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Introduction

Introduction
La mammite est une affection inflammatoire de la glande mammaire qui affecte

considérablement les bovins laitiers dans le monde entier, entrainant des pertes économiques
importantes en raison de la détérioration de la qualité du lait et des colts de traitement et de
remplacement des animaux Coimbra-e-Souza et al. (2017). En effet, cette maladie est caractérisee
par des infections microbiennes, notamment par des bactéries du genre Staphylococcus appartenant
a différentes especes a coagulase positive et & coagulase négative et Escherichia coli (Kerro Dego
et Vidlund, 2024).

Le traitement de cette infection nécessitant I'utilisation d'antibiotiques, il est crucial
d'étudier la résistance aux antibiotiques des bactéries isolées du lait cru pour plusieurs raisons. Tout
d'abord, elle permet d'approfondir notre compréhension de la dynamique de la résistance au sein
des populations bactériennes présentes dans le lait, ce qui peut avoir un impact sur les stratégies de
traitement et de gestion du bovin. Deuxiémement, elle joue un role essentiel dans la sécurité
alimentaire en identifiant les bactéries pathogénes qui pourraient étre transmises aux
consommateurs par le lait cru. Enfin, cette étude est d'une importance capitale pour la mise en
ceuvre de politiques de santé publique visant a restreindre I'utilisation des antibiotiques dans le

secteur de I'élevage et a prévenir la propagation de bactéries résistantes.

Aujourd'hui, la résistance aux antibiotiques constitue une menace majeure pour la santé
publigue mondiale et touche de nombreux secteurs, dont l'industrie laitiere. Le lait cru, en
particulier le lait provenant de vaches souffrant de mammites, peut étre un vecteur potentiel de

propagation de bacteéries resistantes aux antibiotiques (Elbehiry et al., 2021).

Des recherches récentes ont mis en évidence une augmentation inquiétante des cas de
résistance aux antibiotiques parmi les bactéries présentes dans le lait cru. Les recherches menées
par Khanal et al. (2022), ont révélé une incidence élevée de Staphylococcus aureus résistant a la

Meéticilline (SARM) dans les exploitations laitieres néerlandaises.

De plus, une etude d'ljaz et al. (2024), a révélé la présence de bactéries multirésistantes
dans le lait cru de vaches souffrant de mammites, suggérant qu'elles pourraient se propager dans la
chaine alimentaire. Ces recherches, parmi d'autres, soulignent I'importance des actions de

surveillance et de contréle pour prévenir l'augmentation de la résistance aux antibiotiques.
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La présente contribution vise a approfondir la compréhension de I'antibiorésistance des
bactéries isolées du lait cru mamiteux a travers I’isolement et identification des principaux agents
pathogenes présents dans le lait cru de vaches atteintes de mammite. (Escherichia coli et
Staphylococcus spp) et 1’évaluation de profil de résistance aux antibiotiques de ces bactéries

pathogenes avec une série d'antibiotiques fréquemment employés dans le traitement des mammites.

Pour achever ces objectifs, notre étude est subdivisée en deux parties :
v' Une premiere partie bibliographique, regroupe, les conceptions théoriques de bases
relatives a notre théme.
v Une deuxiéme partie expérimentale, comprenant :
Un chapitre porte 1’ensemble des matériels et des méthodes utilisés pour 1’isolement,
I’identification et la caractérisation des bactéries relatives aux mammite (E. coli et Staphylococcus
spp), ainsi la détermination de leurs profil antibiorésistants vis-a-vis les antibiotiques plus utilisés

dans le traitement des mammites.

Le deuxiéme chapitre qui, s’intéresse a la discussion des résultats obtenus, ainsi que leur
interprétation, et enfin une conclusion générale tout en présentant quelques perspectives pour la

présente étude.
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I.  Mammite

A. Définition de la Mammite
La mammite est une affection inflammatoire de la glande mammaire le plus souvent causée

par une infection bactérienne. Cette maladie affecte principalement les vaches laitiéres, mais peut

¢galement toucher d'autres animaux ainsi que les humains (FAO, 2022).

B. Types de Mammite
Selon la FAO (2022), la mammite peut étre classée en deux types principaux : clinique et

subclinique

1. Mammite Clinique
Cette forme se caractérise par des signes visibles tels que le gonflement, la rougeur, la

chaleur et la douleur de la mamelle, ainsi que des altérations dans l'apparence du lait, qui peut

contenir du pus, des caillots ou du sang (Ruegg, 2021).

2. Mammite subclinique
Pas de symptomes externes évidents, mais détectables grace a des tests de laboratoire

montrant une amélioration du nombre de cellules somatiques dans le lait ou une modification de la

composition chimique du lait (Barkema et al., 2020).

Mammite bovine

1) Mammite clinique: réaction
inflammatoire (rougeur, gonflement,
chaleur, douleur, dysfonctionnement)

2) Mammite subclinique: pas de
changements significatifs au niveau de la
mamelle et du lait, seulement une
augmentation du CCS et une diminution
du produit laitier

1) Mammite environnementale :
E.coli

2) Infection mammite :

S. aureus, S. agalactiae

Cause de la mammite bovine:
o & \ 1) Traumatisme physique.
) 2) Infection par un micro-organisme pathogene.

. 5 Micro-organisme pathogéne:
Ny Q 1) Mammite environnementale.

2) Infection mammite.

Figure N° 01 : La mammite chez les vaches laitiéres (Xiaoping et al., 2023).
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» Etiologies

Selon le cas d’affection, on distingue une mammite d’origine contagieuse,

environnementales et génétiques.
> Agents Contagieuses

Les bactéries sont principalement 1’agent causales des mammites contagieuses, parmi les

bactéries isolées a partir des laits mamiteux, on trouve :
= Staphylococcus spp

e Le principal responsable des mammites contagieuses.

e Il peut entrainer des infections persistantes et chroniques (Zadoks et al., 2009).
=  Mpycoplasma spp

e Crée des mammites contagieuses qui sont difficiles a lutter contre.

e Fréquemment lié¢ a des épidémies de troupeaux (Fox, 2012).
> Agents environnementaux

Les bactéries présentes dans I'environnement de la vache, comme la litiere, le sol et 1'eau,

sont responsables des mammites environnementales.

= Escherichia coli
La bactérie Escherichia coli est couramment associée a la mammite environnementale.
Cette forme de mammite survient généralement a la suite d'infections par des bactéries présentes
dans l'environnement de la vache, telles que la saleté ou le fumier, et peut entrainer des maladies

aigués séveres (Hogan et Smith, 2003).

= Streptococcus agalactiae
Streptococcus agalactiae est une autre bactérie importante associée a la mammite chez les
vaches laitieres. Elle peut provoquer des infections séveres et résistantes aux traitements (Fox,

2009).
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=  Mycoplasma spp
Les infections a Mycoplasma spp sont relativement rares mais peuvent causer des cas

graves et chroniques de mammite chez les vaches laitiéres (Nicholas et al., 2009).
> Agents génétiques

Les infections sont influencées par les facteurs génétiques et 1'age des laitieres. Les vaches
qui produisent beaucoup sont plus sensibles, tandis que les vaches qui produisent peu sont moins

sensibles. Le mamelon est aussi susceptible d'étre sensible a 1'infection.

Figure N°02 : Diverses sources de micro-organismes a 1'origine de la mammite bovine

(Ragul et al., 2023).

