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INTRODUCTION

Les mammites constituent la premiére pathologie en élevage laitier. En effet on considére que
40% des vaches laitieres en production sont touchées par une mammite clinique. En plus
d’avoir un effet non négligeable sur la santé et le bien-étre des vaches, cette pathologie est
extrémement colteuse pour I’éleveur, entre le cout des traitements et la baisse de production

laitiere notamment (1).

Le traitement des mammites repose basiquement sur I'antibiothérapie, avec I'utilisation de
spécialités intramammaires parfois complétées par un traitement par voie générale. Le
vétérinaire est rarement consulté en l'absence d’atteinte générale de I'animal, et le
traitement mis en place est le plus souvent probabiliste. Or, en cas d’échec de
I'antibiothérapie de premiere intention, les chances de guérison bactériologique diminuent,

d’ou I'intérét d’adapter au mieux le traitement dés la prise en charge.

Concernant la gestion des mammites bovines, ces derniéres années ont vu |'essor de la
réalisation d’analyses bactériologiques et d’antibiogrammes en cabinet vétérinaire. Le
développement de ces outils d’aide au diagnostic s’inscrit dans un contexte d’utilisation
raisonnée des antibiotiques, comme demandés par les plans EcoAntibios (2). lls s’inscrivent
aussi dans un contexte de changements sociétaux avec une prise de conscience de la
population sur I'utilisation des médicaments en élevage. Le monde agricole est ainsi confronté
a une demande accrue de denrées alimentaires provenant d’animaux ayant recu peu de
traitements, et a des produits d’origine biologique. De plus, cela répond a une demande
croissante de la mise en place de suivi et d’offres de service en clientéle vétérinaire rurale,
ainsi que le développement d’examens complémentaires en cabinet. Les laboratoires et
entreprises spécialisées dans la médecine vétérainaire, tels que Zoetis ®, Dechra® ou encore
Vetoquinol®, s’efforcent également a rendre ces analyses plus abordables en développant des
outils permettant de simplifier la réalisation ainsi que linterprétation d’analyses

anciennement réservées aux laboratoires spécialisés.

Nous aborderons dans une premiere partie bibliographique le diagnostic et le traitement des
mammites bovines, ainsi que l'importance de I'antibiorésistance dans la gestion de ces

mammites. Dans un deuxieme temps, nous parlerons de la réalisation d’analyses
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bactériologiques et d’antibiogrammes en cabinet vétérinaire, en présentant les différentes
alternatives disponibles pour le praticien et nous discuterons de I'intérét de la réalisation de
ces analyses. Enfin, nous verrons a travers I'exemple de la clinique C3G de Saint Symphorien
sur Coise dans la Loire (42) la mise en place de ces analyses depuis 2018 et ce qu’ils en retirent

dans leur pratique.
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PREMIERE PARTIE : Les mammites

Généralités

Une mammite se définit par une inflammation de la glande mammaire (3). Chez la
vache, elle est le plus souvent d’origine infectieuse mais peut parfois avoir une origine toxique
ou traumatique. Il est possible de classer les mammites en fonction de leur épidémiologie : on
parle de modeéle d’environnement (opportuniste), de modéle contagieux (de traite) et de
modele d’association. Les mammites peuvent aussi étre classées en clinique et subclinique en

fonction des symptomes inflammatoires associés (4).

A. Classification des mammites

1. Les mammites cliniques

Les mammites cliniques sont caractérisées par |'apparition de sécrétions lactées
modifiées : on peut observer une modification de la couleur du lait, une consistance aqueuse,
des flocons, des amas de fibrine ou bien encore des caillots sanguins. Ces modifications du lait
sont souvent associées a des signes d’inflammation de la mamelle tels qu’une tuméfaction du
quartier, un cedéme et de la douleur. Dans les cas les plus séveres, une atteinte de I'état

général de I'animal est observée (3).

a) Les mammites suraigués

Une mammite suraigué se caractérise par une atteinte de I'état général de la vache en
complément des symptomes locaux d’inflammation de la mamelle ainsi que de modifications
du lait. Les signes systémiques d’apparition brutale observés sont notamment une dépression,
un pouls rapide, de la diarrhée et de la déshydratation. Les mammites suraigués
correspondent a cing a dix pour cent des mammites cliniques et ont un pronostic réservé. On

distingue deux types de mammites suraigués :

- Les mammites de type « colibacillaire », qui sont les plus rencontrées dans la période

immédiate post-partum. Elles sont le plus souvent dues a Escherichia coli qui libére des
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endotoxines a I'origine d’un choc endotoxique. On retrouve une vache en état de choc,
souvent en hypothermie et abattue, dans I'incapacité de se relever. La sécrétion lactée
est particulierement modifiée, avec un lait séreux, jaune pale ou blancrosé, présentant
des grumeaux.

- Les mammites gangréneuses sont moins fréquentes. Les germes mis en cause sont
Staphylococcus aureus et des germes anaérobies tels que Clostridium spp.
L'inflammation du quartier est tres importante et I'absence de traitement conduit a la
mort de la vache. La mamelle et le quartier atteints deviennent rapidement froids,
bleutés puis noiratres. La production lactée est fortement diminuée et le lait présente

une odeur nauséabonde.

b) Les mammites aigués

Une mammite aigué se définit par une inflammation plus ou moins marquée de la
glande mammaire d’apparition soudaine. Les quartiers atteints présentent de I'cedéme, un
durcissement, ils sont rouges et douloureux. Le lait a un aspect modifié, et la production
laitiere est diminuée. Une absence de traitement de ces mammites peut aboutir a de la

chronicité.

c) Les mammites chroniques

Les mammites chroniques surviennent a la suite de mammites aigués sans guérison
bactériologique, et sont définies par un comptage cellulaire somatique individuel élevé sur
une période supérieure a trois semaines. Elles se caractérisent par une absence de signes
généraux, la présence de grumeaux dans le lait et des signes locaux tardifs et discrets évoluant
vers une fibrose du parenchyme pulmonaire. Ces mammites entrainent irrémédiablement le
tarissement du quartier atteint. Les mammites chroniques ne sont pas sans importance dans
un élevage car elles peuvent affecter considérablement le nombre de transmission des

infections de la mamelle ainsi que des pertes de production de lait.
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d) Bilan sur les mammites cliniques

Les mammites cliniques peuvent donc se classer en différentes catégories en fonction

de leurs signes cliniques (5).

Lait anormal

] Lait anormal

Mammite clinique Cliseitgiu Pis anormal
ou aigué

Lait anormal

‘ ’ » Pis anormal

Vache anormale

Figure 1 : Classification de la sévérité des mammites en fonction des signes cliniques (d’apres (3))

2. Les mammites subcliniques

Les mammites subcliniques sont caractérisées par une mobilisation de cellules
inflammatoires dans la mamelle et une absence de modifications visibles du lait ou de la
mamelle. Elles sont associées a une baisse de la production de lait ainsi qu’une augmentation
du CCS. On considére qu’une vache est atteinte de mammite subclinique sur un ou plusieurs
quartiers si le CCS est supérieur a 200 000 cellules/mL (6). Les mammites subcliniques sont 15
a 40 fois plus courantes et entrainent une perte de lait trois fois plus importante que les
mammites cliniques. Leur détection repose essentiellement sur I'analyse des CCSI fournie par
la laiterie ou le Contréle Laitier. Les pathogénes les plus couramment rencontrés lors de
mammites subcliniques sont des coliformes, des streptocoques, des staphylocoques et

Actinomyces pyogenes.
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B. Les agents pathogenes responsables de mammites bovines

Les mammites infectieuses bovines sont dues dans la majorité des cas a des bactéries.
Généralement, une seule espéce bactérienne est responsable de l'infection, mais dans

certains cas on peut retrouver deux espéces

De maniere anecdotique, on peut rencontrer des mammites mycosiques imputables a
Candida (C. krusei, C. albicans, C. rugosa), Trichosporon spp et Cryptococcus (C. neoformans,

C. lactavirus) ou des mammites liées a des algues Prothoteca (7).

La contamination de la mamelle se fait de maniére exogene sauf dans de rares cas
d’infection par des mycoplasmes, ou elle se fait de maniere endogéne, par voie hématogene

a partir d’un autre site infecté (8).

1. Pathogenes majeurs

On parle de pathogene majeur lorsqu’on se trouve face a des bactéries virulentes qui
peuvent causer des réactions séveres pouvant aller jusqu’a la mort de la vache. Le CCS
augmente fortement et est couplé a une baisse de production laitiere (9). Pour les pathogénes

les plus couramment isolés, on peut citer notamment :

- Staphyloccocus aureus

- Streptococcus uberis

- Streptococcus dysgalactiae
- Escherichia coli

- Klebsiella spp

- Streptococcus spp

- Mycoplasma spp
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2. Pathogénes mineurs

On parle de pathogéne mineur lorsqu’on se trouve face a des bactéries responsables
principalement de mammites subcliniques associées a une légere hausse du CCS. Ces
pathogenes peuvent étre responsables d’une baisse de production laitiere mais qui reste

faible. On peut citer notamment (10) :

- Corynebacterium spp

- Les staphylocoques a coagulase négative

3. Caractéristiques des principales bactéries responsables de mammites

Le Tableau | présente les principales caractéristiques des bactéries les plus

couramment rencontrées lors de mammites bovines en France (7) (11).
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Bactérie Coloration Pathogene Prévalence en Modele Source de I'infection Type d’infection
de Gram majeurou France (RESAPATH épidémiologique
mineur 2019)
Staphylococcus Majeur 10% Contagieux - Peau du pis Principalement
aureus - Muqueuse des bovins subclinique
- Quartier infecté
Staphylocoques a Mineur 12% Contagieux - Peau des trayons et du pis Subclinique
coagulase
négative Gram +
Streptococcus Majeur Mixte - Peau Clinique
uberis - Muqueuses buccale et vaginale
- Litiere de paille
Streptococcus Majeur Environnemental - Peau du pis Principalement
agalactiae 31% - Quartier infecté subclinique
- Trayons craqués/gercés
Streptococcus Majeur Environnemental - Peau des trayons Subclinique
dysgalactiae - Amygdales
- Quartier et pis infectés
- Environnement de la vache
Corynebacterium Mineur 1,2% Contagieux - Pis et canaux des trayons infectés Parfois
bovis subclinique
Trueperella 1,3% Environnemental - Vecteurs (mouches) Clinique aigue
pyogenes - Matériel contaminé avec atteinte de
- Peau et muqueuses I’état général
Escherichia coli Majeur 28% Environnemental - Litiére souillée Clinique suraigué
Gram - - Fumier
- Sol
- Eauxstagnantes
Majeur 3,2% Environnemental - Sol Clinique aigue et
- Litiere organique sévere
Pseudomonas 1,3% Environnemental - Etangs Clinique séveére,

spp

Endroits et matériel humides et sales

Litieres humides

Tableau | : principales bactéries responsables de mammites en France

voire mortelle
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C. Les modeles épidémiologiques des mammites

On distingue deux principaux modeles de transmission des germes responsables de
mammites, le modéle environnemental et le modele de traite. Le Tableau Il permet de

déterminer le modele prédominant dans un élevage (7).

Bilan des infections Pourcentage de mammites cliniques par an
globales du troupeau

<25% >25%
Moyenne <200 000 Idéal Modele

du CCS du environnemental
tank >200 000 Modeéle de traite = Modele d’association

Tableau Il : Modele épidémiologique en fonction des caractéristiques de I'élevage

La connaissance du modele de transmission prédominant dans un élevage permet

d’adapter les mesures préventives et curatives a mettre en place.

1. Modele contagieux dit « de traite »

Les principales bactéries concernées par ce modele sont Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, les staphylocoques a coagulase négative et les mycoplasmes. Elles
sont généralement responsables de mammites subcliniques. On peut distinguer deux sous-

modeéles : un a staphylocoque et I'autre a streptocoques. Leurs caractéristiques respectives

sont présentées dans le Tableau lll (12).

Criteres Sous-modele a Sous-modele a
streptocoques dominants staphylocoques dominants

3 a4 mois Supérieures a 4 mois
En augmentation Elevés en moyenne
Modéré a élevé Faible & modérée
Modérée en moyenne Faible a modérée
Peu a assez fréquentes Fréquentes

Rares Assez fréquentes

Facteurs de risque Logement défectueux Réformes insuffisantes
Perte de lait sur la litiere Trayons crevassés
Tableau Il : Caractérisation épidémiologique des sous-modéles contagieux
On parle de modele contagieux car ce sont des bactéries commensales de la peau des
trayons et du pis, qui se multiplient dans un premier temps aux extrémités des trayons puis
infectent le quartier. La transmission a lieu d’'une vache a une autre durant la traite, et est
souvent associée a un vecteur contaminé comme les lavettes, les manchons de traite ou

encore les mains de I'éleveur.
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2. Modéle environnemental

Les principales bactéries concernées par ce modele sont Escherichia coli, Klebsiella spp
et les streptocoques tels que Streptococcus uberis et Streptococcus dysgalactiae. Ce sont des
bactéries opportunistes qui profitent d’'un systeme immunitaire affaibli ou d’une situation
favorisant une contamination environnementale telle qu’une canule sale lors d’une injection
intramammaire ou une mauvaise désinfection des trayons. Elles sont généralement
responsables de mammites cliniques. On peut distinguer deux sous-modeéles: un a

entérobactéries et I'autre a streptocoques. Leurs caractéristiques respectives sont présentées

dans le Tableau IV (12).

Criteres Sous-modeéle a streptocoques Sous-modele a entérobactéries
dominants

223 mois
En augmentation Faibles

Elevés Faibles
Modérée en moyenne Modérée a forte
Peu a assez fréquentes Rares

Facteurs de risque Hygiene des batiments, perte Défaut d’hygiene autour du
de lait sur la litiere vélage

Tableau IV : Caractérisation épidémiologique des sous-modeéles environnementaux

1 a2 mois

On parle de modele environnemental car ces bactéries se développent dans
I’environnement : I'eau, le sol, le fumier, la litiere, les plantes. La contamination a lieu entre
les traites par contact direct entre les trayons et I'environnement contaminé. Le reflux de lait
gu’engendre la traite permet aux bactéries d’infecter le quartier, on parle de contamination

par propulsion.

3. Modeéle d’association

En élevage, on retrouve rarement un modele clairement défini. En effet, I'éleveur, en
essayant de contrOler les mammites, peut modifier leurs caractéristiques épidémiologiques.
On se retrouve alors avec une coexistence des deux modeles, dont I'un peut prédominer par

rapport a I'autre en fonction des mesures mises en place par I'éleveur (12).
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Criteres Modele de traite Modele environnemental

CCST > 200 000 CCST > 200 000
Moins de 85% CCSI < 300 000 Moins de 85% CCSI < 300 000

Faible a modérée (< 30% des Modérée a élevée (>30% des vaches par
vaches par an) an)

Sévérité cas clinique Plus faible Plus forte

Facteurs de risque Traite favorisant la contagion  Stabulation longue
Trayons crevassés Logement défectueux
Défaut de trempage du trayon Aire de couchage contaminée
Tarissement mal conduit Défaut lavage/essuyage des trayons
Réformes insuffisantes Défaut d’hygiene du traitement

Tableau V : bilan des caractéristiques épidémiologiques des modéles de traite et d'environnement

Il.  Le diagnostic des mammites

A. Recueil des informations et examen a distance
1. Anamneése et commémoratifs (13)

Souvent, le vétérinaire est appelé pour une mammite lorsqu’elle ne répond pas au
premier traitement mis en place par I'éleveur ou lorsqu’elle entraine des répercussions sur
I’état clinique. L'objectif du vétérinaire est donc d’adapter le traitement. Pour cela, il doit avoir

une idée précise de |'état de I'animal et si possible poser un diagnostic étiologique.

Dans ce contexte, certaines informations peuvent nous aider a affiner le diagnostic tel
qgue : le stade de lactation de I'animal, les symptomes observés par I'éleveur et leur durée
d’évolution, si un traitement a déja été mis en place ou non, si la vache a déja présenté ou non

des mammites au cours des lactations précédentes.

Stade de lactation Etiologie possible

Au début de la lactation, aprés vélage | Mammite due a E coli ou liée a des
streptocoques

A la fin de la lactation Mammite plutot liée a des staphylocoques,
des germes chroniques

Au tarissement Mammite pyogéne

Tableau VI : étiologie possible de la mammite bovine en fonction du stade de lactation de la vache considérée
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2. L’examen a distance (13)

L'examen a distance est rapide a effectuer et ne doit pas étre négligé. Il peut
communiquer des informations sur une possible affection concomitante que n’aurait pas vue
I’éleveur. Il permet aussi d’évaluer I'état général de la vache : si elle est abattue, en état de
choc, si elle rumine ou non. Elle permet d’observer la mamelle a distance pour évaluer sa
couleur, si elle présente des déformations mais aussi pour juger de potentiels facteurs de
risque pouvant étre liés a I'apparition de mammites tels qu’une mamelle sale, des trayons qui

touchent le sol ou encore une queue sale assez longue pour toucher les trayons postérieurs.

B. Examen rapproché

1. De la mamelle (13)

Dans un premier temps, on réalise un examen visuel de la mamelle qui permet
d’évaluer les caractéristiques physiques de la mamelle. On observe des asymétries éventuelles
des quartiers (hypertrophies ou atrophies), la couleur de la peau des quartiers et des trayons
a la recherche d’hématomes ou de congestions, et on termine avec un examen approfondi du
trayon a la recherche d’excroissances cutanées comme des verrues, de lésions vasculaires
telles que des pétéchies, des gercures, des anneaux de compression etc ou de Iésions de type
hyperkératosique. Ces lésions témoignent d’effets déléteres induits par la machine a traire ou

la méthode de traite et sont des facteurs prédisposants a I'apparition de mammites.

Dans un deuxieme temps, on palpe la mamelle de maniére intégrale puis quartier par
quartier. Cette palpation doit se faire préférentiellement sur une mamelle vide donc apres la
traite. On cherche a apprécier la qualité de la peau de la mamelle, la présence ou non de signes
inflammatoires, des anomalies du parenchyme mammaire (indurations, nodules etc). On
s’intéresse aussi aux nceuds lymphatiques rétro mammaires qui, lorsqu’ils présentent une

adénomeégalie, témoignent d’une adénite et donc d’une atteinte de la mamelle.
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2. Des sécrétions mammaires (13)

On cherche a évaluer des modifications des sécrétions mammaires. On s’intéresse a la
couleur, a I'odeur, a la consistance, a la viscosité et a I’'homogénéité de ces sécrétions. Pour

cela, on observe les premiers jets dans un bol a fond noir.

Figure 2 : utilisation du bol a fond noir pour I'observation des premiers jets (photographies personnelles)

Les modifications que nous pouvons rencontrer sont présentées dans le Tableau VII.

Parameétre Lait sain Lait associé a une mammite
étudié
Couleur Blanc, peut prendre une teinte Peut varier de jaune a rouge sombre
jaunatre durant la phase colostrale,
ou rosée en cas d’hémolactation
Odeur agréable et caractéristique - Odeur d’ceuf pourri (germes
pyogénes)
- Odeur aigre-douce (germes
anaérobies)
- Odeur fruitée-acidulée
(infections colibacillaires)
o e 40 Homogene, liquide, non visqueux  Présence possible de pus ou de
homogénéité, grumeaux

viscosité
Tableau VI : caractéristiques des sécrétions lactées pour un individu sain et en cas de mammite

La quantité de lait produite est aussi corrélée a une infection mammaire. En effet, en
cas de mammites aussi bien subcliniques que cliniques, on constate une diminution de la

production lactée. La reprise de la lactation est un signe de guérison.

C. Les examens complémentaires réalisables

1. Papier indicateur (13)

Ce test correspond a un papier buvard avec quatre zones réactives correspondant aux

guatre quartiers. Ces zones sont traitées avec des indicateurs colorés : bleu de bromothymol
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et nitrazine qui entrainent un changement de couleur lors d’une variation de pH. Pour du lait

sain, la zone reste jaune, et lors de mammite, la zone devient verte.

Ce test est facile et économique a réaliser. Il est intéressant a utiliser dans des
troupeaux olu les mammites sont nombreuses, cliniques et subcliniques. Il permet de

déterminer les quartiers touchés lorsque le taux cellulaire du tank est élevé.

Cependant, ce test a une sensibilité assez faible, de 55%. Il peut entrainer des faux
positifs en fonction des modifications physiologiques du lait, mais aussi des faux négatifs dans

le cas de certaines infections a streptocoques.

Etape 2 : lecture
du résultat

Etape 1 : ajout de deux
gouttes de lait par zones Couleur jaune, pH entre
6,5 et 6,7 -> lait sain

Couleur verte, pH
proche de 7 -> lait de
mammite

Figure 3 : réalisation et lecture du test au papier indicateur (illustration personnelle)
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2. Le California Mastitis Test (13)

Pour réaliser ce test, on met en contact une petite
guantité de lait (deux millilitres) avec deux millilitres d’une
solution de Teepol a 10% (détergent) et de pourpre de
Bromocrésol (colorant). Le colorant changera de couleur en
cas d’'un changement de pH. Le détergent provoque la lyse

des cellules présentes dans le lait et |a libération de ’ADN, ce

qui va modifier la viscosité du lait. La lecture du résultat se
. L, . . . , , L. Figure 4 : réalisation d'un CMT
fait immédiatement aprés avoir mélangé les deux liquides (ohotographie personnelle)

grace a un mouvement de rotation.

L'interprétation du test est décrite dans le Tableau VIII.

Lecture Interprétation
Aspect Score Infection Relation avec F]
Valeur Croix numération  cellulaire
moyenne (x103/mL)
(SCHNEIDER et al. 1966)
Consistance normale, 0 0 Absente 100
couleur grise
Léger gel disparaissant 1 +/- Risque d’infection par 300
apres agitation, couleur pathogéne mineur
gris violacé
Léger gel persistant, 2 + Mammite subclinique 900

filament grumeleux,
couleur gris violet

Epaississement immédiat, 3 ++ Mammite subclinique 2700
amas visqueux au fond de
la coupelle
Gel épais, consistance du 4 +++ | Mammite subclinique 8100
blanc d’ceuf, couleur violet a la limite de
foncé I’expression clinique

Tableau VIII : Interprétation du CMT d'apreés la notice du Leucocytest®

Ce test est facile a réaliser, que ce soit par I’éleveur ou le vétérinaire. Il permet de
dépister des affections subcliniques et de déterminer le ou les quartiers infectés. La sensibilité

du CMT est de 76%, mais nécessite une grande propreté du plateau et des trayons.
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3. La conductivité électrique du lait (13)

Ce test repose sur les variations de conductivité du lait lors d’infections mammaires.
En effet, dans ces cas-1a, les concentrations en ions Na* et CI" du lait augmentent, et les
concentrations en lactose et K* diminuent, ce qui créent des variations de conductivité qui
peuvent aller jusqu’a 50% pour les mammites cliniques et 20% pour les mammites
subcliniques. Cependant, les valeurs de conductivité varient aussi au cours de la traite, en
fonction de la race, du stade physiologique de la vache ou encore de son alimentation. Il faut

donc étre prudent lors de I'interprétation de ces variations de conductivité (14).

Ce test permet de détecter de maniére tres précoce des mammites cliniques comme
subcliniques, parfois avant les premiers symptomes. |l se réalise a la ferme grace a un suivi de

la conductivité du lait au cours de la traite.

4, Les concentrations en cellules somatiques dans le lait (13)

Les concentrations en cellules somatiques individuelles (CCSI) ou de tank (CCST) sont
utilisées pour rendre compte du statut sanitaire de la vache ou du troupeau. Les analyses sont
réalisées mensuellement par le contréle laitier pour le CCSI et dans le cadre de la collecte du
lait pour le CCST. La CCSI peut aussi étre mesurée par un laboratoire spécialisé ou en cabinet
vétérinaire si I'éleveur le souhaite. La CCS correspond au nombre de cellules somatiques
(cellules épithéliales mammaires, macrophages, polynucléaires neutrophiles et lymphocytes)
présentes dans le lait. En cas d’infection mammaire, ce CCS augmente. Pour la CCSI on étudie
le lait de mélange des quatre quartiers de la vache. Pour la CCST, on prend un échantillon de

lait de tank.
On considére que :

- Une vache infectée présente une CCSI supérieure a 800 000 cellules/mL sur au moins
deux des cing derniers contrdles.
- Une vache saine présente une CCSI inférieur a 300 000 cellules/mL

- Dans les autres cas, on considére que la vache est douteuse.

