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Abstract

Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) comprises closely related species responsi-
ble for human and animal tuberculosis (TB). Efficient species determination is useful for epi-
demiological purposes, especially for the elucidation of the zoonotic contribution. In Algeria,
data on MTBC genotypes are largely unknown. In this study, we aimed to investigate the
occurrence and diversity of MTBC genotypes causing human and bovine TB in Northern
Algeria. During a two-year sampling period (2017-2019) in two regions of Northern Algeria,
we observed an overall prevalence of 6.5% of tuberculosis (TB) among slaughtered cattle,
which is higher than previous Algerian data yet comparable to neighboring countries. A total
of 296 Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) isolates were genotyped by spoligo-
typing: 181 from tissues with TB-like lesions collected from 181 cattle carcasses and 115
from TB patients. In human isolates, we identified 107 M. tuberculosis, seven M. bovis and
one “M. pinnipedii-like”, while for bovine samples, 174 isolates were identified as M. bovis,
three as M. caprae, three as “M. pinnipedii-like” and one as “M. microti-like’. The majority of
isolates (89.2%) belonged to 72 different known Shared International Types (SIT) or M.
bovis spoligotypes (SB), while we also identified seven new SB profiles (SB2695 to
SB2701). Twenty-eight of the SB profiles were new to Algeria. Our data suggest zoonotic
transmission in Sétif, where significantly more TB was observed among cattle (20%) com-
pared to the slaughterhouses from the three other regions (5.4%—7.3%) (p < 0.0001), with
the isolation of the same M. bovis genotypes from TB patients. The present study showed a
high genetic diversity of MTBC isolated from human and cattle in Northern Algeria. Even
though relatively small in terms of numbers, our data suggest the zoonotic transmission of
TB from cattle to humans, suggesting the need for stronger eradication strategies for bovine
TB.
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Author summary

To establish the circulating genotypes causing human and bovine tuberculosis (TB) in
Northern Algeria, spoligotyping was used to characterize 296 Mycobacterium tuberculosis
complex isolates of human (n = 115) and bovine (n = 181) origin. Molecular identification
showed that most human isolates were identified as M. tuberculosis, with few M. bovis iso-
lates, while among cattle, M. bovis, M. caprae, “M. pinnipedii-like” and “M. microti-like”
isolates were found. Among M. tuberculosis isolates, 84 (78.5%) were classified into six
families, with three prevailing genotypes (Latin-American Mediterranean (LAM), T clade
and Haarlem). Concerning M. bovis, three spoligotype profiles (SB0120, SB0121 and
SB0134) were predominant in Algeria, as in other Northern African countries. In addi-
tion, we identified some new M. bovis types (SB2695 to SB2701). For the first time in Alge-
ria, M. bovis was found in 6% of human cases analyzed in this study. Furthermore, we
documented regional variability in the prevalence of bovine TB among slaughtered cattle
and in the probability of human TB being caused by M. bovis, suggesting the zoonotic
transmission of M. bovis. This finding should draw the attention of Algerian health
authorities to the importance of the effective control of bovine TB, including the establish-
ment of traceability systems for livestock from the farm to slaughterhouse and between
farms.

Introduction

Among infectious diseases, tuberculosis (TB) is one of the most significant in terms of public
and animal health because of its high morbidity and mortality rate in humans, in addition to
the economic losses related to affected herds [1,2]. The infection is caused by bacilli of the
Mpycobacterium tuberculosis complex (MTBC) [3], which includes 11 (sub-) species: M. tuber-
culosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M. canettii, M. caprae, M. pinnipedii, M. suricattae,
M. mungi, M. orygis and the dassie bacillus. From those, M. tuberculosis is the most prevalent
causative agent of human pulmonary TB [4], infecting more than one-quarter of the world’s
human population [5]. M. tuberculosis can occasionally infect animals (e.g., birds, elephants,
and other mammals) that have prolonged and close contact with humans [6,7]. According to
the World Health Organization (WHO), more than 10 million human TB cases were reported
in 2018. The largest incidence rate of human TB occurred in the South-East Asian region, fol-
lowed by the African region and the Western Pacific, with 44%, 24% and 18% of new cases,
respectively [8].

M. bovis is the main causal agent of animal and bovine TB and can cause zoonotic TB in
humans through ingestion (e.g., the consumption of unpasteurized milk), inhalation and—less
frequently—by contact with mucous membranes and broken skin [9]. Human infection by M.
bovis is often associated with extra-pulmonary disease [10]. Data on the prevalence of M. bovis
in human infection are scarce but generally higher in low-income regions, with a high preva-
lence in cattle [11,12]. About 70,000 cases are estimated to occur annually in Africa [13].

Algeria is among the countries in which human and bovine TB are endemic. In 2018, more
than 23,000 cases of human TB were reported, with a high incidence of extra-pulmonary cases
(69.43%) [14]. This unexpected high level of reported extra-pulmonary TB may be linked to
the applied criteria for diagnosis, which are mostly based on (para)clinical (tuberculin skin
test, imaging and histopathology) rather than bacteriological findings (personal communica-
tion, National Reference Laboratory, Algiers). In general, TB laboratory diagnosis is limited to
conventional tools such as microscopic examination using the Ziehl-Neelsen (ZN) technique

PLOS Neglected Tropical Diseases | https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008894 November 30, 2020 2/18


https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008894

PLOS NEGLECTED TROPICAL DISEASES Mycobacterium tuberculosis complex isolated from humans and cattle in Northern Algeria

and sample culture on Lowenstein-Jensen (L-]J) medium. Concerning bovine TB, despite the
efforts made by the Algerian authority to control the disease by setting up a national screening
program based on tuberculin skin testing and the elimination of all positive cattle, combined
with abattoir meat inspection and the condemnation of affected carcasses, bovine TB remains
prevalent (3.6%) [15,16].

Over the last few years, the development of methods for the molecular epidemiology of TB
has helped to create a better understanding of this disease and its causative agent, MTBC [17].
Among these, spoligotyping is currently one of the most widespread. This simple PCR-based
approach is useful for studying the phylogeography of MTBC organisms from isolates or clini-
cal specimens. It relies on the polymorphism at one particular genomic region: the so-called
direct repeat (DR) locus [18]. Polymorphisms among isolates represent the presence or
absence of spacer sequences separating the direct repeats [19]. Results are represented as a
binary code or an octal designation and are analyzed with web tool databases, where strains
can be assigned to a specific clade and situated in a phylogenetic tree [20]. Spoligotyping has
proven to be a practical and discriminatory method for large-scale studies of the epidemiology
of M. bovis as well as for the differentiation of M. bovis from M. tuberculosis [21].

In Algeria, data on MTBC genotypes implicated in human and bovine TB are scarce or
non-existent. The objectives of this study were to conduct a molecular characterization of both
human and bovine MTBC in two departments of Northern Algeria using spoligotyping and to
identify the potential exchange of strains with other countries as well as between cattle and
humans.

Materials and methods
Ethics statement

The study protocol for human subjects was reviewed and approved by the Ethics committee of
the University of Sétif (Ref. Number 015/CED/2019). Obtaining informed consent was not
required for this study because individual patient data (age and sex) have been rendered and
reported anonymous so that the patient is no longer identifiable. The authorization to conduct
the field study in slaughterhouses (Ref. Number 449/IVW/17) was obtained from the Inspec-
tion Vétérinaire de Wilaya, operating under the auspices of the Direction des Services Vétéri-
naires (DSV, Ministry of Agriculture).

Study setting

The present study was conducted in two departments (wilayates) in Algeria: Béjaia is located
in the North (36° 45° 00" N, 5° 04’ 00" E), and Sétif, the capital of the highlands, is in North-
Eastern Algeria (36° 09° 00" N, 5° 26’ 00" E). According to the latest census (2018), Béjaia and
Sétif have populations of 978,050 and 1,489,495 inhabitants, respectively. The departments are
served by eight and seven diagnostic centers for human TB and respiratory disease control,
respectively. Human samples were collected from two of these TB diagnostic centers (Service
de Controle de la Tuberculose et des Maladies Respiratoires; SCTMR), with one each in Béjaia
and Sétif.

In general, the Northern region of the country is known for its agricultural activity, includ-
ing cattle breeding of different categories: local breeds (48%), cross-breeds (42%) and imported
breeds (10%). Béjaia is known for its dairy cattle and goat farms, while cattle and sheep farms
are concentrated in Sétif. Four municipal slaughterhouses were included in this study: Béjaia
center and Kherrata from the Béjaia department, and Sétif center and El-Eulma from the Sétif
department.
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Samples were collected over a period of two years, from November 2017 to November
2019, with the exception of human sampling in Sétif, which was limited to a one-year period
from November 2017 to December 2018.

Sample collection

The four included slaughterhouses were each visited twice a week throughout the study period.
All bovine carcasses subjected to sanitary inspection that presented macroscopic lesions such
as tubercles or foci with different types (caseous or calcified), single or multifocal, circum-
scribed or poorly delimited, were considered as TB-like lesions. All these carcasses were
included in the present study, making an average of about 10 cattle per day per abattoir. Tissue
samples were collected from typical tubercles or lymph nodes with TB-like lesions and stored
individually in sterile, labeled containers. All collected samples were transported to the
SCTMR of Béjaia and stored at -20°C for later batched bacteriological analyses. Information
related to the identification of each animal (age, sex and breed) and tissue sample (organ/tissue
affected and description of lesion) was recorded in our database.

For human TB, we exploited the isolates collected from the two SCTMRs located in Béjaia
and Sétif. These isolates were obtained from a total of 1952 presumptive TB patients submitted
to routine TB diagnostic procedures. Demographic data (age and sex) and laboratory out-
comes (ZN staining, culture and type of sample) were reviewed from medical records.

Tissue preparation and bacteriological analyses

All animal tissue samples were homogenized before bacteriological examination. Approxi-
mately 5g of each specimen was cut in a sterile Petri dish using sterile blades and forceps

to obtain fine pieces and further homogenized using a sterile mortar and pestle. The
obtained ground tissue was decontaminated by the modified Petroff method [22]. The
sediment of decontaminated samples was used for microscopic examination by ZN staining
and culture by inoculation on Coletsos and L-] media. Culture tubes were incubated at
37°C for 8 to 12 weeks, with weekly observation for the growth of colonies. The presence of
acid-fast bacilli (AFB) was checked by ZN staining. In accordance with routine practice,
human samples underwent microscopic examination by ZN staining and culture on L-]
medium.

Spoligotyping and phylogenetic analysis

For the genotyping of all isolates, a loop full of each positive culture was harvested in a sterile
Eppendorf tube and suspended in 0.5 ml of sterile distilled water. All isolates were then inacti-
vated by incubation at 100°C for 5 min in a boiling water bath and stored at -20°C until their
shipment to the Institute of Tropical Medicine in Antwerp, Belgium. For each isolate, 4 pl of
the denatured bacterial suspensions were used for spoligotyping following Kamerbeek’s proto-
col [21]. The M. tuberculosis (H37Rv, ITM 2008-03715) and M. bovis BCG (ITM 1998-00269)
reference strains were used as positive controls, while distilled water was used as a negative
control in each run. The analysis of spoligotyping data and construction of the dendrogram
were conducted by using the MIRU-VNTRplus international database (http://www.miru-
vntrplus.org), while the designations of international names for spoligotype profiles of bovine
origin were obtained from the Mycobacterium bovis spoligotype database (http://www.M.
bovis.org/). For a subset of isolates that were not closely grouped to the typical M. bovis or M.
tuberculosis spoligotypes, we also analyzed lineage-specific single-nucleotide polymorphisms
(SNPs) and the MTBC regions of difference (RDs).
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PhyloSNP

The PhyloSNP analysis is based on the identification of lineage-specific SNPs [23]. We used
optimized settings which differed slightly from those used by Cancino-Muioz (S1 Text). The
test consisted of two PCRs, one targeting SNPs specific for lineages 1, 2 and 5 (L1-L2-L5) and
the other for L3-1L4-L6, followed by Sanger sequencing (outsourced to Baseclear, The Nether-
lands). The sequences were aligned to the H37Rv M. tuberculosis reference strain using CLC
sequence viewer 8 and SnapGene viewer 4.2.9 (for visualization) to identify lineage-specific
SNPs as well as double peaks indicating mixed infections, if any were present.

Multiplex RD-PCR

We applied the two-step, multiplex PCR method based on genomic RDs (RD1, RD1mic,
RD2seal, RD4, RD9 and RD12) for the differentiation of M. tuberculosis, M. africanum, M.
bovis (BCG), M. caprae, M. microti, M. pinnipedii and M. canettii as described by Warren and
colleagues [24].

Data analysis

To calculate the p-values and odds ratio, we used MedCalc freeware (https://www.medcalc.
org/calc/odds_ratio.php; accessed 06/07/2020).

Results
Clinical data of cattle samples

A total of 3546 cattle carcasses were subjected to sanitary inspection for the detection of TB-
like lesions during the study period. Post-mortem inspection showed an overall prevalence of
carcasses with TB-like lesions of 6.5% (232/3,546), with inter-region variability representing
5.4% (35/650) of cattle in Kherrata, 6.1% (150/2,460) in Béjaia and 7.3% (23/316) in El-Eulma
abattoirs, which is significantly less compared to the 20% (24/120) in Sétif (p < 0.0001;

Table 1). The distribution of lesions in organs showed that tubercles were most often (66.8%)
localized in pulmonary lymph nodes, while 28.9% of cattle had lesions in both lungs and extra-
pulmonary organs (liver, head, heart, abdominal and thoracic cavities, thymus, female and
male genitalia, etc.) (Table 2 and Figs 1 and 2) and 4.3% of infected cattle had generalized TB
(Table 2 and Fig 3).

Out of the 232 tissue samples, 73 (31.5%) were AFB-positive by direct microscopy. Further,
bacterial growth was obtained for 181 samples (78%) (Fig 4), from which 64 were AFB-positive
by direct smear microscopy examination. We did not observe a difference in final positivity on
Coletsos versus L-] medium.

Table 1. Repartition of prevalence of bovine TB-like lesions in four abattoirs in Northern Algeria from November 2017 to November 2019.

Slaughterhouses No. of inspected cattle No. (%) of carcasses presenting suspected lesions of bovine TB No. (%) of culture positive samples
Béjaia 2,460 150 (6.1) 122 (81.3)
Kherrata 650 35 (5.4) 17 (48.6)
El-Eulma 316 23 (7.3) 23 (100)
Sétif 120 24 (20) * 19 (79.2)
Total 3,546 232 181

* OR =3.87 (95% CI 2.42-6.18); p<0.0001.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008894.t001
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Table 2. Summary of repartition of bovine TB-like lesions in various organs.

Tissues/organs No. of carcasses with
lesions
Pulmonary (LN) /Tissue 155
Pulmonary and extra- Lungs + liver (LN) 27
pulmonary Lungs and/or liver + head (LN) 14

Lungs and/or liver + mesenteric (LN)

Lungs (LN) + thoracic cavity

6
Lungs + pre-scapular or pre-crural (LN) 6
4
3

Lungs and/or manibrial + head + liver + mesenteric
(LN)

Lungs and/or mesenteric + head + pre-crural 2

+ manibrial (LN)

Lungs and/or testis + liver + precrural (LN) 2

Lungs + head+ prescrapular + mesenteric (LN) 1

Lungs (LN) + heart 1

Lungs + manibrial (LN) + thoracic cavity + thymus 1
Generalized tuberculosis 10

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008894.t002

Human samples and clinical isolates

In humans, a total of 115 cases were confirmed as being MTBC by culture (Fig 4), with 87
cases originating from the SCTMR of Béjaia (2-year sampling) and 28 from Sétif (1-year sam-
pling). Among the 115 confirmed TB cases, 83 (72.2%) were isolated from specimens associ-
ated with pulmonary disease (51 sputum, seven bronchial aspiration fluids and 25 gastric
aspirations) and 32 (27.8%) from extra-pulmonary specimens (18 pleural biopsies, one bowel
biopsy, nine pleural fluids, two pus and two cerebrospinal fluid). Gastric aspirates were
obtained from hospitalized adults with three smear-negative sputum specimens. Sixty-five
patients were males (sex-ratio 1.3) with an age range of 18-97 years (Table 3).

Spoligotyping analysis
Spoligotyping confirmed MTBC species for all isolates, identifying a total of 181 M. bovis, 107

M. tuberculosis, three M. caprae, four close to the seal profile (“M. pinnipedii-like”) and one
close to the vole profile (“M. microti-like”) (S1 Fig). Of the 115 human isolates, 107 were

Fig 1. Granulomatous alterations of pulmonary lymph nodes. (A) Multiple small circumscribed tubercles with
yellow content in the left tracheobronchial lymph node in a cow aged more than 5 years. (B) Transverse section
showing several white-yellowish, irregular foci in the medial mediastinal lymph node in a calf aged <2 years.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008894.9001
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Fig 2. Suspected lesions of bovine tuberculosis in extra-pulmonary organs. (A) A large focus of yellow caseating necrosis in the
liver tissue. (B) Numerous small, grey to white-yellowish, confluent tubercles in the uterus (miliary tuberculosis). (C) Round
tuberculous granuloma containing a yellow, dry caseous necrosis central, surrounded by a thin brown zone and an outer broader,
white-grey zone in the testis lymph node.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008894.9002

identified as M. tuberculosis, seven as M. bovis and one “M. pinnipedii-like”. No M. tuberculosis
was identified in cattle. The M. caprae, “M. microti-like” and three remaining “M. pinnipedii-
like” isolates originated from cattle.

In total, 97 distinct spoligotype patterns were identified, with 235/296 (79.4%) of isolates
being grouped into 36 clusters containing 2-61 isolates. Among the cattle isolates, a total of 42
different spoligotypes were identified, with 155/181 (85.6%) of isolates being grouped into 16
clusters containing 2-57 isolates (S1 Fig).

Overall, 264 (89.2%) isolates could be assigned to 72 different published Shared Interna-
tional Types (SIT) or M. bovis spoligotypes (SB), while 24 (8.1%) isolates could not be assigned
an SIT/SB (considered “orphans”) and eight cattle isolates were assigned to seven new SB pro-
files (SB2695 to SB2701) (Figs S1 and 5). Two of these new profiles (SB2695 and SB2696) dif-
fered by only one spacer from previously described M. bovis spoligotypes (SB0134 and SB1874,
respectively), while two others (SB2697 and SB2698) matched the “typical M. bovis profiles”
despite multiple spacer differences (S1 Fig). The remaining three new profiles were more dis-
tinct (S1 Fig).

Table 3. Demographics and clinical data characteristics of TB patients.

Parameters | No. (%) of TB patients

Sex

Male 65 (56.5)

Female 50 (43.5)

Age group

< 20 years 3(2.6)

21-60 years 60 (52.2)

> 60 years 24 (20.9)

Not recorded 28 (24.3)

Smear microscopy

Pulmonary form Positive 24 (28.9)
Negative 59 (71.1)

Extra-pulmonary form Positive 1(3.1)
Negative 31(96.9)

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008894.t003
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Fig 3. Generalized tuberculosis lesions in different bovine organs. (A) Small tubercles that are grey to white-yellowish on parietal
pleura (miliary disease). (B) Multiple tubercles that resemble pearls of a gray-reddish color in the lung tissue (pearl disease). (C) Large
caseous mass in the lung tissue.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008894.9g003

The SB2699 isolate from Sétif was grouped with two isolates from Béjaia showing the
SB2404 profile previously described in France (S1 Fig). These three cattle isolates were most
closely related to an “orphan” human isolate from Sétif and not far from the cattle isolate from

Bovine carcasses with TB-like lesions Human TB-presumptive cases tested by ZN

n= 232 staining and culture

n= 1952
1 1 Negative and/or
Ziehl-Neelsen staining Culture »| contaminated cultures
n=232 n=232 n= 1837
y ) 4 L 4 Jv v

Negative Acid- Positive Acid- Negative and/or Positive cultures Positive cultures

Fast Bacilli Fast Bacilli contaminated cultures n=181 n= 115
n=159 n=73 n=>51

}

>
<

Spoligotyping
PhyloSNP & . l l
¢ Atypical MTBC Ttypical MTBC
spoligotypes spoligotypes
Multiplex RD- |4 n=13 n=283
PCR

Fig 4. Schematic representation of the human and bovine sample analysis strategy.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008894.9g004
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El-Eulma with the new SB2701 profile, which in turn was closest to the “seal” profile (M. pinni-
pedii). The SB2701 strain was isolated from an adult (three-years-old) male bovine with miliary
TB (S2 Fig). RD-PCR analysis showed the typical “M. bovis” RDs profile with an absence of
RD4, RD9 and RD12 for SB2699 and SB2404, although an uninterpretable result was found
for RD4 in the case of the SB2701 isolate. PhyloSNP analysis did not detect any of the SNPs
specific for M. tuberculosis lineages L1 to L6 for any of these isolates. Despite the suggested
close link to the “seal” profile based on spoligotyping, the SB2701 isolate exhibited an RD2seal
band, which is typically missing from M. pinnipedii.

