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Introduction

Introduction

Dans tous les pays en voie de développement, les récentes croissances rapides de la
population et leur urbanisation accrue, ont entrainé I’augmentation rapide de la demande
d’aliment, et particuliecrement les aliments d’origine animale. Nourrir les villes est donc
devenu, un défi pour les gouvernements de ces pays.

En Algérie, le secteur laitier est considéré comme stratégique et bénéficie d’une politique
de soutien par I’Etat, depuis deux décennies, en raison de son role socio- économique. En
effet, une attention particuliere est accordée au lait orienté vers la consommation de masse
puisqu’il représente une source de protéines animales appréciable dans le modele alimentaire
local.

La recherche de rendements plus élevés des élevages laitiers locaux est de plus en plus
soutenue a cause de la forte hausse des prix de matiéres premiéres laitiéres sur les marchés
internationaux qui fait augmenter la facture d’importation qui a frélé le milliard de dollars en
2012 (MADR, 2013) d’un aliment qui pourrait étre produit localement. D’ou I’'urgence d’une
prise en charge continue de la filiére laitiere bovine qui constitue le principal pourvoyeur de

I’industrie laitiere algérienne et du marché de consommation en lait et produits laitiers.

En effet, dans de nombreux pays développés, une mise sous surveillance systématique et
réguliere est entreprise au sein des élevages laitiers afin de dépister les cas de mammites. En
revanche en Algérie la plupart des élevages ne sont soumis a aucun contréle laitier régulier.
Selon le ministére de I’Agriculture et du développement rural, I’Algérie a un cheptel de 1,9
millions tétes bovines (dont 52%o vaches laitiéres) pése pour 6 % de I’effectif global durant
la période 2010-2017 (MADR,2018).

Cependant, la mammite est la pathologie la plus colteuse et la plus importante dans
I’industrie laitiere. Elle se définit comme étant I’inflammation d’un ou plusieurs quartiers de
la glande mammaire, caractérisée par des changements physiques, chimiques et
microbiologiques de la sécrétion lactée ainsi que des modifications pathologiques dans le tissu
mammaire. Les pertes économiques se justifient par le faible rendement des mamelles
infectées, les traitements vétérinaires, les saisies de lait ainsi que la reforme prématurée des
vaches (Peton et Le Loir, 2014). En termes d’incidence des mammites subcliniques, un co(t
moyen annuel de 4896 € a été estimé dans un troupeau de 100 vaches laitiéres au Pays-Bas
(Halasa et al., 2009). Or, la présence d’agents pathogénes et/ou de toxines dans le lait ainsi
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Introduction

que des résidus d’antibiotiques résultant de traitement des mammites peut compromettre

sérieusement la santé publique.

Ces infections sont principalement causées par des bactéries coliformes (E. coli), des

staphylocoques et des streptocoques (Bouaziz., et al 2006).

Escherichia. coli (E .coli) est sans doute I’'un des micro-organismes vivants le plus
étudié a ce jour. En effet, I’ancienneté de sa découverte (1885) et sa culture aisée (division
cellulaire toutes les 20 minutes a 37°C dans un milieu riche) en font un outil d’étude de
choix. De méme, E. coli est considéré comme modele standard dans les laboratoires de
biologie moléculaire. La profusion de publications scientifiques qui le mentionnent en
témoigne.

De la famille des Enterobacteriaceae, E. coli a longtemps été considéré comme un
simple commensal du tractus digestif des mammiféres. Cependant, grace a leur multiplication
rapide et la plasticité de leurs génomes, certaines souches sont capables de co-évoluer avec
leurs hotes et d’échapper a leurs mécanismes de défense. Ces propriétés expliquent en grande
partie I’émergence réguliere de nouvelles souches pathogenes (pathovars) ayant acquis par
échange génétique des facteurs de virulence.

Etant donné le peu de connaissance sur I’importance de la diversité des souches d’E.
coli incriminées dans les mammites en matiere de facteurs de virulence, aucun vaccin n’est
disponible a I’heure actuelle pour lutter efficacement contre la maladie, en conséquence
I’antibiothérapie une fois le diagnostic établi reste le seul moyen de lutte contre la maladie.

Cette situation, a poussé les éleveurs a un usage abusif et erroné des antibiotiques dans le
but d’assurer la rentabilité¢ de leurs élevages, en occultant le fait qu’ils participent a
I’émergence de bactéries résistantes, voire multirésistantes qui peuvent entrainer de sérieux
risques pour la santé humaine.

Plusieurs études ont été menées dans différentes régions du monde: Au Canada (
Fairbrother, et al., 2010), en France (Pontrel et al., 2018) ( Boireau et al., 2018), en Chine
(Cheng et al ., 2019) (Yu.,2020), en Thailand (Hinthong ., 2017) ,en Tunisie (Saidani et al.,
2018) et en Algérie (Sedrati et al., 2020). Elles ont consisté a déterminer la fréquence et le
profil de résistance des souches d’E. coli isolées des mammites bovines & I’encontre de
différentes familles d’antibiotiques. Les résultats obtenus sont inquiétants et indiquent

I'émergence et la dissémination des souches dites « multi-résistantes » a grande echelle.
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Introduction

Nos objectifs visent I’estimation de la prévalence des E. coli dans le lait de bovins a
mammite par les méthodes bactériologiques standards dans certaines fermes du centre
d’Algérie, ainsi que son impact sur la quantité et la qualité du lait. 1l s’agit aussi de rechercher
des souches d’E. coli potentiellement productrices de bétalactamases a spectre étendu.
L’attention a été aussi portée sur la caractérisation phénotypique (antibiorésistance et
sérogroupage) et génotypique (recherche des genes codant pour la production des béta
lactamases) des différents isolats.

Pour ce faire, nous allons suivre un plan classique ou apres une synthése bibliographique
qui portera respectivement sur : La bactériologie générale d’E. coli, description épidémio-
clinigue des mammites a Escherichia coli, et les antibiorésistances. Nous aborderons une
deuxieme partie consacrée a I’étude expérimentale qui concernera les différents protocoles
relatifs a I’échantillonnage, I’analyse physico-chimique, I’analyse bactériologique (isolement,
antibiogramme, sérogroupage) et génotypique. Le dernier chapitre sera réservé, quant a lui, a
I’interprétation des résultats et débouchera également sur I’ouverture des discussions et sera

conclu par des recommandations.
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Chapitre 1. Synthése bibliographique

I. Présentation d’Escherichia coli

I.1. Définition
Escherichia coli, également appelée colibacille et abrégée en E. coli, est un bacille a
Gram négatif radio-résistant aéro-anaérobie facultatif (AAF).Elle compose environ 80 % de

notre flore intestinale aérobie (Kaper et al., 2004).

La plupart des Escherichia coli sont inoffensifs et ont une fonction utile dans le corps
(Horvati¢ et al., 2018). Cependant, I’acquisition et la combinaison de facteurs de virulence
chez les souches Escherichia coli peuvent entrainer des modifications de leur comportement
pouvant occasionner diverses infections telles des infections intestinales ou extra-intestinales.
(Levine et al.,1987).

1.2. Historique

C’est en 1885 que cette bactérie est décrite pour la premiere fois dans des selles de
nourrissons, par le médecin Allemand Theodor Escherich (1857-1911) sous le nom de
Bacterieum coli commune (Escherich, 1885).Toutefois, en 1904, cette méme bactérie a été
isolée dans un cas d’infection urinaire et en 1919, Castellani et Chambers donnent le hom
d’Escherichia coli a cette bactérie (Grimont, 1987).

1.3. Classification

L’espéce E.coli fait partie de la famille des Enterobacteriaceae. Elle a été caractérisée
sur les plans phénotypique, biochimique et physiologique. Aujourd’hui, ce sont des
techniques basées sur I’utilisation de I’ADN qui permettent une étude génétique des
populations et la caractérisation des différentes souches d’Escherichia coli (Gilcrease et
Casjens, 2018).
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Tableau 1 : classification d’Escherichia coli (Gilcrease et Casjens, 2018).

Domaine Bacteria
Embranchement Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Entérobactérie
Famille Enterobactériaceae
Genre Escherichia

Espece Escherichia coli

1.4. Habitat

E. coli est un agent ubiquiste faisant partie de la flore gastro-intestinale normale des
mammiferes, certaines souches ont réussi a acquérir des attributs spécifiques leur permettant
une adaptation a de nouvelles niches. (Kaper et al., 2004).

1.5. Caractéres généraux
1.5.1. Caracteres morphologiques et culturaux

Escherichia coli ou colibacille est une bactérie Gram négative asporulée mesurant 2 a 4
um de long sur 0,4 a 0,6 um de large. C’est une bactérie arrondie, mobile gréace a une ciliature
péritriche. Ce germe non exigeant, Sur milieux gélosés, les colonies d’entérobactéries sont
habituellement lisses, brillantes, de structure homogeéne (type « smooth » ou S). Cet aspect
peut évoluer aprés cultures successives pour donner des colonies a surface séche rugueuse
(type« rough » ou R) (Euzéby, 2004 ; Micali et al., 2018).

1.5.2. Caractéres biochimiques

E.coli posséde une catalase mais est dépourvue d’oxydase. L’étude d’activités
enzymatiques et de la fermentation des sucres est réalisée a I’aide de micro-méthodes validées
disponibles dans le commerce sous forme de galeries. Ces dernieres permettent
I’identification de cette bactérie ainsi que le diagnostic différentiel avec les autres bactéries de
la méme famille (Fluadrois, 2004 ; Pang et al., 2017).
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1.5.3. Caractéres antigéniques

Les composants antigéniques d’E. coli sont variés et appartiennent a quatre types de
structures .Leur identification permet de définir le sérotype, c’est-a-dire I’association des
specificités des antigenes O, H et si possible K. L’antigene somatique O, définissant le
sérogroupe, est contenu dans les lipopolysaccharides présents sur la paroi bactérienne des
souches a coloration de Gram négative (Orskov et Genus, 1986).

L’ antigéne flagellaire H est de nature protéique entrant dans la structure du flagelle
permettant la mobilité de la bactérie. L’antigéne de surface K est présent de facon inconstante
mais bloque I’agglutinabilité de I’antigéne O et donc le sérogroupage lorsqu’il est présent.
L’identification des antigenes et sérogroupes a permis de différencier des souches pathogenes
des souches commensales. En effet, certains sérotypes ne sont jamais, ou rarement, associés a

des maladies tandis que d’autres le sont tres fréqguemment (Orskov, 1984).

1.6. Génome d’Escherichia coli

Le patrimoine génétique de la souche E.coli de laboratoire non pathogene a été
entierement séquencé en 1997. Leur génome comprend 4,6 millions de paires de bases codant
environ 4 200 protéines. En 2001, le génome d'une souche d’E. coli entéro-hémorragique a
été séquencé. Il comprend 5,5 millions de paires de bases codant 5 400 protéines. L'année
suivante, le génome d'une souche d' E.coli provoquant des infections urinaires et des
méningites néonatales, a été séquencé. Il comprend 5,2 millions de paires de bases codant 5
300 protéines. Ceci témoigne du remarquable potentiel évolutif et de la versatilité de ce taxon
bactérienne (Hacker et al., 2003).

Le nombre total des genes de I’espéce est estimé 17.838 génes en 2009. La majorité des
souches, porte environ 4.721 génes, et seulement 1.976 génes appartiennent au fond commun
c’est a dire que uniquement 11% des génes connus sont communs a toutes les souches de
Escherichia coli (Hacker et al., 2003).

1.7. Les Escherichia coli pathogenes

Escherichia coli peut devenir pathogéne lors de I’affaiblissement des défenses de I’héte
et/ou suite a I’acquisition d’attributs de virulence. Il est responsable, chez I’animal, du méme
potentiel infectieux que chez I’Homme, causant une grande variété de maladies intestinales et
extra-intestinales (Gyles et Fairbrother, 2010).

L’expression d’un répertoire spécifique de facteurs de virulence est corrélée a une

pathologie particuliére et permet de définir différents pathovar (Gyles et Fairbrother, 2010).
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Ces pathovars sont a I’origine de nombreux cas de morbidité et de mortalité dans le monde
entier.Les souches d’Escherichia coli pathogenes sont sectionnées en deux groupes des
souches responsables d’atteintes et d’infections intestinales (diarrhée, colite hémorragique) ou
extra-intestinales  (syndrome  hémolytique et urémique, purpura thrombotique
thrombocytopénique) (Gyles et Fairbrother, 2010).

Le pouvoir pathogene d’une bactérie peut soit venir des facteurs de colonisation
(adhésines), soit de la production de toxines, soit de sa capacité a envahir les tissus de I’héte.

1.8. Les facteurs de virulence

La définition des facteurs de virulence et la compréhension des mécanismes impliqués
dans le pouvoir pathogéne des souches d’Escherichia coli sont des préalables indispensables a
I’évaluation du risque pour la santé publique lié a I’existence de ces pathogeénes. Ainsi, la
combinaison des facteurs de virulence impliqués dans le pouvoir pathogéene des souches reste
encore a déterminer. L’étude des facteurs de pathogénicité d’Escherichia coli a montré que
dans I’espéce, il existe de nombreux variantes des facteurs : (Wenz et al., 2006).

1.8.1. Les facteurs de virulence potentiels
- Une capsule qui s’oppose a la phagocytose.

- Des proteines de la membrane externe et le LPS donnant aux bactéries la capacité
d’échapper a I’activité bactéricide du serum de I’hdte en s’opposant a la fixation du
complément.

- Des systemes de captation du fer : Les sidérophores: notamment codé par I’flot de
pathogénicité fournissant aux bactéries le fer indispensable a leur multiplication, au détriment
de la transferrine.

- Des toxines :

L’endotoxine commune aux entérobactéries.

Les entérotoxines ST (thermostables) et LT (thermolabiles).Ce sont des toxines cytotoxiques
qui agissent sur le contréle entérocytaire de la sécrétion hydro-électolytique la toxine LT est
proche de la toxine cholérique.

Les cytotoxines SLT1 et SLT2 (Shiga-like toxine). Ce sont des toxines qui alterent I’intégrité
des entérocytes. On les appelle encore des vero-toxine (VT) a cause de leur effet toxique sur
les cellules vero en culture. (Vervet origine - vervet, un singe africain) (Levine, 1988).

Sat et Vat : Sat (secreted auto transporter toxin) et Vat (vacuolating auto transporter toxin)
sont des toxines de type V, de la famille des auto-transporteurs. Elles vont produire une

vacuolisation et un engorgement cellulaire .Le role de la toxine Vat dans la pathogénése
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d’une infection extra-intestinale d’Escherichia coli n’a pas encore été bien identifié. La toxine
Sat provoque un dommage sévére dans les reins, perte de la membrane glomérulaire, perte de
I’épithélium des tubules, et une vacuolisation du tissue, mais sans avoir un rdle déterminé
dans la colonisation de la bactérie.

- Des protéases, telles que la sérine protéase, la catalase peroxydase, la métallo-protéase.

- Des systeémes de résistance a I’acidité gastrique et des uréases.

1.8.2. Shigatoxines (Stx) d’Escherichia coli

Le principal réservoir animal est représenté par les ruminants domestiques
particulierement les bovins. Les bovins sont la principale source des infections humaines
(viande de boeuf hachée, produits laitiers, contamination fécale des végétaux et de I’eau) par
les souches STEC O157 ou non- O157. mais ceux-ci ne causent pas de signes cliniques

chez ces derniers (Fairbrother et Nadeau, 2010).
1.8.3. Les facteurs d’adhésion

L’adhérence constitue une étape essentielle de la pathogénése due aux bactéries
entériques. Les principaux sont les facteurs impliqués dans le développement des lésions
d’attachement et d’effacement (A/E) des enterocytes , qui est responsable de diarrhées, et se
caractérisent par un effacement des microvillosités des cellules de I’épithélium intestinal dans
la zone de contact entre la bactérie et la cellule cible (Mainil et al.,2000).

Les génes (paou prs) qui codent pour cette adhésine sont souvent liés génétiquement aux
clusters hlyet cnf, codant pour la toxine CNF.

Une autre adhésine, le fimbriae S, codée par les génes sfa, est utilisée pour s’attacher aux
récepteurs de  I’acide  sialigue. Les fimbriae de type 1  (fim), et
pap(pyelonephritis-associatedpilus) ou fimbriae P, sont les adhésines les mieux caractérisées
(Mainil et al.,2000).

1.8.4. L entéro-hémolysine d’Escherichia coli

L’hémolysine nommée E-HIyA est une protéine codée par le gene ehxAsur I’opéron
plasmidique enxCABD. E-HIyA appartient aux groupes des toxines RTX (Repeats in Toxin) ;
son mécanisme consiste a s’insérer dans la membrane plasmique, formant des pores, ce qui
aboutit a la lyse osmotique de la cellule cible consécutive a la fuite du contenu cellulaire
plasmatique, en provoquant la lyse des hematies, les hémolysines provoquent la libération de
fer dans le milieu ce qui est propice au développement des bactéries (Fairbrother et
Nadeau, 2010).
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I1. Description epidémio-clinique des mammites a Escherichia coli

La mammite ou I’inflammation au niveau de la glande mammaire se développe lorsqu’un
agent pathogene réussit a traverser les barriéres du canal du trayon et a se multiplier a
I’intérieure dans le lait. Elle est généralement septique et provoquée la plupart du temps par
une infection bactérienne. Cependant, il existe des mammites aseptiques qui sont rares et
provoquées par des traumatismes locaux, des toxiques ou des désordres physiologiques
(Rémy, 2010).

Lorsque les mécanismes de défense immunitaire combattent cette infection rapidement et
de facon efficace, la mammite sera de faible intensité et transitoire. En revanche, lorsque les
mécanismes de défense sont compromis, lors de période de parturition par exemple, ou
lorsque I’agent pathogéne possede des mécanismes d’évasion face au systéeme immunitaire, la
mammite sera plus sévere ou chronique. L’intensité de la réponse inflammatoire déterminera

le type de mammite; subclinique ou clinique (Morin, 2009).
I1.1. Aspect clinique des mammites a Escherichia coli
11.1.1. Physiopathologie des mammites a Escherichia coli

La majorité des infections intra-mammaires & E. coli ont lieu au début ou a la fin du
tarissement (Smith et al., 1985; Blum et al., 2000). Elles demeurent subcliniques jusqu’au
moment de la parturition. Plus souvent, la maladie est rencontrée chez les vaches fortes
productrices, durant les deux semaines suivant la parturition et chez les vaches qui ont un
comptage de cellules somatiques bas (Gyles et Fairbrother, 2010).Les E. coli causant les
mammites cliniques a coliformes sont des agents pathogénes opportunistes de
I’environnement et il ne semble pas y avoir une association entre le sérotype, le génotype ou
les facteurs de virulence présents et la sévérité de la maladie (Wenz et al., 2006). La
résistance au sérum est considérée comme étant le seul point en commun entre les différents
isolats d’E. coli, mais, méme pour ceci, la fréquence rapportée varie entre 59 et 99,5 % (Blum
et al., 2010).

» Entrée dans la glande mammaire

La mammite se développe lorsque le canal du trayon de la vache est exposé directement
aux matieres fécales ou a un environnement contaminé. E. coli pénetre au niveau du trayon et
s’installe dans le canal et dans les sinus lactiféres. L’intensité de la réponse de I’hote
déterminera I’apparition des signes cliniques (Fairbrother et Nadeau, 2010 ; Blum et al.,
2017).

22



» Multiplication dans la glande mammaire

Les coliformes ne semblent pas coloniser la glande mammaire, mais plutét se multiplier
dans les sécrétions sans attachement au niveau des cellules de surface (Morin, 2009 ; Islam
et al., 2020).L’adhésion d’E.coli au niveau de I’épithélium de la glande mammaire n’a pas un
role important pour la pathogénie de la maladie. Ainsi la sévérité de la mammite est
directement proportionnelle au comptage bactérien dans les sécrétions mammaires .Deux
facteurs de virulences sont importants pour les coliformes a ce stade de I’infection; la
capacité d’utiliser le lactose comme source d’énergie et la capacité de se multiplier dans des
conditions de quasi-anaérobiose. Le lactose est le principal glucide présent dans le lait.
L’oxygéne y est présent en faible quantité. Par conséquent, les bactéries ont une croissance
exponentielle dans le sinus galactophore (Hogan et Larry Smith, 2003 ; Fagiolo et Lai,
2007).

» Adhésion et invasion

L’adhésion des microorganismes au niveau des cellules de I’héte est la premiere étape de
la colonisation. Le tropisme cellulaire, c’est-a-dire I’attachement aux cellules, dépend
beaucoup de la souche d’E.coli mise en jeu. Elle est tres variable, de tres faible a tres efficace.
Si I’attachement aux cellules épithéliales n’a pas été démontré, il est toutefois possible que les

bactéries puissent se lier a d’autres cellules du tissu (Fagiolo et Lai, 2007).

En général, les bactéries n’envahissent pas le tissu mammaire mais restent dans la lumiere de
la glande, citernes et sinus lactiferes. Lors de mammites sévéres d’évolution aigué, la
pathogénicité n’est pas liée a I’invasion et a la colonisation de I’épithélium (Fagiolo et Lai,
2007).

Pour une mammite chronique, il peut se produire un attachement temporaire, réversible
et relativement faible d’E.coli avec I’épithélium intact du sinus lactifere. On ne peut pas le
qualifier d’adhésion car il ne comprend pas la fixation a un récepteur comme c’est le cas de
certaines souches d’E.coli a la membrane des entérocytes. Cependant cette liaison peut
éventuellement déclencher la libération de cytokines dans un second temps, qui attirent alors
les cellules inflammatoires (Fagiolo et Lai, 2007).