Cependant il ne faut pas oublier qu’on étudie un mélange, on peut donc ainsi diluer les

cellules somatiques d’un quartier fortement positif si les trois autres présentent une
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concentration en cellules somatiques faible. De méme, une infection a Staphylococcus aureus
ne sera pas toujours corrélée a une CCSI supérieure a 300 000 cellules/mL. Toutefois, apres

un épisode clinique et une guérison bactériologique, la CCSI peut rester élevée (14).

C’est pour ces raisons qu’il est intéressant et important de s’intéresser aux concentrations
en cellules somatiques sur de longues périodes, et de favoriser I'étude ces analyses dans un

contexte épidémiologique global sur I'ensemble du troupeau plutot qu’individu par individu.

D. Le diagnostic étiologique

1. L’identification de I'agent pathogéne

L'identification des agents pathogénes responsables d’infections de la mamelle permet
une meilleure gestion médicale ou sanitaire de ces infections, que ce soit au tarissement ou
en lactation. De plus, utilisées dans un contexte de médecine des troupeaux, ces
identifications permettent de dégager un modéle prédominant dans |'élevage, et ainsi

d’adapter au mieux les traitements antibiotiques et les mesures préventives (15).

Ce diagnostic bactériologique nécessite un préléevement de lait réalisé de maniere
stérile et conservé au frais ou congelé si I'analyse est réalisée plus de deux jours aprés le
prélevement (16). De nombreuses analyses sont disponibles pour établir ce diagnostic.
Certaines sont réalisables par le vétérinaire, tels que des tests rapides ou des bactériologies

au cabinet. La description de ces analyses sera développée dans la deuxieme partie.

Si le vétérinaire ne peut pas réaliser lui-méme les analyses bactériologiques, il peut
confier I"’échantillon de lait a un laboratoire d’analyses vétérinaires qui pourra réaliser la
bactériologie ou réaliser le diagnostic par PCR. L’analyse est assez couteuse et le spectre est
limité a deux a seize cibles. Cependant, cette méthode présente comme avantage par rapport
aux bactériologies classiques de fournir des résultats rapides en quelques heures et de

détecter des souches de bactéries dont la culture est difficile (17).

2. L’antibiogramme

Une fois I'agent pathogéne identifié, il convient d’adapter au mieux le traitement

antibiotique a administrer. Pour cela, il est possible de déterminer la sensibilité de la bactérie
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isolée lors de la culture bactérienne. Cette analyse est réalisable en cabinet vétérinaire comme
en laboratoire. Elle permet de classer les bactéries en trois catégories : sensible, résistant et

intermédiaire (18).

La réalisation, les intéréts et les limites de cet examen seront développés dans de la deuxieme

partie.

[Il.  Le traitement des mammites

D’un point de vue financier et sanitaire, il est plus intéressant de mettre I'accent sur la
prévention plutdt que sur le traitement des mammites, car cela garantit la production d’un
lait de meilleure qualité a moindre co(t (19). Cependant, il ne faut pas négliger I'intervention

curative dans le controle des mammites bovines.

La thérapeutique sera alors a adapter en fonction du type de mammite rencontré :
sévérité, récidive, agent infectieux impliqué etc. Les médicaments disponibles pour le

vétérinaire sont nombreux.

A. Les différents traitements disponibles

1. Les antibiotiques

a) Pharmacologie

L'utilisation d’antibiotique dans le cadre de mammites a pour but d’obtenir une guérison
bactériologique de l'animal. Pour cela, la spécialité utilisée doit étre active contre le
pathogene cible, permettre une concentration en antibiotique supérieure a la CMI au foyer
infectieux. Dans le cadre des mammites bovines, on peut différencier deux foyers infectieux
possibles (19) :

- Le premier correspond au lait qui se situe dans les canaux galactophores et les alvéoles

mammaires ;

- Le deuxiéme correspond au tissu profond de la glande mammaire (le parenchyme

mammaire) ;

Dans le cadre d’atteintes systémiques, une des complications est I'extension du foyer

infectieux au secteur extramammaire.
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Une grande majorité des nouvelles infections provient de contaminations ascendantes, a
partir du canal du trayon. Les pathogénes se retrouvent donc dans le premier compartiment.
L'infection peut ensuite progresser et atteindre le deuxiéme quartier avec une internalisation
des agents pathogenes et 'apparition d’'une perméabilité des barriéres biologiques liée au
processus inflammatoire. Enfin, si la rupture des barrieres biologiques est trés importante, le
pathogéne peut passer dans la circulation sanguine et entrainer une bactériémie (20).

Il est possible de résumer la localisation des principaux agents pathogénes dans les

trois compartiments vus précédemment pour adapter la thérapeutique (Tableau IX) (19).

Tableau IX : Les principaux agents pathogenes responsables de mammite et leur répartition dans les différents
compartiments pharmacologiques (19)

Agents pathogeénes Compartiments pharmacologiques

responsables de la Lait et canaux Parenchyme Circulation
mammite galactophores mammaire systémique
Streptococcus agalactiae +++ - -
Streptococcus sp. +++ + -
Staphylococcus aureus + +++ -
Staphylococcus sp. +++ - -
Coliformes + - +++
Mycoplasmes et autre - - +++

bactéries Gram -.

b) Voie générale

Les antibiotiques peuvent étre administrés par voie générale. La molécule sera alors
diffusée a I'ensemble de I'individu, avec notamment une exposition des quatre quartiers de la
mamelle. De plus, la totalité de la flore bactérienne de I'animal sera exposée a ces
antibiotiques, ce dont il faut tenir compte pour la sélection de résistances bactériennes (20).
Cette voie est intéressante lorsqu’on cible des bactéries invasives ou qui ont tendance a créer

des abces (19).

La diffusion de I’antibiotique jusqu’a la glande mammaire se fait par voie sanguine. Le
passage des molécules du sang dans le lait dépend des propriétés chimiques des principes
actifs, telles que la taille, la lipophilie, la forme ionisée ou non, les propriétés acide/base de la
molécule. Le pH des milieux considérés joue un role dans la diffusion de ces molécules en
modifiant la proportion de forme ionisée versus non ionisée. En cas d’inflammation tres

importante de la mamelle, les barrieres séparant la circulation générale du lait perdent leur
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intégrité et deviennent perméables ce qui entraine un équilibre entre les concentrations

d’antibiotique dans le lait et dans le plasma (20).

Le choix de I'antibiotique a utiliser doit donc se baser sur ses propriétés physico-
chimiques, sur son efficacité vis-a-vis du pathogene visé et sur son AMM. Le
Tableau x présente certaines spécialités disponibles dans la pharmacopée vétérinaire

utilisées dans le traitement des mammites.

Tableau X : présentation des principaux antibiotiques utilisables par voie parentérale pour le traitement des mammites
bovines, et leurs caractéristiques (d’apres (21))

Famille Molécules Exemple de Mode d’action Spectre d’action Temps
d’antibiotique spécialités d’attente
B-Lactamines Amoxicilline + Synulox® Bactéricide Gram + et Gram - | 6,5 jours

acide
clavulanique
Pénicilline G Intramicine® Gram + 7 jours
Penethamate Stop M® Streptococcus 4 jours
uberis
Streptococcus
dysgalactiae
Amoxycilline Clamoxyl® Gram + et Gram - | 9 jours
Amicilline + | Colicilline® Gram + et Gram - | 3 jours
colistine Colampi®
Céphalosporine | Cefquinome Cobactan Bactéricide Gram + et Gram - | 24 heures
2,5%°®
Macrolides Spiramycine Spirovet® Bactériostatique = Staph. aureus 13,5 jours
Tylosine Tylan® Streptococcus 108 heures
Pharmasin® spp, staph. spp,
Mycoplasma
Fluoroquinolones | Marbofloxacine | Marbocyl Bactéricide Gram - et | 36 heures
10%°® staphylocoques
Enrofloxacine Baytril® 3 jours
Danofloxacine | Advocine 4 jours
180°®
Sulfamides + Sulfadimidine + = Amphoprim® | Bactériostatique | Gram + et Gram - | 48 heures

triméthoprime | triméthoprime | Septotryl®
Tétracyclines Oxytétracycline = Terramycine® Bactériostatique = Gram + et Gram - 4 jours

Remarque : en rouge et en gras : les spécialités qui comportent I'indication mammite. Les autres
spécialités sont utilisées en pratique hors AMM.

c) Voie intra mammaire

Les antibiotiques peuvent étre administrés par voie locale, sous forme de suspension,
de pommade ou de solution intra mammaire. Cette voie est a privilégier lorsque I'on cible des
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bactéries qui se trouvent principalement dans le premier compartiment (19). Le principe actif
atteint ce compartiment a des concentrations plus élevées et plus rapidement que lorsqu’il
est administré par voie systémique. De plus, la dose administrée est moindre (20). Cependant,
au fil des traites les molécules d’antibiotique sont éliminées en partie du lait, ce qui peut
entrainer une diminution de sa concentration dans le lait et ainsi diminuer son efficacité (19).
Cette voie n’est pas adaptée aux traitements des mammites chroniques qui sont souvent
associées a un dépot de fibrine et la formation de micro-abces dans les voies galactophores,
ce qui interfere avec la distribution des médicaments vers les alvéoles terminales. Enfin, il est
indispensable d’observer une hygiene stricte lors de I'administration de ces médicaments

pour éviter une infection secondaire par contamination (19).

Ces traitements intra mammaires peuvent étre utilisés en lactation ou lors du
tarissement. Le tableau Xl présente les différentes spécialités intramammaires disponibles en

France (21).
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Tableau XI : présentation des principaux antibiotiques utilisables par voie intra mammaire pour le traitement des mammites
bovines, et leurs caractéristiques (d’aprés (21))

Antibiotiques en lactation

Antibiotiques hors lactation

Famille
d’antibiotiques

Amynoglycosides

+ macrolides

B-Lactamines

B-Lactamines +

amynoglycosides

B-Lactamines +
polypetides
Macrolides

B-Lactamines

B-Lactamines +
aminoglycosides

Rifamycines

Molécules

Néomycine +
lincomycine

Ampicilline +
cloxacilline
Oxacilline
Céfalexine
Céfazoline

Cefopérazone

Cefquinome

Cloxacilline
Penicilline G
Procaine

benzylpénicilline

Céfalexine +
kanamycine
Cloxacilline +
gentamicine

Pénicilline G +
dihydrostreptomy

cine
Cloxacilline +
colistine
Pirlimycine
Céfalexine
Cefalonium

Céfapirine

Céfazoline
Cefquinome
Cloxacilline

Cloxacilline +
néomycine
Pénicilline G +
framycétine
Pénicilline G +
nafcilline +

dihydrostreptomy

cine
Pénicilline G +
néomycine
Rifaximine

Exemples de spécialités

Albiotic®

Ampiclox®

Novocillin® LC
Rilexine ®
Cefovet®

Pathozone®
Cobactan® LC
Plenix LC® 75 mg
Qivitan® LC 75 mg
Orbenin® longue action
Ubropen®
Procapen injector®

Ubrolexin®
Gentamam?®

Masti-péni®

Mammitel®
Masticoli®
Pirsue®
Rilexine® H.L
Arentor®
Cepritect® 250 mg
Seclaris® DC 250 mg
Cepravin®
Facel H.L.®
Cefovet® HL
Virbactan®
Cloxine® HL
Orbenin® hors lactation
Orbenor® hors lactation
Tarigermel®
Permaway 600 mg®
Cloxagel® HL

Ubrostar®

Napfenzal® T

Mastitar® HL
Multishield® DC
Fatrox®

Mode d’action

Bactéricide sur staph.

aureus et E. coli

Bactériostatique sur

streptocoques
Bactéricide

Bactéricide

Bactéricide

Bactériostatique
Bactéricide

Bactéricide

Bactéricide

Spectre
d’action
Gram + et Gram

Gram + et Gram

Gram + et Gram

Gram + et Gram

Gram +
Gram + et Gram

Gram + et Gram

Staph. aureus,
St. agalactiae,
St. dysgalactiae,
St. uberis
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Tableau XII : présentation des principales associations antibiotiques et anti inflammatoires utilisables par voie intra
mammaire pour le traitement des mammites bovines, et leurs caractéristiques (d’apreés (22))

Famille Exemples de Mode Spectre d’action
d’antibiotiques spécialités d’action
- B-Lactamines Amoxicilline + acide Synulox® intra | Bactéricide Gram + et Gram -
el clavulanique + mammaire
g f § prednisolone Noroclav®
.g _5 E Céfapirine + prednisolone | Mastiplan® LC
) E IS Aminosides + Néomycine + bacitracine Mastijet® Bactéricide | Staph. aureus, St.
E ERS) polypeptides + + tétracycline + dysgalactiae et St.
tétracycline prednisolone uberis, E. coli
2. Traitements symptomatiques et de soutien

Les mammites séveres sont associées a des états de choc ainsi que des inflammations

locales importantes. Cela nécessite une thérapie de soutien et la prise en charge de la douleur.

a) La fluidothérapie

En cas d’état de choc septique et ou endotoxinique, une fluidothérapie est nécessaire.
Pour cela, il faut évaluer I'état de déshydratation de I’animal. Cette réhydratation peut se faire

par voie orale comme par voie intraveineuse en fonction du contexte.

Pour une déshydratation légére a modérée, entre 6% et 10%, il est possible de perfuser
une solution hypertonique de NaCl entre 4,5% et 7,2%. Pour une déshydratation sévere,
supérieure a 10%, I'animal peut présenter de la déshydratation cellulaire. Il faut donc
privilégier une réhydratation par voie intraveineuse a base d’'un volume important de solution

isotonique, tel que du Ringer Lactate (22).

b) Les anti-inflammatoires stéroidiens ou glucocorticoides

La prednisolone est utilisée pour le traitement des mammites cliniques par voie intra-
mammaire. Elle limite les dommages fait a la barriere épithéliale ainsi que les dégats
cellulaires. Cela pourrait exercer une influence sur I'efficacité du traitement antibiotique ainsi

gue sur la sévérité de la mammite (23).

L'administration de glucocorticoides par voie systémique semble avoir un effet positif

sur les parameétres cliniques, hématologiques et biochimiques des vaches atteintes de

43



mammites (24). Néanmoins, leur utilisation est controversée car elle induirait une baisse
d’'immunité qui pourrait favoriser I'apparition de signes cliniques chez des individus

présentant des infections subcliniques a staphylocoques (22).

c) Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Différents AINS possédent une indication pour le traitement des mammites cliniques :
le kétoprofene, le carproféne, la flunixine et le méloxicam. L’utilisation de ces anti-
inflammatoires utilisés de maniere systémique a un intérét sur le taux de guérison, la reprise

de la production, le confort de I'animal et ils favorisent I’efficacité du traitement (25).

L'utilisation d’AINS par voie intramammaire semblerait permettre une reconstitution

accélérée de la barriére épithéliale apres I'infection (26).

Ces anti-inflammatoires sont majoritairement utilisés lors de mammite par les

vétérinaires francais (27).

3. Les alternatives aux antibiotiques

Le développement de I'agriculture biologique et I'apparition des plans ECOANTIBIO a
permis I'essor des médecines alternatives. En pathologie mammaire, trois d’entre elles sont

utilisées :

- L’homéopathie, qui consiste a administrer a des doses infinitésimales des remédes
capables, a des doses plus élevées, de produire des symptémes semblables a ceux de
la maladie (28). La voie la plus couramment utilisée dans le cadre de mammites est la
voie orale avec I'utilisation de granules, poudres ou globules. L'utilisation de ces
produits ne semble pas présenter de risques de toxicité ni entrainer la présence de
résidus dans le lait. Certains médicaments homéopathiques détiennent une AMM pour
le traitement des mammites bovines, et peuvent donc étre prescrits comme tout autre
médicament (22).

- La phytothérapie, qui consiste a traiter une maladie par les plantes ou leurs extraits. Il
est possible d’utiliser la voie intramammaire mais aussi la voie locale transcutanée, en
effectuant des massages ou des cataplasmes. Les plantes couramment utilisées en

phytothérapie présentent rarement des toxicités élevées. Les risques proviennent de
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mésusages, d’'une concentration inhabituelle d’une substance au sein d’'une plante, ou
d’interactions médicamenteuses.

- L’aromathérapie, qui repose sur 'utilisation médicale des huiles essentielles (28). Il est
possible d’utiliser la voie intramammaire comme la voie locale transcutanée, avec des
massages ou des pulvérisations. Les huiles essentielles peuvent présenter une toxicité
élevée, en entrainant notamment des réactions cutanées violentes. Il est donc
important d’en tenir compte lors de leur utilisation, en les diluant dans une huile
végétale et en prenant des précautions pour I’applicateur, tel que le port de gants ou

de masque (22).

Il est important de préciser que I"utilisation de ces extraits de plantes comme médicament
doit se faire soit dans le cadre d’une AMM, soit sous la forme de préparations extemporanées
réalisées par le vétérinaire. Or il n’existe pas d’AMM actuellement déposée pour cela. Le
vétérinaire peut réaliser une préparation extemporanée en utilisant les substances « plantes »
et « huiles essentielles » inscrites dans le tableau 1 du reglement 37/2010. Il est alors
nécessaire de respecter les délais d’attente forfaitaires correspondant a une préparation
magistrale : sept jours pour le lait et 28 jours pour la viande en agriculture conventionnelle

(29).

Cependant, peu d’études ont encore été menées pour démontrer I'efficacité de ces

thérapies alternatives (30).
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B. Traitement des mammites cliniques

1. Arbre décisionnel du traitement des mammites cliniques (31)

Le vétérinaire doit adapter sa prescription a la situation et a I'état de I’'animal. Pour
cela, 'examen clinique et le recueil des informations concernant I'animal et I'infection sont
essentiels. Ils permettent de déterminer la catégorie de l'infection et d’ainsi choisir une

thérapie adaptée, comme présenté dans la figure 5.

Dernier CCl<200
Ou pas d’historique
de mammite

Examen général
dans les normes

— Thérapie |

Dernier CCI<200
Ou pas d’historique
de mammite

Visite
mammite

Examen général
anormal

—

_j_ Thérapie Il ou lll

Dernier CCI>300
ou historique de
mammite sur le
méme quartier

Figure 5 : le choix du traitement en fonction des caractéristiques de la mammite (d’apreés (31))

La thérapie | est utilisée lors de cas aigus pour des animaux avec une CCl supérieure a
300 000. Il faut adapter le traitement aux germes du troupeau et réévaluer la CCl au bout de
trente a soixante jours. La thérapie Il est utilisée lors de cas chroniques. C'est une thérapie de
support clinique avec des anti-inflammatoires, un traitement antibiotique si nécessaire et un
traitement au tarissement. La thérapie Ill est utilisée en cas de perte fonctionnelle. Elle
consiste a un tarissement prématuré avec des antibiotiques, une agalactie induite, une

chirurgie du trayon ou une réforme prématurée.
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2. Choix du traitement pour une mammite aigle

Comme défini précédemment une mammite aigué peut avoir une sévérité faible a
modérée. Le traitement sera donc a adapter en fonction des caractéristiques de

I'inflammation.

Le traitement d’'une mammite aigué non sévere va dépendre de I'agent bactérien mis
en cause. Une étude de 2019 a montré que lorsque I'examen bactériologique révele une
absence de pousse ou un colibacille, la guérison est aussi bonne sans traitement antibiotique
qgu’avec une antibiothérapie locale large spectre (32). En effet, lorsqu’Escherichia coli est
isolée d’'une mammite non sévére, le pourcentage de guérison spontanée est entre 80% et
95%. Lorsque le prélevement revient stérile, ce pourcentage se trouve entre 75% et 85% (33).
Dans le cas ou un autre agent bactérien est mis en cause, le traitement repose principalement
sur |'utilisation d'antibiotiques qui peuvent étre administrés par voie générale ou par voie
locale. En cas de gravité modérée de la mammite, des anti-inflammatoires peuvent venir

compléter le traitement antibactérien.

La Figure 6 présente un arbre de décision permettant d'adopter le traitement adéquat
face a une mammite clinique aigué en fonction de sa sévérité et du résultat de I'analyse

bactériologique.

Mammite aigué :
Thérapie |

Sévérité bénigne Sévérité modérée

Voie intra Voie

mammaire générale

ALl Voie générale
Voie intra 5 v 5
: Si plus d’un quartier
mammaire E S
atteint ou résistances

Figure 6 : arbre de décision pour le traitement des mammites aigués en fonction de leur sévérité (d'apreés (31)).

47



3. Choix du traitement pour une mammite suraigué

Une mammite suraigué est accompagnée de signes cliniques généraux et d'une
dégradation rapide de I'état général de I'animal. La prise en charge par le vétérinaire est alors
indispensable et doit étre rapide et adaptée. Cette prise en charge repose sur un examen
clinique approfondi qui permettra de déterminer la sévérité de l'infection. Le vétérinaire doit
juger de I'état de choc ou non de I'animal pour ainsi proposer le meilleur traitement. Ce
traitement reposera sur |'utilisation d'antibiotiques ainsi que d'anti-inflammatoires par voie
générale. En cas d’état de choc ou de déshydratation, une fluidothérapie pourra étre mise en

place.

Concernant l'antibiothérapie a mettre en place en cas de mammite sévere, un
traitement par voie systémique est indispensable, et a deux objectifs principaux : lutter contre
la bactériémie et limiter la croissance bactérienne a I'intérieur de la mamelle pour réguler le
relargage d’endotoxines. Le traitement de choix est I'utilisation de fluoroquinolones en « one
shot ». Les fluoroquinolones font partie des antibiotiques critiques qui nécessitent un
prélevement de lait suivi d’'une analyse bactériologique et d'un test de sensibilité.
L’association triméthoprime/sulfamide est aussi régulierement utilisée sur le terrain, ce n’est
cependant pas le traitement a privilégier (34) (35). La Figure 7 présente les traitements a

employer.
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Mammite séveére :
Thérapie |
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‘{rééyq tion du trai
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- Peros

fonction des résultats)

Figure 7 : traitement d'une mammite sévére en fonction de ses caractéristiques (d’apreés (31))

C. Traitement des mammites subcliniques et chroniques

Les mammites subcliniques ne présentent pas de danger immédiat pour la vie de la
vache et il est possible d’attendre le résultat d’une bactériologie avant de choisir le traitement.
Il est d’autant plus important d’identifier le germe responsable de la mammite subclinique car
de nombreux cas sont liés a des infections chroniques, notamment a Staphylococcus aureus,
gui nécessitera un traitement particulier pour contrer la potentielle fibrose ainsi que les micro-

abces induits par ce germe (36).

Le traitement peut se faire au cours de la lactation ou lors du tarissement. En cas d’un
nombre élevé de récidives, il est judicieux de tarir le quartier voir de réformer I'animal. La

Figure 8 permet de choisir le traitement adapté.
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Figure 8 : mise en place d'une thérapie adaptée en cas de mammite chronique (d’apres (31))
Le traitement au tarissement peut se faire de différentes maniéres sur un troupeau, en
fonction de I'élevage et de sa situation épidémiologique au cours de la lactation et de la

période seche. Les différentes stratégies sont (37):

- L’'arrét de tout traitement au moment du tarissement,

- L’administration systématique d’obturateur interne,

- Le traitement antibiotique des seuls animaux infectés,

- Le traitement antibiotique sélectif des seuls animaux infectés conjointement a
I"utilisation d’obturateurs internes sur les vaches ne recevant pas de traitement
antibiotique,

- Le traitement antibiotique sélectif associé a un obturateur interne sur toutes les

vaches.
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V. L'antibiorésistance dans le cadre des mammites

A. Définitions

L'antibiorésistance correspond a la capacité d'une bactérie a résister a I'action d’un
antibiotique. L'usage d'antibiotiques a contribué a une pression de sélection de bactéries
résistantes aux antibiotiques avec notamment l'acquisition de génes de résistance. Les
bactéries sensibles aux antibiotiques ont vu leur population décroitre au profit des bactéries

résistantes (38). Cette résistance bactérienne peut avoir une origine naturelle ou acquise.

