a l'objectif 1, en l'occurrence, V'utilisation et la maitrise d'une méthode de
numération cellulaire directe, utilisant un appareil dénombrement des particules en
suspension « coulter counter » pour le comptage des cellules somatiques du lait, nous
avons procédé a la démarche suivante :

o FEtalonnage de l'appareil.

e Maitrise de la technique de préparation des échantillons

« Détermination de la fiabilité et de la répétabilité des résultats.

1. CHOIX DE LA METHODE :

Notre choix s'est porté sur I'emploi d’'une méthode de numération cellulaire utilisant un appareil
de type COULTER (méthode normalisée par la fédération internationale des laiteries en 1995) pour

les raisons suivantes :
= Moins colteuse et économique (co(t réduit de I'appareil et des produits consommables),

compatible avec nos moyens financiers.
= Rapide et ne nécessitant pas une grande technicité.

2 DESCRIPTION DE L'APPAREIL :

L'appareil utilisé est un compteur électronique de particules et analyseur des tailles de type
COULTER, modeéle Z, .
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Vu de face, I'appareil est constitué de I'analyseur et d'un module compact ou clavier de commande.

STIARER SPEED

STIRRER POSITION

POWER SWITCH

APERTURE
—— VIFWING
¢ ro SCREEN
SCREENED
oooR FOCUS CONTROL
KNOB
APEATURE — ‘
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RELEASE GAICH -~

DATA TERMINAL Y
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CURSOR KEYS SCREEN ACCESS KEYS

Figure 23 : Photographie et représentation schématique du Coulter counter modéle Z2 ,vue frontale.
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La vue dorsale montre les connexions d’alimentation électrique et de limprimante ainsi que les
tuyaux reliant 'appareil aux flacons de diluant et de déchets.
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Figure 24 ; Photographie et représentation schématique du coulter counter modele Z2 : vue dorsale.
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L'analyseur comporte une partie protégée par une porte en plexiglas isolant le compartiment du tube
a orifice.

MOUNTING BLOCK
STIRRER ®
COLLET APERTURE TUBE
< SOCKET
ELECTRODE SOCKET \
WITH KEYWAY
ELECTRODE
ASSEMBLY
/T FOCUS CONTROL
BODY

Figure 25 : Emplacement des différents segments : tube a orifice, électrode, mélangeur, focus.

-75-



Le compartiment est composé :
o de la sonde en verre munie d’un tube & orifice (100 p de diamétre) et d'une électrode
incorporée,
o d'une électrode externe,
d’un mélangeur de I'électrolyte a analyser,
o dun focus placé juste en face de l'orifice permettant la visualisation et le controle d'éventuel
bouchage de l'orifice qui sera affiché sur I'écran.

o}

3. Principe de fonctionnement :

Le coulter est un appareil qui détermine, en fonction de leurs dimensions, le nombre de
particules en suspension dans un électrolyte. Un dispositif d‘aspiration reliée & la sonde oblige la
suspension d'électrolyte & analyser a passer par I'orifice situé entre les deux électrodes entre
lesquelles passe un courant électrique. Lorsqu’une particule passe par cet orifice elle déplace son
propre volume d'un liquide fortement conducteur par rapport a une conductivité inférieure comme
expliqué schématiquement ci dessous.

#
Courant Electrode interne
électrique . ]
Circuit clavier
hydraulique Passuge-de
Particule a
travers
T'orifice

Electrode externe

Récipient
d’échantillon

orifice

Enregistrement
oo des impulsions électriques
Tuhe & orifice et comptage

Particule en
suspension

Figure 26 : Représentation schématique du principe de fonctionnement du COULTER

Ce passage permet de modifier la résistarice électrique du milieu et par conséquent l'intensité du
courant entre les électrodes qui se traduit par une impulsion dont Iintensité est proportionnelle au
volume de la particule. Chaque impulsion est comptée électroniquement. :

Un autre dispositif spécial commande la durée du comptage correspondant & un volume exactement
connu de la suspension

4. ETALONNAGE DE L’APPAREIL :

Une fois I'appareil installé, une opération de calibrage primaire est effectuée au moyen de
particules en latex a la concentration de 2 x 10° particules/m! et un diametre de 10 ym.
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Celte opération est suivie par une détermination de la relation entre le volume des particules a
dénombrer et le seuil au-dessus duquel les numérations doivent étre effectuées

La deuxitme étape ou calibrage secondaire consiste a fixer un diametre ou seuil de lecture
correspondant & la taille moyenne des cellules du lait que I'appareil doit prendre en considération
pour le comptage. Nous avons donc utilisé un seuil minimal de 5 pym, diameétre couramment utilisé et
rapporté par Grapin et Jeunet (1971) et Hanzen (2000). ‘

5. PREPARATION DES ECHANTILLONS :

Flle a été faite conformément a la technique rapportée par la FIL (1995), mise au point par
TOLLE (1966), appliquée au COULTER. par Grappin et jeunet (1971) et modifiée par I'INRA de Tours
(France 2000) et actuellement employée dans les laboratoire CECALAIT (France) pour le contréle
laitier.

Le principe de la technique consiste a éliminer l'influence de la matiére grasse par dispersion des
globules gras dont la taille est supérieure ou égale a 5 pm qui peuvent interférer avec les cellules en
suspension dans le lait lors du comptage.

Fixation :

Un aliquote de 10 m! de lait est additionné de 0,2 ml de formol a 35 % et laissé en contact pendant
24 h 3 température ambiante. Cette premiére étape permet a la membrane cytoplasmique des
cellules d’accueillir une certaine résistance et d‘éviter Iéventuelle destruction des cellules lors du
traitement a la chaleur :

Dilution :

Un aliquote de 0,1 ml de I'échantillon fixé est dilué au centieme, c'est a dire, additionnée de 9,9 ml
d'électrolyte (mélange d'éthanol et d'émulsifiant, Cf. annexe 1) filtré au préalable a travers deux
membranes, I'une & 0,45 pm et I'autre & 0,22 ym de fagon a renfermer moins de 100 particules/ml.
La dilution ainsi obtenue est chauffée a 80 °C au bain-marie pendant 10 minutes.

L'action conjuguée de I'éthanol, dé I'émulsifiant et de la chaleur entrainent une clarification du milieu
par dispersion des globules gras en particules tres fines, stables rendant possible le comptage selectif
des cellules.

Cependant, comme rapporté par Phipps (1968), le traitement du lait par cette technique entraine une
diminution de la taille moyenne des cellules devant étre pris en considération pour le choix du seuil
de lecture lors de I'étalonnage de I'appareil.

6. FIABILITE DES RESULTATS ET REPETABILITE DE LA METHODE :

La répétabilité ou fidélité est définie par les résultats successifs obtenus par un seul opérateur
travaillant dans un laboratoire donné avec le méme appareil et la méme méthode sur un produit
identique soumis a l'essai. Sa mesure est obtenue par la répétition des tests pour le ou les mémes
échantillons.

Pour vérifier si notre appareillage est bien étalonné et si nos résultats (lait de quartier) sont fiables et
répétables, nous avons :
o pratiqué un test CMT et un comptage pour classer trente échantillons en fonction de leur
concentration cellulaire, _
o A partir des prélévements de chaque classe ainsi définie, nous avons réalisé pour chacun 5
dilutions pour laquelle deux comptages ont-éte faits (Cf .schema récapitulatif du protocole
expérimental) :
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LOT DE 30 PRELEVEMENTS DE LAIT |
. DE QUARTIER
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Figure 27: Représentation schématique du protocole de préparation des échantillons
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7. ANALYSE STATISTIQUE DES DONNEES :

Une analyse statistique par déduction du coefficient de corrélation et estimation de la variance
sur les logarithmes népériens des concentrations obtenues intra-dilutions et entre dilutions a été faite

au moyen du logiciel SAS (Statistical Analysis System, version 1987).
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Pour répondre & l'objectif 2, en l'occurrence, l'application de cette méthode de
comptage sur lait individuel de vache, un suivi par détermination systématique des taux
cellulaires individuels et analyse bactériologique de lait de quartier d'un troupeau.

Choix du troupeau (animaux) :

Le choix du troupeau été fait sur les criteres suivants :
= La proximité (10 km) par rapport au laboratoire d'analyses.
= L'effectif du troupeau (64 vaches dont 42 en lactation) compatible avec nos moyens
d'analyses, beaucoup plus bactériologiques et qui refléle la moyenne des élevages de la
région de la Mitidja.

Recueil des informations sur fiche signalétique :

La collecte des informations relatives a la date de vélage, de tarissement, du stade et du rang
de lactation, a la production laitiére journaliere ainsi que les antécédents des vaches pour les
infections mammaires et toute autre pathologie fréquente, a été faite a partir du registre de |'étable.
Un enregistrement systématique des cas cliniques a été réalisé a chaque passage.

Prélevement de lait :

Un prélévement de lait individuel a été réalisé aseptiquement pour le comptage cellulaire et
I'examen bactériologique pendant la période de février a mai 2002, selon le protocole suivant :
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PROTOCOLE DE PRELEVEMENT
N°1

1 examen 2" examien 3™ examen
hactériologique hactériologique

hactériologigue

Mars

cCll cC12 cCr3 cCt4 cCrs CcCro ccr?

J o J18 J 36 J 54 J72 J 90 J 108
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Comptage cellulaire :

Les prélévements sont réalisés chaque 18 jours, a partir de lait individuel de vache (mélange
des quatre quartiers) et de troupeau.

Le lait est recueilli dans des flacons stériles en plastique de 60 ml, juste avant la traite du soir, apres
un nettoyage complet des quatre quartiers et élimination des premiers jets, ensuite acheminés au
laboratoire de biologie clinique dans une glaciére a + 4°C.

Chaque prélévement est fixé le jour méme puis analysé 24 h aprés.

Examen bactériologique :

Les prélévements sont réalisés a J 0, J 54 et J 108, a partir de lait individuel de quartier.

Toutefois, il faut signaler que nous avons prélevé des échantillons de lait, a quelques jours de J 108
pour 5 vaches devant entrer en tarissement que nous avons congelé pour le troisiéme passage de
I'examen bactériologique.

Le lait est recueilli aseptiguement quartier par quartier dans des flacons stériles en plastique de 60
ml, juste avant la traite du soir pour toutes les vaches aprés désinfection de 'extrémité du canal du
trayon a l'aide d'une compresse imbibée d'alcool & 70° et elimination des premiers jets, ensuite
identifié et immédiatement congelé a (— 20°C).

La recherche et la caractérisation des germes (staphylocoques, streptocoques et coliformes) a été
faite a l'institut Pasteur d’Alger.

Analyse statistique :

L'analyse des données a été faite par le model SAS (statistical analyser system ) apres
transformation en logarithmes les nombres de données.

Traitement et interprétation des données :

o Pour classer le cheptel expérimental en fonction du statut infectieux, nous considerons qu'une
vache est :

(1) « non infecté » : Lorsqu'il y a absence de signes diniques et que I'examen bactériologique est
négatif pour les quatre quartiers.

(2) «infectée durablement»: Lorsque deux diagnostics bactériologiques au moins indiquent la
présence, dans un méme quartier, le méme germe pathogéne (mineur ou majeur) avec présence ou
absence de signes cliniques.

(3) «infectée Brievement»: Lorsque linfection se réduit essentiellement a sa phase dlinique avec
zéro ou un seul diagnostic bactériologique indiquant la présence d'un pathogéne mineur ou majeur.
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W Pour le calcul des critéres d’appréciation des lests pour le diagnostic par le comptage
cellulaire :

La sensibilité : d'un diagnostic est la probabilité d'obtenir un résultas positif pour un animal
réellement infecté :

VP: vrai positif.
VN: vrai negatif.

La spécifité: d'un diagnostic est la probabilité d'obtenir un résultas négatif pour un animal
réellement non infecté :

VN
T il

VN: vrai négatif
VP: vrai positif

- 83 -



Pour répondre a l'objectif 3, en l'occurrence, I'application de cette méthode de
comptage sur lait tank (troupeau), un suivi par comptage cellulaire et analyse bactériologique de
lait de melange a été réalisé pour caractériser le statut infectieux des troupeaux et estimer les perles
en lait.

Choix des élevages :

Notre choix s'est porté sur 22 élevages de la région de la Mitidja, parmi ceux (environ 200) qui
livrent leur production a la laiterie de Beni Tamou, dicté pour les raisons suivantes :

o Effectif minimal de 20 vaches en lactation,

» Disposant d'un tank refrigeré.

Prélevement de lait :

Les échantillons de lait sont prélevés selon le protocole ci dessous :

- Mensuellement pour le comptage cellulaire, durant cing mois (Cf protocole 2) a partir du tank
a lait contenant la traite de la veille et celle du matin de la collecte, par le technicien de la
laiterie aprés une homogénéisation, dans des flacons stériles et stockés dans une glaciere et
acheminés au laboratoire de I'ISV.

- Bi-mensuellement pour I'examen bactériologique.
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Analyse des données :

L'analyse des données a été faite au moyen du logiciel SAS (statistical analysis system) selon
les modeles statistiques décrits pour I'estimation des pertes :

» Pertes quantitatives : modele normatif rapporté par Seegers et al (1999) et Mataalah (2000),
selon la formule suivante :

P (%) = (NCT — 200.600) / 100.000 x 0,02
(P = perte ; NCT = numération cellulaire de tank).

Elle signifie qu'une perte de 2 % en lait par tranche de 100 000 cellules au dela d'un taux > a
200.000 cellules/ml.

» Pertes qualitatives :

o Les pertes de la matiere protéique (rapport C / MAT) sont estimées par l'equation de
régression linéaire rapportée par Mathieu et al (1985) et Mataalah (2000), selon la formule
suivante :

C / MAT = -2,006 log (NCT) + 89,47
(C = caséines du lait , MAT = matiére azotée , NCT = numération cellulaire de tank)

La diminution de ce rapport débute vers 200 a 300 000 cell/ml
0 Les pertes de la matiére grasse sont estimées selon le modéle utilisé par Roguinsky (1978) et

Mataalah (2000) ,selon la formuie suivante :

P meremmmmmm e e
1 000 000 celi/ml

P = perte de matiére grasse (g/l), NCT = numération cellulaire de tank.
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RESULTATS DE L'OBJECTIF I :

Les résultats du comptage cellulaire des échantillons de lait analysés sont rapportés dans
le tableau XV.

Ils montrent que les concentrations cellulaires varient :
- Pour le score CMT 0, de :
o 72400 a 264 500 cellules/ml, avec une moyenne de 156 046 cellules/ml pour la
lecture 1.
o 76000 a 262 400 cellules/ml, avec une moyenne de 152 626 cellules/ml pour la
lecture 2.
- PourlescoreCMT 1a2, de:
o 290 x 10° a 822,2 x 10° cellules/ml, avec une moyenne de 581 884 cellules/ml pour la
lecture 1. .
o 298 x 10% a 822,2 x 10° cellules/ml, avec une moyenne de 572 218 cellules/ml pour la
lecture 2.
- Pour le score CMT 3, de : _
o 890,8x10°a2575x 10° cellules/ml, avec une moyenne de 1:338 025 cellules/mi
pour la lecture 1. »
o 857,8x10%a2586x 10° cellules/ml, avec une moyenne de 1 340 160 cellules/mi
pour la lecture 2.
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Les résultats des échantillons de laits estimés par le test CMT et analyseés par COULTER sont
rapportés dans le tableau ci dessous.

Tableau XVI: Comparaison des valeurs obtenues par COULTER et CMT.

California Mastitis Test Comptage au COULTER
(d'aprés SCHALM & NOORLANDER, 1957) (cellules/ml)
Score |{minimum| Moyenne | maximum minimum Moyenne maximum
0 0 100 000 200 000 72 400 154 336 264 500
1-2 200 000 | 600 000 800 000 290 000 577 051 822 200
3 800 000 | 2 900 000 | 5 000 000 857 800 13390924 2575000

Nos résultats montrent que I'appareil donne des valeurs de concentrations cellulaires similaires a
celles obtenues par le test CMT ; avec une bonne corrélation (coefficient de corrélation =1,00 )

A partir des tranches cellulaires ainsi définies lors des comptages pour les dilutions (1 a 5, pour
chaque échantillon) et lectures intra-dilutions (lecture 1 et 2), les résultats de I'analyse de la variance
sur les logarithmes népériens sont rapportés par le tableau ci dessous.

Tableau XVII: Résultats de I'analyse des variances (30 laits x 5 dilutions x 2 lectures).