Plusieurs adhésines ont été associées avec la pathogénie d’E.coli lors de maladie chez les
bovins. Les adhésines fimbriaires F17 codé par des genes F17a-A, F17b-A, F17c-A et F17d-
A, ont été détectés chez des E. coli produisant des mammites bovines. Les adhésines
fimbriaires P et S, codées par les opérons pap et sfa, sont produites par les souches d’E. coli
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uropathogeénes et pourraient aussi étre d’importance pour les souches de mammite. En 2010, il
a été rapporté que 16,7 % des souches de mammite bovine étudiées en Finlande possédaient
le géne papC (Suojala et al., 2011). Les adhésines afimbriaires sont encodées par divers
génes afa. Ces adhésines, ou protéines d’adhésion, permettent I’adhérence des E. coli
pathogeénes aux divers tissus de I’hote. Les génes codant pour les adhésines fimbriaires P et S
ainsi que pour I’adhésine afimbriaire AfaE-8 ont été détectés chez des E. coli de mammite (7
%, 8 % et 1 % respectivement) en Finlande (Kaipainen et al., 2002). Une autre adhésine
afimbriaire connue est la CS31A qui est un polypeptide de surface. Le gene codant pour cette
adhésine a été détecté chez quelques E. coli de mammite (Wenz et al., 2006). L’adhésine
fimbriaire de type | (géne fimH) a également été détectée derniérement chez des E. coli
de mammite (Fernandes et al., 2011).

> Persistance au niveau de la glande mammaire

Suivant les facteurs de virulence, de la gestion du troupeau par I’éleveur, ainsi que de
I’efficacité des défenses de I’animal, la plupart des cas de mammite bovine dus a E. coli sont
transitoires et se terminent par la mort de I’agent pathogéne ou de I’h6te (Yu et al.,2018).

La persistance de I’infection traduisant un équilibre entre la multiplication du microorganisme
et les défenses de I’animal. Il a été démontré que E.coli était capable de causer des infections
persistantes dans la glande mammaire sans développement d’une réponse immune
significative, mais aussi de survivre a I’intérieur de neutrophiles (Lam et al., 1996 ).
Récemment, il a été démontré que les souches d’E.coli associées a des infections chroniques
pénétraient plus efficacement les cellules mammaires épithéliales que des souches associées a
des infections aigués (Islam et al., 2020).

Une infection intra-mammaire persistante doit étre due a une souche bactérienne unique
présente pendant une longue période au niveau de la glande mammaire, engendrant des
isolements répétés provenant de multiples épisodes de mammite clinique (Zadoks et al.,
2011).

Des études antérieures ont pu déemontrer que certains E. coli ont la capacité de persister
au niveau de la glande mammaire, mais que ce phénomene était plutdt rare (Bradley
et Green, 2001).

» Contagion

Lorsque la méme souche d’E. coli est isolée lors d’infection au niveau de la glande

mammaire a répétition, mais au niveau de quartiers différents, ceci pourrait indiquer qu’il y a
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eu un transfert de cette souche entre les quartiers, donc de la contagion. Ceci est un
phénoméne qui a été detecté antérieurement. Au Royaume-Uni, 8,5 % des cas récurrents
apparaissant dans différents quartiers de la méme vache possédaient le méme génotype

que le E. coli isolé initialement (Bradley et Green, 2001).
» Réponse de I’hote

La réponse de I’h6te face a la présence d’E. coli dans la glande mammaire dépend du
stade de lactation. Les sécrétions provenant d’une glande mammaire tarie ne supportent
pas la croissance et la multiplication des coliformes. A ce stade, c’est la faible quantité de
fer qui est le facteur limitant. Lors du tarissement, les lactoferrines, agents chélateurs du
fer, augmentent, et ce, jusqu’au début de la production du colostrum (Hogan et Larry
Smith, 2003).

Par contre, en période de parturition ou durant les premieres semaines de la lactation, les
vaches sont plus susceptibles a développer des signes cliniques plus marqués suite a la
multiplication du E. coli dans la glande mammaire. Ceci est di au fait que les vaches sont
immuno-supprimées et que I’appel des neutrophiles est moins efficace ou que les mécanismes

de phagocytose et de mort intracellulaire des bactéries sont fragilisés (Smith, 1985).

Les neutrophiles sont les cellules les plus importantes pour la défense de I’h6te face a
une infection a E. coli. Il est essentiel que ces cellules arrivent rapidement au niveau de la
lumiére de la glande mammaire afin d’avoir une efficacité totale. Ainsi, lorsque la période de
lactation est bien établie, les infections mammaires a E. coli sont accompagnées d’un
minimum de signes cliniques systémiques tels que la fiévre et d’une diminution temporaire de
la production laitiere. Les signes cliniques sont modérés et la vache guérie par elle-méme.
Dans cette situation, la réponse inflammatoire est considérée comme étant

physiologique a 100 % (Burvenich et al., 1994).

Durant la période de parturition ou en début de lactation, plusieurs facteurs permettent au
E. coli se de multiplier en grande quantité. Les facteurs les mieux connus sont la
faible concentration de lactoferrines dans le lait, une réponse tardive des leucocytes
polynucléaires, une diminution au niveau de la tension d’oxygéne due a |la
multiplication bactérienne. Ceci engendre ainsi une diminution de [I’efficacité de la
destruction des E. coli dans les phagolysosomes et une transition rapide vers la
présence d’une population leucocytes mononucléaires dans la glande mammaire

remplacgant les polynucléaires plus efficaces (Fairbrother et Nadeau, 2010).
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Les E. coli se multiplient et meurent dans la glande mammaire libérant ainsi les LPS
(endotoxine) de la membrane cellulaire externe. La liaison des LPS avec les cellules de
I’hGte initie la production de TNF-a par celles-ci. Le TNF-a est responsable de
I’enclenchement de la cascade de I’inflammation qui est causé lors de I’apparition des signes
cliniques locaux et systémiques (Hoeben et al., 2000; Blum et al., 2000). Les
prostaglandines, IL-1, IL-6, IL-8, C5a et I’oxyde nitrique sont d’autres éléments importants
dans la réponse inflammatoire (Morin, 2009). Malgré le fait que la concentration de
LPS dans le lait soit élevée, celle-ci n’est pas détectable ou trés faible dans le plasma). La
production des mediateurs de I’inflammation au niveau de la glande mammaire est
responsable de I’appel des neutrophiles. Lorsque I’appel de ceux-ci se fait de facon efficace et
rapide, les bactéries sont phagocytées et détruites. Si I’appel n’est pas efficace, les

bactéries se multiplient et les signes cliniques de mammites apparaissent (Morin, 2009).
> Evasion de la défense cellulaire

La capacité d’évasion du systeme immunitaire, plus précisément des neutrophiles, est un
facteur de survie important pour les coliformes. La charge bactérienne dans la glande
mammaire et la sévérité de la maladie dépendent de la rapidité et de I’efficacité de la réponse
des neutrophiles. La susceptibilit¢ d’un coliforme face a la phagocytose dépend de la
variabilité au niveau des antigénes de surface exposés. Ainsi, les E. coli ayant la capacité de
produire une capsule auront plus tendance a engendrer des infections intramammaires
de plus longue durée que les souches d’E. coli non capsulées. De plus, la présence de
composantes cellulaires autres que la capsule peut avoir un effet sur la phagocytose. Certains
E. coli, faisant parti des sérogroupes O8 et O9, possedent des facteurs antiphagocytique qui
ne sont pas associés a la capsule. Plusieurs E. coli ont la capacité d’exprimer des
cytotoxines et des hémolysines, mais la production d’exotoxines ne semble pas étre un point
critique afin de faciliter I’évasion du systeme de défense de I’hdte (Hogan et Larry Smith,
2003).

> Sensibilité au sérum

La résistance face a I’activité bactéricide du sérum est un facteur de virulence commun a
plusieurs coliformes en cause lors de mammite. Par contre, ceci n’est pas un prérequis
pour la maladie. L’activité bactéricide du sérum est possible grace au complément. De
plus, I"activité du complément est plus importante dans les sécrétions d’une glande mammaire

en involution que dans le lait produit en période de lactation (Hogan et Larry Smith, 2003).

26



Par contre, la résistance face au sérum ne varie pas chez les coliformes, qu’ils soient
prélevés durant le tarissement ou durant la période de lactation. De plus, le pourcentage de
coliformes sensibles au sérum en provenance de cas d’infection intra-mammaire est similaire
au pourcentage de coliformes sensibles présents dans I’environnement de vaches. Ainsi,
les coliformes résistants au sérum n’ont pas d’avantage par rapport aux coliformes sensibles
au sérum en ce qui concerne les infections intra-mammaires (Hogan et Larry Smith,
2003).

11.1.2.Symptomes

La majorité des mammites a E. coli produisent des signes cliniques locaux, mais un
peu moins de 10 % des cas seront systémiques ou seront accompagnés d’une diminution
marquée de production laitiere (Smith et al., 1985 ; Bradley et Green, 2000).

11.2. Epidémiologie des mammites & Escherichia coli
11.2.1. Epidémiologie descriptive
11.2.1.1. Incidence et prévalence

Les bactéries a Gram négatif et plus particulierement les coliformes sont une cause
majeure de mammites en elevage bovin laitier (Morin, 2009). Escherichia coli est une
bactérie fréquemment isolée des mammites. En effet, les mammites a E. coli sont la cause la
plus fréquente de mammite en début de lactation (Bradley et Green, 2001). Bien que
I’incidence de ces mammites varie d’un pays a I’autre, elle se situe généralement autour de
20% (Poutrel, 2008). Par contre, une incidence plus élevée, atteignant 50% a été rapportée
dans certains pays (Fairbrother et Nadeau, 2010). Les mammites a coliformes sont une
cause majeure (30 a 50 %) de maladie au niveau des élevages performants de vaches laitieres
(Morin, 2009).

Tableau 2 : prévalence des mammites cliniques a E.coli selon le pays (Bultin des GTV
2010).

Pays Année Prévalence relative.%
Australie 2009 25,6
Canada 1998 17.2
France 2008 17.0
Royaume-LUni 2004-2005 26,7
Etats-Unis 2007 21,0
Suéde 2003 15.9
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11.2.1.2. Importance et Gravité
» Importance économique

Les mammites bovines constituent un domaine pathologique dans les élevages laitiers
ou elles occasionnent des pertes économiques considérables. Ces pertes sont liées aux
réductions de production laitiére, quant a la mammite a E. coli, qui survient fréquemment au
début de la lactation, ces pertes peuvent étre graves vu la capacité de croissance d’E.coli

exponentielle en conditions quasi anariobiose (Remy, 2010).

L’impact économique résulte de la somme des colts des actions de maitrise des
mammites (traitements et préventions) et des pertes (réductions de production, lait non
commercialisé, pénalités sur le prix de vente, mortalités et réformes anticipées) (Remy,
2010).

> Gravité

Certaines bactéries pathogénes et / ou leurs toxines, ainsi que les résidus apres traitement,
sont présents dans le lait de la vache atteinte de mammite et constituent un grand danger pour

la santé humaine ( Murinda et al., 2019).

Etant donné que le potentiel d’E.coli & coloniser le pis dépend en partie de sa capacité a
se multiplier dans le lait, la croissance des différentes souches d'E.coli a donc été évaluée dans

le lait entier frais (Roussel et al. 2017).

E.coli est parmi les bactéries les plus impliquées dans les intoxications alimentaires par
ingestion des produits laitiers et en absence de pasteurisation elle est responsable des troubles
digestifs (Roussel et al. 2017).

11.2.2. Epidémiologie analytique
11.2.2.1. Source et voies de transmission

En ce qui concerne la mammite & E. coli, la source d’infection la plus commune est la
matiere fécale présente dans I’environnement des vaches. La litiére organique telle que la
paille, les sciures et copeaux de bois supporte bien la croissance du E. coli, surtout
lorsque la température est élevée et lorsque la litiere est humide (Morin, 2009).

Ceci favorise donc la contamination du canal du trayon et augmente I’incidence de la
mammite. Quelques études antérieures démontrent que certaines souches d’E.coli
provoquant des mammites auraient des caractéristiques semblables a celles des agents de

mammite contagieuse. Ces caractéristiques sont la persistance au sein de la glande mammaire,
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I’apparition de mammites récurrentes dans le méme quartier avec un E. coli possédant le
méme génotype et la transmission de I’infection d’un quartier a I’autre (Bradley et
Green, 2001).

11.2.2.2 Facteurs de risque
> Facteurs de risques liés a I’agent pathogéne

Selon Dego (2020), ces facteurs sont liés aux:-Protéines de la membrane externe et le
LPS donnant aux bactéries la capacité d’échapper a I’activité bactéricide du sérum de I’héte
en s’opposant a la fixation du complément.-Systemes de captation du fer (Les
sidérophores) notamment codé par I'Tlot de pathogénicité fournissant aux bactéries le fer
indispensable a leur multiplication, au détriment de la transferrine.-Entérotoxines ST
(thermostables) et LT (thermolabiles).

Ce sont des toxines cytotoxiquesqui agissent sur le contrble entérocytaire de la
sécrétion hydro-électolytique la toxine LT est proche de la toxine cholérique.-Cytotoxines
SLT1 et SLT2 (Shiga-like toxine). Ce sont des toxines qui altérent I’intégrité des
entérocytes. On les appelle encore des vero-toxine (VT) a cause de leur effet toxique sur les

cellules vero en culture. (Vervet origine -vervet, un singe africain).

- Une capsule qui s’oppose a la phagocytose.

- Des protéines de la membrane externe et le LPS donnant aux bactéries la capacité
d’échapper a I’activité bactéricide du sérum de I’hdte en s’opposant a la fixation du
complément.

- Des systemes de captation du fer : Les sidérophores : notamment codé par I'Tlot de
pathogénicité fournissant aux bactéries le fer indispensable a leur multiplication, au
détriment de la transferrine.

- Des toxines

- Les entérotoxines ST (thermostables) et LT (thermolabiles).Ce sont des toxines
cytotoxiques qui agissent sur le contrdle entérocytaire de la sécrétion hydro-
électolytique la toxine LT est proche de la toxine cholérique.

- Les cytotoxines SLT1 et SLT2 (Shiga-like toxine). Ce sont des toxines qui altérent
I’intégrité des entérocytes. On les appelle encore des vero-toxine (VT) a cause de
leur effet toxique sur les cellules vero en culture. (Vervet origine - vervet, un singe

africain).
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> Les facteurs de risques liés a I’héte
a. L’age

Les vaches multipares ont une plus grande réceptivité et sensibilité aux mammites
causées par des bactéries a Gram négatif que les primipares ; cette sensibilité augmente avec
I’age. L’incidence des mammites est positivement corrélée avec I’age et avec le nombre de
lactations. Les vaches les plus agées et ayant vélé durant I’été représentent la population la
plus a risque de développer une mammite coliforme (Smith et al.,1985 ; Dego, 2020). La plus
grande prédisposition aux infections coliformes des vaches avec un rang de lactation élevé
serait la conséquence de modifications physiques telles qu’une modification des tissus du

trayon, associée a une perte d’élasticité du sphincter, ainsi que la présence éventuelle de
Iésions (Poutrel, 1983).

b. Les stades la lactation

La lactoferrine est une glycoprotéine du lait qui fixe le fer et le rend moins disponible
pour les bactéries. Or la prolifération des Enterobactéries est dépendante du fer libre. Ainsi,
cette glycoprotéine a une activité antibactérienne non specifique mais efficace et sa
diminution en période peripartum contribue a augmenter la sensibilité de la glande mammaire
aux infections «colibacillaires». Au tarissement, I’accumulation de fluide et I’'augmentation de
pression dans la mamelle entrainent la dilatation du canal du trayon et favorise ainsi I’entrée
d’agents pathogenes de I’environnement. Alors qu’en lactation ces agents pathogénes seraient
éliminés par la traite, au tarissement, ils persistent dans le trayon. En début de période seche,
les vaches sont plus a risque d’infections notamment par E.coli. En effet, on remarque que le
risque d’infection par E.coli est trois a quatre fois plus élevé apres le tarissement qu’en
période de pleine lactation (Leelahapongsathon et al., 2016).

Lors d’une réponse immunitaire rapide, seul le tissu du sinus galactophore est touché,
sans implication pour le tissu sécrétoire, la production n’est alors pas affectée. Plus le délai de
migration des neutrophiles vers le tissu mammaire est long et plus la multiplication
bactérienne sera élevée ainsi que la quantité d’endotoxine capable de passer dans le sang
(Hogan et Smith, 2003).

De plus, les signes généraux sont d’autant plus marqués que la dose d’endotoxine est
importante. Or en période post partum, le cortisol diminuerait la margination des

polymorphonucléaires. En effet, la margination est effective aprés un délai de 10 a 12 heures.
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Les changements cellulaires dans le lait sont constatés 15 heures aprés le début de I’induction
expérimentale de la mammite a Escherichia coli alors que des signes généraux sont déja
présents (Burvenich et a., 1994). Les complications de I’endotoxémie sont donc accrues

apres le vélage.
c. Génétique

La grande variabilité de la sensibilité des vaches aux mammites coliformes peut aussi
étre expliquée par des facteurs génétiques. Pour savoir quel est le poids du fond génétique
dans la sensibilité aux mammites, plusieurs paramétres ont été étudiés : I’héritabilité mere
fille I’influence du facteur paternel chez les filles ou les sceurs. De plus, certains facteurs
comme le nombre et la fonctionnalité des neutrophiles au début de la lactation, la
concentration du sérum en anticorps et en cellules, ainsi que différents caractéres physiques
ont été étudiés en relation avec les facteurs génétiques. L’héritabilité des mammites cliniques
est tres faible autour de 0,02 (Rupp et Boichard, 2001). L’héritabilité des CCS est un peu
supérieure et égale a 0,17. De plus il existe une corrélation génétique positive entre ces deux
parametres qui est de 0,72. Ainsi I’utilisation du parametre CCS comme critére de sélection

permet d’améliorer la résistance aux mammites (Rupp et Boichard, 2001).

> Les facteurs de risques liés a I’environnement

a. Le batiment

Les mammites dues a E. coli sont habituellement classées en tant que mammites dites
d’environnement, c’est-a-dire celles pour lesquelles I’environnement des animaux constitue la
premiere source de contamination. En effet, la source principale est la matiére fécale présente
dans I’environnement de la vache. L’infection de la mamelle a lieu lors d’un contact entre les
trayons et un milieu contaminé (Smith et al., (1985) ; Islam et al., (2020)). Le fumier ou la
laitiere présentent le support de la prolifération bactérienne. La charge bactérienne devient
critique au-dessus de 106 bactéries par gramme de fumier. Cette limite est atteinte lorsque le
fumier est laissé sur de longues périodes de temps (défaut d’une hygiéne adéquate, mauvaise
pratique d’élevage, utilisation intensive de certains endroits). Dans ces conditions, une
augmentation de I’incidence des mammites & Escherichia coli est constatée (Smith et al.,
1985).
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« L’humidité ambiante, la température et le pH

Une humidité ambiante élevée, lors de mauvaises conceptions du batiment et de défauts
de ventilation, accélere la prolifération bactérienne. Aussi, une élévation de température est

associée a une charge bactérienne accrue des surfaces de couche.

De fait, une augmentation estivale des colibacilles totaux est constatée. Enfin, la
prolifération des bactéries a Gram négatif est fonction du pH, elle est favorisée lorsqu’il égale
8,52 9,5 (Sahu et al., 2019).

b. Rationnement

Le peri-partum représente la période durant laquelle des déficits énergétique et
protéique sont souvent présents Ainsi I’augmentation de la concentration plasmatique des
corps cétoniques posséde un impact négatif sur les fonctions des neutrophiles et est associée a
une plus grande sensibilité aux mammites (Hogan et al., 1993). Deux nutriments essentiels
pour la santé de la mamelle sont la vitamine E et le sélénium. Ces derniers interviennent dans
les fonctions anti-oxydantes au niveau tissulaire et cellulaire. En effet, la glutathion
peroxydase, dont la fonction est régulée par ces deux composés, permet de protéger les
neutrophiles et les macrophages de I’action destructrice des molécules d’oxygéne toxiques
(ROS) qui sont produites lors de I’explosion respiratoire (Hogan et al., 1993).

I1l.  Antibiotiques et antibiorésistance

I11.1. Apercu sur les antibiotiques

111.1.1. Définition

Selon I'étymologie du mot "antimicrobien" (du grec anti, signifiant "contre", mikros,
signifiant "petit”, et bios, qui signifie "la vie"), les agents antimicrobiens sont des substances
qui ont la capacité d’agir contre la vie de micro-organismes (Guardabassi et Courvalin,
2006).

Un antibiotique est une substance antibactérienne d'origine biologique, c'est a dire
produite par des micro-organismes (champignons microscopiques et bactéries) ou de synthése
chimique et qui est capable d'inhiber la multiplication ou de détruire d'autres micro-
organismes. (Yala et al., 2001).

D’apres les bactériologistes, les antibiotiques sont des composés naturels ou chimiques

qui agissent a faibles doses sur les micro-organismes et qui n’ont pas de toxicité sur I’h6te.

32



L'utilisation des antibiotiques doit donc répondre a un certain nombre de régles qui découlent
de la connaissance de ces substances, de leurs caractéres physico-chimiques essentiels et
surtout de leurs propriétés biologiques dans I'organisme; leur pharmacocinétique, leur activité

antibactérienne et leurs effets toxiques ou secondaires éventuels (Pittsburgh, 2003).

111.1.2 Mode d’action des principales familles d’antibiotiques

Les antibiotiques agissent essentiellement par I’inhibition spécifique d’une étape précise
d’une fonction bactérienne. lls se fixent sur des sites moléculaires de la cellule bactérienne
entrainant ainsi la perturbation de diverses réactions métaboliques, sans affecter la cellule
hote, ce qui nécessite la connaissance, de plus en plus précise, des fonctions spécifiques et
vitales de la bactérie, lesquelles, pourraient constituer des cibles potentielles. Ces derniéres
sont caracteristiques de chaque famille (Poyart, 2003).
111.1.2.1 Antibiotiques agissant sur la synthése du peptidoglycane (paroi)

Le peptidoglycane est un polymere réticulé fait de chaines polysaccharidiques reliées par
des peptides. Cette molécule n'existe que chez les bactéries et assure la rigidité de la paroi.
Les précurseurs du peptidoglycane sont synthétisés dans le cytoplasme et assemblés a
I'extérieur de la membrane cytoplasmique. Lorsque les bactéries sont en phase de croissance,
il existe simultanément des phénomeénes de synthése et de destruction du peptidoglycane.
L'équilibre entre ces deux phénomenes est rompu par les antibiotiques inhibant la synthése du
peptidoglycane. Il en resulte une altération de la paroi ayant un effet létal pour la bactérie
(Nauciel et Vildé, 2008).

