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Résume :

Les mammites bactériennes représentent en Algérie un fléau majeur de I’¢levage bovin
laitier, ayant un impact sur le plan économique et sanitaire. Comme toutes les maladies
infecticuses bactériennes, la connaissance de 1’agent causal permet d’augmenter les chances
de guérison des mammites qui sont fortement concernces par le phénomene de résistance,
lequel est dfi & I’utilisation abusive et aléatoire d’antibiotiques.

La présente étude a porté sur I’identification des germes responsables de mammites
cliniques, et leur résistance -in vifro- aux antibiotiques, a 1’aide d’un nouveau test
(Speed®Mam Color) rapide et moins cofiteux qu’une analyse bactériologique classique.

A partir de 1’étude bactériologique de 37 échantillons de lait mammiteux provenant des 03
régions suivantes : Blida, Tizi-Ouzou et Ain-Defla, 10 prélévements se sont révélés stériles
(27,02%) dont 03 sur 05 testés par le *Delvo-X-Press* ont révélés la présence de résidus
d’antibiotiques (B-lactamines), 23 prélévements présentant une seule espéce bactérienne
(62,16%), 2 présentant une association de deux germes (5,4%) et 2 prélévements contamings
(5,4%).

Ces 37 échantillons nous ont permis d’isoler 34 souches : les Staphylocoques (52,94%),

les Entérobactéries (17,64%) et un taux égal pour les Streptocoques et E. coli qui est de
(14,7%).

Cette étude a montré que les quatre quartiers de la vache sont atteints, avec une fréquence
plus importante pour les quartiers droits antérieurs et postérieurs (respectivement de 33,33%
et 27,27%).

L’étude du profil de sensibilité des souches isolées a fait ressortir une résistance ¢élevée des
Staphylocoques vis-a-vis de I’association SDM + TMP (36,84%), (20%) de résistance des
Streptocoques a I’encontre de : GEN, SPI, (SDM + TMP) et de ’association (PEN G + DHS),

E. coli s’est montrée résistante 2 deux antibiotiques seulement : TYL (75%) et MAR (20%)
et les Entérobactéries (22,22%) de résistance a la CLO et la TYL.

Mots clés :

Mammite clinique, vache laitiére, antibiotique, antibiogramme,
Speed® mam color.



Summary :

In Algeria, mastitis represents a serious problem to dairy bovine breeding, having an
impact on the economic and sanitary plans. As all the bacterial infectious diseases,
the knowledge of the pathogen nature and the characterization of it resistance allow taking
more chances to cure the disease, and avoid excessive and inappropriate use of antibiotics.

The present study consists on the identification of responsible germs in clinical mastitis.
We use a new test (Speed® Mam Color) to reveal the bacterial resistance; this test brings
results in very short time.

The study of 37 simples of mastitis milk brought from three regions: Blida, Tizi-Ouzou
and Ain-Defla reveals that 10 simples were not contaminated, in which, (3 /' 5) tasted by
*Delyo-X-Press* are likely containing B-lactamines (Résidues of antibiotics), 23 contain
a single bacterial strain, 2 simples present two strains, whereas 2 other simples were
contaminated.

Thus, we isolate 34 strains: Staphylococci (52,94 %), Entérobacterials (17,64 %),
and an equal rate of Streptococci and E. coli (14,7 %).

The results show that four quarters of the cow are affected, with a high frequency
on the right side (33, 33 % anterior and 27,27 % posterior).

The study of the bacterial strains susceptibility highlights a major resistance of
Staphylococci towards the association SDM + TMP (36, 84 %), (20 %) was the resistance of
Streptococci against: GEN, SPI, (SDM + TMP) and (PEN G + DHS), E. coli only resists
to two antibiotics: TYL (75 %) and MAR (20 %) while 22, 22 % of the Entérobacteriales
resists to CLO and TYL.

Key words :

Clinical mastitis, dairy cow, antibiotics, antibiogramme, Speed® mam color.
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Introduction

INTRODUCTION :

L’ Algérie est le premier consommateur de lait en Afrique avec : 3380 millions de litres / an
équivalent a : 115 L / habitant / an. La production lactée est assurée par un cheptel d’environ :
675000 tétes bovines produisant : 1140 millions de litre / an (34% de couverture) ce qui
ne permet pas 1’autosuffisance (Bourbouze, 2003).

En effet, au cours de ’année 2004, 1’Algérie a consommé environ 2 milliards de litres de
lait dont prés de 93% 1’ont été grace a I’importation de la poudre de lait. Cette quantité
représente 1’équivalent de 600 millions de dollars, deuxieme facture d’importation apres celle
des céréales (Bahri, 2005).

Parmi les pathologies dominantes auxquelles sont confrontées nos vaches laitiéres,
la mammite, se trouve toujours parmi le « Top 3 » des maladies les plus cofliteuses des
entreprises laitiéres du monde entier (Descoteaux, 2004).

On estime que 70% des pertes correspondent & la baisse quantitative et qualitative de
la production, 11% a la non-commercialisation du lait, 13% aux réformes prématurées et a
la mortalité et 5% au traitement.

Une étude américaine estime que le cofit total d’'une mammite clinique est de 100 a 120
euros par cas (Chastant, Mialot et Remy, 2002).

Du fait de la fréquente récurrence des mammites cliniques constatée sur le terrain,
les pratiques de I’antibiothérapie dans ce domaine doivent étre raisonnées pour éviter un
acharnement thérapeutique encore trop fréquent, aléatoire et sans recours au laboratoire pour
des raisons de coit (Faroult, 1999).

Evidemment, comme pour toute infection bactérienne, le traitement des mammites devrait
étre fonction de I’agent étiologique, mais la rapidité d’évolution des 1ésions et leur plus ou
moins grande irréversibilité, nous empéchent d’attendre un résultat d’analyse bactériologique
classique nécessitant 3 a 5 jours pour mettre en place un traitement.

Seule une interprétation de plusieurs résultats d’analyse, sur plusieurs laits mammiteux,
avec des résultats comparables et pour le méme cofit peut tre utilisée dans le but d’augmenter
I’efficacité de lutte (traitement et prophylaxie) (Manner, 2001).

C’est dans cette optique qu’un test le Speed® Mam Color a été développé par la société :
Bio Véto Test.

Pour la présente étude, nous nous sommes assignées comme objectifs :

1. L’identification des bactéries responsables de mammites cliniques.
2. La détermination de la sensibilité de ces bactéries aux antibiotiques.

Par I’intermédiaire de ce test de diagnostic bactériologique rapide, adapté aux contraintes
cliniques et accessible aux vétérinaires.
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CHAPITRE I : Les Mammites Cliniques Partie Bibliographique

I.1. RAPPELS ANATOMIQUES DE LA MAMELLKE :

I.1.1. La mamelle :

La vache posséde deux paires de mamelles inguinales, les deux quartiers antérieurs et les
deux quartiers postérieurs. Chaque mamelle se prolonge par un trayon au sommet duquel
s’ouvre le canal du trayon (Hollmann, 1974). Les mamelles sont réunies extérieurement par
une masse hémisphérique appelée le pis (Hanzen, 2000).

I.1.2. Histologie du tissu mammaire :

Le lait est sécrété dans des vésicules de 100 a 300 microns appelées alvéoles ou acini
(Figure 1.2) organisées en grappes, elles sont entourées d’un tissu conjonctif et adipeux tres
vascularisé appelé stroma. Elles s’ouvrent sur des arborisations canaliculaires : les canaux
galactophores (Figure I.1) qui drainent le lait de son lieu de sécrétion vers la citerne du pis
et le trayon. L’alvéole est entourée extérieurement par une trame de cellules myoépithéliales
et intérieurement par une couche de cellules cuboides: les lactocytes (Figure IL.2).
Ceux-ci sont fixés sur une membrane basale au travers de laquelle s’effectuent les échanges
nutritifs et hormonaux. Chaque lactocyte synthétise journellement son équivalent en poids de
protéines, lactose, minéraux et lipides.

La capacité de production laitiére d’un animal dépend du nombre de lactocytes mais
également de sa capacité de synthése et de sécrétion. Ces propriétés variant selon les individus
et selon son stade de lactation (Hanzen, 2009).
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1.2. MECANISMES DE DEFENSES :

On peut classer les défenses de la mamelle en deux grands types de mécanismes :

I.2.1. Les défenses passives :

Ce sont des mécanismes dont la fonction principale n’est pas une fonction de défense.
Ils si¢gent essentiellement au niveau du canal du trayon (Lebret, Berthelot et Petit, 1990).