The last new profile (SB2700) most closely matched the “vole” profile (M. microti) (S1 Fig).
It was isolated from the caseous-calcified lesion of the right tracheobronchial lymph node of
an adult (two-year-old) male bovine (S2 Fig). Despite the suggested close link to the “vole”
profile based on spoligotyping, the SB2700 isolate exhibited the RD1mic band, which is typi-
cally missing from M. microti. RD9 and RD12 were missing, suggesting classification as M.
bovis, but no band was obtained with the RD4 primers, which is not in agreement with the M.
bovis classification. PhyloSNP analysis did not detect any of the SNPs specific for M. tuberculo-
sis lineages L1 to L6.

Twenty-eight of the spoligotypes from bovine origin, representing 23.7% (43/181) of our
cattle isolates, were not yet reported in Algeria (S1 Table). With the exception of five existing
SB types and the seven new SB types, all SB types have been reported before in neighboring
Northern African or Southern European countries (S1 Table). Most of the isolates belonging
to SB types previously reported in Algeria were part of a cluster in this study (S1 Table). The
highest frequency was recorded for SB0120 (n = 57, 31.5%) followed by SB0121 (n = 41,
22.6%) and SB0134 (n = 18, 9.9%). The three M. caprae isolates belonged to SB0835 (two iso-
lates; one from Béjaia and one from Sétif) and SB1451 (one isolate from Sétif) spoligotypes.

The human M. bovis isolates (n = 7) were assigned to four different spoligotypes, of which
six were grouped with bovine isolates (SB0120, SB0121, SB0860), while one isolate (SB2521)
did not match any of our cattle isolates (S1 Table and Fig 5). It is worthy of note that SB2521
differs in only one spacer from the more common SB0134. The proportion of M. bovis isola-
tion from patients with extra-pulmonary TB (2/32, 6.2%) did not differ from that in pulmo-
nary TB patients (5/83, 6%) (p = 0.9638; S2 Table). M. bovis represented 14.3% (4/28) of
human MTBC isolates from Sétif and 3.4% (3/87) of Béjaia human isolates (p = 0.0536; S2
Table).

M. tuberculosis isolates were classified into six families including Latin-American Mediter-
ranean (LAM, n = 31, 29%), T (n = 23, 21.5%), Haarlem (H, n = 21, 19.6%), Ural (U, n = 6,
5.6%), S (n=2,1.9%) and USA (n = 1, 0.9%). The most prevalent spoligotype patterns were
SIT 42/LAM 9 (n = 14, 13.1%), SIT 53/T1 (n = 8, 7.5%), and SIT 1800/T1 and SIT 50/H3, each
with six isolates (5.6%).

Discussion

The present study describes the genetic diversity of MTBC strains in humans and cattle from
Northern Algeria. Regarding bovine TB, the post-mortem macroscopic inspection of bovine
carcasses slaughtered in the four investigated abattoirs revealed a high prevalence (6.5%) of
TB-like lesions compared to previously reported data from Algeria (3.6% in 2007) [15,16].
This value is also higher than the values reported in the neighboring countries, such as
Morocco (3.7%) and Tunisia (3.2%) [25,26]; however, it is lower than the values reported in
other African countries, such as Nigeria (9.3%) and Mali (11.9%) [27,28]. This variation might
be explained by numerous parameters which are considered to be risk factors for bovine TB,
such as age, gender, breed, immune status, etc. [29].
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Fig 5. Distribution of M. bovis spoligotypes among bovine and human samples from two departments in Algeria (2017-2019).
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008894.9005

In the present study, we observed TB-like lesions in different organs including pulmonary
and extra-pulmonary tissues. Nevertheless, over 95% (222/232) of noted lesions occurred in
the lung tissue and/or lymph nodes. Among these, 30.2% were associated with extra-pulmo-
nary organs and two-thirds (69.8%) were confined to the lungs, corroborating previous studies
reporting that bovine TB mostly affects the lungs [25,27,30-32] as a result of the primary trans-
mission route [33]. A minority of inspected carcasses (4.3%) presented generalized TB lesions.
Generalized disease may occur if the initial immune response is ineffective or after reinfection
[33].

In our study, 78% of bovine tissue samples submitted to culture were positive. It is worthy
of note that although culture is considered to be the “gold standard” in TB diagnosis, its sensi-
tivity is low and leaves much room for improvement [34]. In fact, its sensitivity varies accord-
ing to the decontamination method and/or storage conditions of the samples [35]. In our
study, due to logistic constraints, bovine samples were stored at -20°C for a maximum of five
weeks prior culture processing, which may interfere with the viability of mycobacteria.

Based on spoligotyping, all cattle isolates were confirmed as MTBC, including M. bovis, M.
caprae, M. “microti-like” and M. “pinnipedii-like”, all of which are known for their potential
contribution to zoonotic TB [13,36,37]. Interestingly, no isolates were attributed to non-tuber-
culous mycobacteria (NTM) species, which are often a cause of pulmonary diseases in cattle
that resemble TB. The likely implication of NTM species in bovine TB was reported in Algeria
with a proportion of 3% [15], as well as in numerous neighboring countries, such as Tunisia
(3%), Mali (10.1%) and Niger (38.5%) [28,30,38].

The most abundant M. bovis spoligotypes observed in our study (SB0120, SB0121 and
SB0134) are among the most common worldwide. SB0120 and SB0121 are the predominant
M. bovis profiles circulating among animals including cattle, especially in Africa and
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continental European countries [39]. These two profiles are prevalent in Northern Africa,
including in Algeria, Tunisia and Morocco, as well as in France, Spain, Italy, Portugal and Bel-
gium [15,25,38,40-42]. The SB0134 spoligotype is frequently reported in Africa—for instance,
in Algeria (7%), Tunisia (11.4%) and Mali (15%) [15,38,43]—and seems to be prevalent in
France and Spain [40,41]. The importation of dairy cattle from Europe to North Africa, includ-
ing Algeria—still common practice as of today—could explain the spread of these profiles. This
hypothesis is consolidated by the phylogenetic link between M. bovis isolates from Algeria and
France as reported by Sahraoui et al. [15]. Based on whole genome sequence analysis in a recent
study comprising isolates from various geographical origins, SB0120 isolates were assigned to
some new “unknown” clonal complexes (unknown 2, 3, 4 or 5), while all SB0121 isolates from
the same study were grouped as belonging to the European 2 complex [44]. Some East-African
SB0134 isolates were recently classified as part of the “unknown 2” clonal complex, while two
European SB0134 were grouped under “unknown 7”. Among the less frequently known SB
types, one was assigned to EU2 (SB0339, Germany), one as “unknown 2” (SB1003, unknown
geographical origin), and some were grouped under “unknown 4” (SB0870 from Germany,
SB0833, SB0860, SB0871 and SB0961 from unknown geographical origin) [44].

Regarding M. caprae, we identified two types (SB0835 and SB1451) from cattle in two
slaughterhouses. M. caprae was previously isolated from bovine TB in Algeria and other Afri-
can countries [25,26,38,45]. The infection of cattle by M. caprae could be explained by the
cohabitation with goats [15]. In fact, the sharing of watering and grazing points between goats
and cattle allows a close interspecies interaction among these domestic animals and therefore
increases the likelihood of the cross-species transmission of mycobacteria [46-49].

It is particularly noteworthy that we identified seven new profiles from cattle, of which
three presented with “atypical” profiles: SB2699 from the Sétif slaughterhouse grouping with
SB2402, and from the El-Eulma slaughterhouse, profiles SB2700 and SB2701, which were
closely grouped to M. microti and M. pinnipedii, respectively. Even though these were closely
grouped by spoligotyping, our RD-PCR analysis could not confirm this “subspecies” identifi-
cation. M. microti and M. pinnipedii have not been reported among cattle with TB-like lesions
in Algeria to date. M. microti was originally identified as the cause of TB in wild rodents
[50,51], but it can also infect other animals. It has been reported occasionally in cattle from
France and South Africa [52,53]. M. microti can be transmitted directly from rodents to
humans by domestic hosts such as cats, llamas, dogs or cattle [36,51]. M. pinnipedii causes TB
in a number of pinniped species (marine mammals) worldwide [54]. Pinnipeds infected with
M. pinnipedii in marine parks and zoos are the main source of infection for humans and other
animals [54,55]. In New Zealand, the infection of cattle with M. pinnipedii was associated with
contaminated water derived directly from the ocean or beach grazing areas where pinnipeds
were found [56]. It remains unclear what the source of infection could be for these unusual
MTBC strains in our area. Furthermore, additional genetic (whole genome sequencing) analy-
sis is needed to further characterize these strains, as spoligotyping has limited discriminatory
capacity, phylogenetic distances cannot be reliably determined [57] and the RD-PCR applied
in this study targets only a limited number of RDs, not all of which are relevant for M. bovis
typing [24,44].

Concerning human TB, we identified seven isolates as M. bovis. This is the first report of M.
bovis from humans in Algeria. Infection with M. bovis in humans appears to occur mostly in
developing countries, especially in Africa [58-63]. Most of our isolates were identified from
pulmonary specimens, reflecting airway infection. This form of zoonotic TB occurs usually
among people who have frequent contact with infected animals, such as farmers and veterinar-
ians [64]. As for the extra-pulmonary forms, generally, the infection occurs by the consump-
tion of unpasteurized dairy products from infected cows [65]. Diirr et al. [10] have suggested
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an association between zoonotic TB and extra-pulmonary infection, with predominant infec-
tions of the lymph nodes. In their study, Ghariani et al. [62] reported the occurrence of M.
bovis in 76% of lymphadenitis cases. In the present investigation, patients with lymphadenitis
TB were not included because the diagnostic of this form is only performed by the histopatho-
logical examination of lymph node biopsies. This therefore constitutes a bias when estimating
the real implication of M. bovis in human cases. Another cause of the underestimation of M.
bovis in human TB from our study may have been the fact that human samples were only
grown on L-J medium, which contains glycerol, which partially inhibits the growth of M.
bovis [66]. Nevertheless, in our study, M. bovis isolated from bovine tissues grew well on L-]
medium, and so the culture medium bias for human samples may also have been limited.

As regards the zoonotic transmission of bovine TB in Northern Algeria, our data allow us
to suggest a regional, causal link between bovine and human TB, similar to the previously
reported positive correlations between the prevalence of bovine TB and human infection with
M. bovis [11,12]. We observed a significantly higher prevalence of bovine carcasses with TB-
like lesions in Sétif’s slaughterhouse (20%) as compared to the other slaughterhouses; on the
other hand, being diagnosed at the Sétif hospital tended towards an association with M. bovis
infection but did not reach significance. In addition, regarding bovine isolates, SB0120 was the
most prevalent among human M. bovis isolates, while SB0121 and SB0860 were also identified.
The observed higher bovine TB among cattle from Sétif might be linked to a difference in cattle
population across the included slaughterhouses, with 40% of elderly females in Sétif compared
to <1% in Béjaia. A more in-depth multivariate analysis including all risk factors is needed to
further investigate this, which was beyond the scope of the current study. Furthermore, to doc-
ument real chains of transmission, more in-depth genetic and epidemiological analysis over a
longer period would be needed. In the current study, we did not have access to the socio-
demographic data of patients (e.g., profession, consumer habits and HIV status) to assess the
influence of these factors on human infection, especially on the zoonotic TB forms. Addition-
ally, in current routine practice, details regarding the origin of animals are not registered in
Algerian slaughterhouses, jeopardizing this investigation.

Our results demonstrated that majority of the 107 M. tuberculosis strains belonged to line-
age 4—the most widespread lineage and among the more virulent globally [67]. The predomi-
nant clades identified in this lineage were LAM (29%), T (21.5%) and Haarlem (19.6%), which
were reported in Algeria and in Northern African countries as large common clades [68]. The
most prevalent sub-lineage LAM 9 (SIT 42, 13.1%) is predominant in North Africa as well as
in a number European countries such as Spain, Italy and Belgium, sharing a close cluster with
Northern Africa countries [69]. SIT 42 was previously reported in human TB in Algeria
(19.3%) [70] and Morocco (24%) [71]. The second-most prevalent sub-lineage T1 (SIT 53,
7.5% and SIT 1800, 5.6%) is prevalent in 70% of African countries as well as in some European
countries (France, Italy and Belgium) [69]. This sub-lineage seems to be implicated with a
higher likelihood of antibiotic-resistance compared to other genotypes [72]. We do not have
drug-susceptibility data for our isolates. While SIT 53 was previously reported in Algeria
(25.3%) [70] and in other Africa countries such as Morocco (11.1%) [71], our study reports the
presence of SIT 1800 in Algeria for the first time. The SIT 50/H 3 sub-lineage is typically impli-
cated in human TB in African countries, such as in Algeria (19.3%) [70] and Morocco (5.3%)
[71].

Conclusion

The identification of a zoonotic mosaic MBTC species belonging to different geographical ori-
gins (Africa, Europe and Asia) would be of particular interest from the perspective of the
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current re-emergence/emergence of multidrug-resistant strains in Algeria. The possible impli-
cation of M. bovis in human TB in Northern Algeria cannot be ignored, since 7 out of 115 con-
firmed cases were due to this zoonotic species. We therefore conclude that a collaboration
between the Ministry of Health and the Directorate of Veterinary Services in this country is cru-
cial to further expand our understanding of M. bovis infection prevalence in cattle and its risks
for human health. Furthermore, the establishment of traceability systems for livestock from the
farm to slaughterhouse is an urgent necessity. This kind of device would allow the generation of
data and relevant information on the life of an animal since birth until the end of its life to be
collected. Thus, traceability systems would limit the spread of infectious agents (e.g., M. bovis,
Brucella spp., etc.) in the herd as well as from animals to humans by acting upstream.
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RESUME

La tuberculose (TB) est une maladie importante chez les animaux et
'homme dans le monde. Le génotypage est tres utile pour comprendre
I'épidémiologie de la TB. En Algérie, les données sur I'épidémiologie de ces
infections et les génotypes du complexe M. tuberculosis (CMT) sont en grande
partie inconnues. Dans ce contexte, nous avons mené une étude sur la diversité
génétique des souches du CMT isolées chez 'homme et les bovins dans deux

provinces de la région Centre de I'Algérie a I'aide d'outils moléculaires.

Au total, 296 souches du CMT ont été isolées a partir de 181 échantillons de
tissus présentant des Iésions suspectes de TB bovine et 115 de cas de TB humaine.
Tous les isolats ont été génotypés par spoligotypage. L'identification des espéces a
montré la présence de 107 M. tuberculosis, 07 M. bovis et un "M. pinnipedii " chez
'homme et 174 isolats M. bovis, trois M. caprae, trois " M. pinnipedii " et un " M.
microti " chez les bovins. L'analyse phylogénique a identifié 97 spoligotypes
différents, représentés par 36 clusters et 61 isolats uniques. Dans l'ensemble, 264
isolats (89,2%) appartenaient au 72 différents types internationaux SIT ou SB,
tandis que 24 isolats (8,1%) ont été considérés comme « orphelins » et huit isolats
d’origine bovine ont été attribués a sept nouveaux profils SB (SB2695 a SB2701).
Les isolats de M. tuberculosis ont été classés en six familles dont la Méditerranée
latino-américaine (LAM, 29%), T (21,5%), Haarlem (19,6%), Ural (5,6%), S (1,9%)
et USA (0,9%).Concernant M. bovis, trois profils de spoligotype (SB0120, SB0121
et SB0134) étaient prédominants en Algérie, comme dans d'autres pays d'Afrique
du Nord et vingt-huit des spoligotypes sont signalés pour la premiére fois en Algérie.

La présente étude a montré une grande diversité génétique des souches
CMT isolées chez I'homme et les bovins dans le Centre de I'Algérie avec l'isolement
de souches de M. bovis chez 'homme suggérant une transmission zoonotique de
la TB bovine, ce qui nécessite des études moléculaires supplémentaires pour

déterminer la proportion d'infection humaine par M. bovis.

Mots clés : Complexe Mycobacterium tuberculosis, génotypage, bovin, homme,

transmission zoonotique, Algérie.
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ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is an important disease in animals and humans worldwide.
Molecular genotyping is very useful for understanding TB epidemiology. In Algeria,
the data about the epidemiology of these infections and M. tuberculosis complex
(MTBC) genotypes circulating is largely unknown. In this context, we conducted a
study on genetic diversity of MTBC strains isolated from cattle and human in two

regions of Centre Algeria using molecular tools.

A total of 296 MTBC strains were isolated from 181 tissue samples with
bovine TB-suspected lesions and 115 from human TB cases. All isolates were
genotyped by spoligotyping. Species identification showed the occurrence of 107
M. tuberculosis, 07 M. bovis and one “M. pinnipedii-like” in human isolates and 174
isolates as M. bovis, three as M. caprae, three as “M. pinnipedii-like” and one as “M.
microti-like” in cattle. Phylogeny analysis identified 97 different spoligotypes
patterns, represented by 36 clusters and 61 unique isolates. Overall, 264 (89.2%)
isolates were belonged to 72 different SIT or SB, while 24 (8.1%) isolates could not
be assigned a SIT/SB (considered “orphans”) and eight cattle isolates were
assigned to seven new SB profiles (SB2695 to SB2701). M. tuberculosis isolates
were classified into six families including Latin—~American Mediterranean (29%), T
(21.5%), Haarlem (19.6%), Ural (5.6%), S (1.9%) and USA (0.9%). The most
prevalent spoligotype patterns were SIT 42/LAM 9 (13.1%), SIT 53/T1 (7.5%), and
SIT 1800/T1 and SIT 50/H3, each with six isolates (5.6%). Concerning M. bovis,
three spoligotype profiles (SB0120, SB0121 and SB0134) were predominant in
Algeria, as in other Northern African countries and twenty-eight of the SB profiles

were new to Algeria.

The present study showed a high genetic diversity of strains MTBC isolated
from human and cattle in Centre Algeria with isolation of M. bovis strains in human
suggesting zoonotic transmission of bovine TB, which requires further molecular

studies to determine the proportion of human infection with M. bovis.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis complex, genotyping, cattle, human,

zoonotic transmission, Algeria.
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INTRODUCTION

La tuberculose est une maladie importante au niveau mondial tant chez
’'homme que chez I'animal [1], Cette importance est liée non seulement a son
impact sur la santé publique, mais également aux pertes économiques qu’elle

peut engendrer [2].

Malgré les grands progres réalisés au cours des dernieres décennies pour
la lutte contre la tuberculose humaine, la maladie reste I'une des principales

causes de morbidité et de mortalité dans le monde [3].

L'Algérie fait partie des pays ou la tuberculose humaine et bovine est
endémique. En 2018, plus de 23 000 cas de tuberculose humaine ont été déclarés
dans ses deux formes, pulmonaire 7 053 cas (30,6%) et extra-pulmonaire avec
16 025 cas (69,4%), une situation qui démontre une émergence de la forme non
contagieuse et un recul de la forme contagieuse. Méme si I'Algérie avait réussi a
inverser la tendance de la tuberculose pulmonaire vers la baisse, la tuberculose
extra-pulmonaire est aujourd’hui un défi criant a relever [4] et pour obtenir une
explication de cette émergence, il convient une identification des souches
responsable de la maladie. Cependant, le diagnostic de routine de la maladie est
limité aux outils conventionnels tels que I'examen microscopique utilisant la
technigue de Ziehl-Neelsen (ZN) et la culture d'échantillons sur milieu
Léwenstein-Jensen (L-J) sans mener un diagnostic jusqu’au stade d’identification
et caractérisation des souches impliqguées. En plus les laboratoires concentrent
leurs efforts sur I'isolement de M. tuberculosis, de sorte que I'on peut supposer
que tous les cas de tuberculose humaine sont causés par M. tuberculosis. Alors
qu’il existe d’autres espéces qui peuvent provoquer la maladie (espéces

appartenant au CMT ou des mycobactéries non tuberculeuses).

Quand la tuberculose bovine, malgré les efforts consentis par les autorités
algériennes pour lutter contre la maladie par la mise en place d'un programme
national de dépistage par intradermo-tuberculination et I'élimination de tous les
cas positifs, combiné a l'inspection des viandes au niveau des abattoirs et a la

saisie des carcasses atteintes, la tuberculose bovine reste répandue (3,6%) [5].

17
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La tuberculose bovine est une zoonose majeure provoquée par M. bovis,
qui se transmet a ’'homme par ingestion (par exemple, la consommation de lait
non pasteurisé), par inhalation ou par contact avec les mugueuses et les plaies
cutanées [6]. L'infection humaine par M. bovis est souvent associée a une
maladie extra-pulmonaire [7]. Les données sur la prévalence de linfection
humaine par M. bovis sont rares mais généralement plus élevées dans les régions
a faible revenu, avec une prévalence élevée chez les bovins [8] ;[9]. On estime
qu'environ 70 000 cas surviennent chaque année en Afrique [10].