Les résistances naturelles sont dues aux caractéristiques spécifiques des bactéries. Le
plus souvent les bactéries sont résistantes car la cible de l'antibiotique est absente ou
inaccessible. Certaines bactéries peuvent aussi présenter des enzymes ou des systémes

d'export permettant d'inactiver le principe actif (39).

Les résistances acquises peuvent étre dues a des mutations de génes de la bactérie ou
a l'acquisition de genes étrangers ou nouveaux, communément appelés génes de résistance.
Ces genes peuvent conférer une résistance a tout un groupe d'antibiotiques ou seulement a
un antibiotique précis. lls peuvent aussi conférer une résistance a différents antibiotiques de
groupes différents. Les mécanismes de résistance acquise peuvent étre classés en 3 grandes
catégories : la modification ou l'inactivation enzymatique de I'antibiotique, la réduction de

I'accumulation intracellulaire d'antibiotique et |'altération des cibles de I'antibiotique (39).

Les transferts de génes de résistance se font de maniére uniquement verticale pour
les genes situés sur le chromosome bactérien ou sur I’ARN 16S et 23S. Les génes de résistance
mobiles sont quant a eux transférables de maniere verticale et horizontale. Ce sont les

transferts horizontaux qui contribuent a la dissémination de ces propriétés de résistance (39).

B. Limportance de la maitrise de I’antibiorésistance en médecine de rente

1. Le concept One Health

Le concept « One Health » ou « une seule santé » en francais repose sur une approche

globale de la santé qui relie la santé humaine, animale et végétale ainsi que les écosystémes
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dans lesquels elles existent (40). Cette politique est apparue dans les années 2000 et est
défendue a I'échelle planétaire par I'Organisation Mondiale de la Santé (41). La maitrise de
I'antibiorésistance est une des priorités de I’'OMS, qui a élaboré en mai 2015 un plan d’action

mondial de lutte contre la résistance aux antimicrobiens (42).

Les risques de transmission de bactéries résistantes entre humains et animaux et les
conséquences que peut engendrer un usage abusif ou inadapté des antibiotiques en médecine
vétérinaire sur la santé humaine et inversement mettent en lumiere I'importance d’une
approche globale de la lutte contre les résistances bactériennes. En effet, I'administration
d’antibiotiques aux animaux de rente peut entrainer I'apparition de résistances qui pourront
ensuite étre transmises a d’autres individus par contact direct, au travers de I'environnement
par l'inhalation de poussiéres par exemple ou encore via la chaine alimentaire. La figure
suivante présente les voies de transmission possibles des résistances entre 'homme, les

animaux de rente et I'’environnement (43).

Humains

r 3

. K

Antibiotiques

Nourriture

Environnement
et agriculture

/

Figure 9 : schéma des voies de transmission de résistances aux antibiotiques entre I'hnomme, I'animal et I'environnement
(d’apres (43))

-

Animaux de rente <
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2. Les plans Ecoantibio

Au vu de l'importance de cette problématique, la France, a travers le ministére de
I'Agriculture et de I'Alimentation, a mis en place un dispositif de Ilutte contre

I’antibiorésistance pour ce qui concerne la santé animale (44).

Le premier plan Ecoantibio de 2012 a 2016 avait pour premier objectif de réduire de
25% en cing ans l'exposition des animaux aux antibiotiques tout en prenant garde a
['utilisation des antibiotiques d'importance critique en médecine humaine et animale. Le

deuxieme objectif était de préserver I'arsenal thérapeutique que constituent les antibiotiques.
Ce plan était basé sur cinq axes principaux (45) :

- Promouvoir les bonnes pratiques et sensibiliser les acteurs aux risques liés a
I’antibiorésistance,

- Développer des alternatives aux antibiotiques,

- Renforcer I'encadrement et réduire les pratiques a risque,

- Encourager le suivi de la consommation des antibiotiques ainsi que de
I’antibiorésistance,

- Promouvoir les approches européennes et les initiatives internationales.

Le deuxieme plan Ecoantibio de 2017 a 2022 visait a évaluer I'impact du premier plan, en
valorisant les résultats et en poursuivant dans la méme dynamique. Ce plan était basé sur

quatre axes principaux (2) :

- Le développement de mesures de prévention des maladies infectieuses et un recours
facilité aux traitements alternatifs ;

- Une communication et une formation accrues sur les enjeux de lutte contre
I'antibiorésistance, la prescription raisonnée des antibiotiques et les autres moyens de
maitrise des maladies infectieuses,

- La mise a disposition d'outils d'évaluation et de suivi du recours aux antibiotiques, et
des outils pour leur prescription et leur administration de maniére raisonnée,

- Une surveillance sur la bonne application des regles de bon usage au niveau national

et une propagation de ces mesures en Europe et a l'international.
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Les plans Ecoantibio ont été un succes avec une baisse importante de la consommation
des antibiotiques ainsi qu'un usage raisonné et une meilleure sensibilisation des différents
acteurs. Les progrées ont été importants et rapides lors du premier plan. Lors du deuxiéme
plan, le rythme s'est ralenti jusqu'a stagner. Un plan Ecoantibio 3 est en cours d’élaboration.
Il sera axé sur une stabilisation de la consommation moyenne des antibiotiques ainsi que sur
le développement de moyens de communication, de formation et d'outils d'aide a la

prescription (44).

3. Le RESAPATH

Le RESAPATH correspond au réseau d’épidémiosurveillance de I'antibiorésistance des
bactéries pathogénes animales en France, et s’inscrit dans les politiques publiques de maitrise
de l'antibiorésistance. Il a été créé en 1982 pour étudier I'antibiorésistance chez les bovins,
puis s’est étendu aux porcs et aux volailles en 2001 et aux chevaux, chiens et chats en 2007.
Ce réseau est coordonné par I’ANSES (Agence nationale de sécurité sanitaire de |'alimentation,
de l'environnement et du travail) et regroupe de nombreux laboratoires d’analyses
vétérinaires publics ou privés en France. Les laboratoires adhérents transmettent au
RESAPATH leurs résultats d’antibiogrammes, réalisés en suivant la norme AFNOR U47-107. Le
RESAPATH collecte ainsi pour chaque antibiogramme, la bactérie identifiée, les antibiotiques
testés, les diamétres mesurés des zones d’inhibition, la date de I'analyse et, si les informations
sont communiquées, l'espéce animale, sa catégorie d’age, la pathologie, le type de
préléevement et le département. Le recueil de ces informations rentre dans les objectifs du

RESAPATH qui sont (46) :

- La surveillance de I'antibiorésistance chez les bactéries a I'origine d’infections chez
I'animal,

- Un appui scientifique et technique sur la méthodologie de I'antibiogramme et son
interprétation pour les laboratoires adhérents,

- La détection de phénotypes de résistance émergents et leur dissémination

- Une contribution a la caractérisation des mécanismes moléculaires responsables de la

résistance.

Les données du RESAPATH sont consultables en accés libre sur internet, sur le site de
I’ANSES. Il est possible de visionner et de télécharger les proportions de souches sensibles aux

54



différents antibiotiques pour différentes bactéries impliquées dans diverses pathologies

animales, mais aussi des courbes d’évolution temporelle des souches sensibles.

En 2021, le RESAPATH comptait 101 laboratoires partenaires, tous en France
métropolitaine, et a réuni 62 070 antibiogrammes toutes espéces confondues. Sur ce total
d’antibiogrammes collectés, 11 230 proviennent de prélevements effectués sur des bovins et

3 736 sont issus de mammites (47).

C. Antibiorésistance et traitement contre les mammites bovines

1. L’émergence de résistances bactériennes liées aux traitements des
mammites

En élevage bovin laitier, les traitements des mammites représentent 68% des
traitements antibiotiques utilisés (48). Or, comme nous I'avons vu précédemment, un usage
abusif ou un mauvais usage des antibiotiques tend a exercer une pression de sélection sur les
bactéries et ainsi favorise I'apparition de résistances. Ainsi, pour limiter ces risques, il faut
choisir I'antibiotique, la voie d’administration, le dosage et la durée du traitement adaptés en
fonction du pathogéne, du site d’infection, et des caractéristiques pharmacocinétiques et

pharmacodynamiques de I'antibiotique utilisé (49).

Les voies d’administration utilisées en cas de mammites sont la voie intramammaire
ou la voie générale. Une étude menée en 2002 en France sur 8 990 bovins montre que, en cas
de mammite clinique, un traitement intramammaire est entrepris dans 97% des cas, et dans
35,7% des cas un traitement systémique est mis en place. La combinaison d’un traitement
intramammaire et systémique a lieu dans 23,8% des cas (50). Les risques d’apparition de

résistance ne sont pas égaux en fonction de ces voies

Concernant l'impact des antibiotiques sur les résistances des bactéries du foyer
infectieux mammaire, ||l a été montré que I'utilisation de pénicilline-novobiocine
intramammaire au tarissement et l'utilisation de pirlimycine au cours de la lactation sont
associées a une augmentation des résistances de Staphylococcus aureus a la pénicilline et a
I"ampicilline. Les utilisations hors lactation de cloxacilline, de pénicilline-novobiocine ainsi que
de céfapirine sont corrélées positivement a |'apparition de résistance a I'ampicilline chez

Escherichia coli. Pour ce qui est des traitements par voie générale quelques études a I'échelle

55



de troupeaux ont été menées. Concernant Staphylococcus aureus une étude a montré que
['utilisation de pénicilline par voix systémique augmente le risque d'apparition de résistances
a cette molécule. Concernant Escherichia coli il a été montré que I'utilisation de pénicilline G
est associée a l'isolement de bactéries résistantes a I'ampicilline ou a la streptomycine et aux
tétracyclines. Concernant les Staphylocoques a coagulase négative, une étude canadienne a
montré une corrélation entre I'apparition de résistances et I'utilisation de maniere systémique

de pénicillines, de céphalosporines de troisieme génération et de macrolides (51).

Une étude se basant sur les résultats du RESAPATH entre 2006 et 2016 montre que le
niveau d’antibiorésistance des principales bactéries issues de mammites (Escherichia coli,
Streptococcus uberis et les Staphylocoques a coagulase positive) n’a globalement pas
augmenté sur cette période. Pour Streptococcus uberis,la résistance moyenne aux
antibiotiques testés a toujours été d’au maximum 20%; pour Escherichia coli, une
augmentation significative de la résistance au ceftiofur est rapportée, ainsi qu’une résistance
de 28% a I'amoxicilline ; pour les Staphylocoques a coagulase positive, la résistance aux
pénicillines est élevée, a 33,9%, mais reste au-dessous de 11% pour les autres antibiotiques

(52).

Concernant l'impact des antibiotiques sur les résistances des bactéries de la flore
intestinale des vaches, il a été montré que lors de l'utilisation d’une céphalosporine comme
traitement intramammaire au tarissement, on dénombre plus de coliformes présentant une
sensibilité réduite a la céfalotine et a la streptomycine que lors de I'utilisation d’une
association de pénicilline-streptomycine. Lors de I'utilisation au cours de la lactation de
pirlimycine en intra mammaire, la diversité fécale observée des vaches traitées est diminuée,
de maniere bréve pour un traitement de deux jours et de maniéere durable pour un traitement
long de huit jours. Pour ce qui est de I'utilisation d’antibiotiques par voie systémique, il a été
montré que cela avait un impact sur la flore fécale des vaches traitées, notamment avec
I'utilisation de macrolides, de tétracyclines et de ceftiofur qui est corrélée a I'apparition de
résistances voir de multirésistances. Avec [l'utilisation d’association de pénicilline et
d’aminosides, des augmentations de résistance aux aminosides chez Pastereulla multocida et

Maniema haemolytica, des bactéries de la flore du naso-pharynx, ont été rapportées (50).
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2. Conséquences de ces traitements et propagation des résistances
acquises

Comme nous I'avons montré précédemment, l'utilisation d’antibiotiques dans le
traitement des mammites exerce une pression de sélection et ainsi favorise I'apparition de
résistances chez les bactéries de la flore intestinale des vaches traitées mais aussi chez les
bactéries des mammites. Ces bactéries résistantes, voir multirésistantes, peuvent ensuite étre

disséminées dans I’environnement ou infecter de nouveaux individus, animaux ou humains.

La contamination de I'environnement peut se faire a travers le lait contaminé ou bien
par les bactéries de la flore fécale de la vache. Une fois dans I'’environnement, ces bactéries
porteuses de résistances peuvent infecter de nouveaux individus, mais cela peut aussi
favoriser la transmission horizontale de ces résistances avec des échanges de génes entre

bactéries.

La contamination aux humains peut avoir lieu lors de l'ingestion de produits
alimentaires contaminés. On peut citer 'exemple de la consommation de fromages au lait cru
contaminés par des MRSA pouvant provoquer des intoxications alimentaires. Bien que la
résistance a la méthicilline ne soit pas liée a la production d’entérotoxines, entérotoxines
entrainant les signes cliniques de l'intoxication, ces infections peuvent conduire a une
dissémination des bactéries résistantes et ainsi amener a un probléme de santé publique (53).
L’éleveur peut aussi étre contaminé lors de la traite s’il ne respecte pas une hygiéne stricte.
Une étude a montré que des fermiers pouvaient étre victimes d’infections zoonotiques a
Staphylococcus aureus résistant a la méticilline suite a une contamination lors de la traite par

du lait porteur de ces germes (54).

Ces bactéries résistantes peuvent aussi contaminer d’autres bovins. Tout d’abord, il
peut y avoir une contamination des autres vaches lors de la traite si les mesures d’hygiéne ne
sont pas respectées. Les veaux peuvent aussi étre soumis a une contamination, par la
consommation de lait contenant des agents infectieux ayant subis une pression de sélection

lors du ou des traitements (50).

Il a été montré que lI'impact de la distribution de lait de vaches ayant subi une

antibiothérapie sur le microbiote des veaux, repose principalement sur les résidus
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d’antibiotiques dans le lait. En effet, ces résidus engendreraient une pression de sélection sur
la flore digestive et nasale des veaux, avec l'identification de colibacilles et des Pasteurella
multocida présentant significativement plus de résistances que des veaux ayant recu du lait

sans résidus (50).
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DEUXIEME PARTIE : Réalisation en cabinet des examens
bactériologiques

. Les prérequis :
A. Généralités

Dans un contexte actuel de changement des habitudes de consommation, les éleveurs
ainsi que les vétérinaires ont di s’adapter pour répondre aux mieux aux changements
sociétaux. La demande de produits issus d’une agriculture biologique, raisonnée,
respectueuse de I'environnement et des animaux ne cesse d’augmenter. Le lait d’origine
biologique en France correspond a 5,6% des ventes totales de lait en 2021 (55). L’achat de lait
biologique est motivé en premier lieu par I'idée recue que le lait biologique est meilleur pour
la santé (56). Une étude américaine de 2021 montre que 90% des consommateurs estiment

que l'utilisation d’antibiotiques en élevage laitier est une menace pour leur santé (57).

On observe aussi une évolution des pratiques vétérinaires avec la popularisation de la
vente de service. De ce fait, le vétérinaire n’intervient plus seulement dans |'élevage pour des
urgences ou de la médecine individuelle mais aussi pour de la médecine collective. Le
vétérinaire est alors consultant et accompagnateur de I'éleveur (58). Une étude menée en
France montre que 80% des éleveurs ont confiance en leur vétérinaire, plus qu’aux autres
personnes qui interviennent sur I’exploitation, tels que I'inséminateur ou encore le contréleur
laitier. De plus, 60% des éleveurs sont préts a payer des prestations de service si cela peut leur

permettre de diminuer leur budget médicaments (59).

Ces attentes de la société, des éleveurs ainsi que des vétérinaires ont conduit a
I'élaboration et la popularisation d'outils d’aide au diagnostic bactériologique et a la
réalisation d'antibiogrammes en clinique. Différents laboratoires vétérinaires tels que Zoetis®,
Vetoquinol® ou encore Dechra® ont mis sur le marché des tests rapides permettant d’assister
le vétérinaire dans la réalisation d’analyses de lait. Ces analyses permettent au vétérinaire de
conseiller au mieux les éleveurs sur la prise en charge médicale des mammites et ainsi de

diminuer et d'optimiser |'utilisation des antibiotiques.
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B. Valeur ajoutée pour I’éleveur des analyses bactériologiques faites par le
vétérinaire

1. Le colt d’'une mammite

Les mammites ont un impact financier important en élevage laitier. En effet, une étude
de 2020 montre que le colt total d’'un événement de mammite clinique (correspondant aux
pertes engendrées par cette mammite ainsi qu’a son traitement) est en moyenne de 224
euros. Ce co(t varie en fonction de la nature de la bactérie : pour une mammite clinique liée
a une bactérie Gram positif, le colit est en moyenne de 150 a 250 euros ; pour une mammite
clinique liée a une bactérie Gram négatif, le colt est en moyenne de 500 euros (60). Cette
différence s’explique par la complexité du traitement lors de mammites a Gram négatif ainsi
que par les pertes majeures engendrées (perte de lait, parfois perte du trayon). L'utilisation
d’un traitement antibiotique prolongé semble faire diminuer le co(t d’'une mammite clinique,
en augmentant les chances de guérison clinique et bactériologique. A I'inverse, I'utilisation
d’un obturateur au tarissement plut6t que d’un antibiotique de maniére systématique n’a pas
de répercussion sur l'impact économique de la mammite. Concernant la bactériologie
systématique avant traitement, elle présente un intérét économique dans des élevages ou la
prévalence de mammites a Gram positif est faible et ou de nombreuses mammites non

séveres a Gram négatif sont observées (61).

Dans ce contexte, la réalisation d’analyses bactériologiques et d’antibiogrammes
permet a minima d’identifier le germe et donc d’estimer le co(t de la mammite. Ensuite,
I'analyse de la sensibilité aux antibiotiques de la bactérie identifiée permet d’adapter la
décision médicale, et ainsi diminuer les co(ts liés a une potentielle rechute ou ceux liés a la

transmission du pathogéne en I'absence de guérison bactériologique.

2. La prescription d’un traitement adapté

a) Prescrire le bon antibiotique seulement s’il est nécessaire

Un traitement précoce et adapté de la mammite permet une guérison plus rapide et

dans 60% des cas, une diminution des signes cliniques (62). De plus, dans le contexte actuel
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de réduction de I'utilisation des antibiotiques, les analyses complémentaires en bactériologie
prennent tout leur sens. En effet, I'utilisation des antibiotiques doit étre raisonnée et adaptée

a la bactérie responsable de l'infection.

La réalisation de I'analyse bactériologique nous informe sur |'origine bactérienne ou
non de la mammite. Comme vu dans la partie précédente, cela permet au vétérinaire
d’évaluer I'opportunité de mettre en place une antibiothérapie. Le cas échéant, le vétérinaire
doit prescrire I'antibiotique adapté en tenant compte notamment de son spectre. Il peut
compléter cette analyse par un antibiogramme qui fournira des informations sur les
résistances acquises de la bactérie identifiée, ce qui permettra d’affiner d’autant plus son

choix de traitement antibiotique.

Prenons I'exemple d’'une mammite clinique pour laquelle I'analyse bactériologique
permet d’identifier un Staphylococcus aureus. Cette infection devra étre traitée comme une
infection profonde et bien établie. Un antibiogramme permettra de savoir si la souche
identifiée est résistante a la méthicilline, a la pénicilline et a la pirlimycine. En fonction des

résultats de I'antibiogramme, nous pouvons mettre en place un traitement adapté (63) :

- La bactérie est sensible aux antibiotiques cités, on peut traiter avec du pénéthamate
par voie injectable et de la pénicilline G par voie locale pendant au moins trois jours ;

- La bactérie est sensible a la pirlimycine mais résistante a la pénicilline, on peut traiter
avec de la pirlimycine par voie locale pendant huit jours ;

- La bactérie est résistante a la méthicilline et/ou a la pénicilline et a la pirlimycine, on

peut conseiller la réforme.

b) La prescription des antibiotiques critiques

Le 16 mars 2016, un décret définit et encadre I'utilisation des antibiotiques
d’'importance critique en médecine vétérinaire. Sont concernés par ce décret les
céphalosporines de troisieme et quatrieme génération (ceftiofur, cefquinome, céfopérazone
et céfovécine) ainsi que les fluoroquinolones (danofloxacine, enrofloxacine, marbofloxacine).
La prescription de ces antibiotiques critiques est conditionnée par la réalisation d’'un examen

clinique de I'animal et la réalisation d’un examen complémentaire visant a identifier la souche
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bactérienne responsable de l'infection et a caractériser le profil de sensibilité de la souche
bactérienne identifiée. Un antibiotique critique peut étre prescrit avant d’avoir connaissance
des résultats des examens complémentaires lorsqu'il s'agit d'un cas aigu d'infection
bactérienne pour laquelle un traitement avec d'autres familles d'antibiotiques serait
insuffisamment efficace. Dans un délai de quatre jours apreés la prescription, le vétérinaire doit
cependant adapter le traitement en fonction de I'évolution du contexte clinique et

épidémiologique et des résultats des examens complémentaires (64).

Comme cela a été vu dans la partie sur le traitement des mammites, |'utilisation de
fluoroquinolones est justifiée dans le traitement en premiére intention des mammites séveres
(35). La prescription doit obligatoirement étre accompagnée d’un antibiogramme réalisé
selon une des méthodes fixées par arrété conjoint des ministres chargés de la santé et de
I'agriculture (64). En fonction des résultats des analyses bactériologiques et de

I'antibiogramme, le traitement peut étre réadapté si un streptocoque est isolé par exemple.

3. Avantages de la réalisation des analyses a la clinique

a) Un délai d’attente moindre

Les analyses de lait peuvent étre réalisées au sein de laboratoires d’analyse vétérinaire
ou, si les vétérinaires disposent du savoir-faire et du matériel, au sein méme de la clinique
vétérinaire. Nous allons ici présenter les avantages de la réalisation de ces analyses en

clinique.

Pour obtenir le résultat d’une analyse bactériologique en laboratoire, il faut attendre
au minimum deux jours et demi a trois jours (selon la vitesse de pousse de la souche
bactérienne et sous réserve que le milieu de culture soit adapté), et si un antibiogramme est
demandé en complément, le résultat est obtenu deux jours apres. Entre la réalisation du
préléevement, 'acheminement jusqu’au laboratoire et la réalisation des analyses, il faut donc
compter un minimum de cing jours de délai. Lorsque les analyses sont réalisées a la clinique,
I'identification  bactériologique peut étre réalisée vingt-quatre heures apres
I’ensemencement, et la lecture de I'antibiogramme est réalisée vingt-quatre heures apres

I’ensemencement de I'antibiogramme. En moyenne, les résultats d’analyses sont donc
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obtenus deux jours apres la réception du préléevement a la clinique, ce qui est donc deux fois

plus rapide que des analyses en laboratoire (65).

b) Inclure les analyses de lait dans une notion de service

La réalisation de ces analyses de lait au sein de la clinique peut étre valorisée par les
vétérinaires au sein de divers services mis en place par la clinique. L'idéal pour I'éleveur
consiste en un service global personnalisé, mensualisé, qui permet de résoudre ses problémes
individuels et de répondre a ses besoins spécifiques. Pour le vétérinaire, proposer une offre
de service, présente différents avantages : il peut ainsi se démarquer de la concurrence en
proposant une plus-value, mieux défendre sa marge car il est plus difficile de comparer deux
services sur un point de vue financier et enfin, il prend en compte le besoin de

personnalisation en s'adaptant a I'élevage (66).

Tout d'abord, le vétérinaire a évidemment un role de conseil et doit discuter avec
I'éleveur des résultats d'analyses obtenus et de la conduite a tenir. Cela peut se faire sous la
forme d'un compte rendu envoyé par mail a I'éleveur, ou par une discussion de vive voix. Les
analyses de lait trouvent aussi leur place dans les audits, avec la mise en place d'une visite de
traite, de prélevements de lait effectués sur des vaches en mammites cliniques ou a cellules,
et d'un suivi régulier de I'élevage. Ces audits ont pour but d'augmenter la qualité du lait et de
diminuer les pertes liées aux mammites et aux cellules. Enfin, les analyses bactériologiques
peuvent étre réalisées lors de la mise en place de campagnes de vaccination contre les

mammites.