» Le canal du trayon : son diamétre est plus grand dans sa partie proximale (0,8 mm)

que dans sa partie distale (0,4 mm). Il constitue de ce fait un élément de résistance
important (Bouchard, 2003).

» Le canal du trayon possede un sphincter qui se ferme une demi-heure a une heure

aprés la fin de chaque traite, empéchant les bactéries de gagner la citerne et de
1a le reste de 1a mamelle (Bruyas, 1997 ; Burvenich et al., 1998).

> Les cellules kératinisées se desquament et sont éliminées & chaque traite, elles

entrainent ainsi les bactéries qui auraient pu s’y fixer (Bruyas, 1997 ; Burvenich
et al., 1998).

> Au niveau de la rosette de Fiirstenberg, le canal du trayon est plus ou moins obstrué

par des replis de la muqueuse (Bouchard, 2003), qui est impliquée dans
les premiéres étapes de la réponse immunitaire (Hanzen, 2009).

1.2.2. Les défenses actives :

Ce sont des mécanismes reposant sur des structures dont le role premier est un role de
défense. Ces mécanismes sont essentiellement ceux qui sont mis en jeu une fois que ’agent
infectieux a dépassé le canal du trayon (Lebret, Berthelot et Petit, 1990).

Plusieurs protéines du lait sont douées d’activités antibactériennes non spécifiques :

>

>

Le lysozyme : est une enzyme capable de lyser la paroi de certaines bactéries,
sa présence dans le lait est controversée.

La lactoferrine : a une trés grande affinité pour le fer en présence d’ions bicarbonates
(surtout lors du tarissement) ce qui ralentit la croissance des bactéries dont les besoins
en fer sont importants.

Le _systéme lactoperoxydase / thiocyanate / péroxyde d’hydrogéne : Intervient lors
du tarissement en libérant des composés a fort potentiel oxydant défavorables a
la multiplication bactérienne.

Le systéme du complément : peut s’attaquer aux bactéries qui 1’activent et comporte
un complexe d’attaque membranaire bactéricide.

Les anticorps : dirigés contre les toxines bactériennes, ils jouent un role protecteur
important, en réduisant la sévérité des 1ésions tissulaires (Rainard, 1991).

Une soixantaine d’enzymes dans le lait, ont un role antibactérien.

De nombreuses cellules interviennent dans la premiere ligne de défense contre
les infections intra-mammaires.



CHAPITRE I : Les Mammites Cliniques Partie Bibliographique

> Les Macrophages : phagocytent les débris cellulaires de la mamelle saine
et les bactéries de la mamelle enflammée (Le Page, 1999).

» Les Polynucléaires neutrophiles (PNN) : migrent directement du sang vers
les bactéries du lait par -diapédese-. Leur role essentiel consiste a phagocyter
les bactéries et donc participer a I’élimination des infections.

» Les Lymphocytes B et T : fournissent des défenses a médiation humorale et cellulaire
(Paape, Van oostveldt et Meyer, 1999).

1.3. DEFINITION DES MAMMITES :

Une mammite est 1’inflammation d’un ou de plusieurs quartiers de la mamelle (Lebret,
Berthelot et Petit, 1990). L’origine peut étre traumatique, chimique, physique, biologique
ou autre. Les infections de la mamelle de la vache laitiere constituent la dominante
pathologique des inflammations de cet organe. Elles entrainent des modifications physiques,
chimiques, cytologiques et bactériologiques de la glande mammaire et du lait (Badinand,
2001).

Il n’existe pas de flore normale de la mamelle. Des mammites dites « aseptiques »
existent, celles-ci peuvent étre dues a des désordres physiologiques mais elles restent
beaucoup plus rares (Poutrel, 1985).

L.3.1. Classification :

La variété des symptomes a conduit a une classification des mammites en fonction de leur
gravité.
1.3.1.1. Mammite sub-clinique :

Lors de mammite sub-clinique, 1’état général de 1’animal est parfaitement normal,
la mamelle apparait parfaitement saine et le lait ne présente pas de modifications
macroscopiquement visibles. Par contre, un examen cytologique se manifeste par
un comptage leucocytaire ou de cellules somatiques (CCS) élevé ( > 200 000/ml)
et des analyses biochimiques diverses mettent en évidence des modifications trés importantes
de ce lait.

Elle peut évoluer pendant trés longtemps, plusieurs lactations parfois et aboutir enfin a une
fibrose plus ou moins importante des quartiers atteints (c’est-a-dire un passage au stade
clinique chronique) (Lebret, Berthelot et Petit, 1990).

1.3.1.2. Mammite clinique :
Elle se traduit par une inflammation, visible a 1’ceil nu, de la glande mammaire :

- Signes fonctionnels : la perturbation des fonctions sécrétoires entraine une modification
de la quantité et de I’aspect du lait (caillots, voire du sang).

- Signes locaux : le quartier atteint devient : chaud, rouge, douloureux et tuméfié
(Signes cardinaux de I’inflammation).

- Signes généraux: ils sont liés a la libération de toxines. On peut observer
de I’hyperthermie, de 1’abattement, une chute d’appétit, une arumination, de la déshydratation
et parfois une paraplégie (Hanzen et Pulvinage, 2008).

Elle sera considérée aigué ou suraigué dans la situation de changement soudain
et chronique lorsque la situation est récurrente ou continue (Erskine, 2004).

4
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1.4. ETIOLOGIE :

De trés nombreux micro-organismes sont susceptibles de franchir la barriére constituée par
le canal du trayon et de se multiplier dans la mamelle. Bactéries, virus (leucose, fiévre
aphteuse), levures et algues peuvent étre la cause d’infections mammaires et de mammites.

Cependant, ce sont les bactéries qui sont responsables de la trés grande majorité des
mammites dans environ 90% des cas (Berthelot et Bergonier, 1993).

I.4.1. Mammites cliniques:

Parmi les différents germes incriminés notons les :

» Staphylococcus aureus : entraine un taux d’infection clinique faible, il peut
également, dans certains cas, provoquer des mammites cliniques dont certaines
avec des symptémes aigus et trés graves (mammite gangreneuse) (Hanzen
et Pulvinage, 2008).

> Streptococcus uberis : (20 a 30%) c’est un germe saprophyte du milieu
extérieur, donc il cause fréquemment des mammites cliniques a répétition
se déclenchant surtout pendant la période du tarissement et au cours des
premiéres semaines de la lactation et il est souvent associ¢ aux infections
causées par: E. coli.

> Entérobactériacées : ce groupe rassemble les G° du tube digestif il s’agit
principalement des Coliformes avec comme chef de file: E. coli, qui est
responsable de mammites cliniques au début et en fin du tarissement (risque 3
a 4 fois plus élevé qu’en période de lactation) (Hanzen et Pulvinage, 2008).

» Mycoplasma bovis . cet agent cause fréquemment des mammites cliniques
récidives et les vaches peuvent étre des porteuses asymptOmatiques de
I’infection (Descoteaux, 2004).

1.4.1.1. Les agents pathogénes :

e Majeurs:
» Contagieux comprennent :
- Staphylococcus aureus (coagulase +).
- Streptococcus agalactiae.

» De I’environnement comprennent :
- Les bactéries Gram™ : Escherichia coli, Klebsiella.
- Streptococcus uberis : (bactérie dite mixte a réservoir mammaire et envionnemental).
- Streptococcus dysgalactiae.
- Actinomyces pyogenes (mammite d’été cocerne tant les génisses que les vaches).

e Mineurs :

Sont des bactéries bien adaptées a la glande mammaire et qui ne causent pas des
dommages importants. Ce sont surtout les Staphylocoques Coagulase Négative (SCN),
Corynebacterium spp et les Microcoques. D’autres agents mineurs comme : Enterobacter spp,
Serratia spp, Pseudomonas spp, Proteus spp, Enterococcus spp et Citrobacter spp sont de
moindre importance et proviennent majoritairement de I’environnement (Bouchard, 2003).

L’infection de la mamelle par voie endogene (hématogene) reste exceptionnelle, cependant
I’excrétion de micro-organismes viables dans le lait sans qu’il y ait de signes cliniques
de mammite est parfois rencontrée lors de certaines affections comme la brucellose,
la tuberculose, la para-tuberculose, la salmonellose ou la chlamydiose (Fédération
Internationale de la Laiterie, 1980).
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Tableau L1 : Classification des principaux germes responsables de mammites dans 1’espece
bovine en fonction du pouvoir pathogéne et du réservoir (Hanzen, 1999) :

" Pathogénes mineurs : |

" Pathogenesmajeurs: .

Staphylococcus Coagulase Positive. Staphylococcus.

! Streptococcus agalactiae. Coagulase Négative.

. Germes contagieux : Streptococcus dysgalactiae.