C. Mécanisme d’affection des mammites
Il existe plusieurs étapes cruciales dans le processus d'infection des mammites chez les

vaches laitiéres :
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Etapel : Bactéries introduites dans le canal du trayon

Le canal de Trayon est principalement utilis¢ par des bactéries commensales comme
Escherichia coli, qui peuvent étre introduites pendant le traitement lorsqu'elles sont exposées a des

surfaces ou a des équipements contaminés (Keane et Kerr, 2012).
Etape 2 : Transfert des bactéries vers le tissu mammaire

L'immunité de la vache se met en marche, ce qui entraine une accumulation de cellules
immunitaires (leucocytes) dans la mamelle afin de lutter contre 1'infection ce qui manifester par

une inflammation (Leitner et al., 2018).
Etape 3 : Stimulation inflammatoire

Les bactéries provoquent une inflammation dans la mamelle, entrainant des symptdmes
cliniques tels que chaleur, rougeur, cedéme et douleur, réduisant potentiellement la production de

lait et provoquant une contusion de pus ou de sang (Ruegg, 2017).

C

Figure N°03 : Processus d'infection (Ragul et al., 2023).
(A) Les microbes adhérent au trayon.
(B) Ils migrent dans le canal du trayon.

(C) Les microbes colonisent les cellules sécrétoires et produisent des toxines dans les

cellules productrices de lait.
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D. Traitement des mammites
Pour maitriser cette infection, un programme de contrdle est recommandé :

Entretien de la machine a traire.

Désinfection des trayons lors de la traite.

1
2
3. Traitements précoces des cas de mammites cliniques.
4. Traitements au tarissement.

5

Mise a la réforme des vaches atteintes de mammite chronique (Cheng et al., 2020).

Une fois que les bactéries ont infecté la mamelle et que la mammite est déclarée, traiter la

vache selon la prescription du vétérinaire :

1. Eliminer les bactéries rapidement et de manicre efficace en utilisant un traitement
antibiotique ciblé par voie intra-mammaire, apres désinfection du trayon.

2. Utiliser des antibiotiques (par voie générale) adaptés au cas clinique.

3. Faire diminuer l'inflammation a l'aide de [I'utilisation éventuelle d'un anti-

inflammatoire (Cheng et al., 2020).

N.B. Selon POMS (2020), L’usage abusif ou excessif inappropri¢ des antibiotiques lors de

traitement des mammites peut engendrer et accélérer le phénomene de la résistance bactérienne

E. Impact sociaux économiques des mammites

Pénalités de la laiterie (cellules,

Lait jeté. Frais diagnostiques et Ab).
thérapeutiques. ., $ Pénalités si > (250 000
— cellules/ml).

mpact sociaux
économiques

4 9 &

! Quantité (\ 1% / 7 [100 000 Frais de remplacement des
Diminution de la production cellules/ml]). vaches de réforme.

laitiére (70 % des pertes). Quglité (N 1gMG/L/ 7 [1M Perte génétique.
|I.\- :é- cellules/ml]). %

Figure N°04 : Impact sociaux économiques des mammites en Algérie (Bouaziz, 2020).
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Il.  Reésistance bactérienne aux antibiotiques
La résistance aux antibiotiques représente une menace a I'échelle mondiale qui présente un

impact sur la santé¢ des animaux et des étres humains. La résistance s'est développée en raison de
l'utilisation incorrecte des antibiotiques dans les secteurs de la santé humaine, de 1'agriculture, de
I'aquaculture et de I'¢levage, ainsi que dans l'industrie agro-alimentaire. Aussi la mauvaise gestion
des eaux usées et des déchets dans l'environnement contribue a la propagation rapide de la

résistance (OMS, 2020).

1. Prévalence de I’antibiorésistance
L antibiorésistance est un probléme mondial en raison de ses divers facteurs.

Selon POMS (2023), La résistance aux antimicrobiens (RAM) constitue une menace
mondiale majeure pour les secteurs de la santé¢ humaine, animale et végétale, de 1’alimentation et

de ’environnement.

D’aprés les estimations, en 2019, prés de 5 millions de décés étaient associés a la RAM

bactérienne, dont 1,27 million directement entrainés par celle-ci.

Count (thousands)
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Figure N°05 : Nombre de déces dans le monde attribuables a la résistance bactérienne aux

antimicrobiens, par combinaison pathogéne-médicament 2019 (Elsevier, 2022)
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2. Mecanisme de la résistance aux antibiotiques
La résistance aux antibiotiques se produit par le biais de plusieurs mécanismes (Figure N°

06) ; les plus courants permettent aux bactéries d'expulser les antibiotiques dés qu'ils pénétrent dans
l'organisme ou d'en bloquer 1'entrée. Elles peuvent également les dégrader ou les modifier, ce qui
les rend inefficaces. Elles peuvent méme modifier la cible des antibiotiques pour qu'ils n'agissent

plus (Mélodie et Pascale, 2019).

La résistante des bactéries aux antibiotiques est le résultat d'un mécanisme de défense
interne qui s'est développé en réponse a des facteurs potentiellement nuisibles a 1'environnement.
Types courants d'antibiotiques basés sur leurs méthodes inhibitrices comprennent ceux qui visent

la paroi cellulaire et des voies métaboliques alternatives (Amna et al., 2024)

Les antibiotiques qui s'attaquent a la formation de la paroi cellulaire, tels que les macrolides,
les céphalosporines et les inhibiteurs de la B-lactamase, sont efficaces contre les bactéries Gram-
positives. L'efficacité des aminosides, des polymyxines et des quinolones contre les bactéries a
Gram négatif repose sur I'inhibition de la production de protéines par les bactéries. Les bactéries
peuvent devenir résistantes aux antibiotiques en raison du mécanisme d'efflux, des changements
dans les cibles des médicaments, des perturbations de la membrane et des contours métaboliques.
Les antibiotiques peuvent également devenir résistants en raison de modifications des cibles des
médicaments, de modifications de la membrane et de modifications des cibles des médicaments

(Kuljinder et al., 2024)
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Figure N° 06 : Mécanismes de résistance aux antibiotiques chez les bactéries (Jingru, 2022).

I1l.  Impact sociaux économique des bactéries multirésistantes
La résistance aux antibiotiques des bactéries isolées du lait cru a un certain nombre d’effets

néfastes confirmés par la recherche scientifique.

La résistance aux antibiotiques des bactéries présentes dans le lait cru constitue un risque
important pour la santé publique Collignon et al. (2009). En effet, ce phénomeéne de résistance peut
rendre les infections plus difficiles a traiter, entrainant des maladies de longue durée, des

complications et méme la mort (Martinez, 2012).

Les bactéries résistantes peuvent également se propager a d'autres bactéries dans
I'environnement et dans I'intestin humain, entrainant une prévalence globale de la résistance aux
antibiotiques et une réduction de I'efficacité de ces médicaments vitaux dans le traitement des
infections courantes Allen et al. (2010) ;Ventola (2015). Cette situation peut se traduire par une
augmentation des co(ts des soins de santé en raison de la nécessité de traitements plus codteux, de
séjours hospitaliers plus longs et de l'utilisation d'antibiotiques de dernier recours Schroeder.
(2012) Le risque d'épidémies et de pandemies de grande ampleur dd a la baisse d'efficacité des

antibiotiques souligne encore la gravité de ce probleme de santé publique (O'Neill, 2016).
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IV.  Facteurs de risque associés a la résistance aux antibiotiques des bactéries isolées du
lait cru
Plusieurs facteurs contribuent a la résistance des bactéries isolées du lait cru. Parmi ceux-

ci figurent les facteurs mentionnés ci-dessus :
A. Utilisation d'antibiotiques chez les animaux destinés a 1'élevage

L'utilisation excessive et abusive d'antibiotiques dans la production d'animaux laitiers est
une cause majeure du développement de la résistance aux antibiotiques chez les bactéries isolées
du lait cru. Des études ont montré un lien entre la prescription d'antibiotiques dans la production

animale et le développement de la résistance aux antibiotiques dans le lait (Aarestrup, 2005).
B. Transfert de genes de résistance par I'intermédiaire de bactéries

On peut considérer que les bactéries présentes dans I'environnement naturel des animaux
laitiers, comme le sol, I'eau et les aliments pour animaux, sont un vecteur pour les genes de
résistance aux antibiotiques, qui sont ensuite transférés aux bactéries présentes dans le lait. Des
études ont montré que la transmission de genes de résistance a travers le paysage peut favoriser la
propagation de la résistance aux antibiotiques dans la population bactérienne (Marshall et al.,
2011).