Au cours des dernieres années, le développement de méthodes
d'épidémiologie moléculaire de la tuberculose a contribué a une meilleure
compréhension de cette maladie et de son agent causal (CMT) [11]. Parmi celles-
ci, le spoligotypage est actuellement I'une les plus répandus. Cette approche simple
basée sur la PCR est utile pour étudier la phylogéographie des membres CMT. Le
spoligotypage s'est avéré étre une méthode pratique et discriminatoire pour les
études a grande échelle de I'épidémiologie de M. bovis ainsi que pour la
différenciation de M. bovis de M. tuberculosis [12].

En Algérie, il existe peu d'études concernant les génotypes impliqués dans
l'infection tuberculeuse humaine et bovine, en raison des ressources limitées de
nombreux laboratoires pour isoler et identifier les souches responsables de la
maladie [5];[13] ;[14];[15]. Cette étude fixe comme objectif :

= Estimer la prévalence de la tuberculose bovine dans deux wilayas de la
région Centre de I'Algérie ;

= Déterminer la diversité génétique des souches du CMT isolées chez I'homme
et les bovins par biologie moléculaire ;

= Mettre en évidence le caractere zoonotique de la tuberculose bovine en

Algérie, ainsi déterminer la proportion de l'infection humaine par M. bovis.
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CHAPITRE 1

RAPPELS SUR LA TUBERCULOSE

1.1 Définition

La tuberculose est une maladie infectieuse, commune a 'lhomme et a de
nombreuses especes animales [16]. Elle est transmissible essentiellement par voie
aérienne, due a un ensemble de mycobactéries appartenant au complexe
Mycobacterium tuberculosis [17]. Elle est caractérisée par le développement
progressif des Iésions granulomateuses ou de tubercules dans le tissu pulmonaire,
les nceuds lymphatiques ou d’autres organes [18]. Cliniguement, la maladie a une

évolution le plus souvent chronique et grand polymorphisme [16].

1.2 Historigue

L’histoire de la tuberculose remonte au berceau de I'humanité et son
évolution semble avoir suivi celle de 'homme [19] ; [20]. La premiére suspicion de
la tuberculose chez 'homme repose sur I'observation de Iésions de la volte
cranienne de 500 000 ans en Turquie. Cependant cette observation morphologique
nN‘a pas été étayée par les éléments microbiologiques. Les momies de l'ére
prédynastique égyptienne et les momies péruviennes de I'époque précolombienne
présentent des lésions vertébrales confirmées de tuberculose appelées « mal de
Pott ». Cette spondylodiscite est considérée comme pathognomonique de la

maladie pour les paléopathologistes [21].

Trois formes principales de maladie ont été désignées par les historiens
comme étant de la tuberculose: «mal de Pott» définit par des séquelles
caractéristiques au niveau des vertébres, les scrofules correspondent a des
ganglions infectés au niveau du cou avec écoulement de pus et la tuberculose
pulmonaire dont les épidémies a grande échelle ont été identifiées au XVIIéme siécle.

La maladie fut dénommeée « phtisie pulmonaire » ou consomption [20] ; [22].

Avant les découvertes des anatomopathologistes puis celles des bactériologistes,
la phtisie était une maladie sournoise, voire mystérieuse du fait des formes

multiples, ses symptomes diffus et peu explicites valurent le qualitatif de « Peste
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blanche ». Tuberculeux ou phtisique apparaissait ainsi « émacié, essoufflé, couvert

de sueur, livide et toussant », d’ou le terme « consomption » [23].

Au XIXéme sigcle, trois médecins furent a I'origine d’une nouvelle conception

de la tuberculose.

En 1810, René Laennec montra l'unicité des lésions de la tuberculose en
établissant une synthése des symptomes et des formes cliniques de ces lésions
que I'on attribuait jusque-la a différentes pathologies [24].

En 1865, Jean-Antoine Villemin montra que la tuberculose était une maladie

infectieuse, contagieuse et inoculable [25].

Parrot (1876) et Kuiss (1898), dans la loi qui porte leurs noms établissent que
I'atteinte alvéolaire (chancre d’inoculation) précéde toujours I'adénopathie satellite.

C’est le complexe primaire pour Ghon (1912) [25].

Le 24 mars 1882, le médecin allemand Robert Koch (Cf. figure 1.1.A)
communique a la société de physiologie de Berlin la découverte de micro-organisme
responsable de la tuberculose pulmonaire mortelle, nommé « Tuberkelvirus » dans
sa publication séminale. Couramment dénommé par la suite bacille de Koch (BK)
puis M. tuberculosis en 1883. La mise au point d’une coloration spécifique
permettant la détection microscopique de M. tuberculosis par Robert Koch et son
équipe [21]. En montrant peu apres que le bacille coloré par la fuchsine anillinée
n'est pas décoloré par I'acide nitrique au tiers. Ehrlich met en évidence I'acido-
résistance des mycobactéries. Ziehl remplaca bient6t la fuchsine anillinée par la
fuchsine phéniquée et Neelsen publié la méthode de coloration dite Ziehl-Neelsen
[26].

En 1890, Robert Koch obtint une préparation réalisée a partir du bacille
dénommeée « tuberculine » [27]. En 1891, découverte du phénomene de Koch
('inoculation du BK au cobaye déja tuberculinisé entraine une réaction locale
nécrotique due a la tuberculine sécrétée par le bacille tuberculeux [25]. Cette grande
découverte a donné a Robert Koch le prix Nobel de médecine en 1905 pour ses

recherches et ses découvertes en matiére de tuberculose [21].
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En 1898, Theobald Smith fit la distinction entre M. bovis et M. tuberculosis
sur la base de leurs caractéristiques culturales in vitro et I'étude de leur virulence
[16].

En 1907, Clemens Von Pirquet invente le test de sensibilité a la tuberculine
capable a identifier des individus qui ont des antécédents d’infection tuberculeuse.
En 1908, Charles Mantoux introduit l'utilisation d’'une aiguille et seringue pour

injecter la tuberculine par voie intradermique [28].

En 1908-1920, Albert Calmette (Cf. figure 1.1.B) en collaboration avec
Camille Guérin (Cf. figure 1.1.C) s’apergurent que des bacilles tuberculeux d’origine
bovines, précédemment virulents étaient devenus subitement inoffensifs, des
cultures répétées pendant 11 ans fait perdre leur pouvoir pathogéne. Apres avoir
constaté que les animaux infectés par ces souches de bacilles atténuées étaient
immunisés contre la tuberculose. lls s’intégrérent ces bacilles au vaccin connus
sous le nom BCG (bacille de Calmette et Guérin) [29]. Ce vaccin fat appliqué a

I’'hnomme pour la premiére fois en 1921[16].

La découverte de M. tuberculosis comme agent responsable de la
tuberculose a ouvert la voie aux premiers traitements [30] , streptomycine (SM) en
1943 puis acide para-aminosalycilique (PAS) en 1946 ont été parmi les premiers
médicaments cliniquement importants apres les sulfamides. lls ont été suivis
rapidement par l'isoniazide (INH) et le pyrazinamide (PZA) en 1952, ethambutol
(EMN) en 1961 et la rifampicine (RIF) en 1966 [31].

En 1959, Runyon décrit un systéme de classification pour les mycobactéries

selon la vitesse de croissance [32].

En 1984, la mise au point de la réaction de polymérisation en chaine (PCR) a
permis de confirmer I'existence d’agents infectieux pathogenes, dont ceux de la
tuberculose sur des restes humains anciens. Une techniqgue des empreintes
génomique s’est développée dés 1993 a partir de la détection du polymorphisme
des fragments de restriction (RFLP), nommé I1S6110 a été isolée [33]. En 2001,
Albert Zink et coll ont appliqué cette technique a I'étude d’'une série de 41 momies
egyptiennes [34]. En 1997, la technique de spoligotypage a été développée [35].
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En 1998, Institut Pasteur (France) et Center Sanger (Royaume Unis) ont

séquencé le génome de M. tuberculosis [36].

Figure 1.1 : Profils historiques. A) Robert Heinrich Herman Koch [37], B)
Léon Charles Albert Calmette, C) Jean-Marie Camille Guérin [38].

1.3 Importance

La tuberculose est importante au niveau mondial tant chez ’homme que chez
'animal [1], cette importance est liée non seulement & son impact sur la santé
publique, mais également aux pertes économiques qu’'elle peut engendrer
[2] ;[39] ;[40].

1.3.1 Sur le plan économique

La tuberculose bovine représente un probleme économique majeur [41]. Elle
engendre un taux de morbidité accru et des mortalités qui diminuent le capital
financier de I'exploitation et augmentent le colt de production [42]. Les pertes
économiques dues a la tuberculose bovine sont liées a la production animale, a la
commercialisation des animaux et des produits d’origine animale, aux colts de la
mise en ceuvre des programmes de surveillance et de contrdle [18], ainsi aux saisies
des viandes. Il est extrémement difficile de déterminer I'impact économique de la
maladie sur la production animale [43]. Néanmoins, On estime que les pertes

économiques dans le monde représentent plus de 3 milliards de dollars par an [44].
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1.3.2 Sur le plan hygiénique

La tuberculose humaine est 'une des 10 premiéres causes de mortalité dans
le monde, et la deuxieme cause de déces lié aux maladies infectieuses apres
l'infection par le virus d'immunodéficience humaine (VIH). Néanmoins la maladie
est une cause majeure de morbidité et de mortalit¢ dans de nombreux pays du
monde. Environ un tiers de la population mondiale est infecté par M. tuberculosis.
En 2019, prés de 10 millions de personnes ont contracté la maladie et 1,4 millions
en sont mortes, plus de 95% des déces surviennent dans les pays a revenu faible

ou intermédiaire [3].

La tuberculose humaine multi-résistante demeure une crise de santé publique
et une menace pour la sécurité sanitaire, en 2019, OMS estime pres de 206 030 de
nouveaux cas présentant une résistance a la rifampicine, le médicament de
premiére intention le plus efficace [3]. Le développement des souches résistantes
aux meédicaments compromis l'efficacité du traitement de la tuberculose chez
'homme et accru de fagon considérable les colts liés a l'utilisation de multiples

médicaments [45].

La tuberculose bovine est une zoonose majeure [46], qui peut avoir des
conséquences graves sur la santé publique [18]. L’ OMS, estime que M. bovis serait
impliqué dans plus de 3% des cas mondiaux de la tuberculose chez 'homme
essentiellement localisés dans les pays en voie de développement [47]. Dans ces
pays, il existe un parallélisme entre la prévalence de la tuberculose bovine et celle
de la tuberculose humaine. Ainsi, 5 & 30% des cas humains de la tuberculose sont
causés par M. bovis (ou M. caprae) dans les différents pays en voie de
développement ou la tuberculose bovine est enzootique [41]. En Afrique, on estime
a environ 70 000 le nombre de cas de tuberculose zoonotique survenus
annuellement [10]. Cependant, dans les pays développés, M. bovis représente
généralement une part insignifiante de I'ensemble des cas de tuberculose chez
'hnomme [18].

1.4 Taxonomie et classification

L’agent étiologique de la tuberculose se caractérise par une taxonomie en

constante évolution.
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Les bacilles tuberculeux sont des bactéries appartenant a la classe des
Actinobacteria, a la sous classe des Actinobacteridae, a I'ordre des Actinomycétales
et au genre Mycobacterium [48]. Ce dernier est le seul genre de la famille des
Mycobactériaceae dans l'ordre des Actinomycétales auquel appartiennent de
nombreux genres [49]. Toutes les bactéries de cet ordre possedent une propriété
particuliere d’acido-alcoolo- résistance [16]. Le genre Mycobacterium regroupe un
grand nombre d’espéces, non seulement le complexe Mycobacterium tuberculosis
(CMT) et Mycobacterium leprae, qui sont strictement pathogénes, mais aussi des

mycobactéries dites non tuberculeuses ou atypiques [50].

La diversité phénotypique, physiologique, écologique et pathogénique des
espéces placées au fur et a mesure de leur découverte dans ce genre a mené a

I'élaboration de plusieurs classifications [51].

1.4.1 Classification selon le pouvoir pathogéne

Dans la famille des mycobactéries, on distingue deux groupes :

1.4.1.1 Mycobactéries pathogénes (tuberculeuses)

1.4.1.1.1 Complexe Mycobacterium tuberculosis (CMT)

La tuberculose est provoquée par des bacilles, rassemblés en un groupe
nommé CMT, qui inclut les mycobactéries partageant plus 99,9% d’identité au
niveau de leur ADN génomique [52]. Cependant elles différent largement en termes
de tropisme d’hétes, de phénotypes et de pathogénicité [53]. Ce complexe
comprend a ce jour 11 especes : M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti,
M. canettii, M. caprae, M. pinnipedii, M. suricattae, M. mungi, M. orygis et le dassie
bacillus [54].

Mycobacterium tuberculosis : est reconnu comme le principal agent étiologie de la

tuberculose humaine [55]. Chez les animaux domestiques (bovins, ovins, caprins,
porcs, chevaux, chiens et chats), les infections dues a M. tuberculosis sont rares
[56]. Cette espéce est rencontrée également chez d’autres primates, et
occasionnellement chez le rhinocéros, I'éléphant et certains cervidés et le perroquet
[57].
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Mycobacterium africanum : a été isolé et décrite pour la premiere fois au Sénégal

en 1968 [58]. C’est un pathogéne de 'homme, endémique en Afrique de I'ouest [52],
ou il peut étre impliqué dans la moitié des cas de la tuberculose humaine [59]. Mais
il a été isolé de fagcon sporadique sur des bovins [60] ;[61] et des singes [62]. M.
africanum comprend deux lignées phylogénétiquement distinctes : M. africanum
West Africain 1 (MWA1) et M. africanum West Africain 2 (MWA2). Cependant,
MWAL est davantage spécifique a la région du golfe alors que MWA2 prédomine
dans les régions cotieres ouest africaines. Ces deux lignées faisaient partie de M.
africanum type 1 (MATL1) par opposition a M. africanum type 2 (MAT2) qui fut

reclassifié au sein de M. tuberculosis sous le nom « famille Uganda » [63].

Mycobacterium canettii (Smooth Tubercle Bacill) : est un membre rare de CMT

responsable de moins de 100 cas de la tuberculose signalés chez les patients a la
corne de I'Afrique [64]. il a été isolé pour la premiere fois chez un agriculteur francais
agé de 20 ans atteint de la tuberculose pulmonaire par Georges Canetti en 1969
[30]. Sa particularité est I'aspect lisse des colonies en culture, la distinguant des
autres especes du complexe tuberculosis. Par ailleurs, il présente une grande
diversité génétique, bien supérieur a celle M. tuberculosis. Le réservoir et le mode
de transmission de M. canettii restent totalement inconnus et I'hypothése d’un
réservoir environnemental est la plus souvent évoquée. Les descriptions cliniques
d’infections a M. canettii sont dominées par les localisations pulmonaires (52%) et
extra-thoraciques avec un tropisme ganglionnaire (32%) essentiellement observées
chez les patients ayant séjournés dans la corne de I'Afrique en particulier & Djibouti
[65].

Mycobacterium bovis : est le principal agent causal de la tuberculose bovine [42]. Il

peut également infecter de nombreuses autres espéces animales domestiques
(grands et petits ruminants, suidés, équidés, canidés, félidés) et sauvages

(cervidés, mustélidés, canidés) ainsi que 'homme [66].

Mycobacterium pinnipedii : était anciennement connue sous le nom de « bacille de

phoque », car il a été découvert pour la premiere fois chez trois especes différentes
de phoque otariidés en Australie occidentale entre 1981 et 1986 [67]. Cette
mycobactérie affecte principalement les mammiferes marins pinnipédes (phoques,

morses, Iéopards de mer), mais elle est également pathogene pour les cobayes, les
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lapins, ’lhomme et éventuellement les bovins [68]. En ce qui concerne le phénotype,
M. pinnipedii est une mycobactérie a croissance lente (3 & 6 semaines), les colonies

sont dysgonigues, rugueuses et non chromogéniques [69].

Mycobacterium caprae : peut infecter de nombreux animaux domestiques surtout
les caprins, les bovins et les porcs, mais aussi le gibier (cervidés, renards et
sangliers) [5];[56]. C’est également un agent zoonotique important [10]. Cette
mycobactérie a été isolée pour la premiere fois sur des chévres en Espagne
[70];[71], par Aranaz et al, qui I'avaient déja identifie comme M. tuberculosis ssp
caprae. Toutefois, aprés la comparaison de ses propriétés biochimiques et
génétiques avec M. tuberculosis il a été suggéré de le renommer M. bovis ssp
caprae [70] ;[72]. En 2003, il est élevé au rang d’espéce, soit M. caprae par Aranaz

et ses collégues [73].

Mycobacterium microti : découvert par Wells dans les années 1930 [74], a cette

époque, le bacille était décrit comme agent responsable d’'une maladie épizootique
chez le campagnol sauvage (Microtus agrestis) [75]. M. microti est généralement
considéré comme agent pathogéne des petits rongeurs (campagnols des champs,
campagnols des pres, souris des bois et musaraignes) [74];[76] ;[77], il a été
signalé occasionnellement chez certains nombres d’autres espéces, notamment le
blaireau et le chien furet [78], les bovins [79], le chien [80] et 'Thomme (bien que les
personnes immunodéprimées soient les plus touchées) [78]; [81]; [82]. Cette
mycobactérie se développe lentement sur un milieu solide additionné du pyruvate
et présente des propriétés biochimiques similaires a celles de M. tuberculosis [82] ;
[83]. En effet, au cours des années 1950, M. microti a été utilisé dans des essais a
grande échelle sur ’Thomme comme vaccin antituberculeux au Royaume-Uni et en
Tchécoslovaque [84] ; [85] ; [81].

Mycobacterium orygis : généralement connu sous le nom oryx bacillus [52]. il a été

isolé pour la premiére fois en 1976 sur des oryx en Afrique de I'Est [86]. M. orygis
affecte une grande variété d’hétes a savoir : le buffle sauvage d’Afrique [87],
I'antilope, I'oryx, le daim, le cerf, le bovin, le singe Rhésus et ’homme. La majorité

des souches de M. orygis ont une origine le sud-asiatique [52].

D’autres especes animales phylogénétiguement proches de M. africanum

West Africain 2 ont été isolées sur des animaux en Afrique :
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Mycobacterium mungi : est agent pathogéne émergent du CMT, infecte les

mangoustes rayées sauvages (Mungos mungo) dans le Nord du Botswana [88] ;
[89]. Le délai entre l'apparition des symptédmes et le décés des mangoustes

affectées est généralement court (2 a 3 mois) [89].

Dassie bacillus : a été isolé pour la premiére fois dans les poumons d’'un dassie
dans I'Est du Cap en Afrique de sud en 1950 [90].

Mycobacterium suricattae : provoque la tuberculose chez les suricates (Suricata
suricatta) en Sud de 'Afrique [91].

1.4.1.1.2 Mycobactéries responsables de la lepre

Mycobacterium leprae et Mycobacterium lepraemurium, les agents de la
lepre, caractérisés par leur incapacité a étre cultivés in vitro [19]. Chez 'homme la
lepre ou « maladie de Hansen », est une maladie infectieuse chronique qui affecte
principalement la peau, les nerfs périphériques, les voies respiratoires supérieures
et les yeux. Elle est causée par M. leprae [92], découverte pour la premiére fois
dans des nodules des patients par Armauer Hansen en 1873 [93]. Par ailleurs, M.
lepraemurium est l'agent responsable de la lépre murine, une maladie
granulomateuse chronique semblable a la lepre humaine [94]. La maladie a été

signalée pour la premiére fois au début de XX°™¢ siécle chez le rat en Ukraine [95].

1.4.1.2 Mycobactéries atypigues ou non tuberculeuses (MNT)

Ce sont des bactéries présentes dans I'environnement et habituellement
non pathogénes. Elles sont responsables d’infections opportunistes, simulant ou
non a la tuberculose, appelées mycobactérioses [96]. Elles se différencient du CMT
par leur moindre virulence et I'absence de transmission interhumaine [97]. Les cas
epidémiques étant lies a une contamination a partir d’'un réservoir commun,
exclusivement environnemental, qu’est le plus souvent I'eau [98].