C. Les limites de ces analyses

1. Des frais supplémentaires

La réalisation de ces analyses représente un co(t pour I'éleveur mais aussi pour le
vétérinaire qui doit tout d’abord investir dans le matériel nécessaire a la réalisation des
bactériologies et ensuite gérer les consommables pour éviter les péremptions et donc les

pertes économiques.
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Les analyses réalisées en cabinet sont facturées autour de 17 euros pour I'isolement et
I'identification bactérienne, et autour de 15 euros pour I'antibiogramme (prix de la clinique
de la Haute Auvergne a Saint Flour) (67). Et méme si I'éleveur s’y retrouve par la suite avec
une diminution des traitements, une meilleure guérison et moins de perte de lait, la facture

du vétérinaire s’en trouve augmentée.

Le cabinet doit aussi réfléchir aux frais qu’engendre la mise en place de ce service. La
dépense initiale a engager est de 300 euros a 500 euros en fonction de I'incubateur (68). A
cela, il faut rajouter le prix des consommables : les géloses, les réactifs, les disques
antibiotiques mais aussi les lames, les oses etc. Finalement, une analyse bactériologique
simple colte a la clinique entre deux euros pour I'identification d’un Escherichia coli et cing
euros pour l'identification d’un streptocoque. Il ne faut pas oublier le co(t de formation des
vétérinaires amenés a réaliser ces analyses. Enfin, il ne faut pas négliger la gestion des
consommables pour éviter au maximum les péremptions. Par exemple, les géloses sont

vendues par boite de vingt, et leur péremption se limite a quelques mois (69).

2. Une formation indispensable des éleveurs et des vétérinaires

Pour mettre en place un service de qualité du lait en clinique vétérinaire, il est
indispensable de former les éleveurs a I'importance de ces analyses. Les vétérinaires peuvent
proposer des formations a la clinique pour leur présenter les analyses réalisables, les intéréts
gu’ils en tirent pour leur élevage, mais aussi présenter la méthode de prélevement pour éviter
les contaminations, les éleveurs étant souvent amenés a prélever les échantillons eux-mémes.
Ces formations sont chronophages pour les vétérinaires, et demandent de I'investissement

personnel.

Les vétérinaires doivent aussi se former a la réalisation des analyses bactériologiques
ainsi que des antibiogrammes. Pour cela, ils peuvent participer a des formations proposées
par la SNGTV par exemple. Ces formations se déroulent sur une journée pour un prix d’environ
340 euros hors taxe si la clinique est adhérente a la SNGTV (70). Il est aussi important de
continuer une formation continue sur la qualité du lait et de se renseigner sur les publications
récentes sur le traitement des mammites. Enfin, il est trés utile pour le praticien de réaliser

régulierement des analyses pour continuer a se former et se perfectionner.
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3. Interprétation des résultats

a) L’obtention de résultats exploitables

Pour obtenir des résultats exploitables des analyses bactériologiques et des
antibiogrammes, il est indispensable que le préléevement ait été effectué correctement pour
éviter toute contamination. De plus, la détermination du genre bactérien nécessite de la
pratique et de la rigueur. Un vétérinaire en cabinet doit réaliser couramment des analyses
bactériologiques s’il veut apprendre a faire de bonnes interprétations de ces différentes

analyses.

b) La validité et I'interprétation de ces résultats

Concernant la détermination du genre bactérien, la principale difficulté réside dans
I'expérience du vétérinaire car la détermination du genre peut parfois étre complexe et

nécessite de la pratique pour obtenir un résultat précis et valide.

Concernant l'interprétation de I’antibiogramme, la principale difficulté vient de
I’extrapolation des résultats de sensibilités in vitro a une application in vivo. Tout d'abord, il
faut souligner le fait que les concentrations critiques permettant de caractériser la résistance
ou non d’une souche sont issues des données de la santé humaine. De plus, I'interprétation
d’un antibiogramme n’a de sens que pour des traitements par voie générale. Il est admis que
I'utilisation de la voie locale permet de dépasser les résistances observées in vitro par
I'antibiogramme (71). Par ailleurs, I'activité des antibiotiques peut étre modifiée par la
composition du lait, différente de celle du plasma. Le Tableau XlIlErreur ! Source du renvoi
introuvable. présente les résultats d’une étude ayant pour objectif de déterminer in vitro les
CMI en bouillon Mueller-Hinton et dans le lait. Le lait utilisé est un lait demi-écrémé du
commerce. Nous remarquons qu’a I'exception des béta-lactamines, les autres antibiotiques
présentent une baisse importante de leur activité dans le lait. L'interprétation des sensibilités
déterminées a I'aide de ces CMI parait donc compliquée pour les antibiotiques dont la CMI

dans le lait est fortement augmentée (72).
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Tableau Xl : Résultats des CMI en bouillon Mueller-Hinton et dans le lait (72)

 Pénicilline 0,125 0,125 1
 Cloxacilline 2 - " 1
| AMC (ratio 2/1) 0,125/0.06 ~0,125/0.06 1
| Céfalexine ko 1 ) 1
| Céfapirine 0,25 05 =
| Néomycine 2 256 B
| Kanamycine 128 g T 1 1
Tylosine 0,25 1 4 B |
Lincomycine 0,125 05 4
Rifaximine 0,5 Py 2 4
| Tétracycline 0,25 e e 4
| TMP-S (ratio 1/19)  0,25/4,75 ~0,254,75 1 o
| Bacitracine 1 M= 2 n j

Cependant, il a été montré que lors d’utilisation de spécialités intra-mammaires, la
concentration en antibiotiques dans le lait peut étre entre dix a cent fois plus importante que
lors d’injections systémiques (73). Il ne faut néanmoins pas oublier I'importante variabilité
inter-individuelle concernant la répartition des molécules antibiotiques lors d’utilisation

d’intra-mammaires (74).

Finalement, pour pouvoir utiliser les résultats d’antibiogrammes obtenus in vitro, il

faudrait pour mettre en place un schéma thérapeutique :

- Des données de CMI propres aux pathogénes mammaires,
- La détermination de la concentration réellement atteinte dans le lait pour laquelle le
germe est sensible a I'antibiotique,
- Des résultats terrain qui valident ces concentrations en termes de guérison clinique et
bactériologique.
Concernant les spécialités intra-mammaires, nous n’avons ces informations que pour le
ceftiofur, la pirlimycine et I’association pénicilline-novobiocine. Les études illustrant une
concordance entre les résultats d’antibiogrammes et la guérison portent sur des antibiotiques

administrés par voie parentérale (71).

Il est donc difficile d’extrapoler des résultats d’antibiogrammes pour la mise en place d’un
schéma thérapeutique dans la plupart des cas, du fait des différences de milieux et de
modalités d’administration des antibiotiques. Il semble plus prudent de se servir des résultats
de I'antibiogramme pour expliquer que lors de la mise en évidence d’une résistance in vitro,

la probabilité d’échec thérapeutique est accrue lors de |'utilisation d’un antibiotique par voie
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générale. Une sensibilité in vitro n’est, quant a elle, pas une garantie d'un succes

thérapeutique (75).

II.  La mise en place des analyses : comment faire en pratique

A. L'échantillon de lait

L’échantillon de lait peut étre prélevé par le vétérinaire ou I'éleveur. C'est un geste

simple mais qui doit étre réalisé proprement et rapidement, pour éviter les contaminations.

1. Le matériel nécessaire (d’aprés (76))

Le matériel nécessaire au prélevement est le suivant :

- Des pots de prélevements stériles
- Des gants d’examens

- Une lingette désinfectante

- Du papier absorbant

- Un feutre indélébile.

Pour la conservation des échantillons, il faudra :

- Une glaciére avec des pains de glace

- Unfrigidaire réglé a 4°C

- Un congélateur réglé a -20°C.

Les consommables utilisés pour le préléevement de lait sont peu colteux. Il faut compter
environ quarante centimes pour un pot de préléevement stérile, les lingettes désinfectantes
sont régulierement offertes par les laboratoires pharmaceutiques aux cliniques vétérinaires

et le reste du matériel peut étre fourni par I'éleveur.

2. La réalisation du prélevement (d’apres (76))

Les quartiers a prélever sont ceux atteints de mammite. Il est possible de vérifier avant

de réaliser le prélevement que le quartier n’est pas sain, avec un CMT par exemple.
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Avant de réaliser le prélevement, il faut commencer par nettoyer la mamelle, puis

désinfecter le trayon avec une lingette dédiée, en insistant sur le sphincter.

Pour la réalisation du prélevement, les premiers jets doivent étre éliminés. Le pot
stérile doit étre tenu horizontalement avec le bouchon protégeant des contaminations
éventuelles. Il suffit de tirer deux a trois jets dans le pot de prélevement avant de le refermer

immédiatement.

Une fois le prélevement effectué, il ne reste plus qu’a indiquer le numéro de I'animal,

le quartier prélevé ainsi que la date de prélévement.

Il existe des fiches explicatives (annexe 1) sur le prélevement aseptique du lait a

destination des éleveurs, développées par le laboratoire Boehringer Ingelheim.

3. La conservation du prélevement (d’apres (77))

Une fois le prélevement réalisé, I’échantillon doit étre placé au froid pour éviter la
potentielle prolifération d’agents pathogénes provenant de contaminations. Les analyses
peuvent étre réalisées immédiatement aprés préléevement ou en différé. La conservation de

I’échantillon ne sera pas la méme en fonction de ces différents cas.

Si I'analyse est réalisée dans les 48 a 72 heures suivant la collecte, I’échantillon n’a pas
besoin d’étre congelé. Cependant, il doit étre placé au frais, a une température proche de

quatre degrés Celsius.

Si I'analyse est réalisée ultérieurement, une congélation a -20 degrés Celsius est
nécessaire. L'échantillon peut ainsi étre gardé jusqu’a un mois. Un ajout de 10% de glycérol a
I’échantillon de lait permet une meilleure survie des bactéries a la congélation pour toutes les

espéces.
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B. Identifier 'espece pathogene responsable de la mammite

1. La méthode de référence : utilisation de milieux sélectifs (78)
a) Principe

Cette méthode a été développée par la SNGTV et notamment par le Docteur Van de
Leemput. C'est une méthode qui se base sur l'utilisation de milieux sélectifs et permet de
mettre en évidence les principaux pathogénes responsables de mammites bovines, cela en 24
heures. C’est la méthode la plus couramment utilisée en clinique vétérinaire.

b) Matériel et colt

Cette méthode nécessite I'utilisation d’un incubateur a CO; ainsi que d’un microscope.

Concernant les consommables, il faudra :

®,

+* Une gélose non sélective au sang (COS) ;

+ Une gélose sélective au sang de mouton, polymyxines et acide nalixinique (CNA) ;

®,

4+ Une gélose Hektoen ;

R/

% Des oses a usage unique.

Hektoen

Figure 10 : Les trois types de géloses nécessaire d la réalisation de I'analyse (79)

Figure 11 : os;s a usage unique
(photographie personnelle)
Pour la différenciation des colonies bactériennes, il sera nécessaire d’avoir :
+ De 'eau oxygénée ;
+* Un test coagulase, commercialisé par Biomérieux (Slidex Staph® Plus) ;
+* Un tube avec de la gélose a esculine ;
% Un test d’agglutination de Lancefield, commercialisé par Biomérieux (Slidex
Streptokit®) ;

+» Une gélose CPSO ;
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X/

< Un tube avec de la gélose Kigler.

A cela peut se rajouter le nécessaire a la réalisation d’une coloration de Gram, qui est
d’une aide précieuse pour la détermination de certains pathogenes.

Concernant les co(ts de I'analyse, I’achat initial de I'incubateur a CO; est d’environ 250 a
500 euros. En fonction de la bactérie identifiée, le prix pour le vétérinaire peut varier de deux
euros a cing euros, ces variations étant liées au nombre de tests biochimiques a réaliser. Le
prix de I'incubateur est donc rapidement amorti si I'analyse est facturée entre quinze a vingt

euros. Cela est donc plutét rentable pour le vétérinaire (79).

c) La réalisation de I'analyse

Pour réaliser cette méthode, il faut suivre plusieurs étapes qui vont étre décrites ci-dessous.
= L’ensemencement des géloses
Les trois géloses (COS, CNA et Hektoen) doivent étre

ensemencées avec chacune 30 plL de lait. Pour cela, les

géloses doivent étre ramenées a 37°C dans I'étuve, puis

il faut déposer trois oses de lait sur chaque gélose, avec

une ose stérile différente par gélose. Le lait doit ensuite

étre répartie sur les géloses de maniere homogene.

Apreés avoir identifié les géloses, celles-ci sont placées
dans I’étuve a 37°C pendant 24 heures. Figure 12 : e'nsemer')cement en trois directions
(illustration personnelle)

=>» Vérification de la qualité du prélevement et détermination du Gram

Il faut tout d’abord vérifier avec la gélose non sélective COS le nombre de types de colonies
présentes sur la gélose. En cas d’absence de pousse, le prélevement peut étre stérile ou la
bactérie pas assez présente dans I’échantillon pour pousser en 24 heures. Certaines bactéries
spécifiques ne poussent pas dans des conditions de culture aérobie. Si on observe un seul type
de colonie, le pathogéne observé est responsable de la mammite. En cas de deux types de
colonies, l'infection est probablement mixte. A partir de trois types de colonies, ou si on
observe des moisissures, le prélevement est tres certainement contaminé, et donc la gélose
n’est pas interprétable.

Ensuite, si le prélevement est valide, pour déterminer le Gram de la ou des bactéries, il
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faut s’intéresser aux deux autres géloses. Si des colonies sont présentes sur la gélose CNA,
alors on retrouvera des bactéries Gram positif. A I'inverse, une pousse sur la gélose Hektoen
témoigne de la présence de bactéries Gram négatif. Il faut cependant se méfier des levures,

qui poussent sur la gélose CNA.

=>» Identification des Gram positifs

¢ Test a la catalase

Le test a la catalase permet de déterminer si la bactérie est un staphylocoque. Pour
cela, il faut prélever quelques colonies a I'aide d’un ose stérile, et les mettre en contact avec
de I'eau oxygénée a 30% sur une lame de microscope. Si un dégagement gazeux se produit, le

test est positif et donc la bactérie est catalase positive.

e

Catalase — b Catalase +

Figure 13 : test a la catalase (78)

®,

<+ Si catalase positive : test a la coagulase

En cas de test a la catalase positive, on sait qu’on se trouve probablement face a un
staphylocoque. Pour pouvoir déterminer si c’est un Staphylococcus aureus, il est nécessaire
de réaliser un test a la coagulase. Pour cela, il faut mettre en contact quelques colonies avec
le réactif spécifique qui permet de la détection simultanée du facteur d'affinité pour le

fibrinogéne, de la protéine A et des polysaccharides capsulaires de Staphylococcus aureus. Le

Figure 14 : test a la coagulase (78)
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test est positif si on obtient en quelques secondes une agglutination franche et massive.

Si le test est positif, la bactérie étudiée est un
Staphylococcus aureus. En présence de Staphylococcus
aureus, on peut parfois observer une double hémolyse sur
gélose au sang. L’'hémolyse beta est complete alors que

I’hémolyse alpha est incompléete.

Hémolyse alpha Hémolyse beta
(incompléte) (compléte)

Figure 15 : observation de I'hémolyse de
S.aureus (78)

Si le test est négatif, la bactérie étudiée peut soit faire partie de la famille des
staphylocoques a coagulase négative, soit étre un Corynebacterium bovis. Pour les
différencier, une coloration de gram est nécessaire. En effet, a la coloration, les
Corynebacterium bovis présentent une forme de virgule a I'inverse des staphylocoques qui

sont des coques donc sont visibles sous la forme de points.
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Figure 16 : observation respective de Corynebacterium (a gauche) et de Staphylococcus (a droite) au
microscope a I'huile a immersion (Clinique de la Haute Auvergne)

+»+ En cas de catalase négative : test a I’esculine

Si le test a la catalase est négatif, il est alors nécessaire d’ensemencer une gélose a
I’esculine. Pour cela, il faut prélever une colonie sur la gélose ANC et la plonger dans le tube
de la gélose a esculine. Le tube a esculine est placé a intuber a 37°C pendant deux a huit

heures. Sila gélose vire au noir au bout du temps d’incubation alors le test est positif, I’esculine
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a été hydrolysée. Un test a I'esculine positif révele un Streptococcus uberis.

4 o | g
& - o

iy g j

Figure 17 : ensemencement de la gélose a esculine et test positif (78)

% En cas de test a I’esculine négatif : test de Lancefield

En cas de test a I'esculine négatif, on réalise un test
d’agglutination de Lancefield. Pour cela, on dilue cing a dix
colonies prélevées sur la gélose COS ou CNA dans 0,4mL
d’enzyme d’extraction. Apres 30 minutes d’incubation a
température ambiante ou 10 minutes a 37°C, on dépose 40uL

de solution sur les six cercles de la carte d’agglutination. On

dépose une goutte de chaque réactif sur les cercles, puis on
Figure 18 : agglutination au test de

mélange a 'aide d’'un batonnet mélangeur, en changeant le Lancefield (78)
batonnet a chaque cercle. On observe ensuite au bout d’une
minute si une agglutination est apparue et dans quel cercle : la réaction est alors considérée
positive.

L'interprétation d’un test de Lancefield positif peut se faire a I'aide du Erreur ! Source du renvoi
introuvable..

Tableau X1V : bactérie identifiée a I'aide du test de Lancefield

Test de Lancefield Bactérie identifiée

positif au groupe

B Streptococcus agalactiae

C Streptococcus dysgalactiae

D Streptococcus bovis / entérocoque
F Autre espéce de streptocoque

G Trueperella pyogénes

73



— - - - f
4 n\ “ o e
7’ . 7’ X & ‘ ]
En cas de Lancefield négatif, on suspecte la présence de =X ~ an
.- -

Trueperella pyogenes ou de Lactococcus sp. A la coloration de Gram, "" {-

Trueperella pyogenes présente une forme caractéristique de virgule. | 2
-

=V}

-
.
-
Al
ESN, > rn

Figure 19 : Trueperella pyogenes
observée au microscope en coloration de
Gram (Clinique de la Haute Auvergne)

=>» Identification des Gram négatifs

Pour I'identification des bactéries Gram négatif, il est nécessaire d’ensemencer une gélose
CPSO ainsi qu’une gélose Kligler, pour pouvoir faire une interprétation croisée des trois
géloses : CPSO, Kligler et Hektoen.

La gélose CPSO s’ensemence de la méme maniére qu’une gélose COS, CNA ou Hektoen,
et se lit au bout de 4 heures d’incubation a 37°C. Concernant la gélose Kligler, elle se présente
sous forme de tube. Il faut tout d’abord prélever quelques colonies sur la gélose COS. Ensuite,
il faut ensemencer ces colonies sur la zone en pente du tube, puis inoculer des colonies en
enfoncgant |'ose a travers la gélose. La lecture se fait aprés 20 heures d’incubation a 37°C.
L'interprétation de ces géloses se fait de la maniére suivante :

- Concernant la gélose CPSO, si les colonies poussent bleues, alors on suspecte Klebsiella
sp ou Serratia sp. Sl les colonies poussent roses, on se trouve face a un Escherichia coli.
Si elles apparaissent jaunes, alors cela peut étre Pseudomonas sp ou Proteus sp.

- Concernant la gélose Hektoen, des colonies jaunes ou saumon témoignent de la
présence d’Escherichia coli, Klebsiella sp ou Serratia sp. Des colonies bleues ou vertes
témoignent de la présence de Proteus sp, Pseudomonas sp ou Salmonella sp.

- Concernant la gélose Kligler, si la gélose est entierement jaune, on a Escherichia coli
ou Klebsiella sp. Si la gélose est entierement rouge, la bactérie en cause est
Pseudomonas sp. Si la gélose est jaune et rouge, la bactérie est Serratia sp. En cas de
gélose jaune et rouge avec un liseré noir entre les deux (qui témoigne d’une production
d’H,S), la bactérie responsable est Proteus sp.

Il suffit ensuite de croiser les informations apportées par chaque gélose.
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Tableau XV : identification de la bactérie en fonction de la couleur de la gélose Kligler et des colonies sur les géloses CPSO et

Hektoen
CPSO Hektoen Kigler Diagnostic
Rose | Jaune/saumon  Jaune Escherichia coli
Bleu Jaune/saumon  Jaune Klebsiella sp
Bleu Jaune/saumon Jaune + rouge Serratia sp
Jaune Bleue/verte Rouge Pseudomonas sp
Jaune Bleue/verte Jaune + rouge, liseré noir = Proteus sp

= Récapitulatif de la méthode

Gélose Hektoen positive

Gram -

ou o @&

Figure 20 : : Récapitulatif de la démarche a suivre pour l'identification du pathogéene responsable de la mammite étudiée
(source : Boehringer Ingelheim)

d) Bilan sur la méthode

Cette méthode a I'avantage d’étre rapide, autant dans les manipulations qu’elle
nécessite (ensemencement et lecture), que dans le temps d’incubation nécessaire a la pousse
des bactéries. Malgré un investissement important lors de la mise en place du laboratoire de

bactériologie, un nombre raisonnable d’analyses permet de rentabiliser rapidement le
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matériel. Cette méthode est facile a mettre en place. L'utilisation d’une gélose non sélective
permet d’une part de facilement repérer les contaminations, et d’autre part de réaliser des
antibiogrammes selon la norme AFNOR NF 47-107.

La principale limite de cette méthode réside dans les imprécisions de lecture. En effet,
un vétérinaire non formé et non entrainé peut commettre des erreurs dans la détermination
du genre bactérien. Cette méthode requiert une formation et une aisance de I'opérateur. De
plus, dans une clinique réalisant rarement des analyses bactériologiques, les géloses peuvent

atteindre leur date de péremption avant d’avoir été utilisées.

2. Les géloses pluri compartimentées
a) Principe

Les géloses compartimentées permettent de faciliter les manipulations au cabinet. Les
manipulations effectuées se rapprochent de celles de la méthode de référence développée
par la SNGTV et présentée précédemment. Il existe des géloses a deux, a trois et a quatre
compartiments. Chagque compartiment doit étre ensemencé avec dix microlitres de lait. La
gélose est ensuite passée a I'étuve pendant 24 a 48 heures avant lecture. L'identification
bactérienne se fait en observant la pousse ou non de colonies bactériennes, et leur aspect. Le
co(it de ces géloses varie entre 8 et 12 euros par gélose. Certaines sont disponibles en centrale
vétérinaire, alors que d’autres ne peuvent se commander qu’aupres du laboratoire qui les
produit, telles que les biplates CPS/CNA qui ne sont disponibles que chez Biomérieux (80). La

sensibilité de ces tests est variable, la spécificité est supérieure a 90% (80).

b) Exemple des géloses triplates type Vetorapid®

La gélose VetoRapid®, commercialisée par s T )
le laboratoire Vetoquinol, est communément
Veto *\
employée dans les cabinets vétérinaires en B i \
. . h.
France. Elle comporte trois compartiments i ‘Stap ———
P N
(80) :

% Une gélose sélective des bactéries a , ) ) ) ) ,
Figure 21 : présentation des kits de gélose VetoRapid®

Gram négatif ; (Vetoquinol)

X/

% Une gélose sélective des staphylocoques ;
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X/

< Une gélose sélective des streptocoques.

Apres 24 heures a 37 degrés celsius, il est possible de déterminer selon I'aspect des
colonies si I’échantillon est contaminé avec Staphylococcus aureus, un staphylocoque a
coagulase négative, Streptococcus uberis, Streptococcus agalactiae, Escherichia coli ou
Klebsiella spp. |l est cependant difficile d’identifier Trueperella sp, Bacillus sp,
Corynebacterium sp et Pseudomonas aeruginosa. Les mycoplasmes et les pasteurelles ne

sont pas identifiables avec ce kit (81).