» P-lactamines :

Les B-lactamines ont la capacité de détruire les bactéries sensibles en inhibant la derniére
étape de la synthese du peptidoglycane, un constituant fondamental de la paroi bactérienne.
Elles se fixent sur la transpeptidase, I’enzyme de la derniere étape de synthése du
peptidoglycane selon leur affinité pour une ou plusieurs protéines liant la pénicilline (PLP)
(Mesaros, 2005). Ces protéines sont des enzymes impliquées dans la phase finale de la
synthése du peptidoglycane, c'est-a-dire I'étape de polymérisation a partir de sous-unités faites
d'un disaccharide-peptide. L'activité enzymatique des PLP est inhibée par leur liaison avec les
B-lactamines. Une bactérie contient plusieurs variétés de PLP. L'affinité des p-lactamines pour
les PLP peut varier selon les B-lactamines et selon les PLP (Nauciel et Vildé, 2008).
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La famille des B-lactamines comprend un nombre important de molécules, toutes
présentent un cycle pB-lactame indispensable a [I’activité antibiotique: les pénames
(pénicillines), les céphémes (céphalosporines), les monobactames, les pénémes
(carbapénémes) et les inhibiteurs des B-lactamases. Elles ont en commun un noyau B-lactame
présentant une analogie structurale avec la terminaison D-ala-D-ala du précurseur du

peptidoglycane. Ces classes sont présentées dans la figure 3 (Nordmann et al., 2012).
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Figure 1: les structures chimiques des principales B-lactamines et les inhibiteurs des -
lactamases cliniqguement disponible (Nordmann et al., 2012).

e Pénames:

La classe des pénicillines est composée d'un grand groupe de composes bicycliques
pénames qui différent par la nature du radical fixe sur le carbone 6 (Gallagher et
MacDougall, 2011) et se repartissent en six sous-groupes.

* Groupe 1: la benzylpenicilline et ses formes parentérales a longue durée d'action.

* Groupe 2: les pénicillines absorbées par voie orale similaire a la benzylpenicilline.

* Groupe 3: les isoxazoylpenicillines, des pénicillines qui sont relativement stables pour les B-
lactamases, mais qui n'ont pas d'activité utile contre les bacilles a Gram négatif, plusieurs sont
structurellement liées.

» Groupe 4: se sont des composes avec une activité élevée contre certains bacilles a Gram
négatif, y compris de nombreuses entérobactéries et de I'Haemophilus influenzae, mais qui
sont inactives par les staphylocoques et beaucoup de pB-lactamases de la famille des

entérobactéries.
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» Groupe 5: pénicillines actives contre Pseudomonas aeruginosa. Il s'agit notamment de
carboxypenicillines (et leurs esters absorbes par voie orale) et les derives d'ampicilline.
* Groupe 6: penicillines resistantes aux [3-lactamases de la famille des entérobactéries
(Finche et al., 2010).
e Céphémes:

Les céphalosporines se distinguent chimiquement des pénicillines par le remplacement
du cycle thiazolidine par un cycle dihydrothiazine (Gallagher et MacDougall, 2011). Elles
sont classees en fonction de leur date d’apparition, qui correspond a chaque fois a
I’acquisition de nouvelles proprietes.

- Cephalosporines de premiere generation (C1G) :
Relativement resistantes aux penicillines, peuvent etre ainsi actives sur des souches resistantes
aux penicillines a large spectre. Detruites par les cephalosporinases de nombreux bacilles a
Gram negatif.
Exp: Cefaclor, Cefadroxil, Cefalexine, Cefapirine, Cefatrizine, Cefazoline, Cefradine.
- Cephalosporines de deuxieme generation (C2G) :
Elles se distinguent des C1G par une relative resistance a certaines cephalosporinases et un
leger gain d’activite sur les souches sensibles.
Exp: Cefoxitine, Cefotetan, Cefuroxime.
- Cephalosporines de troisieme generation (C3G) :
Elles ont une meilleure activite que les C2G sur les souches sensibles et une resistance accrue
a I’inactivation par les cephalosporinases.
Exp: Ceftizoxime, Ceftriaxone, Cefotaxime, Ceftazidime.
- Cephalosporines de quatrieme generation (C4G)
Elles restent actives chez les enterobacteries ayant acquis une resistance aux C3G par
hyperproduction d'une cephalosporinase, et inactives en cas de -lactamases a spectre etendu
(BLSE).
Exp: Cefepime, Cefpirome (Cavallo et al., 2004).
e Carbapénémes :

Les carbapenemes présentent un cycle de base qui difféere de celui des pénicillines par
la présence d’une double liaison et d’un atome de carbone au lieu d’un soufre en position 1
(Gallagher et MacDougall, 2011). Ils présentent un spectre d’activité plus large en
comparaison avec la pénicilline, les céphalosporines et les associations B-lactamines/p-
lactamases. En général, les carbapenemes ayant différentes activités antibactériennes.

L’imipenéme, le paripennée et le doripénéme sont efficaces contre les bactéries & Gram
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positif, tandis que, I'ertapénéme, le meropénéme, le biapénéme et le doripénéme étaient un
peu efficace contre les bactéries a Gram négatif (El-gamal et al., 2017).
e Monobactames :

Le noyau des monobactames est limite au cycle B-lactame (Cavallo et al., 2004). Les
premiers monobactames ont été isoles de substances naturelles produites par
Chromobacterium violaceum, mais les produits récents sont entierement synthétiques. Le seul
produit utilise actuellement est I’aztreonam qui a une forte activité contre les bactéries
aérobies a Gram négatif, mais il est pratiquement inactif contre les bactéries a Gram positif et
les anaérobies (Cavallo et al., 2004).

» La fosfomycine :
La fosfomycine inhibe la synthése de la paroi bactérienne par action sur la pyruvyl

transférase, impliquée dans l'une des premieres réactions de la synthese du peptidoglycane.
Cette étape étant intracytoplasmique, la pénétration de la fosfomycine a l'intérieur de la bactérie
est nécessaire a son activité. (Gualerzi et al., 2013).

La fosfomycine modifie de facon covalente I'enzyme MurA, une protéine essentielle
nécessaire a la synthése de I'acide N-acetylmuramique I’'un des constituants de peptidoglycane
de la paroi bactérienne (Gualerzi et al., 2013).
> Glycopeptides :

Les glycopeptides sont une famille dantibiotiques a structure complexe comprenant
notamment la vancomycine, la téicoplanine et la ristocétine. Bactéricides, ces médicaments
tuent les bactéries auxquelles ils s'attaquent.

Les molécules se lient au dipeptide terminal D-ala-D-ala du peptidoglycane. Cette fixation
de type clé-serrure empéche le fonctionnement normal des transpeptidases et des
transglycosylases, entrainant I’arrét de la synthése du peptidoglycane et secondairement la
mort de la bactérie. Leur volume important les empéche d’emprunter les porines de la
membrane externe et ne peuvent donc atteindre le peptidoglycane par voie de polymérisation,
ce qui explique qu’ils soient inactifs contre les bactéries Gram négatif (Nauciel et Vildé,
2008).
111.1.2.2 Antibiotiques agissant au niveau de la membrane cytoplasmique
» Les polymyxines :

L'antibiotique le plus utilisé est la Colistine. Elle n'agit que sur les bacilles a Gram
négatif en se fixant sur les membranes, et elle les désorganise, provoquant ainsi une
perméabilité membranaire. La bactérie se vide de ses composants cytoplasmiques vitaux et
meurt (Garnacho-Montero et al., 2003 ; Alami et al., 2005).
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Divers facteurs, y compris la phase de croissance et la température d'incubation, peuvent
modifier I'équilibre des acides gras au sein de la membrane cellulaire des bactéries, ce qui
peut en méme temps avoir une incidence sur la réponse aux polymyxines (Finche et al.,
2010).

111.1.2.3 Antibiotiques inhibant la synthese protéique

Plusieurs familles d’antibiotiques peuvent inhiber, par différents mécanismes,
I’élongation de la chaine polypeptidique chez les bactéries.

Cependant, la grande majorité de ces antibiotiques est bactériostatique, a I’exception des
aminosides qui sont bactéricides (Page et al., 1999 ; Nauciel et Vildé, 2008).

a. Antibiotiques se fixant sur la sous-unité 30S du ribosome

» Aminosides :

Le premier antibiotique de cette famille est la streptomycine. Les plus employées
actuellement sont la gentamicine et la netilmicine. Ces antibiotiques se distinguent par leur
capacité a résister aux différentes enzymes pouvant les inactiver. lls peuvent étre toxiques
pour les fonctions auditives ou vestibulaires et pour les fonctions rénales (Nauciel et Vildé,
2008). lIs inhibent I’initiation de la réplication de I’ADN et interviennent a plusieurs stades de
la synthése protéique, en se fixant sur des sites divers des sous-unités 30S des ribosomes
bactériens et induisent des erreurs de lecture du codon et la synthése de protéines anormales.
Ils inhibent aussi la fixation du complexe ARNt-AA au complexe ribosome-ARNmM (Moulin
et Coquerel, 2002).

» Tétracyclines

Elles sont éliminées par voie biliaire et urinaire, et restent actives sur certaines bactéries a
développement intracellulaire comme les Brucella, Chlamydia, Mycoplasma et Rickettsia
(Nauciel et Vildé, 2008). Elles inhibent la synthése protéique en se liant de facon réversible a
la sous-unité 30S du ribosome. Cette fixation inhibe celle de I’aminoacyl-ARNt et bloque
I’étape de reconnaissance de la phase d’élongation de la chaine peptidique (Page et al., 1999).
Les tétracyclines sont utilisées contre les maladies respiratoires chroniques, la colibacillose, la
mycoplasmose (Villate, 1997 ; Mogenet et Fedida, 2004).

b. Antibiotiques se fixant sur la sous-unité 50S du ribosome

» Chloramphénicol
Cet antibiotique est trés actif pour le traitement de la fiévre typhoide. En raison de sa

toxicité (risque d'aplasie médullaire mortelle), il n'est plus commercialisé et il perturbe la
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synthése protéique en inhibant la peptidyl-transférase dans la sous-unité 50S (Nauciel et
Vildé, 2008).

Il entraine ainsi un blocage de I’élongation de la chaine peptidique et donc du
cheminement des ribosomes le long de I’ARNm. La libération du polypeptide synthétisé en
fin de lecture de I’ARNm est également bloquée (Neal, 2007).

» Macrolides, lincosamides et streptogramines (MLS)

Les MLS inhibent la synthése protéique en se fixant sur I'ARN ribosomal 23S de la sous-
unité 50S. lls provoquent la dissociation du peptidyl-ARNt, ce qui inhibe I’étape de
transpeptidation des chaines peptidiques en croissance (Nauciel et Vildé, 2008).

Les Streptogramines sont formées de deux molécules agissant de maniére synergique, ce qui
leur permet d’exercer une action bactéricide (Nauciel et Vildé, 2008).
Chez le poulet, ces molécules sont trés bien tolérées et sont indiquées lors de MRC,
mycoplasmose, coryza infectieux et arthrites staphylococciques chez les poules futures
reproductrices (Villate, 1997 ; Mogenet et Fedida, 2004).

c. Antibiotique inhibant le facteur d’élongation G

La synthése protéique serait inhibée par la formation d’un complexe stable avec le
facteur d’élongation diphosphate et le ribosome. La phase d’élongation est ainsi bloquée et
par voie de conséquence la translocation est arrétée (Tankovic et Duval, 2007).

C'est le mode d'action de l'acide fusidique, actif sur les cocci et les bacilles a Gram
positif. 1l est utilisé principalement dans les infections a staphylocoques (Nauciel et Vildé,
2008).

111.1.2.4 Antibiotiques inhibiteurs du métabolisme des acides nucléiques

» Les sulfamides et triméthoprime

Ces antibiotiques sont des analogues de l'acide para-amino-benzoique.L 'effet sélectif des
sulfamides sur les bactéries est du a leur effet inhibiteur sur la formation de I'acide folique en
inhibant la dihydroptéroate synthétase. Les sulfamides étaient montre comme interférant avec
I'acide folique par sa similitude structurelle avec l'acide para-aminobenzoique (Skold, 2006).
Ils agissent comme des inhibiteurs competitifs de dihydropteroate synthetase, une enzyme
impliquee dans la synthese du folate (Gualerzi et al., 2013).

Le triméthoprime est surtout utilisé en association avec un sulfamide, en agissant a deux
niveaux différents de la synthése des folates, ce qui leur assure un effet synergique (Nauciel
et Vilde, 2008). Le triméthoprime inhibe la synthése des folates en inhibant la dihydrofolate
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réductase bactérienne, conduisant a I’arrét de la biosynthese de I’ADN bactérien (Skold, 2001
; Neal, 2007).

» Les quinolones

Les quinolones exercent leur effet en inhibant I’action des topoisomerases de type II:
I’ADN gyrase et la topoisomerase IV. Ces enzymes sont indispensables a la croissance
bactérienne en contrdlant la topologie de I’ADN lors des étapes de réplication, de
transcription, et de recombinaison/réparation de I’ADN. Ces enzymes tétraédriques,
homologues entre elles, sont composées de deux sous-unités GyrA et GyrB (ADN gyrase) ou
ParC et ParE (topoisomerase 1V) (Nauciel et Vildé, 2008).

En empéchant le "supercoiling” du chromosome bactérien, les quinolones altérent
rapidement la réplication de I’ADN, induisant la mort de la bactérie (Tankovic et Duval,
1997 ; Neal, 2007).

> Nitrofuranes et Nitro-imidazoles

Ils ont le méme mode d'action, leur activité nécessite la réduction du groupement NOz.
Cette derniere est effectuée au niveau du cytoplasme par des nitro-réductases des bactéries
anaérobies et micro-aérophiles, libérant ainsi des radicaux libres toxiques capables d’oxyder
I’ADN bactérien et de le couper (Nauciel et Vildé, 2008).

111.1.3 Antibiotiques en élevages

En élevage de rente, les antibiotiques ont tout d'abord une utilisation thérapeutique visant
I'éradication d'une infection présente - antibiothérapie curative - ou la prévention d'une
infection possible, a un moment de la vie de I’animal ou I’apparition d’infections bactériennes
est considérée comme tres probable ou, a I'occasion d'un transport, vaccination, stress, etc,...-
antibiothérapie prophylactique. A c6té de cette utilisation thérapeutique, on trouve une
utilisation propre a I'élevage de rente aucours de laquelle les antibiotiques sont utilisés comme
promoteurs ou facteurs de croissance; c’est I’'usage zootechnique (Rahal et al., 1999). Mais
en Algérie les antibiotiques utilisés comme facteurs de croissance ne sont plus incorporés
dans I’alimentation animale et sont interdits d’utilisation depuis avril 2007 par une décision
interministérielle le 24 décembre 2006 (Rahal et al., 1999).
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On estime que 90% des antibiotiques produits dans le monde est destinés aux animaux
(27.000 t/an) seraient distribués par I'aliment, tous usages confondus (facteurs de croissance,
préventif, curatif). Ils sont utilisés & 20% chez les volailles (Yalla et al., 2001).

Les antibiotiques sont la seconde classe de médicaments utilisés en médecine vétérinaire.
Ils représentent environ 20% du volume des produits pharmaceutiques vétérinaires utilisé
(Yalla et al., 2001).

Les antibiotiques suspendus de I’homologation sont : les nitrofurantoines, le
chloramphénicol et la gentamicine. Ces antibiotiques sont cependant testés en laboratoire dans
le cadre de la surveillance de la résistance des bactéries aux antibiotiques (Rahal et al., 1999).
111.2. Apercu sur I’antibiorésistance
111.2.1. Historique

Dés le début de I'utilisation clinique des antibiotiques, des souches bactériennes
résistantes a ces molécules sont apparues. En 1940, avant méme que la pénicilline n’ait été
largement utilisée en thérapeutique, Abraham et Chain attirent I’attention sur le fait que
Bacterieum coli inactive la pénicilline G en produisant une enzyme dénommée la
pénicillinase (Abraham et Chain, 1940). En effet, Fleming lancait déja un avertissement
face a une utilisation excessive de la pénicilline dés 1945 lors de son discours d’acceptation
du prix Nobel.

Pour chaque nouvelle classe d’antibiotiques développée et commercialisée, des souches
bactériennes résistantes ont émergé. Ce phénomene a été amplifié par I’utilisation abusive des
antibiotiques depuis un demi-siecle. En effet, des consommations élevées et un meésusage de
ces molécules sont a I’origine de I’émergence et de la diffusion de résistances (Abraham et
Chain, 1940).

111.2.2 Définition

La résistance a un ATB est considérée comme étant la capacité d’une bactérie de survivre
a une concentration définie de cette molécule (Nauciel et Vildé, 2008). Selon Schwarz et
Chaslus-Dancla (2001), une bactérie est considérée comme résistante a un antibiotique quand
la concentration de ce dernier au site de I’infection n’est pas suffisamment élevée pour inhiber
la multiplication de cette bactérie ou pour la tuer.

111.2.3. Les différents types de résistance

a. Reésistance naturelle

La résistance naturelle est un caractére stable, transmis a la descendance, et qui est di

a la présence de génes chromosomiques, commun a toutes les souches de la méme espece
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ou d’un méme genre bactérien. Ce caractére détermine les phénotypes sauvages des
especes bactériennes vis-a-vis des antibiotiques (Yalla et al., 2001 ; Courvalin, 2008).

b. Résistance acquise

La résistance acquise résulte d’une modification du capital génétique de la bactérie,

soit par :

- Mutation sur le chromosome transmissible a la progéniture mais non transmissible
horizontalement.

- Acquisition du gene de résistance exogene portée par les plasmides, ou des éléments
génétiques mobiles, permettant ainsi une transmission verticale a la descendance mais
aussi une transmission horizontales mécanismes utilisés sont la conjugaison, la
transduction et la transformation (Poyart, 2002).

c. Reésistance croisée et Co-résistance

La résistance a un antibiotique peut, parfois, conférer de la résistance a un autre
antibiotique. La résistance croisée résulte d'un seul mécanisme biochimique et concerne des

antibiotiques appartenant a la méme famille (Courvalin, 2008).

La co-résistance est liée a plusieurs mécanismes (plusieurs genes de résistance
impliqués) et concerne des antibiotiques appartenant a différentes familles, ce qui entraine un
large phénotype résistant de la bactérie hote (Courvalin, 2008).

111.2.4. Mécanismes de résistance

Pour échapper a I’action létale des antibiotiques, les bactéries sollicitent de trés
nombreux mécanismes biochimiques de résistance (naturelle ou acquise), associés a une
grande ingéniosité génétique pour les acquérir et les diffuser. On peut classer les mécanismes

de résistance aux antibiotiques en 4 groupes.

a. Inactivation enzymatique de I’antibiotique
Par ce mécanisme, la bactérie acquiert la capacité d’inactiver I’action des antibiotiques

par la sécrétion d’enzymes avant méme qu’ils n’aient pénétrés au sein du microorganisme
(Abdennebi, 2006). C’est le mécanisme le plus important quantitativement et qualitativement
(Alami et al., 2005).

41



b. Modification de la cible

La liaison de I’antibiotique a sa cible est inhibée par une reprogrammation ou
camouflage de cette derniére. La molécule ne la reconnait plus et devient inactive. Ce
phénomeéne est di a des bactéries qui ont la capacité de mutation d’un gene responsable de la
biosynthése de la protéine sur laquelle agit I’antibactérien (Abdennebi, 2006).

c. Diminution de la perméabilité

Des mutations peuvent entrainer la perte de certaines porines ou leur altération et de
ce fait entraver la pénétration de I’ATB et peuvent entrainer la résistance a plusieurs familles
d'antibiotiques simultanément : B-lactamines, aminosides, et quinolones (Nauciel et Vildé,
2008).

d. Excretion par efflux

L’antibiotique rentre dans la bactérie mais avant qu’il puisse se fixer sur sa cible il
sera excrété vers I’extérieur de la bactérie par les protéines membranaires qui forme le canal
(Alami et al., 2005). Les ATB exercant leur action sur des cibles cytoplasmique seront les plus
touchés (Croize, 2005).

111.2.5. Impact de la résistance aux antibiotiques

Cette résistance a des consequences mediates et immédiates : L’échec thérapeutique est la

conséquence pratique majeure, diffusion de la résistance, I’apparition de souches multi-

résistantes et de bactéries transmises par les aliments et résistantes aux antimicrobiens et qui

peuvent causer des infections au sein de groupes de populations sensibles (Abdennebi, 2006).

111.2.6 Résistance des entérobactéries
a. Reésistance des entérobactéries aux béta-lactamines

Ces résistances sont liees a un défaut d’accumulation au contact de la cible (les protéines

liant les pénicillines ou PLP) suite & une imperméabilité ou un efflux de I’antibiotique, a des

modifications des PLP ou a la production d’enzymes inactivatrices appelées béta-lactamases

(Courvalin et Bingen, 2006).

En genéral, les colibacilles sont classés parmi les entérobactéries naturellement sensibles

a plusieurs antibiotiques. Cependant, I’acquisition de résistance est couramment enregistrée

parmi ces germes. Cette acquisition se fait soit par sélection de mutants résistants ou par

incorporation de plasmides ou de matériel génétique exogene codant pour des résistances

particulieres (Courvalin et Leclerq, 2012).
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b. Résistance des entérobactéries aux aminosides

L’utilisation des aminosides a contribué a la sélection de souches résistantes par
différents mécanismes incluant la modification enzymatique de I’antibiotique qui est le
mécanisme de résistance le plus fréquemment observé, la diminution de la perméabilité
membranaire, I’altération structurale de la cible ribosomale et I’expulsion de I’antibiotique par
systeme d’efflux. Le déterminisme génétique est souvent plasmidique (Kumar et Schweizer,
2005).

c. Résistance des entérobactéries aux Quinolones

Les mécanismes de résistance aux quinolones chez les entérobactéries résultent
essentiellement de la modification de la cible par I'accumulation de mutations dans I’ADN
gyrase puis dans I’ADN topo-isomérase IV qui sont la cible des quinolones, et d'une
diminution de la concentration intracellulaire de ces antibiotiques, par imperméabilité
membranaire et/ou surexpression des systemes d'efflux,et I’inactivation enzymatique par
I’acquisition d'acétylase (Demoré, 2018).