Il existe actuellement environ 150 especes de mycobactéries non
tuberculeuses [99]. Parmi celles-ci, différents complexes sont observés dont le plus
important le complexe Mycobacterium avium (MAC) [100]. Les MNT sont classées

en deux catégories :
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1.4.1.2.1 Mycobactéries opportunistes (pathogénes potentiels)

Elles présentent un pouvoir pathogéne pour ’lhomme et les animaux [69] ;
[101]. Ces mycobactéries provoquent des infections peu ou pas contagieuses,
cliniquement similaires a la tuberculose, habituellement bénignes (mais il existe des

exceptions) [16]. Parmi ces mycobactéries :

Complexe Mycobacterium avium : comprend deux especes génétiqguement

distinctes M. avium et M. intracellulaire. Ce dernier infecte surtout les patients
immunocompétents. Quant a M. avium, il comprend trois sous-especes correspond
a des caractéristiques de pathogénicité et d’héte, il s’agit de M. avium subsp avium,
essentiellement un pathogéne opportuniste chez les patients atteints de SIDA ou il
est responsable d’infections disséminées [33] et rencontré aussi chez les oiseaux,
mais également chez les suidés, les primates, certains cervidés [57]. M. avium
subsp paratuberculosis, agent responsable de la maladie de Johne chez les
ruminants et probablement associé a la maladie de Crohn chez ’homme et M. avium
subsp silvaticum, un pathogéne aviaire qui peut causer I'entérite chez les veaux
[33].

Mycobacterium gordonae : est responsable de thélite nodulaire tuberculoide de la

vache laitiere [16].

Mycobacterium marinum : est un pathogéne des poissons et autres animaux

aquatiques (crustacés, amphibiens, mollusques etc.). La contamination de 'lhomme
s’effectue a travers de lésions cutanées au contact avec d’animaux ou d’eaux
infectés (aquariums, piscines, lacs, rivieres) [102]. Les professionnelles de la filiére
péche sont particulierement exposés. Pour le reste de la population, le principal
facteur de risque est aquariophilie et I'appellation « granulome des aquariums » est
d’'usage courant pour désigner la maladie due a M. marinum. Le terme « granulome
des piscines », se rapportant a des épisodes épidémiques liés a I'exposition du

public a 'eau des piscines contaminées [103] ;[104].

Mycobacterium ulcerans : est responsable d’'une panniculite infectieuse nécrosante

a l'origine de l'ulcére de Buruli. 1l affecte majoritairement I'enfant et constitué une
menace eémergente pour la santé publique dans de nombreuses régions rurales

inter tropicales humides [105].
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1.4.1.2.2 Mycobactéries saprophytes (non pathogénes)

Elles sont tres nombreuses dans la nature : eau, sol, herbe, tube digestif,
peau, muqueuses, lait [16]. Elles ne sont pas habituellement pathogenes (trés
rarement responsables d’infection). Cette catégorie est composée de nombreuses
espeéces mycobactériennes, telles que M. phlei, M. vaccae, M. smegmatis, M.

terrae, M. triviale, M. flavescens, M. gordonae etc. [106].

1.4.2 Classification selon la vitesse de croissance

En fonction de leur vitesse de croissance en conditions optimales de la culture
[107] ; [108], le genre Mycobacterium est divisé en deux groupes, les mycobactéries

a croissance rapide et les mycobactéries a croissance lente [109].

a) Mycobactéries a croissance rapide : ayant un temps de génération de I'ordre de

3 ou 4 heures et formant des colonies visibles en moins de 7 jours et étant aptes a

se développer sur gélose nutritive [109].

b) Mycobactéries a croissance lente : ayant un temps de génération de I'ordre de

20 heures [109] et ne formant des colonies qu’aprés au moins de 7 jours de culture

et étant incapables de se développer sur milieux bactériologiques standards [110].

Les bactéries du complexe Mycobacterium tuberculosis sont toutes des
mycobactéries a croissance lente avec un temps de génération élevé, de 14 a 15

heures pour M. tuberculosis et environ 20 heures pour M. bovis.

Les mycobactéries non tuberculeuses regroupent des mycobactéries a
croissance rapide et a croissance lente avec un temps de génération extrémement
variables, allant de 2 heures pour les bactéries a croissance rapide comme M.
smegmatis a 21 heures pour celles a croissance lente comme M. aurum, voire 7

jours pour M. avium subsp para-tuberculosis [111].

Cette différence phénotypique entre ces deux groupes correspond a une réelle

division du genre Mycobacterium sur le plan phylogénétique [109].

Par alilleurs, la classification de Runyon définit 4 groupes parmi les
mycobactéries atypiques selon le temps de croissance (lente ou rapide) et la

production de pigment [32].
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Groupe | : les Photochromogénes sont les MNT avec des colonies blanchatres dans
'obscurité mais devenant pigmentées (jaunes ou oronges) lorsqu’on les expose
quelgues heures a la lumiére [32]. Trois especes importantes appartiennent a ce
groupe, a savoir M. kansassii, M. simiae et M. marinium [112].

Groupe |l : les scotochromogénes se caractérise par une croissance lente et
produisent un pigment jaune-oronge a la lumiere ou dans l'obscurité. Certains
deviennent plus foncés avec I'exposition a la lumiére [99]. lls comprennent M.

scrofulaceum, M. szulgai et M. gordonae [112].

Groupe lll : les non chromogenes ne sont pas pigmentés a la lumiere ou a
'obscurité ou ne contiennent qu’un pigment jaune pale, chamois ou beige qui ne
s’intensifié pas aprés I'exposition a la lumiére [99]. lls comprennent M. avium et M.

intracellulaire, M. malmoense, M. xenopi, M. ulcerans et M. terrae [112].

Groupe 1V : les mycobactéries a croissance rapide (rapid growers) poussent en
moins d’une semaine tout au moins lors le repiquage, la premiére culture pouvant
prendre 2 & 3 semaines [113]. M. chelonae et M. fortuitum sont les agents les plus

pathogénes chez ’homme dans ce groupe [112].

1.4.3 Classification par analyse du génome (phylogénie)

Les méthodes basées sur I'étude du génome sont devenues la référence en
matiere de taxonomie et d’identification. Les premieres études ont établi le
pourcentage d’homologie de ’ADN entre les différentes espéces de mycobactéries
afin de déterminer leur proximité taxonomique [114]. Au début des années 1990, on
a découvert que le gene codant pour ARN ribosomial 16S (16S rDNA) était a la fois
un géene hautement conservé, commun a tous les étres vivants, mais aussi un
moyen de différencier les mycobactéries au niveau de l'espéces [115]. La
phylogénie basée sur le polymorphisme de 16S rDNA permet de mettre en évidence
trois grands groupes en fonction de leur vitesse de croissance, un groupe des
mycobactéries a croissance lente, des mycobactéries a croissance intermédiaire et

les mycobactéries a croissance rapide [116].

1.5 Morphologie

Les mycobactéries sont définies comme des bacilles droits légérement

incurves (Cf. Figure 1.2), mesurent entre 0,2 a 0,6ym de diamétre sur 1 a 10um de
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longueur. Elles sont immobiles, non sporulées, parfois ramifiees [107]. La
morphologie de ces bacilles dans les échantillons cliniques est tres variable et est
affectée par un traitement antimicrobien antérieur [117]. La visualisation
microscopique montre qu’elles sont généralement groupées formant ainsi une
chaine, un filament ou ramifices en forme X, Y ou V [118]. Elles sont liées
phylogénétiquement aux bactéries a Gram positif, méme si leur coloration de Gram

est souvent faible ou variable [106].

Bacilles tuberculeux

Figure 1.2: Aspect morphologique des mycobactéries au microscope électronique
a transmission (Bacilles minces en forme de batonnets, de 1 a 10 um de longueur
et de 0,2 a 0,6 ym de largeur) [54].

Toutes les bactéries de l'ordre des Actinomycetales y compris les
mycobactéries possédent une propriété tinctoriale particuliere : elles ne se
décolorent pas sous l'action combinée d’'un acide fort et de l'alcool et sont ainsi
qualifiées d’Acido-alcoolo-résistantes (A.A.R). Cette propriété est liée a la structure

de leur paroi cellulaire [16].

La paroi cellulaire mycobactérienne est une structure complexe nécessaire
a la croissance cellulaire, a la résistance aux antibiotiques et a la virulence des
bacilles. Elle est composée d'une membrane plasmique qui est importante pour
maintenir I'équilibre osmotique et réguler le transport de solutés spécifiques entre le
cytoplasme et l'environnement. La membrane et l'espace périplasmique sont
entourées d'une paroi cellulaire riche en lipides (plus de 60% du poids de la paroi).

Elle fournit un support mécanique, une propriété de mise en forme et une intégrité
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structurelle a la bactérie [119]. Les trois principaux composants de la paroi cellulaire
sont le  peptidoglycane, les lipopolysaccharides  (arabinogalactane,
lipoarabinomannane et lipomannane) et la membrane externe. Cette derniere
contient des acides mycoliques et divers glycolipides [120]. Les acides mycoliques
se trouvent liés de maniere covalente a la partie arabinose du complexe
arabinogalactane formant ainsi le feuillet interne de la mycomembrane, mais
peuvent étre également trouvés sous forme libre ou lié de maniere non covalente a
d'autres saccharides pour former le tréhalose mono-mycolate (TMM) et le
dimycolate (TDM) appelés également « Cord Factor » (feuillet externe de la
mycomembrane) (Cf. figure 1.3). La capsule forme la couche la plus externe et est
composée principalement de protéines et de polysaccharides. Les couches riches
en lipides et en glucides de la paroi cellulaire servent non seulement de barriére de
perméabilité, offrant une protection contre les molécules hydrophiles, mais sont

également essentielles a la pathogenese et a la survie des mycobactéries [121].
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Figure 1.3: Structure schématique de la paroi cellulaire des mycobactéries

[122].
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1.6 Génome

Le génome des mycobactéries se présente sous forme d’'un chromosome
unique circulaire. Les especes CMT partagent 99,9 % de similarité au niveau
nucléotidique et leurs séquences d’ARN ribosomique 16S sont totalement
identiques. Cette extréme similarité témoigne d’une origine commune [53],
cependant certaines régions sont hautement polymorphes, soit par une variation en
nombre et / ou en position, soit par une variation de structure primaire. Ces zones
de polymorphisme semblent correspondre essentiellement a des segments de
génes codant pour des protéines dont la variabilité offre un avantage sélectif aux
bactéries (génes de résistance aux antituberculeux, genes codant pour des
protéines antigéniques impliquées dans I'échappement a la réponse immunitaire
etc.) ou a des séquences non codantes, telles que les séquences d'insertion ou
séquences répétées. Les structures polymorphes sont concernées par les

techniques de typage moléculaire des mycobactéries [123].

Dans le cas de M. tuberculosis, le génome entier de M. tuberculosis
H37Rv, une souche de référence largement utilisée, a été complétement séquencé
en 1998. Cette analyse a relevé que le génome de cette souche contenait 4 411 529
paires de bases (pb) et environ 3989 genes. Il a une teneur élevée en guanine +
cytosine (G+C) d’environ 65.6% [124]. Le séquencage a conduit a prédire que 3
924 geénes codent pour des protéines, dont 10% codent pour les protéines de la
famille PE et PPE [124];[125]. Ces protéines ont un réle important dans la survie de
M. tuberculosis grace a la régulation de la réponse immunitaire de I'’héte mais
également elles ont un effet immunogéne qui peut servir a la production des

nouveaux vaccins antituberculeux [126]; [127].

Le génome de la souche de M. bovis contenait 4 345 492 pb [128]. Ce
génome se differe de celui de M. tuberculosis par délétion génétique, ce qui entraine
des différences dans I'expression et la régulation des genes entre les deux especes.
La principale différence réside dans les genes codant pour les lipides de la paroi
cellulaire, les protéines antigéniques sécrétées et les protéines PE de la paroi
cellulaire. Ces derniéres puissent déterminer les différences de tropisme d'hétes
mammiféres pour les deux especes [129]. De plus, il existe des défauts dans

plusieurs genes de M. bovis impliqués dans le métabolisme des glucides y compris
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ceux responsables de la phosphorylation du glucose et de la formation du pyruvate
[117].

1.7 Biologie

1.7.1 Caractéres culturaux

Les mycobactéries sont des aérobies, bien que quelques espéces
notamment M. bovis, se développent mieux dans des conditions de faible
concentration en oxygéne [117]. La vitesse de croissance est tres variable, les
membres CMT ont une croissance lente avec un temps de génération élevé (de 20
a 24 heures pour M. tuberculosis) [130], par conséquent les cultures se développent
dans environ deux semaines jusqu'a six a huit semaines [131]. La plupart des
mycobactéries ont des besoins nutritionnels simples et sont capables d'utiliser une
gamme de sucres et d'acides organiques comme sources de carbone (ex. le
glycérol pour M. tuberculosis et le pyruvate sodique pour M. bovis) et divers amides
et acides aminés comme sources d'azote (ex. I'asparagine, la glutamate, I'alanine
et laspartate) [117]. Les conditions optimales pour la croissance sont une
température de 37°C pour les especes appartenant aux CMT, alors que les MNT
peuvent se multiplier dans un large éventail de températures allant de 4°C pour M.
psychrotolerans [111] a plus de 45°C, voire a 52°C pour M. thermotolerans et M.
phlei [132], un pH de 6,8 a 7, une pression de CO2 de 5 a 10% [131].

1.7.2 Caractéres biochimigues

Les caracteres biochimiques permettent le diagnostic différentiel des espéces
au sein du CMT. L’étude des caractéristiques biochimiques repose sur la mise en
évidence des activités biochimiques tels que la production de niacine et la présence
de la nitrate réductase, et d’épreuve de croissance en présence de différentes
substances tels que pyruvate, hydrazide de I'acide thiophéne-2-carboxilique (TCH),

thiosemicarnazone (Tb1) et pyrazinamide et D-cyclosérine [133].

1.7.3 Reésistance aux agents physico-chimigues

Les mycobactéries sont sensibles a la chaleur (détruites aprés une
exposition de 20 minutes a 60 C°, 20 secondes a 75 C°), aux rayons ultra-violets, a

I'iode, a I'alcool, aux dérivés phénoliques, aux hypochlorites et au formol. Le bacille



36

tuberculeux est néanmoins sensible a certains médicaments (traitement de la

tuberculose humaine) [16].

En revanche, elles résistent bien au froid (+4 C°), et a la dessiccation. Les
mycobactéries sont beaucoup plus résistantes que les bactéries usuelles aux
antiseptiques et désinfectants chimiques, elles résistent aux acides et aux bases en

solution, aux antibiotiques usuels [16].

Les mycobactéries peuvent survivre dans l'environnement dans des
conditions que la plupart des autres bactéries sont incapables [134]. Dans le cas de
M. bovis, la durée de la survie est variable selon la charge bactérienne dans
I'excrétions et les conditions climatiques (température, humidité et exposition aux
ultra-violets) [51], elle est variée entre 18 a 332 jours a une température de 12 a
24°C (selon I'exposition au soleil) [135]. Ce bacille peut également survivre entre 2
et 6 semaines dans des lésions tuberculeuses macroscopiques de poumons et
nceuds lymphatiques des bovins [136]. Des résultats similaires sont observés pour
les échantillons d’urine (3 jours en été et 28 jours en hiver) et sécrétions bronchiques
(7 jours en été et 70 jours en hiver) [137]. Mais sa survie peut étre prolongée jusqu'a
58 jours dans I'eau contaminée, et jusqu'a 2 ans dans les excréments couverts. Par
ailleurs, M. tuberculosis est relativement résistante a la chaleur dont la durée de vie
est 2 heures dans environnement exposé au soleil [138]. Les bacilles tuberculeux
peuvent conserver leur virulence aprés I'excrétion en dehors de I'hote. Ghodbane
et al. (2014) a démontré que M. tuberculosis, M. bovis et M. canetti conservaient

leur virulence apres un séjour de 12 mois dans le sol [139].

L’'une des caractéristiques des mycobactéries est le développement des
stratégies de la survie a l'intérieur de I'héte qui peuvent également utilisées en

dehors de I'h6te. Parmi ces stratégies on cite :

= Etat de dormance
La dormance est définie comme un état fonctionnel réversible des cellules
bactériennes, caractérisée par une activité métabolique réduite et un arrét de la
division cellulaire. Cette transformation est une réponse aux conditions

environnementales défavorables a une croissance normale [140].
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» Formation de biofilms
Dans les matrices environnementales, la paroi hydrophobe des mycobactéries leur
permet d’adhérer fortement aux particules en suspension dans 'eau, aux sédiments
ou encore aux surfaces favorisant ainsi la formation de biofilms [141]. Cette
organisation des mycobactéries leur confére une résistance accrue vis-a-vis des
conditions défavorables dans I'environnement [142]. Il a été démontré que M.
tuberculosis forme des biofilms, mais le role de ces biofilms dans l'infection a été
peu étudié [143].

* Interactions avec la faune de sol
Les mycobactéries environnementales et pathogénes y compris M. bovis sont
capables de survivre et multiplier dans les kystes d’amibes [144] ; [145] ; [146]. La
localisation intra-amibienne des mycobactéries les protége des conditions
environnementales défavorables, des biocides tels que le chlore [144] ; [147], des
antibiotiques [148], et favorise leur dissémination et leur implication potentielle dans

des maladies humaines [146].

1.7.4 Virulence

La virulence des mycobactéries semble étre due bien plus aux interactions
immunitaires entre le bacille et I'n6te qu'aux propriétés toxiques des bacilles [130].
Elle implique donc un ensemble de mécanismes complexes et variés faisant
intervenir de nombreux génes et protéines permettant notamment au bacille de
pénétrer dans les cellules de I'hbtes et d’y survivre en bloquant les différents

mécanismes de défense des macrophages [149].

Les bacilles tuberculeux possédent des constituants de la paroi cellulaire
nécessaires pour accéder au milieu intracellulaire, mais également de nombreuses
protéines et enzymes essentielles a I'inhibition de la phagocytose [40]. La paroi
cellulaire renferme beaucoup de facteurs de virulence, dont certains réduisent
immunité a lintérieur des cellules et participe a la persistance de ces bactéries
dans I'h6te [150].

o Lipomannane joue un role dans la modulation de la réaction immunitaire de
I'néte. Il provoque une induction d'IL-12 et finalement la mort cellulaire des

macrophages [151].



38

o Lipoarabino-mannanes (LAM) ont été impliquées comme facteur de virulence
de M. tuberculosis. Elles possedent des fonctions modulatrices de la
résistance bactérienne et du systeme immunitaire de I'nGte [152]. Elles
provoquent la déphosphorylation de la tyrosine kinase et inactive l'activité
kinase et éventuellement les fonctions des lymphocytes T et des cellules
phagocytaires telles que les macrophages [153]. Elles bloquent également
la maturation phagosomale, processus durant laquelle le phagosome
interagit avec les endosomes et les lysosomes pour la destruction des
bactéries [150]. Le Cord Factor protége les bacilles dans les macrophages
en réduisant I'efficacité des antibiotiques et inhibant la réponse immunitaire
[154].Ces réles incluent l'inhibition de la fusion et acidification de la
phagosome-lysosome mais également induction des Iésions tissulaires par
stimulation de la libération des cytokines pro-inflammatoires tels que TNFaq,
IL-6 et IL-12 [155] ;[156] ;[157].

o Sulfolipides jouent un role dans l'inhibition de la fusion phagosome-lysosome
et empéchent ainsi la libération de superoxydes affectant la phagocytose et

la sécrétion les cytokines [158].
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CHAPITRE 2

EPIDEMIOLOGIE DE LA TUBERCULOSE HUMAINE
ET BOVINE

2.1 Epidémiologie descriptive

2.1.1 Situation épidémiologique mondiale de la tuberculose humaine

Selon le rapport annuel de 'OMS en 2020, 10 millions de personnes ont
contracté la tuberculose (130 cas /105 habitants) et 1,4 million de décés. Sur le plan
geographique, la plupart des cas ont été enregistrés dans les régions de I'Asie du
Sud-Est (44%), de I'Afrique (25%) et du Pacifique occidental (18%). Cependant, des
proportions plus faibles sont survenues dans les régions de la Méditerranée
orientale (8,2%), de 'Amérique (2,9%) et de 'Europe (2,5%) (Cf. Tableau 2.1). Huit
pays représentaient deux tiers des cas notifiés se sont produits en Inde (26%),
Indonésie (8,5%), Chine (8,4%), Philippines (6%), Pakistan (5,7%), Nigéria (4,4%),
Bangladesh (3,6%) et Afrique du Sud (3,6%). Ces pays et 22 autres pays figurant
sur la liste de 'OMS des 30 pays ou la charge de la tuberculose est élevée
représentaient 86 % des cas dans le monde [3].