Tableau XVI : lecture de la gélose VetoRapid® (d’aprés (82))

Milieu Couleur des Couleur du gel Nature de la bactérie

colonies

Sélectif des Bleu foncé ; Escherichia coli

bactéries Gram - bleu-vert
Rouge-violet Autres coliformes (ex : Klebsiella)
Sélectif des Jaune doré Doré Staphylococcus aureus
staphylocoques Pale Pas de Staphylocoques a coagulase
changements négative
Sélectif des Noir Noir Streptocoques hydrolysant
streptocoques I'esculine
Ex : Streptococcus uberis
Pale Rouge-marron Streptocoques n’hydrolysant pas
I’esculine

Ex : Streptococcus agalactiae

c) Exemple des géloses chromogéniques type CPS/CNA de Biomérieux
(d’apreés (83))

Les géloses ChromID® CPS® Elite sont des géloses a deux
compartiments développées par le laboratoire Biomérieux. Elles ont
été initialement congues pour la détection des germes d’infection

urinaire en médecine humaine. Ces géloses sont constituées d’un

compartiment comprenant :

Figure 22 : gélose
¢ un milieu Columbia CNA enrichie au sang de mouton permettant chromiD® cPs® Elite (83)

la croissance des bactéries Gram positif ;

¢+ un milieu chromogénique qui permet une identification présomptive des bactéries
(détection des activités enzymatiques B-glucuronidase, p-galactosidase et
B-glucosidase).

La lecture de la gélose se fait aprés une incubation de 24 heures a 35 degrés Celsius. Il est
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d’abord nécessaire de déterminer si la bactérie est gram positif (les deux compartiments
contiennent des colonies) ou gram négatif si seul le milieu chromogénique contient des
colonies. La détermination de I'espéce se fait ensuite en observant la couleur des colonies et

en réalisant des tests complémentaires.

Bactérie identifiée Couleur des colonies

E. coli

Bordeaux

Streptococcus uberis ‘

Bleu

Staphylocoque a coagulase négative

Jaune ou blanche

Staphylocoque a coagulase positive

Blanche

Enterococcus sp S

Verte

Serratia marcenscens

Bleu-vert

Figure 23 : détermination de I'espéce bactérienne (Biomérieux)

d) Bilan

Le principal avantage des géloses multi compartimentés est leur simplicité d’utilisation
et leur praticité d’utilisation : une seule gélose a se procurer et a stocker. De plus, elles
permettent d’identifier les principales espéces bactériennes pathogenes. Cependant, leur
lecture n’est pas toujours évidente et demande de I'expérience. De plus, certaines bactéries

plus rares sont difficilement identifiables par ces géloses (80). Enfin, des études de
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concordance entre les résultats des géloses multi compartimentés et d’autres méthodes de
référence (Maldi Tof ou la méthode Patho-12) montrent que les non-concordances restent

élevées, principalement concernant la non-détection des échantillons contaminés (84).

3. Les tests rapides

Les tests d’identification rapides ont été développés en priorité pour un usage en
ferme par I'éleveur. lls permettent de déterminer si I'échantillon étudié est stérile ou, s'il
contient des bactéries, d’en déterminer le Gram. Ces tests nécessitent un incubateur a CO,,
ce qui peut freiner leur utilisation en ferme car cela représente un budget de plusieurs
centaines d’euros pour I'éleveur. Il semblerait envisageable d’utiliser un méme incubateur a
CO2 pour plusieurs élevages, qu’il appartienne a une coopérative ou encore a une clinique
vétérinaire (80).

a) Petrifilm®

Le pétrifilm® est un test issu de I'industrie agro-alimentaire, utilisé originalement pour
dénombrer les germes responsables de toxi-infections alimentaires et pour évaluer la qualité
microbiologique de I'environnement. Cela fait une vingtaine d’années qu’il est utilisé dans
I’analyse du lait de mammite. Le principe du test est de décompter les colonies bactériennes
apres croissance sur des plaques contenant des milieux nutritifs ainsi que des agents
inhibiteurs ou sélectifs en fonction des espéeces bactériennes a mettre en évidence. Ce test est
a destination des éleveurs, pour I'analyse de mammites cliniques non sévéres (85). La
sensibilité de ce test varie entre 70,7% et 85,4%. Sa spécificité varie entre 65,3% et 90,3% (80).
Pour la réalisation de ce test, il est nécessaire de réaliser un prélevement de lait en
évitant toute contamination. Il faudra aussi de I'eau distillée, des seringues, des tubes
d’échantillonnage stériles et un incubateur a CO;. Concernant les plaques de Petrifilm®, trois
sont utilisées :
< Petrifilm aerobic Count Plate (AC), qui prouve une présence bactérienne aérobie dans
I’échantillon ;

% Petrifilm Coliform Count (CC), qui permet la numération des coliformes ;

N

% Petrifilm Staph Express (STX), qui témoigne de la présence de Staphylococcus aureus

dans I'échantillon.
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Tableau XVII : Les différentes plaques Petrifilm® utilisables

Plagque AC Plague CC Plague STX

Les plaques de Pétrifilm® sont a conserver a I'abri de ’lhumidité et de la lumiere du soleil, au
réfrigérateur. Il est important de ne pas toucher la surface de la plaque pour éviter les
contaminations (79).

Le milieu d’ensemencement est préparé dans un tube stérile a I'aide de 9 millilitres
d’eau distillée ou de sérum physiologique et 1 millilitre de lait. Aprés homogénéisation, un
millilitre de la solution doit étre déposé au centre de chaque plaque puis réparti sur I’'ensemble
de la plaque a 'aide d’un applicateur spécifique. Les disques sont ensuite disposés dans
I'incubateur a CO; a 35 degrés celsius pendant vingt-quatre heures. Pour lire les plaques, il
faut dénombrer les colonies (points de couleur) sur I’entiéreté de chaque plaque (80).

Le Pétrifilm® est facile d’utilisation pour I'éleveur, ne demande que peu de matériel
spécifique et est peu onéreux : une plaque colte environ 1,50 euros. Cependant, il n’est pas
possible de déterminer si I’échantillon est contaminé ou bien si I'infection est mixte. De plus,
il ne permet pas d’identifier les streptocoques ni de donner une identification précise des

agents pathogenes, en dehors de Staphylococcus aureus (81).
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a) Mastadecide®

Le mastdecide® est un test rapide développé en
Allemagne a destination des éleveurs pour aider au
diagnostic des mammites cliniques non séveres. |l a pour
but d’indiquer si I’échantillon étudié contient des

bactéries, et si oui quel est leur gram. |l est possible de se

,Enl-;(he:dungsl\nl!e zur modernen Mastitistherapie
(e i i

procurer des kits contenant dix tests, dont la péremption

est de neuf mois. Le colit du test revient a une dizaine
d’euros (81). La sensibilité de ce test varie entre 48,8% et

L epe e, . Figure 24 : kit Mastdecide®
58,8%. Sa spécificité varie entre 77,4% et 90,3% (80).

Pour réaliser ce test, il faut ensemencer deux tubes avec 0.1 millilitre de lait, puis les
placer a l'incubateur a CO,. La lecture se fait en théorie quatorze heures aprées
I’ensemencement, mais en réalité les résultats sont difficilement interprétables avant vingt-
guatre heures d’incubation (80). Pour lire les résultats, il faut procéder de la sorte :

¢ Les deux tubes sont restés roses, alors I’échantillon est stérile ;
4+ Letube a bouchon blanc est devenu blanc, le tube a bouchon jaune est resté rose, alors
I’échantillon contient des bactéries gram négatif ;
%+ Les deux tubes sont devenus blancs, alors I’échantillon contient des bactéries gram
positif.
Ce test permet a I'éleveur de maniere simple, rapide et peu colteuse de savoir s’il doit
procéder a une antibiothérapie en cas de bactéries gram positif ou s’abstenir dans les deux
autres cas. Cependant, il a été montré que la lecture du test n’est pas si aisée et que les
erreurs sont faciles, liées a I'appréciation personnelle du changement de couleur (80).

b) Vetscan Mastigram+® (d’apres (86))

Le Vetscan Mastigram+® est un test rapide développé par le laboratoire Zoetis en 2023
et dont le déploiement sur le terrain a eu lieu en septembre 2023. Il est destiné a une
utilisation éleveur en ferme via un réseau de distribution exclusivement vétérinaire. Le
principe de ce test est de différencier les infections de la mamelle a Gram positif de celles a
Gram négatif ou stérile, sur les mammites cliniques non sévéres. Le résultat est obtenu en

moins de huit heures.
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Ce test détecte les bactéries Gram positives suivantes :

Tableau XVIII : Bactéries détectées par le Vetscan Mastigram®

Staphylocoques a Staphylocoques a Streptocoques Autres
coagulase positive coagulase négative
Staphylococcus aureus Staphylococcus Streptococcus uberis Lactococcus sp.
chromogenes
Staphylococcus hyicus Staphylococcus Streptococcus agalactiae Aerococcus viridans
epidermidis
Staphylococcus Streptococcus dysgalactiae Bacillus sp.
haemolyticus
Staphylococcus simulans Enterococcus sp Trueperella sp.

Staphylococcus xylosus

Les tests sont vendus par boites contenant dix bandelettes ainsi que dix milieux
d’enrichissement. lls peuvent étre conservés au réfrigérateur jusqu’a douze mois.

Concernant la réalisation de I'analyse, elle est relativement aisée. Il est impératif que
le lait ait été prélevé de maniere stérile. Ensuite, un millilitre de lait est mélangé au milieu
d’enrichissement puis incubé dans une étuve a 37 degrés Celsius pendant sept heures. Il faut
ensuite insérer la bandelette du test dans le tube contenant I’échantillon. Le résultat est lisible
en 10 minutes, le principe du test reposant sur la technique de migration latérale sur

bandelette. La Erreur ! Source du renvoi introuvable. présente ce protocole.

£
k_&;ﬂ heures —
¢ N g
5 I traite

v

Préle e Tkt 7 heures a 37°
Siweent o _ B Détection des bactéries Gram+ sur la bandelette
enrichissement

=
1 ml de milieu
d’enrichissement , I I I I I
= P — .
|
v . 10 min . a -
1 ml de milieu [ = — M T -
d'enrichissement i
+
1 ml de lait '
. Etuve Positrve Negative Irvakid

Figure 25 : réalisation du test Vetscan Mastigram® (d'apres Zoetis®)

L'intérét principal de ce test est la facilité de réalisation et la rapidité d’obtention du
résultat. En accord avec les recommandations actuelles concernant la gestion des mammites
non séveres, cela permet dans l'intervalle entre deux traites de savoir si un antibiotique est

nécessaire a la guérison de la mammite ou si un anti-inflammatoire seul peut suffire. Cela
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permet ainsi de réduire la quantité d’antibiotiques utilisée dans la gestion des mammites non
séveres mais aussi de diminuer la quantité de lait jeté car une fois les signes cliniques disparus
et le temps d’attente de l'anti-inflammatoire écoulé, le lait peut de nouveau étre
commercialisé. De plus, ce test est tres fiable selon les premiéres études menées, avec une
sensibilité de 99,1% et une spécificité de 100%. L’inconvénient principal réside dans la

nécessité d’un incubateur a CO; pour I'obtention des résultats.

4. Les automates
a) L’utilisation du Mastatest® de Vetoquinol
(1) Principe

Le Mastatest® est un automate commercialisé par le laboratoire Vetoquinol a
destination des vétérinaires mais aussi des éleveurs depuis janvier 2022. Il a été développé et
commercialisé dans un premier temps en Nouvelle Zélande, dans le but d’étre utilisé dans les
fermes (87). Cet outil permet d’identifier les principales bactéries responsables de mammites
cliniques et de déterminer la sensibilité du germe identifié a trois antibiotiques. Le Mastatest®
permet d’identifier les bactéries suivantes :

% Escherichia coli [ autres Gram négatifs
* Klebsiella spp / Serratia Spp
«» Staphylococcus aureus
%+ Streptococcus uberis
% Les Staphylocoques a coagulase négative
% Streptococcus dysgalactiae et spp
«* Autres Gram positifs.
Actuellement sur le territoire francais, une centaine de Mastatest® a été commercialisée avec
une répartition globale sur le territoire. Les Mastatest® commercialisés sont a 90% utilisés en
clinique vétérinaire, et 10% sont utilisés en ferme par des éleveurs. Ce test donne des résultats

de sensibilité de 94,6% et de 72,1% de spécificité (80).
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(2) Matériel et colt

Pour réaliser une analyse avec le Mastatest®, il est nécessaire d’étre en possession de :

+» Un automate Mastatest®

%+ Les cartouches correspondantes

** Un échantillon de lait prélevé stérilement

++ Des gants propres

** Une connexion internet et une alimentation électrique.

Les cartouches Mastatest® doivent étre conservées entre 2 et 8°C, a I'abri de la lumiere du
soleil. La péremption des cassettes est d’environ 24 mois en sortie d’usine. Le prix de
I'automate et de sa maintenance est d’environ 2000 euros, et une cartouche revient a

légérement moins de dix euros (80).

(3) La réalisation de I'analyse

La réalisation de I'analyse de lait avec I'automate Mastatest® est relativement aisée et
ne demande que peu de temps. Le lait a analyser doit étre prélevé de maniéere a éviter les
contaminations et stocké selon les recommandations évoquées précédemment. Il faut ensuite
respecter des regles d’hygiene strictes pour éviter les contaminations lors de la manipulation
des cartouches et de I’échantillon. Une fois la cartouche remplie et le test lancé, les résultats

sont obtenus vingt-quatre heures apres par courrier électronique (88).

1. OUVRIR
Aprés avoir mis des gants, retirez
la cartouche du sac.

ql

\ J

5. TAPOTER FERMEMENT

Il est important de tapoter fermement
la cartouche sur une surface plane a
deux reprises.

2. REMPLIR LA CARTOUCHE

Retirez le couvercle et placez-le a I'envers
(veillez a ne pas toucher les pistons).
Remplissez la cartouche Mastatest® de
lait jusqu’a ce qu’elle soit a moitié pleine.

3. JETER LE SURPLUS DE LAIT
Videz le surplus de lait et jetez-le.

Ne remettez pas le surplus de lait
dans le tube qui contient
I’échantillon.

6. INSERER LA CARTOUCHE

4. FERMER LE COUVERCLE

Replacez le couvercle (en veillant a
ce qu'il soit centré), posez la
cartouche sur une surface plane et
appuyez fermement.

7. LANCER LE TEST

Insérez la cartouche dans la Lapbox Mastatest® en
veillant a ce que I'étiquette sur laquelle figure le
code QR soit positionnée vers le bas et vers l'arriére
de la Lapbox.

Entrez le numéro de la vache. Appuyez sur Entrée
pour lancer le test. Les résultats sont envoyés par
courrier électronique dans les 24 heures.

Figure 26 : étapes de la réalisation d'une analyse de lait avec I'automate Mastatest® (source Vetoquinol)
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(4) Avantages et inconvénients ((80))

Les avantages de cette méthode sont :

X/
L X4

X/
L X4

Une facilité de réalisation de I’analyse qui peut étre réalisée par I'éleveur lui-méme au
besoin, et une lecture qui ne nécessite pas de formation ni d’expérience en

microbiologie ;

Une péremption des casettes peu importante du fait de leur longue durée de

conservation ;
Un résultat obtenu rapidement, en vingt-quatre heures ;

Une correspondance de 91% quant a la détection du Gram de la bactérie par rapport

a la méthode de référence.

Le principal inconvénient de cet automate est son manque de sensibilité dans la détection des

prélevements contaminés et de la nature exacte de la bactérie. En effet, par rapport a la

méthode de référence utilisée a Saint Flour, la concordance bactérienne exacte n’est que de

55% et la correspondance au niveau du genre bactérien est de 67%.

b) Utilisation de la PCR multiplex

(1) Principe

Des kits de PCR Pathoproof® ont été développés par le laboratoire ThermoFisher Scientific

pour permettre d’identifier précisément jusqu’a quinze des principaux agents pathogénes

responsables de mammite ainsi que le géne de béta-lactamase staphylococcique. Les

bactéries qui peuvent étre identifiées a travers cette analyse sont les suivantes :

X/
°

X/
°

X/
°

X/
°

X/
°e

X/
°

Escherichia coli

Klebsiella oxytoca/pneumoniae
Staphylococcus aureus
Staphylococcus spp
Corynebacterium bovis

Streptococcus uberis
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% Streptococcus dysgalactiae

«»+ Streptococcus agalactiae

*» Enterococcus spp

«* Arcanobacterium pyogenes / Peptoniphilis indolicus
*» Serratia marescens

**» Mycoplasma bovis

% Mycoplasma spp

%* Levures

“* Prototheca spp.

Cette analyse se base sur la technologie PCR (Polymerase Chain Reaction) en temps réel
qui permet d'identifier de maniére précise et semi quantitative les bactéries présentes dans
I'échantillon. L'échantillon de lait est soumis a un processus d'extraction qui permet de
récupérer L'ADN des bactéries présentes dans I'échantillon pour ensuite les amplifier a I'aide
des amorces incluses dans le kit. La quantité de bactéries présentes dans I'échantillon est
indiguée de maniére semi-quantitative a travers le nombre de cycles d'amplification
nécessaires a l'obtention d'un nombre suffisant de copies du fragment d'ADN de la bactérie
(89).

L’utilisation de la PCR est encore peu répandue en clinique vétérinaire en France et plut6t

réservée aux laboratoires spécialisés.

(2) Matériel nécessaire et réalisation de I'analyse

Pour réaliser cette analyse, il est nécessaire de posséder un automate permettant de
réaliser des PCR en temps réel, un ordinateur connecté a cet automate, et bien évidemment
les kits adaptés. Il est possible de commander les kits nécessaires a la réalisation de ces PCR
sur le site internet du laboratoire. Les tests peuvent étre commandés par 50 ou 384 (90).
L'analyse se déroule en deux étapes : la premiére correspondant a I'extraction de I'ADN et la
deuxieme a la réaction de la PCR. Ce processus prend environ quatre heures dont deux
correspondent a des temps d’attente, et les deux autres a des manipulations de I'opérateur

(89).
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Extraction de I'ADN

" bactérien 3 partir { ( ) f L
d’un échantillon de ' 2 >R ‘
lait: i' \ 1 2. Amplification de 'ADN
W —h ‘ bactérien par PCR.
: —_— |
N, J
/T

3. Identification et AR ELEAARAIN Norden Lab Mastiths Studio
quantification par le kit : i
PCR PathoProof Mastitis de =

15 agents pathogeénes et

du gene de résistance blaZ.

Figure 27 : réalisation de la PCR mulitplex PathoProof®

(3) Avantages et inconvénients

Les résultats de l'analyse bactérienne avec PathoProof® PCR sont obtenus en
seulement quatre heures, contre au moins 24 heures pour une analyse bactériologique. Cette
rapidité d’obtention des résultats, ainsi que la possibilité de lancer jusqu’a 22 analyses
simultanément représente un réel avantage pour la PCR. Cependant, il est important de
préciser que sur ces quatre heures, deux nécessitent une personne formée pour la préparation
et le déroulé de 'analyse, contre environ cing minutes pour une analyse bactériologique (89).

Concernant la sensibilité de la PCR PathoProof®, la fréquence d’identification
bactérienne est nettement supérieure a la méthode conventionnelle de culture bactérienne :
une étude de 2012 comparant les résultats obtenus a travers la méthode conventionnelle et
la PCR montre que la PCR détecte un agent pathogene dans 70,6% des cas contre 32,2% des
cas pour la culture sur géloses. De plus, la PCR a tendance a détecter plus régulierement une
poly-contamination (91). Du fait de cette grande sensibilité, il semble compliqué d’interpréter
les résultats obtenus de maniere individuelle. Cependant, la PCR présente son intérét dans un
suivi de troupeau, ce qui permet de mettre en avant des profils d’élevage lorsqu’une bactérie

est retrouvée de multiples fois dans des échantillons différents (89).
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Catégorie

Utilisation de
milieux sélectifs

Géloses pluri
compartimentées

Tests rapides

Automates

Bilan : tableau récapitulatif des différents tests existants

Tableau XIX : les différents tests pour l'identification du genre bactérien, et leurs caractéristiques

Nom du test Réalisation = Matériel spécifique Prix
possible a
la ferme ?
Méthode Non - Etuve Correct
PATHO12 - Géloses
- Réactifs
VetoRapid Non - Géloses Correct
- Etuve
CPS/CNA Non
Petrifilm Oui - Etuvea CO2 Peu
- Kits couteux
spécifiques
Mastdécide Oui
Mastigram Oui
Mastatest Oui - Automateet  Elevé
cassettes
PCR Non - Automate et
multiplex kit

Simplicité
de lecture

Correcte

Difficile

Facile

Facile

Tres facile

Tres facile

Tres facile

Précision

Détermination du genre
voire de l'espéece
bactérienne.

Détermination de
certaines bactéries.
Mycoplasmes et
pasteurelles non
identifiables.
Détermination de 4
especes bactériennes et
des staphylocoques.
Différenciation Gram-,
Gram+ et Staph. aureus.

Différenciation Gram-,
Gram+, stérile

Différenciation entre 6
genres bactériens et les
autres Gram+.

Différenciation entre 16
especes bactériennes.

Fiabilité

Bonne

Bonne

Correct

Correct

Excellente

Correct

Excellente

Remarque

Demande de
I'expérience pour ne
pas commettre
d’erreur lors de
I'identification
Praticité d’utilisation :
une seule gélose.

Nuance entre les
couleurs pas toujours
évidente a percevoir.
Résultat entre deux
traites.

Bonne fiabilité
concernant la
détermination du
Gram.

« Trop » sensible
parfois
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C. Déterminer la sensibilité de la bactérie identifiée aux antibiotiques

1. La norme AFNOR

La liste des antibiotiques critiques et les normes reconnues pour la réalisation des
antibiogrammes permettant leur prescription ont été fixées par I'arrété du 18 mars 2016, paru
au Journal Officiel de la République Francaise du 25 mars 2016. Ces antibiogrammes doivent
suivre les normes AFNOR NF U47-106 et NF U47-107. La norme NF U47-106 décrit la
détermination in vitro de la sensibilité des bactéries aux anti-infectieux par la méthode de
dilution en milieu gélosé, mais elle n’est pas utilisée en clinique vétérinaire, a contrario de la
norme NF U47-107 qui décrit la détermination in vitro de la sensibilité des bactéries aux anti-
infectieux par la méthode de diffusion en milieu gélosé, couramment appelée « méthode des
disques » (92).

Pour mettre en place cette technique en clinique, il suffit d’acquérir la norme sur la
boutique internet de I’AFNOR pour une centaine d’euros. La « méthode des disques » sera
décrite par la suite. Pour répondre a la norme AFNOR, trois critéres sont indispensables (92) :

+»+ Des autocontroles réguliers doivent étre effectués, leur rythme est a moduler en
fonction du volume d’antibiogrammes réalisés au sein de la structure ;

++ La suspension bactérienne doit étre réalisée a partir d’'une culture de 18 a 24 heures
sur milieu gélosé non sélectif ;

++ La suspension doit étre ajustée a 0,5 par rapport au standard MacFarland.

2. La méthode de référence : la méthode des disques dite de Kirby-Bauer
(93), (94)
a) Principe

La méthode des disques correspond a I'ensemencement d’une gélose Mueller-Hinton,
parfois enrichie au sang, sur laquelle sont déposés des disques d’antibiotique. L’antibiotique,
en diffusant a partir du disque, crée sur la gélose un gradient de concentration, ce qui permet,
aprés un certain temps d’incubation, de déterminer une zone d’inhibition de la pousse
bactérienne. Le diametre de cette zone d’inhibition est ensuite comparé a des valeurs de
référence, ce qui permet de définir le statut sensible, intermédiaire ou résistant de la souche
bactérienne isolée.

Cette méthode est couramment utilisée en clinique. Cependant, pour qu’elle puisse
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justifier I'utilisation d’un antibiotique critique, elle doit étre réalisée en respectant la norme

AFNOR NF U47-107, et en utilisant les valeurs de référence de la CA-FSM.

b) Matériel et colt

Cette méthode nécessite I'utilisation d’un incubateur a CO; a 35°C, précédemment utilisé

pour la culture bactérienne. La souche bactérienne a tester doit étre pure et avoir été obtenue

sur un milieu non-sélectif aprés 18 a 24 heures d’incubation.

Concernant le matériel spécifique, il faudra :

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

*
L X4

X/
L X4

Un écouvillon stérile en coton ;

Un tube a essai stérile ;

Une gélose Mueller-Hinton simple ou enrichie au sang défibriné et au B-nicotinamide
adénine dinucléotide ;

Un étalon a 0,5 de la gamme de Mac Farland ainsi qu’un fond neutre (feuille a fond
strié) ;

Des disques imprégnés d’antibiotique ;

Un pied a coulisse ou un décimeétre.