Le déterminant génétique de cette résistance est le géne « gnr » qui, depuis, qu’il a été
identifiés chez différentes espéces d’entérobactéries et sont souvent associés a la production
de bétalactamases a spectre élargi (Demoré, 2018).

d. Résistance aux tétracyclines

Le mécanisme le plus étudié est I’expulsion de I’antibiotique par systeme d’efflux, le
deuxieme mécanisme est la modification de la cible, ainsi que la production d’enzymes de
modification des tétracyclines sous formes inactivées (Demoré, 2018).

e. Résistance aux sulfamides

Un des mécanismes de résistance aux sulfamides est la modification de la cible qui

devient moins affine avec les antibiotiques de la famille (Demoré, 2018).
f. Résistance a la colistine

Elle s’effectue par I'imperméabilité membranaire qui bloque le passage de I’antibiotique

(Demoré, 2018).

I. Résistance aux macrolides
La résistance aux macrolides est portée par trois principaux mécanismes: la modification
de la cible, la perméabilité membranaire par la pompe a efflux et I’inactivation
enzymatique (Demoré, 2018).
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I11.3. Les pB-lactamases a spectre étendu (BLSE)
111.3.1. Définition

Les BLSE ont été décrites pour la premiére fois en 1983, en Allemagne (Knothe et al.,
1983), il n’y a pas de consensus concernant la définition de B-lactamases a spectre étendu
(BLSE). Classiquement, les BLSE sont définies comme des enzymes appartenant a la classe
A (A I’exception des BLSE de type OXA classe D) de la classification d’Ambler, capables
d’hydrolyser les pénicillines, céphalosporines de premiére, deuxiéme, troisieme et quatrieme
génération (céfépime ou cefpirome) et I’aztréonam. Elles sont inhibées in vitro par les
inhibiteurs des [-lactamases (acide clavulanique, tazobactam et sulbactam) (Livermore,
2003). Par contre, les BLSE sont sensibles aux céphamycines (céfotétan et cefoxitine) ainsi
qu’aux carbapénémes. Une co-résistance avec les aminosides, les tétracyclines et les
fluoroquinolones est fréquente.

Les bactéries possédant des BLSE sont dites multirésistantes (Paterson et Bonomo,
2005).

Il s’agit d’un mécanisme de résistance de type plasmidique, et donc transmissible a
d’autres bactéries. La présence de ce -type de mécanisme de résistance au sein de souches
pathogénes fait peser un risque majeur d’inadéquation thérapeutique et donc d’échec
thérapeutique (Schwaber et Carmeli, 2007), et est également un facteur de diffusion.

Au sein des entérobactéries, Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli sont les deux
especes les plus fréqguemment porteuses de ces mécanismes de résistance. Toutefois, ces
enzymes ont été retrouvées au sein de nombreuses autres especes bactériennes,
entérobactéries et bacilles non fermentants (tels que Pseudomonas aeruginosa et
Acinetobacter baumannii) (Jacoby, 2009).

111.3.2. Différents types de BLSE

Elles sont classées selon leurs types moléculaires, les plus fréquents étant les types TEM,
SHV, CTX-M (Jacoby, 2009).

a. BLSE de type TEM (Temoneira - nom du patient) :

La premiere p-lactamase plasmidique de type TEM (TEM-1) a été isolée en 1965, en Gréce, a
partir d’une souche d’E. coli isolée chez une patiente nommée Temoneira, d’ou la nomination
(Datta et Kontomichalou, 1965).

La majorité des BLSE de ce type dérivent par quatre a sept mutations ponctuelles de
I’enzyme originale (TEM-1 ou TEM-2) (Bradford, 2001).Ces mutations rendent I’enzyme
capable d’hydrolyser les C3G, mais aussi plus vulnérable a I’action des inhibiteurs (acide

clavulanique).
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Cependant, d’autres mutations peuvent conférer la résistance aux inhibiteurs. Ces
variantes sont appelées TRI (TEM résistantes aux inhibiteurs). Les enzymes dérivees par
mutations permettant d’hydrolyser a la fois les C3G et les inhibiteurs sont de plus en plus
fréquentes (Bradford, 2001).Actuellement, il y a plus de 210 enzymes TEM ont été décrits
(http://www.lahey.org/studies/).

b. BLSE de type SHV : (Sulfhydryl variable)

Les enzymes BLSE de type SHV dérivent par mutations ponctuelles de I’enzyme

originale SHV-1 qui correspond a un gene blaSHV de pénicillinase chromosomique de K.
pneumoniae (Brisse et Verhoef. 2001 ; Haeggman et al., 2004). Actuellement, plus de 180
variants SHV BLSE ont été décrits (http://www.lahey.org/Studies/).

La majorité des BLSE de type SHV ont été décrite chez les souches de K.pneumoniae,
toutefois ces enzymes ont été touvées chez Citrobacter freundii, C. diversus, E. coli,
Enterobacter cloacae (Bradford, 2001). Ainsi, ces enzymes sont aussi présentes chez les
espéces de Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter spp. La présence de la séquence
d’insertion 1S26 sur le gene SHYV faciliterait I’acquisition du phénotype BLSE (Hammond et
al., 2005).

c. BLSE de type CTX-M (Cefotaximase-Munich) :

Les BLSE de type CTX-M ont été décrites initialement en 1986 (FEC-1) au Japon,
Allemagne et France en 1989 (CTXM-1) et ont depuis lors disséminé largement dans le
monde ( Livermore et al., 2007).

Ces « nouvelles » enzymes représentent a I’heure actuelle les BLSE les plus fréquentes au
niveau mondial apres leur diffusion rapide depuis les années 90. Le groupe CTX-M (pour
cefotaximase) conférait a I’origine, chez les entérobactéries, un plus haut niveau de résistance
au céfotaxime (ou ceftriaxone), céfépime et aztréonam qu’a la ceftazidime.Certaines d’entre
elles ont évolué plus récemment par mutation (ponctuelle ou non) générant un haut niveau de
résistance a la ceftazidime telles les enzymes CTX-M-15, CTX-M-16, CTX-M-19, CTX-M-
23 et CTX-M-32. Les CTX-M sont plus fortement inhibées par le tazobactam que par I’acide
clavulanique ( Livermore et al., 2007).

Récemment, plus  de 150  variants CTX-M ont  été  décrits
(http://www.lahey.org/Studies/) et ont été classés en 6 groupes phylogénétiques : le groupe
CTX-M-1 avec M-1, 3, 10, 11, 12,15, 22, 23, 28, 29 et 30 ; le groupe CTX-M-2 avec M-4, 5,
6, 7, 20, et Toho-1 ; le groupe CTX-M-8 avec CTX-M-8, CTX-M-40 et CTX-M-63 ; le
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groupe CTX-M-9, avec M-13, 14,16, 17, 18, 19, 21, 27, le groupe CTX-M-25 avec CTX-M-
26 et enfin le groupe CTX-M-45.

Ces nouvelles BLSE ne sont pas étroitement liées aux p-lactamases de type TEM ou
SHV puisqu’elles ne présentent que 40 % d’homologie avec ces BLSE classiques (Elhani,
2012).

Les analyses génétiques ont montré que les genes progéniteurs appartiennent au genre
Kluyvera, entérobactéries d’isolement trés rare en bactériologie médicale (Livermore et al.,
2007). La B-lactamase naturelle de Kluyvera cryocrescens (KLUC-1) présente 95 a 100 %
d’identité avec les enzymes plasmidiques du phylum CTX-M-1 (Decousser et al., 2001).

Ainsi le phylum CTX-M-2 dérive de la b-lactamase naturelle de Kluyvera ascorbata
(codé par le géne blakLUA) alors que le phylum CTX-M-8 vient de K. georgiana (codé par
le gene blaKLUG) (Poirel et al., 2002), cette espece serait également a I’origine du groupe 9
(Olson et al., 2005).

La dissémination horizontale des genes codant pour les enzymes CTX-M s’effectue via des
plasmides conjugatifs mais aussi via d’autres éléments génétiques comme les intégrons et les
séquences d’insertion ISEcpl (Bradford, 2001).

d. Autres types de BLSE :

D’autres BLSE ont une distribution moins large, caractérisées par un haut niveau de
résistance a la ceftazidime et parfois a I’aztréonam plutét qu’au céfotaxime (Bradford, 2001),
qui sont individualisées en BES-1 (brazilian extended spectrum), GES-1 (Guyana extended
spectrum), PER-1 (Pseudomonas extended resistance) (Weldhagen et al. 2003), SFO-1
(Serratia fonticola), TLA-1 (Tlahuicas, tribu mexicaine), et VEB-1 (Vietham extended
spectrum). Des enzymes proches de GES-1 ont été découvertes en Gréce, malheureusement
dénommeées a tort IBC (integron borne cephalosporinase) (IBC-1, IBC-2) (Philippon et
Arlet, 2006).

En fin, ’OXA-1 qui a une grande activité catalytique pour la cloxacilline, I’oxacilline et la

méticillin.
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Materiel et methodes

Chapitre 2 : partie expérimentale

I. Matériel et méthodes

I.1. Objectif de I’étude

Les mammites subcliniques sont un véritable fléau dans nos élevages bovins laitiérs,
dans ce contexte I’objectif de cette étude a été de contribuer a I’actualisation des données
épidémiologiques sur I’infection intramammaire a E.coli en Algérie et ceux par :

L’actualisation du taux de prévalence de I’infection chez la vache laitiére;

La mise ne évidence de son impact sur la quantité et la qualité du lait;

L’évaluation des résistances aux antibiotiques inclus dans les schémas thérapeutiques;

Ainsi la recherche et la caractérisation phénotypique et génotypique des isolats d’E.coli

producteurs de b.lactamase a spectre élargi.

1.2. Présentation de la zone et période du travail

L’étude s’est déroulée pendant une période s’étalant de 2017 jusqu’a 2020, dans la
région centre de I’Algérie, dans la wilaya de Tipaza, au niveau de la ferme SPA agricole
DOUMA qui est un élevage bovin et dans la wilaya d’Alger plus précisément a Baba Ali dans
la commune de Birtouta, au niveau des deux fermes du CNIAAG et de I'ITELV, ces
dernieres sont des établissements publics a caractére administratif et a vocation industriel,

technique et commercial.

Figure 2: Localisation la ferme Figure 3: Localisation de la Figure 4: Localisation de la
SPA agricole  DOUMA de ferme du CNIAAG ferme de 'ITELV

Tipaza. (www.cniaag.dz).
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1.3. Exploitations laitieres

Tableau 3: données sur les exploitations étudiées.

Région

Effectif total

Effectif des VL
Type de stabulation
Hygiene de I’étable
Litiere (fg.de
renouvelement)
Systeme de traite
Diagnostic de mammite

Durée  moyenne  du

tarissement

Désinfection des trayons
avant la traite

Hygiéne de la machine a
traire

Tipaza

129
90

Semi-entravé / libre

Moyenne

Paille+scillure
bois. 2x/J

Machine a traite
Non fait

2 mois

Eau + chiffon

Mauvaise

de

Baba Ali dans la commune Baba Ali

de Birtouta (Alger)

179

82

Semi-entrave / libre
Moyenne

Paille+scillure de bois. 2x/J

Machine a traite
Occasionnellement

2 mois

Eau tiéde+ eau de javel+

chiffon

Moyenne

I.4. Echantillonnage et conditions expérimentales

1.4.1. Choix des fermes :

dans la
commune de Birtouta
(Alger)

79

41

Semi-entrave / libre
Moyenne

Paille+scillure de bois.
2x/1J

Machine a traite
Régulierement

2 mois

Eau + chiffon

Moyenne

Les fermes ont été choisies en premier lieu , du fait de la coopération de leurs gérants

, de leurs vétérinaires et de leurs techniciens ; ce sont également des fermes vouées a la

production laitiere avec des vaches de race de haute production laitiére en utilisant des

techniques modernes en production laitiere .

1.4.2.Choix des vaches a prélever :

Aprés mise a I’écart des vaches non aptes a I’expérimentation (malades ou en

traitement), toutes les vaches présentes ont été prélévées.
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Notre etude a porté sur un effectif de 149 vaches de races différentes (Montbéliarde,
Prim’holstein, Fleckvieh, Normande, Brune des Alpes), 4gées entre 3 et 7 ans, qui étaient en
pleine lactation (du début jusqu’a la fin). De plus, le lait de tank a également été prélevé.

1.4.3. Les prélevements et les analyses realisés :

Nous avons effectués 2 a 4 prélevements a un mois d’intervalle durant différentes
périodes de I'année de 2017 a 2020 (un total de 360 prélevements). Deux types de
prélevements de lait de mélange (concerne les 4 quartiers de chaque vache), ont été réalisés
avant la traite du matin aprés la réalisation du test de CMT : L’un pour I’analyse
bactériologique, I’autre prélevement est consacré a I’analyse physico-chimique du lait (étude
de I’acidité, TP et TB).

Pour les prélevements laitiers destinés aux analyses bactériologiques, nous avons utilisé
la méthode classique élaborée par plusieurs auteurs (Bind et al.,1980),et nous avons procédé

comme suit:

v’ Lavage et séchage des trayons ;

v Désinfection de I’extrémité du trayon avec un tampon de coton imbibé d’alcool a
70°;

v Elimination des premiers jets ;

v’ Réalisation du test CMT pour rechercher les quartiers malades ;

v Prélévement de lait dans des flacons stériles (figure 5) suivant la technique décrite par
Diernoffer cité par Dupont (1980).

Figure 5 : Prélevements du lait dans les pots stériles (Photo personnelle).
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1.4.4. Diagnostic des mammites subcliniques par le test CMT :

» Principe
Lyse des cellules du lait par I’action de I’agent tensio-actif ; qui se manifeste par une viscosité
du mélange qui est proportionnel au nombre de cellules.

» Technique

Recueillir quelques jets de lait de chaque quartier dans la coupelle correspondante,
incliner le plateau afin de ne conserver que la quantité nécessaire a savoir 2ml (jusqu’a ce que
le trait horizontal soit visible, ajouter 2ml de réactif ensuite agiter doucement la solution par
des mouvements circulaires horizontaux pendant quelques secondes. On note enfin par
transparence la présence et I’aspect du floculat. Apres utilisation vider le plateau et rincer

I’ensemble a I’eau.

1.4.5. Analyses physico-chimiques du lait

Pour I’analyse physico- chimique, nous avons utilisé pour I’analyse quantitative (mesurer
la production laitiere) Le compteur a lait Delaval® homologué par ICAR et pour I’analyse
qualitative, un appareil - EKOMILK®- (figure 6) qui peut analyser la matiére grasse, les
protéines et la matiére seche. Cet appareil permet la mesure par ultrasons a plusieurs
avantages :

v Résultats affichés en moins de 90 sec ; sans besoin de la présence de l'opérateur et
pour 10 parameétres différents ;
Pas besoin de préparation, d'homogénéisation ou de chauffage des échantillons ;
Permet de faire un grand nombre de mesures ;
Nécessite de petites quantités de lait requises ;

D N N NN

Mesure de précision d'ajustement peut étre effectué par l'utilisateur ;

Figure 6: EKOMILK (photo personnelle).
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% Parameétres mécaniques
Cet appareil pése 4 kg, mesure (L x P x H) 95 x 300 x 250 mm et nécessite quelques
conditions environnementales pour bien fonctionner:
v' Température de I'air ambiant 15°C - 30°C et I'humidité relative de 30% - 80% ;
v Température du lait doit étre comprise entre 15°C et 30°C
+ Mode d’emploi
L’ appareil est doté d’une petite tasse en plastique qui doit étre rempli suffisamment et
placé a I’endroit de prise de la mesure. Il faut Faire attention a ce que le tube d’admission soit
plongé dans I’échantillon. La tasse est accrochée a sa position de prise grace a la goupille en
plastique placée a son bord inférieur.
Remplir encore une autre tasse du méme lait et on la place a I’endroit de mesure de pH, puis
on plonge I’électrode pH et la sonde thermique dans le lait.

Entre chaque passage de prélevement a I’appareil, nous avons procédé au rincage des
électrodes et la pompe d’extraction ainsi que I’électrode pH et la sonde thermique a I’eau
distillée afin d’avoir des résultats les plus fideles que possible.

La précision de I’appareil a été testée par les méthodes classiques de détermination de la
qualité physicochimique du lait a savoir :

» Taux butyreux (TB) (norme AFNOR, 1985).

e principe

Cette methode est basée sur la dissolution de la matiere grasse a doser par I’acide
sulfurique. Sous I’influence d’une force centrifuge et grace a I’adjonction d’une faible
quantite d’alcool isoamylique, la matiere grasse se separe en couche claire dont les
graduations du butyromeétre révelent le taux.

e Mode opératoire
- Introduire 10ml d'acide sulfurique dans un butyrométre de GERBER ;
- Ajouter 11ml de I'échantillon ont évitant de mélanger les liquides ;
- Ajouter 1,5ml d'alcool isoamylique ;
- On ferme le butyrometre a I’aide d’un bouchon, puis on melange jusqu’a la dissolution
totale du mélange ;
- Centrifuger a1200 tours pendant 5 minutes.

e Expressions des résultats
Le résultat est exprimé en g/l et la lecture se fait directement sur le butyromeétre.

> Taux protéique (TP)
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Le principe consiste en une minéralisation du lait par chauffage, en présence de I’acide
sulfurique concentré et d’un catalyseur approprié, suivi d’une alcalinisation des produits de la
réaction, et d’une distillation de I’ammoniac libéré et qui est recueilli dans une solution
d’acide borique peut étre titré par une solution d’acide sulfurique 0,1 N.

< Acidite titrable
e Principe:

Il s’agit d'un titrage acido-basique, l'acide lactique est neutralisé par une solution

d'hydroxyde de sodium NaOH (N/9) en présence de phénolphtaléine comme indicateur

coloré.

CLH3-CHOH-COC?H + NaOH — = CH3-CHOH-COONa+ H20
L J
|
Acide lactique [Lactate de soude

e Matériels nécessaires
v" Acidimétre Dornic ;
v Pipette de 10ml ;
v Bécher de 150ml ;
v" Solution de soude NaOH N/9 ;
v" Indicateur phénolphtaléine (solution alcoolisé a 1 %).
e Meéthodologie
Nous avons introduit dans un Bécher 10 ml d'échantillon du lait, auquel nous avons ajouté 2 a
3 gouttes de l'indicateur coloré. Aprés nous avons titré avec la solution NaOH (N/9) jusqu'a
I’apparition d’une couleur rose pale.
e Lecture
Nous avons lu directement sur I’acidimétrie.
Les résultats sont exprimés en degré Dornic en appliquant la formule suivante :
AT=V x 10(D°)
AT: Acidité titrable
V: le volume en ml correspond a la chute de la burette.
1.4.6. Analyse bactériologique

Les analyses bactériologiques ont été réalisées au sein du laboratoire de bactériologie de
L’ITELV Baba Ali. Elles ont été effectuées selon les méthodes classiques d’isolement des

bactéries les plus fréquentes dans le lait de vache (Ferney et al., 1966).
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% Matériels d'analyses et milieux de culture

a. Appareillages et verreries :

<

Matériel de stérilisation : Four Pasteur, bec Bunsen, autoclave ;

Matériel pour préparer les milieux de culture : Balance de précision, plaque chauffante
avec agitateur magnétique ;

Matériel d’incubation : étuves a 37°C ;

Matériel d'homogénéisation : Vortex ;

Matériel  divers : pipettes Pasteur, erlenmeyer, porte-tubes, boites de Pétri,
écouvillons, Tubes a essai, seringue.

b. Milieux de culture
Bouillon Nutritif (BN) est un milieu d’enrichissement pour les E. coli (Institut Pasteur
d’Algérie ; Bioscan Algérie);
Gélose nutritive, milieu convenant a la culture des bactéries ne présentant pas
d'exigences Particuliéres (Institut Pasteur d’Algérie ; Bioscan Algérie);
Gélose TBX est un milieu chromogénique, sélectif et différentiel utilisé pour la
détection et le dénombrement des Escherichia coli ;
Milieu Mueller Hinton (MH) utilisé pour la réalisation de I’antibiogramme Institut
Pasteur Algérie;
Galerie API 20 E, BioMérieux, France, pour I’identification biochimique.

c. Les produits de laboratoire et réactifs
Eau de javel, alcool 70°, eau distillée stérile, eau physiologique 0,9% ;
Huile de vaseline stérile, Institut Pasteur d’Algérie ;
Réactif Kovac's, Réactif VP1, Réactif VP2, Réactif TDA (Tryptophane Désaminase),
Institut Pasteur d'Algérie;

Disques d'antibiotiques présentés dans la figure 7.
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Figure 7 : tubes de disques imprégnés d’antibiotiques pour antibiogramme (Photo
personnelle).
+« Isolement et identification d’E. coli par méthode classique

Apres avoir effectué les prélevements, les échantillons prélevés sont destinés aux analyses
bactériologiques, avant toutes étapes nous avons procédé a :

- La désinfection de la paillasse avec de I’eau de javel ;

- L’allumage du bec bunsen pour travailler dans des conditions stérile.

a. L’enrichissement :

Utiliser le bouillon nutritif (BN) qui est un milieu nutritif tamponné, est utilisé pour la
culture d’une trés grande variété de microorganismes aérobies ou anaérobies. On prend a
I’aide d’une seringue a usage unique 1ml de lait cru qu’on met dans 1ml de bouillon BN, puis
les tubes sont incubés a 37°C pendant 24h.

b. Ensemencement et purification :
Les échantillons de lait sont ensemencés a raison d’une goutte de suspension bactérienne

dans le tube préalablement enrichi par boite de pétri sur gélose TBX pour Escherichia coli.
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L’incubation dure 24 heures a 37° C, on peut rajouter 24 heures supplémentaires si
nécessaire. Les colonies considérées comme sélectives sont repiquées sur gélose nutritive afin
d’obtenir une culture pure.

c. ldentification des isolats
¢ Identification morphologique
i. Sur le plan macroscopique
Elle repose sur I’observation de colonies rondes et bombées, brillantes a bord net, de 2 a 3
mm de diameétre, de couleur bleue /bleu-verte sur TBX (figure 7).

Figure 8 : aspect des colonies d’E.coli sur milieu TBX (photo personnelle).

ii. Sur le plan microscopique
» Coloration de Gram
L’identification est basée sur I’observation microscopique (x 1.000) de bacilles fins, de

0,5 p de diamétre sur 2 a 3 p de long, dont la coloration de Gram est négative.