C. Mesures d'hygiéne dans les exploitations laitieres

Dans les exploitations laitieres, la qualité hygiénique des installations et des équipements,
ainsi que les conditions générales, peuvent avoir un effet sur la présence de bactéries résistantes
dans le lait cru Sivaramalingam et al. (2013). Les procédures de stockage et de transformation du
lait cru peuvent également avoir un effet sur le cycle de vie des bactéries résistantes (Oliver et al.,
2009).

D. Interaction entre les animaux et I'environnement

La probabilité de rencontrer des bactéries résistantes et de transférer des genes de résistance
est accrue par l'interaction des animaux laitiers avec d'autres animaux et avec I'environnement. En
outre, les relations entre les différentes populations bactériennes dans I'environnement de la ferme

peuvent contribuer & la transmission de la résistance aux antibiotiques (Wellington et al., 2013).
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V. Partenaires impliqués dans la résistance aux antibiotiques des bactéries isolées du
lait cru
La résistance aux antibiotiques des bactéries isolées du lait cru a des origines diverses. Un

facteur clé est I'utilisation déraisonnable ou malavisée d'antibiotiques dans l'industrie laitiere,
comme I'a souligné Aarestrup en 2005. Il s'agit notamment des vétérinaires qui prescrivent et
administrent des antibiotiques aux animaux Moreno (2014). En outre, les bactéries ont la capacité
naturelle d'acquérir des génes de résistance par des mécanismes tels que la transformation ou
I'interaction génétique avec d'autres bactéries Marinho et al. (2019). Enfin, méme les pratiques
d'’hygiene des consommateurs peuvent influencer la propagation de ces bactéries résistantes aux

traitements dans le lait cru (Sivaramalingam et al., 2013 ; Olaimat et al., 2019).
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11. Matériel et méthodes

I.  Objectifs du travail
v' Identifier et caractériser les bactéries pathogénes les plus fréquemment rencontrées

dans le lait cru mamiteux (Escherichia coli et Staphylococcus spp).
v' Evaluer le profil de sensibilit¢ des bactéries isolées vis-a-vis d'une gamme

d'antibiotiques couramment utilisés dans le traitement des mammites.

Il.  Lieu et période d'étude

La présente étude a été réalisée au sein du Laboratoire d'Hygiéne et de Pathologie
Animale de I'Institut des Sciences Vétérinaires "Université Ibn Khaldoun-Tiaret" durant une

période s'étendant du 28 janvier 2024 au 30 mai 2024.
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I11.  Matériel et produit utilisés

Tableau N° 01 : Matériel et produits utilisés.

Agitateur magnétique
thermique

Autoclave
Bain Marie
Béchers

Boites de Pétri

Disques ONPG
Disques oxydase

Eau distillée

Eau physiologique 9g/L
Fuchsine

Huile d’immersion

Gélose Chapman

Gélose Citrate de
Simon

Gélose EMB

Gélose Mannitol
Mobilité

Gélose Muller Hinton

Amikacin (AK30)

Cefoxitin (CX30)
Kanamycin (K30)
Lincomycin (L2)
Pénicilline (P10)

Vancomycine

Eprouvette (VA30)
Huile de paraffine Geélose Nutritive
Erlenmeyer
Lugol Gelose TSI
Etuve
Peroxyde d’Hydrogéne | Gélose VF
Embouts, Flacons « H202 »
Milieu ADH
Galerie API 20E Réactif de Kovacs
Milieu LDC
Galerie API STAPH Réactif NIT1 et NIT2
Milieu ODC
Lames, Pince Réactif TDA
Micropipette Réactif VVP1 et VP2
Microscope optique Réactif ZYM A et
ZYM B
Pipette pasteur
] Violet de Gentiane
Ecouvillons stériles
Tubes a essai
Vortex
Pied a Coulisse
( |
L )
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I.  Partie microbiologique

1) Echantillonnage du lait
Dans cette étude, on a pris un total de 250 échantillons de 100 vaches souffrant de

mammites subcliniques et chroniques, confirmées par les tests du laboratoire California
Mastitis Test (CMT)", dont 45 échantillons de la ferme expérimentale de 1’université¢ IBN
KHALDOUN et 55 échantillons de la ferme de Boukheteche “située a Rahouia Tiaret”. Ces
¢chantillons de lait ont été prélevés sur des mamelles nettoyées, en éliminant le premier lait du
quartier échantillonné pour minimiser le risque de contamination de I'échantillon par les
bactéries présentes a l'extrémité du trayon, puis placés dans des tubes a essai stériles. Ils ont
ensuite été identifiés et transportés au laboratoire dans des glacieéres a 4°C pour l'analyse

microbiologique (Boufaida et a/., 2012 ; Ahmed et a/., 2020 ).

Figure N° 07 : (A) Une vache atteinte de mammite. (B) et (C) Prélevement Du lait.
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Il. Recherche et isolement des bactéries Recherche et dénombrement de
quelques bactéries présentes dans lait cru mamiteux

A. Préparation des dilutions
Une fois les échantillons de lait de vache mamiteux homogénéisés, nous effectuons une

série de dilutions décimales jusqu'a 107,

Pour ce faire, nous prélevons 01 ml de chaque échantillon (solution meére) et le versons

dans des tubes stériles contenant 09 ml d'eau physiologique stérile (Na CI).

Figure N° 08 : Les dilutions des échantillons du lait.

B. Ensemencement
Pour chaque échantillon, une inoculation de surface de 0,1 ml a été réalisée sur le milieu

EMB pour isoler Escherichia coli et sur le milieu Chapman pour isoler les staphylocoques spp.

Les boites de Pétri ont été incubées a 37°C pendant 24 heures.
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Figure N°10 : (A) Technique d‘ensemencement sur surface, (B) Préleve de

’échantillon, ensemencement de 1’échantillon. (C) Etalement de 1’échantillon sur la surface.

I1l.  Recherche et isolement des Bactéries associés aux mammites

A. Recherche et isolement d’Escherichia coli le milieu Eosine Méthyléne Blue (EMB)
Escherichia coli représente I'une des principales causes de mammite bovine ; celle-ci

peut provoquer une mammite subclinique et clinique dont les manifestations comprennent des
altérations structurelles, une apparence anormale du lait et une inflammation de la mamelle

(Zaatout. 2022).

Les souches isolées et purifiées sont identifiées par I'observation macroscopique des
colonies bactériennes obtenues, basée sur I'¢tude des caractéristiques morphologiques de la
culture, notamment l'aspect, la couleur, la forme des colonies, etc., suivie d'une observation
microscopique pour déterminer le type de paroi « Gram positif ou Gram négatif » ainsi que de

tests biochimiques utilisant une galerie classique et la galerie API 20 E pour E. coli.
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B. Recherche et isolement des bactéries de Staphylococcus spp
Les staphylocoques sont un groupe de plusieurs espéces qui colonisent les muqueuses

et la peau de divers hotes mammiféres. Cette colonisation conduit a un développement de la
mammite bovine, entrainant une réduction de la production laitiére et une altération de la qualité

du lait (De los Santos et al., 2022 ; Rodriguez et al., 2023).