Tableau 2.1: Estimation de l'incidence mondiale de la tuberculose humaine en

2019 [3].
Continent Incidence (Nbr x103)
Afrique 2 470 (2 190-2 750)
Amériques 290 (269-311)
Méditerranée Orientale 819 (646-1 010)
Europe 246 (215-281)
Asie du Sud-Est 4 340 (2 460-5 320)
Pacifique occidental 1 800 (1 480-2 150)
Total 9 960 (8 940-11 100)

Le taux d'incidence variait considérablement d'un pays a l'autre. En 2019,
54 pays avaient une faible incidence de tuberculose (mois 10 cas pour 105 habitants

par an), principalement dans la Région OMS des Amériques et de I'Europe, ainsi
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qgue dans quelques pays des régions de la Méditerranée orientale et du Pacifique
occidental. Il y avait 150 a 400 cas pour 105 habitants dans la plupart des 30 pays a
forte charge de tuberculose et plus de 500 cas en République centre-africaine, en
République populaire démocratique de Corée, au Lesotho, aux Philippines et en
Afrique du Sud (Cf. figure 2.1) [3].
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Figure 2.1 : Estimation du taux d'incidence de la tuberculose humaine
(incidence/105) pour I'année 2019 [3].

2.1.1.1 Situation épidémiologigue de la tuberculose humaine en Algérie

En Algérie, la situation épidémiologique a évolué en plusieurs étapes,
suivant le développement des conditions socioéconomiques et 'amélioration de la
prise en charge médicale des cas. Avant l'indépendance, l'incidence de la
tuberculose était estimée de 300 cas pour 10° habitants. Au lendemain de
'indépendance et jusqu’a la fin des années 80, il y a eu une réduction considérable
du risque annuel de l'infection (20 a 99 cas/10%).

A partir de 1990, la courbe de I'évolution de la tuberculose connait une
stagnation puis une augmentation de l'incidence qui peut atteindre 60 cas/10°
habitants. Cette période est marquée par les déplacements de populations vivant
dans les zones rurales reculées et I'insécurité empéchant les visites de supervision.
Dans la méme période, lincidence annuelle des cas de tuberculose extra-

pulmonaire déclarés augmente, rejoignant la courbe d’incidence des cas de
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tuberculose pulmonaire a microscopie positive. Cette augmentation est liée
probablement a I'évolution de la primo-infection tuberculeuse, traduisent a la fois
l'intensité de la transmission du bacille dans la population jeune et I'amélioration
progressive de la couverture sanitaire de la population.

A partir de l'année 2000, la relance des activités du programme
antituberculeux a permis de constater une régression de l'incidence des cas de
tuberculose pulmonaire contagieuse qui décline au-dessous du seuil de 17 cas pour
10° habitants en 2016. Durant ces derniéres années, I'incidence annuelle des cas
de tuberculose extra pulmonaire déclarée augmente rapidement et dépassant celle

de la tuberculose pulmonaire (Cf. figure 2.2) [159].
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Figure 2.2 : Evolution du taux d'incidence de la tuberculose humaine en
Algérie [4] ;[159].

2.1.2 Situation épidémiologique mondiale de la tuberculose bovine

La répartition géographique de la tuberculose bovine a radicalement changé
ces derniéres décennies. Avant lintroduction des mesures de contrOle et la
pasteurisation du lait dans les pays développés, la tuberculose étaient largement
répartie a travers le monde [18]. Apres la mise en place de ces mesures sanitaires,
on retrouve un gradient Nord/Sud ou les prévalences les plus fortes sont rapportées
dans les pays en développement (Afrique, Amérique Centrale et sud, certains pays

de I'Asie et le moyen d’orient) [160].
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Selon le rapport de I'Office international d’Epizooties (OIE), sur 188 pays
ayant signalé leur statut sanitaire vis-a-vis la tuberculose bovine, 44% (82 pays) ont
déclaré la présence de la maladie chez les animaux domestiques et sauvages
durant 'année 2017-2018 (Cf. figure 2.3) [161]. En Afrique, 30 sur 59 pays ont
rapporté la présence de la tuberculose bovine durant la période 2015-2017 [162] ;
[163].
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Figure 2.3: Répartition géographique de la tuberculose bovine chez les animaux
domestiques et sauvages dans le monde durant la période du janvier 2017 au juin
2018 [161].

Dans les pays en développement, les données sur la prévalence de la
tuberculose bovine sont rares, et l'information disponible ne représente pas
forcément la situation épidémiologique réelle de la maladie, en raison de manque
d’'un systéme efficace de surveillance et de notification [164]. Sur 55 pays africains
et 36 pays asiatiques, seuls sept pays africains et sept pays asiatiques appliquent
des mesures adéquates de la surveillance et la lutte contre la maladie, les 77 pays
restants contrélent la maladie de maniére inadéquate ou pas du tout [165]. La
plupart des données disponibles sur la prévalence de l'infection & M. bovis chez le
bovin en Afrique proviennent de I'inspection post-mortem au niveau des abattoirs.
Cette prévalence est variable d’'une zone géographique a l'autre (de <1% a > 10%)
(Cf. Tableau 2.2) [166].
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Bien que dans certaines parties des pays d'’Ameérique latine et des Caraibes,

des progres significatifs aient été réalisés dans la lutte contre la tuberculose bovine

et que des taux d'infection inférieurs a 1% aient été signalés pour 30% des bovins

de la région, 70% des bovins sont élevés dans des zones ou les taux d'infection

sont plus élevés (une prévalence de troupeau allant jusqu'a 56%) [167] ; [168].

Tableau 2.2 : Apercu sur certains rapports sur les prévalences de la tuberculose

bovine estimées par l'inspection post-mortem dans différents pays africains.

Pays Région Période d’étude Prévalence % Références
Burkina Faso Centre/ Sud-Ouest 2011 6,74 (101/1,499) [169]
Cameroun Nord-Ouest 2013 8,8 (207/2,346) [170]
Egypte Nord-Est (Ismailia) 2010 0,6 (86/13,866) [171]
Ethiopie Sud 2006-2007 10,2 (337/3,322) [166]
Ghana Sud (Accra) 2009 5 (145/2,886) [172]
Erythrée Centre (Asmara) 2014-2015 0,05 (15/26,603 [173]
Sud 2007 1,8 (60/3,330) [174]
Mali Sud 2008-2010 11,7 (79/675) [175]
Maroc Nord-Ouest (Rabat) 2014-2015 3,7 (327/8,658) [176]
Niger Ouest (Niamey) 2007-2008 0,19 (819/432,764) [177]
Nord (Bauchi) ND 15 (120/800) [178]
Nord-Ouest 2014 6,1 (226/3,690) [179]
Nigéria Sud-Ouest ND 11,3 (46/408) [180]
Rwanda Centre (Kigali) 2009 0,9 (148/16,753) [181]
Sud d’Afrique Sud-Ouest ND 2,5 (376/14,950) [182]
(Est cape Province)
Soudan Ouest (Sud Darfur) 2007-2009 6 (400/6680) [183]
Tchad Centre-Ouest 2002 7,3 (727/10,000) [184]
(N’'Djamena)
Ouganda Centre (Mubende) 2013-2014 9,7 (153/1,576) [185]
Zambie Sud 2004 14,1 (98/695) [186]

ND : Non déterminé.


https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89rythr%C3%A9e
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2.1.2.1 Situation épidémiologique de la tuberculose bovine en Algérie

L’Algérie est un pays endémique de la tuberculose bovine et les foyers sont
repartis sur le territoire nationale [5]. Malgré la mise en place d’'un systéme de
surveillance, la situation épidémiologique de la maladie reste méconnue et la plupart
des données publiées proviennent des études a des fins de recherche [187]. Des
investigations  anatomopathologiques, sérologiques, bactériologiques et
moléculaires ont été effectuées dans différentes régions du pays. Ces études ont
pu estimer la prévalence de la tuberculose bovine et identifier les souches
responsables de la maladie (Cf. Tableau 2.3).

Tableau 2.3 : Prévalence de la tuberculose bovine dans quelques wilayas de la

région Centre et Est algérien.

Région d’étude Période Technique Prévalence Références
d’étude d’analyse (%)
Alger + Blida 2007 IP+ 3,6 [5]
Bactériologie+
Biomol
Béjaia 2009-2018 IP 0,007 [188]
Jijel 2017-2018 IP 1,2 [189]
Sétif + M’'Sila + 2018-2019 Sérologie 3,5 [187]
Constantine (ELISA)

IP : Inspection post-mortem ; Biomol : Biologie moléculaire.

Dans les pays du Nord, la tuberculose liée a M. bovis est un probleme de la
santé animale presque sous contrdle [55], la majorité des pays en Europe et en
Ameérique du Nord, ainsi que I'Australie, sont indemnes de la maladie ou proches
de son éradication compléte chez le bétail [164]. Actuellement, 18 pays d'Europe
(Allemagne, Autriche, Belgiqgue, Danemark, Estonie, Finlande, France, Lettonie,
Lituanie, Luxembourg, Hongrie, Malte, Pays-Bas, Pologne, République Tchéque,
Slovaquie, Slovénie, Suede) ont le statut de pays officiellement indemnes, et trois
autres en partie (Royaume-Uni : Ecosse et ile de Man ; Italie : 14 régions ; Portugal
: région de I'Algarve ; Espagne : ile des Canaries) [16].

Cependant, le maintien de M. bovis chez les especes sauvages a
considérablement compromis les efforts d’éradication dans certains pays comme
I'lrlande, la Nouvelle-Zélande, le Royaume-Uni de Grande-Bretagne et d’Irlande du
Nord et dans certaines parties des Etats-Unis d’Amérique [164].
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2.1.3 Situation épidémiologique de la tuberculose zoonotique

La tuberculose zoonotique est répartie dans le monde entier et en particulier
en Afrique [190].

L’incidence de la tuberculose humaine due a M. bovis varie considérablement
d’'un pays a l'autre, en fonction de la prévalence de la maladie chez les bovins, des
conditions socio-économiques, des habitudes de consommation et des pratiques
d’hygiéne alimentaire [18]. En 2019, il a été estimé que 140 000 nouveaux cas de
tuberculose zoonotique ont été signalés chez des personnes et 11 400 déces dus
a la maladie dans le monde, et la plupart des cas sont survenus en Afrique (Cf.
Tableau 2.4) [3].

Tableau 2.4 : Estimation de l'incidence et la mortalité de la tuberculose humaine

due a M. bovis dans différents continents pour I'année 2019 [3].

Continent Incidence Mortalité

Afrique 68 900 8 440
Amériques 870 42
Méditerranée Orientale 8 190 604
Europe 986 65

Asie du Sud-Est 43 400 2020
Pacifique occidental 18 000 270

Total 140 000 11 400

A I'échelle mondiale, seuls 16 pays ont signalé la détection de M. bovis chez
des patients atteints de tuberculose, dont un seul (Afrique du Sud) était un pays a
forte charge de tuberculose [191]. Les données disponibles sur la tuberculose
zoonotigue ne représentent pas avec précision l'incidence réelle de cette maladie,
en raison de l'absence d’une surveillance systématique de la tuberculose bovine
chez 'homme dans les pays en développement ou la tuberculose bovine est
endémique et l'incapacité des procédures de laboratoire les plus couramment
utilisées pour diagnostiquer la tuberculose humaine afin d'identifier et de différencier
M. bovis de M. tuberculosis [9] ;[10] ; [165] ;[192] ; [193]. La plupart des données
publiées sur la tuberculose zoonotique proviennent d’études qui ne sont

généralement pas basées sur des données représentatives au niveau national.
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Malgré les limites en matiere de représentativité des données, la proportion des cas

rapporté dans certains études est préoccupante [10] (Cf. Tableau 2.5).

Dans les pays en développement, certains rapports ont spéculé que M. bovis
représentait 10 a 15% des cas de tuberculose chez ’homme [165], tandis que selon
d’autres estimations cette infection ne représenterait que 0,4 a 8% des cas [194].
En Afrique, M. bovis pourrait étre responsable de 37,7% de tous les cas de

tuberculose humaine et environ 70 000 des cas sont survenus annuellement [10].

Tableau 2.4 : Apercu sur les études ayant rapportées l'isolement du M. bovis chez

I'hnomme dans certains pays d'Afrique.

Pays Région Type Technique Période Prévalence % Références
d’échantillon d’analyse d’étude de TBz

Nord- Aspiration NL Biomol ND 5 (2/40) [195]

Ouest
Sud Aspiration NL+ Biomol 2006-2010 0,6 [196]
Ethiopie Nord Aspiration NL+  Biochimie 2007-2008 14,9 (8/57) [197]

Crachat
Centre Aspiration NL+ Biomol 2013 1,4 (1/74) [198]
Nord Crachat Biochimie ND 15,4 (10/65) [199]
Nigéria ND Crachat Biomol 2010-2011 0,3 (1/375) [200]
ND Crachat Biomol 2009-2010 0,9 (4/423) [201]
Est Biopsie et Biomol 2013 76 (60/79) [202]
Tunisie (Sfax) aspiration NL Biochimie
Sud EP Biomol 2013-2015 76,8 (76/99) [203]
Sud Crachat Biomol 2011-2012 5,5 (2/33) [204]
Zambie Sud Crachat Biomol 2008/2011 0,86 (8/1017) [205]
Burkina  Centre/Sud Crachat Biomol 2009-2013 1,2 (7/576) [169]
Faso -Ouest Biochimie

Sud Crachat Biochimie 2003 3,1 (2/64) [206]

Ghana (Accra)
Nord/Sud Crachat Biomol 2012-2014 0,9 (15/1,755) [207]
Ouganda  Nord-Est Biopsie NL Biomol ND 7 (3/43) [197]

(Karamoja)

TBz : Tuberculose zoonotique ; NL : Noeuds lymphatiques ; EP : Extra-pulmonaire ; ND : Non

déterminé ; Biomol : Biologie moléculaire.
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Dans les pays développés, M. bovis représente géenéralement une part
insignifiante de I'ensemble des cas de tuberculose chez 'homme. Elle provoque
moins de 2% de tous les cas de tuberculose aux Etats-Unis d’Amérique [208], et
provoquerait moins de 1,5% des cas humains confirmés au Royaume-Uni de
Grande-Bretagne et d’Irlande du Nord [6]. Aux Pays-Bas, l'infection a M. bovis a

représenté environ 1,4% de tous les cas de tuberculose entre 1993 a 2007 [209].

2.2 Epidémiologie analytique

2.2.1 Transmission (Voie, mode et source)

Chez le bovin, l'inhalation est la voie d'infection la plus courante, provoquant
des Iésions du nasopharynx et des voies respiratoires inférieures, y compris les
poumons et les noeuds lymphatiques satellites [210] ;[211]. En revanche, l'ingestion
de M. bovis provenant de péaturages, daliments ou d'eau contaminés par des
sécrétions muqueuses ou nasales, des matieres fécales ou de I'urine contenant le
bacille tuberculeux, provoquant généralement des lésions des ganglions
lymphatiques mésentériques [212] et peu ou pas de Iésions visibles sur la paroi
intestinale [213].

D'autres voies d'infection, telles que transplacentaire, génitale ou intra-

mammaire, sont désormais rares.

o La transmission transplacentaire au fcetus résulte probablement d'une
endométrite tuberculeuse et conduit a la formation du complexe primaire
dans le foie et / ou dans les ganglions lymphatiques portes. Les veaux nés
avec des infections congénitales développent généralement une tuberculose
généralisée au cours des premieres semaines ou des premiers mois de leur
vie [213] (environ 1,2% des veaux nés de meéres tuberculeuses susceptibles
d’étre infectés congénitalement) [214].

o La transmission vénérienne peut se produire si la tuberculose bovine est
établie dans les organes génitaux.

o La tuberculose mammaire est généralement transmise par voie iatrogene
d'une vache a lautre par le biais de traitements intra-mammaires. La
tuberculose chez les veaux était souvent une conséquence de la présence
de M. bovis dans le lait maternel [212] ;[215] ; [216].



48

Chez 'hnomme, linfection tuberculeuse est contractée généralement par
inhalation d’un ou plusieurs bacilles tuberculeux émises par un patient-source
atteint de tuberculose pulmonaire ou laryngée, particulierement lors d’'un effort de
toux, d’éternuement, ou de vocalisation. Ces bacilles se trouvent dans des
particules aériennes suffisamment petites (1 a 5 um), appelées gouttelettes de
Pfligge, qui séchent rapidement dans I'air, mais peuvent rester en suspension dans
une piéce non aérée pendant environ 30 min [217]. Dans les cas rares, la
transmission se produit par contact direct avec des liquides organiques infectés (ex.
urine, drainage d’'un abcés tuberculeux) ou par lintermédiaire d’'un matériel
contaminé (ex. seringues, sonde de lavage gastrique ou bronchoscope etc.)
[218] ;[219] ; [220].

Les enfants atteints de tuberculose pulmonaire ont des sécrétions endo-
bronchiques pauci-bacillaires et une force de toux réduite, et ils infectent donc
rarement les autres [221] ;[222]. Cependant, les adolescents atteints de tuberculose
pulmonaire réactivée ont une charge bacillaire plus importante et une toux plus

forte, ils peuvent étre une source importante des bacilles [223] ; [224].

L’infection de 'homme par M. bovis peut se reproduire par voie aérienne fait
suite d’un contact étroit avec des bovins infectés [225]. Ce mode de transmission
est le plus courant pour les éleveurs, les vétérinaires, les ouvriers d'abattoir
[226] ;[227] ;[228], qui peuvent développer une tuberculose pulmonaire et mettre a
leur tour en danger d'autres personnes et d’animaux [229] ; [230], ou indirectement
par ingestion du lait infecté non pasteurisé et/ou des viandes ou produit carnés
provenant du bovin infecté [165] ;[230-233], ou par inoculation accidentelle a
laquelle sont exposés ceux qui manipulent des Iésions tuberculeuses (inspecteurs
et ouvriers d’abattoirs).

La transmission interhumaine de M. bovis est possible mais peu de cas ont
pu étre vraiment confirmé. Comme dans la plupart des zoonoses, 'homme n’est
généralement qu’un héte accidentel de M. bovis et l'infection dépend de la source

animale [234].
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2.2.2 Conditions d’infection et les facteurs de risque

2.2.2.1 Pour 'homme

Le contact de 'homme avec les agents pathogénes y compris le bacille
tuberculeux est nécessaire mais pas suffisant pour le développement des maladies.
Les facteurs tenant a [I'héte (intrinséques) et facteurs environnementaux
(extrinséques), jouent un role crucial dans l'infection et le développement des signes
cliniques [235] ; [236].

2.2.2.1.1 Facteurs intrinseques

Les facteurs liés a I'hnbéte jouent un réle important dans I'immunité innée a la
tuberculose [237].

o Prédisposition génétique

Les facteurs génétiques de I'héte jouent un rdle important dans la
modulation des réponses immunitaires a M. tuberculosis et dans la progression
clinique de la tuberculose [238]. Des études sur la sensibilité mendélienne aux
maladies mycobactériennes (MSMD, Mendelian Susceptibility to Mycobacterial
Diseases) ont abouti a l'identification de multiples mutations monogéniques rares
dans les genes codant pour les protéines de la voie IL12 et IFN-y, augmentant la
sensibilité aux maladies mycobactériennes [239] ; [240]. Ces mutations ont été
identifiées dans sept génes autosomaux (IFNGR1, IFNGR2, IL12B, IL12RB1,
STATL, IRF8, ISG15) et deux génes sur le chromosome X (NEMO, CYBB) [241-
243]. D’autres études ont indiqué que les polymorphismes des génes TLR, KIR,
VDR, ASAP1, AGMO, FOXP1 et UBLCP1 ont des effets sur le phénotype de la

maladie, mais aussi sur l'issue du traitement antituberculeux [238].

o Age

L'age a une influence sur la sensibilité a la tuberculose. Les enfants jusqu'a
I'age de 5 ans sont tres sensibles, en particulier a la tuberculose disséminée et a la
méningite tuberculeuse. Ceux entre I'age de 5 ans et le début de la puberté
semblent relativement résistants. Dans les pays en développement, la grande

majorité des cas surviennent entre 15 et 59 ans [244].
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o Sexe

Des enquétes menées dans plusieurs pays montrent que plus d'hommes que
de femmes recoivent un diagnostic de tuberculose, mais il n'est pas clair si cela est
da a des différences liées au sexe, a des facteurs de mode de vie tels que le
tabagisme ou a la capacité d'accéder aux soins de santé [244].

o Immunodépression

La co-infection par le Virus Immunodéficient Humain (VIH) est le facteur
immunosuppresseur le plus puissant pour développer une tuberculose active [245].
Elle augmente considérablement les risques de réactivation de l'infection latente
[246] et aboutit généralement a une dissémination généralisée provoquant une
tuberculose extra-pulmonaire [247]. Ce risque est 6 a 26 fois supérieur a celui des
sujets non infectés [248]. Le VIH entraine une diminution de la population de
lymphocytes CD4. Ces derniéres produisent approximativement la moitié de la
qguantité d'interféron-gamma (INF-y) indispensable a la formation et le maintien des

granulomes tuberculeux matures [249] ;[250].

o Malnutrition

La malnutrition se caractérise par des carences nutritionnelles en éléments
protéino-énergétiques associées a de carences de productions de cytokines

indispensables a la coordination de la réponse immunitaire [251].
o Diabéte

Les patients atteints de diabéte sucré courent un risque plus élevé de passer
d'une tuberculose latente a une tuberculose active [252]. Certaines études ont
montré que les patients atteints de diabéete sont plus susceptibles de développer
une tuberculose multirésistante, bien qu'il n'y ait pas encore d'explication a cette
association [253]. Environ 15% des cas de tuberculose dans le monde pourraient
étre liés au diabete [252]. Le diabéte entraine une sensibilité accrue a la
tuberculose par le biais de plusieurs mécanismes, dont I'hyperglycémie et
I'insulinopénie cellulaire, qui ont des effets indirects sur la fonction des macrophages
et des lymphocytes [254].
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o Tabagisme

De nombreuses études ont montré une association défavorable entre les
épidémies mondiales de tuberculose et de tabagisme, I'exposition a la fumée de
tabac ayant été associée a une infection tuberculeuse, une tuberculose active et
une mortalité liée a la tuberculose [255]. Le role du tabac dans la pathogenese de
la tuberculose est lié a un dysfonctionnement de I'appareil muco-ciliaire et
affaiblissement du systéme immunitaire, augmentant la sensibilité a l'infection par
M. tuberculosis [256].

o Alcoolisme

La consommation de l'alcool a été reconnu comme un facteur de risque
important de la maladie tuberculeuse [257], en raison de l'altération du systeme
immunitaire, en particulier la modification des molécules de signalisation

responsables de la production de cytokines [258].