Streptococcus uberis. Actinomyces bovis.

{ Escherichia coli. Klebsiella pneumoniae.
: S bori Enterobacter cloacae.

| Germes d’environnement : APERRGIGO Lents Hafnia s

i *  Pseudomonas aeruginosa. , PP- ,

; Klebsiella spp Citrobacter freund.

i ’ Levures. |
Champignons. |

1.5. PATHOGENIE :

La colonisation de la mamelle par voie endogéne est exceptionnelle, donc la voie
diathélique est la principale voie de contamination. Cette dernicre se fait par capillarité via
le canal du trayon, principalement dans les 20 minutes qui suivent la traite (Alexandre, 2005).

Une fois dans le sinus du trayon les germes doivent s’adapter & ce nouveau milieu que
constitue le lait, au demeurant fort différent de la peau et du milieu extérieur.

Le lait mammiteux constitue un meilleur milieu de culture que le lait sain, tout au moins
pour les germes responsables de mammites (Hanzen, 2000).

L’apparition de la mammite est plus complexe et le schéma qui‘en donne la meilleure idée
est le suivant : invasion, infection puis inflammation.

» Stade d’invasion :

Sauf dans le cas de la tuberculose dans laquelle la voie de pénétration peut étre
hématogéne, I’infection de la glande mammaire se produit toujours par le canal du trayon
(Blood et Henderson, 1976).

> Stade d’infection :

Les germes se multiplient rapidement et envahissent le tissu glandulaire, une fois
’invasion réalisée, une population bactérienne peut étre installée dans le canal du trayon.
Partant de 13 une série de multiplication et d’extension au tissu mammaire peut se produire
fréquemment ou épisodiquement selon la sensibilité de ce tissu (Cullen, 1966).

> Stade d’inflammation :
Ou la mammite clinique se manifeste et/ou la numération leucocytaire du lait est élevée
(Cullen, 1966).

Par ailleurs, de nombreuses bactéries pathogenes produisent des hémolysines.
Le milieu se trouve ainsi enrichi en fer (€lément favorisant la croissance bactérienne) libéré
lors de la destruction des globules rouges.

En général, la présence d’un germe constitue un obstacle au développement des autres
germes. C’est la raison pour laquelle dans une exploitation, la flore se limite habituellement
a une voire deux especes pathogenes (Hanzen, 1999).

6



CHAPITRE I : Les Mammites Cliniques Partie Bibliographique

1.6. FACTEURS DE RISQUE :

La mammite chez la vache laitiére est une pathologie multifactorielle (Barnouin et al.,
1999).

1.6.1. Facteurs liés a I’animal :

v" Numéro de lactation :

La fréquence des infections augmente avec 1’dge de I’animal et le nombre de lactation,
suite aux traumatismes cumulés au niveau des trayons et au relachement des ligaments
suspenseurs qui entraine des défauts de conformation de la mamelle.

Le risque de mammite clinique est aussi élevé chez des primipares, dont I’age au premier
vélage et/ou le niveau de production sont élevés (Berthelot et Bergonier, 2006).

v’ Stade de lactation :

Les périodes les plus critiques pour I’acquisition de nouvelles infections
et le développement des mammites ont lieu au début du tarissement (Nelson, 1991 ; Monti
et Dejong, 2005), suite 4 une accumulation de fluides qui entraine une augmentation de la
pression dans le pis, puis & une dilatation du canal du trayon, ce qui favorise I’entrée des
bactéries (Mariani, 2004).

v Conformation de la mamelle et 1’état des trayons :

Un déséquilibre de la mamelle, avec extrémité des trayons au-dessous des jarrets
définissent un double risque de mammite (Pulvinage et al, 1991).

1.6.2. Facteurs extrinséques & animal :

> La machine & traire - De nombreux facteurs liés au niveau de vide, a la pulsation,
aux caractéristiques des manchons et & la technique de traite peuvent étre responsables
d’un effet traumatisant sur le trayon (Fédérici-Mathieu et Godin, 1999).

> L’hygiéne : 1l serait utile de metire en ceuvre : Le trempage antiseptique des trayons
systématiquement aprés la traite et le raclage biquotidien de ’air d’exercice (Peeler et al.,
2000 ; Girodon, 2001).

> Pathologies intercurrentes: Le r1ble de certaines pathologies nutritionnelles :
(Carence en vitamine A, Sélénium, vitamine E et le fer...) et infectieuses du péripartum
(Bareille et al., 2004).

> L’alimentation: Le déficit énergétique associé a la stéatose et les carences en
vitamines E et Sélénium sont considérés unanimement comme étant facteur favorisant les
infections mammaires (Barnouin, 1995).

1.6.3. Facteurs liés & ’environnement :

& La litiere : Insuffisante, chargée en excréments et en contact avec la mamelle
(Prikazky, 1986).

% Le logement : La conception et la fonctionnalité des batiments (type de stabulation,
la surface de 1aire paillée par vache et la fréquence de paillage...) (Girodon, 2001).

% La saison: L’incidence est plus élevée durant les mois hivernaux de stabulation
entravée (Berry, 1998 ; Myllys et Rautala, 1995), et plus faible pour des vélages entre :
Juin et Septembre (Waage Johnson et Franklen, 1994).
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1.7. DIAGNOSTIC ET DEPISTAGE DES MAMMITES CLINIQUES :

1.7.1. Diagnostic par examen clinique :

_ Le diagnostic clinique d’une mammite repose sur 1’évaluation de plusieurs criteres :
(Btat général, appétit, température, consistance de la mamelle, aspect du lait
et la déhydratation) (Renaud, 2002).

1.7.1.1._Diagnostic individuel :

Leur détection est relativement facile en particulier par I’examen systématique et correct
des 1°° jets de la traite de chaque quartier sur un fond noir (bol de traite ou cuve
a développement photographique) pour apprécier les variations des caractéristiques normaux
du lait (couleur, consistance, mélange avec d’autres substances ou liquides exemple :
hémoculture). L’éleveur doit s’astreindre & palper les quartiers et les trayons en début de
traite pour détecter toute chaleur anormale (Rosenberger, 1979).

1.7.1.2._Diagnostic épidémiologique : (du troupeau)

Si la détection individuelle est correctement réalisée, il est donc possible de calculer :
I’incidence mensuelle et /ou annuelle des cas cliniques qui est interprétée en relation avec
les résultats des comptages des cellules somatiques individuels et de tank et permet de
formuler des hypothéses diagnostiques. Sachant que 1’incidence mensuelle des mammites ne
devrait pas dépasser (3 4 5%) et I’incidence annuelle devrait rester inférieure a (25 a 30%),
au-dela de ca, la fréquence des mammites cliniques est considérée comme anormale
(Berthelot et Bergonier, 2006).

L’objectif est de caractériser la situation épidémiologique et les grands types d’infections
présentes a partir de données accessibles dans 1’élevage (Serieys, 2004).

Il est connu sur le plan épidémiologique qu’en général, une ou deux espéces bactériennes
sont responsables de la grande majorité des infections du troupeau. Pour parvenir a ce
diagnostic de suspicion épidémiologique, il convient de confronter les différents indicateurs
épidémiologiques accessibles dans 1’élevage afin d’élaborer un faisceau de présomptions
destiné a cerner le profil épidémiologique de I’exploitation et de ’orienter ainsi vers un
modéle contagieux ou plutdt un modele environnemental. Des observations sur les comptages
cellulaires individuels, les comptages cellulaires de tank, 1’aspect des mamelles et des trayons,
des conditions de traite, la sévérité des cas cliniques, permettent d’affiner la suspicion et de
suspecter la présence d’un germe pathogeéne majeur (Faroult, 2004).

1.7.2. Identification bactérienne :

L’examen bactériologique d’un échantillon de lait provenant d’une vache atteinte
de mammite passe par deux étapes :

+ La premicre concerne : la réalisation du prélévement, sa conservation
et son expédition.
+ La deuxiéme étape est réalisée au laboratoire (Bouchot et al., 1985).

1.7.2.1. Le prélévement :

Il constitue un temps primordial qui conditionne tous les autres temps de I’analyse
bactériologique. 11 doit étre réalisé aseptiquement, en effet une flore de I’ambiance de 1’étable
(bactérie sporulée de I’air ou levure de 1’aliment) et/ou une souillure par I’extrémité du trayon
(Streptocoques et Staphylocoques de la surface de la peau dont la présence dans
les prélévements est d’une signification ambigiie) risquent de masquer les germes pathogénes,
rendant leur isolement et leur identification plus délicats et donc plus longs (Leroux, 1982).
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1.7.2.1.1. Méthode de préléevement :

La technique décrite ci-dessous doit étre rigoureusement suivie :
Elle doit étre effectuée avant la traite, car la sensibilité¢ de détection est plus grande
(Salat, 2008).