L'identification des colonies cultivées sur le milieu de Chapman implique une

caractérisation macroscopique, microscopique et biochimique a 1'aide de tests standards.

En outre, une identification a l'aide de la galerie API Staph est constituée de 20
microtubes contenant des substrats déshydratés. Les micro-tubes sont inoculés avec une
suspension bactérienne produite dans le milieu API Staph, ce qui permet de reconstituer les
tests. Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des changements
de couleur spontanés ou sont révélées par l'ajout de réactifs. Ces réactions peuvent étre

interprétées a l'aide d'un logiciel d'identification.

IV.  Caractéristiques biochimiques
a. Test ONPG

+ Principe
Le test ONPG, également connu sous le nom de test O-nitrophényl-béta-
galactopyranoside, est utilis€é en microbiologie pour identifier les bactéries capables de
fermenter le lactose. Il détecte la présence de béta-galactosidase dans les souches bactériennes.

Celle-ci intervient dans la décomposition du lactose en glucose et galactose. (Al-Thobaiti et

al., 2021).

% Technique
Déposer le disque ONPG dans un tube stérile contenant 2 ml de solution saline stérile.
Introduire des colonies de I'isolat a tester a 'aide d'une pipette pasteur dans des tubes a essai.
Ceux-ci sont incubés a 37°C pendant 2 heures. L'apparition du jaune indique la capacité de la
bactérie a synthétiser la béta-galactosidase (Al-Thobaiti et al., 2021).
b.Test catalase

s Principe
Le test de la catalase peut étre utilisé¢ pour détecter les bactéries productrices de catalase. La
catalase est utilisée pour neutraliser 'effet bactéricide du peroxyde d'hydrogene, ou elle accélére
la décomposition du peroxyde d'hydrogene (H20Oz) en eau et en oxygene. Cette réaction est mise

en évidence par la formation rapide de bulles (Karen, 2010).
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Le test de la catalase peut également étre utilisé pour différencier les bactéries aérobies
des bactéries anaérobies obligatoires, car on sait que les anaérobies sont souvent dépourvus de

cette enzyme.

2H,0; + Catalase WSS H20 + O2

7

¢ Technique

A l'aide de la pipette Pasteur, déposer une goutte de H>O; sur la lame propre.

1. Utiliser une anse stérile pour placer des colonies bien isolées sur la goutte de
H>0o.
2. L'observation de la formation de bulles sur un fond sombre indique un résultat
positif. (Karen, 2010).
c. Test oxydase
% Principe
Le test de 1'oxydase est congu spécifiquement pour détecter la mise en évidence de
l'enzyme terminale de la respiration aérobie, connue sous le nom de cytochrome C oxydase.
La cytochrome C oxydase est le dernier accepteur d'électrons H> dans le mécanisme
respiratoire aérobie. Composée de multiples enzymes qui effectuent alternativement des
réactions d'oxydation et de réduction, elle donne ou regoit des électrons de Ha. Ce réactif agit
comme un substrat artificiel pour fournir des électrons a l'oxydation. En présence d'oxydase
et d'O libre, il apparait comme un composé violet foncé. Une réaction positive est indiquée
par l'apparition d'une couleur violet foncé apres avoir frotté le corps sur le disque d'oxydase

contenant le réactif (Delarras, 2014; Shields et al., 2016 ).

R/

¢ Technique

1. Tremper un disque d'oxydase commerciale dans une goutte d'eau
distillée sur une lame, y déposer des colonies a I'aide d'une pipette Pasteur et frotter dans
le disque.

2. Observer immédiatement, ou aprés quelques secondes, une coloration

violet foncé sur le disque, ce qui indique un résultat positif.
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a. Triple Sugar Iron (TSI)
% Principe
On utilise la gélose triple sucre-fer (TSI) pour différencier les micro-organismes a la base
de la fermentation et de la production de glucose, de lactose et/ou de saccharose Sulfure

d'hydrogene et gaz (Tabak et al., 2012 ; Denis ef al., 2016).

+» Lecture du test TSI

-Fermentation de glucose

o Culot rouge : glucose non fermentg.
o Culot jaune : glucose fermenté.

-Fermentation du lactose

» Pente inclinée rouge : lactose non fermenté.
» Pente inclinée jaune : lactoses fermentés.

-Production de gaz : Apparition de gaz dans le culot.

-Formation d’H2S : Formation d’une coloration noire entre le culot et la pente ou le long de la
piqlre
d. Urée-indole

Le milieu urée-indole est un milieu capable d’obtenir une gamme de résultats utiles.

0,

¢ Technique

Cette technique comprend trois étapes :

1. A partir d'une culture pure, ensemencer le milieu urée-indole avec des colonies.

2. Utilisation d'une anse de platine stérile pour la culture bactérienne, suivie d'une culture a

37°C pendant 24 heures. Lecture directe de l'uréase, enzyme qui hydrolyse l'urée,

l'alcalinisation du milieu produit une couleur rouge.

3. Apres lecture de l'urée, I'indole est lu sur le méme tube.
Si I'espece bactérienne est indole positive, la formation d'une couleur rose a rouge (anneau
rouge cerise) est indiquée ; si I'indole est négatif, la couche de réactif reste jaune.

4. La présence de tryptophane désaminase (TDA) est renforcée par I'ajout de Haute teneur
en chlorure ferrique, qui fait virer le milieu au brun rougeatre lors de la réaction

Positif (Boussena, 2020).
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e. Mannitol Mobilité
% Principe
Ce milieu est utilis¢ pour étudier deux propriétés biochimiques (fermentation du
mannitol) et la motilité de la souche. En effet, I'utilisation du mannitol acidifie I'environnement,
ce qui peut étre révélé par le passage de l'indicateur de pH a une couleur acide (jaune)

(Baron.2013).

¢ Technique
1. La technique d'inoculation a été réalisée par une piqare centrale a l'aide
d'une pipette Pasteur.
2. Incuber les tubes pendant 24 heures a 37°C.L'utilisation du mannitol peut
étre lue grace a la présence de l'indicateur de pH rouge de phénol.
f. Citrate de Simmons
¢ Principe
Le test au citrate est congu pour détecter si les bactéries sont capables d'utiliser le citrate
comme source de carbone, ce qui entraine une augmentation du pH du milieu ainsi qu'un

changement de couleur du vert au bleu (Triadi et a/., 2022).

R/

¢ Technique
Inoculation de la souche bactérienne sur le milieu citrate de Simmons par stries de
surface, suivie d'une incubation des tubes a 37°C pendant 24 heures. Le passage du vert vers

le bleu indique un résultat positif (Boussena, 2020).

g. Dégradation des acides aminés : LDC et ODC
Les enzymes décarboxylases (LDC, ODC) dégradent les acides aminés en formant les
amines correspondantes et en libérant du CO;. Chez les bactéries métaboliques, la fermentation
du glucose provoque une baisse du pH suffisante pour favoriser la synthése des enzymes,
’alcalinité produite par lI'amine fait virer l'indicateur au violet aprés une breéve phase de
jaunissement. Si la bactérie ne posséde pas d'enzyme décarboxylase, le milieu restera acide et

donc jaune (Delarras, 2007).

% Technique
Le test est réalisé en ensemencant des colonies bactériennes dans un bouillon « LDC ou

ODC » a l'aide d'un anneau de platine stérile, puis en incubant a 37°C pendant 24 heures.




Matériels Et Méthodes

h. Test de coagulase
% Principe
Le test de la coagulase permet de déterminer si la coagulase est présente. Cette enzyme

est a I'origine de la coagulation du plasma sanguin.