» Test de catalase

Il s'agit de déposer, sur une lame de verre propre, une goutte d'eau oxygénée (H.0,), puis
de mettre en contact avec une colonie isolée, prélevée directement avec une pipette Pasteur ou
une anse plastique a usage unique. S’il y a formation de bulles figure 15, la bactérie possede
la catalase. L'effervescence est due au dégagement de dioxyde. Si rien n'est observable, la
bactérie ne posséde pas I'enzyme (Marchal et al., 1982).

» Test d’oxydase

La recherche d'oxydase est un test fondamental pour orienter I'identification des bacilles a
Gram négatif. On utilise comme réactif le chlorhydrate. Des ampoules d’oxydase imprégnent
le papier filtre de ce réactif. Sur une lame, on dépose une colonie avec une pipette Pasteur. S'il
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y a apparition d'une tache violette au bout de 30 secondes, on conclut que la bactérie est
oxydase + et qu'elle posséde le cytochrome oxydase. S'il n'y a rien qui apparait, la bactérie est
oxydase — et ne posséde donc pas I'enzyme respiratoire.

Remarque : Il ne faut pas utiliser une anse en métal car elle serait oxydante.

Les colonies qui sont Gram —, catalase + et oxydase — seront identifiées a l'aide d’une

galerie API 20E, galerie biochimique qui comprend 20 caractéres différents.

» ldentification biochimique par API 20 E

La galerie comporte 20 cupules contenant des substrats déshydratés. Les cupules sont
inoculées avec une suspension bactérienne qui reconstitue le test indiqué par un sigle au-
dessus de la cupule. Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par
des virages colorés spontanément ou révélés par I’addition de réactifs La lecture de ces
réactions se fait a l'aide du Tableau de Lecture et l'identification est obtenue a l'aide du
Catalogue analytique ou d'un logiciel d'identification (Ahmed et Sabiel, 2016).

Figure 9 : Galerie APl 20 E apres incubation 18 h a 37°C et apres ajout des réactifs (Photo

personnelle).

1.4.7. Sérogroupage

Les antisérums Escherichia coli sont destinés a [l'identification sérologique
d'Escherichia coli entéropathogénes (EPEC) par la méthode d'agglutination sur lame. Le test
repose sur l'agglutination, par des sérums spécifiques, de bactéries possédant les antigenes
correspondants.

Un sérotype d’E. coli mobile est défini par son antigéne O, son antigene H et, s'il

existe, son antigéne K.
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L'identification de l'antigene H nécessite plusieurs jours car il faut rendre la souche tres
mobile. Elle est donc difficilement réalisable en pratique courante.
Pour des raisons de rapidité, le sérotypage des EPEC se limite donc, en pratique courante,
a lidentification de l'antigene O (bien que plusieurs sérotypes O+H, de potentialités
pathogénes différentes, peuvent avoir la méme spécificité O commune).
Neuf sérogroupes O d'EPEC sont rencontrés en Europe occidentale : 0111 086 0125 055
0119 0126 026 0127 0128 (figure 10, 11,12).

Figure 10 : réactifs Figure 11: réalisation de test Figure 12 : agglutination sur
nanovalents E.coli EPEC
(0111 086 0125 055 0119
0126 026 0127 0128) (Photo  personnelle).
personnelle).

de sérologie sur lame (photo lame (photo personnelle).

1.4.8. Controle de qualité
La souche de référence E.coli ATCC 25922 a été utilisée pour tester I’efficacité des

milieux de culture, des réactifs et des Galeries Api 20 E.

1.4.9. Antibiogramme

La sensibilité aux antibiotiques est déterminée par la méthode de I’antibiogramme
standard ou la méthode de diffusion des disques sur milieu solide (Muller-Hinton, Institut
Pasteur d’Algérie), selon les normes NCCLS (National Committee For Clinical Laboratory

Standards) qui est recommandée par I’OMS (Organisation Mondiale de la Santé).

Lorsque la technique est parfaitement standardisée, les diamétres des zones d'inhibition
dépendent uniquement de la sensibilit¢ du germe. Le tableau 4. Représente les disques

d’antibiotiques utilisés et leurs charges.
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Tableau 4: liste des antibiotiques testés pour I’antibiogramme.

Amoxicilline/AC 20/10 pg AUG 30
clavulanique
Béta lactamines Cefotaxime 30 ug CTX 30 o _
Ampicilline 30 ug AMP 10 Liofilchem, Italie
Amoxicilline 30 pug AX 10
Phénicoles Chloramphénicol 30 ug C30
Polypeptides Colistine sulfate 10 pug CS 50
Gentamicine 10 pg CN10
Aminosides Kanamicyne T Bioanalyse, France
Triméthoprime- SXT25
Sulfamides sulfaméthoxazole 25 ug
Cyclines Tétracycline 30 g TE 30
Quinolones Acide 30 pug NA 30 Bio-rad, France
nalidixique

a. Technique

La gélose (Mueller Hinton) est coulée la veille en boites de Pétri stériles, sur une épaisseur de
4 mm ; les géloses sont séchées avant I’emploi.

b-1. Préparation de I’inoculum
A partir d’une culture pure de 18 heures sur milieu d’isolement, racler a I’aide d’une anse de
platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques ;

v Décharger I'anse dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9% ;

v Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5
unité de Mc Farland ou a une DO de 0.08 a 0.10 lue a 625 nm. Pour notre étude et par
commodité, un spectrophotometre a été utilisé voir figure 11

v L’inoculum peut étre ajusté, en ajoutant soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de
I’eau physiologique stérile s’il est trop fort ;

v' L’ensemencement doit se faire dans les 15 mn qui suivent la préparation de
I’inoculum.
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Figure 13: ajustement de I’opacité de I’inoculum a I’aide d’un spectrophotométre
(photo personnelle).

b-2. Ensemencement

v Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne ;

v’ L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de
le décharger au maximum ;

v" Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas, en stries
serrées;

v’ Répéter I'opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier
de faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant
I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

N.B : Dans le cas ou I'on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut recharger

I’écouvillon a chaque fois.

b-3. Application des disques d’antibiotiques
v Il ne faut pas mettre plus de 6 disques d’antibiotiques dans une boite de 90 mm de
diametre.
v' Les disques d’antibiotiques doivent étre espacés de 24 mm, centre a centre ;
v Presser chaque disque d’antibiotique a I’aide de pinces pour s’assurer de son

application. Une fois appliqué, le disque ne doit pas étre déplacé.
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Figure 14: application des disques dans les deux boites de I’antibiogramme (Photo

personnelle).

b-4. Incubation

v’ 18 heures a 35°C ;

v’ La durée d’incubation peut étre prolongée dans certains cas : oxacilline, glycopeptides
et aminosides.

b. Lecture

v' Mesurer avec précision les diamétres des zones d’inhibition a I’aide d’un pied a
coulisse métallique, a I’extérieur de la boite fermée ;

v Comparer ces résultats aux valeurs critiques des diamétres des zones d'inhibition et des
CMI des entérobactéries, figurant dans les tables de lecture de standardisation de
I’antibiogramme a I’échelle nationale en médecine humaine et vétérinaire 7 édition
(2014) (voir annexe 5) ;

v’ Classer la bactérie dans I’une des catégories : Sensible, Intermédiaire ou Résistante.

1.4.10 Recherche de la p-lactamase a spectre étendu (BLSE) chez les E.coli

Les B-lactamases a spectre élargi ou étendu désignent certaines enzymes « B-lactamases »
produites par les entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter sp. Ces enzymes
codent pour la résistance aux céphalosporines de 3éme génération (cefotaxime, ceftriaxone,
ceftazidime) et aux monobactam (aztreonam), mais n’ont aucune activité vis-a-vis des

céphamycines (cefoxitine, moxalactam) ni des carbapenemes (imipenéme).
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a. Méthode de détection de la BLSE
On recherchera une BLSE devant un diameétre inférieur aux valeurs suivantes :
Cefotaxime (CTX < 27mm), ceftazidime (CAZ <22mm), ceftriaxone (CRO < 25mm) et

aztréonam (ATM < 27mm). Voir le tableau 6.

Tableau 5: antibiotiques pour la recherche de souches productrices de betalactamase a
spectre élargi.

Amoxicilline/AC 20/10 pg AUG 30
clavulanique
Bétalactamines Ceftazidime 30 ug CAZ30 Liofilchem, Italie
Ceftriaxone 30 pug CRO 30
Aztreonam 30 ug ATM30
Cefotaxime 30 pug CTX 30

> Test de synergie selon Jarlier et al., (1988)

Les BLSE dérivées des enzymes de classe A (Ambler) sont inhibées par les inhibiteurs de
B-lactamases (acide clavulanique, sulbactam et tazobactam).

1) Technique pour les Entérobactérie

La recherche de la B-lactamase a spectre élargi se fait dans la condition standard de
I’antibiogramme en déposant le disque d’amoxicilline + acide clavulanique (AMC 20/10pg)
a 30 mm (centre a centre) d’un disque de céphalosporine de 3 éme génération cefotaxime
(CTX 30ug) ou ceftriaxone (CRO 30pg). Incuber 18 heures a 35°C.

Remarque : cette technique permet la mise en évidence des TEM et SHV.
2) Pour les autres BLSE de classe A (CTX-M, CMT, ...)

Le test de synergie doit étre fait dans les mémes conditions standards de I’antibiogramme
en incluant les B lactamines suivantes : ceftazidime (CAZ), cefotaxime (CTX) ou ceftriaxone
(CRO) et aztréonam (ATM) en raison de I’existence de phénotypes de résistance différents
(céfotaximase ou ceftazidimase ...).

Dans notre étude nous avons mis I’Amoxicilline/ Ac clavulanic au centre des quatre disques
aztreonam ATM 30, ceftriaxone CRO 30, cefotaxime CTX 30 et ceftazidime CAZ 30.
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Figure 15: Application des disques pour la recherche de betalactamase.

> Lecture de test de synergie

La production d’enzyme peut se traduire sur I’antibiogramme classique par I’apparition
d’une image de synergie ou bouchon de champagne entre les disques :
- Amoxicilline+ acide clavulanique et le céfotaxime ;
- Amoxicilline+ acide clavulanique et la ceftazidime ;
- Amoxicilline+ acide clavulanique et I’aztréonam.
En I’absence d’une image de synergie, la production de BLSE sera suspectée devant toute
diminution du diamétre autour des disques de céphalosporines de 3éme génération ou de
monobactam.

» Test de confirmation du double disque
Ce test devra étre fait systématiqguement devant :
- L’absence de synergie avec diminution des diamétres des Céphalosporines de 3eme
génération ;
- La présence d’une résistance aux molécules suivantes (ampicilline, ticarcilline, cefazoline
avec un diamétre <6mm) par contre I’amoxicilline+acide clavulanique présente un diamétre
d’inhibition.

e Description de la technique

v A partir d’une culture de 18H préparer une suspension d’une opacité égale a 0.5 Mc
Farland selon la technique de I’antibiogramme.

v Ensemencer par écouvillonnage la boite de Mueller Hinton.
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v

Application des disques

On dépose un disque d’AMC (20/10 pg) et un disque de céphalosporine de 3eme
génération (cefotaxime 30 pg ou ceftriaxone 30ug) a une distance de 30mm (centre a
centre) (figure 16. (a)).

Laisser diffuser les antibiotiques ;

La boite gélosée ensemencée sera déposée le couvercle vers le haut a la température
ambiante pendant 1 heure ;

Apres 1 H d’incubation sur la paillasse (T° ambiante), 6ter le disque d’AMC et le
remplacer par un disque de cefotaxime ou ceftriaxone ;

Incuber la boite 18 H a 35°C.

Lecture et interprétation

Le test du double disque est positif quand le diametre d’inhibition du disque de
céphalosporine de 3éme génération appliqué aprés pré diffusion du disque de I’AMC
ou TCC est supérieur ou égal a 5mm par rapport au diametre d’inhibition du disque de
céphalosporine de 3eme génération (figure 16. (b)).

Exp: BLSE, diamétre de la CAZ = 16 mm ; diametre de I’AMC + CAZ = 21mm.

Figure 16 : test double disque

(a).Test double disque, application des deux disques d’AMC (20/10ug) et CTX (30ug) a une

distance de 30mm.

(b). Test du double disque remplacement du disque d’AMC par CTX aprées 1h d’incubation a

une température ambiante.
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1.4.11. Caractérisation des souches E.coli p-lactamases par PCR (Polymerase Chain
Reaction)
La partie moléculaire a été faite en collabortion avec le Dr Bernard China, du département
d’expertise de I’institut belge de santé, sciensano, Bruxelles.

a. Principe

La technique de réaction de polymérisation en chaine ou PCR permet d'amplifier en un
nombre élevé de copies une séquence particuliere d'ADN. La polymérisation se réalise dans
un mélange réactionnel contenant de faibles quantités d'’ADN possédant la séquence a
amplifier, les deux amorces nucléotidiques complémentaires des séquences qui encadrent la
cible a amplifier, 'ADN polymérase thermostable (Taq) et un mélange des quatre dNTP
(dATP, dTTP, dCTP et dGTP). Elle débute par une étape de dénaturation thermique de 'ADN
a amplifier.
Des séquences oligonucléotidiques complémentaires ou amorces sont alors hybridées aux
extrémités 3' des deux brins du fragment d'’ADN matrice. L'allongement des amorces dans le
sens 5'--> 3' est ensuite assurée par la Taq polymérase. Les nouvelles molécules d'’ADN ainsi
formées sont dénaturées et un nouveau cycle peut commencer, la réaction se répétant ainsi

jusqu'a plusieurs dizaines de fois (figure 17).

Figure 17 : réalisation de PCR uniplex (photo personnelle).

b. L’extraction de I’ADN total , méthode rapide (boiling).
Identifier I’échantillon par un code sur le dessus d’un tube de 1,5 ml, centrifuger 1 ml de
la culture LB pour (incubées toute la nuit a 37°C) a 12 000 tours/mn pendant 2 minutes.

v' Jeter le surnageant dans une bouteille en verre corning réservée a cet usage ;
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v Ajouter 1 ml de FA buffer au culot, bien mélanger (Homogénéiser au vortex) ;

v’ Centrifuger a 12 000 tours/mn pendant 2 minutes, enlever le surnageant et suspendre
le culot dans 0,5 ml d’eau distillée stérile et homogénéiser (au vortex) ;

v’ Chauffer a 100°C pendant 10 minutes, centrifuger a 10000g pendant 2 minutes.

<

Transférer le surnageant contenant I’ADN dans un autre tube et identifier le tube.
v’ Conserver I’échantillon d’ADN a -20°C jusqu’a son utilisation.

c. Réalisation de la PCR ctx M

L’amplification a été faite en ajoutant 2 pul d’ADN dilué avec 18 ul de Mix dans des
microtubes de 0,2 ml, les témoins négatifs c’est le MIX. Les amorces utilisées sont : bla-CTX-M-
F 5-ACCGCCGATAATTCGCAGAT-3et bla-CTX-M-R 5-
GATATCGTTGGTGGTGCCATA -3 (Tabar et al., 2016). La composition du mélange des
réactifs « le MIX », est présentée dans le tableau 6 :

Tableau 6: la composition du mélange des réactifs « le MIX ».

PCR mix 5 fois (miniPCR, USA) 4 ul
Primer F 40 pM 0.2 ul
Primer R 40 pM 0.2 ul
Amorce F 100pM 4 ul
Eau stérile 13.6 ul
Total 18 ul

Les cycles de températures pour les PCR ctx-M sont présentés dans le tableau 8, Le
thermocycler (MiniPCR, Cambridge, MA, USA).

Tableau 7 : les cycles de la PCR ctx-M.

94°C 5 mn 1 fois
94°C 30 sec 40 fois
58°C 30 sec

72°C 30 sec

72° C 7 mn 1 fois
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d. Electrophorése sur gel d’agarose

e Préparation du gel

v" Prendre 1g de poudre d’agarose et dissoudre dans un Erlen contenant 50 ml de
solution tampon (TBE 1X) puis chauffer le melange dans un four a micro-onde
pendant 60 secondes ;

v" Remuer le mélange et réchauffer de nouveau pendant 45 secondes ;

v Ensuite ajouter 3 ul de SYBrgreen (fluorophore permettant de visualiser le geéne
présent dans I’échantillon) puis verser le mélange dans le moule une fois les peignes
placés (permet I’obtention de puits) ;

v' Laisser reposer 1 heure dans I’obscurité (pour éviter la dénaturation du SYBr).

e Réalisation de I’électrophorese sur gel d’agarose

v' Mettre dans chaque puits 20 pl de produit de la PCR préalablement coloré avec du
bleu de bromophénol, sauf le 7 eme puits qui lui recoit 5ul de marqueur de poids
moléculaire (100 paires de bases Ladder, miniPCR, Cambridge, MA, USA) paires de
bases et le 8 éme puits contrble positif et le 9 éme c’est le controle négatif ;

v' Lancer I’électrophorese sur gel d’agarose sous un voltage constant de 50 volts pendant
30 a 40 mn correspondants au temps de migration.La cellule d’électrophorése utilisée
est le BleueGEL™ electrophoresis system (miniPCR,Cambridge, MA, USA).

v Une photographie du gel est réalisée.La taille des bandes observées est déterminées
grace au marqueur de poids moléculaire.ll existe en effet une relation inverse entre la
distance de migration et le logarithme du poids moléculaire.Pour cette PCR, on attend
une bande de 584 paires de bases. Voir figure 18.

Figure 18 : I’électrophorese sur gel d’agarose (photo personnelle).
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1.5. Analyse statistique

Afin de faire une interprétation et traitement des résultats obtenus a travers notre étude,
nous avons opté pour trois logiciels : logiciel Excel (Microsoft Office 2010) pour faire les

calculs nécessaires, ainsi que la présentation des données sous forme des graphes.

La comparaison des moyennes s’est faite par le test de t de Student en utlisant le logiciel
Statistics to use (Statistics to use (csbsjuhttp://www.physics.csbsju.edu/stats/.edu).

Les boxplots sont réalisées en utlisant le logiciel Statistics to use (Statistics to use
(csbhttp://www.physics.cshsju.edu/stats/sju.edu)).

Le test d’indépendance de Chi carré a été realise en utlisant le logciel BioTGV
(https://biostatgv.sentiweb.fr/).

La comparaison des fréquences c’est faite en utlisant le logiciel MedCalc
(https://www.medcalc.org/calc/comparison_of_proportions.php).

Le dendrogramme a été réalise en utlisant le logiciel = Wessa
(https://wessa.net/rwasp_hierarchicalclustering.wasp). L’option choisie est le linkage comple

(https://en.wikipedia.org/wiki/Complete-linkage clustering).

Les odds ratios ont été calcules avec le  logiciel = MedCalc
(https://www.medcalc.org/calc/odds_ratio.php).
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Résultats et discussion

I1.Résultats et discussion

I1.1. Caractéristiques de I’échantillon

Les informations recueillies sur le terrain nous ont permis de faire la répartition des
vaches examinées en fonction de leurs races, du stade de lactation et du rang de lactation.

e La répartition selon le stade de lactation
L’échantillon étudié est constitué de 53% vaches en début de lactation (1 a 3 mois), 47%
en mi lactation (4 a 6 mois) (figure 19).

Figure 19: répartition des vaches en fonction du stade de lactation.

e La répartition selon le rang de lactation

La majorité des vaches examinées 65% était au 3eme VElage, 25% a leur 2eme VElage, et 10% au
ler VElage (figure 20).

1 er vélage
10%

2 eme Vélage
25%

Figure 20 : répartition des vaches en fonction du rang de lactation.
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e La répartition selon la race :

Les races des vaches étudiées sont réparties comme suit : PN Holstein 48 (32%),
Montbéliarde 47 (32 %), Fleckvieh 24 (16%), Normande 22 (15%) et Brune des Alpes 8
(5%). (Figure 21).

5%

m Brune des Alpes
® PHR

m FLK

m MOB

= NOR

Figure 21 : répartition des vaches en fonction de leur race.

11.2. Résultat du test (CMT)
Les principaux résultats obtenus par le test CMT sur la totalité de I’effectif des vaches
durant toute la période d’étude sont repartis dans les tableaux 8 et 9 et la figure 22 ci-dessous.

Tableau 8 : prévalence des mammites subclinique par CMT.

DOUMA fev-17 32 0 100% 0%
mars-17 | 19 13 59% 41%
avr-17 15 17 47% 53%
mai-17 18 14 56% 44%
CNIAAG avr-19 36 40 47% 53%
mai-19 40 36 38% 62%
juin-19 47 29 53% 47%
ITELV nov-19 35 6 85% 15%
dec-19 34 7 83% 17%
Taux global
Total des vaches 149 63% 37%
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Tableau 9 : comparaison des prévalences entre fermes.

Douma 32 21 65*°
CNIAAG 76 41 462°
ITELV 41 34,5 84°¢

* . Les lettres identiques indiquent une différence significative (p<0,05) entre les proportions.

Figure 22 : résultat global du CMT par rapport aux vaches examinées.
Discussion :

Le test de mammite de Californie (CMT), décrit et utilisé pour la premiére fois en 1957
pour le dépistage des mammites subcliniques est a la base de leur contréle. C’est un
révélateur de mammites subcliniques lorsqu’il y’a absence de mammites cliniques visibles.
(Schalm et Noorlander, 1957) Dans notre étude, nous a révéelé un pourcentage élevé des

vaches présentant un CMT positif soit 66%.

Nos résultats se rapprochent de ceux obtenus en Algérie par Boufaida et ses
collaborateurs en 2012 qui ont décelé a I’aide de CMT, une prévalence de mammites
subcliniques de 79% dans le Nord-est de I’ Algérie.

Dans d’ autres études, la fréquence des mammites subcliniques semblait proche a notre
fréquence, était de (64%) en Inde ( Saxena et al., 1993) ; (62%)en Ethiopie ( Dego et Tareke
, 2003) ; (56%) en Jamaique ( Zingesser et al.,1991) ; (52%) en Uruguay ( Gianneechini et al.,
2002) et (58,96%) dans la zone périurbaine de Dakar selon une étude de Kadja et al., (2010).
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Cependant elle est élevée par rapport aux résultats obtenus par (Saidi et al., 2013) en
Algérie soit 28.77% ; 34% en Tunisie (M’Sadek et al.,2014) ; Fabre et al. 1991 qui est de
(18%) , un taux de 13,5% trouvée par Konté (2003) dans les régions de Kaolack et de Fatick
sur les races locales, 11,9% par Kalandi et al., (2017)au Sénégal.