> Lavage et séchage de la mamelle et des trayons.

» Désinfection de D’extrémité du trayon avec de 1’alcool & 70° en insistant sur
I’extrémité de I’orifice du canal du trayon (Figure 1.3).

> Elimination des premiers jets de traite ; possibilité pour certains germes de gagner

>

la mamelle par voie ascendante (Leroux, 1982).
Prélévement d’environ 10 ml de sécrétion mammaire par traite dans un flacon stérile
maintenu incliné presque horizontalement et manipulé en prenant les précautions
rigoureuses d’asepsie (Figure 1.4).

» Les flacons sont identifiés, datés, et expédiés au laboratoire.

Lorsque 1’on préléve plusieurs quartiers, on respecte un ordre de prélevement inverse
de celui de la désinfection, afin d’éviter de toucher un trayon non encore prélevé avant de
le prélever (Mialot, 1983).

Figure 1.3 : Ordre de désinfection. Figure 1.4 : Ordre de prélévement.
(Alexandre, 2005).

1.7.2.1.2. Conservation des préléevements :

Les prélévements doivent étre amenés dans 1’heure qui suit au laboratoire ou étre
conservés au réfrigérateur entre 2°C et 8°C, si I’analyse est effectuée dans les 24 heures.

Au-dela, les prélévements doivent étre congelés et maintenus a une température inférieure
a: -18°C (Manner, 2001).

1.7.2.1.3. Effets de la congélation :

Les publications & ce sujet sont assez nombreuses, mais parfois leurs conclusions different.

Selon Schukken et al. (1989) :

v" Les isolements & E. coli et A. pyogenes diminuent en nombre avec
la congélation.

v" La congélation n’a pas d’effet sensible sur le nombre d’isolement des
Streptocoques et des Staphylocoques dorés.

v" Les SCN sont plus souvent isolés apres congélation qu’avant.

Selon Villanueva et al. (1988) :

>  Les isolements aprés 23 jours de congélation de Str. agalactiae est:
2,5 fois plus nombreux aprés congélation qu’avant et S.aureus 1,5 fois.
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1.7.3. Diagnostic bactériologique du laboratoire :

Considéré comme un examen complémentaire dans la démarche diagnostic (Faroult
et Le Page, 2006). Consiste 2 mettre en évidence et a identifier des bactéries pathogenes dans
le lait des quartiers infectés, cette méthodologie s’avere trés nettement inadaptée a une
utilisation & grande échelle (Martel, 1991) et ne peut pas étre systématique, pour des raisons
de cofit et de délai d’obtention des résultats (Berthelot et Bergonier, 2001).

Plusieurs méthodes permettent de déterminer le type d’agent pathogéne qui cause les
mammites. Ce sont : la culture bactériologique standard du lait, la Polymérase Chaine
Réaction (PCR), les plaques Pétrifilm™ ainsi que les Biplates et Triplates (Jodi, 2007).

1.7.3.1. Examen bactériologique (classique) :

Le but de ’examen bactériologique est d’identifier les bactéries isolées dans le but de
confirmer une suspicion épidémiologique d’un élevage (Faroult et Serieys, 2001).

Sur un quartier infecté, le niveau de sensibilité d’un seul examen bactériologique est de
75% et le fait de le renouveler permet de dépasser les 90 % (Salat, 2008).

La caractérisation des bactéries présentes dans le prélévement de lait mammiteux passe par
plusieurs étapes :

1. Ensemencement direct ou indirect (avec enrichissement ou dilution préalable).
2. Isolement et purification.
3. Identification biochimique et éventuellement un antibiogramme (Salat, 2008).

1.7.3.2. La polymérase chaine réaction (PCR) :

La PCR est une méthode moléculaire qui identifie 1’agent pathogene par la présence
d’ADN, utilisable seulement en laboratoire. La PCR s’effectue directement sur le lait ou
aprés enrichissement.

Les avantages de la PCR sont que les bactéries peuvent étre vivantes ou non, qu’on peut
utiliser des échantillons contenants des antibiotiques et que les résultats sont disponibles en
24 heures.

Par contre, ce test ne peut pas é&tre réalis¢ a la ferme et est plus coliteux
(approximativement 30 $ par échantillon).

Actuellement la PCR n’est utilisée que pour la détection de certains organismes dans le lait
(S. aureus, Str. agalactia et Mycoplasma spp) (Jodi, 2007).

1.7.3.3. Les plaques PETRIFILM® :

Sont des milieux de cultures sélectifs, intéressantes pour la numération des S. aureus et des
Coliformes (E. coli, klebsiella). Les résultats sont disponibles dans les 22 a 24 heures
suivantes. Les études ont démontré une sensibilité comparable ou meilleure a la culture
standard du lait pour la détection de S. aureus et des Coliformes (Jodi, 2007).

1.7.3.4. Plagues de culture :

Les bi-plates (Photo I.1) permettent 1’identification d’un quartier infect¢ par un
organisme Gram positif ou Gram négatif. Le systéme tri-plates (Photo 1.2) est semblable,
sauf qu’il comporte un troisiéme milieu sélectif pour la croissance des Streptocoques.
Le test est accompli par I’ensemencement de 0.01 ml de lait sur les milieux de culture,
la lecture est faite aprés 24 heures. Ces plaques permettent de faire une analyse
bactériologique simple & la ferme ou a la clinique (Jodi, 2007).
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I.7.4. Diagnostic immunologique :

1.7.4.1. Test immuno-enzymatique (ELISA) :

Peuvent mettre en évidence un antigéne ou un anticorps, le complexe Ag-Ac formé
est révélé au moyen d’une réaction enzymatique colorée quantitativement mesurable.

* La recherche des Ac (Figure I. 5) (IgG surtout) peut se faire sur le lait entier ou
sur le lactosérum apres coagulation, la spécificité de la méthode dépend essentiellement de
la nature de I’Ag utilisé.

* La recherche des Ag se fait habituellement sur le lait entier soit par la méthode : Sandwich
ou par les méthodes d’inhibition ou de compétition. La mise en évidence des Ag est souvent
rendue difficile par la faible concentration en bactéries des laits infectés. Aussi, il est parfois
nécessaire d’incuber les échantillons pendant quelques heures (Hanzen, 2009).

Etape 1 =) lavages == Etape 2 = lavages== Etape 3 ==) lavages == Etape 4.

Q Antigeéne : Extrait bactérien. . Antigéne Anti-Ig + Enzyme.
Anticorps (Ig bovine) spécifique Substrat de I’enzyme +
Présent ou non dans le lait. Chromogene.

Figure L. 5 : Technique ELISA recherche d’anticorps (Manner, 2001).

1.7.4.2. Test de latex :

Sur des billes de latex de (0.008 mm), (0.01mm) de diamétre éventuellement colorées sont
fixées soit des Ag, soit des Ac, la mise en présence de ces billes avec le lait contenant les Ac
ou les Ag correspondant, entraine en quelques secondes une agglutination visible a I’ceil nu.

Ce principe a déja fait I’objet d’applications commerciales. La détection d’Ag n’est
cependant possible que s’ils sont en concentration suffisante d’ou la nécessité¢ d’un
enrichissement préalable (Hanzen, 2009).
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1.7.4.3. Test de I’anneau (cream rising test):

11 consiste a la mise en évidence d’un réseau de : globules gras-Anticorps. Les IgA et IgM
sécrétés localement lors d’une infection se fixent a la surface des globules gras, les bactéries
préalablement colorées et mélangées au lait sont reconnues par ces anticorps et constituent
avec les globules gras un réseau qui remonte avec la créme (Figure I. 6 - Deuxieme cas)
formant un anneau coloré, d’ou le nom de : *cream ring test*. Cette méthode est utilisée
pour la détection des brucelles (Sutra, Coffin et Dubray, 1986) et est envisageable pour
les infections a : S. aureus et Str. agalactiae (Sandholm, 1989).

Ajout de bactéries : @
I
%

Marquées par un isotope radioactif.

Analyse de
la radioactivité.

Lait de mammite testé.

>

Incubation
Pendant 8h
a: 37°.

o ® \IO\UI&‘UN"‘
a6 7

) O

'l

o

NN d

Figure L 6 : Représentation du *Cream ring test* selon Sandholm et Louith (1991).

1.7.4.4. 1.’hybridation moléculaire :

C’est une méthode plus récente mais aussi plus contraignante techniquement.
Elle consiste a identifier une fraction du génome de la bactérie a ’aide d’une sonde
¢’est a-dire d’un fragment d’ADN ou d’ ARN complémentaire de cette fraction.