Origine de la Intra-laits Entre lectures o
variation (entre dilutions) (Intra-dilutions) Répétabilite
(n = 150) (n = 300)
TralnCh?s Ecart type Ccv Ecart type cv CV% [ % ]
cellulaires (cellules/ml) % (cellules/ml) %
72 400 a 264 500 9273,57 4,32 11008,29 6,43 4,55 90%
(cellules/ml)
290 x 10° ;‘; 822,2 x 19749,49 0,23 21571,54 3,01 0,21 99%
10
(cellules/mti)
857,8 x 1033& 2 575 x 22145,56 0,15 26738,95 2,63 0,14 99%
10
(cellules/ml)

Le coefficient de variation, des comptages est :
a Entre les dilutions (intra-laits), de :
o 4,32 % pour la tranche cellulaire de 72 400 3 264 500 cellules/ml, avec des ecarts de
détermination de 9 273,57 cellules/ml.
o 0,23 % pour la tranche cellulaire de 290 000 3 822 200 cellules/m!, avec des écarts de
détermination de 19 749,49 cellules/ml.
o 0,15 % pour la tranche cellulaire de 857 800 a 2 575 000 cellules/ml, avec des écarts
de détermination de 22 145,56 cellules/ml.
o Entre les lectures (intra-dilutions), de :
o 6,43 % pour la tranche cellulaire de 72 400 3 264 500 cellules/ml, avec des écarts de
détermination de 11 008,29 cellules/ml. '
o 3,01 % pour la tranche cellulaire de 290 000 3 822 200 cellules/ml, avec des écarts de
détermination de 21 571,54 cellules/ml.
o 2,63 % pour la tranche cellulaire de 857 800 3 2 575 000 cellules/ml, avec des écarts
de détermination de 26 738,95 cellules/ml.
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En regroupant ces deux sources d'erreur, on obtient une répétabilité globale, exprimée par le
coefficient de variation de :

o 4,55 pour la tranche cellulaire de 72 400 a 264 500 cellules/m| dans 90% des cas.

o 0,21 pour la tranche cellulaire de 290 000 a 822 200 cellules/ml dans 99%b des cas.
o 0,14 pour la tranche cellulaire de 857 800 a 2 575 000 cellules/m dans 99% des cas.
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RESULTATS DE L'OBJECTIF I1 :
1. Etude descriptive.
1. Identification du cheptel expérimental :

L'analyse des renseignements a partir des fiches signalétiques individuelles et registre est rapportée
dans le tableau suivant.

Tableau XVIII : Répartition du cheptel expérimental

Cas de
Race Stade de lactation Rang de lactation maminites
cliniques /
. an
PN| PR | BA | <60j |60-150j | >150j | 1°° | 2%me | » 3iéme
Effectif 29 | 11 02 04 17 21 07 20 15 | 15

PN : pie noir ; PR : pie rouge ; BA :brune d'Alpe.

Les résultats montrent que :
o larace:
o PrimHolstein (PN) est prédominante : 29 vaches, soit 69 %.

o Montbéliarde (PR) représente le quart : 11 vaches, soit 26 %.
o Brune d’Alpes (BA) ne représente que 5%, soit 02 vaches.

o Le stade de lactation :
o 21 vaches, soit 50 % sont en fin de lactation.
o 17 vaches, soit 40 % sont en milieu de lactation,
o 04 vaches, soit 10 % sont en début de lactation.

o Le rang de lactation :
o 07 vaches, soit 17% sont en premiere lactation.
o 20 vaches, soit 48% sont en deuxieéme lactation.
o 15 vaches, soit 36% sont en troisiéme lactation.

o La consultation du registre d'étable a permis de révéler une tres faible fréquence des
mammites cliniques moins de 15 cas par an.

-93 .



2. EXAMEN BACTERIOLOGIQUE :

Les résultats des examens bactériologiques des 504 prélévements analysés sont rapportés par
passage.

Premier passage :

Les résultats sont rapportés dans le tableau ci dessous.

Tableau XIX : Répartition des quartiers en fonction de I'état d'infection et germes isolés lors du
premier examen bactériologique.
Statut infectieux des quartiers

Non Infectes Total Total au
infecté P i assage
infecte Staph. Strept. E. Coli Cult mixte | . o +éc passag

Nb % Nb % Nb % Nb % Nb % Nb %
gga't'e’ 23 | 55 | 14 | 74 | 0o | 00 | 03 | 16 | 02 | 10 | 19 | 28 42

g;ame' 23 | 55 | 12 | 63 | 02 | 11 |04 | 21 |01 | 5 |19 | 28 42

Quartier

PD 29 | 69 10 | 78 | 00 00 02 15 01 7 13 | 19 42

ggartler 25 | 60 | 13 | 76 {01 | 6 | 02 | 12 |01 | 6 | 17 | 25 42

Total

100 | 60 | 49 29 03 02 11 06 05 03 | 68 | 40 168

Staph. : Staphylococus aureus ; Strept. @ Streptococcus uberis, E.Coli : Escherichia coli ; cult. mixte :
Présence de deux germes, Nb : nombre ; % : pourcentage.

Les résultats montrent que :
o 100 quartiers sont non infectés, soit 60 %, répartis comme suit :
» 23 AD, soit 55 %.
= 23 AG, soit 55 %.
= 29 PD, soit 69 %.
» 25 PG, so0it 60 % .

o 68 quartiers sont infectés, soit 40 % dont :
= 19 AD, soit 45 % .
= 19 AG, soit 45 %.
= 13 PD, soit 31 %.
= 17 PG, soit 40 %.
.% 25
3 20
U 4
: i Non infecté
g ¥ Oinfecté
E — —
S 5
=
o+ ..
Rk Lo " Position du quartier

Figure 28 : Histogramme représentant la distribution des quartiers infectés et non infectés au cours
du premier examen bactériologique.
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o La répartition en fonction du germe isolé montre que :
. 49 quartiers sont infectés par staphylococus aureus, soit 29 %.
. 11 quartiers par Escherichia coli, soit 06 %.
. 03 quartiers par Streptococus uberis, soit 2 %.
. 05 quartiers par |'association de deux germes (02 S. aureus + Escherichia coli ,
02 S. aureus+ St. Uberis et 01 St. uberis + Escherichia coli ), soit 03 %.

Ces résultats traités par vache montrent que 9 vaches ne sont pas infectées contre 33 qui sont
infectées, soit 79 % comme suit :
= 23 par Staphylococus aureus, soit 70 %.
= 03par Escherichia coli, soit 09 %.
= 02par Streptococus uberis, soit 06 %.
= 05 par 'association de deux germes dans le méme quartier ou trois germes dans le
méme pis (02 S. aureus+ St. Uberis, 01 5. aureus + Escherichia coli01 St. uberis +01
Escherichia coli + S. aureus,E. coli + St. uberis), soit 15 %.

La répartition des vaches en fonction du nombre de quartiers infectés et des germes isolés est
rapportée dans le tableau ci dessous.

TableauXX : Répartition des vaches selon le nombre de quartiers infectés et germes isolés.

Nombre de S. aureus St. Uberis E. Coli Cult mixte Total
quartiers

infectés Nb % Nb % Nb % Nb % Nb %
1 quartier 11 85 02 15 00 00 00 00 13 40

2 quartiers 07 64 00 00 01 09 03 27 1n 33
3 quartiers 01 33,33 00 00 01 33,33 01 33,33 03 09
4 quartiers 04 67 00 00 01 16,5 01 16,5 06 18

Total 23 70 02 06 03 09 05 15 33 100

S. aureus : staphylococcus aureus ; St. uberis : Streptococcus uberis, E.Coli : Escherichia coli ; cult.
mixte : Présence de deux germes ou plus, Nb : nombre ; % : pourcentage. :

Les résultats montrent que :
» 13 vaches ont un seul quartier infecté, soit 40 %.
» 11 vaches ont deux quartiers infectés, soit 33 % .
» 03 vaches ont trois quartiers infectés, soit 09 % .
» 06 vaches ont quatre quartiers infectés, soit 18 % .

12
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o =¥ position du duiartiér .

Figure 29 : Histogramme représentant la distribution des quartiers infectés selon les germes isolés
au cours du premier examen bactériologique.
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Deuxiéme passage :

Les résultas sont rapportés dans le tableau ci dessous.

Tableau XXI : Répartition des quartiers en fonction de I'état d'infection et germes isolés lors du

deuxiéme examen bactériologique.

Statut infectieux des quartiers
Non Infectes Total Total au
infecté i P ; assage
infecte Staph. Strept. E.Coli |Cultmixte | . e +ac p
Nb % INb [% |Nb |% INb |% |Nb |% [Nb [%
ggartler 26 | 62 | 14 |875| 01 |625| 00 | 00 | 01 |625| 16 | 38 | 42
ggartler 28 | 67 | 12 | 86 | 01 | 07 | 01 | 07 | 00 | 00 | 14 | 33 42
Sgart'e’ 22 | 52 | 20 | 100 | 00 | 00 | 00 | 00 | 0O | 0O | 20 | 48 42
g;artler 28 | 67 | 13 | 93 | 00 { 00 | 01 | 07 | 00 | 00 | 14 | 33 42
Total| oal 62 | 59 |355| 02 | ot | 02 | 01 |01 | 05| 64 | 38 | 168

Staph. : Staphylococus aureus ; Strept. : Streptococcus uberis; E.Coli : Escherichia coli ; cult. mixte :
Présence de deux germes, Nb : nombre ; % : pourcentage. -

Les résultats montrent que :
o 104 quartiers sont non infectés, soit 62 %, répartis comme suit :
= 26 AD, soit 62 %.
28 AG, soit 67 %.
= 22 PD, soit 52 %.
» 28 PG, soit67 % .
o 64 quartiers sont infectés, soit 38 % dont :
= 16 AD, soit 38 % .
» 14 AG, soit 33 %.
= 20 PD, soit 48 %.
= 14 PG, soit 33 %.

3oy

25

20

mNon
infecté

15
Clinfecté
10

Nombre de quartier infecté ‘

c.-07 L position du quértier - -

L ; _
Figure 30 : Histogramme représentant la distribution des quartiers infectés et non infectés au cours
du deuxieme examen bactériologique.
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o La répartition en fonction du germe isolé montre que :
» 59 quartiers sont infectés par staphylococus aureus, soit 35,5 %.
. 02 quartiers par Escherichia coll, soit 01 %.
«» 02 quartiers par Streptococus uberis, soit 01 %.
. 01 quartier par |'association de deux germes (S. aureus + St. uberis ), soit 0,5
%.

Ces résultats traités par vache montrent que 10 vaches ne sont pas infectées contre 32 qui sont
infectées, soit 76 % comme suit :
» 29 par Staphylococus aureus, Soit 91 %.
» 01 par Escherichia coli , soit 03 “%.
= 02 par l'association de deux germes dans le méme quartier ou trois germes dans le
méme pis (01 S. aureus+E. coll, 01 St. Uberis + S. aureus), soit 06 %.

La répartition des vaches en fonction du nombre de quartiers infectés et des germes isolés est
rapportée dans le tableau ci dessous.

Tableau XXII : Répartition des vaches selon le nombre de quartiers infectés et germes isolés.

Nombre de S. aureus St. Ubenis E. Coli Cult mixte Total
quartiers

infectés Nb % Nb % Nb % Nb % Nb %
1 quartier 09 90 00 00 01 10 00 00 10 31
2 quartiers 14 93 00 00 00 00 01 7 15 47

3 quartiers 03 75 00 00 00 00 01 25 04 13
4 quartiers 03 100 00 00 00 00 00 00 03 09

Total 29 91 00 00 01 03 02 06 32 100

S. aureus : staphylococcus gureus ; St. uberis : Streptococcus uberis; E.Coli : Escherichia coli ; cult.
mixte : Présence de deux germes ou plus, Nb : nombre ; % : pourcentage.

Les résultats montrent que : ‘
o 10 vaches ont un seul quartier infecté, soit 31 %.
o 15 vaches ont deux quartiers infectés, soit 47 % .
o 04 vaches ont trois quartiers infectés, soit 13 % .
o 03 vaches ont quatre quartiers infectés, soit 09 % .

Nombre de quartier infe

N oG

Figure 31 : Histogramme représentant la distribution des quartiers infectés selon le germe isolé au
cours du deuxiéme examen bactériologique.
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Troisiéme passage :

Les résultas sont rapportés dans le tableau ci dessous.

Tableau XXIII : Répartition des quartiers en fonction de I'état d'infection et germes isolés lors du
troisiéme examen bactériologigue.

Statut infectieux des quartiers
Non Infectes . Total Total au
infecté Staph. Strept. E.Coli |Cultmixte| . o0&,  |Passage
infectes
Nb (% INb [% [Nb |% [Nb |% |Nb |[% |[Nb |%
ggartler 33 | 79 | o7 | 78 | 01 | 11 {00 | 00 | O1 | 11 | 09 | 21 } 42
%ame" 30 | 71 | o8 | 67 | 02 |165]| 00 | 00 | 02 |165| 12 | 29 42
g;a"t'e’ 26 | 62 | 15 | 94 | 00 | 00 | 00 { 00 | 01 | 06 | 16 | 38 42
gga’t'e’ 33 | 79 | 08 | 89 | ot | 11 | 00 | 00 | 00 | 00 | 09 | 21 42
Total| ;-5 73 | 38 | 23 | 04 | 02 [ 00 | 00 | 04 | 02 | 46 | 27 168

Staph. : Staphylococus aureus ; Strept. : Streptococcus uberis, E.Coli : Escherichia coli ; cult. mixte :
Présence de deux germes, Nb : nombre ; % : pourcentage.

Les résultats montrent que :
o 122 quartiers sont non infectés, soit 73 %, répartis comme suit : '
= 33 AD, soit 79 %.
« 30 AG, soit 71 %.
» 26 PD, soit 62 %.
» 33 PG, s0it79 % .
o 46 quartiers sont infectés, soit 27 % dont :
= (09 AD, soit 21 % .
= 12 AG, soit 29 %.
= 16 PD, soit 38 %.
= 09 PG, soit 21 %.

# Non
infecté

Oinfecté

Nombre de quartier
infecté

AD © . .AG PD

Position du quartier

Figure 32 : Histogramme représentant la distribution des quartiers infectés et non infectés au cours
du troisiéme examen bactériologique.
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o La répartition en fonction du germe isolé montre que :
. 38 quartiers sont infectés par staphylococus aureus, soit 23 %.
. 04 quartiers par Streptococus uberis, soit 02 %.
. 04 quartiers par I'association de deux germes (S. aureus + St. uberis ), soit 02
%.

Ces résultats traités par vache montrent que 21 vaches ne sont pas infectées contre 21 qui sont
infectées, soit 50 % comme suit :
« 15 par Staphylococus aureus, soit 71 %.
» 01 par Streptoccus uberis, soit 05 %.
= 05 par l'association de deux germes dans le méme quartier ou trois germes dans le
méme pis (S. aureus + St. uberis), soit 24 %.

La répartition des vaches en fonction du nombre de quartiers infectés et des germes isolés est
rapportée dans le tableau ci dessous.

Tableau XXIV : Répartition des vaches selon le nombre de quartiers infectés et germes isolés.

Nomb_re de S. aureus St. Uberis E. Coli Cult mixte Total
ooy Nb | % | Nb | % | Nb | % | Nb | % | Nb | %
1 quartier 05 83 01 17 00 00 00 00 06 29

2 quartiers 06 75 00 00 00 00 02 25 08 38
3 quartiers 02 50 00 00 00 00 02 50 04 19
4 quartiers 02 67 00 00 00 00 01 33 03 14

Total 15 71 01 05 00 00 05 24 21 100

S. aureus : staphylococcus aureus ; St. uberis : Streptococcus uberis; E.Coli Escherichia coli ; cult.
mixte : Présence de deux germes ou plus, Nb : nombre ; % : pourcentage.

Les résultats montrent que :
o 06 vaches ont un seul quartier infecté, soit 29 %.
o 08 vaches ont deux quartiers infectés, soit 38 % .
o 04 vaches ont trois quartiers infectés, soit 19 % .
o 03 vaches ont quatre quartiers infectés, soit 14 % .

B S.aureus
@st
EE.COLI
OMixte

Nombre de quartier .
infecte :

' -3 =
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.. position des guartier
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Fiqure 33 : Histogramme représentant la distribution des quartiers infectés selon les germes isolés au
cours du troisitme examen bactériologique.
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La figure ci dessous montre la dynamique et I'évolution des quartiers infectés au cours de I'étude.
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Figure 34. Dynamique et Evolution des quartiers infectés au cours de I'étude.

4- ENREGISTREMENT DES CAS CLINIQUES :

L'examen clinique a permis de diagnostiquer 04 cas de mammites cliniques, soit 9,52 %. L'examen
bactériologique a permis d'isoler a partir des prélévements de ces cas :

» Staphylococcus aureus dans deux (02) cas, soit 50%.

» Escherichia coli dans un (01) cas, soit 25 %.

> L'association de Staphylococcus aureus et Escherichia coli dans le dernier cas, soit 25 %.