% Technique

I1 consiste a ajouter 0,5 ml de plasma de lapin dans un tube a essai, puis a ensemencer
avec quelques colonies bactériennes bien isolé et a incuber a 37 °C pendant 24 heures.

% Lecture

La formation d'un caillot, quel qu'en soit le type ou le degré, indique que le test est

positif (Rubin et al., 2010 ; Ogodo et al., 2022).

a) Les galeries API

i. Identification d’Escherichia coli par la galerie Api 20 E
La galerie API 20 E est un outil d'identification des bactéries. Elle se compose de 20

tubes remplis d'une suspension bactérienne standardisée et de milieux déshydratés pour
différents tests biochimiques. Chaque tube contient un substrat spécifique pour un type de
réaction : ONPG, ADH, ODC, LDC, citrate de Simmons (CIT), production d’hydrogeéne
sulfuré par réduction de thiosulfate (H2S), synthése d’une uréase (URE), recherche de la
tryptophane désaminase (TDA), recherche du pouvoir indologéne (IND), production de
I’acétone « vogue proskauer » (VP), gélaténase (GEL), recherche des glucides : glucose
(GLU), arabinose (ARA), mannose (MAN), inositole (INO), Sorbitole (SOR), Mannose
(RHA), saccharose (SAC), mélioidose (MEL), amygdaline (AMY). Ces tubes sont ensuite

remplis d'une suspension bactérienne standardisée a I'échelle de 0,5 Mc Ferland.

A la fin du test, les résultats se traduisent par des changements de couleur dans les tubes,

soit spontanément, soit apres I'ajout de réactifs.

ii.  Identification des Staphylococcus par la galerie Api staph permet d’effectuer les
tests suivants
(GLU) D-glucose, (FRU) D-fructose, (MNE) D-mannose, (MAL) D-maltose, (LAC) D-

lactose, (TRE) D-tréhalose, (MAN) D-mannitol, (XLT) xylitol, (MEL) D-mélibiose, (NIT)
nitrate de potassium, (PAL) B-naphtyl phosphate, (VP) sodium pyruvate, (RAF) D-raffinose,
(XYL) D-xylose, (SAC) D-saccharose, (MDG) méthyl-aD glucopyranoside, (NAG) N-acétyl-
glucosamine, (ADH) L-arginine, (URE) urée.
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V. Antibiogramme
La technique de diffusion sur disque est la plus utilisée pour évaluer la sensibilité aux

antibiotiques Qomariyah et a/. (2021). Les antibiotiques utilisés : Vancomycine Va(30ug) ;
Pénicilline P(10pg) ; Kanamycine K(30ug) ; Lincomycin L(2ug) ; Amikacine Ak(30pg) ;
Cefoxitin Cx(30ug).

La méthode de diffusion sur disque comprend les étapes suivantes :

1. Des boites de Petri stériles sont remplies d'agar Mueller-Hinton liquéfié et on les laisse

se solidifier.

2. L'inoculum bactérien est préparé a partir de souches agées de 18 a 24 heures, normalisées
a 0,5 Mac Ferland. 11 est ensuite étalé sur la surface de la gélose solidifiée a l'aide d'un

écouvillon stérile.
3. Poser les disques antibiotiques sur le tapis bactérien a 1'aide d’une pince stérile.
4. Les boites sont incubées a 37°C pendant 24 heures.

5. Les résultats sont exprimés en mesurant la zone d'inhibition (mm) a I'aide d'un pied a

coulisse (Triadi et al., 2022).
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Résultats et discussion

l. Isolement et Identification des bactéries liée aux mammites

A. Isolement
La mammite est une inflammation du sein, généralement causée par une infection

bactérienne. Elle se manifeste par des symptomes tels qu'un gonflement des seins, des douleurs,
des rougeurs et des modifications de la qualité du lait (y compris la présence de pus ou de sang).
Cette pathologie est fréquente chez les vaches laitiéres et peut avoir un impact important sur la

production laitic¢re et la santé de 'animal (Blowey et a/.,2010).

D’aprés nos résultats, nous avons constaté que parmi les 100 échantillons de lait issus
des vaches mamiteux, 66 échantillons sont contaminés par entérobactéries et Staphylocoques

avec un pourcentage de 24.42% et 19.14%, respectivement.

19.14%

24,42%

Lait de bonne qualité Lait contaminer Entérobactéries Staphylocoques

Figure N° 11 : Présence des entérobactéries et Staphylocoques dans 1’échantillon d’étude

B. Identification
a. Etude morphologique

1. Examen macroscopique et microscopique
L'examen macroscopique des colonies cultivées sur le milieu EMB a révélé un aspect

vert métallique brillant caractéristique autour des colonies, dii a une fermentation rapide du
lactose. En outre, les bactéries cultivées sur le milieu Chapman présentaient des colonies jaunes

dues a la fermentation du mannitol.
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Tableau N°02 : caracteres morphologie des souches isolées.

Milieux de Aspects Aspects macroscopiques
cultures microscopiques
EMB Coccobacilles Colonies
. violettes semi
a Gram négatif
bombées
avec éclats
métallique
verdatres.
Chapman Cocci en amas a Colonies

Gram positif

arrondi réguliere

bombé dorré.

D'autre part, I'examen microscopique des bactéries par coloration de Gram a montré que

les bactéries présentes dans le milieu EMB sont des coccobacilles a Gram négatif et que celles

cultivées sur le milieu de Chapman sont des Cocci en amas a Gram positif.

Tableau N°02 : Caractéres biochimique des souches obtenues.

Tests Cat |Oxy (ONPG |LDC ODC |ADH |Sch | TSI | Man | Urée |Ind | VF | Coa | Cit
Culture
EMB + - + + + + + + + - + + - -
Chapman + - + + + - + + + - + |+ +

(+): Test positive, (-): Test negative.

Concernant les tests biochimiques effectués sur les bactéries : catalase, oxydase, ONPG,

TSI, indole, coagulase, urée, mobilité du mannitol, Vf, ADH, LDC et ODC) apres une culture
de 18h sur les milieux de culture (EMB, Chapman) (Tableau N°02).
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Culture sur EMB

Selon les résultats de 1'identification, les bactéries qui se développent dans le milieu
EMB sont des coccobacilles Gram-négatifs (Figure N°12), de type respiratoire aéro-anaérobie
facultatif, mobile, possédent les enzymes catalase, [-galactosidase (ONPG), Lysine
décarboxylase (LDC), I'Ornithine décarboxylase (ODC) et l'indole. Au méme temps sont
dépourvues de I’Uréase (URE) et TDA et sont incapables de synthétiser I’'H>S et elles n’utilisent
pas le citrate comme unique source de carbone. Ces résultats indiquent que la bactérie isolée

sur EMB est E. coli.

Figure N°12 : Observation microscopique d’E. coli aprés coloration de Gram

Ces résultats d’identification de E. coli sont confirmés par les résultats de la galerie Api
20% aprés un traitement a I’aide d’un logiciel d’identification “api web*

(http://apiweb.biomerieux.com)
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Les calculs proposent (cliquez sur @ pour voir les détails du profil) :

1. Escherichia coli 1 @ avec une probabilité de 99.7 % (excellente identification)
99.7%

Les taxons ayant une probabilité trop faible (< 5%) sont éliminés.

Figure N°13 : Résultat de I’identification dans la galerie Api 20E.

Ces résultats sont aussi cohérents avec ceux de Basavaraju et Gunashree (2022), qui
soulignent que E. coli appartient a la famille des Enterobacteriacea et qu'elle a une forme de

coccobacille a Gram négatif, avec catalase positive, mobile et aéro-anaérobie facultative.