Concernant la tuberculose zoonotique, le risque d’infection de ’homme par
M. bovis est plus élevé dans certaines catégories professionnelles, notamment dans
le secteur de I'élevage [259]. Les personnes a risque sont les éleveurs, les
vétérinaires, les travailleurs des abattoirs, les marchands d'animaux, les gardiens
de zoo, les trayeurs, le personnel dautopsie, le personnel de laboratoire
[260] ;[261].

2.2.2.1.2 Facteurs extrinsegues

Les facteurs environnementaux déterminent l'intensité et la durée de

I'exposition d'un individu a d'autres personnes atteintes de tuberculose [244].

o Facteurs socio-économiques et comportementaux

L’urbanisation rapide observée dans les pays en développement et le statut
socioéconomique (SSE) des individus ont une influence sur la sensibilité a I'infection
[262] ;[263]. L'incidence de la tuberculose est généralement plus élevée dans les
zones urbaines que dans les zones rurales [264]. Cette forte charge de la
tuberculose dans les zones urbaines peut étre due a une forte densité de population,
a des conditions de vie et de travail surpeuplées, ainsi qu'a des changements de

mode de vie [265]. Historiquement la tuberculose liée a la pauvreté [248]. Les
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personnes a faible SSE sont exposées a plusieurs facteurs de risque évoqués ci-
dessus (y compris la malnutrition, I'alcool, tabac etc.) qui augmentent leur risque de
tuberculose [266].

o Promiscuité

C’est un facteur trés important. La promiscuité accroit le risque de
tuberculose infection en augmentant la probabilité du contact avec un sujet
tuberculeux [248]. Les personnes vivant ou travaillant dans des environnements ou
la prévalence de la tuberculose est particulierement élevée courent un risque élevé
d’infection, par exemple le personnel et les détenus des prisons [267], le personnel

de santé, les personnes sans domicile [268].

o Pollution de I'air

La fumée du bois ou des biomasses a déja reconnu comme un facteur de
risque de la tuberculose [269-271]. Elle entraine une altération de la fonction
phagocytaire [272]. De plus la combustion des biomasses libére des grandes
particules, telles que le monoxyde de carbone, 'oxyde de I'azote, le formaldéhyde
et les hydrocarbures poly-aromatiques qui peuvent se déposer profondément dans

les alvéoles et causer des Iésions [273-275].

2.2.2.2 Pour le bovin

Elles dépendent du pouvoir pathogene du bacille tuberculeux d’'une part et de

la réceptivité et sensibilité de I'hdte d’autre part.

2.2.2.2.1 Facteurs tenant aux bacilles tuberculeux

o Quantité de l'inoculum

Une dose minimale, variable selon I'espéce inoculée et de la voie de

pénétration du bacille.

o Voie d’inoculation

La dose infectante par la voie respiratoire est trés faible, inoculation intra-
trachéale de 6 a 10 bacilles viables a des veaux suffit a provoquer des lésions

pulmonaires et/ ganglionnaires [276] ; [277] et pour la contamination par ingestion,
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la dose infectante est bien supérieure a celle par la voie respiratoire (plusieurs
millions de bacilles) [278] ;[279].

o Répétition des doses

L’inoculation d’une dose unique de bacilles tuberculeux peut n’entrainer que
des lésions bénignes évoluant vers la stabilisation, des doses plus faibles mais
répétées dans le temps, loin de susciter le développement d’'une immunité,

favorisant I'apparition d’une tuberculose évolutive [16].

o Virulence de la bactérie

Les bacilles peu pathogenes déterminent une tuberculose localisée limitée
au complexe primaire, alors que les bacilles tres virulents induisent des Iésions

exsudatives [16].

2.2.2.2.2 Facteurs tenant a ’h6te

2.2.2.2.2.1A I'échelle individuelle

La sensihilité des bovins est multifactorielle :

o Age

De nombreuses études dans divers pays ont identifié 'age comme un facteur
de risque [280-282]. La maladie se manifeste plus fréquemment chez les animaux
agés parce qu’elle est de nature chronique et que I'éventualité d’'une exposition a

I'infection augmente avec le temps [234].
o Sexe

Les facteurs de risque relatifs au sexe sont liés probablement aux pratiques
de gestion ou aux habitudes zootechniques [283]. La plupart des études rapportent
que la prévalence de la tuberculose bovine est plus élevée chez les femelles que
les males [284-286]. Cela pourrait probablement étre attribué a la longueur de la vie
productive des vaches par rapport aux males, de plus la nature stressante de
I'élevage liée a la gestation, la parturition et la lactation, les rend plus vulnérables

aux infections [287].
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o Race

La race a été identifiee comme un facteur de risque surtout dans les études
africaines, ou les races européennes importées peuvent étre moins résistantes que
les races croisées, cela pourrait s’expliquer par la variabilité des conditions de
I'élevage [288], c’est I'utilisation d’'une race dans un type de production précis qui
est a prendre en compte [163]. La maladie est plus fréquente chez les bovins laitiers
que les bovins de boucherie, non seulement que leur vie économique est longue
mais aussi parce que les contacts sont étroits entre les animaux, soit au moment

de la traite ou par cohabitation dans les étables [234].

o Statut immunitaire

L'immunosuppression est un facteur prédisposant a un certain nhombre de
maladies y compris l'infection par M. bovis [212]. Tous les facteurs entrainant une
diminution de I'état général tels que les carences alimentaires, le stress occasionné
par des conditions d’élevages intensives et les maladies intercurrentes (fasciolose,

diarrhée virale bovine etc.) augmentant la sensibilité au bacille tuberculeux [16].

o Résistance et susceptibilité génétigue

Les caractéristiques génétiques de I'héte pourraient également jouer un
réle important dans la résistance et la sensibilité a I'infection [289-291]. Des études
récentes sur des génomes complets de bovins ont identifié des loci particuliers

impliqués dans la résistance a la maladie [292].

2.2.2.2.2.2A I'échelle du troupeau

Les facteurs classiquement incriminés sont les suivant :

o Introduction d’'un animal infecté

L’introduction d’un animal infecté représente un important facteur de risque
d’apparition de la tuberculose dans un cheptel bovin indemne. Cette introduction
peut étre due a I'achat d’'un animal infecté en provenance d’'un marché de bétail ou
d’'une autre ferme d’élevage infecté ou bien au prét d’'un animal tuberculeux [66].
Plusieurs études suggeérent que la part de risque attribuable a la transmission entre
élevages géographiquement proches est plus importante que celle associée a la

transmission par le commerce [293] ;[294].
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o Voisinage

Le voisinage proche (<3 métres) de patures avec des troupeaux ayant été
récemment infectés a été identifié comme un facteur de risque [295]. La proximité
des élevages facilite les contacts entre bovins, gu'ils soient directs (mélanges,
divagation et préts d'animaux), ou indirects (préts de matériel, partage de points
d'eau, épandage sur les patures du fumier d'un autre élevage). Le voisinage des
bovins avec la faune sauvage est considéré comme un élément important pour la
contamination et la recontamination des élevages par un contact direct qui soit
probablement rare, ou indirect par la fréquentation des points d'eau, des péatures ou
des zones de stockage des aliments contaminés par les déjections de ces animaux
infectés [296].

o Persistance

La résurgence d’une infection ancienne, c'est-a-dire la réapparition de la
tuberculose dans un élevage atteint puis assaini sans nouvelle introduction de M.
bovis [297]. Peut étre liée a plusieurs mécanismes. Tout d’abord, quand le troupeau
ne subit pas un abattage total, I'infection peut persister dans le troupeau chez un
bovin infecté faiblement réagissant (ou non réagissant) aux tests de dépistage. La
récidive peut également étre liée a la persistance a bas bruit du bacille dans

'environnement, notamment quand la désinfection est insuffisante [66].
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CHAPITRE 3

ETUDE CLINIQUE ET DIAGNOSTIQUE DE LA
TUBERCULOSE

3.1 Pathogénie

A partir du site d'entrée initial (souvent les poumons), le bacille tuberculeux
envabhit les ganglions régionaux provoguant souvent des granulomes, en réponse a
des facteurs de virulence et a une stimulation antigénique chronique afin de limiter
la propagation des bacilles au sein de I'hote en bloquant l'infection. L’association de
chancre d’inoculation et 'adénopathie constitue le complexe primaire ou complexe
de « Ghon » [298].

Chez 'homme, La primo-infection est toujours asymptomatique. Dans 90 %
des cas, la réponse immunitaire de l'organisme prévient la prolifération des
mycobactéries, mais celles-ci peuvent persister a I'état quiescent dans les
macrophages. On parle d’infection tuberculeuse latente (I'individu infecté n’est ni
malade, ni contagieux). Dans 5 a 10% des cas, les mycobactéries peuvent
disséminer dans I'organisme menant a une tuberculose maladie (active) qui peut
survenir lors d’'un deuxiéme contact avec le BK (réinfection) ou pour toute baisse de
'immunité cellulaire. Sa localisation est pulmonaire pour les trois quarts des cas et

extra-pulmonaire pour le quart restant [299].

Chez le bovin, la primo-infection peut étre rester latente ou se développer a
une tuberculose secondaire, suivant I'interaction entre le bacille et I'héte [300]. Si la
réponse immunitaire est inefficace, I'infection peut se généraliser a ce stade initial,
ce processus est connu sous le nom de généralisation précoce. De méme, la
généralisation peut se produire dans la phase post-primaire ou apres la réinfection
et on parle de généralisation tardive. La forme la plus courante de généralisation
est la tuberculose miliaire, qui se caractérise par un grand nombre de petits foyers

caséeux gris a blanc jaunatre ressemblant a des graines de millet. Ces lésions
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peuvent également varier en taille, ce qui suggére une bactériémie plus prolongée.
Une généralisation aux surfaces séreuses, en particulier la plevre, le péricarde ou
le péritoine, peut également se produire et se caractérise par de multiples petits
tubercules d'environ 0,5 a 1 cm de diamétre qui ressemblent & des perles (Cf. figure
3.1). Les épanchements sur les surfaces séreuses sont trés rares dans la

tuberculose bovine [301].

Nodules jaunatres

Figure 3.1 : Nombreux nodules jaunatres ressemblent a des perles sur le tissue

pulmonaire (forme perliere) [56].

Certaines formes de généralisation semblent particulierement fulminantes et
étendues et provoquent une caséification diffuse de Iésions avec une minéralisation
minimale. Ces formes se produisent fréquemment dans le poumon et sont

généralement appelées « formes ouvertes » (Cf. figure 3.2).

Cavernes au niveau
du tissue
pulmonaire

Figure 3.2 : Altération granulomateuse des poumons avec formation des cavités

(forme ouverte de la tuberculose) [56].

3.2 Réaction immunitaire antituberculeuse

Aprés l'inhalation, les bacilles sont dirigés jusqu’au alvéoles ou ils sont

phagocytés par les macrophages alvéolaires. Les macrophages infectés secrétent
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des médiateurs solubles (chémokines et cytokines) stimulant le recrutement
d’autres populations cellulaires telles que les neutrophiles, les cellules dendritiques,
les monocytes sanguins et les cellules tueuses (NKs). Les cellules dendritiques
phagocytes les mycobactéries, migrent dans les ganglions satellites, y présentent
les peptides mycobactériens aux lymphocytes T naifs (CD4 et CD8), ce qui entraine
leur activation en lymphocytes T effectrices. Ces derniers migrent a leur tour vers le
foyer infectieux pour orchestrer la réponse immunitaire. Les lymphocytes T CD4
Thl sont cellules principales de la réponse antituberculeuse, elles sécretent IFN-y,
Interleukine 2 (IL2) et le facteur de nécrose des tumeurs alpha (TNFa), qui ont
principalement une action synergique sur I'activation des mécanismes microbicides
des macrophages tandis que les lymphocytes T CD8 sont plutét impliqués dans la
lyse des macrophages infectés. Le changement de profil de sécrétion de cytokines
TH1 vers un profil de sécrétion de type TH2 (Interleukine-4 (IL4), IL-5, IL- 10) serait

associé a la maladie tuberculeuse a un stade tardif [302].

L’ensemble de ces cellules participe a la formation compléte du granulome
ou « tubercule », qui est un nodule inflammatoire granulomateux jaunatre circonscrit
d'environ 2 a 20 mm de diamétre qui est plus ou moins encapsulé par le tissu
conjonctif et contient souvent une nécrose caséeuse centrale et une minéralisation
[210]. Chez le bovin, Tous les organes peuvent étre touchés par la tuberculose,
mais les Iésions tuberculeuses sont localisées 60% des cas dans les poumons et
les ganglions lymphatiques (plus souvent nceuds lymphatiques de la téte et de la
cavité thoracique). D’autres organes peuvent étre touchés, comme l'intestin, le foie,

et les reins [56].

Histologiquement, le granulome tuberculeux est formé par un noyau central
de matiére caséeuse, souvent minéralisée, entouré d’infiltrats de macrophages
épithélioides, de cellules géantes multinucléées de type Langhans et de
lymphocytes, le tout souvent entouré d'une capsule fibreuse épaissie et discréte.
Chez 'homme, les |ésions caséo-nécrotiques peuvent se liquéfier formant ainsi des
cavités dans les poumons. La liquéfaction est rare chez les bovins. Contrairement
aux lésions caseeuses, les lésions liquéfiées peuvent contenir un grand nombre de

bacilles acido-résistants (multi-bacillaires) [298].
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3.3 Manifestations cliniques

3.3.1 Chezl’lhomme

La tuberculose se manifeste sous forme pulmonaire et extra-pulmonaire.

3.3.1.1 Tuberculose pulmonaire

La tuberculose pulmonaire représente environ 80% de toutes les formes de
tuberculose chez les adultes. Les patients présentent généralement des symptémes
de la toux (70 a 90%), de la fievre (15 a 50%), de la perte de poids (50 a 75%) et

de I'hémoptysie d'environ un tiers [244].

3.3.1.2 Tuberculose extra-pulmonaire

La tuberculose extra-pulmonaire représente un groupe de pathologies trés
diverses, les formes ganglionnaires et pleurales étant les plus fréquentes, suivies

par les formes ostéoarticulaires et uro-génitales [303].

o Tuberculose ganglionnaire

Les localisations ganglionnaires représentent entre 30 et 60 % de I'ensemble
des tuberculose extra-pulmonaire. Les Ganglions cervicaux sont les plus
fréguemment atteints, suivis par les ganglions médiastinaux, axillaires, inguinaux,
épitrochléens et mésentériques. La tuberculose ganglionnaire chez les patients
séropositifs pour le VIH est caractérisée par des formes plus disséminées avec

atteintes ganglionnaires profondes, abdominales en particulier [303].

o Pleurésie tuberculeuse

Les pleurésies tuberculeuses constituent 20% de I'ensemble des cas extra-
pulmonaires [304]. La contamination de la plevre est secondaire a la rupture dans
la cavité pleurale d’un foyer caséeux pulmonaire ou d’'une adénopathie, ou encore
a une dissémination hématogene. Cliniquement, le début est habituellement aigu,

avec fiévre, toux et douleurs latéro-thoraciques [303].

o Tuberculose ostéoarticulaire

Elle représente environ 5 a 10% de I'ensemble des cas de tuberculose, et
I'incidence augmente avec l'age [244]. Le site le plus fréequemment touché est la
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colonne vertébrale et cette forme de tuberculose est connue sous le nom de maladie
de « Pott ». Tout autre os ou articulation peut étre touché par la tuberculose, mais
ceux qui portent plus du poids comme la hanche, le genou, l'articulation sacro-
iliaque, I'épaule, le coude et la cheville sont plus susceptibles d'étre affectés [131];
[244].

o Tuberculose uro-génitale

Elle représente 4 a 27 % des formes extra-pulmonaires. La tuberculose
urogénitale survient plus freguemment chez les personnes agées et il y a une
prédominance masculine. La tuberculose urinaire se révele le plus souvent par des
signes non spécifiques tels que dysurie, pollakiurie, infections urinaires récidivantes
et altération fébrile de I'état général. Elle reste souvent asymptomatique, les Iésions
n’étant découvertes qu'a un stade avancé. L’atteinte génitale se manifeste
habituellement chez ’homme par une orchi-épididymite chronique et chez la femme
par une salpingite chronique ou une endométrite. La tuberculose génitale est
souvent découverte a I'occasion du bilan d’'une infertilité, laquelle représente sa

principale complication [303].

o Tuberculose de systéme nerveux central

L’atteinte du systéme nerveux central est peu fréquente mais revét une
importance particuliére en raison de sa gravité. La méningite tuberculeuse et le

tuberculome intracranien sont les formes les plus fréquentes [305].

o Tuberculose abdominale

Elle représente environ 10 % des cas extra-pulmonaires, concerne surtout le
péritoine et l'intestin. Les atteintes des visceres a savoir : le foie, la rate, le pancréas
et les surrénales, s’observent plutét au cours de tuberculose miliaire. La
contamination de l'abdomen peut se faire par la déglutition d’expectorations
contenant du bacille tuberculeux, une dissémination hématogéne, ou l'ingestion de
produits laitiers souillés. La tuberculose abdominale atteint le plus souvent I'adulte
(35-45 ans), sans prédominance de sexe. Une atteinte pulmonaire associée dans

environ la moitié des cas [303].
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o Péricardite tuberculeuse

La péricardite tuberculeuse est avec la tuberculose neuro-méningée, I'une
des rares formes de tuberculose menacante pronostic vital a court terme. Le début
est habituellement insidieux, marqué par des signes généraux, asthénie,
amaigrissement, sueurs nocturnes, fievre modérée, et I'apparition d’'une douleur
rétrosternale avec dyspnée et la survenue d’une tamponnade et a plus long terme,

I'évolution vers la péricardite constrictive [306].

o Tuberculose oculaire

Le bacille tuberculeux peut infecter les yeux par invasion directe, inoculation
ou dissémination hématogéne. Presque toutes les parties de I'ceil peuvent étre
touchées : uvéite, rétinite, neuropathie optique, endophtalmie, sclérite, kératite, la
conjonctivite et la dacrycystite sont toutes bien décrites [307].

o Tuberculose cutanée

Elle est rare, représentant moins de 1% de tous les cas de tuberculose. Les
formes les plus courantes de tuberculose cutanée sont la scrofulodermie et le lupus

vulgaris [244].

o Tuberculose miliaire

Les symptdmes constitutionnels de la tuberculose miliaire sont généralement :
fievre (80 a 90%), toux seche (70%), malaise et perte de poids. L'atteinte extra-
pulmonaire se traduit par une méningite et une atteinte du foie (30 a 50%) et de la
rate (20%). L’adénopathie généralisée est rare, sauf dans le cas d'une infection par
le VIH [244]. La mortalité due a la tuberculose miliaire est restée élevée malgré la

disponibilité d'une thérapie efficace [131].

3.3.1.3 Tuberculose chez la femme enceinte

Pendant la grossesse, atteinte pulmonaire est la plus fréquente mais
d’autres formes peuvent étre observées telles que: tuberculose miliaire,
lymphadénite, ostéomyeélite, néphrite, meéningite, mammite et péritonite

tuberculeuse [131].
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3.3.1.4 Tuberculose chez I'enfant

La caractéristique de la tuberculose infantile est une lymphadénite
intrathoracique avec ou sans atteinte parenchymateuse [308]. Le risque de
dissémination de l'infection est particulierement élevé chez I'enfant de moins de cinqg
ans. Chez les adolescents, I'atteinte pulmonaire est souvent caractérisée par le
développement de formes cavitaires et les localisations extra-thoraciques peuvent

étre observées dans environ un tiers des cas [309].