5- LE COMPTAGE CELLULAIRE:

Concentration cellulaire individuelle (lait de mélange des 4 quartiers) : CCI
Les résultats de la numération cellulaire individuelle (vache), a partir des prélévements de lait des 7

passages a montré que les taux varient de 87 600 3 7 852 600 cellules /ml, comme le montre le
tableau ci dessous.
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Tableau XXV: Réparation des valeurs du taux cellulaire individuel de vache au cours de
I'étude. '

CCI < 300 > 300 Effectif au

(x 10°) cellules /ml | < 100 100 — 200 | 200 — 300 | 300 - 10° | > 103 passage
19 Nb 00 02 15 20 05 42
passage % 00 05 35,5 47,5 12 100
péme Nb 00 11 11 17 03 42
passage % 00 26 26 40,5 7,5 100
géme Nb 02 11 10 15 04 42
passage % 05 26 24 35,5 9,5 100
4éme Nb 01 16 08 12 05 42
passage %o 02 38 19 29 12 100
géme Nb 00 12 15 1| o4 42
passage % 00 29 35,5 26 9,5 . 100
6éme Nb 00 08 10 15 06 39
passage % 00 20,5 26 38,5 15 100
78me Nb 01 05 09 15 07 37
passage % 03 13,5 24 40,5 19 100

Nb 04 65 78 105 34 286
Total .

% 1,5 23 27 37 11,5 100

Nb: nombre de taux ; % :pourcentage .

La distribution des taux obtenus a révélé que :

o 51% des valeurs sont inférieures a 300000 cellules /mi et réparties ainsi :
= 1,5 % (n = 4) des valeurs en dessous de 100 000 cellules /ml.
» 23 % (n = 65) comprises entre 100 000 ct 200 000 cellules /ml.
= 27 % (n= 78) entre 200 000 et 300 000 cellules /ml.

o 49 % des valeurs sont supérieures a 300 000 celiules /ml et réparties ainsi :
= 37 % (n = 105) des valeurs sont comprises entre 300 000 et 10° cellules /ml.
= 11,5 % (n = 34) des valeurs sont supérieures a 10° cellules /ml.

Les taux cellulaires moyens varient de 183 914,28 a 2 484 133,33 cellules /ml et sont distribués
comme suit :
o 36 % des valeurs sont inférieures a 300 000 cellules /ml et réparties ainsi :
» 14 % (n = 6) des valeurs inférieures a 200 000 cellules /ml.
= 21,5 % (n = 9) des valeurs comprises entre 200 000 ct 300 000 cellules /ml.
o 64 % des valeurs sont supérieures a 300 000 cellules /ml et réparties ainsi :
= 52,5 % (n = 22) des valeurs comprises entre 300 000 et 10° cellules /ml.
= 12 % (n = 05) des valeurs supérieures a 10° cellules /ml.
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Figure 35 : Histogramme représentant la distribution des pourcentages des taux cellulaires individuels
de vache au cours de |'étude.

Numérations cellulaires de troupeau (lait de mélange) : NCT

Les résultats de la numération cellulaire de mélange (troupeau), a partir des prélévements de lait des
7 passages a montré que les taux varient de 683 443 a 1 102 191 cellules /ml avec une moyenne
arithmétique de 818 010,28 cellules /ml (Cf. tableau XXVI).

Tableau XXVI : Réparation des valeurs du taux cellulaire des laits de mélange.

Passages

Moyenne
(cellules /ml)

NCT
(celiules /ml)

754 571

683 443

732 533

848 905

697 762

906 667

1102 191

818 010,28
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Figure 36. Evolution du taux cellulaire du lait de mélange au cours de I'étude.
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IT- ANALYSE STATISTIQUE :

Les résultats de I'examen bactériologique des trois passages a révélé la présence de pathogenes
majeurs, en l'occurrence, S. aureus, St. Uberis et E. coll. ’

Les résultats de l'analyse, selon les critéres retenus, sont rapportés dans le tableau ci dessous.

Tableau XXVII:.Répartition des vaches selon leurs états d'infection au cours de I'étude.

Infect_ee brlev.el.nent Infectée durablement par :
avec signes cliniques
Etat Non infecté S. aureus
d'infection E.coli Cult mixte signes cliniques E.coli Cult mixte
+ =
Nb % Nb |% (Nb (% |[Nb |% |[Nb (% I[Nb |% Nb %
X?j'}g; 07 | 17 | o1 | 50 | ot | 50 | 02 | 06 | 28 | 85 | 02 | 06 | O1 | 03
'Nombre .
total 07 02 33
Pourcentage 17 05 78

Nb : nombre, % : pourcentage, S. aureus : staphylococcus aureus ; St. uberis @ Streplococcus uberis,
E.Coli : Escherichia coli; cult. mixte : Présence de deux germes ou plus,+ : avec signe clinique,-sans
signe clinique.

Ils montrent que :

o 07 vaches, soit 17 % sont « non infectée par un pathogene majeur ».

o 02 vaches, soit 5 % sont « infectée brievement avec signes cliniques » par :
= [Fscherichia coli : 01 vache, soit 50 %.
» L'association de Escherichia coli et Staphylococus aureus.01 vache, soit 50 %.

o .33 vaches, soit 78 % sont « infectée durablement avec ou sans signes cliniques » par :
= Staphylococus aureus : 30 vaches, soit 91 %.
s Fscherichia.coli . 02 vaches, soit 06 %.
= |'association de Staphylococus aureus et streptococus uberis © 01 vache, soit 03 %.



Le schéma ci dessous résume la répartition des vaches selon I'état d'infection et selon le germe isolé.
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Figure 37. Répartition des vaches en fonction de I'état d'infection et selon les germes impliqués au
cours de I'étude.
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Traités par quartier, les résultats sont rapportés dans le tableau ci dessous.

Tableau XXVIII: Répartition des vaches selon le nombre des quartiers infectés durablement et des
‘germes isolés.

Nombre de S. aureus St. Uberis E. Coli Cult mixte Total

e Nb | % | Nb | % | Nb | % | Nb | % | Nb | %
1 quartier 17 85,5 00 00 02 10,5 00 00 19 58
2 quartiers 07 87,5 00 00 00 00 . 01 12,5 08 24
3 quartiers 03 100 00 00 00 00 00 00 03 09
4 quartiers 03 100 00 00 00 00 00 00 03 09
Total 30 91 00 00 02 06 01 03 33 100

S. aureus : staphylococcus aureus ; St. uberis : Strepl'ococcus' uberis, E.Coli : Escherichia coli ; cult.

mixte : Présence de deux germes ou plus, Nb : nombre ;. % : pourcentage.

Ils montlent que :
o 56 quartiers sont infectés dmablement soit 33,33 % ; répartis comme suiit :
= 19 vaches ont un seul quartier infecté, soit 58%.
= 08 vaches ont deux quartiers infectés, soit 24 %.
» 03 vaches ont trois quartiers infectés, soit 09 %.
= 03 vaches ont quatre quartiers infectés, soit 09%.

La confrontation des résultats du comptage cellulaire et des examens bactériologiques sont
rapportés selon I'état d'infection et les germes isolés dans les tableaux XXIX et XXX respectivement.

Tableau XXIX : Répartition des taux cellulaires moyens en fonction de I'état d'infection des vaches
au cours de 'étude.

Statut infectieux des vaches
CcCI " , Infectée
(cellules /ml) Non infectee (durablement et briévement)
-Moyenne arithmeétique 200 747 672 927
(n = 58) (n = 228)
Moyenne logarithmique 12,16 12,92
Ecart type 0,31 0,90

Tableau XXX Repartltlon des taux cellulaires moyens en fonction des germes lsoles au cours de

I'étude
Germes isolés
cC1 ] . . i
S. aureus St. Uberis E. Coli Cult mixte

(cellules /ml)
Moyenne arithmétique 627 191 661 933 863 750 954 060

{n = 66) (n=3) (n=4 (n = 10)
Moyenne logarithmique 12,95 13,25 13,51 13,89
Ecart type 0,88 0,73 0,60 0,47

S. aureus : staphylococcus aureus ; St. uberis : Streptococcus uben’é:, E.Coli : Escherichia coli; cult.

mixte : Présence de deux germes ou plus
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Les résultats montrent que :

o Les taux cellulaires moyens pour les vaches :
o non infectées sont faibles (200 747 cellules / ml).
o Pour les vaches infectées brievement ou durablement dans un ou plusieurs quartiers par
un ou plusieurs pathogénes majeurs, sont hettement plus élevés (672 927 cellules/ ml) et
répartis en fonction des germes isolés comme suit :
= Les moins élevés, sont observés lors d'infection par staphylococus aureus (627 191
cellules / ml), '

= Suivis, de ceux observés lors d'infection par streptococcus uberis et Escherichia coli
(661 933 et 863 750 cellules / ml, respectivement).

= Les plus élevés (954 060 cellules / ml) sont observés lors d'infection par plusieurs
germes.

o Infectées par un pathogéne majeur sont multipliés par un coefficient de 3 par rapport a
celles non-infectées. Cette différence des moyennes est significative au seuil de 5%.

0 Les taux cellulaires individuels bruts (sans corrections des effets tels que le stade de lactation,
le rang de lactation dont I'influence reste non significative dans notre étude) refletent
correctement I'état d'infection ou de non-infection des vaches par un pathogéne majeur.

Les possibilités d'utiliser les résultas du comptage cellulaire individuel (CCI) pour le diagnostic de
I'état d'infection durable des vaches est réalisé de deux maniéres, c’est a dire, a partir :

» d'un seul taux (1).

» d'une série de taux (2).
1. Diagnostic de I'état d'infection durable a partir d'un seul taux cellulaire :

La répartition des taux cellulaires en fonction de I'état d'infection est rapporté dans le tableau ci
dessous.

Tableau XXXI: Répartition des taux cellulaires pour les différents états d'infection

ccI Statut infectieux des vaches
(x 10° Non Infectée par un pathogene majeur Total des
: . - Durablement
cellules |infectée | Brievement - s CCl1
Jmi) (1) 2) (1+2) Signes cliniques
Avec(3) | Sans(4) | (3+4)

0-100 01 00 01 00 ' 03 03 04
100 - 300 57 00 57 00 86 86 40
300 — 500 00 00 00 00 40 40 40
500 - 800 00 00 00 00 14 14 14

> 800 . 00 02 02 02 81 ‘ 83 _ 85
Total 58 02 60 02 224 226 286

Cette répartition montre que chez les vaches :

o Non infectés durablement par un pathogéne majeur (vaches non infectées + vaches
briévement infectées avec signes cliniques), plus de 9 taux cellulaire sur 10 (58 sur 60)
sont inférieurs & 300 000 cellules avec une forte proportion de taux (34 sur 60) compris
entre 200 000 et 300 000 cellules /ml.

o Infectées durablement par un pathogéne majeur(avec ou sans signes cliniques), les taux
sont autour de : '
= 4 fois sur 10 (86 sur 226) inférieurs a 300 000 cellules /ml,
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= 2 fois sur 10 (40 sur 226) compris entre 300 000 et 800 000 cellules /ml,
= 4 fois sur 10 (83 sur 226) supeérieurs 800 000 celiules /ml.

I en ressort que les vaches :
o Non infectées durablement se caractérisent par des taux cellulaires bas qui ne dépassent pas
le seuil de 300 000 cellules /ml et trés exceptionnellement celui de 800 000 cellules /ml.
o Infectées durablement par un pathogéne majeur se caractérisent par des taux cellulaires tres
variables avec des proportions importantes de numérations inférieures a 300 000 cellules /ml,
d'une part et supérieures a 800 000 cellules /mi, d"autre part.

Ce constat nous amene a envisager le choix de deux seuils, celui de 300 000 et 800 000 celtules /ml,
qui détermine la distribution rapportée par le tableau ci dessous.

Tableau XXX1I : Répartition des taux cellulaires des vaches par rapport aux seuils détermingés.

Statut infectieux des vaches

cCI Non infectée Infectée Total des CCI

(x 10° cellules /ml) durablement durablement ’
Nb %% . Nb % Nb %
< 300 58 97 89 35 147 52
> 300 et < 800 00 00 54 24 54 19
> 800 02 03 83 41 85 29
Total 60 100 226 100 286 100

Les résultals montrent que le seuil de :
o 300 000 cellules /m! permet de repérer 97% des vaches effectivement non infectées par un
pathogéne majeur et 65 % (24 + 41) des vaches comme effectivement infectées.
o 800 000 cellules /ml, les proportions correspondantes sont de 97% et 41% respectivement.

Précision du diagnostic :

Si le niveau d'infection des vaches n’est pas connu a priori, les résultats font apparaitrent qu'au seuiil
de:

o 300 000 cellules /ml, on classe 61 % des vaches (89/147) comme fausses négatives :
vaches dont le taux cellulaire est inférieur & 300 000 cellules /mi et qui sont infectées
durablement par un pathogéne majeur.

o 800 000 cellules /ml, on classe 2 % des vaches (2/85) comme fausses positives : vaches
dont le taux cellulaire est supérieur & 800 000 cellules /ml et qui sont non infectées
durablement par un pathogéne majeur et donc par défaut seulement 41% des vaches
comme infectées.

Ce qui revient a dire que : '
o La sensibilité de ce diagnostic ou probabilité & détecter les vaches réellement infectées
(positives) est de 0,97.
o La spécificité de ce diagnostic ou probabilité a détecter les vaches réellement non
infectées (négatives) est de 0,39.

Le risque d’erreur pour le diagnostic de l'infection, a partir d'un seul comptage, est donc important.
Cette difficulté résulte de la grande variabilité des taux cellulaires des vaches infectées, bien que
souvent élevés, reste néanmoins plus d'une fois sur 4 inférieurs a 300 000 cellules /ml et peuvent
étre confondus avec les vaches non infectées.
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2. Diagnostic de I'état d’infection durable & partir d’une série de taux cellulaire :

Pour améliorer la précision du diagnostic avec les mémes seuils déterminés, nous avons rassemblé
en série les taux cellulaires. Leur répartition en fonction de I'état d'infection est rapportée dans le
tableau ci dessous.

Tableau XXXIII : Répartition des séries de taux cellulaires individuels en fonction de I'état
d'infection des vaches.

Statut infectieux des vaches

Série de CCI Non Infectée par un pathogéne majeur
(x 10% cellules /mi) |infectée | Brievement Durablement Vaches
1) 2) 1+2) Signes cliniques
Avec (3) | Sans (4) (3+4)
Toujours < 300

(catégorie 1) 07 00 07 00 02 02 09

1 fois > 300

(catégorie 2) 00 02 02 00 00 00 02

Au - 2 fois > 300 et

toujours < & 800 00 00 00 00 07 07 07
(catégorie 3)

Au - 2 fois > 300 dont

au — 1 fois > 800 00 00 00 02 22 24 24
(catégorie 4)
Total 07 02 09 02 31 33 - 42

Les résultats montrent que les vaches :
o Non infectées durablement par un pathogéne majeur (catégorie 1 : 7 sur 7) ont des séries de
taux cellulaires inférieures & 300000 et le restent toujours (Cf. figure 38).
o Infectées brievement avec signes cliniques (2 sur 33) ont des séries de taux variables avec
plus de 9 fois sur 10 et se trouve dans la catégorie 1 (Cf. figure 39).
o Infectées durablement par un pathogéne majeur, avec ou sans signes cliniques, se distinguent
nettement des précédentes par des séries de taux qui sont :
= Plus de 2 fois sur 3 (24 sur 33) se trouvent dans la catégorie 4 (Cf. figure 40),
» moins d'une fois sur 10 (2 sur 33) mais se trouvent dans la catégorie 1.

—/
wopm—
v3
v4

— 5

vé

cop———\ T

Taux de CCI X 10° cell/mi

eloi g | CCI 2 CC13 ccra CCI 5 CcC1 6 CC17

Nombre de cer

o SIS pa——

Figure 38 : Evolution des taux cellulaires individuels des vaches non infectés (catégorie 1).
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Figure 39 : Evolution des taux cellulaires individuels des vaches infectés briévement (catégorie 2).
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Figure 40: Evolution des taux cellulaires individuels des vaches infectés durablement (catégorie 4).
Ces résultats nous conduisent & envisager les mémes régles de décisions, que celles adoptées par
Serieys (1985 a), qui permettent une meilleure ségrégation des vaches non infectées de celles
infectées durablement en lot de vaches ayant des taux cellulaires :

o Toujours inférieurs a 300 000 cellules /mi (catégorie 1). :

o Avec 1 seul supérieur & 300 000 cellules /ml, quel que soit le niveau, ol plusieurs compris

entre 300 000 et 800 000 cellules /ml (catégorie 2 + 3).
o Avec au moins 2 supérieurs & 300 000 cellules /mi dont au moins 1 supérieur a 800 000
"~ cellules /ml (catégorie 4).
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La répartition des vaches par rapport a ces régles de décision est rapportée dans le tableau ci
dessous.

Tableau XXXIV: Réparation des vaches par rapport aux régles de décision de Serieys en fonction
de leur état d'infection.