Concernant les colts de l'analyse, l'incubateur a CO; sert aussi aux diagnostiques

bactériologiques. Les boites Mueller-Hinton sont achetées entre 1,30 euros et 2 euros hors

taxe. Quant aux disques antibiotiques, ils sont vendus par cartouche de 50 disques, une

cartouche revenant a environ 10 euros hors taxe. Pour une gélose avec six disques

antibiotiques, le prix des consommables revient a environ quatre euros de frais pour le

vétérinaire.

c) La réalisation de I'antibiogramme et sa lecture

=>» Préparation de la suspension bactérienne
Pour préparer la suspension bactérienne, il faut prélever quelques colonies a I'aide d’un

écouvillon en coton stérile. Ces colonies proviennent d’une culture en milieu non sélectif. Elles

sont ensuite mises en suspension dans une solution saline stérile (NaCl 9%) et mélangées

jusqu’a ce que la suspension présente une turbidité adéquate, c’est-a-dire équivalente a

I’étalon 0,5 de la gamme de MacFarland.
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=>» Choix et inoculation de la gélose
Pour réaliser un antibiogramme de Streptocoque ou de Corynebacterium spp, qui sont des

germes a croissance lente, il est recommandé d’utiliser un milieu Mueller-Hinton enrichi. Dans
les autres cas, il est possible de se contenter d’un milieu standard Mueller-Hinton.
L’ensemencement des géloses doit se faire sur des géloses ramenées a température
ambiante. Pour cela, il est possible de les placer quelques minutes dans I'étuve a 37°C. Il faut
ensuite plonger un écouvillon en coton stérile dans la suspension bactérienne, puis réaliser un

écouvillonnage dans trois directions, de maniere homogene.

(4

Etape 1: Partager le Etape 2 : étaler les
fond de la boite de bactéries sur la zone 1

Petri en 3 zones

’ .i

Etape 3 : étaler les —— Etape 4 : étaler les
bactéries sur la zone 2 bactéries sur la zone 3 et
et la moitié de lazone 1 la moitié de la zone 2

Figure 28 : ensemencement d'une gélose en trois dimensions (95)

=>» Choix et dépot des disques antibiotiques

Pour choisir les disques antibiotiques a utiliser en fonction du groupe bactérien identifié,
il est nécessaire de suivre les recommandations de la CA-SFM. Le rapport établi en 2023
indique les antibiotiques, leur diamétre critique ainsi que des regles d’interprétation
concernant Pseudomonas spp, Staphylococcus spp et Streptococcus spp. Concernant les autres
genres bactériens, il est recommandé de suivre les recommandations de la CA-SFM pour la
médecine humaine (94).

Avant dépot sur la gélose, les disques doivent étre ramenés a température ambiante. Une
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fois cela fait, les disques sont déposés sur la gélose a I'aide d’une pince, et ne doivent pas étre
déplacés par la suite. Pour éviter que les zones d’inhibition des disques ne se recoupent, les
disques doivent étre déposés a 60 mm de distance les uns des autres, ce qui correspond
environ a six disques par gélose. Une exception se retrouve dans le dépdt des disques
d’érythromycine et de clindamycine qui doivent étre placés a 12 mm de distance pour
apprécier la résistance inductible aux lincosamides chez Staphylococcus spp et Streptococcus
spp.

Une fois les disques déposés, la gélose est placée a incuber pendant 16 a 24 heures a

I’étuve a 37°C.

=>» Lecture et interprétation de I'antibiogramme

La lecture de I'antibiogramme se fait aprés incubation. La mesure du diamétre de la zone
d’inhibition se fait précisément a I'aide d’un pied a coulisse. Les diamétres ainsi mesurés sont
ensuite reportés et comparés aux valeurs de référence établies par la CA-SFM. Il est ainsi
possible de déterminer le statut de la souche bactérienne étudiée vis-a-vis des antibiotiques
testés. Les souches peuvent étre « sensibles», «résistantes» ou « intermédiaires ».
Concernant les souches dites « intermédiaires », le résultat in vitro n’est pas prédictible de
I’évolution thérapeutique ; concernant les souches dites « résistantes », I’échec de traitement
est fort probable ; enfin, concernant les souches dites « sensibles », la probabilité de succes
thérapeutique est élevée lors de l'utilisation de I'antibiotique par voie systémique avec la

posologie recommandée par le RCP.

Tableau XX : détermination du statut de la bactérie en fonction du diamétre d'inhibition mesurée et des valeurs (d et D)
données par le référentiel

Diameétre mesuré M (mm)

M=>D
M<d

Intermédiaire d< M <D
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Figure 29 : exemple sur trois cas de mesure de diamétre d'inhibition et de détermination du statut de la bactérie (95)

d) Bilan sur la méthode

Cette méthode présente plusieurs utilités dans le cadre de la gestion des mammites bovines :
++ Elle est indispensable a la prescription d’antibiotiques critiques lors de mammites

suraigueés ;

7
0.0

Elle permet de déterminer si les staphylocoques isolés sont résistants aux [-

lactamines ;

% Elle permet de comprendre certaines récidives de mammites en mettant en avant des
résistances au traitement habituel ;

%+ Elle peut étre utilisée pour dresser des profils de résistances a I'échelle d’un élevage,
mais aussi d’une région ou du pays (a travers le RESAPATH).

Cependant, il ne faut pas systématiser son utilisation en médecine individuelle pour la gestion

de mammites cliniques non récidivantes. En effet, I'antibiogramme présente tout son sens

lors de la gestion d’'une mammite suraigué ou lors de la détection d’un staphylocoque, mais

elle n"apporte pas d’indication pour une infection a streptocoque par exemple, ou I'on sait

gu’aucune souche n’est résistante a la pénicilline. De plus, les résultats obtenus in vitro sont

difficilement transposables in vivo, d( aux particularités du lait.

Concernant la méthode en elle-méme, elle est relativement aisée a réaliser et la lecture ne

présente pas de difficultés particulieres.
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3. Les antibiogrammes sous forme de kit : le Speed® Mam Color

Le Speed® Mam Color est un test rapide

développé par le laboratoire Virbac. Il a pour but ‘
de réaliser une identification bactérienne et un Ao T
Roncl O o e
antibiogramme sur du lait de mammite. Il se M e | L e
M\mh: »"E".:S" =
S e -

présente sous forme de mini-galeries de culture Q:n’

contenant vingt-cing puits. Huit sont réservés a

I'identification bactérienne, et permettent de Floure 30+t Speed Mam color (Virbac)
détecter les staphylocoques, les streptocoques, Streptococcus uberis, Escherichia coli, les
entérocoques, les entérobactéries, Pseudomonas et Mycoplasma. Quatorze ont pour but de
tester la sensibilité de la bactérie a certains antibiotiques ou association d’antibiotiques. Les
trois restants sont des puits témoins. L'un indique le moment de lecture des puits ; et les deux
autres ont des témoins positif et négatif permettant de déterminer si le germe est présent
dans I’échantillon ou si le test est invalidé. Ces tests sont vendus par lot de cing, et peuvent se

conserver jusqu’a seize mois entre 2 et 8°C (96). La sensibilité de ce test varie entre 89% et

95%. Sa spécificité varie entre 54% et 75% (81).

Tableau XXI : antibiotiques testés par le Speed Mam Color (Virbac)

Antibiotique seul Association d’antibiotiques
Céfalexine Amoxicilline + Ac. clavulanique
Céfopérazone Ampicilline + colistine
Cefquinome Pénicilline + streptomycine
Cloxaciline Sulfadimidine + trimétoprime
Ceftiofur Tétracycline + néomycine + bacitracine

Gentamicine
Marbofloxacine
Streptomycine
Spiramycine
Trimétoprime

Tylosine
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Pour réaliser ce test, le puits témoignant de la durée de I'incubation doit étre complété
par cing gouttes du milieu de culture, et chaque autre puits doit étre rempli de trois gouttes
d’un mélange de trois gouttes de lait et du milieu de culture. Ensuite, il est nécessaire de
rajouter deux gouttes de paraffine sur chaque puits. La lecture se fait apres 18 a 24 heures
d’incubation a 37°C pour I'antibiogramme, et aprés 48 heures pour l'identification. Pour lire
ce test, il faut apprécier les changements de couleur des puits.

Concernant I'antibiogramme, le Speed® Mam Color permet de donner un résultat
résistant ou sensible. Les résultats sont obtenus rapidement et les résultats sont
significativement concordants avec ceux obtenus par un antibiogramme standard. On
remarque une certaine surestimation des résistances avec ce test, ce qui pourrait s’expliquer
par la détermination de la sensibilité de la bactérie dans le lait plutot que dans du sérum ou
sur gélose. Cependant, ce test présente certains défauts évidents. En effet, la densité de
I'inoculum injecté dans les puits n’est absolument pas controlée, ce qui aura comme
conséquence une interprétation plus ardue des résultats. De méme, il est impossible de
déterminer les échantillons contaminés ou pluri-infectés, ce qui implique des conséquences
difficiles a prévoir sur les puits. Enfin, ce test ne permet pas de détecter les Staphylococcus
aureus producteurs de B-lactamases, ce qui pourtant constitue une aide importante pour la

mise en place de I'antibiothérapie (81).

4. Les anneaux antibiotiques® DECHRA
a) Principe

Le laboratoire DECHRA a développé et distribue depuis 2021 des anneaux antibiotiques aussi
appelés Rings® permettant de déterminer les sensibilités des bactéries Gram positifs isolées
de mammites bovines. La méthode utilise le référentiel européen EUCAST et a été validée lors
d’essais sur le terrain en France par comparaison avec la méthode des disques.

Cette méthode se rapproche de la méthode de référence utilisée pour les antibiogrammes a
la différence que tous les disques d’antibiotiques sont reliés a I'aide d’'un anneau, ce qui facilite
la réalisation de I'antibiogramme, sa lecture, et permet ainsi d’avoir une méthode

standardisée (97).
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La Ring® permet de tester les sept antibiotiques suivants :

X/
L X4

Pénicilline

Céfoxitine
Triméthoprime-Sulfaméthoxazole
Clindamycine

Erythromycine

Kanamycine

Néomycine.

b) Matériel et colt

Le matériel nécessaire a la réalisation de cette méthode d’antibiogramme est le suivant (97):

*
L X4

X/
L X4

Une souche bactérienne en culture pure

Un écouvillon stérile

Un tube a essai stérile pour la réalisation de la suspension bactérienne, ainsi qu’un
étalon a 0,5 de la gamme de McFarland

Une gélose adaptée, Mueller-Hinton simple ou enrichie

Une Ring® DECHRA et sa plaque de lecture

Une pince

Un frigidaire pour stocker les Rings®

Un incubateur a CO, a 35°C.

Les Rings® se présentent sous la forme de sachets de dix anneaux et sont intégrées dans

la politique commerciale du laboratoire DECHRA, et donc offertes aux praticiens pour les

accompagner dans la démocratisation de la réalisation d’antibiogrammes en clinique et

I"'usage responsable des antibiotiques (97).

c) La réalisation de I'antibiogramme en utilisant les Rings® (98)

De maniere similaire a la méthode des disques, il faut tout d’abord préparer une

suspension bactérienne a partir d’'une culture pure obtenue aprés 18 a 24 heures d’incubation.

L'inoculum obtenu doit étre d’'une densité précise. Une fois obtenu, il doit étre utilisé

préférentiellement dans les quinze minutes suivantes pour inoculer une gélose contenant un

milieu standard Mueller-Hinton enrichi ou non en sang. L'ensemencement est réalisé de la
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méme maniere que lors de la réalisation de la méthode traditionnelle : il se fait par un
écouvillonnage dans trois directions différentes. Ensuite, I'anneau doit étre déposé sur la
gélose ensemencée a I'aide d’une pince, en déposant la face écrite au contact de la gélose. I
est important de ne pas toucher les zones imprégnées d’antibiotiques. La gélose est ensuite

mise a incuber pendant 24 heures avant de procéder a la lecture des sensibilités. Celle-ci se

réalise a I'aide d’une plaque de lecture en plexiglass.

Ensemencement
de la gélose

Pose de la Ring®

Inoculum a partir
dune culture pure

/ |
Etalon 0,5 gamme |

de Mac Ferland |

Solution
saline 4 0,9%

Ecouvillon stérile

/ \

Ensemencement

o . . ~
Ring ® coté imprimé au
3 . . ~~ .
contact de la gélose Pince stérile, ne doit pas
rentrer en contact avec les
disques antibiotiques

dans 3 directions

Gélose Mueller Hinton

Incubation a 35°C
pendant 24 heures

Lecture de la gélose et
interprétation des sensibilités

J @

Dechra

STREPTO
Interprétation?

-

sensible

‘ e résistant

A R,
< =l W\
Etuve a 35°C el sdcmee

Plaque de lecture en
plexiglass superposée
alagélose

VAVAV AV AV AV A

Figure 31 : Etapes de la réalisation et de la lecture d'un antibiogramme réalisé a I'aide des Rings® DECHRA (source Anne
BOREL)
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: Interprétation :

X/
°

X/
L X4

X/
L X4

Considéré sensible si la zone d’inhibition dépasse le cercle vert de la plaque de lecture.
Considéré intermédiaire si la zone d’inhibition se trouve entre le cercle vert et le cercle
rouge de la plaque de lecture.

Considéré résistant si la zone d’inhibition se trouve en dega du cercle vert (et rouge s'il
est présent) de la plague de lecture.

d) Avantages et inconvénients de la méthode

Les avantages de cette technique sont (97) :

7
0.0

X/
L X4

Une facilité d'utilisation et de réalisation avec le dép6t d'une ring® unique sur la gélose
par rapport a la méthode des disques qui demande plus de maitrise pour la réalisation
de I'antibiogramme car il faut choisir les disques adaptés, les placer au bon endroit et
a des distances précises sur la gélose.

L'intégration de cette méthode dans une politique d'utilisation raisonnée des
antibiotiques par le laboratoire DECHRA qui propose de méme des formations sur les
analyses bactériologiques et les antibiogrammes en ligne.

Un co(t restreint pour la clinique vétérinaire, car cette méthode ne requiert pas de
matériel spécifique, hormis les géloses Mueller Hinton et les Rings® qui sont
distribuées gratuitement par DECHRA.

Une péremption moindre des tests par rapport aux disques individuels dont certains

peuvent étre rarement utilisés et donc atteindre leur date de péremption.

L'inconvénient principal de cette technique est I'absence de commercialisation en France

d’une Ring® pour les bactéries a Gram négatif. Cette absence en France découle du fait que

les Rings® respectent la norme européenne EUCAST et non la norme AFNOR, ce qui rend

I'utilisation de ces Rings® inadéquate a la prescription d’antibiotiques critiques. Le laboratoire

a donc pris la décision de ne pas les distribuer en France pour éviter d’éventuels confusions et

abus (92).

5. Mastatest® de Vetoquinol
a) Rappels

Le mastatest® est un automate développé par le laboratoire Vetoquinol. Comme vu

précédemment, il permet d’obtenir une identification bactérienne du/des germes présents
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dans I’échantillon de lait de mammite en vingt-quatre heures. Cet automate détermine aussi
la CMI dans le lait de la bactérie identifiée pour les trois antibiotiques suivants (99) :

+ La pénicilline ;

% L'oxacilline ;
¢ Latylosine.

Sur les vingt-quatre puits qui constituent la plaque, six sont destinés a I'identification. Les
dix-huit autres contiennent des concentrations croissantes d’antibiotique (0.05, 0.1, 0.5, 1, 2
et 4 ug/ml). Les résultats sont transmis de maniére informatique au vétérinaire, et il apparait
en sus de la bactérie identifiée, son statut sensible ou résistant aux trois antibiotiques testés

ainsi que les CMI déterminées (99).

b) Intéréts et inconvénients

Les intéréts de cet automate ont déja été discutés précédemment : la réalisation de
I'analyse est facile et rapide et les résultats sont obtenus en 24 heures. Concernant I'analyse
de la sensibilité aux antibiotiques, le principal avantage réside dans |'obtention des CMI dans
le lait, ce qui se rapproche davantage des conditions rencontrées lors de l'utilisation de
traitements intra mammaires qu’avec la méthode des disques de référence qui se base sur les
CMI obtenues en milieu enrichi ou sur sérum humain. Les études portant sur la comparaison
de I'estimation des résistances avec le Mastatest® et avec |'antibiogramme classique réalisé
en laboratoire tendent a montrer une surestimation des résistances par le Mastatest®, ce qui
peut s’expliquer justement par la détermination des CMI dans le lait (99). De plus, pour
Streptococcus uberis, la valeur de la CMI par rapport a la pénicilline permet de donner un
facteur pronostique de la réussite du traitement, de méme que la résistance ou non de
Staphylococcus aureus aux pénicillines. Cependant, cette méthode ne permet de tester la
sensibilité des bactéries identifiées qu’a, seulement, trois antibiotiques, et les
fluoroquinolones n’en font pas partie. Le Mastatest® ne peut donc pas appuyer et justifier le
traitement des mammites séveres avec |'utilisation d’antibiotiques critiques. L'interprétation
de ces résultats reste de méme a nuancer. Les résultats de sensibilité, notamment a la

pénicilline, indiguent principalement les chances de réussite du traitement.
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6. La méthode E-test

La méthode E-test permet de donner la mesure précise de la CMI d’un antibiotique
donné, en utilisant la technique de diffusion en milieu gélosé. Cette méthode est apparue dans
les années 1990 et est surtout utilisée en laboratoire du fait de son colt relativement
important. Elle nécessite peu de matériel spécifique pour sa mise en place : un inoculum
bactérien, un incubateur a CO;, une gélose Miiller-Hilton et des bandelettes spécifiques. Ces
bandelettes, notamment commercialisées par le laboratoire Biomérieux, doivent étre
stockées a 5°C et a I’abri de ’humidité (100).

Pour déterminer la CMI de I'antibiotique voulu, il est nécessaire d’ensemencer une
gélose Miiller-Hilton avec un inoculum bactérien contenant 10% UFC/mL sur laquelle on
déposera une bandelette contenant I'antibiotique, de sorte que la répartition de la molécule
se fasse selon un gradient précis. La lecture de la CMI se réalise aprés 24 a 48 heures

d’incubation a 37°C. La valeur de la CMI se lit a I'intersection entre la bandelette et I'ellipse

d’inhibition de la culture (101).

7] Gélose Miiller-Hinton
/[ o ensemencée
// -
/ —128
/4 ==

i Valeur de la CMI

E Bandelette du E-test

Figure 32 : Lecture du E-test (100)

Concernant I'application de cette méthode dans |'analyse de bactéries impliquées dans
les mammites, elle n’est pas encore répandue en routine, la méthode la plus répandue restant
la méthode des disques. Cependant, la détermination précise de la CMI pourrait étre utile
dans le suivi de la sensibilité de Streptococcus uberis a la pénicilline. En effet, les Streptococcus

uberis isolés des mammites bovines sont systématiquement sensibles aux pénicillines G et A.
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Une étude a montré que lorsque ces bactéries sont soumises a une pression antibiotique
sélective, leur sensibilité a la pénicilline G tend a diminuer, ce qui correspond a une
augmentation de la valeur de la CMI, corrélée a une apparition de mutation sur les PLPs, cibles
de la pénicilline G. L'obtention de la CMI du Streptococcus uberis isolé d’'une mammite permet
ainsi de déterminer si cette bactérie présente des mutations la rendant moins sensible aux
pénicillines (102). Une étude en cours avec la clinique de la Haute Auvergne dans le Cantal
cherche actuellement a déterminer si la diminution de la sensibilité des Streptococcus uberis
pourrait avoir une incidence sur la réussite du traitement. Dans ce cadre-Ia, le E-test pourrait
étre utilisé pour apporter une valeur pronostique, peut-étre méme pour adapter le traitement

en cas d’infection a Streptococcus uberis.
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7. Bilan : Tableau récapitulatif des différents tests existants

Tableau XXII : les différents tests utilisables pour apprécier la sensibilité bactérienne et leurs caractéristiques

Principe

Matériel

spécifique

Simplicité réalisation et
lecture

Avantages

Inconvénients

Kirby-Bauer :
méthode des
disques

Kit Speed
Mam Color

Rings®
DECHRA

E-Test

Mesure des diameétres
d’inhibition, comparaison
aux valeurs de référence

Test rapide permettant de
déterminer la sensibilité a
11 antibiotiques et 5
associations
d’antibiotiques

Mesure des diamétres
d’inhibition, comparaison
aux valeurs de référence

Détermination des
résistances a la pénicilline,
l'oxacilline et la tylosine.

Détermination de la CMI.

- Gélose
- Disques

d’antibiotiques

- Pied a
coulisse
- Incubateur

- Kit
- incubateur

- Gélose

- Rings®
fournies

- Incubateur
- Plaque de
lecture

- Automate
- Cassette

- Gélose

- Bandelette E-

test

Peu cher, environ
10 euros par
analyse.

Peu cher

Peu cher, Rings®
fournies
gratuitement par
Dechra

Prix d’achat de
I'automate
relativement cher

Cher

Nécessité de déposer les
disques antibiotiques un
par un puis de mesurer

les disques précisément.

Facile a réaliser,
interprétation pas
toujours évidente.

Tres facile : un seul
anneau a poser, lecture
grace a une plaque
spécifique

Trés facile

Facile

Peut étre utilisée pour la
prescription
d’antibiotiques critiques
(Norme AFNOR NF U47-
107).

Facile et rapide.

Méthode facile a mettre
en place, rapide et peu
couteuse.

Obtention des CMI

Obtention

Contraignante pour le
stockage et
I'approvisionnement en
disques antibiotiques.

Peu précis, pas de détection
des Staph. aureus
producteurs de B-
lactamases.

Pas d’anneaux disponibles
en France pour les bactéries
Gram-.

Données pour seulement
trois antibiotiques.

Peu utilisé en routine,
couteux.
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IIl.  Bilan : quand est-il intéressant de réaliser des analyses de
lait ?

A. Déterminer la nature de I’'agent pathogene

La détermination de la nature de I'agent pathogene doit étre systématique lors de la
détection d’une mammite par le vétérinaire et I'éleveur. En effet, elle donne des
renseignements précieux sur le traitement a administrer et son résultat permet de donner
une estimation du succés ou non du traitement. Le schéma présenté ci-contre dans la Erreur !
Source du renvoi introuvable. indique la démarche que I'on peut suivre lors du diagnostic d'une
mammite. |l est important de souligner que cela reste des pistes de réflexion, il est
indispensable pour réaliser un diagnostic bactériologique de mettre un ceuvre une méthode

connue et maitrisée, de maniére a éviter au maximum les erreurs de diagnostic.

[ ]

Pas d'atteinte
de l'état
général

Atteinte de Mammite
|'état général subclinique

> - AINS — .
Analyse en ferme, rapide AIN.S o S Traitement de Iétat de IREEECHELIE
Ex : Mastatest, Mastigram+ > Antibiotiques choc ou PCR

(voies générale et locale) - Fluoroquinolones (voie

. " - générale)
Bactériologie en clinique Bactériologie en clinique

Ex : Mastatest, géloses ou en laboratoire
pluricompartimentées, méthode Isolement de la bactérie sur un
PathoB12 milieu non sélectif

ANTIBIOGRAMME

Adaptation du

traitement (durée, Adaptation du

molécule) traitement (durée,
molécule)

Traitement
antibiotique adapté,

absence
d’antibiotiques

Antibiotique a
spectre étroit

au tarissement

Figure 33 : arbre de décision pour la réalisation de I'examen bactériologique (source personnelle)

B. Intérét de déterminer la sensibilité de la bactérie identifiée aux antibiotiques

L’intérét de déterminer la sensibilité aux antibiotiques de la bactérie identifiée dépend
de sa nature. En effet, pour certaines bactéries, les données de résistance sont connues et ne
justifient pas la réalisation d’un antibiogramme pour la mise en place du traitement. La
détermination de la sensibilité des bactéries prend du sens lors de mammites récidivantes, ou
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dans le cadre d’un suivi d’élevage pour déterminer des profils de résistance a I’échelle de
I’élevage. Enfin, la recherche de résistances parmi ces bactéries permet un état des lieux de la
situation globale et de I’évolution de la sensibilité globale des bactéries a I’échelle régionale
ou nationale. La

Figure 34 : arbre de décision pour la détermination de la sensibilité de la bactérie en fonction de
sa nature (illustration personnelle)présente la démarche a suivre concernant la détermination de
la sensibilité aux antibiotiques d’une bactérie isolée d’un cas de mammite clinique non

récidivante.