Dans la littérature, la prévalence des vaches atteintes des mammites subcliniques varient
de 17% ( Pluvinage et al.,1991) a (78%)( Tuteja et al.,1993).

Les données relatives a la prévalence des mammites subcliniques varient d’une étude a
une autre. Cette variation pourrait étre attribuée d’une part a I'utilisation de différentes
méthodes de diagnostic des mammites subcliniques (examen bactériologique, test de la
concentration cellulaire somatique, CMT) et a la définition de I’infection qui est variable
selon les auteurs (Bouaziz, 2005).

D’autre part elle peut étre liée a la forte variabilité qui existe entre les régions, entre un
troupeau donné a différents moments ainsi qu’au niveau de production laitiere au niveau
d’hygiéne des batiments d’élevage et de la salle a traite.

Selon Hanzen (2009), le CMT a l’avantage, par rapport au comptage cellulaire
individuel, d’étre moins codteux, de pouvoir étre réalisé par tous les éleveurs. Il peut
également étre utilisé pour Vérifier, voire sélectionner les animaux a traiter au moment du
tarissement. Dans la pratique, le CMT constitue donc la méthode de choix pour la détection

des mammites subcliniques par I’éleveur (Gambo et al, 2001).

11.3. Production laitiere des vaches examinées

La premiére courbe (figure 23 (a)) représente la moyenne de production laitiére sur trois
prélevements des 79 vaches en début de lactation étudiées en fonction des mois (3). Nous
remarquons qu’au premier mois, les vaches produisent 14.76L, le mois suivant la production
augmente pour atteindre le pic avec 17,28L ; la chute de production laitiere s’installe tout de
suite apres avec au 3eme mois, 16,04 L.
La deuxiéme courbe (figure23 (b)) représente les 70 vaches en mi-lactation ; nous pouvons
voir qu’au premier mois la production est de 25.92L puis diminue progressivement pour

atteindre 22L le 2eme mois et enfin 14,03L le 3éme mois.
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(a) (b)

Figure 23 : les courbes de la production laitiére des vaches examinées.

(a).courbe de lactation de groupe des vaches en début de lactation.
(b). courbe de lactation de groupe des vaches en mi-lactation.
Discussion :

La courbe de lactation obtenue apres notre étude ne correspond pas a la courbe de
lactation physiologique donc a la normale.
Groupe 1 : Pour des vaches sélectionnées génétiquement comme étant de bonnes productrices
de lait, la montée de la production n’est pas spectaculaire et ne rentre pas dans les normes de
production. Rajoutant a ceci le fait que cette courbe ne présente pas de plateau et la chute se
fait de facon trés rapide.
Groupe 2 : Cette anomalie en est de méme pour les vaches en mi lactation, en effet le
coefficient de persistance qui stipule que d’un mois a I'autre la production laitiere dois
diminuer de 10% en moyenne ; est bien dépassé dans notre étude, on note pour le 3éme
prélevement un écart qui dépasse les 40%.
La chute de production laitiere pour les deux groupes de vaches s’est faite a la méme période
ce qui peut étre expliqué par la distribution d’une méme alimentation non adaptée.
Ces résultats peuvent étre expliqués soit par une atteinte pathologique ou encore une mauvaise
gestion sanitaire respectivement en début et mi de lactation. C’est pour cela que nous allons
nous approfondir dans la recherche de I’étiologie et la relation entre les paramétres étudiés.
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11.4.Analyses physico-chimiques du lait
Tableau 10: résultat des analyses physico-chimiques des trois fermes étudiées.

DOUMA ler prélevement 2,04 7,73 1,92
2éme prélévement 1,81 3,74 2,81
3éme prélévement 1,81 3,02 2,97
4 éme prélevement 1,67 3,01 2,01
Moyenne 1.83 4,38 2,43
CNIAAG ler prélevement 0,48 0,083 0,32
2éme prélévement 0,35 0,05 0,08
3éme prélévement 4,32 2,81 2,38
Moyenne 1.72 0,98 0,93
ITELV ler prélevement 2,19 7,19 3,73
2éme prélévement 2,21 6,43 3,23
Moyenne 2.2 6,81 3,48
Moyenne globale 1.92 4.06 2.28
Acidité :

L’acidité des échantillons de lait analysés est globalement acceptable avec une
moyenne de 1.92 équivalant de 19.2 °D, I’ecart type 0.65 °D montre une faible variabilite
des resultats, sauf pour la deuxieme ferme du CNIAAG qui a enregistré des valeurs tres
faibles (0,48, 0,35).

Discussion :

Ces acidités titrables sont conforment a la norme AFNOR (1985), de I’acidite du lait
frais fixée entre 16-19°D. En effet, selon Mathieu (1998), le lait de vache en début de
lactation présente une acidité titrable de 19°D a 20°D.

Nos résultats sont en accord avec les travaux de Aggad et al., (2009), qui ont donné lieu
a des acidités titrables des laits de mélange du méme ordre de grandeur. Selon ces mémes
auteurs, ces similarités peuvent étre liées au climat, au stade de lactation, a la saison et a la
conduite d’elevage notamment I’alimentation et I’apport hydrique.

Cependant, les faibles taux enregistrés sont expliqué probablement a I’activité des germes

pathogénes qui freinent I’activité des bactéries lactiques.

73



Résultats et discussion

TP :

L’un des parameétres les plus importants en ce qui concerne la qualité physico-chimique
du lait est sa teneur en protéines. Le taux moyen de TP enregistré durant notre étude est de
4.06 % 0,004 les fluctuations autour de la moyenne sont treés faibles avec un écart type de
(0,004).

Discussion :

La valeur moyenne de TP des échantillons testés est conforme aux normes, (Luquet,
1985), considérent qu’un taux < 3,1 % signale un déficit énergétique (manque d’amidon),
accompagné éventuellement d’un déficit protéique. Ces résultats peuvent avoir comme
explication selon Wolter (1994) a la nature des sélections génétiques portant essentiellement
sur I’amélioration des matiéeres utiles (TB et TP) du lait. Cette hypothése est confirmée par les
productions laitieres enregistrées qui sont modestes.

TB :

La teneur moyenne en matiére grasse est de 22,8 + 1,78 g/l (tableau), les variations liées a
ce taux sont relativement faibles. La moyenne du taux de matiére grasse ne répond pas a la
norme.

Discussion :

D’apres (Luquet, 1985), un lait de trés bonne qualité contient 40g/l de matiére grasse,
donc la teneur moyenne en matiére grasse calculée présente une qualité moyenne voire faible.

Cette faible teneur en matiére grasse peut étre due a la race bovine exploitée, et a des
conditions d’elevage telles que le stade de lactation, I’alimentation (Luquet, 1985).

En conclusion, il apparait que les résultats individuels peuvent varier quels que soient le
potentiel génétique et le stade de lactation des vaches. Toutefois la réponse étant dépendante
de la bonne couverture des besoins nutritifs des vaches. Cette hypothése corrobore celle émise
par Wolter (1994)

I1.5. Impact des mammites sub-cliniques sur la production laitiére et certain parametre
physico-chimique :

Les résultats obtenus ci-dessus nous ont poussés a approfondir notre recherche en
établissant la relation entre le résultat du test CMT realise sur le lait prélevé des vaches (‘un
total de 360 prélevements) avec d’autres parametres comme la production laitiere du jour,
I’acidité du lait, le contenu en protéine (TP) ou en acide butyrique (TB).
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Nos résultats montrent que la teneur en TP et TB dans le lait analysé régresse
significativement (P<0,01) en cas de mammite, ainsi que la production laitiere (P<0,05).
Tableau 11 : I’association entre un test CMT positif ou négatif et certains paramétres du lait

des vaches testées.

CMT+ (n=219) 9,45+3,91 5,21+2,55 3,57+2,27 2,68+1,25
CMT-(n=141) 10,26+2,97 5,54+2,52 2,61+1,69 3,02+0,95
P 0.04 (S) 0.22 (NS) <0.01 (SS) <0.01 (SS)
Toutes les fermes (n=360)
L o e
20 -
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L, Acidite TP B
Figure 24 : relation entre résultat du test CMT avec PL, Acidité, TP et TB.
Discussion :

Diverses études ont démontré I’accroissement de l'incidence des mammites avec celui du
niveau de production de lait. Les mammites viennent en téte de liste des infections dans les
élevages laitiers, la production laitiere du troupeau constitue I’'une des mesures les plus
manifestement affectées par les mammites (Roux.,1999). Selon Taylor (2006) les quantités
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de lait produites chutent de maniére significative (jusqu’a 15-18%) dés que les cas de
mammites augmentent.

A I’issue de nombreuses observations effectuées par Carroll et ses collaborateurs (1977) et
rapportées par Sérieys et ses collaborateurs (1987) sur les laits mammiteux, une baisse de la
quantité de matiere grasse (de 5 a 9%) est constatée ; ils rajoutent que I’infection des

mamelles entraines une perturbation de la glande. lls constatent aussi une diminution des

éléments produits par les cellules de I’épithélium sécrétoire (matiere grasse, caséine, lactose)

et une augmentation des éléments provenant du flux sanguin par augmentation de la
perméabilité des tissus malades (sels minéraux, solubles, protéines, cellules).

Quant aux protéines Certaines sont dites essentieles car ils doivent étre apportées par
I’alimentation, d’autres non-essentieles sont synthétisées par la cellule mammaire (Hanzen,
2010).

Cependant, Les mammites peuvent entrainer des chutes importantes de production laitiere

sans modification du taux protéique.
Selon la litérature, la qualité et la quantité de lait semble étre dépendante du stade
physiologique de I’animal en lactation et de la nature de la ration. En plus, L’apport
énergétique de la ration a un effet sur le taux protéique. Selon Wolter, (1997), une bonne
couverture des besoins énergétiques de la vache, surtout en début de lactation, est toujours
nécessaire. Elle est encore plus bénéfique si elle comporte une part suffisante de concentrés
amylacés qui stimule I’ensemble des fermentations et favorisent la production d’acide
propionique au détriment de I’acide acétique (Jarrige, 1988). Cependant, les apports azotés
n’ont que peu d’influence sur la composition du lait, mais leur augmentation conduit a une
augmentation conjointe de la production laitiere et de la matiére protéique (Miller 1983 ;
Sérieys 1989 ; Agabriel et al., 1993).

11.6. Bactériologie

Les résultats globaux de la bactériologie : I’identification le sérogroupage et I’antibiogramme
des isolats sont détaillés.

11.6.1. Isolement et identification des E. coli
Sur les 360 prélevements du lait, 102 isolats d’entérobactéries sont récoltés, dont 97 isolats
d’E. coli : Escherichia coli type 1 représentee I’espece bactérienne la plus fréquemment isolee
95 (26%), suivi d’Escherichia coli type 2 2 (0.9%). Les différentes especes bactériennes
isolées sont présentées dans les tableaux 12 et 13 et illustrées dans la figure 22.
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Tableau 12 : pourcentage des entérobactéries isolées lors de notre étude.

Escherichia coli type 1 95 26%
Escherichia coli type 2 2 0.9%
Serratia odorifera 2 0.9%
Enterobacter cloacae 2 0.9%
Klebsiella pneumoniae 1 0.45%

Tableau 13 : répartition de la prévalence d’E.coli au niveau de 3 fermes.

Ferme 1(DOUMA) 120 45 (37.5%)
Ferme 2 (CNIAAG) 180 30 (16.7%)
Ferme 3 (ITELV) 60 22 (36.7%)
Total 360 97 (26.9%)

E.coli est considéré comme un germe de I’environnement et il est présent en abondance
sur tous les supports des étables et dans I’eau. Ce germe est considéré comme I’un des
meilleurs indicateurs de la contamination fécale faisant suspecter un nettoyage avec une eau
contaminée, il peut également provenir d’une mammite a E. coli (Beerens et Luquet, 1987).

Dans notre étude I’appellation coliforme désignant Escherichia coli (Pathogéne majeur), est
de 26.99% relativement plus élevée que celle rapportée dans la littérature. En effet, la
fréquence de ce germe varie de 2% (Fabre et al.,, 1991) a 7% (Longo et al., 1994).
L’importance de cette espece est confirmée par les autres études d’Anderson (1990), les
coliformes sont retrouvés dans 20 a 80% des mammites subcliniques aux Etats Unis.

Dans une autre étude, Bradley et Green (2000), rapportent que les coliformes sont
responsables de 50% des mammites.

La prévalence obtenue dans notre étude est supérieure a celle enregistrée par divers
auteurs dans le monde a savoir (21.6%) Bouaziz et al.,(2005), Nam et al., (2009) en
Corée ,(16%), Botrel et al., (2009) en France, Gebrewahid et al.,(2012) en Ethiopie (17%),
Saini et al.,(2013) au Canada 17.7%,Verbeke et al.,(2014) en Belgique (15.5%),0Olivares-
Perez et al.,(2015)(10%), Ameen et al.,(2019) en Egypte (17%) et Yu et al.,(2020) en Chine
(11.1%).
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Cependant, nos résultats semblent proches de ceux obtenus par Harini H. et
Sumathi.,(2011) en Inde, Haftu et collaborateurs (2012), Saidani et al.,(2018) en Tunisie,
Nuesch-Inderbinen et al.,(2019)et Sedrati et al.,(2020) dans I’est de I’Algérie qui ont
enregistré des fréquences de 23.5, 27.3,31.7, 24.5 et 26 % respectivement.

Cette fréquence peut étre due aux conditions de propreté de I’animal (arriere train et
mamelles souillés). Ce germe est plutét a I’origine de mammites cliniques. Le mauvais
entretien de la litiére, la mauvaise hygiene de la stabulation et des animaux en général pourrait
expliquer la fréquence élevée d’E. coli isolé dans cette étude. Bradley et Green (2000),
rapportent que les coliformes sont responsables de 50% des mammites durant les 100
premiers jours de la lactation. En France E. coli occupe aussi une place importante dans les
infections intra mammaires avec une fréquence de 14,5 % dans une étude de 1991 (Fabre,
1991). Une étude effectuée a Madagascar rapporte qu’E.coli est isolé dans 20% des laits de
mammites (Rakotozandrindrainy, 2007). Mocquot et Guittonneau (1939), ont démontré que
les coliformes du genre Escherichia sont les plus fréquents dans les excréments des vaches
laitiéres. lls contaminent le lait directement (par contact direct avec le pis), ou se multiplient
lors d’un mauvais nettoyage dans les ringures des ustensiles laitiers.

D’aprés Magnusson et ses collaborateurs (2007), les litieres fortement souillées
contiennent plus de coliformes et la prévalence de mammites, dans ce cas, augmente,
suggérant une contamination des trayons et du lait plus importante.

Les bouses de vaches sont fortement contaminées par les coliformes. Quelques
milligrammes suffisent a contaminer le lait & la récolte. Mais aussi I’eau peut étre une source
de coliformes avec une possibilité de multiplication si sa charge en matiére organique est
importante. La contamination du lait en coliformes est spécifiquement liée a I'nygiéne de la
traite (lavage des mains et des mamelles, filtration du lait) et aussi un tres bon indicateur dans
la procédure de nettoyage des installations de traite (Beerens et Luquet, 1987).

Les mammites colibacillaires, a E. coli correspond au prototype de la mammite
d’environnement. Elle trés souvent incriminée lors de mammites cliniques aigues leur
incidence est en émergence depuis plusieurs années (Rainard. et al., 2018).

11.6.2. La corrélation entre la présence d’E.coli et le résultat du CMT

Nous avons voulu savoir s’il existait une association entre le fait d’avoir un test CMT
positif et le fait d’avoir isoler E. coli du lait de ces vaches. Pour ce faire, nous avons réalisé
un calcul d’odds ratio (OR).

Tableau 14: association entre la présence d’E.coli et le résultat du test CMT.
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Statut (CMT +) 74 147
Statut (CMT-) 23 116
(%) 76.3 55.9
Odds 3.2 1.3
Odds ratio (Cl 95%) 2.5(1.5-4.3°)
P <0.05

Comme I’OR est significativement plus grand que 1, on conclut qu’il y a une
association positive entre le fait d’avoir un test CMT positif qui reflete la présence d’une
mammite, et le fait d’isoler E. coli du lait.

Discussion :

Les bactéries a Gram négatif et plus particulierement les coliformes sont une cause
majeure de mammites en élevage bovin laitier (Morin, 2009). E.coli est une bactérie
fréqguemment isolée des mammites. En effet, les mammites a E. coli sont la cause la plus
fréquente de mammites en début de lactation (Bradley et Green, 2001). Bien que I’incidence
de ces mammites varie d’un pays a I’autre, elle se situe généralement autour de 20% (Poutrel,
2008). Par contre, une incidence plus élevée, atteignant 50% a été rapportée dans certains
pays (Fairbrother et Nadeau, 2010). Les mammites & coliformes sont une cause majeure (30

a 50 %) de maladie au niveau des élevages performants de vaches laitieres (Morin, 2009).

11.6.3. Association entre E. coli et les paramétres du lait
Les résultats concernent 149 vaches laitiéres, soit un total de 360 échantillons du lait
analysés dont 78 prélevements ratés. Toutes les fermes prises ensemble.

Le tableau 15 et la figure 25 indiquent I’association statistique entre la présence d’E.coli et
certains parametres du lait examiné.ll ressort que la présence d’E.coli n’a pas un effet
significatif sur la production laitiere des vaches éxaminées (p> 0.05).

En revanche, il existe une différence significative (p<0.05) entre les valeurs obtenues de
I’acidité, TP et TB chez les vaches dont nous avons isolé E.coli du lait par rapport aux vaches

dont le lait n’a pas permis d’isoler E.coli.
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Tableau 15 : association entre la présence d’E. coli et les parameétres du lait.

EC- 9,63+3,66 5,517+2,50 2,93+1,89 2,95+1,09
EC+ 10,243,35 4,79+2,59 4,01+2,53 2,39+1,24
P 0,21 (NS) 0,02 (S) <0,01(SS) <0,01 (SS)
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Figure 25 : association entre la présence d’E. coli et les paramétres du lait.

Discussion :

Les mammites bovines constituent un domaine pathologique dans les élevages laitiers ou
elles occasionnent des pertes économiques considérables. Ces pertes sont liées aux réductions
de production laitiére, quant a la mammite a E. coli, la plupart des cas elle est transitoire et se
termine par la mort de I’agent pathogéne ou de I’héte (Yu et al.,2018). Cependant, ces pertes
peuvent étre graves au début de la lactation, vu la capacité de croissance d’E.coli
exponentielle en conditions de quasi anaréobiose (Remy, 2010).

L’acidification est la transformation physico-chimique du lactose en acide lactique par
les bactéries lactiques présentes dans le lait (vignola, 2002).

Ainsi, Kisza et Rotkierwicz ont pu démontrer que I’activité des bactéries lactiques était
nettement plus faible dans le lait de mammites subcliniques en raison de I’activité des germes
pathogénes qui freinent I’activité des bactéries lactiques.
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En revanche, les teneurs en matiere grasse et en protéines évoluent de facon inverse avec la
quantité de lait produite (Rémond, 1987 ; Agabriel et al., 1990 ; Schultz et al.,1990).

11.7.Le sérogroupage des souches E.coli

Les résultats de la sérotypie réalisée sur les 97 des isolats d’ E.coli obtenus durant
notre étude (figure 26), ont permis d’identifier 89 isolats d’Escherichia coli soit une
prévalence de 92% qui sont confirmées comme étant des souches de sérotypes connus pour
contenir des souches pathogenes.

Nos souches possedent I’'un de ces antigenes homologues (0111 + 055 + 026 + 086 +
0119 + 0127 + 0125 + 0126 + 0128).

M Sérotypie +(souches
pathogénes)

M Sérotypie-(souchesnon
pathogénes)

Figure 26 : le sérogroupage des souches E.coli.
11.8. L’antibiogramme
11.8.1. Etude de sensibilité et de résistance d’E.coli isolés

La figure 27 montre les deux boites de I’antibiogramme d’une souche E.coli apres incubation
18 heures a 37 C°.
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Figure 27 : Antibiogramme d’une souche E.coli apres incubation 18 h a 37 C° (Photo
personnelle).
Le profil de sensibilité et de résistance d’E.coli isolés vis a vis 12 antibiotiques testés est

présenté dans le tableau 16.

Tableau 16: profil de sensibilité d’E.coli vis a vis de 12 antibiotiques

B-lactamine Amoxicilline AMX 25ug 773 52 17,5
Amoxicilline-Ac  AMC 20/10ug 23,7 26, 49,5
8
Ampicilline AMP 10ug 58,8 6,1 35,1
Cephalosporine | Cefotaxime CTX 30pg 51,5 11, 37,1
3
Aminosides Gentamicine GEN 10pug 12,4 1 86,6
Kanamycine K 10ug 33 41 62,9
Phénicolés Chloramphénicole CHL 30pug 6,2 9,3 84,5
Polypeptides Colistine CST 25ug 134 31 83,5
Quinolones Acide Nalidixique AN 30pg 76,3 52 18,5
Fluoroquinolone  Enroffloxacine ENR Sug 40,2 29, 29,9
S 9
Cyclines Tétracycline TET 30pug 53,6 14, 32
4
Sulfaméthoxazole+Triméthoprime SXT 1,25/23,75u 3 25 71,2
g 8
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Figure 28 : profil de résistance d’E.coli vis a vis de 12 antibiotiques.

La généralisation de I’antibiothérapie a produit des résultats spectaculaires sur le
traitement des mammites. Mais elle a un corollaire facheux, I’antibiorésistances des germes.
Le but de cette étude est de déterminer la sensibilité aux antibiotiques les plus utilisés dans le
traitement des mammites de la vache de souches E.coli isolées de laits de mammites, afin de
disposer de données sur I’efficacité potentielle des antibiotiques disponibles sur le marché.

Notre étude a révélé une grande variation de la résistance aux antibiotiques testés.
Plusieurs auteurs s’accordent sur le fait que I’utilisation des antibiotiques chez I’animal
comme agents thérapeutiques, prophylactiques ou comme facteur de croissance peut
entrainer une réduction de I’efficacité de ces produits en médecine vétérinaire comme en
médecine humaine, suite au développement des souches résistantes.

En outre, des études antérieures ont montré que les pressions de sélection persistant
pendant un nombre important d'années aurait pu présélectionner une population de souches
résistantes aux médicaments avant l'utilisation d'antibiotiques a chaque ferme (Avrain et al.,
2003 ; Boonyasiri et al.,2014).