Statut infectieux des vaches
Série de CCI N01.1 infactée Infectee Total des CCX
(x 10° cellules /mi) .dmablement durablement
Nb % Nb % NDb %
Toujours < 300 07 78 G2 06 09 21,5
1 fois > 300 et 2 fois _
au — compris entre 02 22 07 21 09 21,5
300 - 800
Au — 2 fois > 300 dont .
1 fois > 800 QO 00 24 73 24 . 57
Total 09 100 33 100 42 100

Précision du diagnostic :

Tenant compte des regles de décision, cette méthode de diagnostic classe :
o 73 % des vaches comme infectées durablement, celles ayant au moins 2 taux supérieurs a
300 000 cellules /ml dont 1 fois au moins supérieur a 800 000 cellules /ml.
o 78 % des vaches non infectées durablement, celles ayant des taux toujours inférieurs a 300

000 cellules /mi.
o 21 % des vaches infectées durablement et 22 % de celles non infectées sont considérées

douteuses et aucune discrimination précise n'est possible. Le diagnostic dépend du nombre de
cas cliniques.

Ce qui revient a dire que :

o La sensibilité de ce diagnostic ou probabilité a détecter les vaches réellement infectées

(positives) est de 1,0. - . ,
o La spécificité de ce diagnostic ou probabilité a détecter les vaches réellement non infecté

(négatives) est de 0,77.
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RESULTATS DE L'OBJECTIF 111 :
Les renseignements relalifs aux troupeaux de notre étude sont rapportés dans le tableau ci dessous.

Tableau XXXV_: Renseignements relatifs aux troupeaux de I'étude.

‘Froupeaux 1121314 {5 (6 |7 |8 ]9 |10}11|12]13}14|15]16|17 |18 19120121 |22

Effectil a8 {54 |73 (57|34 (39162 |36 |48 |32 |41 |46 |57 {50 |28 |68 |48 |38 29|78 (55|46

o% multipares |78 |81 |69 |89 |85 |75 |96 |67 |77 |62 |54 |62 |86 63 58 |53 {67 (88|53 |68 |96 |85

9% primipares |22 {1931 1115|2504 3323 (38|46 (38|14 |3/ 42 |47 133 (1247320415

L'analyse de ces données montre que :
o Leffectif moyen de vaches par troupeau est de 48 avec des extrémes de 28 a 78.
o Le taux moyen des primipares par troupeau est de 27 % avec des extrémes de 04 a 47 %.
o Le taux moyen des multipares par troupeau est de 73 % avec des extrémes de 53 a 96 %.
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NUMERATIONS CELLULAIRES DE TANK (lait de mélange de troupeau) : NCT

Les résultats de la numération cellulaire de tank (troupeau), a partir des prélevements de lait
mensuels a montré que les taux varient de 276 860 a 1705640 cellules /ml, comme le montre le
tableau ci dessous.

Tableau YXOXXVI : Numérations cellulaires mensuelles de Tank.

"T'r'oupea*ux NCT menfsuels {cellules /ml) - “|Moyenne
Lo Al Mai  Puin _‘[Julllet Aaui. ¥

705600 | 601400 | 743400 | 682000 | 652100
1320000 | 920000 | 1024000 | 742600 | 823000
550400 | 861000 | 1297000 | 707200 | 656000
844400 | 776000 | 798000 | 1247000 | 1310000
416800 | 823400 | 376200 | 464000 | 562000
595600 | 446200 | 736200 | 441000 | 567200

1683200 | 1694000 | 1713000 | 1675000 | 1763000 ‘1‘7“03’6'2‘6]”
230200 | 350400 | 358000 | 194400 | 251300 | |
621000 | 1904000 | 814800 | 874000 | 792000
426800 | 438400 | 349800 | 349800 | 445230
803800 | 738800 | 427000 | 642300 | 1159000
916800 | 1259000 | 439400 | 439400 | 347000
1094000 | 812400 | 1171000 | 1171000 | 1082000 |
740000 | 616800 | 754000 | 524800 | 909400
313800 | 482800 | 397200 | 450000 | 352000
426800 | 528000 | 556200 | 637000 | 654300 |
331600 | 457000 | 582000 | 595000 | 517400 | - * i,
732200 | 785000 | 859400 | 939400 | 834000 | i
197800 | 254000 | 386200 | 295900 | 266800 |
550800 | 574000 | 584000 | 621000 | 425800
1272000 | 968700 | 968400 | 1120000 | 1276000 |
617400 | 853000 | 1093000 | 905400 | 997400

NCT moyenhe des troupeaux
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La NCT moyenne des troupeaux est de 739 314,81 cellules /ml.

La distribution en fonction des NCT moyennes montre que :
o 03 troupeaux, soit 14 % ont une NCT moyenne de moins de 400 000 cellules /mi (catégorie
1).
o 10 troupeaux, soit 45% ont une NCT moyenne comprise entre 400 000 et 800 000 cellules /mI
(catégorie 2).
o 09 troupeaux, soit 41% ont une NCT moyenne de plus de 800 000 cellules /ml (catégorie 3).
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Cette répartition est illustrée dans la figure ci dessous.

1800

Moyenne NCT K
(X210 cell/mi)1600-§

1400 g8
1200 e
1000
800 :
c00-48

200§

200-§

Figure 41 : Distribution des troupeaux en fonction des NCT moyennes.

Cette distribution définissant ainsi trois catégories (1, 2 et 3) de troupeaux dont I"évolution des NCT
est illustrée par la figure 42.
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Figure 42: Evolution NCT des troupeaux des trois catégories durant la période de I'étude.
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ANALYSE BACTERIOLOGIQUE :

Les résultats de 'analyse bactériologique des laits de troupeaux sont rapporteés dans le tableau ci
dessous.

Tableau XXXVII : Résultas de I'analyse bactériologique.

Examen bactériologique
Troupeaux 1er 28me e

Staph |Strep |E.coli |Staph |Strep |E.coli |Staph |Strep E. coli
T1 positif | positif | négatif | positif | positif | négatif | positif | positif négatif
T2 positif | négatif | négalif | positif | négatif | posilif | positif négatif | négatif
T3 positif | négatif | négalif | positif | négatif | négatif | positif négatif | négatif
T4 négatif | négatif | négatif | négatif | négatif | positif | négatif négatif | positif
5 positif | négatif | négatif | positif | négatif | négatif | négatif negatif | positif
T6 positif | négatif | négatif | positif | négatif | positif | negatif négatif | positif
17 positif | positif | négatif | positif | négatif | posilif | négalif | positif négatif
T8 négatif | négatif | négatif | négatif | négatif | positif négalif | positif | positif
T9 positif | positif | négatif | positif | positif | négalif | positif négatif | positif
T10 positif | négatif | négatif | positif | négatif | négatif | positif négatif | négatif
T11 négatif | négatif | négatif | positif | négatif | negalif | positif négatif | négatif
T12 positif | positif | négatif | positif | positif | négatif | positif | positif négatif
T13 positif | négatif | négatif | positif | négatif | négatif | positif négatif | positif
Ti4 positif | positif | négatif | positif | positif négatif | négatif | positif posi’tibf_‘
T15 positif | négatif | négatif | positif | négatif | positif | positif negatif | positif
T16 positif | négatif | négatif | positif | négatif négatif | positif | négatif | positif
T17 positif | positif | négatif | positif | positif | negatif | positif positif | négatif
T18 positif | négatif | négatif | positif | négatif | posilif | positif négatif | négatif
T19 positif | négatif | négatif | positif | négatif | positif | positif négatif | positif
T20 négatif | négatif | négatif | négatif | négatif | positif | négatif négatif | négatif
T21 positif | positif | négatif | négatif | positif | positif | positif positif | négatif
T22 positif | négatif | négatif | positif | négatif | positif | positif négatif | négatif

Staph. : staphylocoques aureus ; Strep.: streptocoques hémolytiques ; E. coli: Echerchia coli;
positif : culture positive ; négatif : culture négative.
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Les résultats de la figure ci dessous montrent que sur les 66 prélévements, les cultures sont :
o positives dans 61 cas, soit 92,5 %,
o négatives dans 5 cas, soit 07,5%.

."‘.ne‘p‘@

EHiENCH

res -

Figure 43 : Répartition des résultats de 'examen bactériologique.

A partir des cultures positives, nous avons isolé :
& Staphylocoques aureus dans 51 cas, soit 77,27 %,
< Fscherichia coli dans 21 cas, soit 31,83 %,
< Les streptocoques hémolytiques dans 20 cas, soit 30,33%.

Ecoli

31,83% \ -

e ' — S.aureus
St 77,27%

30,33% SELANSE—

Figure 44 : Répartition des germes isolés.
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CALCUL DES PERTES DUES AUX NCT ELEVEES (mammites subcliniques) :

Pertes quantitatives :

Les résultats des pertes en lait calculés selon le modele normatif précité (chapitre matériels et
méthodes) sont rapportés dans le tableau ci dessous.

Tableau XXXVIII : Valeurs obtenues pour la perte en lait par troupeau.

Troupeaux Pertes mensuelles par troupeau en lait (%) Moyenne
Avril Mai Juin  [uillet Aoiit partes
(%)
T1 10,11 8,02 10,86 9,64 9,04 9,53
T2 22,4 14,4 16,48 10,85 12,46 15,31
T3 7 13,22 21,94 10,14 9,12 - 12,28
T4 12,88 11,52 11,96 2094 22,2 15,90
T5 4,33 12,46 3,52 5,28 7.24 656
T6 791 4,92 10,72 4,82 7.34 7,14
T7 29,66 29,88 30,26 29,5 31,26 330‘11}L
TS 0,60 3 3,16 0 1,02 1,53
TO 8,42 34,08 12,29 13,48 11,84 16,02
T 10 4,53 4,76 2,99 2,99 4,90 4,04
T 11 12,07 10,77 4,54 8,84 19,18 11‘08 )
T 12 1433 21,18 4,78 4,78 2,94 9,60
T 13 1788 12,24 19,42 19,42 17,64 _' ‘ '17‘32
T 14 10,8 8,33 11,08 6,49 14,18 10,18
T 15 2,27 5,65 3,94 5 3,04 3,98
T 16 4,53 6,56 712 8,74 9,08 7,20
~ T 17 2,63 514 7,64 79 6,34 5,93 '
T 18 10,64 11,7 13,18 14,78 12,68 12,6
T 19 0 1,08 3,72 1,91 1,33 1,60
T 20 7,01 7,48 7,68 8,42 4,51 7;:.02
T 21 21,44 15,37 15,36 i84 21,52 18,42
T 22 8,34 13,06 17,86 14,10 15,94 13,86
Moyenne des pertes 10,26

Les résultats montrent que les pertes moyennes par troupeau varient de 1 ,53 % a 30,11 % avec
une moyenne des pertes des troupeaux de 10,26 %.
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La relation qui existe entre les pertes mensuelles et les NCT montre une nette concordance

entre I'évolution des pertes avec l'augmentation de la concentration cellulaires et est illustrée dans la

figure ci dessous.

Figure 45: Evolution des pertes en lait en fonction des NCT mensuels.
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Pertes qualitatives :
u La matiére protéique :

Les résultats d’estimation de la matiére protéique par I'équation de régression linéaire sont rapportés
dans le tableau ci dessous

Tableau XXXIX : Valeurs du rapport C/MAT(en %) estimées en fonction des NCT.

SU— Rapport C/MAT mensuels (%) rah:):f::‘sng /‘::: T
Avril Mai Juin Juillet Aot _ (%)
T 1 61,73 62 ,06 61 .62 61 80 61 89 61 .82
T2 60 .44 61,18 60 96 61 62 6141 | 61,12
T3 62,24 61,32 60 ,47 61,72 61,88 61,53
T 4 61,36 61 53 61 .47 60 56 60 45 61,07
TS5 62 81 61 41 63,02 62,59 6220 | 62,41
T 6 62 08 62 67 61,64 62,70 62,18 62,25
T7 59 94 59 92 59 90 59 95 59 84 59 91/
T8 64 04 63 17 63,13 64 38 6386 | 63,71
T9 61,99 59 68 61,43 61,29 61 49 61.18
T 10 62,76 62 71 63 17 63,17 62,68 | 62,90
T 11 61 ,46 61,63 62,76 61,92 60,71 61,70
T 12 61,19 60 54 62,70 62,70 63,19 62 06
T 13 60 82 61 44 60 68 60 68 60 85 | 60,20
T 14 61,63 62,01 61,59 62 34 6121 | G175
T 15 63 ,40 62 51 62 91 62 ,65 63,16 | 6293
T 16 62,76 62,33 62,22 61 .94 6188 | 62,23
T 17 63,28 62 .62 62,13 62,08 62 37 . 62 50
T 18 61 .65 61 51 61,32 61,14 6138 | 6140
T 19 64 35 63 83 62 97 63 52 6373 | 63,68
T 20 62,24 62,15 62,12 61,99 6277 | 6225
T 21 60 51 61,08 61,08 60,78 60 51 - 60.79
T 22 62,00 61,34 60 83 61,21 61,02 | 6128
Moyenne des rapports mensuels ].61,88 '

Les résultats montrent que la moyenne des rapports C/MAT mensuels est de 61,88 % avec des
extrémes de 59,91 % a 63,71 %.

La perte moyenne en matiére protéique, représentée par la différence entre la valeur la plus élevée
du rapport C/MAT et la valeur moyenne est de 1,83 %.
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L'analyse apres conversion en logarithme népérien des NCT mensuels en relation avec les rapports
C/MAT mensuels montre une évolution inversement proportionnelle de ce rapport avec
I'augmentation des NCT comme illustré dans la figure ci dessous.

13.5

C/MAT
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Figure 46: Evolution du rapport C/MAT en fonction des NCT mensuels.
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o La matiére grasse :

Les résultats des pertes en matiére grasse du lait produit par rapport au lait standard (38 g/l) et par
troupeau sont rapportés dans le tableau ci dessous

Tableau XXXX : Pertes en matiére grasse ( g/1).

Pettes en matiére grasse ( g/1) j*""“‘,""""-

[Troupeaux ERRE

Avril Mai Juin Juillet Aoiit Loty

T1 0,70 0,60 074 0,68 0,65 o

T2 133 092 1,03 074 0,82 it s10n

T3 0,55 0,86 1,39 0,70 065 I
T4 0,84 0,77 0,79 1,24 131
TS 0,41 0,82 0,37 0,46 0,56
T6 0,59 0,44 0,73 044 0,56
T7 68 T69 171 167 176
T8 0,23 0,35 0,35 0,19 0,25
T9 0,62 o0 0,81 0,87 0,79
T 10 0,42 043 0,34 0,34 0,44
T 11 0,80 0,73 0,42 0,64 115
T 12 091 1713 0,43 0,43 0,34
T 13 1,65 081 117 117 1,68
T 14 0,74 0,61 0,75 0,52 0,90
T 15 0,31 0,48 0,39 0,45 0,35
T 16 0,42 0,52 0,55 0,63 0,65
T 17 0,33 0,45 - 058 0,59 0,51
T 18 0,73 0,78 0,85 0,93 0,83
T 19 0,19 0,25 0,38 0,29 0,26
T 20 0,55 0,57 0,58 0,62 042
T 21 127 0,96 0,96 1i2 127
T 22 0,61 0,85 1,69 0,90 0,99

moyenne des pertes mensuelles

Les résultats montrent que la moyenne des pertes mensuelles est de 0,73 g/l avec des extrémes de
0,27 g/l a4 1,70 g/l.
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UTILISATION ET MAITRISE DU COMPTAGE PAR COULTER :

La technique de préparation des échantillons de lait établie par INRA ainsi que le complage avec
I'appareil Coulter sont des opérations qui ne nécessitent pas, de la part de l'opérateur, une grande
technicité. Cependant; pour obtenir de bons résultats, certaines phascs de I'analyse exigent des soins '
et une attention toute particuliere :

o]

O

Au cours de la conservation ou fixation, les cellules du lait remontent en surface avec la matiere
grasse. Il faut réchauffer I'échanlillon autour de 35 °C et/ou opérer un melange soigneux avant
de faire le prélévement pour la ditution.

La vaisselle utilisée pour 'analyse (récipients, tubes, bouchons) doit étre parfailement propre el
tenue a 'abri de la poussiére.

Aprés le traitement du lait par la solution d'électrolyte, les comptages doivent étre réalisés dans
les 3 heurs. Au-deld, des fluctuations sont observées. Néanmoins, quel que soit le temps
d’attente, il est recommandé d’homogénéiser soigneusement la solution avant de faire le
comptage et d'éviter d'incorporer des bulles dair. A ce propos, il est conseillé pour chaque
dilution de faire passer le liquide dans la sonde quelques secondes avant de commencer le
premier comptage pour stabiliser le flux et permettre aux bulles d'air de se disperser.