Mammite sévére a

Gram-
Ex : E. coli, Klebsiella

Staphylococcus Streptococcus Autres
aureus uberis pathogénes

Détermination des S. aureus ) B
producteurs de p- Détermination de la

lactamases CMI a la pénicilline
Ex : méthode des disques, Ex : E-test, Mastatest
Mastatest, test rapide

Antibiogramme selon
la norme AFNOR

Utilisation - Adaptation de la durée
d’antibiotiques du traitement
critiques - valeur prédicitive du
succes du traitement

Figure 34 : arbre de décision pour la détermination de la sensibilité de la bactérie en fonction de sa nature (illustration
personnelle)
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TROISIEME PARTIE : Bactériologies et antibiogrammes a la clinique
de Saint Symphorien sur Coise entre 2018 et 2022 : réalisations,
intérét en pratique et bilan sur les résistances aux antibiotiques

Introduction

Cette étude vise a analyser les résultats des identifications bactériennes ainsi que des
antibiogrammes réalisés au cabinet vétérinaire de Saint Symphorien sur Coise dans le cadre

de mammites bovines, de 2018 a 2022.

Comme vu précédemment, les infections mammaires et leur traitement sont un sujet
important en médecine vétérinaire, autant pour I'éleveur qui cherche a obtenir la guérison de
ses bovins et pour le consommateur qui souhaite consommer des produits laitiers de qualité,

que pour la santé publique dans un contexte ou |'antibiorésistance devient omniprésente.

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre étude visant a montrer I'intérét que présente la
réalisation de ces analyses en cabinet. Les données que nous avons collectées nous ont permis
d’établir d’identifier les bactéries rencontrées dans la clientele ainsi que leurs profils de
résistances aux antibiotiques et leurs évolutions. L’analyse des résultats montre que la prise
en charge des mammites a été adaptée en fonction des résultats des analyses de
bactériologie. Enfin, nous avons comparé les résultats obtenus dans notre clientele avec les

données nationales produites par le RESAPATH.
Il.  Matériel et méthodes

A. Choix des analyses retenues pour |'étude
1. Origine des données

L’étude porte sur I'’ensemble de la clientéle du cabinet vétérinaire de Saint Symphorien
sur Coise dans le Rhone (69), du 10 janvier 2018 au 11 aolt 2022. Les analyses étudiées sont
les identifications bactériennes dans du lait de bovin et les antibiogrammes qui en ont
découlé, réalisés au sein du cabinet par les vétérinaires de la structure. Nous avons choisi

d’écarter de notre étude les résultats d’identification restreints au Gram de la bactérie sans le
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nom de I'espéce bactérienne. Seules les analyses réalisées au cabinet ont été étudiées. Les

rares analyses menées dans des laboratoires extérieurs sont exclues de I'étude.

Les résultats de ces analyses notés dans des cahiers stockés au cabinet ont été saisis
de maniere informatique dans un document Word ou PDF et compilés dans une base de
données sur un serveur informatique. C'est a partir de cette base de données que le travail
présenté par la suite a été conduit avec un total de 612 analyses provenant de 64 élevages

différents dont :

- 21 élevages dans la Loire (42) ;

- 43 élevages dans le Rhone (69).

2. Réalisation des analyses au cabinet

a) Prélevements

Les analyses sont réalisées sur des échantillons de lait frais ou congelés. Les
prélévements sont réalisés dans la majorité des cas par les éleveurs. Le prélevement doit se
faire de maniere aseptique comme décrit dans la partie précédente. Pour expliquer la

méthode aux éleveurs, les vétérinaires leur fournissent un document explicatif (annexe 1).

b) Bactériologies

Tous les vétérinaires du cabinet sont formés a la réalisation des bactériologies. Celles-ci
sont réalisées au sein du cabinet, dans une piéce dédiée. Les bactériologies sont réalisées
selon la méthode Patho-12 décrite précédemment. Cela permet d’identifier les levures et les

bactéries de type :

- Streptococcus uberis, agalactiae, dysgalactiae, bovis et les streptocoques
environnementaux

- Les entérobactéries

- Trueperella pyogenes

- Lactococcus spp

- Staphylococcus aureus
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- Les staphylocoques a coagulase négative
- Corynebacterium bovis

- Escherichia coli

- Klebsiella spp

- Proteus spp

- Pseudomonas spp

- Serratia spp.

Si cette méthode n’est pas concluante, alors une coloration de Gram est réalisée pour pouvoir

ensuite réaliser un antibiogramme adapté.
c) Antibiogrammes
Les antibiogrammes sont réalisés a la suite des bactériologies lorsqu’une ou plusieurs
bactéries sont mises en évidence dans I’échantillon de lait. lls sont réalisés selon la méthode

des disques apres isolement bactérien, en respectant la norme AFNOR NF U47-107. Les

différents antibiotiques dont la sensibilité est testée sont présentés dans le
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Tableau xxi.

La cefotaxime est une céphalosporine de troisieme génération utilisée en médecine humaine.
Son équivalence en médecine vétérinaire est le ceftiofur. Au sein de notre étude, les
sensibilités a I’'encontre de la cefotaxime nous communiquent ainsi des informations sur la

pertinence d’un traitement au ceftiofur.
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Tableau XXII : les disques antibiotiques utilisés en fonction de la famille de la bactérie isolée

Disque antibiotique | Famille des Famille des Famille des
streptocoques et staphylocoques entérobactéries
entérocoques

Oxacilline NON

Erythromycine

Clindamycine

Céfalexine

kanamycine

Tétracycline

Lincomycine

TMPS

Pénicilline G

Céfoxitine
Pénicilline
Framycétine
Pirlimicyne
Amoxicilline + acide
clavulanique
Céfotaxime

Acide nalidixique
Néomycine
Cefquinome

C. Traitement des données

1. Classement des données

Les données ont été re-saisies manuellement dans des tableurs Excel. Dans un premier
temps, les données provenant du Rhoéne et celles provenant de la Loire ont été traitées
séparément. Nous avons reporté les différentes analyses par année, puis les analyses
provenant des deux départements ont été compilées par bactérie, avec une bactérie par

onglet.

Les données ont été classées comme dans le Tableau XXIV.
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Tableau XXIV

Informations
générales

Information sur
le prélevement

Résultat de Ia
bactériologie

Résultat de
I'antibiogramme

Traitement

Conseils

Nom/numéro de
vache

Date de I'analyse
Quartier

Etat de la lactation

Rang de lactation

Pathogene

Nom de I'antibiotique
Diametre d’inhibition
Spécialité
Posologie
Réforme ?

Tarissement ?

: Récapitulatifs des informations récoltées et collectées dans des tableaux Excel

Exemple : Lisette

Ji/mm/aaaa

AvD ou AvG ou ArD ou ArG

M (mammite) ou C (cellules) ou T
(tarissement) ou apres ttt (aprées
traitement)

Exemple : 1

Nom de la bactérie/levure

Ou Stérile

Ou Polycontaminé

Roulou$S

Exemple : 20

Nom du/des médicaments
Dose et durée
Oui ou Non

Oui ou Non

Tous les comptes rendus utilisés ne comprennent pas l'entiéreté des informations

présentées dans le tableau ci-dessus, certains éleveurs n’ayant pas communiqué la totalité

des informations. Selon les parameétres que nous étudions, si I'information est manquante,

I’analyse n’est pas prise en compte pour notre étude.

2. Analyses des données

Les graphiques, figures et tableaux ont été réalisés avec un tableur Excel. L’analyse

statistique des données récoltées a été réalisée avec le logiciel R et I'interface R Studio (R Core

Team 2022).

Notre premier objectif était d’étudier les analyses récoltées sur notre clientéle. Pour

cela, nous avons tout d’abord étudié les résultats des analyses bactériologiques pour

déterminer les fréquences d’identification des pathogénes. Ensuite, nous nous sommes

intéressés aux résultats des antibiogrammes. Nous avons étudié les résistances aux différents

antibiotiques testés. Pour cela, nous avons établi les fréquences de sensibilité des bactéries

aux antibiotiques en excluant les pathogénes déterminés intermédiaires ou résistants a
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I"antibiotique donné. Nous avons décidé de séparer les bactéries gram négatif et gram positif
pour une question de lisibilité des tableaux. Enfin, nous avons étudié les variations de
sensibilité des staphylocoques a coagulase négative sur la durée de notre étude : de 2018 a

2022.

Notre deuxiéme objectif était de comparer les résultats de nos analyses centrées sur la
clientéle de Saint Symphorien sur Coise avec les résultats du RESAPATH qui regroupe des
analyses provenant de la France entiere. Nous avons voulu déterminer s’il existe des
différences significatives entre les proportions de pathogénes retrouvés ainsi qu’entre les

pourcentages de sensibilité aux antibiotiques dans ces deux groupes.

» Concernant les proportions de pathogénes qu’on retrouve a Saint Symphorien sur

Coise et les proportions du RESAPATH

Nous avons utilisé le test du Chi? de conformité pour déterminer s’il existe une différence
significative entre les proportions de pathogenes qu’on retrouve a Saint Symphorien sur Coise
et les proportions du RESAPATH, dans un premier temps de maniére générale puis, dans un
deuxieme temps, pathogene par pathogéne. Les conditions de validité du test sont
respectées, car on considére que les individus des deux populations sont indépendants ; et
tous les effectifs attendus sous I’hypothese nulle sont supérieurs ou égaux a cing. Les calculs

ont été réalisés avec les fonctions chisg.test() et prop.test().
» Concernant les différences de sensibilité aux antibiotiques des différents pathogénes

Nous avons ici étudié les différences significatives entre les sensibilités aux antibiotiques
des différents pathogenes identifiés. Nous avons seulement pu comparer ces sensibilités
lorsque nous avions les résultats des antibiogrammes pour les mémes antibiotiques testés sur
les mémes bactéries. Pour cela nous avons utilisé soit le test du Chi2 soit le test exact de Fisher.
En effet, nous considérons toujours que les individus des deux populations sont indépendants.
Cependant, certains effectifs attendus sous I'hypothése nulle n’étaient pas supérieurs ou
égaux a cing, ce qui nous a entrainé a utiliser le test de Fisher dans ces cas-la (annexe 2). Les

calculs ont été réalisés avec les fonctions prop.test() et fisher.test().

111



Ill.  Résultats de I’étude

Cette étude se divise en deux parties. Dans un premier temps, nous présenterons et
étudierons les résultats des analyses obtenus sur la clientéle étudiée. Dans un deuxiéme
temps, nous comparerons les profils de bactéries et leurs résistances obtenues au cours de

notre étude avec les données publiées par I’ANSES en 2020 du RESAPATH national.

A. Présentation des résultats des analyses sur la clientéle étudiée

1. Présentation des résultats des bactériologies réalisées entre 2018 et 2022 au
cabinet

Dans cette partie, nous comptabilisons tous les examens bactériologiques réalisés sur
des échantillons de lait de bovin au sein du cabinet sur cette période, ce qui correspond a un

total de 612 analyses.

Résultats des analyses
bactériologiques

B agent pathogene identifié
prélevement stérile

M prélevement polycontaminé

Figure 35: répartition des analyses en fonction du résultat

Sur I'ensemble des analyses bactériologiques réalisées, nous identifions I'agent
pathogene impliqué dans la mammite dans 77% des cas, les 23% restants correspondant a des

échantillons stériles ou polycontaminés.
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On va s’intéresser a l'identification de ces agents pathogénes dans le Erreur ! Source

du renvoi introuvable..

Tableau XXV : prévalence des pathogeénes détectés a I'aide des analyses réalisées a Saint Symphorien sur Coise de 2018 a
2022

Pathogénes Prévalence Fréquence (%) ‘

Staphylocoques a coagulase négative 182 38,48

Staphylococcus aureus 52 10,99

Streptococcus uberis 74 15,64
Streptococcus dysgalactiae 43 9,09
Streptococcus agalactiae 2 0,42
Streptococcus bovis 2 0,42
Streptocoques autres 5 1,06
Enterococcus 40 8,46
Corynebacterium 16 3,38
Escherichia coli 35 7,40
Klebsiella spp 7 1,48
Serratia spp 7 1,48
Pseudomonas spp 2 0,42
Levures 6 1,27

De 2018 a 2022, 473 analyses bactériologiques réalisées dans le cadre de notre étude
ont permis d’identifier I'lagent pathogéne responsable de la mammite bovine de I’échantillon
de lait considéré. Selon notre étude, on observe différents types d’agents pathogenes : des
bactéries (98,7%) de genre Staphylococcus (49,5%) avec Staphylococcus a coagulase négative
et Staphylococcus aureus, Streptococcus (26,6%) avec principalement Streptococcus uberis,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus agalactiae et Streptococcus bovis, Enterococcus
(8,4%), Escherichia coli (7,4%), Corynebacterium bovis (3,4%), Klebsiella spp (1,5%), Serratia
spp (1,5%) et Pseudomonas spp (0,4%) ; ainsi que des levures (1,3%).

2. Etude des fréquences des sensibilités selon la bactérie sur la clientele

Cette partie se base sur les 425 antibiogrammes réalisés au sein de la clinique entre 2018 et
2022.

a) Les bactéries Gram négatif
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Dans cette partie, nous étudions les fréquences de sensibilité des bactéries Gram
négatif a différents antibiotiques. Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau XXVI :

Profils de sensibilité des bactéries Gram négatif selon les résultats des antibiogrammes réalisés au sein

de la clinique, de 2018 a 2022

On rappelle que Escherichia coli ne présente pas de résistance naturelle aux
antibiotiques testés, contrairement a Klebsiella spp et Serratia spp qui présentent une
résistance naturelle aux pénicillines, et donc a I"'amoxicilline. Pseudomonas spp présente,
quant a elle, de nombreuses résistances naturelles, notamment aux pénicillines et aux

céphalosporines de premiere génération, ainsi qu’aux quinolones et aux tétracyclines.

Tableau XXVI : Profils de sensibilité des bactéries Gram négatif selon les résultats des antibiogrammes réalisés au sein de la
clinique, de 2018 a 2022

Bactéries Escherichia coli Serratia spp Klebsiella spp Pseudomonas spp

Antibiotiques

Total %S Total %S Total %S Total %S
Amoxicilline 35 14 7 O(RN) 7 0 (RN) 2 0 (RN)
Cefotaxime (C3G) 35 80 7 100 7 86 2 50
Cefquinome (C4G) 1 0
Cefquinome + kanamycine 1 100
Acide nalixinique 34 82 7 100 7 100 2 50
(RN)
Néomycine 32 28 6 67 7 43 2 50
Tétracycline 35 69 7 29 7 57 2 50
(RN)
Sulfamide + TMPS 32 84 7 100 7 100 2 100

» Pour Escherichia coli

Dans cette étude, on observe un grand nombre de résistances acquises par E. coli,
notamment a I'amoxicilline (86% des bactéries résistantes) et a la néomycine (72% des
bactéries résistantes). La seule souche ayant été testée avec la cefquinome vy est résistante,
mais est sensible a I'association cefquinome et kanamycine. Néanmoins, on observe une
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bonne sensibilité de E. coli a la cefotaxime, I'acide nalixinique et I'association sulfamide
trimethoprime, avec environ 20% de bactéries résistantes a ces antibiotiques. Les

tétracyclines sont efficaces dans 69% des cas.
» Pour Serratia spp

Dans cette étude, on n’observe pas de résistances acquises par Serratia spp a la
cefotaxime, a I'acide nalixinique et a I'association sulfamide triméthoprime. On observe un
grand nombre de résistances acquises aux tétracyclines (71% de bactéries résistantes). Les
souches testées sont toutes résistantes a I'amoxicilline. La néomycine est efficace dans 67%

des cas.
» Pour Klebsiella spp

Dans cette étude, on n’observe pas de résistances acquises par Klebsiella spp a |'acide
nalixinique et a l'association sulfamide triméthoprime. Les souches testées sont toutes
résistantes a I'amoxicilline. On observe une bonne sensibilité de Klebsiella spp a la cefotaxime
(14% de résistances). Un nombre assez important de résistances acquises a la néomycine (57%

de résistances) et aux tétracyclines (43%) est observé.
» Pour Pseudomonas spp

Dans cette étude, on n'observe pas de résistances acquises par Pseudomonas spp a
I’association sulfamide triméthoprime. Les souches testées sont toutes résistantes a
I"amoxicilline. On observe une sensibilité intermédiaire de Pseudomonas spp a la cefotaxime,

a I'acide nalixinique, a la néomycine et a la tétracycline (50% de résistances).

b) Les bactéries Gram positif

Dans cette partie, nous étudions les fréguences de sensibilité des bactéries Gram
positif a différents antibiotiques. Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau XXVII :

Profils de sensibilité des bactéries Gram positif selon les résultats des antibiogrammes réalisés au sein

de la clinique, de 2018 a 2022

On rappelle que les staphylocoques sont naturellement résistants aux quinolones de premiere
génération et a la colistine. Les streptocoques sont naturellement résistants aux quinolones

de premiere génération et a la colistine, et présentent une résistance de bas niveau aux

115



aminosides. Les entérocoques présentent une résistance naturelle aux céphalosporines, aux

quinolones, aux sulfamides et une résistance de bas niveau aux aminosides.
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Tableau XXVII : Profils de sensibilité des bactéries Gram positif selon les résultats des antibiogrammes réalisés au sein de la clinique, de 2018 a 2022

BrEEes Staphylocoques a Staphylococcus Streptococcus Streptococcus Streptococcus Streptococcus Enterocoques
s Fepee coagulase négative aureus uberis Dysgalactiae agalactiae
7 Total %S Total %S Total %S Total %S Total %S Total %S Total %S
Pénicilline 165 60 49 82 1 0
Oxacilline 68 50 41 49 2 50 2 100 38 34
Cefalexine 157 92 46 89 67 88 42 88 2 100 2 100 37 84 (RN)
Cefoxitine 167 75 49 63 1 0
Cefotaxime 1 0 (RN)
Cefquinome 1 0 (RN)
Cefquinome + kanamycine 1 100
Framycétine 156 92 49 94
Gentamycine 2 100 9 78
Pirlymicine 112 79 36 89 62 71 31 84 1 100 1 100 31 65
Clindamycine 42 74 7 100 9 100 1 100 1 100 6 67
Erythromycine 166 74 47 79 69 78 42 79 2 100 2 100 38 63
Tétracycline 4 0 1 100 66 77 42 31 2 100 2 100 38 58
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» Pour les staphylocoques a coagulase négative

Dans cette étude, on n’observe pas de résistances acquises par les staphylocoques a
coagulase négative a la gentamycine. Au contraire, toutes les souches testées sont résistantes
a la tétracycline. On observe une trés bonne sensibilité des staphylocoques a coagulase
négative a la céfalexine et a la framycétine (8% de résistances) et une bonne sensibilité a la
céfoxitine, la pirlymicine, la clindamycine et I’érythromycine (entre 20% et 30% de

résistances).
» Pour Staphylococcus aureus

Dans cette étude, on n’observe pas de résistances acquises par Staphylococcus aureus aux
tétracyclines. On observe une trés bonne sensibilité de Staphylococcus aureus a la
framycétine, a la céfalexine et a la pirlymicine (environ 10% de résistances), et une bonne
sensibilité a la pénicilline, a la gentamicine et a I'érythromycine (environ 20% de résistances).

La céfoxitine est efficace dans 63% des cas.
» Pour Streptococcus uberis

Dans cette étude, on n’observe pas de résistances acquises par Streptococcus uberis a la
clindamycine et a l'association cefquinome kanamycine. Au contraire, toutes les souches
testées sont résistantes a la pénicilline et a la céfoxitine. On observe une trés bonne sensibilité
de Streptococcus uberis a la céfalexine (12% de résistances) et une bonne sensibilité a la
pirlymicine, I'érythromycine et aux tétracyclines (entre 20% et 30% de résistances).

L’oxacilline est efficace dans 50% des cas.
» Pour Streptococcus dysgalactiae

Dans cette étude, on n’observe pas de résistances acquises par Streptococcus dysgalactiae
a la clindamycine. On observe une bonne sensibilité de Streptococcus dysgalactiae a la
pirlymicine et a la céfalexine (environ 15% de résistances) et une bonne sensibilité a
I’érythromycine (entre 20% et 30% de résistances). L'oxacilline est efficace dans 49% des cas.
Un nombre assez important de résistances acquises aux tétracyclines (69% de résistances) est

observé.
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» Pour Streptococcus agalactiae

Dans cette étude, on n’observe pas de résistances acquises par Streptococcus agalactiae
a la clindamycine, a la céfalexine, a la pirlymicine, a I'érythromycine et aux tétracyclines.

L’oxacilline est efficace dans 50% des cas.
» Pour Streptococcus bovis

Dans cette étude, on n’observe pas de résistances acquises par Streptococcus bovis a
I'ensemble des antibiotiques testés: la clindamycine, la céfalexine, la pirlymicine,

I’érythromycine, I'oxacilline et les tétracyclines.
» Pour les entérocoques

Dans cette étude, toutes les souches testées sont résistantes a la céfotaxime et a la
cefquinome. On observe une bonne sensibilité des entérocoques a la céfalexine (16% de
résistances) et une sensibilité intermédiaire a la pirlymicine, a la clindamycine et a
I’érythromycine (environ 35% de résistances). Les tétracyclines sont efficaces dans 58% des
cas. Un nombre assez important de résistances acquises a |'oxacilline (66% de résistances) est

observé.

3. Evolution des résistances sur la période d’étude : exemple des
staphylocoques a coagulase négative

Dans cette partie, nous avons voulu étudier les variations de sensibilité des
staphylocoques a coagulase négative sur la période de I'étude. Cette évolution est observable

sur cing ans, et regroupe un ensemble de 166 antibiogrammes pour six antibiotiques testés.

Tableau XVIII : Nombre de souches testées par antibiotiques et par année au sein de la clinique durant les cinq années de
I'étude

Erythromycine Céfalexine Pénicilline Céfoxitime Framycétine Pirlymicine

33 28 33 33 26

2019 32 28 32 32 31 11
W 45 44 45 45 45 45
m 34 34 34 34 32 34
m 23 23 23 23 22 22

119



Evolution de la sensibilité des Staohylocoques a coagulase négative pour les antibiotiques testés entre 2018 et
2022 a Saint Symphorien sur Coise
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Figure 36 : évolution de la sensibilité des Staphylocoques a coagulase négative pour les antibiotiques testés entre 2018 et

2022 a Saint Symphorien sur Coise

Remarque : les chiffres notés sur les barres de I’histogramme indiquent le nombre d’antibiogrammes réalisés par année et
par antibiotique.

Concernant les résistances a I'érythromycine et la pénicilline, elles diminuent entre
2018 et 2019 pour ensuite stagner de 2019 a 2021 puis augmenter fortement entre 2021 et
2022 : concernant I’érythromycine on passe d’environ 20% de souches résistantes a
guasiment 50% de souches résistantes, et concernant la pénicilline on passe d’environ 30% de

souches résistantes a plus de 60% de souches résistantes.

Concernant les résistances a la céfalexine et a la framycétine, elles suivent
sensiblement les mémes évolutions. On note une augmentation des résistances entre 2018 et
2020 pour ensuite connaitre une légere diminution entre 2020 et 2021, et de nouveau une

augmentation entre 2021 et 2022.

Concernant les résistances a la céfoxitine, elles diminuent légerement de 2018 a 2021

pour augmenter fortement entre 2021 et 2022 avec 20% de souches résistantes en plus.
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Concernant les résistances a la pirlymicine, elles augmentent de 20% entre 2019 et
2020, pour ensuite diminuer de 15% entre 2020 et 2021 et de nouveau augmenter fortement

entre 2021 et 2022 : on passe de moins de 10% de souches résistantes a plus de 50%.