En plus, la plupart des études révélerent que les colonies d'E. coli ont un aspect vert
métallique dans le milieu EMB en raison de la fermentation du lactose, qui provoque une
acidification accrue du milieu. Celle-ci précipite le bleu de méthyléne dans le milieu EMB

(Triadi et a/.,2022).
Culture sur Chapman

En revanche, toutes les bactéries identifiées dans le milieu de Chapman sont a Gram
positif et se présentent sous la forme de Cocci en amas « grappe de raisin » (Figure N°14).
D'aprés nos résultats, des tests classiques et la galerie Api STAPH (Tableau N°02 (Annex
N°I) ; Figure N° 15) nous avons constaté que la souche obtenue correspond a Staphylococcus

xylosus (Gnanamani et al., 2017 ; Wang et al., 2017) ; (http://apiweb.biomerieux.com).
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Figure N°14 : (a) Observation microscopique apres coloration de Gram. (b) test a la

coagulase de Staphylococcus spp.

Ces resultats sont en accord avec plusieurs études révélant que les souches de
staphylocoques appartiennent a la famille des Micrococcaceae. En effet, ces bactéries sont des
Cocci a Gram positif dotées de catalase, qui forment des amas irréguliers lorsqu'elles sont
observées au microscope (Chen et al., 2022 ; Battaglia et Garrett Sinha, 2023).

Nos résultats sont en concordance avec les études de Abou-Elela et al. (2010), qui
montrent que S. xylosus est une bactérie a une forme Cocci avec la présence de catalase, uréase,
B-galactosidase, et capables de dégrader le mannitol et divers sucres dont galactose, le glucose,
le maltose, le fructose, le saccharose et le mannose, mais elles sont dépourvues d'oxydase et de
coagulase.

Les résultats d’identification biochimique par la galerie Api staph sont mentionner dans le

(*Tableau N° 05) :
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Les calculs proposent (cliquez sur @ pour voir les détails du profil) :
1. Staphylococcus xylosus @ avec une probabilité de 100 % (excellente identification)

Figure N° 15 : Résultats de la galerie API STAPH.

VI. Etude de la sensibilité des souches

A. Antibiogramme
Les résultats d’antibiogramme de souches isolées sont illustrés dans les histogrammes

suivants :

Pour S. xylosus

S.xylosus
kso B

AK30 '

L2 )

pro (D
CX30 -
VA30 -

0,00% 5,00% 10,00% 15,00% 20,00%

Figure N°16 : La moyenne de la résistance bactérienne de la souche S. xylosus aux

antibiotiques.
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Parmi 37 souches de isolées du lait cru mamiteux nous avons constaté que certaines
souches développent une résistance vers déférents antibiotiques, dont : 2.7% de nos souches
présentent une résistance contre le Vancomycine (Va30), Cefoxitin (Cx30) et Pénicilline
(P10) et pour Lincomycin (L2), 7 souches présentent une résistance vis-a-vis cet antibiotique

avec un taux de 18.91%.

Alors que pour les deux autres antibiotiques (Amikacine (Ak30) et Kanamycine (K30)),

toutes les souches sont sensibles.

E.coli

K30 '

AK30 '

L2 )
r10
oxzo )
vazo J

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%

Figure N°17 : La moyenne de la résistance bactérienne de la souche E. coli aux antibiotiques.
L2 : Lincomycin ; CX30 : Cefoxitin ; VA30 : Vancomycine ;
K30 : Kanamycine ; AK30 : Amikacine ; P10 : Pénicilline.

Concernant les 29 souches d’Escherichia coli isolées du lait cru mamiteux, nous avons
enregistré une émergence de résistance de certaines bactéries vis-a-vis les antibiotiques testés :
34.84% de nos souches d’E. coli sont résistantes au Pénicilline (P10), 72.41% sont résistantes

au Lincomycin (L2) et 3.44% sont résistantes au Kanamycine (K30).

Nous avons constaté que nos souches sont sensibles aux Vancomycine (Va30), Cefoxitin (Cx30)

et Amikacine (Ak30).
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Figure N°19 : Résultat de réaction d’antibiotique sur la souche Staph et de la souche E.

coli

Selon une étude clinique de Abdoulaye et al., 2022, ils ont trouvé que dans un nombre
de 31 souches d 'Escherichia coli, 12 souches sont résistantes a 1’antibiotique Cefoxitin (Cx30),
alors que parmi 10 souches de staphylococcus spp, 4 souches développent une résistance contre
la Cefoxitin (Cx30), ainsi que pour I’ Amikacine (Ak30), 14 souches d 'Escherichia coli ont était
résistantes, alors que 3 souches de staphylococcus spp développent une résistance vis-a-vis le

Kanamycine.

Zafindrasoa et a/. (2017) font une étude clinique sur I’antibiorésistance d’Escherichia
coli, leurs résultats montrent que dans un nombre de 102 souches isolées, 51 souches sont
résistantes aux Bétalactamine avec un taux de 50% (avec un taux de 5.9% vis-a-vis Pénicilline),

alors que 58 souches ont développé une résistance aux Aminosides avec un taux de 56.9%.

El Bouamri et al. (2014) ont trouvé que dans un effectif de 924 souches d’Escherichia
coli isolée pour une étude de la résistance bactérienne contre les antibiotiques, 65% des souches
ont été résistantes de 1’amoxicilline et 8% des souches ont était résistantes de I’Amikacine

(AK30).

En 2022, Nguyen et al. Déclarent que parmi 271 souches d’Escherichia coli isolée a
partir d’un milieu hospitalier, 96.7% des souches présentent une résistance contre les
antibiotiques de la famille bétalactamine et 0.7% des souches sont résistantes a I’ Amikacine

(AK30).
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Selon Pierre et al. (2007), sur un échantillon de 662 souches isolée, 44,7 % devenir
résistants a au minimum un antibiotique testé. Le taux de résistance a au moins deux
antibiotiques est 36,9 %, ce qui signifie que juste 7,8 % des souches étaient résistantes a un seul

antibiotique.

En 2023, Christian et al. Ont trouvé que parmi 98 souches de staphylococcus spp, les
souches développent une résistance contre la Pénicilline, I’ Amoxicilline et la vancomycine avec

des taux différents (82%, 74% et 13%, respectivement).

Les mécanismes de 1’antibiorésistance sont variés. Les principaux permettent a la
bactérie d’expulser ’antibiotique ou d’empécher son entrée, de le dégrader ou le modifier afin
de le rendre inactif, de le déloger ou de modifier la machinerie cible afin de I’empécher d’agir

(Duval et Cossart, 2019).

La vancomycine fait partie des antibiotiques glycopeptidiques. Elle cible les précurseurs
du peptidoglycane, alors que ce systéme est crucial pour la biosynthése de la paroi cellulaire
des entérocoques. En se liant a ces précurseurs et en empéchant la transglycosylation et la
transpeptidation, la vancomycine empéche la construction et la croissance de la paroi cellulaire
bactérienne. La caractéristique commune de ces systémes est de modifier la voie de biosynthese
du peptidoglycane avec différentes molécules, de sorte que la vancomycine ne peut pas

identifier la molécule et ne peut donc pas interférer (Cebeci et Kirmusaoglu, 2020).

Alors que les bétalactamines (Cefoxitin et Pénicilline) se fixent aux protéines de liaison des
pénicillines (PLP) et arrétent la production de peptidoglycane, un élément clé de la paroi
bactérienne. Les bactéries transpeptidases et carboxypeptidases, qui jouent un rdle essentiel
dans la synthese du peptidoglycane, vont identifier le cycle béta-lactame qui va rivaliser avec
leur substrat naturel, le dipeptide d'alanine et I'insertion des PLP se fait a la surface externe de

la membrane cytoplasmique (Bush, 2016).