Nos essais de détermination de :

L La fiabilité de nos résultats par rapport aux valeurs du CMT, test approximatif, nos résultas
montrent que pour les quartiers dont les sécrétions donnent lieu a des réponses au CMT du
type 0, 1 a 2 et 3, la corrélation est bonne (coefficient de corrélation = 1,0). En effet,
chacune des valeurs moyennes, du comptage cellulaire obtenu dans notre ¢tude (154 336,
577 051 et 1 339 092,4 cellules /ml), appartiennent aux intervalles de référence définis pour
la notation CMT par Shalmet al; (1957); Schneider et al(196G) el Le Roux (1999).
Cependant, notre valeur extréme, du comptage cellulaire de 264 500 cellules /ml, associée a
la réaction au CMT notée 0, reste supérieure, aux valeurs préconisées par Shalm ; Schneider
et al et Le Roux (200 000 celiules/ml). Nous avons probablement mterprele ce LesL comme
négatif alors que le lait présentait une trace de réaction.

Le coefficient de corrélation obtenu dans notre étude (1,0) est trés proche de celui de
PRIKAZSKY (1986) qui est de 0,96. Ceci semble s'expliquer par nos valeurs moyennes du
comptage qui sont différentes pour la notation 0 et 3 (247 900 vs 154 336 et 3 750 700 vs 1
339 092,4 cellules /ml) alors qu'elles sont similaires pour la notations de 1 a 2 ( 577 750 vs
577 051 cellules /mi).

0 La répétabilité montre une répélabilité globale exprimée par les coefficients de variation
de :

o 4,55 % pour les concentrations cellulaires inférieures a 264 500 cellules /ml avec un écart
type entre dilutions de 9 273,57 cellules/ml et entre lectures de 11 008,29 cellules/m! dans
90 % des cas.

o 0,21 % pour les concentrations cellulaires comprises entre 290 000 celiules /mi et 822 200
cellules/ml avec un écart type entre dilutions de 19 749,49 cellules /ml et entre lectures de
21 571,54 cellules/mi dans 99 % des cas.

o 0,14 % pour les concentrations cellulaires supérieures a 857 800 cellules /ml avec un écart
type entre dilutions de 22 145,56 cellules /ml et entre lectures de 26 738,95 cellules/ml
dans 99 % des cas.

En effet, la répétabilité est une procédure de contrdle de qualité de routine couramment

utilisée dans les laboratoires professionnels qui permet d'évaluer les performances des nouveaux
appareils d'analyse et de vérifier les différentes procédures utilisées (préparations des échantillons et
calibrage). Notre essai nous permet de nous situer, en terme de Justcsse les résultas par rapport aux
laboratoires qualifiés.
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Nos résultas sont :

o Similaires a ceux rapportés par Pearson et al (1970 a) ou les coefficients de variations
globales varient de 2,5% a 0,9%, lorsque les concentrations cellulaires passent de 400
000 a 1 400 000 cellules /m! et ceux de Grappin et Jeunet (1971) pour les concentrations
cellulaires comprises entre 200 000 cellules /mi et 1 500 000 cellules /ml avec un
coefficient de variation entre lectures de 3,5%.

o Différents de ceux rapportés par Grappin et Jeunet (1973) ; qui trouvent des coefficients
de variations de : :

= 53 9% et 11,3 % avec un écart type entre deux dilutions de 11000 cellules /ml et
23000 cellules I/mi pour les concentrations cellulaires inférieures a 250 000 cellules
/ml;

= 3,2 % et 6,6 % avec un écart type entre deux dilutions de 16 000 cellules/ml et 33
000 cellules /m! pour des concentrations cellulaires comprises entre 250 000 et
750000 cellules/ml.

" 2,3 % et 2,5% avec un écart type entre dilutions de 24 000 cellules /ml et 26 000
cellules /ml pour des concentrations cellulaires supérieures a 750 000 cellules /ml.

Nos résultats signifient que la source de variations peut se situer au niveau des lectures pour les
concentrations cellulaires inférieurs a 264 500 cellules /ml. Ce qui suscite la répétition des lectures
sur les dilutions au moins deux fois, et si elles différent de plus de 10 % une troisieme lecture est
nécessaire rejoignant ainsi les constatations de Pearson et al (1970 a) et Grappin et Jeunet (1973).
Toutefois, ces variations diminuent de plus en plus pour les concentrations supérieures a 264 500
cellules/ml. Néanmoins, quelle que soit la source de variations, la répétabilité de nos résultas
exprimé par les coefficients de variations pour les différentes tranches cellulaires n‘ont pas excédé le
seuil de 5 %, seuil, préconisé et recommandé par différents auteurs (Djabri, 1999 ; Leray, 1999) et
laboratoires (CECALALT, France).

Il en ressort que les performances de notre appareillage (Coulter) sont presque similaires a ceux
rapportés par Trossat et Loray (1998) pour le somacount 150, qui montrent des coefficients de
variations de 4,4 %, 1,5 % et 1,4 % pour des concentrations cellulaires respectives : < 250
000, entre 250 000 et 750 000 et > 750 000 cellules/ml. Ce qui laisse suggérer qu’une réduction des
valeurs de répétabilité et de précision accompagne les progres technologiques développés par les
constructeurs dans les appareils les plus récents lesquels rentrent trés largement dans les
spécifications des normes internationales.

APPLICATION DU COMPTAGE PAR LE COULTER SUR LE LAIT INDIVIDUEL DE VACHE :

Les résultats obtenus par l'analyse bactériologique montrent une prédominance de prévalence
d'infections par Staphylococus aureus par rapport aux autres espéces bactériennes (£scherichia.coli et
Streptococus uberis).

La prévalence moyenne d'infections par Stapylococus aureus est de 77,33% (min 70% et
max 91 % ).

Par rapport aux autres études réalisées :
o En Algérie, nos résultats sont :
= Légeérement élevés par rapport a ceux rapportés par Belkhiri et al (1993) qui sont de
63,18 % pour la méme région d’étude ;
= Plus élevés que ceux de Bellala et al (1997); Ghazi (1997) et Fernane (2000) qui
rapportent des 10,16 % ; 54% et 46%, respectivement.
o Ailleurs, nos résultats :
»  Se situent entre ceux de Messadi (1999) et Roberson (1992), qui sont de 72,7 % et
82,1%, respectivement ;
= Sont élevés par rapport a ceux de Serieys (1985 a) ; Martel(1991) et Neckrson (1993)
qui sont de 55%, 26 % et 40 %, respectivement.
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= Sont élevés par rapport a ceux de Serieys (1985 a) ; Martel(1991) et Neckrson (1993)
qui sont de 55%, 26 % et 40 %, respectivement.

La prévalence moyenne d'infections par Escherichia coli est de 4 % (min 0 % et max 9 % ).

Par rapport aux autres études réalisées :
o En Algérie, nos resultats sont : ,
= Légérement faibles par rapport a ceux de Bellala et al (1997) qui sont de 9,3 % ;
- Relativement faibles par rapport & ceux de Fernane (2000) et de Belkhiri et al (1993)
qui sont de 17,5 % et 26,78%, respectivement.
o Ailleurs, nos résultats sont :
» proches de ceux de Myllyus (1995) et de Aarestrup et al (1997) qui sont de 3,3% et
3,7%, respectivement.
« Faibles par rapport a ceux de Messadi (1990) ; Martel (1991) et Fabre (1997) qui sont
de 9%, 31 % et 18%, respectivement.

La prévalence moyenne d’infections par Streptococcus uberis est de 3,66% (min.0% et max
6 % ).

Par rapport aux autres études realisées :

o En Algérie, nos résultas sont :
«  Comparables & ceux rapporté par Bellala et al (1997) qui sont de 4,38 % pour les
streptocoques en général ;
» Faibles par rapport a ceux de Ghazi (1997) et de Belkhiri et al (1993) qui sont de 13 %
et 10,04 %, respectivement pour les streptocoques en géneral.
« FElevés par rapport & ceux de Fernane (2000) qui sont de 1,25 % pour les
streptocoques en général. ,

o Ailleurs, nos résultats sont :
« Comparables & ceux de Miller (1991) qui sont de 3,4 %. _
« Relativement faibles par rapport & ceux de Serieys (1985 a) ; Messadi (1999) ; Martel
(1991) et Fabre (1997) qui sont de 21 %, 17,1%, 31% et 42 %, respectivement.

La prévalence moyenne d'infections mixtes est de 15 % (min 06% et max 24 %).

Nos résultas sont :
» Proches de ceux rapportés par Oliver et al (1983) et Pankey et al (1991) qui sont de 13,04
% et 15%, respectivement. ‘
«  Elevés par rapport a ceux de Serieys (1985 a) et de Badinaud(1994) qui sont de 9,2 % et
5%, respectivement.

Notre méthodologie d’approche pour le suivi des infections mammaires, par examens
bactériologiques, a révélé une proportion de :
o Quartiers :
= non infectés durablement de 66,67 %,
» infectés durablement de 33,33 %.
o Vaches:
«  non infectées durablement (saines = 17 % et brievement infectées = 5 %) de 22 %,
= infectées durablement de 78 % par :
o Staphylococcus aureus au taux de 91 %.
e Fscherichia coli au taux de 6 %.
« L'association de S. aureus et St. uberis au taux de 3 %.
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Ainsi, nos resultats sont:

«  Situés dans lintervalle donné par Griffin et al (1977) qui est de 4 3 51% pour les quartiers
infectés durablement avec des diagnostiques bactériologiques de trois semaines
d'intervalle.

» Comparables & ceux de Weller et al (1992) qui sont de 75 % pour les vaches infectées
durablement avec des diagnostics bactériologiques d'une semaine d'intervalle.

= Faibles par rapport a ceux de Serieys (1985a) qui sont de 5 % (quartiers) et 15 %
(vaches) infectés durablement, sur la base des diagnostics bactériologiques mensuels, et
ceux de Rupp (2000) qui sont de 20 % pour les vaches infectées durablement, suite aux
diagnostiques bactériologiques réalisés trois fois par lactation (début, milieu et fin).

Il en ressort que les prélévements de lait réalisés a fréquence répétée permettent d'augmenter la
précision du diagnostic bactériologique.

En effet : '

o Neave et al (1975) ; Griffin etal (1977), Poutrel (1985) et Badinaud (1984) ; Serieys (1985a)
et Prikazsky (1986) rapportent une précision du diagnostic pour les quartiers a 97 % pour les
sains et 4 92,1 % pour les infectés, détectés au premier prélévement et confirmés par la suite
quand les prélevements sont réalisés a une fréquence variant de 48 h & quelques semaines.

o De plus, Prikazsky (1986) rapporte que Staphylococus aureus et Streplococus (agalactiae,
dysgalactiae, uberis) sont isolés et confirmés par la suite dans 90% et 95% des cas
respectivement.

o Berthelot et al (2001) affirment que pour une excrétion bactérienne intermittente de certains
germes, notamment celle de staphylococcus  aureus, la sensibilité de détection passe de 75%
3 94 % aprés un second prélevement.

L'utilisation d’'un tel protocole est justifiée, d’une part, par la variabilité de I'excrétion des germes dans
le lait ou un seul résultat ne signifie pas forcément I'absence de germes dans le quartier ; d'autre
part, la fréquence des prélevements permet de déceler certains germes dits contagieux, restant a
I'état quiescent dans la glande et qui ne sont éliminés qu'‘épisodiquement. Ces germes sont
responsables d'infections qui durent plusieurs mois et parfois observées d’une lactation a lautre.

A la lumiere de ces résultats, il en ressort que le niveau d'infection de notre cheptel expérimental est

trés élevé (supérieur a 50 %) et que Staphylococcus aureds constitue une infection persistante

pouvant étre responsable de contagion dans l'exploitation par rapport a Echerichia coli et
streptococus  uberis. Cete hypothése est confortée par les résultats des travaux de Griffin et al (1977)

et Watson (1992) qui expliquent que la prédominance d'un germe pathogéne dans une exploitation

constitue un obstacle au développement des autres. Cest le cas de Staphylococus aureus et

Streptococus agalactiae , les plus fréquents, qui lorsqu’ils infectent les trois quart des quartiers sont

considérés comme contagieux.

Selon Hanzen (2000) et Berthelot et al (2001), la durée d'infection par Escherichia coli est de 10 jours
dans 57 % des cas et de plus de 100 jours dans 13 % des cas. Ceci peut expliquer la durabilité
d'infection des deux cas observés et la courte durée des autres cas dans notre étude.

La forte incidence des infections durables donc des mammites sub-cliniques et chroniques par rapport
3 celle des cliniques (9,52%) peut s'expliquer par la dynamique et la pathogénie d'infection par
Staphylococcus aureus. Cette faible prévalence des épisodes cliniques est rapportée par Badinaud
(1994) lors d'infections durables & Staphylococcus aureus et aux streptocogues. De plus, Faroult
(1994) et Rupp (2000) montrent que les germes de réservoir (Staphylococcus  aureus et .
streptocoques) ne peuvent s'exprimer cliniquement que si les infections sub-cliniques sont
nombreuses et qu'un stress diminue les défenses naturelles de l'animal.
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Le comptage cellulaire :

o Le comptage cellulaire individuel des laits de mélange des 4 quartiers (CCI) a révélé des taux
variant de 87 600 a 7 852 600 cellules /ml avec des taux moyens par vache variant de 183
914,28 a 2 484 133,33 cellules /ml.

o Le comptage cellulaire de troupeau du lait de mélange (NCT) a révélé des taux variant de 683
443 5 1 102 191 cellules /m! avec un taux moyen du troupeau de 818 010,28 cellules /ml.

La confrontation des résultats obtenus par numération cellulaire avec I'analyse
bactériologique montre que les taux cellulaires moyens pour les vaches :

o Non infectés est de 200 747 cellules/ml. :

o Infectées (bridvement ou durablement) dans un ou plusieurs quartiers par un ou plusieurs
pathogénes majeurs (Staphylocoques aureus ; Echerchia Coli ; Streptocoques uberis ) est
de 672 927 cellules/ ml ;

o infectés par :

= Staphylococus aureus est de 627 191 cellules/ mi;
«  Streptococcus uberis est de 661933 cellules/ ml;
= FEscherichia coli est de 863 750 cellules/ mi;

Le taux cellulaire moyen des vaches non infectées est :
o Similaire & ceux rapportés par Natzke et al (1972) ; Toe(1999) et Rupp et al. (2000) qui sont
de 214 000, 202 000 et 200 000 cellules /ml, respectivement.
o FElevé par rapport & ceux rapportés par Dohoo et Meek(1982) ; Brooks et al (1982);
Andrews et al(1983) , Serieys (1985) et Wilson(1997) qui sont respectivement de 180 000,
126 000, 147 000, 52 000 et 20 000 cellules /ml.

Le taux cellulaire moyen des vaches infectées est :
o Similaire & ceux de Brooks et al (1982) qui sont de 650 000 cellules /ml.
o Se situe entre ceux de Serieys (1985 a) et Shukken et al (1991) qui sont respectivement de
534 000 et 842 000 cellules /ml.

Le taux cellulaire moyen des vaches infectées par Staphylococus aureus est :
o Proche de ceux de Jaartsaveld et al (1983) et Schepers et al (1997) qui sont de 713 000 et
776 000 cellules /ml, respectivement.
o Faible par rapport & a ceux de Sheldrake et al (1983) , Erskin et al (1987) et Michleutti (1999)
qui sont de 950 000 ,1 023 000 et 1 146 000 cellules /ml, respectivement.
o FElevé par rapport a celui de Wilson et al (1997) qui est de 308 000cellules / ml.

Le taux cellulaire moyen des vaches infectées par Streptococcus uberis est :
o Proche de celui de Jaartsaveld et al (1983) qui est de 625 000 cellules /mt.
o Faible par rapport a celui de Schepers et al (1997) qui est de 862 000 cellules /ml.
o Elevé par rapport a celui de Wilson et al (1997) qui est de 520 000 celiules /ml.

Le taux cellulaire moyen des vaches infectées par Escherichia coliest :
o proche de celui de Erskin et al (1987) qui est de 977 000 cellules /ml.
o situé dans lintervalle donné par Rainard (1983) qui varie de 700 000 & 3 500 000 cellules /ml.
o Elevé par rapport a celui de Wilson et al (1997) qui est de 373 000 cellules /ml.

Nos résultats, relatifs a la concentration cellulaire moyenne des vaches non infectées donc
« bactériologiquement négative » se situent dans la fourchette « 14 000 - 327 000 cellules /ml),
rapportée par différentes études. Selon Deluyker et al (1999), les raisons pouvant expliquer ce large
intervalle dépendent de la sélection des vaches bactériologiquement négatives, des méthodes de
mesure de la CCS et du mode de calcul.