Cette sonde a été préalablement marquée a ’aide d’un isotope radioactif (sonde chaude)
ou d’une enzyme (sonde froide), la réaction est révélée sur un film photographique ou par
réaction enzymatique colorée (Hanzen, 2009).

1.7.5. Diagnostic non immunologique :

1.7.5.1. Test avec de I’hémolymphe de Limule :
Principe : détection du LPS, composant pariétal des bactéries G-.
Cette méthode est fondée sur la coagulation des amaebocytes de I’hémolymphe de Limule
(Limulus polyphemus) au contact de composants bactériens. Cette coagulation nécessite
’activation d’une cascade enzymatique (Waage, Jonson et Franklin, 1994).

12




CHAPITREII :

 ANTIBIOTIQUES
ANTIBIOTHERAPIE




CHAPITRE II : Antibiotiques & Antibiothérapie Partie Bibliographique

IL.1. DEFINITION DES ANTIBIOTIQUES :

D’aprés Waksman (1942), les antibiotiques sont des substances chimiques produites par
différentes espéces de micro-organismes (Bactéries ou champignons), qui ont le pouvoir
d’inhiber la croissance des autres micro-organismes ou méme de les détruire.

Tableau IL.1 : Comparaison des propriétés des antibactériens (Faroult et Sérieys Hors série
GTV 2005)

B | :
Famille Pm’mpaux : Spectre . Mode d’action | _ Distribution
representants | ;
Belpénjcilline Gram+ (Strepto et 7 “Extracellulaire limitée
Pénéthacilline Staphylo a Bactéricide (benzylpénicilline) ou
pénicillinases -) large (pénéthacilline)
Ampicifice Gram+ (Strep{o et
= Staphylo a i % .
Amoxycilline pitcillinasss Bactéricide
G, coli) Extracrélrlulalre large
- Cloxacilline =~ Gram+ (Staphylo a
- Oxacilline pénicillinases + et Bactéricide ¥ ot e acellilsics initée
- Nafcilline Strepto)
- Céfalexine
- Céfazoline
) C’e fapme Garniik Bactéricide Extracellulaire
- Céfalonium Gram- 4
S variable
- Céfopérazone
- Céfquinome
- Néomycine Gram-:- (Sagghylo,
B pas d’activité sur
- Framycétine les Serorit Bactaricid
e es Streptos) actéricide ' ‘
S ; Gram- Extracellulaire faible
- Streptomycine
_ Bacitracine Gram+ (bacitracine)
- o Gram- (Colistine) Bactéricide Extracellulaire faible
- Colistine
- Spiramycine
- Tylosine S
: + g
- Erythromycine Grgrtr; h:(ys;;t)out Balc?ti‘,ﬁ::lggeue Intracellulaire large
- Novobiocine 4 1
- Lincomycine
- Rifaximine
< Gram+
| - Tétracycline ; :
| - Oxytétmeycline Gram- Bactériostatique Large
| - Fluméquine
- Marbofloxacine = Gram+ (staphylos) A
R Gl Bactéricide Large
- Danofloxacine
Gram+ ;s :
Gram- Bactériostatique Large
%rram+ Bactéricide Intracellulaire large
am-
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I1.2. L’ANTIBIOTHERAPIE DES MAMMITES :

L’antibiothérapie est 4 la fois une mesure curative et prophylactique. Elle vise a guérir
les infections existantes (traitement en lactation et au tarissement) et a prévenir I’installation
de nouvelles infections (traitement au tarissement).

Les paramétres & prendre en considération avant d’effectuer un traitement sont le choix de
I’antibiotique et les conditions du traitement (Poutrel, 1999).

I1.2.1. Mammite clinique :

Elle doit systématiquement faire 1’objet d’une antibiothérapie.

Le traitement antibiotique doit éliminer les germes présents dans la mamelle, en particulier
Staphylocoque aureus et Streptocoque uberis, responsables d’infections latentes, a I"origine
des taux cellulaires élevés.

On choisit, pour cet effet, des traitements ciblés Gram * et assurant une bonne diffusion des
antibiotiques dans le tissu mammaire.

L’adjonction de traitement par voie générale est parfois recommandée, compte tenu de la
bonne diffusion de certains antibiotiques dans le parenchyme mammaire.

Elle se complétera d’une thérapeutique symptomatique (fluidothérapie, anti-
inflammatoires) dans le cas d’infections a des entérobactériacées (Hanzen et Pulvinage,
2008).

Pour la réussite du traitement antibiotique, il est capital de respecter trois criteres ; on doit
donc traiter :

o Rapidement : le plus t6t possible afin d’éviter ’extension de I’inflammation et de
I’infection.

o Massivement : pour éviter d’avoir des doses inférieures aux concentrations minimales
inhibitrices des germes présents dans la mamelle et ainsi créer des phénomenes
de résistance.

o De facon prolongée : il ne faut pas interrompre le traitement lors de la disparition des
signes cliniques sous peine d’échec thérapeutique (Bornot-Babouilard, 1994).

Des traitements complémentaires peuvent étre mis en place lors de symptdmes généraux
et/ou locaux importants : corticothérapie, réhydratation, calcithérapie et- I’application des
pommades décongestionnantes (Flache, 2002).

I1.3. VOIES DU TRAITEMENT :

Les capacités d’accession des antibiotiques aux germes sur le site de I’infection dépendent
a la fois des propriétés physico-chimiques des principes actifs et de leur voie d’administration.

I1.3.1. Le traitement parentéral :

Injecté le plus souvent par voie intra-musculaire, 1’antibiotique est présent dans le sang
sous forme libre et liée & une concentration qui dépend de la dose administrée et du
métabolisme. Son passage dans le lait et sa pénétration dans les bactéries dépendent de son
taux d’ionisation et de sa liposolubilit¢ (Gedilaghine, 2005).

Il est conseillé dans tous les cas de mammites qui se traduisent par des signes généraux
intenses, de facon & prévenir ’apparition d’une septicémie ou d’une bactériémie et aider a
la lutte contre I’infection glandulaire (Blood et Henderson, 1976).
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IL.3.2. Les infusions mammaires : (Diathéliques) :

Du fait de leur commodité et de leur efficacité, les infusions mammaires sont la méthode
la plus en vigueur (Achache, 1982). L’administration intra-mammaire expose la glande a un
risque supplémentaire d’infection dont les nocardioses et les mycoses.

Aussi il est indispensable de respecter un protocole de traitement strict :
v’ Aprés traite compléte du quartier,
v Nettoyer le trayon, désinfecter (20 secondes) I’orifice du trayon avec un tampon
imbibé d’alcool a 70°,
v" Injecter I’antibiotique,
v Pratiquer un trempage (ou une pulvérisation) antiseptique de tout le trayon
(Hanzen et Pulvinage, 2008).

Photo. IL1. Traitement par voie intra-mammaire (Rychembusch, 2003).

I1.4. MOMENT DU TRAITEMENT :

Un traitement doit &tre aussi précoce que possible. Le choix dépendra des symptomes
présentés par ’animal. On privilégiera le traitement en lactation pour les mammites cliniques
et le traitement au tarissement pour les mammites sub-cliniques (Radostis, 1997).

I1.4.1. Le traitement au tarissement : (Dry Cow Therapy ) :

L’involution de la glande mammaire qui suit le tarissement s’accompagne d’une
désorganisation des épithéliums de surface, se qui permet une diffusion bien plus facile des
antibiotiques a I’intérieur des tissus et favorise leur acces aux bactéries (Salat, 2008).

Le traitement au tarissement aprés la derniére traite reste indispensable dans les conditions
actuelles de nos étables. Il permet d’agir 4 titre curatif, vis-a-vis des infections déja presentes
et préventif, 4 1’égard des infections qui peuvent se déclarer pendant le tarissement (Ghouri,
2005).

Dong, le traitement au tarissement pourra &tre plus efficace qu'un traitement au cours de
la lactation, car on pourra utiliser une dose plus importante d'antibiotiques sans crainte de
résidus dans le lait et le contact sera étroit et prolongé avec le germe du fait de I'involution
mammaire et de I'absence d'effet chasse-lait (Poirier, Scholl et Christen, 2008).

11.4.2. Le traitement en lactation :

11 doit &tre réservé aux mammites cliniques ou lorsqu’il présente un intérét économique
certain, par exemple en début de lactation, ou dans le cas de mammites a Str. agalactiae,
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dont I’efficacité d’un traitement en lactation est élevée (80 a 100 %) mais faible contre les
Staphylocoques (15 a 60 %) pour trois raisons :
v' Sa capacité a survivre au sein des leucocytes échappant ainsi a I’action de
la majorité des antibiotiques,
v La fibrose induite par cette infection qui rend difficile la diffusion de
1’antibiotique,
v' Enfin, la transformation du Staphylocoque en forme L (Hanzen et Pulvinage,
2008).