3.3.1.5 Tuberculose zoonotique

Chez ’homme, M. bovis peut provoquer les mémes manifestations cliniques
et les mémes lésions que M. tuberculosis. Les formes prévalentes de la maladie
étaient extra-pulmonaires (principalement les adénopathies cervicale) et les enfants
en étaient les principales victimes. La prédominance de cette localisation est le
résultat de l'ingestion du lait cru ou des produits laitiers contaminés non pasteurisés
[310]. Concernant la tuberculose pulmonaire causée par le bacille bovin est moins
fréquente, mais son incidence est élevée chez les personnes ayant un contact avec

des bovins infectés.

C’est derniéres années, les manifestations cliniques qui accompagnent
I'infection humaine par le bacille bovin ont changé, c’est la forme pulmonaire qui

prédomine, suivie par la tuberculose uro-génitale [310].

3.3.2 Chezle bovin

o Tuberculose respiratoire

Dans la plupart des cas, la tuberculose a une évolution chronique avec une infection
limitée aux poumons. Le processus est lent et peut demeurer cliniquement
inapparente pendant longtemps. En fait, certains animaux passent toute leur vie
sans aucune symptomatologie décelable, tout en constituant une menace
potentielle pour le reste du troupeau. D’autres animaux peuvent développer une
bronchopneumonie chronique, accompagné de toux et de baisse de production
laitiere. Dans les cas avancés, lorsque les poumons sont trés affectés, une dyspnée

est marquée [310].
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o Tuberculose génitale

La tuberculose peut affecte a la fois les organes génitaux male et femelle. De
nombreux cas de tuberculose utérine et vaginale ont été signalés chez les vaches
ainsi des cas d’atteinte de pénis chez les taureaux [311]. L’atteinte de I'utérus peut
survenir soit par propagation du péritoine vers l'utérus, soit par invasion sanguine,
engendrant une forme miliaire ou caséeuse. Parfois, des infections utérines
primaires peuvent résulter via d'instruments ou de mains contaminés lors des
interventions gynécologiques ou obstétricales [312]. La maladie peut entrainer une
salpingite tres caractéristique « Médaillons » qui sont des nodules de 1 a 5 mm de

diamétre dispersés sur toute la paroi du salpinx [313].

3.4 Diagnostic

3.4.1 Diagnostic épidémio-clinique

3.4.1.1 ChezI'homme

L’altération de I'état générale d’une personne avec des symptdmes, tels que
'asthénie, 'amaigrissement, une fiévre persistante, d’'une toux chronique suivie
d’'une hémoptysie durant plus de trois semaines conduit a la suspicion de la
tuberculose. Le diagnostic est aussi proposé a des personnes qui y ont un contact
avec une personne présentant les symptémes évocateurs de la maladie, ou avec
une personne a risque. Toute suspicion de tuberculose maladie doit étre confirmé

par des examens plus approfondies [314].

3.4.1.2 Chezle bovin

L’évolution de la pathologie est généralement insidieuse et difficilement
détectable chez I'animal vivant, ce n’est qu’a un stade tardif de la maladie que le
bovin présentera des symptdmes [56]. Ces derniers ne sont pas spécifiguement
distinctifs de la maladie, surtout dans les pays en voie de développement, ou de
nombreuses autres maladies chroniques, comme la trypanosomiase africaine, la
pleuropneumonie contagieuse bovine ou le multi-parasitisme chronique sont
présentes [315]. De ce fait le diagnostic clinique de la tuberculose bovine est difficile

a établir.
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3.4.2 Examen nécropsique

La détection de la tuberculose a l'aide d'un examen pathologique implique
I'observation visuelle, la palpation et l'incision d'organes et de tissus pour détecter
les lésions. Un diagnostic présomptif peut étre posé sur la base de lésions
granulomateuses macroscopiques. Le diagnostic différentiel comprend les
granulomes et abces parasitaires et mycotiques causés par d'autres agents
pathogénes bactériens tels que Actinomyces bovis, Actinobacillosis et Trueperella
pyogenes, ainsi que le lymphosarcome bovin [216];[316]. De plus, de trés petites
lésions peuvent étre manguées et ne peuvent étre détectées qu'au microscope. Il a
été constaté que linspection de routine de la viande post-mortem ne détecte
qu'environ 47% des lésions présumées [40]. Malgré le manque de sensibilité,
I'inspection post-mortem reste une méthode cruciale pour le contréle de tuberculose
bovine [317].

3.4.3 Diagnostic de laboratoire

3.4.3.1 Méthodes directes

3.4.3.1.1 Examen radiologique

La radiographie thoracique est la principale évaluation radiologique de la
tuberculose pulmonaire suspectée ou avérée [318]. Lors de cet examen, trois types
de lésions de morphologie et d’étendue variables, caractéristiques d’une
tuberculose pulmonaire sont recherchées : les nodules, les infiltrats et les cavernes
[319].

La tomodensitométrie thoracique est généralement nécessaire pour détecter
les lésions fines qui peuvent étre non détectables par la radiographie thoracique.
Elle fournit des informations précieuses pour évaluer les complications de la
maladie. La radiologie thoracique est utile mais n'est pas spécifique pour
diagnostiquer la tuberculose pulmonaire, il doit étre suivie d’'un examen

bactériologique [318].

3.4.3.1.2 Examen histopathologigue

Cet examen consiste en analyse microscopique des claques directs a partir
des échantillons cliniques ou sur des tissus préparés. Les préparations

histologiques sont colorées a l'aide de la coloration hémalun-éosine (HE),



65

complétée par la coloration de Ziehl-Neelsen. Le diagnostic histologique permet de
mettre en évidence les lésions caractéristigues de la tuberculose [320]. Un
diagnostic présomptif d’infection tuberculeuse peut étre établi si I'échantillon
présente une lésion histologique caractéristique du granulome tuberculeux (Cf.
figure 3.3) [321]. C’est un examen rapide (5 a 7 jours), dont la sensibilité estimée a
88%, mais manquant de la spécificité (Les résultats histopathologiques sont

similaires pour toutes les Iésions a CMT) [320].
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Figure 3.3 : Coupe histologique colorée par HE d'un granulome tuberculeux. (les
neutrophiles sont abondants au centre du granulome (N) et sont entourés de
macrophages (M), de cellules multinuclées de type Langhans (CML) et de
lymphocytes (L)) [301].

Examen direct demeure un outil trés simple et rapide renseignant sur la
présence des bacilles Acido-Alcoolo-résistants dans les échantillons biologiques
[322]. Cet examen est souvent le seul pratiqué dans les pays en développement en
raison de sa facilité d’accés, son efficacité et son faible colt [323]. Pour mettre en
evidence les bacilles de la tuberculose a I'examen microscopique, on utilise la
propriété d’acido-alcoolo-résistance des mycobactéries [324]. Cette étape clé
repose sur une coloration fluorescente a 'auramine (coloration de Dugommier), plus
sensible que celle de Ziehl-Neelsen (coloration de référence) avec un gain de 10%
[325].

3.4.3.1.3.1Coloration de Ziehl Neelsen

Elle comporte plusieurs étapes, tout d’abord, les frottis sont colorés par la
fuchsine phéniquée a chaud, puis, aprés une décoloration combinée par I'acide et

I'alcool, une contre coloration par le bleu de méthyléne. A 'examen microscopique
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avec un objectif a immersion (X 100), les BAAR apparaissent comme des batonnets
rouges sur un fond bleu (Cf. figure 3.4) [248]. La sensibilité de cette méthode est de

70%, mais sa spécificité est tres faible [326].
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Figure 3.4 : Frottis d'un crachat coloré par Ziehl-Neelsen [327].

3.4.3.1.3.2Coloration fluorescente a I'auramine

Dans cette méthode la fuchsine est remplacée par 'auramine [248], ce
dernier se fixe sur le bacille et lui confére une fluorescence qui persiste aprés I'action
de I'acide et I'alcool [328]. La lecture apres cette coloration requiert un microscope
a fluorescence utilisant des lampes a mercure supplémentée récemment par
I'utilisation de light emitting diode (LED), moins couteuse, plus robuste et de
performance identique [329]. Selon les données de 'OMS, la microscopie LED (M-
LED) a montré une sensibilité et une spécificité de 84% et 97% respectivement. La
lecture s’effectuant a 'objectif (X25) est beaucoup plus rapide que celle de Ziehl
Neelsen [330]. Les BAAR apparaissent sous forme des bacilles verts fluorescents
sur un fond sombre (Cf. figure 3.5) [248].

BAAR colorés en
vert sur un fond
sombre

Figure 3.5 : Coloration fluorescente a lI'auramine du frottis d'un crachat [331].
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Une positivité a 'auramine doit étre confirmée par une coloration de Ziehl

qui permettra en plus de dénombrer les bacilles par champ [332].

Cet examen, peu colteux, permet un dépistage rapide en quelques heures,
cependant il présente deux inconvénients : le manque de sensibilité et de spécificité.
Il faut en effet plus de 10* bacilles /ml de produit pathologique pour que I'examen
soit positif, et les différentes études montrent que la sensibilité est d’environ 50 %
pour les échantillons d’origine pulmonaire et qu’elle est encore plus faible pour les
extra-pulmonaires. Le manque de spécificitée est lieé au fait que I'examen
microscopique ne permet pas de différencier les bacilles de la tuberculose et les

mycobactéries atypiques [332].

3.4.3.1.4 Culture bactérienne

La culture est le gold standard pour le diagnostic de la tuberculose [333]. Elle
permet d’isoler la souche, support technique nécessaire a I'identification d’espéce
et aux tests de sensibilité aux antituberculeux. Elle reste la méthode la plus sensible,
dont le seuil de détection est de 10 a 102 bacilles/ml d’échantillon biologique [334].

En raison des exigences nutritives et la croissance lente des bacilles
tuberculeux, il est nécessaire d’employer des milieux de culture enrichis et avant les
ensemencer, de débarrasser les prélévements des micro-organismes commensaux

dont la croissance est rapide.

La décontamination des prélevements repose sur la propriété que les
mycobactéries résistent mieux a certains antiseptiques que les autres bactéries. Les
produits utilisés sont la soude ou un acide dilué [248]. En effet, il existe plusieurs

meéthodes d’homogénéisation et de décontamination :

o Méthode de Petroff : Cette méthode implique l'utilisation de NaOH a des

concentrations comprises entre 2% et 4% [335]. Elle est efficace contre les
germes de souillure mais est également corrosive pour les mycobactéries
car pouvant tuer environ 70%des bacilles [336]. D’autres variante (méthode
de Petroff modifiée) de la méthode existent avec toujours utilisation de la
soude en premiére intention et neutralisation par d’autres méthodes
adaptées hormis la neutralisation par la solution de tampon telle que décrite
par Petroff [337].
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Méthode de Kent et Kubica : Les échantillons non conservés peuvent étre

décontaminés et homogénéisés a l'aide de la méthode N-acétyl-cystéine 2%
NaOH [338]. Cette méthode est la plus recommandée des méthodes de
décontaminations car le culot obtenu peut étre utilisé pour tous les types de
milieux de culture et les différentes analyses [339].

Méthode hypertonigue saline — hydroxyde de sodium (HS — SH): Les

sédiments résultants peuvent étre utilisés dans les différentes analyses
biomoléculaires et peuvent étre conserves pour une utilisation ultérieure pour
la sensibilité aux médicaments [337]. Pour cette raison, cette méthode est un
candidat potentiel pour I'évaluation et I'adoption par programmes nationaux
de lutte contre la tuberculose dans les pays en développement [340].

Méthode de Tacquet et Tison au laurylsulfate alcalin : les échantillons sont

décontaminés au lauryl-sulfate de sodium puis neutralisés par une solution
d’acide phosphorique contenant du bleu de bromothymol. Cette méthode de
décontamination est un bactériostatique pour les mycobactéries et un

inhibiteur de 'amplification génique [337].

Méthode de Péres, Gevaudan, Gulian et de Micco a la chlorhexidine : La

chlorhexidine réagit avec les radicaux chargés négativement de la paroi
bactérienne mais n’a pas d’action sur les mycobactéries, notamment sur M.
tuberculosis d’ou son utilisation comme méthode de décontamination pour la

mise en culture des mycobactéries [337].

Méthode a I'acide oxalique : Elle implique utilisation de I'acide oxalique a 4

ou 5 %, elle est recommandée pour le traitement des expectorations tres
contaminées ou pyogenes et peut étre utilisée pour la recherche des bacilles
du Complexe Mycobacterium avium dans les selles [339]. Elle est également
utilisée pour la recherche des mycobactéries non tuberculeuses chez des

patients atteints de fibrose cystique [341].

Méthode de Lowenstein a l'acide sulfurique (4%) : elle est généralement

utilisée pour des échantillons médicaux et vétérinaires trés contaminés [342]
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ainsi que sur I'eau de I'environnement pour la recherche des mycobactéries.
Elle est recommandée beaucoup plus pour la recherche des mycobactéries

non tuberculeuses [343].

o Méthode au cétylpyridium 1 % + NaCl 2 % : Cette méthode est utilisée

prioritairement pour préparer les expectorations qui seront transportées vers
des laboratoires pratiquant la culture. La culture est faite aprés uniquement
sur milieux solides Loewenstein Jensen [344]. Cette méthode peut étre
utilisée pour décontaminer les eaux en vue de la recherche des

mycobactéries [337].

o Méthode de Kudoh : elle est recommandée pour les expectorations trés

contaminées et si la culture est différée de 2 a 4 jours. C’est une méthode
qui ne demande pas de gros équipements et la décontamination ne prend
que deux minutes. Elle est d’application plus facile dans les laboratoires du
milieu rural ne disposant pas d’équipements suffisants pour l'utilisation des
méthodes de Petroff ou de Kubica [345]. Le taux de cultures contaminées est
moins qu’avec la décontamination par la méthode de Petroff (3,7 % voir 7,3
%) [346].

NB : le mode opératoire de chaque méthode de décontamination est illustré en
Appendice B [337].

Le protocole de la décontamination doit étre soigneusement respecté pour
réduire les risques de contamination de la culture sans tuer trop les mycobactéries.
Malgré toutes les précautions, 2 a 5% des cultures soient souillées par insuffisance
de décontamination et 50 a 90% des mycobactéries viables sont cependant tuées
[248].

3.4.3.1.4.1 Milieux de culture

Les échantillons décontaminés peuvent étre inoculés dans les milieux solides
ou milieux liquides. L’OMS préconise l'inoculation paralléle sur les deux milieux afin
de combiner la spécificité plus élevée des milieux solides avec la sensibilité plus

élevée des milieux liquides [347].
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3.4.3.1.4.1.1 Milieux solides

Milieux solides a I'ceuf coaqulés

o Milieu de Lowenstein-Jensen (L-J)

C’est un milieu solide synthétique composé de sels minéraux, d’ceufs,
d’asparagine, de glycérine, fécule, citrate, et le vert de malachite. Ce dernier inhibe
la croissance des autres micro-organismes et fournit une couleur contrastante, qui

permet la détection des petites colonies [112].

Sur le milieu de Lowenstein-Jensen, les colonies de M. bovis sont petites (1
a 2 mm), dysgoniques non pigmentées et la surface lisse d’abord plates elles
deviennent ensuite bombées et brillantes en « gouttelettes » sans dépasser la taille
d'une téte d’épingle (Cf. figure 3.6) [108], tandis que les colonies M. tuberculosis
sont lisses et cremes sur les cultures jeunes, puis atteignent plus de 5 mm de
diamétre et deviennent beiges, rugueuses, a bords irréguliers en chou-fleur dites «

eugoniques » (Cf. figure 3.7) [348].
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Figure 3.6 : Aspect Figure 3.7 : Aspect des colonies du M.
des colonies du M. tuberculosis sur L-J [54].
bovis sur L-J [54].
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o Milieu de Coletsos

Le milieu Coletsos permet une culture rapide et abondante avec des colonies
plus volumineuses que sur L-J [349]. Ce milieu a complété L-J avec du pyruvate de
sodium, de la gélatine, du glutamate de sodium, du charbon actif et des
oligonucléotides et des concentrations faibles en glycérol [350]. Cet enrichissement
a optimisé l'isolement des mycobactéries particulierement exigeantes (M. bovis et
M. africanum) [351].

Milieux solides gélosés (Middlebrook 7H10 7H11)

Des milieux semi-synthétiques transparents contiennent des sels minéraux,
du pyruvate de sodium, de I'hydrolysat de caséine (7H11) et nécessitent I'addition
extemporanée d'un supplément contenant acide oléique, dextrose albumine et
catalase lors de leur préparation, et une incubation sous 5 % de CO2. Les colonies
de M. tuberculosis sont plates, seches et rugueuses. La croissance de M.
tuberculosis est un peu plus précoce (milieu transparent), mais I'observation des
colonies est plus difficile que sur les milieux a I'ceuf et nécessite parfois une
observation a la loupe binoculaire [348].

Des l'apparition des colonies, un frottis coloré par la méthode de Ziehl-
Neelsen sera effectué pour vérifier la présence de BAAR avant de déclarer la culture
positive [348]. Si la coloration démontre le phénoméne de cordage (Cf. figure 3.8),
il y a une forte probabilité de l'infection tuberculeuse. Bien que, le cordage est
hautement prédictif de M. tuberculosis, mais il n'est pas pathognomonique, car

rarement des mycobactéries non tuberculeuses démontrent ce phénomeéne [352].
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BAAR sous
forme de cord

Figure 3.8 : Agrégation des BAAR sous forme des cordes (Cord Factor positif)
dans un frottis réalisé a partir d'une culture positive et coloré par ZN
(grossissement X100) [353].

3.4.3.1.4.1.2 Milieux liguides

Les milieux liquides sont fabriqués pour la plupart avec la méme base (7H9)
et doivent étre supplémentés avec des facteurs de croissance rendus sélectifs a
l'aide d'un mélange d'antibiotiques (afin d'augmenter la spécificité de la culture).
Plusieurs techniques de culture en milieu liquide ont été développées [348].

o Respirométrie radiométrique (systéme BACTECQC)

Il repose sur la détection du *CO2 produit dans milieu liquide 7H12B [351],
contenant de I'acide palmitique marqué au **C comme seule source de carbone
[332]. L'appareil BACTEC 460TB® mesure la quantité de CO2 radioactif dans

I'atmosphére du flacon [328].

o Milieu Mycobacteria growth indicator tube (MGIT 960)

Il contient un milieu a base de 7H9 avec enrichissement, antibiotiques et un
indicateur fluorescent en bas de chaque tube [352]. La détection de croissance est
indiquée grace a l'indicateur fluorescent qui est sensible a la concentration du milieu
en oxygeéne. La diminution de la concentration d’O2 génere une fluorescence. Cette
derniere est détectable a I'ceil nu (Cf. figure 3.9) ou a l'aide d’'un automate (MGIT
960®) [348].
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Figure 3.9 : Milieu MGIT 960. A droite une culture positive (+ fluorescence) et a

gauche une culture négative [352].

o Bouillon Dubos

Ce milieu contient des sels inorganiques, une digestion enzymatique de
caséine et de l'acide L-asparagine comme source de nutriment, du polysorbate 80
et de l'ester d'acide oléigue comme source d'acides gras essentiels et d'albumine
bovine comme agent protecteur de la liaison d'acides gras libres toxiques pour les
mycobactéries [355].

La croissance des mycobactéries dans les milieux liquides est nettement plus
rapide que sur les milieux solides, ce qui réduit le délai associé a la culture
mycobactérienne. De plus, les taux d'isolement utilisant des milieux liquides sont

généralement plus élevés qu'avec des milieux solides [356].

Dans certaines circonstances, des antibiotigues peuvent étre ajoutés au
milieu solide afin d’'empécher la contamination par les bactéries qui ont survécu a
la procédure de décontamination. Parmi ces milieux : Lowenstein-Jensen Gruft, qui
contient de la pénicilline, de I'acide nalidixique et du vert de malachite, et le milieu
sélectif 7H11 (S7H11) de Middlebrook, qui contient de la carbénicilline, de la
polymyxine B, du lactate de triméthoprime, de I'amphotéricine B et du vert de
malachite [352].
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3.4.3.1.5 Identification phénotypique des mycobactéries

L’identification des mycobactéries obtenues en culture pure sur milieu solide
repose classiquement sur I'’étude des caractéres culturaux (le temps de croissance,
morphologie et pigmentation des colonies) et biochimiques (la résistance aux
acides, la production de niacine, la réduction des nitrates et l'inactivation de la
catalase) (Cf. tableau 3.1) [248]; [357].