La nelte différence observée entre les taux cellulaires moyens des vaches infectés et non infectées
(signification au seuil de 0,05) rejoint les constatations faites par Djabri (1999) qui est de I'ordre de
-127 -



450 000 cellules/ml et Serieys (1985 a) qui rapporte cette différence en facteur multiplicatif allant de
03 3 10. Cette différence est fonction de l'intensité de la réponse cellulaire qui est trés variable et est
en relation avec la nature du pathogeéne impliqué et les capacités de défense de l'animal (Rupp,
2000). Néanmoins, les infections par pathogéne majeur s’accompagnent d'une élévation du CCS plus
importante (Schepers et al., 1997)

En ce qui concerne I'effet des facteurs physiologiques (stade et-rang de lactation) qui n'a pas été mis
en évidence dans notre étude, ce constat a été signalé par Natzke et al (1972) ; Brooks et al (1982) ;
Raubertas et Shook (1982); Laevens et al (1997) et Deluyker et al (1999) qui rapportent une
importance mineure et négligeable en comparaison avec les variations causées par les agents
infectieux.

Notre méthodologie d’approche, pour le diagnostic de l'état d'infection durable des
vaches par le comptage cellulaire individuel, montre des seuils de 300 000 et 800 000
cellules/m! permettant une meilleure discrimination des vaches infectées et non infectées
durablement par des pathogénes mdjeurs.

Les seuils déterminés sont :
o Similaires a ceux de Serieys (1985a).
o Différents de ceux rapportés par Leslie(1996) et Hanzen(2000), qui préconisent des
seuils minimaux respectifs de 200 000 et 250 000 cellules/ml.

Le diagnostic de I'état d'infection durable des vaches base sur :
o Un seul taux cellulaire montre que :

» La sensibilité ou probabilité de ce diagnostic & détecter les vaches réellement infectées
(positives) est de 0,97. Notre valeur est proche de celle de Mac Dermott et al (1982) et
Serieys (1985a) qui sont de 0,95 et 0,83 a 0,94, respectivement.

«  La spécificité ou probabilité de ce diagnostic 3 détecter les vaches réellement non infectées
(négatives) est de 0,39. Notre valeur est faible par rapport a celles de Mac Dermott et al
(1982) et Serieys (1985a) qui sont de 0,56 et 0,77 a 0,94, respectivement.

o Une série de taux cellulaires selon les régles de Serieys (1985 a) montre que :
« La sensibilité ou probabilité de ce diagnostic a détecter les vaches réellement infectées
(positives) est de 1,0. Notre valeur est
« Proche de celle de Serieys (1985 a) qui varie de 0,70 a 0,95.
« Elevée que celles rapportées par Hanzen (2000) et Sargeant et al (2001) qui
sont de 0,80 et 0,67, respectivement.

= La spécificité ou probabilité de ce diagnostic a détecter les vaches réellement non infectées

(négatives) est de 0,77. Notre valeur :
. Sintégre dans l'intervalle défini par Hanzen (2000) qui est de 0,75 a 0,80.
« Est faible par rapport a celles de Sargeant et al (2001) et Serieys (1985 a) qui
sont de 0,90 et 0,85 a 0,90, respectivement.

Les résultats obtenus, selon notre méthode d’approche, soulévent certaines remarques :

o Selon Badinaud (1994), les seuils que nous avons déterminé permettent la meilleure
ségrégation et restent les plus significatif car les modifications (3 la baisse ou & la hausse)
augmentent notablement les resultats des faux négatifs ou des faux positifs. Toutefois,
Hanzen (2000) signale que pour le seuil de 200 000 celiules/ml avec des prévalences
d'infection comprises entre 5 et 50 %, les valeurs prédictives négatives et positives sont
relativement constantes et comprises entre 75 et 78 %. Mais I'augmentation de ce seuil a 250
000 cellules/ml, classe correctement, comme infectées et non infectées, 80 % des vaches.

Le diagnostique de I'état d'infection par un seul comptage parait imprécis pour discriminer les

vaches infectées durablement par un pathogéne majeur. Les constatations de Mac Dermott et al
(1982) ; Sereiys (1985 a) et Badinaud (1994) montrent que la variation du nombre de cellules a un
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moment donné est trop grande pour servir sans erreur le diagnostic des infections durables. Par
conséquent, il faut disposer de deux résultats mensuels au moins pour une meilleure sensibilite.

Le diagnostique de I'état d'infection par une série de comptages en adoptant les régles de
Serieyes parait pertinent sur une longue période. En effet, Reneau (1986) ; Bergonier et al. (1997) ;
Le Roux (1999) et Hanzen (2000) confirment que le suivi de la concentration cellulaire des vaches sur
une plus longue durée, basé sur les mémes régles de décisions, constitue un trés bon moyen de
discrimination des vaches durablement infectées (sub-cliniques et chroniques) par des pathogenes
majeurs. De plus, Rupp (2000), suite aux tentatives de détection des mammites cliniques et sub-
cliniques, sur prés de 150 diagnostics cellulaires différents, aucun de ces derniers ne s'est avére

meilleur que celui de Sereiys (1985 a).

1l est & noter que la détection des mammites cliniques avec ou sans signes cliniques, en particulier,
celles de courte durée, accompagnées d'une élévation de la' concentration ne doit pas étre basée
uniquement sur la concentration cellulaire, mais nécessite I'enregistrement (planning d’étable) car
elles peuvent passer inapergues et augmenter les pourcentages des vaches douteuses. Il est donc
usuel et plus pertinent d'observer les numérations cellulaires sur une période plus longue tout en
recherchant sérieusement les signes cliniques, comme préconisé par Rupp (2000).

Nos résultats de spécificité reste élevés par rapport aux autres études. Ceci pourrait s'expliquer par
Félévation de la prévalence d'infections de notre cheptel expérimental qui dépasse 50% durant toute
Iétude. En effet, Serieyes (1985 a) et Hanzen (2000) notent bien que le diagnostic est de plus en
plus précis pour les troupeaux a fort niveau d'infections.

Enfin, le taux moyen de troupeau de 818 010,28 cellules /ml avec le pourcentage de quartiers
infectés durablement de 33,33 obtenus par I'analyse bactériologique offrent une similitude avec les
résultats des travaux de Poutrel qui estiment a 20 % et plus le nombre de quartiers infectés pour les
concentrations cellulaires supérieures a 500 000 cellules /ml pouvant tre utilisés comme indicateur
du niveau d'infection du troupeau.

APPLICATION DU COMPTAGE PAR LE COULTER SUR LE LAIT DE TANK ET ESTIMATION
DES PERTES : .

Les numérations cellulaires :

Le taux cellulaire moyen de lI'ensemble des troupeaux est de 739 314,81 cellules /ml avec des
extrémes de 276 860 et 1 904 000 cellules /ml. 1I en ressort que 86 % des troupeaux ont des taux
élevés car supérieurs a 400 000 cellules/ml. Ces résultas sont comparables a ceux de Mtaallah et
al(2000) qui rapporte une concentration moyenne de 624 317 cellules /ml.

I apparait donc ces troupeaux souffrent gravement de mammites sub-cliniques. En effet, Le Roux
(1999) et Hanzen (2000) signalent que, pour des taux cellulaires moyens de 400 000 a 800 000
cellules /ml et 500 000 cellules /ml, respectivement, I"état sanitaire des troupeaux est préoccupant.
De plus, quand les taux dépassent 600 000 cellules/mt ; le pourcentage de vaches atteintes de
mammites est trés élevé et la réforme est de régle pour les incurables.

Cependant, il est a rappeler que ces taux moyens peuvent donner une trés bonne idée sur la santé
des pis et plus précisément sur le pourcentage des quartiers infectés. Cette relation qui existe entre
I'iévation de la concentration cellulaire et le pourcentage de quartiers infectés a été rapporté par
Serieys (1985 b) ; Poutrel (1985) et Harmoun (1994) qui donnent des valeurs de 6,2, 12,8 ; 24,3 et
32,6 pour des concentrations cellulaires respectives de 200 000, 400 000, 750 000 et 1 000000
cellules /mi.
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Sur la base de ces estimations, les pourcentages des quartiers infectés de notre échantillon sont de :
o 6,2 pour 14 % des troupeaux ayant un taux cellulaire inférieur a 400 000 cellules/ml ;
o 12,8 pour 41 % des troupeaux ayant un taux cellulaire compris entre 400 000 et 750 000
cellules/ml ;
o 24,3 pour 27 % des troupeaux ayant un taux cellulaire compris entre 750 000 et 10°
cellules/ml ;
o 32,6 pour 18 % des troupeaux ayant un taux cellulaire supérieur a 108,

Toutefois, il faut signaler que notre échantillon présente un pourcentage tres élevé de multipares, avec
une moyenne de 73 % et des extrémes de 53 % et 96%. Le pourcentage des primipares varie dans le
sens contraire.

Les facteurs responsables de I'augmentation des numerations cellulaires sont nombreux. La parité, par
conséquent I'age semble un facteur trés important. En effet, les multipares ont un risque trés élevé
d'avoir des mammites sub-cliniques que les primipares. Bareille (1998) et Mtaallah et al (2000)
rapportent un OR de 1,35, pour des élevages avec plus de 10 % de multipares et qui passent a 3,64
pour un pourcentage de 67 %. Ce risque devient de plus en plus important au fur et a mesure que les
vaches avancent en nombre de lactations. Aussi, Tainturier (1989) précise que 19 % des mammites
surviennent apreés la premiére lactation, 48 % aprés la deuxieme et 60 % apreés la troisieme.

Ceci peut s'expliquer par le fait que les moyens, de limmunité et de défenses mammaires et I'age des
vaches, évoluent d’une facon inversement proportionnelle comme rapporté par Mtaallah et al(2000).
Cependant, Craplet et al (1993) et Bareille (1998) montrent que la sensibilité des vaches aux
mammites, en relation avec I'élévation de la concentration cellulaire, n'est pas directement liée au
facteur age mais aux infections antérieures.

Comme décrit par Hilltron (1996) qui indique que les vieilles vaches sont des réservoirs potentiels de
germes pathogenes majeurs ; leur réforme s'accompagne généralement d’'une amélioration de la
situation en matiére de mammites dans le troupeau. Dans notre situation, la nécessiteé d'un
renouvellement du cheptel laitier par de jeunes femelles et la réforme des vaches incurables est
justifiée.

Les germes isolés, en l'occurrence, Staphylocoques aureus (77,27 %); Escherichia coli (31,83 %) et
streptocoques hémolytiques (30,33 %) a partir de 92,5 % des échantillons semblent étre directement
responsables de I'élévation des numérations cellulaires. Néanmoins, ces bactéries peuvent avoir hors,
infections mammaires, une origine environnementale (matériel de traite, sol, litiere, déjections, eau,
mains des trayeurs).

Toutefois, il faut signaler que ces germes sont les plus fréquemment isolées lors des infections
mammaires dans nos élevages. En effet, Belkhiri et al (1993) ; Ghazi (1997) ; Bellala et al (1997) et
Fernane (2000) trouvent une importante prévalence des infections pour les staphylocoques, les
coliformes et les streptocoques. En effet, Berning et al.(1992) et Schepers et al. (1997) notent que leur
présence dans la mamelle est le plus souvent responsable des formes sub-cliniques et cliniques
accompagnatrices d'une forte augmentation des CCS. '

Les travaux de Berthelot et al (2001) montrent qu'un meilleur protocole de surveillance sanitaire des
troupeaux doit débuter par un diagnostic bactériologique sur le lait de tank afin de dépister les germes
spécifiques de mammites avant de s'orienter vers le dépistage des animaux excréteurs. Ainsi, une
étroite relation existe entre l'isolement des germes pathogénes du lait de tank (Stapfylococcus aureus,
Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes, Salmonella spp.
et Clostridia spp ) et Vaugmentation du pourcentage des quartiers infectés, par conséquent la
concentration cellulaire a été confirmé par les travaux de Cullor (1997).

A la lumicre de nos résultas, il est a souligner qu'une mauvaise maitrise de la qualité bactériologique et
hygiénique du lait produit dans ces élevages peut avoir une incidence assez grave pour la santé
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humaine car certaines souches de staphylocoques peuvent lors de conditions défavorables produire des
entérotoxines, résistantes a la chaleur et méme a I'ébullition, qui ingérées peut produire chez 'homme
de fortes nausées, des vomissements et de la diarrhée (Weisen, 1974).

Estimation des pertes dues aux mammites sub-cliniques :

Les pertes moyennes en lait, estimées par utilisation de modeéles statistiques sont de 10,26 % de la
production moyenne. Si on considere qu'une vache pie noir ou pie rouge produit, dans nos conditions
d'élevage, 5 000 kg de lait en moyenne par an, la perte occasionnée par les numérations cellulaires
élevées seraient de 513 kg /vache / an. Cette perte est quantitativement importante car elle persiste
aussi longtemps que persiste linfection comme rapporté par Wattiaux (1996), c'est ce qui justifie
I'application d'un programme de lutte contre les mammites sub-cliniques.

La valorisation moyenne des pertes par exploitation serait de 541 728 DA (48 vaches x 513 kg x 22
DA).

La situation de nos troupeaux vis a vis des mammites sub-cliniques n’est pas assez dramatique puisque
les pertes que nous avons estimé sont considérées comme moyennes par rapport a la littérature.

De ce fait, elles sont :
o Faibles par rapport a celles de Dobbins (1977) qui sont de 1277 kg /vache / an.
o Similaires a celles rapportées par Rodenburg (1997) qui sont de 10 a 25 %.
o Proches de celles de nos voisins tunisiens (Mtaallah et al, 2000) qui sont de 466 kg /vache /
an.
o Elevées par rapport a celles de Blowey (1993) qui sont de 267 kg /vache / an.

La perte moyenne en matiére protéique (C /MAT) est estimée a 1,83 %. Nos résultats sont
comparables & ceux rapportés par Lambardot (1993) et Mtaallah et al (2000) qui sont de 1,98 %.
Cette perte est considérée comme importante, surtout pour la transformation et ce rapport est
inversement proportionnel & I'élévation de la concentration cellulaire. En effet, les caséines sont
responsables de la qualité du caillé lactique et du rendement fromager. Leur diminution associée aux -
autres modifications biochimiques entraine une réduction du taux d'emprésurage, le ralentissement
de I'exsudation du sérum qui portent préjudice a la bonne qualité, en l'occurrence, la texture et le
go(t qui peuvent rendre les produits non commercialisables (Weisen, 1974)

Les pertes moyennes en matiére grasse sont estimées a 0,73 g/! et peuvent atteindre 1,70 g/l.
Elles sont importantes pour les élevages dont les concentrations cellulaires dépassent 10° cellules /ml
et qui sont de l'ordre de 18 %. Les pertes, rapportées par Leray (1999), Murphy et al. (1989) et
Mtaallah et al(2000) qui sont de 0,50 g/I, sont considérées comme non significatives puisqu’un simple
déséquilibre alimentaire peut engendrer une chute pareille de la matiére grasse.
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Les cellules somatiques présentes dans le lait sont pour l'essentiel issues du compartiment
sanguin. Ces cellules sont impliquées dans les mécanismes de défense de la mamelle.

La valeur de la concentration en cellules somatique du lait issu d'un échantilion donné est sujette ala
variation. Cependant, I'existence d‘une norme internationale définissant les protocoles de mesures et
les procédures de contrdles permet une bonne fiabilité des resultats.

Le présent travail & permis d’apporter un certain nombre d'élément permettant de raisonner les
possibilités et les modalités d'utilisation du comptage cellulaire ou numération cellulaires pour le
diagnostic des mammites et I'estimation des pertes en lait au moyen du Coulter Counter.

Il en ressort, que pour:

] Notre premiére partie du travail :

o La technique de préparation et le comptage par le coulter counteur sont des opération qui ne
nécessite pas,de la part de I'opérateur une grande technicité

o Les résultats obtenus par cette méthode de comptage sont fiables et assez précise.Nos avons
trouvé une bonne corrélation(=1,0)avec le comptage par le test CMT

o La répetabilité des résultats exprimer par le coefficient de variation sont de 4,55 et 0,21 et
0,14 pour les concentration cellulaires respectives 12264500, entre 290 500 et 822 200
cellules /ml et >857800 cellules/ml. Ce qui nous a permis de dire que les réstltats sont
fideles et répétable pour les procédures d'étalonnage opéré

Nous pouvons conclure donc que les performance de cette appareil sont bonnes et que cette
méthode de mesure de la concentration cellulaire peu servir avec une assez grande précision pour-le
comptage des cellules somatique du lait.

u La deuxiéme partie du travail qui consister a essayer d'appliquer cette méthode de

comptage pour le lait individuel de vache: '

o Les seuils de 300000 et 800000 que nous avons déterminé permettent une meilleure
ségrégation de I'état d'infection et de non-infection par un pathogene majeur.

o Le diagnostic d'un état d'infection durable a partir d’un seul taux a révéler une faible
spécificité(0,39) se qui signifie que ce type de diagnostic reste imprécis

o Le diagnostique de Iétat d'infection durable avec les regles de décision de Sereiys, a révéler
une bonne précision ou la spécificité et la sensibilité obtenue sont respectivement de 0,77 et
1,0.