Concernant les aminosides, les substances traversent la paroi et entrent dans la membrane grace
a un processus de transport qui nécessite de l'oxygeéne. Dans la bactérie, les aminosides
(Amikacine et Kanamycine) se fixent aux ribosomes afin de perturber la production de

protéines (Lutz et al., 2018).

Selon Stahl (2017), les bactéries peuvent présenter une résistance croisée a la

Lincomycin. La régulation du mécanisme d'efflux actif est assurée par des génes MEF.
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(Phénotype M, résistance aux macrolides et apparentés a chaine en C14 ou C15) et la résistance

MLSDb (modification de la cible ribosomale) est régulée par les génes ERM.
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Les mammites sont une inflammation des quartiers mammaires chez les vaches laitieres.
C'est I’'une des pathologies les plus fréquentes et coliteuses en production laitiere, représentent
un enjeu sanitaire et économique majeur pour les éleveurs et 1’état. Leur traitement repose
principalement sur l'utilisation d'antibiotiques. Ces derniers massivement utilisés sont parfois
inadaptés avec le germe causal de 1’infection ce qui conduisent a I'émergence inquiétante de
souches bactériennes résistantes. Ces bactéries, devenues insensibles aux antibiotiques, sont
alors beaucoup plus difficiles a éradiquer, entrainant des mammites persistantes et séveres. Le
phénomene de résistance bactérienne entrave ainsi I'efficacité des traitements classiques contre
les mammites. Il menace non seulement la santé des troupeaux laitiers mais également la santé

publique.

Les objectifs de notre étude sont I’identification et la caractérisation des bactéries
pathogenes liées a la mammite (Escherichia coli et Staphylococcus spp), puis 1’évaluation du
profil de sensibilité des bactéries isolées vis-a-vis d'une gamme d'antibiotiques couramment
utilisés dans le traitement des mammites.

Les resultats de notre travail ont permis d'identifier deux principaux bactéries
responsables des mammites, E. coli et S. xylosus, L'identification par tests biochimiques,
morphologiques et galeries API a permis de confirmer et de mettre en évidence leur profil de

résistance croissante a divers antibiotiques.

Les souches d’E. coli ont manifesté une forte résistance a la Lincomycin, une résistance
modérée vers la pénicilline et faible a la Kanamycine et pour les autres antibiotiques aucune

résistance n’a été notée (Vancomycine, Cefoxitin et de 1’ Amikacine).

De maniére encore plus préoccupante, certaines souches de S. xylosus manifestent une
résistance aux antibiotiques de derniers recours comme la Vancomycine, la Cefoxitin et la
Pénicilline, ainsi qu'a la Lincomycin et pour Amikacine et Kanamycine toutes les souches sont

sensibles.

Ces resistances s'expliquent par divers mecanismes moléculaires mis en place par les
bactéries pour se protéger des antibiotiques. Face aux bétalactamines comme les pénicillines,
elles synthétisent des béta-lactamases qui dégradent le cycle béta-lactame de l'antibiotique.
Pour la vancomycine, elles modifient les précurseurs du peptidoglycane de la paroi cellulaire,

empéchant ainsi la fixation de I'antibiotique.

La résistance aux aminosides comme la kanamycine implique souvent la production

d'enzymes modifiant la structure de I'antibiotique ou I'expulsion active de celui-ci par des
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pompes a efflux. Enfin, pour les macrolides tels que la Lincomycin, des modifications au niveau
des ribosomes cibles ou des systemes d'efflux membranaires diminuent I'efficacité de ces

molécules.

L'émergence rapide de ces multiples mécanismes de résistance représente une menace
sanitaire majeure. La dissémination de ces pathogénes polymorphes dans la chaine alimentaire
pourrait conduire a des infections animales et humaines incontrélables en I'absence de
nouveaux agents antimicrobiens efficaces. Des mesures urgentes de contrdle de I'utilisation des
antibiotiques en élevage et de surveillance de I'antibiorésistance s'imposent pour préserver notre

capacite a combattre ces fléaux émergents.
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Annexe |

Résultats des galeries

Tableau N° 01 : Résultats d’identification par la galerie Api 20E

d’arabinose

Tests Résultat Négatif | Résultat Positif Réaction Composants actives
ONPG Incolore Jaune B galactosidase 2-nitrophénil. B D
(Ortho nitro phényle 8 galactopyranoside
D galactopyranoside)
ADH Orange Jaune/Rouge Arginine d’hydrolase L’arginine
LDC Orange Jaune/Rouge Lysine décarboxylase Lysine
ODC Jaune Rouge/Orange Ornithine L’ornithine
décarboxylase
CIT Jaune Vert pale Utilisation du citrate Tri sodium citrate
H2S Incolore Dépot noire Production d’H2S Sodium thiosulfate
URE Orange Jaune/Rouge Uréase Urée
TDA Marron Rougeatre Ttryptophane L-tryptophane
désaminase
IND Incolore Rose Production indole L-tryptophane
VP Incolore Rouge/Rose Production d’acétoine Sodium pyruvate
GEL Non diffusion Diffusion du Gélatinase Gélatine origine bovine
pigment noir
GLU Bleu Jaune Fermentation/oxydation D-glucose
du glucose
MAN Bleu Jaune vert Fermentation/oxydation D-mannitol
du mannitol
INO Bleu Jaune vert Fermentation/oxydation Inositol
du inositol
SOR Bleu Jaune vert Fermentation/oxydation D-sorbitol
du sorbitol
RHA Bleu Jaune vert Fermentation/oxydation L- mannose
du mannose
SAC Bleu Jaune vert Fermentation/oxydation D-saccharose
du saccharose
MEL Bleu Jaune vert Fermentation/oxydation D- mélibiose
du d-mélibiose
AMY Bleu Jaune vert Fermentation Amygdaline
d’amygdaline
ARA Bleu Jaune vert Fermentation L- arabinose
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Annexe | Résultats des galeries
Tableau N°02 : Résultats d’identification par la galeric Api STAPH.
Test Résultats Résultats Réaction Composants Actives
positive Négative
ADH Orange/Rouge Jaune Hydrolyse de l'arginine en Arginine Dihydrolase
ornithine
URE Rouge/violet Jaune Hydrolyse de l'urée en Uréase
ammoniac
NAG Jaune Rouge Hydrolyse du substrat B-N
Acétylglucosaminidase

MNE Jaune Rouge Acidification (mannose) D-mannose
MAL Jaune Rouge Fermentation du maltose Maltose

LAC Jaune Rouge Fermentation du lactose Lactose

TRE Jaune Rouge Fermentation du tréhalose Tréhalose
MAN Jaune Rouge Fermentation du mannitol Mannitol

XLT Jaune Rouge Acidification (xylose) D-xylose

MEL Jaune Rouge Acidification(mélibiose) D-mélibiose

NIT Rouge Jaune Réduction des nitrates en Nitrate de potassium

nitrites
PAL Violet Jaune Phosphatase alcaline Op-nitrophényl
phosphate
VP Violet Incolore Production d'acétyle Sodium pyruvate
méthyl-carbinol

RAF Jaune Rouge Fermentation du raffinose Raffinose

XYL Jaune Rouge Fermentation du xylose Xylose

SAC Jaune Rouge Fermentation du Saccharose

saccharose

MDG Jaune Rouge Fermentation du mélibiose Mélibiose

GLU Jaune Rouge Fermentation du glucose Glucose




Annexe 11 composition des milieux de culture

Composition du milieu Emb (Delarras,2014) :