Tableau IL2 : Importance relative de quatre voies d’élimination des infections (Natzke,
Evererr et Bray, 1982).

! rme(/o‘) S. aureus Str sl ,A““,e_s | Coliformes | Autres | Total :
Voie |77 | agalactiae | Streptocoques S T
Guérisons 26 7 op) 11 18 13

Spontanées

| Talteiens 14 13 26 58 47 | 27
en lactation

Lraticient ay 39 58 31 13 7 34
Tarissement
- Réforme 15,3 152 13,9 11,9 16,8 14,1

I1.5. ASSOCIATION D’ANTIBIOTIQUES :

Le choix d’associations d’antibiotiques repose encore sur les principes généraux €énonces
par : Jawetz et Gunnison —Partie Annexes 03- (Ganiére, Andre-Fontaine et Larrat, 1993),
qui bien qu’anciens [1952], sont toujours valables. L effet recherché étant I’¢élargissement du
spectre et/ou la synergie. Or, dans presque tous les cas une seule espéce bactérienne
est présente dans la mamelle et la synergie n’a pas été réellement démontrée.

En outre, 1’usage abusif d’une grande variété d’antibiotiques n’est pas sans inconvénient,
puisqu’il se traduit par 1’apparition d’un nombre de plus en plus important de souches
résistantes (Le Manuel Vétérinaire Merck, 2002).

C’est pour cette raison qu’il semble intéressant d’essayer de réaliser une rotation
des antibiotiques dans une exploitation, afin de diminuer la pression de sélection de chaque
antibiotique et donc le nombre de souches résistantes (Leroux, 1982).

I1.6. ECHEC THERAPEUTIQUE :

Les échecs seraient surtout dus 4 une mauvaise accessibilité du germe au principe actif.
Les Staphylocoques et les Streptocoques par leur capacité d'adhésion aux cellules épithéliales
des alvéoles galactophores et leur possible localisation intracellulaire sont peu accessibles
(Arzul et Faroult, 2005). De plus, les obstacles comme les micro-abcés ou la fibrose
peuvent nuire a une bonne diffusion de l'antibiotique vers les germes (Lepoutre, 1992).

En ce qui concerne les résistances aux antibiotiques intra-mammaires, actuellement,
il est difficile d'isoler un germe responsable de mammite complétement sensible a tous
les antibiotiques communément utilisés.
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Les résistances les plus importantes concernent surtout des souches résistantes aux B-
lactamines notamment S. aureus et Str. agalactiae (Berghash et al., 1983).

L’effet de la thérapeutique antibactérienne est de faire pencher la balance hote-microbe
en faveur de 1’hdte dont les propres mécanismes de défense doivent étre capables de venir
a bout de I’infection, c’est & dire que les échecs thérapeutiques sont discutés du point du vue
d’une balance hdte-microbe non favorable a I’animal (Sandholm et Louith, 1991).

Les mécanismes entrainant 1’échec des thérapeutiques antibactériennes comprennent
des mécanismes de résistance bactérienne comme différentes stratégies adaptatives,
des limites pharmacocinétiques, I’incompatibilité entre les antimicrobiens et le lait, des échecs
dans la coopération entre les facteurs antimicrobiens endogénes et exogenes et enfin les
réinfections.

Donc 1’échec thérapeutique est dii dans la majorité des cas & un choix erroné ou a
une mauvaise utilisation des antibiotiques. Il s’avere donc important de connaitre les aspects
bactériologiques, pharmacocinétiques et pharmaceutiques que suppose le choix d’un
antibiotique en vue d’éliminer totalement une population bactérienne (Hanzen, 1999).

I.7. LA DETECTION RAPIDE DES RESIDUS D’ANTIBIOTIQUES
DANS LE LAIT :

Le traitement antibiotique des mammites représente la principale cause de pollution du lait
par des résidus d’antibiotiques. C’est I’administration d’antibiotiques par voie diathélique qui
théoriquement semble présenter le plus de risque (Fédericci-Mathieu, 2000).

C’est pour cette raison que des tests rapides ont ét¢ développés, grice aux moyens
biotechnologiques modernes. Ils reposent sur des méthodes immunologiques qui exploitent
les réactions : Antigéne-Anticorps dont la liaison est révélée par des réactions soit :

> Immunoenzymatiques (Snap®, Penzymi?.
» Immunochromatographiques (Béta-Star -, Delvotest®-X-Press, Rosa®, Charm®).
» Radio-immunologiques.

Rapidité et facilité de réalisation, sensibilité et spécificité élevées vis-a-vis des principaux
antibiotiques nuisibles 4 la transformation du lait (B-lactamines, tétracyclines), font de
ces tests des outils de choix pour les industriels (Gedilaghine, 2005).

I1.8. REFORME DES INCURABLES :

Les animaux porteurs d’infections résistantes au traitement en lactation et hors lactation
constituent un réservoir permanent de bactéries pouvant étre & ’origine de nouvelles
infections. Ces animaux doivent étre réformés ou écartés du troupeau (Le Manuel
Vétérinaire Merck, 2002).
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III.1. I’ANTIBIOGRAMME :

L’identification des bactéries pathogenes par le diagnostic bactériologique des mammites,
est généralement complétée par une évaluation de la sensibilité d’une souche bactérienne a
plusieurs antibiotiques (Martel, 1991).

L’antibiogramme est réalis¢ donc dans le but de prédire avec un risque minimum
I’efficacité thérapeutique de la molécule (Manner, 2001).

II1.1.1. DEFINITION DE L’ ANTIBIOGRAMME :

L’antibiogramme se définit comme la recherche - in vitro - de la sensibilité des bactéries
aux antibiotiques (Leroux, 1982).

I1 a une double finalité :
> La premiere est d’orienter le clinicien dans le choix d’un traitement anti-infectieux.

» La seconde est ’obtention de données épidémiologiques fiables sur 1’évolution dans
le temps et dans ’espace de la résistance acquise aux différents antibiotiques des
principales espéces bactériennes pathogenes (Guérin-Faublée et Carret, 1999).

IT1.1.1.1. Méthodologie :

L’antibiogramme en bactériologie vétérinaire, ne présente pas de spécificités, il consiste
a mesurer, directement ou indirectement, la CMI par une technique standard puis & interpréter
sa valeur (Guérin-Faublée et Carret, 1999).

> Définition CMI :

Selon Flandrois et Carret (1990) : C’est la concentration d’un antibiotique qui peut
entrainer une inhibition suffisante de la croissance bactérienne pour étre cliniquement
significative.

> Définition des catégories cliniques :

La valeur de la CMI ne fournit une indication au clinicien que si elle est interprétée
en fonction du résultat thérapeutique escompté. Les souches bactériennes sont classées
en catégories cliniques (Figure ITI. 1) : une souche est dite sensible (S) 4 la molécule testée
quand la probabilit¢ de succes thérapeutique est acceptable, résistante (R) quand
la probabilit¢ d’échec thérapeutique est forte et intermédiaire (I) lorsque le résultat
thérapeutique est imprévisible (anonyme, 1996).

@ ™

Concentration croissante en Antibiotique :

T T i |
< ) A A
C C

K Souche Résistante > Souche Intermédiaire > Souche Sensible. )

Figure III.1 : Les catégories cliniques (Manner, 2001).
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> Définition des concentrations critiques :

La catégorisation clinique est faite en utilisant, le plus souvent deux concentrations ¢ et C.
Si la CMI est inférieure ou égale 4 ¢, la souche est semsible, résistante si la CMI
est strictement supérieure a C et pour les valeurs de la CMI comprises entre ¢ et C, la souche
est dite intermédiaire (Soussy, Cluzel et Courvalin, 1994).

II.1.2. L’ANTIBIOGRAMME CLASSIQUE :

Basé sur I’étude de I’effet bactériologique de I’antibiotique sur la souche a tester,
il n’évalue pas I’effet bactéricide de I’antibiotique ni, sauf de rares exceptions, 1’activité
d’association. Il nécessite préalablement a sa réalisation un diagnostic bactériologique avec
I’isolement & partir d’'un prélévement d’un ou de plusieurs souches bactériennes et leur
identification. Il n’est pratiqué que sur une souche pure et sur la ou les souches considérées
comme responsables de I’infection (Guérin-Faublée et Carret, 1999).