Une autre hypothese posée par différents auteurs suggérant une relation entre la
résistance aux antibiotiques et I'utilisation des désinfectants, qui reposerait soit sur des
mécanismes de résistance communs entre les molécules, soit sur la co-sélection de genes de
résistance aux antibiotiques lors de la pression de sélection exercée par les désinfectants
(Sidhu et al., 2002). Cette hypothése a été renforcée par un avis de I’'EFSA (2010) qui
conclue que I'utilisation de biocides (y compris les désinfectants, les antiseptiques et les
agents conservateurs) peut également jouer un rdle dans ce phénomeéne de résistance aux

antimicrobiens. Cependant, des études réalisées aux Etats-Unis indiquentqu'il n'y a pas de
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corrélation entre une résistance accrue des antimicrobiens couramment utilisés chez les bovins
laitiers pour le traitement de la mammite (Erskine et al.2001, Makovec et Ruegg., 2003).

Les animaux producteurs d'aliments, abritent des bactéries dans leur le tractus intestinal,
qui peut étre pathogéne pour I'homme. Ces bactéries pourraient servir de réservoirs de
déterminants de la résistance qui pourraient se propager tout au long de la chaine alimentaire,
ce qui réduit I'efficacité des antimicrobiens utilisés en médecine humaine et vétérinaire
(Osterberg J et al., 2016 ; Gouvéa R et al., 2015).

Naturellement E. coli est sensible aux antibiotiques, il a acquis des résistances a de
nombreuses molécules, les résultats obtenus montrent une forte résistance contre plusieurs
antibiotiques, en particulier : amoxicilline, tétracycline, ampicilline, acide nalidixique et
cefotaxime, avec des taux de 77.3%, 53.6%, 58.8%, 76.3%, et 51.5% respectivement.

D’autres résistances ont été enregistrées dans notre étude qui représente des niveaux
moyens de résistance (20 a 40%), sont vis-a-vis enrofloxacine, la kanamycine et I’association
amoxicilline-acide clavulanique avec des taux de 40.2%, 33 et 23.7% respectivement.

Cependant, les souches d’Escherichia coli testées présentent une bonne sensibilité pour
la gentamicine 86.6%, chloramphénicole 84.5% et la colistine sulfate 83.5%.Trimethoprime
sulfaméthoxazole 71.2%.

Dans cette étude, il ressort clairement que les molécules les plus efficaces contre les
colibacilles sont la gentamycine suivi par la colistine, avec des taux de sensibilité

significativement plus élevés par rapport aux autres antibiotiques de différentes familles.

11.8.2. Résistances individuelles par familles d’antibiotiques

> Les B-lactamines

Les resultats mettent en évidence une forte résistance des E. coli & cette famille
d’antibiotiques, avec des taux de 23.7% pour I’amoxicilline/Acclavulanic avec 26.8%
d’intermédiaire et de 58.8% pour I'ampicilline, 51.5% pour cefotaxime et 77.3% pour
Amoxicilline. Ces taux élevés de résistance sont probablement liés a I'utilisation excessive et
anarchique des B-lactamines. 1l existe une diversité de mécanismes de résistances du germe
vis-a-vis de cette famille, soit par imperméabilisation, soit par altération des PBP, soit par
production de B-lactamases comme rapporté par Quintiliani et Courvalin (1995). Les taux tres
élevés de résistance montés dans notre étude peuvent étre expliquées probablement, d’une

part, par I'utilisation abusive et anarchique de ces molécules par les vétérinaires, qui ne peut
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avoir que des répercussions néfastes sur la santé publique.et d’autre part par leur grande
disponibilité sur le marché Algérien.

Pour I’amoxicilline/Ac clavulanic, notre taut de résistance obtenu est supérieur par
rapport aux résultats d’Hendriksen et collaborateurs (2008) en Espagne et en suéde, Lira et
collaborateurs (2004), Rangel et Marin (2009) au Brésil, Bortel et collaborateurs (2009) en
France , Saini et collaborateurs (2013) au Canada, Hinthong et collaborateurs (2017) en
Thailande, Saidani et collaborateurs (2018) en Tunisie, Poutrel et collaborateurs (2018) en
France, Locatelli et al.(2019) en Italie et Nuesch-Inderbinenet et collaborateurs (2019) en
Suisse , qui ont rapporté des taux de 4,0 0, 14.3, 0.8, 9.2, 0, 18.6, 2.5, 15.2 et 2.4 %
respectivement.

Cependant, Fazel et collaborateurs (2019) en Iran, et Bendella et collaborateurs (2020)
en Algérie qui ont noté des résistances proche a celle enregistrée dans notre étude 22.5 et
22.6 % respectivement.

En revanche, Sedrati et ses collaborateurs (2020) dans I’est de I’Algérie, Nobili et
collaborateurs (2016) et Barbour et collaborateurs (2015) en Liban, Cheng et collaborateurs
(2018) en Chine, Ameen et collaborateurs (2019) en Egypte ont rapporté des pourcentages
plus élevés 59,6, 100,100, 81 et 80 % respectivement.

L’ampicilline, antibiotique considéré comme a large spectre, montre cependant un taux
de résistance de 58.8 % des souches d’Escherichia coli. Cette proportion est a replacer dans la
fourchette tres large des résistances observées dans différentes études qui varie de 13 a 95%.
En effet le taux obtenu dans cette étude est proches a ceux qui ont été signalées dans
différents pays par, Fazel et al., (2019) en Iran (66,19%),Rangel P. et Marin J.M. (2009) en
Brésil (58.3%) Hendriksen et al ., (2004) en Espagne 51% et Locatelli et al.,(2019) en Italie
66.6% .

Plus de 96 % des souches étaient résistantes a I'ampicilline ont été obtenu par Tomazi
et al. (2018), également pour Srinivasan et al.,( 2007) aux Etats Unis 98.4 %.

Cependant, elle reste nettement supérieure aux fréquences de 29, 31.5, 18.9,2.5,11.3,
22, 33.3, 30 et 30.1% rapportées par Hendriksen et al .,(2008) au suéde, Saini et al., (2013) au
Canada,Ombarak et al.,(2018) en Egypte, Poutrel et al.,(2018) en France , Chehabi et al.,
(2019) au Danemark, Nuesch-Inderbinenet al.,(2019) en Suisse, Ameen et al. 2019 en
Egypte, Faruk Siddikiet al. (2019) en Bangladesh et  Yu et al.,(2020) en Chine,

respectivement.
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Pour I’Amoxicilline le taux enregistré dans notre étude (77.5%), est similaire a ceux
obtenu par Boireau et al.,(2017) en France (75.7%), Faruk siddiki et al.,( 2019) en Bangladesh
(70%),Sedrati et al, (2020) en Algérie (86,5%).

Nos conclusions ont notamment montré une augmentation de la résistance aux
céphalosporines de la troisiéme génération chez les bovins laitiers atteints des mammites une
résistance plus élevée au Cefotaxime soit 51.5% qui est semblable a ce qui a été noté par
Saini et al.(2013) au Canada avec un taux de (50%).

Cependant, ce taux est vraiment supérieur a ce qui a été publié par Lira et al.(2004) au
Brésil,Ombarak et al.(2018) en Egypte et Yu et al.(2020) en chine, ou ils ont obtenu les taux
de 0, 0.05 et 18.1 % respectivement.

Par ailleurs, Barbour et al. (2015) au Liban a enregistré un taux plus élevé en qu’au
notre soit 97%.

Cette hausse est particulierement inquiétante car les 3GC ont été classés comme des
antibiotiques d'importance critique (Collignon et al. 2009).

Selon les registres de vente d'antibiotiques, les pénicillines, céphalosporines (premiere et
deuxieme et troisieme générations), et les tétracyclines sont les classes d'antibiotiques les plus
fréquemment utilisées pour lI'administration intra mammaire en Algérie.

Nous avons pu enquéter sur les perfusions intra mammaires disponibles en Algérie ces
derniéres années, parmi une vingtaine, 8 contenaient de la pénicilline (3 pénicilline G, 2
cloxacyline, 2 ampicilline et 1 ’AMC), 7 contenaient oxytétracycline, 5 contenaient des
céphalosporines dont 2 de la premiere génération, 1 de la deuxiéme génération et 2
contenaient des céphalosporines de derniére génération (avec la céfquinome).

> Les tétracyclines

Pour cette famille d’antibiotiques, un taux de résistance de 53.6% est obtenu vis-a-
vis de la tétracycline, installant cette molécule a la premiére place dans le premier groupe
renfermant les taux de résistance les plus élevés.

Les tétracyclines représentent les plus anciennes molécules utilisées, autant en
thérapie que préventivement, engendrant des résistances tres élevées. En effet, en 1948,
toutes les souches sont sensibles aux cyclines, mais, en moins de 10 ans (1956-1957), 9%
des souches sont devenues résistantes aux tétracyclines, pour atteindre 29% en 1959-1960
et cette tendance n’a cessé de croitre depuis.

Nos résultats rejoignent ceux Sedrati et al.(2020) a I’est de I’Algérie (75%) et
Boireau et al.,(2017) en France (73.2%).
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Cependant , nos résultats sont largement supérieurs par rapport a ceux obtenu par,Langoni
et al.,(2000) au Brésil, Srinivasan et al ., (2007) aux Etats Unis, Bortel et al., (2009) en
France, Supré et al ., (2014) en Belgique, Cheng et al., (2018) en Chine,Nuesch-
Inderbinen et al., (2019) en Suisse, Chehabi et al., (2019) au Danemark, Fazel et al.,
(2019) en Iran,ou les taux de résistance sont 13 , 24.8 , 10.4, 14.7, 10, 146 , 11.3 et
49.2% respectivement.

Néanmoins, nos résultats sont inférieurs a ceux obtenus au Brésil avec un taux de
92.2% (Rangel et Marin,2009) et en chine avec 91% (Yuet al.,2020) de résistance contre
la tétracycline.

D’aprés ces résultats, I’on ne constate que la résistance d’E. Coli a la tétracycline a
été retrouvé par la plupart des études, de méme que par la nétre.

Les tétracyclines ont été utilisées de facon inappropriée dans les aliments du bétail
dans de nombreux pays, ce qui a entrainé I’apparition de résistances. Cela a poussé
certains pays comme le Royaume Uni, a interdire I'utilisation de cet antibiotique dans
I’alimentation de bétail (Helali, 2002).

Les tétracyclines ne font pas exception a l'apparition d'antibiorésistances. Leur
utilisation tres large en médecine Vvétérinaire explique que ces résistances soient
actuellement importantes, pouvant atteindre en production animale plus de 90 % des
souches bacteriennes de Salmonella entericaet d'Escherichia coli. Ces résistances sont
croisées entre les différents représentants du groupe pour les molécules d’intérét
vétérinaire. Cela est peut étre due a la localisation du géne tet sur les plasmides, qui
entrainent soit une protection du site de fixation ribosomal par une protéine
neosynthétisée, soit un efflux actif faisant intervenir des pompes d'efflux qui renvoient
immédiatement a I'extérieur de la bactérie les tétracyclines (Bryan et al., 2004), (Ibekwe
et al., 2011).

» Les quinolones

Dans cette étude, la sensibilité des souches isolées est testée vis-a-vis de I’acide
nalidixique, quinolone de premiére génération, et I’enrofloxacine, quinolone de troisiéme
génération. Les taux de résistance sont de 76.3% pour I’acide nalidixique et de 40.2% vis-
a-vis de I’enrofloxacine.

Nos souches présentent une forte résistance, pour les deux molécules de cette
famille.Ces taux élevés de résistance a cette famille d’antibiotiques peuvent étre
expliqués, d’une part, par la forte utilisation de ces molécules il y’a plusieurs raisons a
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cela : I’administration systématique de ces molécules et surtout I’enrofloxacine,une autre
raison c’est leur grande disponibilité sur le marché algérien, et surtout par la présence de
génériques a prix trés abordables, alors qu’il y a quelques années, il n’existait que la
molécule mere, tres onéreuse; d’autre part au fait que les quinolones partagent un seul et
méme mécanisme d’action. Par conséquent, la résistance acquise vis-a-vis de I’une
confere automatiquement la résistance aux autres membres de cette famille d’antibiotiques
(résistance croisee).

Pour I’acide nalidixique, nos résultats sont plus élevés que ceux enregistrés
parHendriksen et al. (2008) en Espagne et en suede, en USA par Srinivasan et al.(2007),
Botrel et al.(2009) en France, Saidani et al.,(2018) en Tunisie, Poutrel et al.,(2018) en
France , Chehabi et al., (2019a au Danemark et Bendella et al ., (2020) en Algérie, ou ils
ont rapporté des taux de 31, 14, 2.3,0, 13.6, 2.5, 1.6 et 27.2 % respectivement.

Cependant, on obtient un taux semblable a ceux enregistrés au Brésil par Rangel et
Marin., (2009) et Sedrati et al. (2020), ou ils enregistrent un taux de 88.3 et 75 %
respectivement.

En ce qui concerne I’enrofloxacine, nos résultats sont largement supérieurs par
rapport a ceux publié par, Bortel et al.,(2009), Boireau et al.,(2017) et Poutrel et al.,(2018)
en France, Cheng et al.,(2018) et Yu et al., (2020) en chine, Locatelli et al.,(2019) en
Italie ,Fazel et al.(2019) EN Iran, et Bendella et al.,(2020) en Algérie. Qui marquent des
taux de 0,25,0,2.5,13.3,22.5, 31.2 et 4.8 % respectivement.

Selon Boucheron et al. (2003), deux mutations dans le géne gyrA et une ou deux
mutations dans le géne parC au niveau de la région QRDR (Quinolone Resistance
Determining Region) chez les souches E. coli d’origine aviaire, conferent un haut niveau
de résistance vis-a-vis de I’acide nalidixique et de I’enrofloxacine.
> Les sulfamides

Pour cette famille d’anti-infectieux, la sensibilité des souches est testée vis-a-vis de
I’association triméthoprime/sulfaméthoxazole,

Les taux moyennement importants enregistrés, autant dans notre étude que par
d'autres auteurs, est probablement la conséquence de la rareté de prescription de cet anti-
infectieux ou par rapport a sa disponibilité en association avec d’autres molécules.

Nos résultats indiquent un taux de résistance vis-a-vis de cette association de 3%
mais un taux intermédiaire de 25.8% semble inquiétant.

Les taux de résistance rapportés dans monde par divers auteurs sont de 18.4, 11.3,
23,17.8, 18.3 et 10% par Saini et al.(2013) au Canada, Ombarek et al. (2018) et par
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Ameen et al. 2019 en Egypte, Saidani et al. (2018) en Tunisie,Fazel et al. (2019), Nuesch-
Inderbinen et al. (2019) en Suisse, respectivement.

Le taux de 3% de notre étude est proche de celui obtenu par Hinthong et al. (2017)
en Thailande ou il a enregistré (3.8%) comme résistance contre cet antibiotique.
Cependant, d’autres auteurs ont obtenu des taux nettement supérieurs comme ceux notés
par Boireau et al.(2017) en France,Chinwe Juliana Iwu et al. (2017), Locatelli et al.(2019)
en Italie, Yu et al.(2020) en chine, Sedrati et al, (2020) dans I’est de I’Algérie soit des
taux de 35.1, 63, 40 et 36,5% respectivement.

> Les aminosides

La sensibilité des souches isolées dans cette étude est testée vis-a-vis de deux
molécules de cette famille d’antibiotiques, que sont la kanamycine et la gentamicine.

Le taux de 33% vis-a-vis de la kanamycine est di a I’utilisation réfléchie de cet
antibiotique dans les thérapies. La forte sensibilité des souches E. coli vis-a-vis de la
gentamicine est due a la non utilisation de cet antibiotique dans les traitements vétérinaires
et donc pas de sélection de souches résistantes.

Pour la kanamycine, nos résultats sont plus élevésque ceux obtenus en Indonésie par
Oktivia Chandra Mustika et al. (2015), au Danemark par Chehabi et al., (2019), en chine
par Cheng et al., (2018) et par Yu et al., (2020),en Egypte par Ombarek et al., (2018),
Saini et al ., (2013) au Canada, en France par Bortel et al., (2009), Srinivasan et al .,
(2007) en USA et par Hendriksen et al., (2008) en Suéde et en Espagne ,ou ils enregistrent
lestauxde 7,0,6,4.8,185,17.1,6,3.9,5 et 26 % respectivement.

Nos résultats sont plus bas a ceux rapportés en Iran par Fazel et al.,(2019), en Algérie
par Messai et al. (2013) et Rahimi (2013) ou ils enregistrent des taux de 67.6, 75 et 100%
respectivement.

Pour la gentamicine nous avons enregistré un taux de 12.4%. Ceci est proche de ce
qui a été enregistré par Saidani et al. (2018) en Tunisie, Ameen et al.,(2019) en Egypte,et
Yu et al.,(2020) en Chine 19.5, 13.3 et 12% respectivement.

Les résultats rapportés par Tadesse et al., (2018) étaient relativement similaires a

notre étude ou la croissance in vitro d'E. Coli était limité par la gentamicine,
Cependant ce taux est élevé par rapport a ceux enregistrés par,Lira et al. Au Brésil,Saini et
al.,(2013) au Canada, Poutrel et al.,(2018) en France , Zhang et al., (2018) , au Danemark
par Chehabi et al.,(2019), Locatelli et al.,(2019) en Italie, et Faruk siddiki et al. (2019) en
Bangladesh, ou ils sont de 0,2.5,1.25,0,0,6.7, 0.7 % respectivement.
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Par ailleurs, nos résultats sont bas par rapport a ceux rapportés par,Hendriksen et al.,
(2008) en Espagne, Rangel et Marin., (2009) au Brésil, Barbour et al., (2015) au Liban,
Ranjbar et al. (2018), Fazel et al., (2019) en Iran, Bendella et al., (2020) en Algérie ou les
taux rapportés sont de 25, 67.9 , 77, 100 , 49.2 , 23 %respectivement vis-a-vis de cet
antibiotique.

> Les polypeptides

La sensibilité des souches est testée vis-a-vis de la molécule type de cette famille
d’antibiotiques qui est la colistine ou polymyxine E. Les résultats indiquent une faible
résistance vis-a-vis de cette molécule, avec un taux de 13.4%.

La colistine est connue pour étre efficace sur Escherichia coli.Ce faible taux de
résistance peut étre expliqué par I’utilisation modérée et réfléchie de cette molécule
comme traitement et généralement en association avec d’autre molécule comme
ampicilline, Quinocilin*ou Ampidexalone*.

D’autre part, les résistances des bactéries Gram négatif sont rares vis-a-vis de la
colistine, voire exceptionnelles, et sont de type chromosomique (la mutation
chromosomique est un phénomeéne rare donc peu de résistance) comme rapporté par
Garnacho-Montero et al. (2003).Le taux enregistré dans cette étude est plus élevé par
rapport ce qui a été publié par Ohnishi et al.,(2011)et Bortel et al.(2009), Sedrati et al.
(2015) et Chehabi et al.,(2019) au Danemark ou ils ont enregistré des taux de de
résistance de I’ordre de 0, 0.8, 0 et 0% respectivement.

Cependant, des taux similaires aux nétres sont rapportés dans les études d’Aggad et al.
(2010) et Bendella et al. 2020 avec des taux de 16 et 16.4% respectivement.

> Les phénicolés

La sensibilité des souches E. coli isolées dans cette étude est testée vis-a-vis de la
molécule la plus ancienne de cette famille, le chloramphénicol. Nous enregistrons un taux de
résistance de 6.2%.

Ce médicament n’est plus sur le marché officiel. 1l a été retiré de nomenclature
vétérinaire a cause de I’aplasie médullaire qu’il est susceptible d’engendrer .Ce taux de
résistance note, serait donc le fait de la persistance d'une résistance acquise antérieurement,
d'une résistance "croisée" ou plus vraisemblablement a une utilisation illégale de cet

antibiotique.
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Le taux obtenu dans cette étude est plus élevé que ceux enregistrés par Ombarak et al.,
(2018) en Egypte et Chehabi et al.,(2019) au Danemark, ou ils obtiennent les taux de 0,0.02 %
respectivement.

Des taux semblables au notre ont été enregistrés par Oktivia Chandra Mustika et al.,(
2015) en Indonésie, Zhang et al., (2018) ou ils obtiennent les taux de 5 et 7 % respectivement.

Cependant nos résultats sont inférieurs a ceux enregistrés par par Hendriksen et al.,
(2008) en Espagne, Saini et al. (2013) , Locatelli et al.,(2019) en Italie, Bendella et al.,(2020)
en Algérie Chinwe Juliana Iwu et al.(2017),Tadesse et al (2018) et Yu et al., (2020) en Chine
,0u ils obtiennent respectivement des taux de 31, 13.1, 21.9, 31.4, 26 , 65.7 et 10.8 %

respectivement.

11.8.3. La multirésistance

Sur les 97 souches d’E.coli analysées, on constate que de nombreuses souches sont
résistantes a plus d’un antibiotique. 91 (93,8%) souches résistent au moins a un antibiotique.
La figure 28 montre les fréquences de multirésistance enregistrées pour chaque nombre
d’antibiotique :

Pourcentage de souches resistantes (%)
Nl 2 m3 W4 m5 m6 m7 m8

11% 2%1%2% 8%

/

Figure 29 : Pourcentages de multirésistance des souches E. coli isolées.
11.8.4. La corrélation entre les résistances
Nous avons aussi étudié I’association entre les résistances (figure 30).
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Figure 30 : la corrélation entre les résistances des souches E. coli isolées.

Les résultats ont indiqué que le profil de résistance AMP est statistiquement associé a la
résistance AMC, la résistance CTX, la résistance TET, la résistance KAN et la résistance
ENR (p<0,05). La résistance AMX est associée a la résistance KAN, la résistance NAL et la
résistance a l'enrofloxacine (p<0,01). La résistance a I’AMC est associée a la résistance a la
CTX et a larésistance a la CST (p<0,05). La résistance CTX est associée a la résistance CST
et a la résistance KAN (p<0,05). La résistance GEN est associée a la résistance SXT (p<0,01).
La résistance SXT est associée au CHL p<0,01. La résistance KAN est associée a la
résistance NAL et a la résistance ENR (p<0,05). La résistance a la NAL est associée a la

résistance a l'enrofloxacine (p<0,01).