De maniere générale, on remarque que pour les six antibiotiques testés, la proportion de
souches résistantes parmi les souches testées a augmenté entre 2018 et 2022. De plus, on
remarque une hausse sensiblement importante de la proportion des souches résistantes pour
ces six antibiotiques entre 2021 et 2022. Cependant, il est important de souligner qu’au vue,
des variations d’échantillonnage, il est difficile de déterminer si ces variations sont réellement

significatives.

B. Comparaison des résultats de I'étude avec ceux du RESAPATH

1. Proportions des pathogénes

Dans cette partie, nous avons voulu étudier les différences et similitudes dans Ila
répartition des pathogénes impliqués dans les mammites bovines de 2018 a 2021 et détectés
par les bactériologies réalisées a la clinique de Saint Symphorien sur Coise et celles dont les
résultats sont compilés dans le RESAPATH. Cette étude est réalisée a I'aide de 407 résultats
de bactériologies réalisées a Saint Symphorien sur Coise et 16413 résultats de bactériologies

provenant du RESAPATH.

Dans un premier temps, nous avons considéré que les bovins laitiers de la clientéle de
Saint Symphorien sur Coise et ceux des clienteles du RESAPATH représentaient deux
populations distinctes avec des caractéristiques similaires. Nous avons voulu déterminer s'il
existait une différence significative de répartition des pathogénes responsables de mammites
entre ces deux populations. Les résultats du test du chi? témoignent d’une différence

significative de la répartition de ces pathogénes entre les deux populations (p-value <2,2.10°

16).

Dans un deuxiéme temps, nous avons voulu affiner les analyses dans le but de chercher
a savoir a quoi était di cette différence. Pour cela, nous avons cherché a déterminer, pour
chaque pathogéne détecté dans nos deux populations d’étude, s’il existait une différence

significative entre les proportions rencontrées dans nos deux populations. Les résultats sont
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présentés dans la Figure 37 : Prévalence des différents pathogénes identifiés a Saint Symphorien sur

Coise et par le Resapath, entre 2018 et 2021Figure 37.

Prévalence des différents pathogenes identifiés a Saint
Symphorien sur Coise et par le Resapath
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Figure 37 : Prévalence des différents pathogénes identifiés a Saint Symphorien sur Coise et par le Resapath, entre 2018 et
2021

Concernant les prévalences des pathogenes de mammite que nous avons obtenues grace
aux analyses réalisées et compilées entre 2018 et 2021 a Saint Symphorien sur Coise et par le

RESAPATH, nous observons que :

- Les prévalences des staphylocoques a coagulase positive (p-value = 0,9923), des
Klebsiella spp (p-value = 0,09939) et des Pseudomonas spp (p-value = 0,1793) ne sont
pas significativement différentes entre ces deux populations.

- Les prévalences des streptocoques (p-value = 0,0025), des Serratia spp (p-value =
0,01189) et des corynébactéries (p-value = 0,001434) sont significativement
différentes entre ces deux populations.

- Les prévalences des Escherichia coli (p-value < 2,2.10%%), des staphylocoques a
coagulase négative (p-value < 2,2.10°%) et des entérocoques (p-value = 1,115.10%%)

sont significativement différentes.
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Escherichia coli, Serratia spp et les streptocoques sont significativement plus souvent
détectés comme agents responsables de mammite bovine a I’échelle nationale. Au contraire,
les staphylocoques a coagulase négative, les entérocoques et les corynébactéries sont plus

souvent détectés au sein de la clientéle de Saint Symphorien sur Coise.

2. Proportions des résistances

Dans cette partie nous avons voulu étudier s’il existait des différences significatives
entre les profils de sensibilité aux antibiotiques des bactéries identifiées a Saint Symphorien
sur Coise et ceux des bactéries identifiées par le RESAPATH. Pour cela nous avons pris les
résultats des antibiogrammes entre 2018 et 2021. Nous avons uniquement comparé les
résistances aux antibiotiques pour lesquels nous avions des données dans les deux
populations. Des résistances croisées existant entre la clindamycine (testée a Saint
Symphorien) et la lincomycine (testée par le RESAPATH), nous avons donc comparé les
résistances a ces deux molécules de maniere indifférente. Il ne faut cependant pas perdre de
vue lors de la lecture des résultats que la différence importante de taille des effectifs a un

impact sur l'interprétation que I'on peut faire des résultats obtenus.
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Tableau XXVIII : comparaison des fréquences des sensibilités rencontrées au sein de nos deux populations d'études entre 2018 et 2021

Antibiotiques Escherichia coli Klebsiella spp Serratia spp Staph. coag Staph. aureus Streptococcus uberis  Streptococcus
neg dysgalactiae
Tétracycline 70% 78% 57% 83% 100% 93% 74% 81%
(30) (4271) (7) (300) (1) (1586) (50) (3669)

Gentamycine 100 99%
% (2007)
(2)

Sulfamide TMPS  [:EPS
(30)

87%
(4596)

100% 95% 100%  99%
(7) (312)  (7) (570)

Erythromycine ---- 80% 85% 80%  85%
(51) (3741) (35)  (622)
Pirlymicine 87%  93% 90% 95%
(90)  (200)  (30) (171)

Clindamycine/linco ---- 100% 82 % 100% 89%
mycine (7) (4025) (9) (681)
Pénicilline 63% 74%  79% 82%

(142) (2038) (43) (1698)

Amoxicilline

Cefquinome

Acide nalixinique

100% 92% 100% 100%
- (7) (196)  (7) (374)
Les cases colorées en rouge et les * témoignent d’une différence significative entre les deux valeurs de résistance
Le chiffre entre parenthése () correspond au nombre total de souches de la bactérie testée pour un antibiotique donné
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» Pour Escherichia coli

Concernant la tétracycline et I'association sulfamide triméthoprime, il n'existe pas de
différences significatives entre les proportions de résistances des souches d’Escherichia coli
étudiées a Saint Symphorien et par le RESAPATH. Les souches étudiées a Saint Symphorien
sont significativement plus résistantes a la néomycine, a I'amoxicilline, a la cefquinome et a

I'acide nalixinique que celles étudiées par le RESAPATH.
» Pour Klebsiella spp

Concernant la tétracycline, I'acide nalixinique et |'association sulfamide triméthoprime, il
n'existe pas de différences significatives entre les proportions de résistances des souches de
Klebsiella spp étudiées a Saint Symphorien et par le RESAPATH. Les souches étudiées a Saint
Symphorien sont significativement plus résistantes a la néomycine que celles étudiées par le

RESAPATH.
» Pour Serratia spp

Concernant l'acide nalixinique et I'association sulfamide triméthoprime, il n'existe pas de
différences significatives entre les proportions de résistances des souches de Serratia spp
étudiées a Saint Symphorien et par le RESAPATH. Les souches étudiées a Saint Symphorien
sont significativement plus résistantes a la néomycine que celles étudiées par le RESAPATH.
Les souches étudiées a Saint Symphorien sont significativement moins résistantes aux

tétracyclines que celles étudiées par le RESAPATH.
» Pour les staphylocoques a coagulase négative

Concernant la gentamycine, la pirlymicine et la pénicilline, il n'existe pas de différences
significatives entre les proportions de résistances des souches de staphylocoques a coagulase
négative étudiées a Saint Symphorien et par le RESAPATH. Les souches étudiées a Saint
Symphorien sont significativement plus résistantes a la tétracycline, a I’érythromycine, a la

lincomycine et a la céfoxitine que celles étudiées par le RESAPATH.
» Pour Staphylococcus aureus

Concernant la tétracycline, la pirlymicine et la pénicilline, il n'existe pas de différences

significatives entre les proportions de résistances des souches de Staphylococcus aureus

125



étudiées a Saint Symphorien et par le RESAPATH. Les souches étudiées a Saint Symphorien
sont significativement plus résistantes a la tétracycline, a I'érythromycine, a la lincomycine et

a la céfoxitine que celles étudiées par le RESAPATH.
» Pour Streptococcus uberis

Concernant la tétracycline, I’érythomycine et la lincomycine, il n'existe pas de différences
significatives entre les proportions de résistances des souches de Streptococcus uberis
étudiées a Saint Symphorien et par le RESAPATH. Les souches étudiées a Saint Symphorien

sont significativement plus résistantes a I'oxacilline que celles étudiées par le RESAPATH.
» Pour Streptococcus dysgalactiae

Concernant I'érythomycine et la lincomycine, il n'existe pas de différences significatives
entre les proportions de résistances des souches de Streptococcus dysgalactiae étudiées a
Saint Symphorien et par le RESAPATH. Les souches étudiées a Saint Symphorien sont
significativement plus résistantes a I'oxacilline que celles étudiées par le RESAPATH. Les
souches étudiées a Saint Symphorien sont significativement moins résistantes aux

tétracyclines que celles étudiées par le RESAPATH.

De maniere générale, nous pouvons observer que les proportions de résistances a la
gentamycine, a I'association sulfamide triméthoprime, a la pirlymicine et a la pénicilline ne
sont jamais significativement différentes entre nos deux populations quel que soit le
pathogene testé. Au contraire, concernant la néomycine, I'amoxicilline, I'oxacilline, la
cefoxitine et la cefquinome, les bactéries étudiées, quelle que soit leur espéce, sont
significativement plus résistantes a ces antibiotiques que celles dont I'antibiorésistance est
rapportée dans le RESAPATH. De plus, nous remarquons qu’a I'exception de la tétracycline,
les résistances sont significativement plus présentes au sein des bactéries de Saint

Symphorien qu’au sein du RESAPATH.
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V. Discussion

Dans cette partie, nous analyserons la réalisation de cette étude ainsi que ses résultats.

A. Témoignages des vétérinaires sur la réalisation des analyses en clinique

Les vétérinaires de la clinique de Saint Symphorien sur Coise réalisent leurs analyses
de lait au cabinet depuis 2016. Pour eux, I'intérét de les faire eux-mémes est multiple. Tout
d’abord, les prix proposés ainsi que les délais d’obtention des résultats sont moindres pour
les éleveurs : une bactériologie est facturée 18,76 euros hors taxe, un antibiogramme 21,98
euros et lorsque le préléevement revient stérile ou polycontaminé, seulement 13,40 euros sont
facturés. D’apres eux, cela encourage les éleveurs a réaliser ces analyses. Ensuite, la réalisation
mais surtout 'interprétation des analyses ayant lieu au cabinet, cela favorise la discussion
entre les vétérinaires et les éleveurs. Les éleveurs sont donc plus enclins a mettre en place un
traitement ciblé plutot qu’un traitement probabiliste. Des bilans annuels sont également
réalisés permettant de mettre en avant les points a améliorer. Ces analyses peuvent aussi
s’intégrer dans des services plus larges tels que des plans cellules ou des visites de traite. Enfin,
d’un point de vue plus personnel des vétérinaires, cela les encourage a continuer une auto-

formation et a se renseigner sur les actualités concernant la qualité du lait.

B. Résultats

» Sensibilité de la méthode

Sur le total des 612 analyses réalisées, I'agent pathogene a été identifié dans 77% des cas,
ce qui témoigne d’une sensibilité correcte de la méthode. En effet, dans la littérature, on
rapporte 10 a 30% de cas de mammite avec un résultat négatif en bactériologie réalisée dans
un laboratoire spécialisé, et couramment cette sensibilité est moindre en cabinet vétérinaire.
Or, ici nous avons seulement 23% de résultats négatifs. La sensibilité des bactériologies
réalisées a Saint Symphorien est donc aussi bonne que celles réalisées en laboratoire. De plus,
nous ne retrouvons que 3% de prélevements polycontaminés, ce qui témoignent d’'une bonne

formation et d’'une bonne implication des éleveurs lors du prélevement. Enfin, parmi les 20%
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de préléevements stériles, il ne faut pas oublier que certaines vaches avaient regu
préalablement au préléevement de lait un traitement antibiotique, ce qui pourrait expliquer

I'absence de pousse bactérienne.

» Prévalence des pathogénes

Concernant les pathogenes identifiés a Saint Symphorien sur Coise, on retrouve dans 39%
des bactériologies effectuées un staphylocoque a coagulase négatif, responsable de
mammites subcliniques. Dans une moindre mesure, on retrouve les streptocoques,
Staphylococcus aureus et Escherichia coli. Les autres pathogenes sont identifiés tres rarement.
Cette répartition des pathogenes est significativement différente de celle du RESAPATH : les
trois principaux pathogenes identifiés sont Escherichia coli, puis les streptocoques et enfin les
staphylocoques a coagulase négative. On remarque surtout de grandes variations entre les
valeurs obtenues concernant Escherichia coli, les staphylocoques a coagulase négative et les
entérocoques. A Saint Symphorien, on remarque que la quantité d’Escherichia coli détectée
est bien inférieure a celle du RESAPATH au contraire des staphylocoques a coagulase négative.
Nous expliquons ces importantes variations en partie par les pratiques spécifiques des
vétérinaires. En effet, il est répandu d’utiliser un antibiotique critique sur les mammites a
Escherichia coli. Cependant, cela nécessite un antibiogramme réalisé selon les normes AFNOR,
donc souvent en laboratoire car peu de cliniques sont accréditées. Cela peut contribuer au fait
qgue les analyses les plus souvent répertoriées par le RESAPATH portent sur Escherichia coli.
Au contraire, les vétérinaires de Saint Symphorien sur Coise ont une politique différente quant
a l'utilisation des antibiotiques critiques qu’ils n’utilisent que dans de tres rares cas. lls auront
tendance a conseiller la réforme pour une vache atteinte d’'une mammite a Escherichia coli
multirésistant. Leur approche se base plus sur la prévention et la gestion des mammites
subcliniques, ce qui peut expliquer le nombre important de staphylocoques a coagulase

négative détectés.
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» Evolution des résistances a travers I'exemple des staphylocoques a coagulase

négative

Nous avons étudié I'évolution des résistances uniquement sur les staphylocoques a
coagulase négative car nous avions trop peu de données concernant les autres pathogénes
pour espérer obtenir des résultats intéressants. Nous avons pris en compte les résistances
uniguement aux antibiotiques pour lesquels nous avions des données sur plusieurs années
consécutives. Nous observons globalement un maintien du taux de résistance entre 2018 et
2021. Cependant, nous observons une diminution de la sensibilité aux six antibiotiques testés
au cours de I'année 2022. Cette observation est a nuancer du fait que nous n’avons pas les
résultats d’antibiogrammes sur I'année entiére, mais seulement jusqu’au mois d’ao(t. Nous
avons donc globalement moins d’analyses sur I'année 2022, et nous pensons que cela peut
jouer sur I'impression d’augmentation des résistances. Les résultats que nous obtenons, c’est-
a-dire une diminution de la sensibilité sur les cinq dernieres années, ne sont pas similaires a
la tendance nationale (donnée par le RESAPATH) qui voit diminuer légérement le taux de

résistance des staphylocoques a coagulase négative pour ces antibiotiques.

> Profils de résistance des pathogeénes identifiés

Concernant Escherichia coli, hormis une forte résistance a 'amoxicilline et a la néomycine,
la majorité des souches testées sont sensibles aux autres antibiotiques, et notamment a
I'association sulfamide et triméthoprime (dans 84% des cas), qui est I'antibiotique de choix

lors d’'une mammite coliforme.

Les souches étudiées a Saint Symphorien présentent des profils de résistances différents
en majeur partie de celles du RESAPATH. On observe notamment une faible sensibilité de la
majorité des souches testées a Saint Symphorien aux béta-lactamines. De maniére générale,
les souches testées a Saint Symphorien sont significativement plus résistantes que celles
testées par le RESAPATH. Lorsque les antibiogrammes révelent des souches multirésistantes,
les vétérinaires conseillent la réforme pour éviter les récidives mais aussi la propagation de

bactéries multirésistantes et la contamination des autres individus.

Les vétérinaires de Saint Symphorien sur Coise se basaient jusqu’alors sur le RESAPATH

pour leur prescription lorsqu’ils n’avaient pas la possibilité de réaliser d’antibiogrammes. Ils
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pourront dorénavant se baser sur les statistiques établies dans cette étude qui refléteront plus
exactement les profils de résistance de leur clientele. Cependant, il est important de noter
gue pour certains pathogénes, nous n’avons que tres peu d’antibiogrammes réalisés : parfois
un antibiotique donné n’a été testé que sur une ou deux souches. Il est alors difficile de
conclure quant au profil de sensibilité de ce pathogéne par rapport a I'antibiotique étudié sur
I'ensemble de la clientele. Par exemple, deux souches de Streptococcus bovis ont été
identifiées et testées. Elles sont toutes deux sensibles aux six antibiotiques testés. Cependant,
il semble imprudent de se dire que tous les Streptococcus bovis de la clientele sont sensibles

a ces antibiotiques.

C. Avantages de I'étude

Cette étude réalisée sur cing ans porte sur des cas de mammites de plusieurs centaines
de vaches traitées par les vétérinaires de Saint Symphorien sur Coise. Cette étude se base sur
un total de 612 analyses bactériologiques et I'étude de I'antibiorésistance des bactéries isolées
est basée sur un ensemble de 425 antibiogrammes. Cela représente un échantillonnage

important.

Toutes les analyses ont été réalisées au sein du cabinet de Saint Symphorien sur Coise,
avec le méme protocole standardisé. De plus, les résultats sont tous reportés de la méme

maniere sur un fichier informatique. On a donc une bonne uniformisation des analyses.

Concernant la partie ol nous comparons les résultats obtenus au cours de notre étude
a ceux du RESAPATH, nous avons pris soin d'étudier les résultats sur la méme chronologie,
c'est-a-dire de 2018 a 2021. De plus, nous avons comparé uniguement les résistances aux
antibiotiques pour lesquelles nous avions, soit des données dans les deux populations, soit
des résistances croisées. Cela a donc permis d'avoir le moins de variabilité possible en dehors

des critéres que nous voulons étudier.

Enfin, un des avantages non négligeables de notre étude est qu’elle s’ancre dans une
problématique actuelle. De plus, la majorité des études portant sur l'analyse de

I'antibiorésistance des germes mammaires sont nationales, on ne retrouve que trés peu
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d’études a un niveau régional. L'avantage de notre étude est qu’elle analyse les résistances

d’une seule clientéle.

D. Limites de I’étude

La premiere limite de I’étude est un biais de sélection indépendant de notre volonté.
En effet, tous les éleveurs ne procédent pas de la méme maniére face aux mammites. Certains
prélévent le lait modifié ou appelle le vétérinaire de maniére systématique avant tout
traitement dans le but de réaliser des analyses bactériologiques alors que certains ne réalisent
ces analyses qu’en cas de récidive. Les résultats obtenus ne sont donc pas parfaitement

représentatifs de 'ensemble des mammites rencontrées sur cette clientéle.

La deuxiéme limite de notre étude est le manque d’information sur certaines analyses.
Les commémoratifs ainsi que certaines informations sur le traitement conseillé ne sont pas
systématiquement reportés sur le compte rendu numérique. De plus, nous n’avons aucune
information sur I'observance ainsi que sur la réussite du traitement. Au vu de ces absences,
nous avons fait le choix de ne pas analyser les traitements prescrits lorsque nous avions
I'information. Cependant, il aurait été intéressant de connaitre et d’analyser les succés et
échecs thérapeutiques pour mettre en avant l'intérét de la réalisation d’antibiogrammes et

donc d’un traitement adapté.

Enfin, concernant la partie ou nous avons comparé les résultats obtenus a la clinique
aux résultats du RESAPATH, la principale limite est I'inégalité du nombre d’analyses entre ces
deux bases de données. Il faut donc étre prudent sur I'interprétation des résultats notamment
d’antibiorésistance, car pour certains antibiotiques nous n’avons parfois qu’un seul résultat

d’analyse sur une seule souche bactérienne.
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CONCLUSION

Apres avoir dressé un état des lieux des connaissances sur les mammites bovines,
leur étiologie, leur diagnostic et les différents traitements utilisables, nous avons discuté des
résistances bactériennes aux antibiotiques couramment utilisés et de I'implication de ces
résistances sur la santé humaine, animale et pour la guérison des animaux. Nous avons dans
un deuxieme temps présenté les intéréts ainsi que les inconvénients de la réalisation
d’analyses bactériologiques en cabinet vétérinaire, et nous avons présenté les différentes
méthodes accessibles en cabinet pour la réalisation de ces analyses. Enfin, dans un dernier
temps, nous avons analysé les résultats bactériologiques du cabinet de Saint Symphorien sur

Coise, que nous avons comparés a ceux du RESAPATH.

Les mammites bovines sont principalement dues a des agents bactériens. Pour
déterminer quel agent est en cause, il est possible de s’appuyer sur la clinique de I'animal,
mais il est indispensable de réaliser un diagnostic précis pour mettre en place un traitement

adapté.

Au vu de I'importance de cette pathologie en élevage et des atteintes sociétales en
termes de réduction de l'utilisation d’antibiotiques, de nombreux outils se développent dans
le but d’aider a la détermination de I'agent pathogéne, mais aussi pour déterminer et suivre

les résistances bactériennes aux antibiotiques utilisés.

La mise en place d’un laboratoire de bactériologie au cabinet est facile et peu
couteuse, et apporte un avantage considérable pour I'éleveur et le vétérinaire dans la lutte

contre les mammites bovines.

Le suivi des analyses bactériologiques du cabinet de Saint Symphorien sur Coise nous
montre l'intérét de ses examens, qui permettent d’adapter le traitement et les conseils a
donner a I'éleveur en fonction des résultats. De plus, cette étude nous montre I'importance
d’une analyse locale, car la répartition des agents pathogenes ainsi que de leurs résistances
sont significativement différentes des données obtenues par le RESAPATH sur cette méme

période.
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ANNEXES

Annexe 1 : fiche explicative sur le prélevement aseptique de lait (Boehringer Ingelheim)

Prélévement

aseptique de lait

Le prélevement repose X
sur des gestes simples mais prects.
La rigueur de la réalisation de ces gestes

garantit la qualité du prélevement.

® Papier absorbant
® Feutre indélébile
alcoola 70°  ® Glaciere et pains de glace

sinfectante

Avant de procéder au prélévement, il convient de nettoyer puis de désinfecter
correctement le trayon.

® Désinfection :

® Nettoyage
- Lavette imprégnée d’eau savonneuse, - Mettre des gants,
- Essuyage avec du papier absorbant, - Désinfecter le trayon a I’aide d’un coton imprégné
- Renouveler tant que le papier n’est pas propre. d’alcool a 70° OU d’une lingette désinfectante,
en insistant tout particulizrement sur le sphincter.
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Technique de prélévement

Tenir le pot de prélévement
horizontalement dans la
main gauche pendant que
lam 1 ¢

©

1MnNer es "'t"!”(— S 1P1S
S ol avec la main
droite.

5

Reboucher le pot immé-
diatement.

7

Placer aussitot le préleve-
ment dans une glaciére.

L’envoi et la mise en culture
au laboratoire doivent se
faire sous 48 h.

Le prélevement peut étre
congelé pour une analyse
ultérieure.

entre le |

la main gauche de facon a

ians S(TIE

maintenu horizontalement.
Il n’est pas nécessaire de
prélever beaucoup de lait

pour effectuer une analyse
bactériologique.

[dentifier le prélevement
clairement avec un feutre
indélébile (n° de I'animal
et quartier préleveé).

S'il doit étre stocké en
échantillothéque, inscrire
également la date de
prélevement.

Par Bertrand Faroult et Philippe Le Page
commission Qualité du lait de la SNGTV
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Annexe 2 : Utilisation et résultats du test du khi2 ou du test de Fischer pour comparer la
sensibilité aux antibiotiques des différentes bactéries

Escherichia Klebsiella Serratia Staph. Staph. Strepto. Strepto.
coli spp spp coag neg aureus uberis dysgalactiae
09504 0,1068  0,04784 0,0006718 1 04418  0,00121

5,99E-14 9,73E-05 0,002639

Sulfamide 0,582 1 1 1
TMPS
2,2E-16 0,001162 0,473 0,5706
0,1274 0,3937

0,428 0,04974  0,3645 0,6078
lincomycine

0,00767  0,7727

9,40E-08

m 2,38E-09 2,20E-16

2,20E-16  4,22E-09

0,0002315
0,004911 1 1

Remarque : en noir et en gras les résultats obtenus avec le test du khi2 et en orange et en italique les résultats
obtenus avec le test de Fischer.
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