I11.1.2.1. Méthodes de dilution :

Sont des méthodes quantitatives, elles permettent de déterminer la CMI en :

¥ Milieu gélosé (solide) : elles consistent & mettre la bactérie en contact avec des
concentrations décroissantes d’antibiotique, selon une progression géométrique.

+ Milieu liquide (bouillon) : en tube qui a ¢té standardisé par les comités nationaux
pour les bactéries a croissance rapide et nutritionnellement non exigeantes
(National Comité for Clinical Laboratory Standars, 1997).

D’exécution plus fastidieuse que la méthode en milieu solide, la technique en
milieu liquide présente par contre 1’avantage de permettre, secondairement,
la mesure d’un effet bactéricide (Jorgensen et Ferraro, 1998).

111.1.2.2. Méthode de diffusion : ' méthode des disques " :

La méthode de diffusion en milieu gélosé est une méthode qualitative, elle consiste

a déposer, sur la surface d’une gélose ensemencée, des disques de papiers imprégnés des
différents antibiotiques a tester (Photo III. 1). L’antibiotique diffuse dans la gélose et produit
des concentrations progressivement décroissantes & partir du disque (Figure II1.2).

* La bactérie ensemencée sur la gélose est inhibée si elle rencontre une concentration
supérieure ou égale a sa CML

* Le diamétre de la zone d’inhibition sert a évaluer la sensibilité¢ de la souche bactérienne
(Robert-Dernuet, 1998).

Bactéries présentes

Disque d’antibiotique

Pas de bactérie
présente - Zone
d’inhibition.

_ Diamétre d’inhibition

Photo IIL.1 : Méthode de diffusion Figure IIL2 : Lecture d’un antibiogramme
(Sirois, 2007). (Méthode des disques) (Manner, 2001).
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I11.1.2.2.1. Limites de la_méthode des disques :

e La méthode des disques a des limites qui lui sont propres, elle ne peut étre utilisée
que sur des bactéries & croissance rapide. Donc elle est inutilisable pour donner
’antibiosensibilité de certaines bactéries, seule alors la connaissance du germe
permet de choisir I’antibiotique appropri€.

* Par exemple les Mycoplasmes, il n’y a pratiquement pas de résistance acquise,
ainsi ’antibiogramme n’est pas utile.

e La CMI est donner approximativement, elle est liée a la précision de la lecture
du diametre d’inhibition (Manner, 2001).

I11.1.3. TEST DE DIAGNOSTIC RAPIDE: ( Speed® Mam Color) :

Photo ITL.2 : Speed® mam color.

http://www.bvt.ft/p-bvtfrpubfr/display.aspx

Speed® mam color est un test de diagnostic rapide (mini-galerie de culture Photo ITI. 2)
qui permet d’isoler et d’identifier les agents responsables d’une flambée de cas cliniques
de mammite pour des concentrations bactériennes a 10* UFC/ml (quantité discernant les
germes pathogénes des germes opportunistes) en 48h, pour cela: 7 puits sont consacrés
a I’identification de la (ou les) bactérie(s) pathogeéne(s).

Lors d’un échec thérapeutique ou d’une récidive, il permet de déterminer le profil
de résistance aux antibiotiques directement sur le prélévement, pour mimer les conditions
naturelles dans un délai de 18 a 24h, pour cela: 14 puits sont consacrés aux sensibilités
et résistances bactériennes a ’encontre de 14 molécules (ou association de molécules)
antibiotiques.

Il permet donc un suivi épidémiologique et une évaluation périodique de I’efficacité
du plan de traitement pour établir une prescription raisonnée, ainsi que d’aborder
la prévention sanitaire lorsqu’un germe prédominant est mis en évidence.

En comparaison avec la méthode de culture sur gélose :
Sensibilité : 92%.
Spécificité : 96%.

A T’exception d’E. coli il ne donne pas une identification compléte de la bactérie : soit
il s’arréte au genre ou mieux a la famille (Manner, 2001).
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IL.2. L’ ANTIBIORESISTANCE :

L’antibiorésistance des bactéries est un phénomeéne de portée universelle et concerne
a la fois la médecine vétérinaire et la médecine humaine, c'est-a-dire que les antibiotiques
ont été victimes de leur propre succes (Faye, 2005).

En 1980 est apparu le phénoméne de la multi-résistance. Un micro-organisme peut devenir
multi-résistant lorsqu’il est mis en contact avec plusieurs antibiotiques.
De fil en aiguille, la bactérie résiste a un, puis & deux antibiotiques.
Finalement, elle se retrouve dans un milieu différent ou elle est exposée a d’autres
antibiotiques (Fournier, 2003).

En pratique, cette résistance se traduit par différentes fagons. Pour le clinicien,
c’est I’absence de guérison bactériologique aprés un traitement adapté et mené selon un bon
protocole. Pour le bactériologiste, c’est 1’acquisition par une bactérie de mécanismes
lui permettant de résister a la concentration minimale inhibitrice déterminée pour des souches
sensibles. Pour 1’épidémiologiste, il s’agit des groupes de souches se distinguant du reste de
la population par une CMI plus élevée que la moyenne (Kroon, 2005).

Les antibiotiques ne créent pas de résistances, mais augmentent la prévalence des souches
résistantes en éliminant les souches sensibles. Inversement, la prévalence de ces résistances
peut aussi diminuer lorsque 1’on arréte le traitement antibiotique, les lignées résistantes €tant
peu a peu remplacées par des souches sensibles.

Cependant, ce phénoméne n’est pas systématique, et la résistance peut persister longtemps
apres I’arrét de 1’administration d’antibiotiques (Philips, Casewell et Cox, 2004).

Ainsi, le traitement antibiotique au tarissement est évoqué comme facteur de risque
probable d’émergence d’antibiorésistance (Gedilaghine, 2005).

L’administration inappropriée d’antibiotique a en effet un impact majeur sur la sélection de
bactéries résistantes de la flore pathogéne mais également de la flore commensale (Béraud,
2008).

II1.2.1. Résistance :

En régle générale, on considére qu’une bactérie est résistante lorsqu’elle peut se multiplier
au contact d’une teneur en antibiotique 8 a 10 fois supérieure a la Concentration Minimale
Inhibitrice moyenne de son espece (Enriquez, 2002).

Il y a deux types de résistance bactérienne :
> L’une constitutionnelle est 1a résistance naturelle :

Dépend des caractéristiques génétiques de I’espéce bactérienne a une molécule
d’antibiotique. Cette résistance est stable dans le temps, transmissible, affecte tous les
individus de I’espéce bactérienne et présente avant tout contact avec ’antibiotique (Puyt,
1996). Elle est liée a ’absence de la cible sur laquelle agit I’antibiotique ou a I’inaccessibilité
de cette cible. Ces mécanismes d’échappement sont dits : « intrinséques » (Enriquez, 2002).

»> L’autre est acquise :

N’est pas due a ’adaptation d’une ou de plusieurs bactéries a un antibiotique, variable au
sein méme d’une espéce bactérienne suite & une sélection de mutants ou acquisition d’un ou
plusieurs génes par un plasmide. C’est sous la pression des sélections, qu’une souche
initialement sensible 4 un antibiotique (avec un faible nombre de bactéries résistantes) devient
résistante : la proportion de bactéries sensibles et résistantes s’inverse.

e (C’est ce second type de résistance que I’antibiogramme décele (Puyt, 1996).
e Cette résistance peut permettre a la bactérie d’échapper a un seul antibiotique ou
a plusieurs. On parle alors de bactéries multi-résistantes (Kroon, 2005).
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111.2.2. Mécanismes de la résistance :

Ils sont nombreux et mettent en jeu des stratégies différentes, qui peuvent étre classées en :

I1.2.2.1. Brouillage : produire des enzymes capables d’inactiver les
Antibiotiques :

C’est la production par la bactérie d’enzymes capables de modifier chimiquement
la molécule antibiotique et I’inactiver, c’est le cas des Staphylocoques de bacilles
a Gram négatif et de bacilles producteur de B-lactamases (pénicillinase et céphalosporinase)
inactivant les pénicillines et les céphalosporines.

De la méme fagon sont inactives :
1. Le chloramphénicol par des acétylases.
2. La streptomycine et la kanamycine par des acétylases et des phosphorylases.

Ces protéines enzymatiques sont pour la plupart synthétisées a partir d’un code:
extra-chromosomique (Achache, 1982).

I11.2.2.2. Blindage et efflux : se rendre imperméable a la pénétration de
Pantibiotique ou le rejeter :

La pénétration de I’antibiotique dans la bactérie dépend de la perméabilité de la paroi,
de la présence d’une capsule et du mécanisme de transport. Le peptidoglycane de la paroi des
G" n’oppose pas de véritable barriére au passage des antibiotiques.