11.9. La recherche phénotypique des BLSE

Les E. coli producteurs de B. lactamase sont apparus dans le monde entier (Ewers et al.,
2012), et ces enzymes sont actives sur les pénicillines, et les céphalosporines de la premiére,
la deuxieme et la troisieme génération (Jacoby., 2009), telles que la céfuroxime, la
ceftazidime et céfotaxime. Cela a une importance pour la santé publique car ces antibiotiques
sont cliniqguement pertinents et peuvent servir de réservoir des genes pour les p-lactamases a

spectre étendu qui pourraient étre transmis a I'nomme.
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De nombreuses méthodes phénotypiques ont été développées pour détecter la production
de BLSE par les entérobactéries. Cependant, il n'est pas encore clair quels tests sont les plus
sensibles (Garrec et al., 2011)

Sur les 360 prélevements du lait, 97 souches sont des E.coli. 49 parmi les 97 se sont
révélées résistantes a au moins une céphalosporine de 3eme génération « CEFOTAXIME »
(profil BLSE) avec une prévalence de 50%. Aprés la recherche des souches BLSE par la
technique recommandée par Jarlieret al. (1988).

Toutes les souches, 97 E.coli isolées lors de notre étude ont été testées pour la recherche
de la betalactamase a spectre élargie (BLSE). La mise en évidence de cette enzyme (BLSE)
de classe “’A’" a été effectuée par le test de synergie comme recommandé par Jarlieret al.
(1988). Devant I’absence de I’image de synergie, la production de B-lactamase a spectre
étendue est suspectée devant toute diminution du diamétre autour des disques de
céphalosporines de troisieme génération. La confirmation de ces souches qu’elles sont BLSE
est faite par le test de confirmation aussi appelé test du double disque (figure 31 et 32).

Figure 31 : Souche E.coli productrice de B-lactamase a spectre étendu test de synergie
(Photo personnelle).
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Figure 32 : Souche E.coli productrice de pB-lactamase a spectre étendu test du double

disque positif (Photo personnelle).

Parmi les 97 souches d’E.coli isolées dans notre étude, 39 souches ont été détectées
phénotypiquement productrice de B-lactamase a spectre étendu de classe A (Inhibées par I’Ac
clavulanique), et elles représentent un taux de 33% de I’ensemble de nos souches. Ces
souches BLSE de classe A sont donc capables d’hydrolyser les pénicillines, les
céphalosporines de 1 ére, 2 éme, 3eme (ex. céfotaxime, ceftazidime, ceftiofur) et 4éme
génération (ex. céfépime) génération et les monobactames (ex. aztréonam).

Dans cette étude, la prévalence des E. coli producteurs de BLSE est supérieure a celle
rapportée par, Dahmen, et al.,(2013)(0.4%) en France , Grami et al. (2014)(10%) et Saidani et
al., (2016)(2.5%) en Tunisie, Su et al. (2016) a Taiwan (10.5) et Eisenberger et al.,
(2018)(4.5%) en Allemagne.

Nos résultats sont presque proches a ce qui a été rapporté par Ali et al. (2016) en Chine
(23.5%), cependant, la fréquence obtenue dans notre étude est inférieure a ce qui a été publiée
par Tekiner et Ozpmar.,(2016)(80%) en Turquie.

Le réseau national de surveillance du ministere de la Santé en Turquie
(www.uhes.saglik.gov.tr) a signalé une augmentation de la prévalence d’E. Coli producteur de
BLSE (33,2% en 2008 et 48,83% en 2013).

L’émergence de ces souches été beaucoup plus précoce en medecine humaine, les
premieres B-lactamases (pénicillinases a spectre étroit) ont été initialement décrites dans les
années 60 chez Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae et ont trés vite diffusées parmi
d’autres especes entérobactéries comme rapporté par Bradford (2001).
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Devant [I’émergence de ces enzymes, de nouvelles p-lactamines stables
céphalosporines a spectre élargi ont été développées dans les années 70-80, et leur utilisation
intensive en clinique a conduit a I’apparition précoce des résistances. La premiére B-lactamase
capable d'hydrolyser les céphalosporines a spectre élargi a été décrite en 1985 dans une
souche de K. pneumoniae en Allemagne comme rapporté par Bradford (2001) et Paterson et
Bonomo (2005).

En effet, nous assistons a I’émergence de souches E.coli productrices de B-lactamase a
spectre étendu en production animale, elle est due sans doute a [I’introduction de
céphalosporine de troisieme génération ces dernieres années en medecine vétérinaire comme
« le ceftiofur », ce qui a permis la sélection des souches résistantes aux céphalosporines de
troisieme génération et sont donc BLSE.

Anon (2011) et Wasyl et ses collaborateurs (2013) ont signalé des fréquences élevées des
E.coli productrices BLSE en Pologne, les Pays-Bas et en Espagne.

Les isolats présentaient une résistance associée a I’Amoxicilline (88%), I’ampicilline
(84%), la tétracycline (72%), acide nalidixique (88%), enrofloxacine (54%),kanamycine

(56%) et I’association amoxicilline et I’acide clavulanique (41%).

Boireau et ses collaborateurs (2018) ont également rapporté des résultats similaires, ou les
BLSE produisant les bactéries entériques étaient également résistantes a un autre groupe
d'antibiotiques, y compris les aminoglycosides, la tétracycline, sulfamides, triméthoprime et
chloramphénicol, ce qui concorde avec nos observations ou toute nos souches été co-

résistantes a I’acide nalidixique et la tétracycline.

Boireau et collaborateurs (2018) ont rapporté des résultats inferieurs ou les données
recueillies sur E. coli, enregistrent des proportions de résistance pour I'amoxicilline (28,1%)
et la tétracycline (23,1%). La résistance aux céphalosporines de troisieme génération chez les
E. coli provenant de bovins laitiers était presque nulle en 2006, mais a atteint 2,4 % en
décembre 2016.

En comparaison avec une étude francaise précédente (Botrel et al., 2010 ; données de 2007
a 2008), nous avons systématiquement observé des taux plus élevés dans les niveaux de
résistance a l'amoxicilline (82 contre 9,7%), a la tétracycline (67 contre 10,4%) et a la
gentamicine (13 contre 0,7%).
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Perez et al. (2007) ont également rapporté des résultats similaires, ou les BLSE
produisant les bactéries entériques étaient également résistantes a un autre groupe
d'antibiotiques, y compris les aminoglycosides, la tétracycline, sulfamides, triméthoprime et
chloramphénicol, ce qui concorde avec nos observations ou toute nos souches été co-

résistantes a I’acide nalidixique et la tétracycline.

Lalzampuiaet al. (2014) ont rapporté que le développement de la co-résistance contre
d'autres antibiotiques ainsi que des P-lactamines par les souches productrices de BLSE
apparaissent généralement dans les grands plasmides (plasmide large), ou la plupart des génes

de résistance peuvent coexister simultanément.

Tableau 17 : Profils de sensibilité aux antibiotiques des isolats d'E. coli producteurs de BLSE

(n = 39) provenant du lait de vaches.

B-lactamine Amoxicilline AMX 25ug 88 9 3

Amoxicilline-Ac = AMC 20/10pg 41 34 25

Ampicilline AM 10ug 84 0 16

Cephalosporine ~ Cefotaxime CTX 30ug 100 0 0

ceftazidime CAZ 30ug 75 25 0

ceftriaxone CRO 30ug 81 19 0

Aztréonam AZT 30ug 95 5 0

Aminosides Gentamicine GEN 10ug 13 84 3

Kanamycine K 10ug 56 38 6

Phénicolés Chloramphénicol = CHL 30ug 9 82 9

Polypeptides Colistine CST 25ug 9 85 6

Quinolones Acide AN 30ug 88 9 3
Nalidixique

Fluoroquinolones  Enroffloxacine ENR Sug 54 25 21

Cyclines Tétracycline TET 30ug 72 19 9

Sulfaméthoxazole+Triméthoprime SXT 1,25/23,75n 3 72 25

g

11.10.La recherche de génes codant pour les enzymes BLSE : CTX- M par PCR

La recherche des genes d’antibiorésistance a concerné particulierement les isoltas d’
E.coli ayant été détectés bétalactamase a spectre élargi phénotypiquement, sur la base du test
de synergie et du double disque, donc les 39 souches. Les génes concernés sont le principal
groupe phylogenetique codant pour les enzymes BLSE : CTX- M
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La figure 33 montre d’électrophorése du produit de la PCR réalisé pour le géne CTX-M ,
I’échantillon est dit positif a un géne lorsqu’une bande fluorescente apparait sur sa zone de
migration et lorsque cette bande se situe sur la méme ligne horizontale que celle de la bande
du gene du contr6le positif (celle-ci est repérée grace a la taille du produit qui s’exprime en

paires de bases).

M S1 S2 S3 sS4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 CP1 CP2 CN M

!

Figure 33 : Profil de migration par électrophorése sur gel d’agarose du gene blactxM (photo

personnelle).

Electrophorése sur gel d'agarose (2%). M : échelle de poids moléculaire (pb). S1, S4, S7, S10
: échantillons négatifs. S2, S3, S5, S6, S8, S9, S11, S12 : échantillons positifs. CP1 : souche
CTX-M-1+; CP2 : souche CTX-M-2 ; CN : contrdle PCR négatif.

La recherche par PCR des genes d’antibiorésistances sur les 39 souches d’E.coli BLSE a

dévoilé la présence d’un géne « CTX- M » pour 27 souches

Parmi nos souches d’E.coli BLSE (69.2%) sont porteuses du gene ctx M codant pour
I’enzyme CTX-M qui hydrolyse préférentiellement le cefotaxime et qui fait partie des BLSE
de classe A selon la classification d’ambler, et au groupe fonctionnel 2be selon la

classification de Bush-Jacoby-Medeiros.

La prévalence des souches E.coli BLSE porteuses du géne ctx M enregistrée dans notre
étude est de 69.2%. Ce chiffre parait sensiblement proche de celui rapporté par ismail
Hakk1 Tekineret al. (2016) 52,7% et Ahmed et Shimamoto.,(2014) (65.5%) en Egypte.
Cependant, notre fréquence est inférieure a ceux obtenues par Khoshbakht et al.,2014 en Iran
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80.7% , Ali et al.,(2018) (77.78%) en Chine et Eisenberger et al.,(2018) (100%) en
Allemagne.

Gniadkowski (2008) rapporte que jusqu’a la fin des années 90, la majorité des BLSE
détectées étaient des dérivés de TEM de SHV, et a partir de 1995, de «nouvelles» BLSE
(notamment CTX-M) ont émergé de facon explosive chez les entérobactéries et la situation

épidémiologique a completement changé au niveau mondial.

Canton et Coque (2006) rapportent qu’en 15 ans, la diffusion mondiale des BLSE de type
CTX-M chez les entérobactéries a explosé de facon extrémement rapide, d’ou le terme de
«pandémie CTX-M».

En Turquie, le type de béta-lactamase le plus fréquemment signalé cliniqguement était
CTX-M, suivi de TEM et SHV (Nazik et al.,2011).

La large diffusion des CTX-M a changé considérablement I’épidémiologie des BLSE
dans le milieu hospitalier, mais aussi celle dans la communauté avec I’émergence de souches
productrices de BLSE, principalement des souches de E. coli productrices de CTX-M, de
plus, le portage digestif de souches productrices de BLSE est devenu non négligeable avec un

réservoir de BLSE animal important comme signalé par Rossolini et al. (2008).

Concernant les BLSE détectées chez les entérobactéries, d’importants changements ont
eu lieu depuis ces dernieres années il y’a une explosion mondiale des BLSE de type CTX-M
avec supplantation des BLSE de type TEM/SHV dans la plupart des pays, changement de la
bactérie hote de K. pneumoniae/Enterobacter spp. vers E. coli ; augmentation trés nette des
infections communautaires dues a des bactéries productrices de BLSE.

Dans notre étude sur les 97 souches E.coli isolées 27 (27.84%) ce sont révélées BLSE et
elles hébergent toutes le géne blacx m qui code pour I’enzyme BLSE CTX-M-2, I’émergence
de ces souches chez les vaches laitiéres est due vrai semblablement au manque d’hygiéne
dans les exploitations laitieres et l'utilisation incontrlée d'antibiotiques sont les principaux
facteurs pour la sélection et la propagation des ESBL dans les troupeaux. Ainsi I’introduction
de céphalosporine de troisieme génération en médecine vétérinaire, et constitue un risque réel
pour les animaux eux-mémes et pour les éleveurs, le personnel des literies et les
consommateurs comme appuyer par plusieurs auteurs.Ces traitements antibiotiques peuvent
ainsi favoriser la dissémination de génes situés sur des éléments (plasmides, transposons) aux
animaux puis a la chaine alimentaire d'origine animale (Mitchell et al.,2015).Cela pourrait

conduire a la colonisation du microbiote intestinal humain par des bactéries E.coli produisant
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des BLSE,lorsque ces aliments sont directement consommés sans subir de processus
thermique, ou utilisés pour la production de fromage au lait cru. (Allen et al.,
2010;0verdevest et al.,2011 ;Bonelliet al.,2014). En raison de cette menace, le Codex
Alimentarius Commissiones a établi un groupe de travail intergouvernemental (Doyle et
al.,2013).

Suite a cela, en 2014, le Comité standard des médecins européens (CPME), le Conseil de
EuropeanDentists (CED) et la Fédération des vétérinaires d'Europe (FVE) est un communiqué
de presse commun a toutes les autorités pour geérer le probléeme des entérobactéries

productrices d'ESBL (www.fve.org).

Nos résultats soulignent également I'importance de la mise en place des programmes de
surveillance précis pour tracer et contr6ler toute autrela diffusion de clones d'ESBL dans le

secteur laitier en Algérie.
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La mammite est considérée comme I’une des pathologies les plus importantes,
fréquentes et colteuses affectant les vaches laitiéres et la plus pénalisante pour les élevages
laitiers. Cette pathologie multifactorielle représente, I’ennemi numéro un de I’industrie de la
production laitiére.

Pour cela, la connaissance de la nature et la fréquence des germes responsables
présentent un intérét pour la définition de la stratégie de lutte. Parmi les germes rencontrés, les
entérobactéries viennent en téte des germes d’environnement et font actuellement une
augmentation nette de la prévalence des mammites.

Dans le cadre de notre étude on s’est concentré d’une part sur I’isolement de I’espéce
Escherichia coli a partir du lait cru de vaches et la caractérisation bactériologique de cette
espece impliquée dans les mammites, ainsi, la détermination de leur profil de résistance et de
sensibilité vis-a-vis divers antibiotiques avec recherche des souches E.coli productrices de
BLSE. D’une autre part étudier I’'impact de la présence d’Escherichia coli sur certains
paramétres tenant a la quantité et la qualité du lait.

L'emploi de différents outils de diagnostic (Examen cliniqgue, CMT et I'analyse
bactériologique) sur les prélévements de lait des vaches a met en lumiére que les mauvaises
conditions d’hygiene du batiment d’élevage et la mauvaise conduite du troupeau constituent
les probables facteurs de risque de la survenue de cette pathologie.

A la lumiére des résultats obtenus, il s’avére que les mammites sub-cliniques sont bien
présentes dans nos élevages avec un taux de 66%. Les résultats de I’enquéte épidémiologique
ont permis de mettre en évidence I’effet significatif (p<0,05) du rang de lactation, de certaines
race et du stade de lactation sur la prévalence des mammites sub-cliniques.

Il est a noter également que, la teneur en TP et TB dans le lait analysé régresse
significativement (P<0,01) en cas de mammite, ainsi que la production laitiere (P<0,05).

Nos résultats montrent que, E. coli est présente a une fréquence de 26.9 % dans le lait,
Ainsi, I’étude de I’antibiorésistance de 97 souches isolées révele I’existence de résistances
non négligeables a I’action de nombreuses molécules d’antibiotiques avec un niveau
d’inefficacité qui dépasse les 50% a I’encontre de la tétracycline, I’acide nalidixique,

I’ampicilline, I’lamoxicilline, la céfotaxime et I’enrofloxacine

Les isolats ayant présenté une sensibilité réduite a I’encontre de la céfotaxime ont
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fait I’objet d’une confirmation phénotypique sur la base du test du double disque. Un
taux de positivité de 78% a été enregistré. A cet effet, 39 souches ont été déclarées
potentiellement productrices de bétalactamase a spectre élargi de classe A.

La caractérisation génotypique des souches d’E. coli BLSE a consisté essentiellement en
une recherche par PCR d’un géne d’antibiorésistances blactx M , codant pour I’ enzyme
BLSE : CTX M. Le résultat a dévoilé la présence d’un gene de résistance « ctx M » chez
la totalité des souches testées 27(69.2%). L’émergence des souches E.coli productrices de
betalactamase a spectre étendu ne sera pas sans conséquence sur la santé animale et

humaine.

Il est bien évident de conclure que les résultats de la présente étude affirment nos
spéculations sur I’incidence de la maladie qui s’est notablement accrue, et qui reste

imputable

Il serait donc important d’entreprendre une action de sensibilisation au bon usage de ces
médicaments pour un traitement bien adéquat et, pourquoi pas, émettre des
recommandations nationales d'établir des normes pour le contrdle des pratiques
d'hygiéne dans les fermes laitieres pour réduire le taux de contamination

environnementale des vaches.
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Resumé :

La mammite chez les vaches est un probléme majeur dans les exploitations laitieres, entrainant une
diminution de la quantité et de la qualité du lait. L'objectif de la présente étude était d'examiner
I'association entre la présence d'Escherichia coli (E. coli) dans le lait et la mastite subclinique, et de
caractériser les profils de résistance aux antibiotiques des E. coli isolés. Dans la présente étude, un
total de 360 échantillons de lait cru de vache provenant de trois fermes laitiéres de la région d'Alger
ont été analysés. La période d'analyse a duré du printemps 2017 a I'hiver 2019. Le test de mammite
californien (CMT) a été appliqué pour détecter la mammite subclinique. Les souches d'E. coli ont été
isolées du lait par des méthodes bactériologiques classiques. Le profil de résistance aux antibiotiques
des souches d'E. coli isolées a 12 antibiotiques différents a été testé par la méthode de diffusion sur
disque. Sur les souches productrices de B-lactamase, un test de double diffusion a été appliqué pour
identifier le phénotype pB-lactamase a spectre étendu (ESBL). Enfin, les génes ctXx-M ont été
amplifiés par PCR. Deux tiers (66,4 %) des échantillons de lait étaient positifs pour le test CMT. Au
total, 97 souches d'E. coli ont été isolées des échantillons de lait, leur résistance aux antibiotiques a été
testée et 3,1 % des souches étaient résistantes au triméthoprime-sulfaméthoxazole, 6,2 % au
chloramphénicol, 12. 3 % a la gentamicine, 13,4 % a la colistine, 23,3 % a lI'amoxicilline/clavulanate,
31,9 % a la kanamycine, 39,2 % a l'enrofloxacine, 51,5 % au céfotaxime, 52 % a la tétracycline, 57,7
% a l'ampicilline, 74,3 % a l'acide nalidixique et 75,3 % a l'amoxicilline. En outre, la plupart des
souches d'E. coli (92,8 %) étaient résistantes a plus d'un antibiotique, avec un indice de résistance
multiple aux antibiotiques allant de 0 & 0,8. Les 50 souches résistantes au céfotaxime ont été analysées
pour détecter un phénotype BLSE. 39 d'entre elles (78 %) étaient positives au test de synergie a double
disque. Parmi les 39 souches positives pour les BLSE, 27 (69,2%) ont été confirmées pour la présence
d'un géne CTX-M par PCR. La présente étude a montré que les E. coli multirésistants, y compris les
porteurs de BLSE, étaient fréquemment isolés du lait des vaches laitiéres en Algérie. Les résultats
soulignent que l'utilisation des antibiotiques dans les fermes doit étre raisonnée pour éviter la

propagation de souches résistantes chez les animaux et les populations humaines.

Mots clés : Résistance aux antibiotiques, vaches, gene CTX-M, Escherichia coli, lait, mammite

subclinique.
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Abstract :

Mastitis in cows is a major problem in dairy farms leading to a decrease in the
quantity and quality of milk. The aim of the present study was to examine the
association between the presence of Escherichia coli (E. coli) in milk and the
subclinical mastitis, and to characterize the antibiotic resistance profiles of the
isolated E. coli. In the current study, a total of 360 cow raw milk samples from three
dairy farms of the region of Algiers were analyzed. The analysis period lasted from
Spring 2017 to Winter 2019. The California Mastitis Test (CMT) was applied to
detect subclinical mastitis. The E. coli strains were isolated from milk using
conventional bacteriological methods. The antibiotic resistance profile of the isolated
E. coli strains to 12 different antibiotics was tested using the disk diffusion method.
On p-lactamase-producing strains, a double diffusion test was applied to identify the
Extended-spectrum g-lactamase (ESBL) phenotype. Finally, the ctXx-M genes were
amplified by PCR. Two-thirds (66.4%) of the milk samples were positive for the
CMT test. A total of 97 E. coli strains were isolated from the milk samples, their
resistance to antibiotics was tested, and 3.1% of the strains were resistant to
trimethoprim-sulfamethoxazole, 6.2% to chloramphenicol, 12.3% to gentamicin,
13.4% to colistin, 23.3% to amoxicillin/clavulanate, 31.9% to kanamycin, 39.2% to
enrofloxacin, 51.5% to cefotaxime, 52% to tetracycline, 57.7% to ampicillin, 74.3%
to nalidixic acid, and 75.3% to amoxicillin. Furthermore, most of the E. coli strains
(92.8%) were resistant to more than one antibiotic with a Multiple Antibiotic
Resistance index ranging from 0 to 0.8. The 50 strains resistant to cefotaxime were
analyzed for an ESBL phenotype. 39 of them (78%) were positive to the double-disk
synergy test. Among the 39 ESBL positive strains, 27 (69.2%) were confirmed for
the presence of a CTX-M gene by PCR. The present study showed that multiple
drug-resistant E. coli, including ESBL-carriers, were frequently isolated from the
milk of dairy cows in Algeria. The results underlined that the use of antibiotics on
farms must be reasoned to avoid the spread of resistant strains in animals and human
populations.

Keywords: Antibiotic Resistance, Cows, CTX-M gene, Escherichia coli, Milk,

Subclinical Mastitis.
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