Nous avons ainsi, conclue que la mesure de la concentration cellulaire du lait individuel de vache sur
une longue période constitue un tres bon dire méme un pertinent moyen pour le diagnostic de I'état
d'infection durable.

0 La troisiéme partie du travail pour le comptage des cellules somatique du
lait de tank réaliser sur un échantillon de 22 troupeaux de la région de la Mitidja nous a permis
de révéler que: :

o 86% des troupeaux ont une concentration cellulaire supérieure a 400000

cellules /ml et dont la moyenne des troupeaux est de 739314,81

o Une mauvaise gualité hygiénique et bactériologique des laits produit dans ces

élevages avec une prédominance de prévalence de Staphylococcus aures.

o Les pertes, quantitatifs et qualitatifs en lait en été estimé respectivement a 513

kg/vache / an et a 1,83% pour la matiére protéique et de 0,73 g/l pour la
matiére grasse.

Il ressort, que la majorité des troupeaux de notre échantillon présentent une numération cellulaire
élevée. Ceux ci signifient que nos élevages laitiers souffrent gravement des mammites sub-cliniques
el ou chroniques et qui par conséquent engendrent des pertes quantitatives et qualitative trés
importantes.
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Pour promouvoir notre élevage bovin laitier, la lutte ou la prophylaxie des mammites su

celles des sub-cliniques doit faire I'objet d'un impératif qui se traduit par la mise au point d'un
programme régional ou national de lutte contre ces derniéres comportant dans un premier temps :

La mise au point de cette méthode de comptage cellulaire dans les laiteries et ou instaure des

laboratoires de contrdle laitier. .

Une surveillance systématique de I'état sanitaire des troupeaux par des mesures mensuelles

de la concentration cellulaire individuelle des vaches et du lait de tank d'une durée minimale

de trois mois.

Etablir une valeur de seuil du taux cellulaire dans le lait de mélange. Pour cela nous proposons

dans un premier temps, a la lumiére de la moyenne des taux cellulaires de tank, 600 000

cellules /ml comme seuil.

Caractérisé les troupeaux, ayant les concentrations cellulaires les plus élevé et proposé les

mesures indispensables de luttes et de prévention contre les mammites, dans les grands axes

visent : s

= A minorer la pression microbienne en réduisant le nombre des mamelles infectées sub-
cliniqguement par un suivie des résultats du traitement hors lactation et des décisions de
réforme. '

« Restaurer ou conforter la défense des mamelles ou des trayons par des méthodes
d’hygiénes ciblés (trempages)

= Détection et traitement des mammites cliniques pendant la lactation en vue d'obtenir la
guérison bactériologique.

» Mise en ceuvre systématique d'un traitement hors lactation en vue de guérir les infections
sub-cliniques contractées pendant la lactation

o FEtudier les facteurs de succes pour les troupeaux a moindre concentration cellulaire.

Dans un deuxiéme temps, introduire le critére de la mesure de la concentration en cellule somatique
pour le paiement du lait a la qualité au seuil proposé ou au-dela duquel le lait sera sanctionné et en
dessous duquel le producteur peu bénéficier de primes.
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ANNEXE I :

Composition des solutions de fixation et d’émulsifiant

Tous les réactifs doivent &tre de qualité analytique reconnue, I'eau utiliser doit étre
distillée ou désionisée ou encore de pureté équivalente

1 Solution de fixation : Mélanger 0,02 g d'éosine et 9,4 ml de solution de
formaldéhyde & 35%(V/V), et compléter & 100 mi avec de I'eau filtrer ou centrifuger
le liquide afin d'éliminer les particules.

2. Mélange émulsionnant électrolytique :

Composition :
1. Ethanol, 96% (v/V) 125 ml. _
2. Polyethylene glycol mono ether (triton x100). 20 ml.
3. solution de chlorure de sodium 0,9 g/100mi 855 mi

Préparation »
Mélanger soigneusement le polyéthyléne glycol mono éther et F'éthanol. Ajouter la
solution de chlorure de sodium. Filtrer le mélange avec un filtre approprié (0,2 pm)
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COULTER

Test Number 00001292
Analysis Time: 04-Jun-02 23:02:04
Time Printed: 04-Jun-02 23:02:23
Version Z2 Version 1.02

Instrument Settings
Aperture Diameter: 100um *
Kd: 58.36
Metered Volume: 0.5 m|
Dilution Factor: 1TE+02
Repetitions: 1 runs
Amplifier, Pre-Amp Gain: 179.20

Amplifier, Main Gain: 128
Aperture Current: 0.500 mA

Counting Resuits
Conc./ml > 5.000 um: 5.889 E6
Conc./ml > 11.00 um; 161400
Conc./ml Between: 5.727 E6

Cursor Statistics
Size et C1: 10.76 um
Size et C2: 12.00 um

Mean 11.25

Medien: 11.1€

Mode: 11.04

Standard Deviation: 0.355
Channelyzer Count: 322

Statistical Results

Mean: 6.219

Median: 5.778

Mode: 5.003
Std. Dev.: 1.282

Size Diff. Size Diff. Size Diff. Size Diff. Size Diff. Size Diff. Size Diff. Size Diff.

(um)  Count | (wm) Count | (um) Count| {um) Count| {um} Count| {um) Count | (um) Count| (wm) Count
0.000 0 6.006 474 7.567 112 8.662 32 9.534 5 10.27 21 10.91 11 11.49 16
1.892 0 6.068 548 7.606 122 8.692 43 9.559 27 10.29 5 10.93 5 11.51 11
2.383 0 6.129 500 7.645 128 8.722 21 9.583 43 10.31 0 10.95 5 11.52 5
2.728 0 6.188 394 7.683 112 8.751 43 9.608 27 10.33 16 10.97 5 11.54 0
3.003 0 6.246 458 7.721 85 8.761 32 9.632 11 10.35 0 10.99 11 11.56 0
3.235 0 6.304 394 7.759 64 8.810 21 9.656 21 10.38 0 11.01 5 11.57 0
3.438 0 6.360 367 7.796 85 8.839 32 9.680 16 10.40 5 11.03 21 11.59 5
3.619 0 6.415 346 7.833 128 8.868 43 9.705 16 10.42 11 11.04 0 11.61 0

. 3.783 0 6.470 362 7.870 112 8.896 11 9,728 16 10.44 5 11.06 5 11.62 0
3.935 0 6.523 340 7.906 101 8.925 48 9.752 16 10.16 16 11.08 16 11.64 5
4,076 0 6.576 229 7.942 101 8.953 a2 9.776 11 10.48 16 11.10 5 11.66 5
1,207 0 6.628 293 7.978 96 8.981 21 9.799 27 10.50 5 11.12 0 11.67 [}
4.331 0 6.679 277 8.013 74 9.009 32 9.823 11 10.52 11 11.14 0 11.69 0
4.448 0 6.729 277 8.048 69 9.037 16 9.846 27 10.54 5 11.15 11 11.71 0
4.559 0 6.778 229 8.083 69 9.064 21 9.069 5 10.56 0 1117 0 11.72 5
4.665 0 6.827 218 8.117 53 9.092 16 9.893 5 10.58 21 11.19 0 11.74 0
4.767 0 6.875 223 8.151 43 9.119 32 9.916 11 10.G0 11 11.21 5 11.76 0
4.864 0 6.922 287 8.185 37 9.116 11 9.938 5 10.62 0 11.23 0 11.77 [}
4,958 2293 6.969 192 8.219 69 9.173 27 9.9€1 5 10.64 11 11.24 11 11,79 0
5048 2059 7.015 181 8.252 59 9.199 11 9.984 5 10.66 5 11.26 5 11.80 0
5,135 2054 7.061 207 8.285 74 9.226 21 10.01 27 10.68 5 11.28 0 11.82 0
5.219 1671 7.106 197 8.318 122 9.252 11 10.03 16 10.70 0 11.30 5 11.84 11
5.301 1522 7.150 154 8.350 43 9.279 16 10.06 5 10.72 5 11.32 16 11.85 0
5.380 1032 7.194 144 8.382 69 9.305 32 10.07 21 10.74 0 11.33 0 11.87 11
5.457 1101 7.238 181 8.414 37 9.331 16 10,10 11 10.76 11 11.35 5 11.89 5
5.531 990 7.280 165 8.446 69 9.357 21 10.12 21 10.78 11 11.37 0 11.90 0
5.604 888 7.323 165 8.478 a7 9.382 5 10.14 11 10.80 5 11.39 5 11.92 0
5,675 883 7.365 138 B.509 27 9.408 21 10.16 5 10.82 11 11.40 5 11.93 5
5.744 798 7.406 138 8.540 53 9.433 32 10.18 16 10.84 5 11.42 0 11.95 0
5.812 612 7.447 160 8.571 59 9.159 11 10.2.1 5 10.86 0 11.44 5 11.96 11
5878 724 7.487 17 8.601 3/ 9.484 32 10.23 1 10.88 11 11.45 0 11.98 0
5.943 644 7.527 80 §.632 53 9.509 27 10.25 16 10.89 11 11.47 0] >12.00 614




COULTER

Test Number 00001294
Analysis Time: 04-Jun-02 23:04:23
Time Printed: 04-Jun-02 23:04:42

Version Z2 Version 1.02

Instrument Settings

Aperture Diameter: 100um *

Kd: 58.36

Metered Volume: 0.5 ml
Diiution Factor: 1E4-02

Repetitions: 1 runs
Amplifier, Pre-Amp Gain: 179.20
Amplifier, Main Gain: 128

Aperture Current: 0.500 mA

Counting Results
Conc./ml > 5.000 um: 147600

Conc./ml > 11.00 um: 20000

Conc./ml Between: 127600

Cursor Statistics

Size et C1: 10.76 um
Size et C2: 12.00 um
Mean 11.42

Medien: 11.32

Mode: 11.24

Standard Deviation: 0.276

Channelyzer Count: 43

Statistical Results

Mean: 6.650
Median: 5.911
Mode: 5.003
Std. Dev.: 1.841

Size Diff. Size Diff. Size Diff. Size Diff. Size Diff. Size Diff. Size Diff. Size Diff.

fum)  Count } {um) Count| {um) Count| (um} Count} {um) Count| {um) Count| {um) Count| {um) Count
0.000 0 6.006 9 7.567 2 8.662 3 9.534 0 10.27 0 10.91 0 11.49 0
1.892 0 6.068 9 7.606 2 8.692 0 9.559 0 10.29 2 10.93 0 11.51 0
2.3683 0 6.129 16 7.645 3 8.722 5 9.583 0 10.31 3 10.95 0 11.52 0
2.728 0 6.180 13 7.683 0 8.751 0 9.608 0 10.33 0 10.97 0 11.54 0
3.003 0 6.246 5 7.721 3 8.781 3 9.632 2 10.35 0 10.99 0 11.56 2
3.235 0 6.304 § 7.759 2 8.810 2 9.656 2 10.38 2 11.01 0 11.57 0
3.438 0 6.360 5 7.796 0 8.839 0 9.680 2 10.40 2 11.03 0 11.59 3
3.619 0 6.415 6 7.833 2 8.868 0 9.705 0 10.42 0 11.04 2 11.61 2

. 3.783 0 6.470 6 7.870 2 8.896 2 9.728 . 0 10.44 0 11.06 2 11,62 2
3.935 0 6.523 3 7.906 2 8.925 0 9.752 0 10.46 0 11.08 2 11.64 0
4.076 0 6.576 11 7.942 0 8.953 2 9.776 3 10.48 0 11.10 0 11.66 0
4.207 0 6.628 0 7.978 2 8.981 3 9.799 0 10.50 2 11.12 0 11.67 0
4.331 0 6.679 6 8.013 3 9.009 2 9.823 0 10.52 0 11.14 2 11.69 0
1.448 0 6.729 3 8.048 6 9.037 2 9.846 0 10.54 0 11.15 0 11.71 0
4.559 0 6.778 3 8.083 2 9.064 0 9.869 2 10,56 0 11.17 0 11.72 0
4.665 0 6.827 6 8.117 3 9.092 0 9.893 0 10.58 0 11.19 3 11.74 0
4.767 0 6.875 6 8.151 0 9.119 0 9.916 0 10.60 2 11.21 0 11.76 2
4.864 0 6.922 2 8.185 0 9.146 3 9.938 2 10.62 0 11.23 5 11.77 0
4.958 63 6.969 5 8.219 2 9.173 0 9.9€ 1 3 10.64 0 11.24 2 11.79 2|
5.048 47 7.015 0 8.252 3 9.199 2 9.984 0 10.66 0 11.26 0 11.80 0
5.135 24 7.061 3 8.285 0 9.226 0 10.01 0 10.68 0 11.28 2 11.82 0
5.219 28 7.106 2 8.318 2 9.252 0 10.03 0 10.70 0 11.30 0 11.84 0
5.301 54 7.150 3 8.350 0 9.279 2 10.05 3 10.72 0 11.32 2 11.85 0
5.380 28 7.194 5 8.382 0 9.305 0 10.07 2 10.74 0 11.33 0 11.87 2
5.457 28 7.238 5 8.414 2 9.331 0 10.10 0 10.76 0 11.35 0 11.89 0
5.531 17 7.280 0 8.446 0 9.357 0 10.12 0 10.78 0 11.37 [ 11.90 0
5.604 17 7.323 3 8.478 6 9.382 2 10.14 2 10.80 0 11.39 2 11.92 0
5.675 13 7.365 3 8.509 2 9.408 0 10.16 0 10,82 0 11.40 0 11.93 0
5.744 16 7.406 2 8,540 0 9.433 2| 1048 0 10.84 [ 11.42 0 11.95 0
5.812 14 7.447 5 8.571 0 9.459 2 10.21 0 10.86 0 11.44 0 11.96 0
5.878 17 7.487 2 8.601 0 9.484 0 10.23 0 10.08 0 11.45 2 11.98 2
5.943 22 7.527 2 6.632 2 9.509 0 10,25 0 10.89 0 11.47 0] >12.00 71
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Analysis Time: 04-Jun-02 23:06:29
Time Printed: 04-Jun-02 23:06:52
Version Z2 Version 1.02

Instrument Settings
Aperture Diameter: 100um *
Kd: 58.36
Metered Volume: 0.5 ml
Dilution Factor: 1E402
Repetitions: 1 runs
Amplifier, Pre-Amp Gain: 179.20

Amplifier, Main Gain: 128
Aperture Current: 0.500 mA

Counting Results
Conc./ml > 5.000 um: 159000

Conc./m!l > 11.00 um: 14400

Conc./ml Between: 144600

Cursor Statistics
Size et C1: 10.76 um
Size ¢t C2: 12.00 um

Mean 11.17

Medizn: 11.2C

Mode: 10.92

Standard Deviation: 0.323
Chantielyzer Count: 11

Statistical Results

Mean: 6.096

Median: 5.568

Mode: 5.092
Std. Dev.: 1.313

Size Diff. Size Diff. Size Diff. Size Diff. Size Diff. Size Diff. Size Ditf. Size Diff.