D’autre part, la mince couche de peptidoglycane des G~ est recouverte d’une membrane
externe sélective traversée par des protéines triméres, les porines. L’altération de ces
derniéres, a la suite d’une mutation, limite le passage des molécules et réduit la sensibilité des
bactéries a certaines classes d’antibiotiques.

Les tétracyclines, les aminosides et les B-lactamines sont un exemple d’antibiotiques
contrés de cette fagon (Robert-Dernuet, 1998).

I1.2.2.3. Camouflage : modifier la structure des cellules cibles :

Ce mécanisme protége la bactérie de 1’action de I’antibiotique. Ainsi, la méthylation
d’une adénine dans la sous-unité 23 S du ribosome réduit 1’affinité des MLS (Macrolides
Lincosamides Streptogamines) pour leur cible et conduit & une résistance croisée a I’ensemble
de ces antibiotiques.

La modification des Penicillin-Binding-Proteins (PBP) qui sont des protéines nécessaires
a la synthése de la paroi, et qui sont les cibles des B-lactamines peut conduire a
une insensibilité de la bactérie a I’antibiotique (Chaslus-Dancla, 1999).

I11.2.2.4. Esquive ou __stratégie de contournement (shunt de
voies métaboliques ) :

Dans cette situation, 1’antibiotique atteint sa cible. Cependant, la bactérie est capable
d’utiliser d’autres voies métaboliques pour exécuter le méme travail.

— Les activités inhibées par 1’antibiotique sont donc remplacées.

Les bactéries utilisent cette stratégie contre les sulfamides et les glycopéptides (Fournier,
2003).
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; inactiver g  empécher . modifier la cible | substituer & la cibld
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tétracyclines, |  MLS 7T | sulfamides,
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quinolones incosamide glycopeptides
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Figure ITL3 : Les quatre stratégies de la résistance aux antibiotiques :

http://www.unige.ch/cyberdocuments/theses2001/BisognanoC/images/image033.ipg

Tableau IIL.1 : Principaux mécanismes de résistance aux antibactériens d’apres (Sanders,
1999) :

Rk Meécanismes de la résistance
Antibiotiques : (Evlément bactérien en cause) :
Modification de la cible (Penicillin Binding Protein).
Altération du systeme d’influx.
Hydrolyse du cycle B-lactame.
Systéme d’efflux actif.
Protection du ribosome.
Altération du systéme d’influx.

p-lactamines

Taarueypclines Inactivation par une enzyme oxygene-tétracycline dépendante.
Systeme d’efflux actif.
Altération du systeme d’influx.
Chloramphénicol Inactivation par des acétyl-transférases.
Systeme d’efflux actif.
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Macrolid Activation d’une méthylase modifiant le site d’action ribosomal.
acroiges, Mutation modifiant le site d’action ribosomal
Lincosamides Systeme d’efflux actif.
Dégradation enzymatique de I’antibiotique.
Mutation modifiant les sites d’action du ribosome.
. ; Modification enzymatique de I’ARNr 16 S.
Aminoghjcosides Altération du systeme d’influx.
Dégradation enzymatique de 1’antibiotique.
Mutation modifiant le site d’action sur la topoisomérase.
Fluoroquinolones Altération du systéme d’influx.
Systeme d’efflux actif.
Lo Modification de la cible dans la structure de la paroi bactérienne.
Glycopepides Séquestration de 1’antibiotique dans la paroi bactérienne.
Sulfamides, Surproduction de la cible de 1’antibiotique.
Triméthoprime Modification du métabolisme.

IIL.2.3. TRANSFERT DES GENES DE RESISTANCE :

Les mécanismes de résistance décrits ci-haut sont parfois imputables a 1’existence de
certains genes qui, soit produisent des enzymes capables de dégrader les antibiotiques, soit
sont responsables de modifications intracellulaires rendant inopérants les antibiotiques.

Ces geénes de résistance peuvent &tre portés sur le chromosome principal de la bactérie
ou sur des entités génétiques appelées :

% Plasmides : fragments d’ADN non chromosomiques, circulaires et réplicables.
Ce sont eux qui portent la plupart des génes de résistance (Puyt, 2002).

% Transposons : courtes séquences d’ADN, qui peuvent &tre déplacées entre deux
plasmides, d’un plasmide au chromosome ou d’une bactéric & une autre par
I’intermédiaire d’un bactériophage (Puyt, 2002).

< Intégrons :

Ils ont, dans tous les cas, la capacité de se transmettre entre les bactéries qui, du coup,
acquiérent 1’élément responsable de leur nouvel état de résistance face a tel ou tel
antibiotique.

Ce transfert de génes de résistance ne se fait pas seulement en raison de la reproduction
trés rapide des bactéries (ce qu’on appelle transfert vertical a I’intérieur d’une méme souche),
mais il se fait principalement selon trois axes horizontaux appel€s :

v Transformation : incorporation au chromosome bactérien d’un fragment d’ADN
présent dans le milieu.
+ Transduction : incorporation au chromosome bactérien d’un fragment d’ADN
véhiculé par un virus bactériophage.
+ Conjugaison : passage d’un plasmide ou d’un transposon d’une bactérie donneuse a
une autre acceptrice.
Ce transfert horizontal des genes de résistance d’une bactérie a autre, voire d’une espece
a autre, permet une diffusion extrémement rapide des informations génétiques (Fournier,
2003).

I11.2.4. RESISTANCE DES GERMES :
I11.2.4.1. Résistance de S.aureus aux Pénicillines G et A :

Est la principale antibiorésistance rencontrée en pathologie mammaire, elle est due
essentiellement a la production d’une [-lactamase qui hydrolyse spécifiquement les
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Pénicilline G et A mais n’a pas d’effet sur les Pénicilline M (Oxacilline, Cloxacilline), les
Céphalosporines et les Macrolides non sensibles aux B-lactamases (De Oliveira et al., 2000).

Le pourcentage de la résistance a la Pénicilline G, I’ Ampicilline, Amoxicilline plus acide
clavulanique et la Cloxacilline a été respectivement de: 91.9 %, 90.3 %, 4.8 %, 4.8 %
dans les isolats positifs en B-lactamase et de : 7 %, 5.7 %, 0 % et 0 % dans les isolats négatifs
en B-lactamase (Oncel, Ica et Akan, 2004).

Staphylococcus aureus, isolé dans 36% des infections mammaires, était fréquemment
résistant (seulement 17% de sensibilité) a I’ Ampicilline et au moins une fois sur deux résistant
a I’érythromycine et la Streptomycine (Mekonnen et al., 2005).

II1.2.4.2. Résistance des Streptocoques aux Macrolides

et Lincosamides :

Les tétracyclines sont les molécules pour lesquelles on rencontre le plus haut niveau de
résistance chez Str. dysgalactiae ou elle pourrait attendre 90 % (Guérin-Faublée et Carret,
1999).

La résistance vis-a-vis des Macrolides et Lincosamides vient en seconde position,
avec 35% et 12% des souches Sir. uberis et Str. dysgalactiae présentant respectivement des
CMI supérieures aux valeurs critiques inferieures (Schmitt-Van et Zadoks, 2005).

I11.2.4.3. Résistance des germes de mammite d’origine fécale

(E.coli) :
En réalité, I’antibiorésistance reste réduite dans cette espece (AFSSA, 2000), elle concerne
essentiellement les Tétracyclines (15% a 35% des souches), 1’Ampicilline (10% a 40%),
la Dihydrostreptomycine (10% a 15%) (Lehtolainen et al, 2003).

Ce niveau d’antibiorésistance relativement faible peut s’expliquer par le niveau élevé de
guérisons spontanées de ces infections et leur faible contagion ; ces deux caractéristiques €tant
peu favorables a la persistance et a la diffusion des souches résistantes (Sérieys, 2005).

II1.2.5. RISQUES DE TRANSMISSION INDIRECTE DES GENES
DE RESISTANCE DE I’ANIMAL A L’HOMME :

Il est bien admis aujourd’hui que 1’usage des antibiotiques est le facteur de risque le plus
important qui conduit a la sélection et au développement, aussi bien chez 1’animal que chez
I’homme, des souches bactériennes résistantes et que le taux de développement de ces
résistances est étroitement associ¢ a la quantité d’antibiotiques utilisée (Kruse, 1999).

C’est ce processus d’apparition de résistances qui a jalonné la découverte de nouveaux
antibiotiques et leur introduction en thérapeutique. Ce processus génant du point de vue
thérapeutique a pendant longtemps été palli¢ par 1’apparition de nouveaux principes actifs.
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