PEPIONE. ...t 10g
LACTOSE. ...ttt 10g
Dihydrogénophosphate de potassium............cccoovvereeiiesieeneciesieeseeiens 29
EOSING JAUNALIE. ..ot 0,49
Bleu de MEthYIENE..........c.ooveiiieee e, 0.065g
F o L Lo - | PR SR T RR 13.5¢

Ph 7,0+0,2a225°C

Composition Milieu de Chapman (Guiraud, 1998) :

EXErait de VIANGE. .......cveiiiiiiieeee e 19
PEPIONE .ot 10g
Chlorure de Sodium (NaCl)........cccoviiieiieciececcceee e 759
MANNTEOL.....eeeee e 10g
Rouge de PhENOL............ooiiiiee e 0,025¢
GIOSE. ...ttt 18g
BaU diStIlIEE.......ceii e 1000 mL

Autoclaver a 120 °C/20mn




Annexe 11 composition des milieux de culture

Composition du Triple sugar Iron Agar (Hajna, 1945) :

LACTOSE. .. vttt 10g
Chlorure de SOAUIM..........oiiiieieieee e 5¢
SACCNAIOSE. ....eeuvieeie ettt ettt e e sraenee e re e 10g
GIUCOSE. ... 19
Sulfate d’ammonium feITEUX...........cccuvriiiiiiiiiieiisiereee e 0.2g9
Thiosulfate de SOdIUM..........ccoiiiiiiccece e 0.29
Rouge de PRENOL..........cviiiiiii s 0.025¢g
Ph=7.4

Composition du Viande-foi (Delarras, 2014) :

Base Viande-fOi.........cccoceiiiiiiiicc e 29,59

(] [ o0 =TSRSS 29

Chlorhydrate de CYStEINE.........coieieiieeeeee e 0,59
Ph=7,4+0.2 4 25°C

Composition du Milieu Urée indole :

L-TryPtOPhaNe. .. ..o 39
Phosphate mon0 POtaSSIQUE..........ccvrieierieierie e 19
Chlorure de SOOIUM........ciiiiiieeee e 59
Phosphate DIPOtaSSIQUE........c..ciiiiiieiicce e 19
Rouge de Phenol ..........oooviiieecec s 0,025¢




Annexe 11 composition des milieux de culture
TR ettt bt bbbt b bbb e 209
AICOOI 95°C .. 0,01ml

PH =6,7
Composition du Milieu Mannitol-Mobilité :
Peptone de VIANGE.........ccuiiiiiiieiee e 20g
AT et 4q9
MANNTEOL. ... 29
Rouge de PhENOL...........ccoviiiie e 4ml
BaU ISHIIER.......oeeee e 1L
PH=7,6
Composition Milieu Muller —Hinton (Lorian, 2005) :
Infusion de viande de beeuf..........occoviiiiiiiiiic e 3000ml
PEPLONe e CASEINE........eeiveciiecieeie ettt 17,59
AMIAON DB MAIS.....ciieviiiiieeiie et e s st e e s e e e e e s esbreneeeas 1,59
AGAI-A0A ...ttt n e e b nree s 179
BaU QISR ... 1l

PH=7,4. Autoclavage : 120°C pendant 20minutes.
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Figure N° 02 : Plasma de lapin. Figure N° 03 : Résultats de test mannitol mobilite.
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Figure N°05 : Résultats de test ODC. Figure N°06 : Resultats de test Viande Foie.

Figure N°07 : Résultat de test ADH.  Figure N°08 : Résultat de test ONPG.
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Figure N°11 : Résultats de test LDC  Figure N°12 : Résultats de test Schuber
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Figure N°13 : Résultats des tests d’antibiotiques
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Annexe IV Résultats d’antibiogramme

Figure N°14 : Antibiotiques




Annexe VI Matériel et appareillage

Figure N°16 : Technique d’antibiogramme.
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Annexe VI Matériel et appareillage

Figure N°17 : Spectrophotometre Figure N°18 : Microscope Optique

Figure N° 19 : Vortex

Figure N° 21 : Stérilisateur UV Figure N°22 : Autoclave




Annexe VI Matériel et appareillage

Figure N°23 : Bain Marie

Figure N° 24 : Etuve Figure N°25 : Four Pasteur
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Résumé

Résume
La mammite est une inflammation de la glande mammaire chez les vaches laitiére,

causée principalement par des infections bactériennes. Cela entraine une diminution de la
quantité et la qualité de lait et affecte son économie. Notre étude s’est focalisée sur I’évaluation
de la sensibilité des souches bactériennes isolées de lait cru mamiteux aux différents
antibiotiques. Sur 100 echantillons de lait de vache souffrant de mammite pris dans deux fermes
differentes (la ferme expérimentale de I’universit¢ IBN KHALDOUN - Tiaret, celle de
Boukheteche-Rahouia) testé par CMT.

D’aprés nos résultats, nous avons isoler et identifier deux bactéries majeurs responsables
aux mammites a partir de 66 échantillons contaminés, il s'agit d'Escherichia coli et
Staphylococcus spp. L'identification de ces souches a été confirmée par des tests
morphologiques, biochimiques et [I'utilisation de galeries d'identification spécifiques.
Cependant, Les souches obtenues ont été soumise a une identification biochimique, suivie par
I’é¢tude de leur sensibilit¢ aux antibiotiques par la méthode de diffusion des disques
d’antibiotiques sur la gélose Mueller-Hinton. Nos résultats montrent que sur 29 souches
d’E.coli, (72,41%) sont résistantes a la Lincomycin et (34,84%) a la Pénicilline, un taux de
résistance relativement faible a été observé a la Kanamycine de (3.44%). Par ailleurs, aucune
résistance n’a été notée Vvis-a-vis de la Vancomycine, Cefoxitin et de I’Amikacine. Sur les 37
souches de S. xylosus, (18,91%) sont résistante a la Lincomycin, (2.7%) a la Vancomycine,

Cefoxitin et Pénicilline, pour I’Amikacine et la Kanamycine toutes les souches y sont sensibles.

Mots clés : antibiorésistance, mammite, E. coli, S. xylosus, lait.




Résumé

Abstract

Mastitis is an inflammation of the mammary gland in dairy cows, mainly caused by bacterial
infections. This leads to a decrease in both the quantity and quality of milk, affecting its
economy. Our study focused on evaluating the sensitivity of bacterial strains isolated from
mastitis raw milk to different antibiotics. Out of 100 samples of milk from cows suffering from
mastitis taken from two different farms (experimental farm univ IBN KHALDOUN -Tiaret and
Boukheteche-Rahouia) tested by CMT, our results showed that we isolated and identified two
major bacteria responsible for mastitis from 66 contaminated samples: Escherichia coli and
Staphylococcus spp. The identification of these strains was confirmed through morphological

and biochemical tests, as well as the use of specific identification galleries.

However, the obtained strains underwent biochemical identification, followed by studying their
antibiotic sensitivity using the disc diffusion method on Mueller-Hinton agar. Our results
indicate that out of 29 E. coli strains, 72.41% were resistant to Lincomycin, 34.84% to
Penicillin, with a relatively low resistance rate observed for Kanamycin at 3.44%. Additionally,
no resistance was noted against Vancomycin, Cefoxitin, and Amikacin. Among the 37 S.
xylosus strains, 18.91% were resistant to Lincomycin, while 2.7% were resistant to

Vancomycin, Cefoxitin, and Penicillin. All strains were sensitive to Amikacin and Kanamycin.

Keywords: antibioresistance, mastitis, E. coli, S. xylosus, milk.
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