{um)  Count! {um) Count] (um) Count| {um) Count| {um) Count| {um) Count} (um) Count] (um) Count
0.000 0 6.006 3 7.567 [} 8.662 0 9.534 0 10.27 0 10.91 3 11.49 0
1.892 0 6.068 16 7.606 3 8.692 0 9.559 0 10.29 0 10.93 0 11.51 0
2.383 0 6.129 6 7.645 3 8.722 0 9.583 1 10.31 3 10.95 0 11.52 0
2.728 0 6.188 7 7.683 4 8.751 1 9.608 0 10.33 0 10.97 0 11.54 0
3.003 0 6.246 9 7.721 3 8.781 0 9.632 0 10.35 0 10.99 0 11.56 0
3.235 0 6.304 7 7.759 0 8.810 0 9.656 1 10.38 0 11.01 0 11.57 0
3.438 0 6.360 6 7.796 1 8.839 3 9.680 0 10.40 0 11.03 0 11.59 0
3.619 0 6.415 5 7.833 4 6.868 1 9.705 3 10.42 0 11.04 0 11.61 0
3.783 0 6.170 1 7.870 4 8.896 0 9.728 1 10.44 1 11.06 0 11.62 1
3.935 0 6.523 6 7.906 1 8.925 0 9.752 0 10.46 0 11.08 0 11.64 0
4.076 o 6.576 7 7.912 0 8.953 1 9.776 0 10.48 0 11.10 0 11.66 0
4.207 0 6.628 3 7.978 3 8.981 0 9.799 0 10.50 0 11.12 0 11.67 0
4.331 0 6.679 7 8.013 0 9.009 1 9.623 0 1052 0 11.14 0 11.69 0
4.448 0 6.729 5 8.048 3 9.037 3 9.546 0 10.54 1 11,15 0 11.71 0
2559 0 6.778 4 8,083 1 9.064 0 9.869 0 10.56 0 11.17 0 11.72 0
4.665 0 6.827 1 8.117 0 9.092 ] 9.893 0 10.58 0 11.19 3 11.74 0
4.767 0 6.875 6 8.151 1 9.119 0 9.916 0 10.60 0 11.21 0 11.76 0
4.864 0 6.922 4 8.185 0 9.146 0 9.938 0 10.62 0 11.23 0 11.77 1
4.958 67 6.969 6 8.219 0 9.173 0 9.9€1 1 10.64 3 11.24 0 11.79 0
5,048 77 7.015 1 8.252 1 9.199 0 9.984 1 10.66 0 11.26 0 11.80 0
5.135 54 7.061 1 8,285 3 9.226 0 10.C1 0 10.68 0 11.28 0 11.82 0
5.219 43 7.106 3 8.318 1 9.252 0 10.03 0 10.70 0 11.30 0 11.84 0
5.301 30 7.150 4 8.350 3 9.279 1 10.05 1 10.72 0 11.32 0 11.85 0
5.380 34 7.194 3 8.382 0 9.305 3 10.07 0 10.74 0 11.33 0 11.87 0
5.457 40 7.238 3 8.414 1 9.331 1 10.10 1 10.76 0 11.35 0 11.89 0
5.531 31 7.280 4 8.446 0 9.357 0 10.12 0 10.78 0 11.37 0 11.90 0
5.604 21 7.323 3 8.478 1 9.382 1 10.14 0 10.80 0 11.39 0 11.92 0
5.675 25 7.365 [ 8.509 1 9.108 0 10.16 0 10.82 1 11.40 0 11.93 [
5.744 22 7.406 6 8.540 1 9.433 0 10,18 0 10.84 0 11.42 1 11.95 0
5.812 16 7.447 1 8.571 0 9.459 0 10.21 0 10.86 1 11.44 0 11.96 0
5.878 12 7.487 7 8.601 0 9.484 0 10.23 0 10.88 0 11.45 0 11.98 0
5.943 27 7.527 1 8.632 1 9.509 0 10.25 0 10.89 0 11.47 ol >12.00 52
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Test Number 00001298
Analysis Time: 04-Jun-02 23:08:47
Time Printed: 04-Jun-02 23:09:08

Version Z2 Version 1.02

Instrument Settings
Aperture Diameter: 100um

Kd: 58.36

Metered Volume: 0.5 ml
Dilution Factor: 1E+02

Repetitions: 1 runs
Amplifier, Pre-Amp Gain: 179.20
Amplifier, Main Gain: 128

Aperture Current: 0.500 mA

Counting Results
Conc./mi > 5.000 um: 793200

Conc./ml > 11.00 um: 27800

k"

Conc./mi Between: 765400

Cursor Statistics

Statistical Results

Size et C1: 10.76 um

Size et C2: 12.00 um
Mean 11.39

Medien: 11.57

Mode: 10.81

Standard Deviation: 0.346

Mean: 5.727
Median: 5.341
Mode: 5.003

Std. Dev.: 1.057

Chantielyzer Count: 28

Size Diff. Size Diff. Size Diff. Size Diff. Size Dilf. Size Diff. Size Diff. Size Diff.
fum} Count{ {um} Count| {(um) Count}] (um) Count| {ttm) Count| (um) Count] (um) Countj {um} Count
0.000 0 6.006 65 7.567 9 8.662 0 9.534 0 10.27 2 10.91 0 11.49 0
1.892 0 6.068 37 7.606 6 8.692 4 9,559 0 10.29 2 10.93 0 11.51 Q
2.383 0 6.129 52 7.645 0 8.722 4 9.583 0 10.31 0 10.95 0 11.52 0
2.728 0 6.188 48 7.683 2 8.751 4 9.608 0 10.33 0 10.97 0 11.54 0
3.003 0 6.246 30 7.721 6 8.781 2 9,632 0 10.35 2 10.99 2 11.56 2
3.235 0 6.304 28 7.759 9 8.810 0 9.656 0 10.38 2 11.01 2 11.57 0
3.438 0 6.360 28 7.796 6 8.839 0 9.680 2 10.40 0 11.03 0 11.59 2
3.619 0 6.415 30 7.833 6 8.868 2 9.705 0 10.42 0 11.04 0 11.61 0
3.783 0 6.470 26 7.870 4 8.896 0 9.728 2 10.44 0 11.06 0 11.62 2
3.935 0 6.523 22 7.906 9 8.925 4 9.752 0 10.46 0 11.08 0 11.64 0
4076 0 6.576 17 7.942 2 8.953 0 9.776 F 10.48 2 11.10 0 11.66 0
4.207 0 6.628 28 7.978 2 8.981 2 9.799 0 10.50 2 11.12 0 11.67 2
4.331 0 6.679 15 8.013 6 9.009 4 9.823 2 10.52 0 11.14 0 11.69 0
4.448 0 5.729 11 8.048 11 9,037 2 9.846 2 10.54 0 11.15 0 11.71 0
1.559 0 6.778 24 8.083 0 9.064 0 9.869 0 10.56 0 11.17 2 11.72 2
4.665 0 6.827 13 8.117 6 9.092 4 9.893 2 10.58 0 11.19 0 11.74 0
4.767 0 6.875 11 8.151 4 9.119 2 9.916 2 10.60 0 11.21 0 11.76 0
4.864 0 5.922 27 8.185 4 9.146 2 9.938 2 10.62 2 11.23 2 11.77 2
4.958 637 6.969 9 8.219 1 9.173 0 9.9€1 0 10.64 2 11.24 0 11.79 0
5048 542 7015 15 8,252 0 9.199 2 9.984 4 10.66 0 11.26 0 11.80 0
5.135 409 7.061 9 8.285 4 9.226 2 10.C1 0 10.68 2 11.28 0 11.82 0
5219 336 7.106 4 8.318 4 9.252 0 10.03 0 10.70 2 11.30 0 11.84 2
5.301 269 7.150 11 8.350 4 9.279 2 10.05 2 10.72 0 11.32 0 11.85 0
5.380 201 7.194 11 8.382 2 9.305 2 10,07 0 10.74 0 11.33 0 11.87 0
5.457 175 7.238 13 8.414 9 9.331 0 10.10 0 10.76 0 11.35 0 11.89 0
5.531 154 7.280 15 8.416 4 9.357 0 10.12 0 10.78 0 11,37 0 11.90 0
5.604 134 7323 6 8.478 0 9.382 0 10.14 2 10.80 2 11.39 0 11.92 0
5.675 119 7.365 A 8.509 0 9.408 0 10.16 0 10.82 0 11.40 [} 11.93 0
5.744 82 7.406 9 8.540 2 9.433 o 1018 0 10.84 0 11.42 0 11.95 0
5.812 58 7.447 13 8.571 4 9.459 2 10.21 2 10.86 0 11.44 2 11.96 0
5.878 43 7.487 5 8.601 6 9.484 2 10.23 0 10.88 0 11.45 0 11.98 0
5.943 56 7.527 0 8.632 [ 9.509 2 10.25 2 10.89 2 11.47 o] >12.00 128




PERLIDRRD

V74
COULTER

Test Number 00001302
Analysis Time: 04-Jun-02 23:14:16
Time Printed: 04-Jun-02 23:14:39
Version Z2 Version 1.02

Instrument Settings
Aperture Diameter: 100um *
Kd: 58.36
Metered Volume: 0.5 ml
Dilution Factor: 1E 402
Repetitions: 1 runs
Amplifier, Pre-Amp Gain: 179.20

Amplifier, Main Gain: 128
Aperture Current: 0.500 mA

Counting Results
Conc./ml > 5.000 um; 595400

Conc./ml > 11.00 um: 28600

Conc./ml Between: 566800

Cursor Statistics
Size et C1: 10.76 um
Size et C2: 12.00 um

Mean

11.34

Medizn: 11.32

Mode: 10.87

Standard Deviation: 0.373
Channelyzer Count: 26

Statistical Results

Mean: 5.842

Median: 5.419

Mode: 5.003
Std. Dev.: 1.125

Size Diff. Size Diff. Size Diff. Size Diff. Size Diff. Size Diff. Size Diff. Size Diff.

{um)  Count | (um) Count} (um) Count| (um} Count {fum}  Count | {um}) Count] {um) Count| {um) Count
0.000 0 6.006 53 7.567 6 8.662 0 9.534 0 10.27 0 10.91 0 11.49 0
1.892 0 6.068 48 7.606 0 8.692 2 9.559 0 10.29 0 10.93 0 11.51 0
2.383 0 6.129 42 7.645 6 8.722 0 9.583 0 10.31 0 10.95 2 11.52 0
2.728 0 6.188 34 7.683 2 8.751 2 9.608 0 10.33 0 10.97 2 11.54 0
3.003 0 6.246 18 7.721 2 8.781 2 9.632 0 10.35 2 10,99 0 11.56 0
3,235 0 6.304 14 7.759 8 8.810 2 9.656 2 10.38 0 11.01 0 11.57 [i}
3.438 0 6.360 26 7.796 2 8.839 6 9.680 2 10.40 0 11.03 [} 11.59 0
3.619 0 6.415 32 7.833 4 8.868 0 9.705 2 10.42 0 11.04 2 11.61 0

. 3.783 0 6.470 20 7.870 2 8.896 0 9.728 0 10,44 0 11.06 0 11.62 0
3.935 0 6.523 26 7.906 8 8.925 0 9.752 0 10.46 0 11.08 0 11.64 0
4.076 0 6.576 14 7.942 4 8.953 2 9.776 0 10.48 0 11.10 0 11.66 2
4.207 0 6.628 16 7.978 0 8.981 0 9.799 2 10.50 0 11.12 0 11.67 0
4.331 0 6.679 22 8.013 1 9.009 4 9.823 2 10.52 0 11.14 0 11.69 0
4.448 0 6.729 16 8.048 4 9.037 4 9.846 4 10.54 0 11.15 0 11.71 0
4.559 0 6.778 18 8.083 4 9.064 2 9.869 0 10.56 0 1117 0 11.72 0
4.665 0 6.827 16 8.117 4 9.092 2 9.893 0 10.58 2 11.19 0 11,74 0
4.767 0 6.875 12 8.151 2 9.119 4 9.916 0 10.60 0 11.21 0 11.76 0
1.864 0 6.922 10 8.185 .0 9.146 2 9.938 2 10.62 2 11.23 2 11.77 0
1.958 398 6.969 12 8.219 8 9.173 0 9.9¢1 0 10.64 0 11.24 0 11.79 0
5.048 356 7.016 10 8.252 4 9.199 0 9.984 0 10.66 0 11.26 0 11.80 0
5.135 255 7.061 12 8.285 0 9.226 2 10.01 0 10.68 0 11.28 0 11.82 0
5.219 224 7.106 10 5.318 2 9.252 0 10.03 2 10.70 0 11.30 0 11.84 2
5.301 182 7.150 10 8.350 0 9.279 0 10.05 0 10.72 0 11.32 2 11.85 0
5.380 147 7.194 Il 8.382 4 9.305 2 10.07 0 10.74 0 11.33 0 11.87 2
5,457 141 7.238 2 8.414 3 9.331 0 10.10 4 10.76 0 11.35 2 11.89 2
5531 87 7.280 10 8.446 10 9.357 0 10.12 4 10.78 0 11.37 0 | 11.90 0
5.604 101 7.323 4 8.478 4 9.382 0 10.14 0 10.80 0 11.39 0 11.92 0
5.675 83 7.36% 4 8.509 0 9.408 2 10.16. 2 10.82 0 11.40 2 11.93 0
5.744 B1 7.406 6 B.540 0 9.433 4 10.18 4 10.84 0 11.42 0 11.95 0
5.812 65 7.447 8 8.571 q 9.459 4 10.21 0 10.86 2 11.44 0 11.96 0
5.878 71 7.487 16 8.601 8 9.184 0 10.23 2 10.88 2 11.45 0 11.98 0
5.943 55 7527 10 8.632 6 9.508 0 10.25 0 10.89 0 11.47 0} >12.00 123




PRMIDDRD

COULTER

Test Number 00001304
Analysis Time: 04-Jun-02 23:16:21
Time Printed: 04-Jun-02 23:16:42

Version Z2 Version 1.02

Instrument Settings

Aperture Diameter: 100um *

Kd: 58.36
Metered Volume: 0.5 ml
Dilution Factor: 1E+02

Repetitions: 1 runs
Amplifier, Pre-Amp Gain: 179.20
Amplifier, Main Gain: 128

Aperture Current: 0.500 mA

Counting Results
Conc./ml > 5.000 um: 1.271 E6

Conc./ml > 11.00 um: 22000

Conc./ml Between: 1.249 E6

Cursor Statistics
Size et C1: 10.76 um
Size et C2: 12.00 um
Mean 11.41

Medizn: 11.3¢
Mode: 10.88
Standard Deviation: 0.353

Chantielyzer Count: 14

Statistical Results

Mean: 5.736

Median: 5.419

Mode: 5.003
Std. Dev.: 0.900

Size Diff. Size Diff. Size Diff. Size Diff. Size Diff. Size Diff. Size Diff. Size Diff.
fum}  Count{ (um) Count | {um) Count]| (um) Count {fum)  Count | (um) Count] {um} Count| {um) Count
0.000 0 6.006 105 7.567 5 8.662 2 9.534 0 10.27 2 10.91 0 11.49 0
1.892 0 6.068 110 7.606 5 8.692 0 9.559 0 10.29 0 10.93 0 11.51 0
2.383 0 6.129 94 7.645 7 8.722 2 9.583 2 10.31 2 10.95 0 11,52 0
2.728 0 6.188 69 7.683 11 8.751 7 9.608 2 10.33 0 10.97 2 11.54 0
3.003 0 6.246 57 7.721 7 8.781 0 9.632 0 10.35 0 10.99 Q 11.56 0
3.235 0 5.304 85 7.759 11 8.810 9 9.656 0 10.38 2 11.01 0 11.57 2
3.438 0 6.360 57 7.796 5 8.839 0 9.680 0 10.40 0 11.03 0 11.59 0
3.619 0 6.415 64 7.833 16 8.868 9 9.705 0 10.42 0 11.04 0 11.61 0
3.783 0 6.470 50 7.870 9 8.896 5 9.728 0 10.44 0 11.06 0 11.62 0
3.935 0 6.523 57 7.906 11 8.925 2 9.752 2 10.46 7 11.08 0 11.64 )
1.076 0 6.576 57 7.942 9 8.953 5 9.776 0 10.48 0 11.10 0 11.66 0
4.207 Q 6.628 39 7.978 5 8.981 0 9.799 0 10.50 0 11.12 0 11.67 0
4.331 0 6.679 39 8.013 7 9.009 5 9.823 0 10.52 0 11.14 0 11.69 0
4.448 0 6.729 46 8.048 2 9.037 0 9.546 2 10.54 0 11.15 0 11.71 0
4.559 0 6.778 46 8.083 2 9.064 0 9.869 0 10.56 0 11.17 0 11.72 0
4.665 0 6.827 39 8.117 9 9.092 2 9.893 0 10.58 0 11.19 0 11.74 0
4.767 0 6.875 34 8.151 2 9.119 0 9.916 2 10.60 0 11.21 0 11,76 0
4.864 0 6.922 21 8.185 0 9.146 0 9.938 0 10.62 0 11.23 0 11.77 0
4.958 790 6.969 25 8.219 1 9.173 0 9.9€1 2 10.64 0 11.24 0 11.79 2
5.048 745 7.015 21 8.252 0 9.199 0 9.984 2 10.66 0 11.26 0 11.80 0
5.135 674 7.061 23 8.285 7 9.226 0 10.1 0 10.68 0 11.28 0 11.82 2
5.219 564 7.106 37 8.318 9 9.252 2 10.03 0 10.70 2 11.30 0 11.84 0
5.301 125 7.150 18 8.350 11 9.279 2 10.05 2 10.72 0 11.32 0 11.85 0
5.380 363 7.194 37 8.382 2 9.305 0 10.07 2 10.74 0 11.33 0 11.87 0
5.457 286 7.238 16 8.414 7 9.331 5 10.10 0 10.76 0 11.35 0 11.89 0
5.531 247 7.280 21 8.1446 7 9.357 0 10.12 0 10.78 0 11.37 2 11.90 0
5.604 212 7.323 18 8.178 5 9.382 0 10,14 0 10.80 0 11.39 2 11.92 0
5.67% 149 7.365 7 8.509 0 9.408 2 10.16 2 10.82 0 11.40 0 11.93 0
5.744 121 7.406 7 8.540 5 9.433 2{ 108 0 10.84 0 11.42 0 11.95 0
5.817 117 7.447 7 8,571 5 9.459 2 10.2 1 0 10.86 0 11,44 0 11.96 0
5.878 130 7.487 14 8.601 7 9.484 0 10,23 0 10.88 2 11.45 0 11.98 0
5.943 135 7.527 21 8.632 7 9.509 0 10.25 0 10.89 0 11.47 0§ >12.00 105
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