Tableau 3.1 : Identification d'espéces a partir des caractéristiques

phénotypiques [110].

Espece M. tuberculosis M. bovis M. atypique
[348]
Délais de culture 14-28 jours > 28 jours 4-30jours/plus
Aspect Eugoniques Dysgoniques Rugueux/
macroscopique rugueux lisse Lisses
Couleur Beige Cire de bougie -
Pigmentation Non pigmenté Non pigmenté Pigmenté/non
Niacine + - -
Nitrate réductase + - +/-
Catalase a 22 C° + + +
Catalase a 68 C° - -
TCH [354] R S R
PNB [358] S S R

TCH : Hydrazide de l'acide Thiophéne 2 Carboxylique ; PNB : Acide Para Nitro-Benzoique ; S:
Sensible ; R : Résistant.

Dans ces derniéres années, le typage phénotypique des mycobactéries est

basé sur I'analyse de la composition de la paroi mycobactérienne par :

3.4.3.1.6 Identification antigénigue par immuno-chromatographie

Il existe deux types de tests immuno-chromatographiques pour la recherche du
CMT :
» Le premier test repose sur la détection de l'antigeéne MPT64, protéine
incriminée dans la virulence et secrétée par les mycobactéries du CMT. Cette
détection sur kit unitaire est réalisée en 15 minutes a partir de culture en

milieu solide ou liquide. La sensibilité et la spécificité sont de I'ordre de 99 %.
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Ce test permet d’identifier le complexe tuberculosis, hors BCG, dés la

positivité de la culture [359].

» Le deuxiéme test est réalisé directement sur les urines du patient suspect de
tuberculose afin de détecter de lipo-arabinomannane. Ce test est peu
couteux, rapide et facile, utilisé généralement dans les pays en voie de

développement a forte incidence de co-infection tuberculose-VIH [360].

3.4.3.1.7 Identification par chromatographie et spectrométrie de masse MALDI-
TOF

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) a été l'une des
premieres méthodes non biochimiques utilisées pour identifier les isolats cliniques
de mycobactéries, y compris les membres CMT [361]. Cette méthode évalue le profil
d'acide mycolique des bacilles tuberculeux. Les profils générés sont analysés par
une base des données qui contient des mycobactéries bien caractérisés [362]. Elle
permet 'analyse d’un grand nombre de souches (96 souches), mais elle nécessite

une culture pure, généralement cultivée sur des milieux solides [363]; [362].

L'analyse des profils protéiques par spectrométrie de masse de type Matrix
Assisted Laser Desorption lonization-Time Of Flight (MALDI-TOF MS) en
association avec un logiciel de bioinformatique spécifique permet une identification
rapide (moins de deux heures) de mycobactéries du CMT et mycobactéries non
tuberculeuses [364] ;[365]. La fiabilité de l'identification a partir d’'un milieu solide
semble supérieure (97%) a celle effectuée a partir d’'un milieu liquide (77%).
Certains composants du milieu liquide interféreraient sur la qualité des spectres et
parfois I'inoculum bactérien serait trop faible [366]. La spectrométrie de masse de
type MALDI-TOF a récemment été couplée dans la technologie IPLEX Gold
(Sequenom) a une analyse de polymorphismes génétiques permettant a la fois de
différencier les especes du complexe tuberculosis mais aussi de renseigner sur la

phylogénie a des fins épidémiologiques [367].
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3.4.3.1.8 Diagnostic moléculaire de la tuberculose

3.4.3.1.8.1 Détection des mycobactéries dans les échantillons clinigues

Plusieurs techniques moléculaires ont été développées pour la détection
directe des mycobactéries a partir d'échantillons cliniques. Celles-ci sont basées sur
I'amplification de fragments cibles d’ADN ou d’ARN mycobactériens uniques par
PCR. L'élément d'insertion 1S6110 et I'ADNr 16S sont les cibles les plus
couramment utilisées. D'autres régions utilisées pour I'amplification comprennent le
gene rpoB codant pour la sous-unité B de I'ARN polymérase, le géne codant pour
la protéine 32 kD, le gene recA, le géne hsp65, le géne dnaJd, le gene sodA et 'TARNr
16S-23S interne espaceur de transcripteur [368]. Les principaux Kits

commercialisés sont :

o Test classique de PCR (Amplicor M. tuberculosis test)

Ce test est basé sur I'amplification des séquences d'ARN ribosomal libérées
de la (Amplicon) cellule cible. Leur détection est réalisée par hybridation d'acide
nucléique. Une sonde d'ADN marquée par un ester d'acridinium se combine avec
I'amplicon pour former un hybride stable et les hybrides marqués sont mesurés dans

un luminometre [368].

o Test de PCR temps réel (Amplicor Cobas Amplicor M. tuberculosis assay)

Ce test est baseé sur I'amplification par PCR d'un segment de 584 pb du gene
de I'ARNr 16S suivie de I'hybridation des produits amplifiés marqués a la biotine a
une sonde oligo-nucléotidique spécifique du complexe M. tuberculosis, enrobée sur

des plagues de microtitrage [368].

o Test d’amplification génique par la méthode LCxqg

Ce test fait intervenir quatre sondes oligo-nucléotidiques qui reconnaissent
une séquence cible d’ADN qui code pour l'antigéne b, qui est spécifiques aux
membres CMT [369]. Dans un premier temps, une ADN polymérase thermostable
comble les espaces entre les amorces, ensuite une ligase thermostable réunit les
fragments les uns aux autres. L'ensemble du processus prend environ 6 heures
[370].
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o Technigue NASBA (Nucleic Acid Sequenc-Based Amplification)

C’est une technique isotherme d’amplification d’ARN. Elle comporte trois
étapes, la premiére étape consiste a I'extraction de I'ARNr 23S, suivie par
I'amplification de I'ARN par la méthode NASBA puis I'hybridation inverse des
produits amplifiés sur des bandes membranaires a l'aide d'un systéme automatise.
Le test a la capacité de détecter simultanément M. avium, M. intracellulare, M.

kansasii, M. malmoense et CMT [368].

3.4.3.1.8.2Identification moléculaire des espéces mycobactériennes a partir des

cultures

o Séguencage basé sur la PCR

C’est une méthode de référence pour l'identification des mycobactéries.
Dans un premier temps, une amplification par PCR, suivie d'un séguencage des
amplicons dans un séquenceur automatique. L'identification d'une souche inconnue
est complétée par comparaison de la séquence nucléotidique avec une banque de
séquences connues [368]. Plusieurs genes cibles ont été utilisés pour la procédure,
mais le plus commun est le géne de I'ARNr 16S. D'autres genes cibles importants
sont ceux codant pour la protéine de choc thermique de 65 kDa, la protéine de 32
kDa, I'espaceur transcrit interne de 'ARNr 16S-23S (ITS) et le géne ecA [371].

o GenoType Mycobacterium

La procédure comprend une PCR multiplex, suivie d'une hybridation inverse
et d'une technologie de sonde en ligne. Il existe trois kits : le GenoType CMT est
basé sur le polymorphisme du géne gyrB pour distinguer les espéces du complexe
M. tuberculosis, le GenoType Mycobacterium CM (Common Mycobacteria) et
GenoType Mycobacterium AS (Additional Species) pour NTM [372]. Ces derniers
tests utilisent I'ADNr 23S comme cible [373].

o Polymorphisme de restriction du gene hsp65

C’est une méthode basée sur I'amplification du géne codant pour la protéine
de choc thermique de 65 kDa, suivie d'un polymorphisme de longueur de fragment
de restriction, en utilisant deux enzymes de restriction BstEll et Haelll. Des isolats

de cultures solides et liquides peuvent étre utilisés. Les fragments de la digestion
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par I'enzyme de restriction sont analysés par électrophorese sur gel d'agarose et
comparés. La détermination de la taille des fragments permet d'identifier une

cinquantaine d'espéces de mycobactéries [348].

o Technique des sondes ADN

Elle permet lidentification d’une série de mycobactéries cliniquement
importantes. Ce sont le complexe M. tuberculosis, le complexe M. avium, M. avium,
M. kansasii et M. gordonae. Les sondes d'ADN sont des oligonucléotides d’ADN
simple brin marqués a I'ester d'acridine qui sont complémentaires de la cible, qui

est I'ARNTr. La procédure peut étre complétée en moins de deux heures [368].

3.4.3.1.9 Typage moléculaire

Les méthodes de typage moléculaire des mycobactéries reposent sur la
diversité des structures génétiqgues de ces micro-organismes [374]. Une série de
nouvelles méthodes moléculaires tente d'associer des marqueurs génétiques
spécifiques a la virulence des souches, aux mécanismes de résistance, a la
pathogenése et a la dynamique de transmission. Ces informations sont cruciales
pour lutte contre la tuberculose [368]. Les principales méthodes utilisées aujourd'hui

sont :

3.4.3.1.9.1 RFLP 1S6110 (Restriction Fragment Length Polymorphism)

L'analyse d'IS6110 par polymorphisme de longueur des fragments de
restriction est devenue la méthode de référence pour le génotypage de M.
tuberculosis et pour comprendre la dynamique de transmission de la tuberculose
[375]. IS6110 est une séquence d’insertion de 1355 pb spécifique aux membres
CMT. Le polymorphisme des profils RFLP est basé sur le nombre de copies 1S6110
et leurs emplacements sur le génome bactérien [376] ;[375]. Habituellement, il y a
8 a 18 copies par souche, mais le nombre peut varier de 0 a 25. Selon un protocole
standardisé, I'ADN génomique est digéré par I'enzyme de restriction Pvull, qui clive
IS6110 une seule fois. Les fragments d'ADN résultants sont séparés par
électrophorése, transférés sur une membrane et hybridés avec une sonde marquée

complémentaire de I'extrémité 3’ de la séquence IS6110. Les modéles de bandes
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d'hybridation sont visualisés sur un film radiographique et chaque bande désigne

une seule copie d'IS6110.

La méthode 1S6110-RFLP a un pouvoir discriminant élevé, est facilement
reproductible en laboratoire, et a donc longtemps été considérée comme “gold
standard” parmi les méthodes de typage applicables au CMT [377]. Cependant, elle
a un faible pouvoir discriminant pour les souches contenant moins de 6 copies
IS6110 tels que les souches M. tuberculosis d’origine d’Asie et les souches M. bovis
(1-5 copies). De plus, cette méthode nécessite une grande quantité (environ 2 a 10
pug) d'ADN et demande beaucoup de main-ouvre [378]. Malgré ces limites, la
méthode 1S6110-RFLP reste lI'une des approches les plus couramment utilisées
pour le typage de M. tuberculosis et ait longtemps été considérée comme la
technigue de référence dans les enquétes épidémiologiques moléculaires sur la
tuberculose [379].

3.4.3.1.9.2Spoligotypage (Spoligotyping: Spacer OLIGOnucleotide TYPING)

Le spoligotypage fait partie des techniques de PCR les plus utilisées pour
I'épidémiologie moléculaire et I'étude phylogéographique du CMT [380]. Cette
méthode repose sur le polymorphisme d’une région génomique particuliere appelée
locus DR « Direct Repeat » [381]. Ce locus comprend des séquences répétées
directes (DR) de 36 pb, séparées par 43 espaceurs uniques non répétitifs, dont

chacun contient 36 a 41 pb de longueur [382].

Dans la méthode de spoligotypage, I'ensemble du locus DR est amplifié par
PCR, en utilisant deux amorces inversées marquées a la biotine et
complémentaires de la séquence DR. Les produits de PCR sont hybridés
perpendiculairement aux oligonucléotides sur une membrane activée. Aprés
I'hybridation, la membrane est incubée dans un conjugué streptavidine-peroxydase
ou streptavidine alcaline qui se lie au marqueur biotine des produits de PCR. La
détection de [I'hybridation est effectuée par un systéme de détection par
chimiluminescence amélioré (ECL) [368]. Les spoligotypes sont ensuite visualisés
sur un film radiographique [12]. Une amélioration et une automatisation
supplémentaires de spoligotypage ont conduit a l'application de systeme de
détection a base de microbilles, tels que la technique "Luminex" [383], qui permet

I'analyse de 96 isolats en un seul essai, contre 45 isolats avec le protocole de
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spoligotypage standard. D’autre alternative au spoligotypage conventionnel est un
test basé sur une extension d'amorce multiplexée utilisant une spectrométrie de
masse automatisée par MALDI-TOF MS [363]. Cette technique offre une plus
grande reproductibilité, une facilité d'utilisation et une meilleure analyse des
données que la méthode classique, mais elle nécessite d'un équipement colteux
[384].

Les souches sont différenciées par la présence ou l'absence d'espaceurs
individuels dans I'ensemble complet de 43 espaceurs. Les résultats du
spoligotypage peuvent étre présentés sous la forme d'un systeme binaire (1 :
présent/ 0 : absent), ils peuvent étre facilement interprétés, numérisés et comparés
entre différents laboratoires [385]. Les plus grandes bases de données de
spoligotypage disponibles en ligne sont SpolDB4; SITVITWEB; MIRU-
VNTRplus et Mbovis.org [386].

Le spoligotypage contribue a clarifier I'identification des différents bacilles de
la tuberculose et I'on reconnait des profils caractéristiques de différentes (sous-)
espéeces (Cf. figure 3.10) [387] et il permet aussi l'identification des génotypes

d’importance clinique et épidémiologique [388].
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Figure 3.10 : Profils génomiques en spoligotypage de quelques membres du CMT

[387].

Sur la base des données de spoligotypage, 62 lignées ont été décrites au

sein du CMT a travers le monde (Cf. Appendice C) Les principales sous-lignées de
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M. tuberculosis sont: H (Haarlem), LAM (Latin America and Mediterranean), T
(Tuscany), EAIl (East African-Indian), X (Anglo Saxon), CAS (Central Asian),
Beijing, MANU et S [389].

Le spoligotypage peut étre effectué directement sur les échantillons cliniques,
les cultures non viables, les lames de frottis Ziehl-Neelsen ou les coupes de tissus
inclus dans la paraffine [390] ; [391]. La sensibilité du spoligotypage a été estimée
a 10 fg (10> g) d'ADN, correspondant a 2-3 cellules bactériennes [392]. L'une des
limites de cette technique étant sa tendance a surestimer le regroupement en
grappes du CMT, il a rapidement été proposé de compléter cette technique par un

typage reposant sur des minisatellites (MIRU-VNTR) [393].

3.4.3.1.9.3 MIRU-VNTR (Mycobacterial Interspersed Repetitive Units-Variable

Number Tandem Repeats)

C’est une méthode qui permet de différencier les souches en évaluant le
nombre et la longueur des répétitions en tandem a chaque locus de chaque isolat.
La variabilité de locus particuliers dépend souvent de la collecte d’échantillons, de
la source géographique de I'’échantillon et de la variabilité génétique naturelle des
souches [394]. La méthode MIRU-VNTR est basée sur l'analyse de segments
d'ADN contenant des séquences répétées en tandem [395], observées a chacun
des 12, 15 ou 24 loci sélectionnés de 41 loci de type mini-satellite réparties sur le
chromosome de CMT [396]. Cette méthode comprend I'amplification par PCR de
chaque locus en utilisant des amorces spécifiques complémentaires et I'analyse des
produits PCR résultants, qui sont séparés par électrophorése sur gel. La taille des
produits amplifiés correspond au nombre d'unités de répétition en tandem, qui est
déterminé en référence a la taille connue de l'unité de répétition dans chaque locus
ciblé. Le typage MIRU-VNTR peut étre effectué a l'aide d'une électrophorése
capillaire et d'amorces PCR marquées par fluorescence [394]. Les résultats du
typage MIRU-VNTR sont exprimés dans un format numérique simple dans lequel
chaque chiffre représente le nombre de copies a un locus particulier. Les données
numérisées permettent de comparer les résultats entre les laboratoires du monde
entier a travers des bases des données internationales (SITVITWEB ; MIRU-
VNTRplus) [397] ; [398].
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Généralement, le génotypage basé sur les régions MIRU-VNTR est rapide,
facile a réaliser, sensible, hautement reproductible et discriminant. Elle peut étre
réalisée dans le cadre d'enquétes épidémiologiques, génétiques ou évolutives a
grande échelle [397] ; [398]. Une analyse comparative des méthodes de typage a
montré que le pouvoir de discrimination du typage MIRU-VNTR est plus élevé que
le spoligotypage, et seulement |légerement inférieur a 1IS6110-RFLP [13] ; [399]. La
combinaison de la techniqgue MIRU-VNTR et spoligotypage optimise la
discrimination des souches pour la phylogénie et pour les suivis épidémiologiques
[400].

3.4.3.1.9.4Typage par région de délétion (RD)

Le typage par région de délétion (RD) est utilisé pour la différenciation entre
les especes CMT. RD9 est utilisé pour différencier M. tuberculosis des autres
membres du CMT et RD4 qui est absente dans tous les isolats de M. bovis. D’autres
RD supplémentaires ont été découverts, a savoir RD2s¢a RD1Mc¢, RD1%s RD1mMun
RD12°Y* et RD1 BCG, pour distinguer M. pinnipedii, M. microti, M. dassie bacillus,

M. mungi, M. orygis et M. bovis BCG, respectivement, d'autres especes [401].

3.4.3.1.9.5 Polymorphisme nucléotidigue unique (SNP)

Les polymorphismes nucléotidiques unigues (SNPs) correspondent a des
mutations ponctuelles d’'une base dans un génome [11]. Les SNPs se répartissent
en deux grands groupes : SNPs non synonymes sont des changements modifient
la séquence polypeptidiqgue et pourraient éventuellement fournir un avantage
sélectif aux souches. lls sont particulierement utiles pour comprendre l'acquisition
et la propagation de la résistance des souches aux antituberculeux [402]. D’autre
part, les SNPs synonymes n'alterent pas les profils d'acides aminés et sont donc
phénotypiqguement neutres. lls sont utilisés pour la génétique des populations et
pour |'étude des relations phylogénétiques entre les souches mycobactériennes
[403] ; [404]. L'approche de typage SNP est tres spécifique et sensible et représente
les marqueurs les plus fiables pour la classification des lignées du CMT [379].

3.4.3.1.9.6 Séquencage complet du génome (WGS : Whole Genome Sequencing)

Le séquencage complet du génome fournit des informations sur I'ensemble
du génome, et peut identifier pratiguement toutes les variétés de marqueurs

détectés par les méthodes de génotypage classiques [405]. C’est une méthode
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rapide, fiable et de plus en plus abordable peuvent désormais guider toutes les
composantes de la lutte antituberculeuse : diagnostic, traitement, surveillance et
recherche de la source d’infection [406] ; [407]. Il peut étre utile pour explorer des
questions importantes sur la biologie des mycobactéries, y compris les mécanismes
évolutifs formant les populations de mycobactéries [408] ou la virulence et
I'immunogeénicité [409]. Il permet aussi I'identification des profils de résistance aux
médicaments peuvent étre prédits, particulierement bien pour les médicaments de
premiére intention, permettant une mise en place rapide et appropriée du traitement
et le suivi de l'acquisition de la résistance aux médicaments [410]. WGS offre une
résolution supérieure a celle des autres méthodes actuelles telles que 1S6110-
RFLP, spoligotypage ou MIRU-VNTR 24 [411] ; [412].

3.4.3.2 Méthodes indirectes

3.4.3.2.1 Mise en évidence de I'immunité a médiation cellulaire

Les tests d’intradermo-tuberculination et la libération d’interféron gamma
visent a mettre en évidence la mémoire immunitaire suite a un contact avec une

mycobactérie du complexe tuberculosis [413].

3.4.3.2.1.1Intradermo-tuberculination

> Chez ’homme

La technique utilisée pour effectuer IDR chez 'lhomme est celle de Mantoux.
Ce test se pratique en injectant par voie intradermique sur la face interne de I'avant-
bras de 0,1 ml de solution correspond a 2 unités de tuberculine PPD RT23 [414].
L’IDR mesure la réponse cutanée in vivo due a la réaction inflammatoire, avec
hypersensibilité retardée. Dans les heures suivant I'injection, il se produit un afflux
de monocytes-macrophages, la formation de cellules géantes et I'afflux d’un grand
nombre de lymphocytes T CD4+ qui crée une induration dermique. La lecture du
diameétre d’induration se fait entre 48 et 72 heures apres injection de la tuberculine
[415]. La réaction a tendance a étre plus tardive en cas de contact récent avec une
souche sauvage ou vaccinale (jeune enfant). Chez I'enfant de moins de 15 ans,
l'interprétation de la mesure dépend du contexte et du statut vaccinal, elle est

résumeée dans le Tableau 3.2 [416].
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Tableau 3.2 : Interprétation de I'IDR selon le statut vaccinal chez I'enfants moins
de 15 ans [416].

<5mm 5-9 mm 10-14 mm 215 mm
BCG datant de IDR IDR Zone de doute IDR positive
moins de 10 Négative post-vaccinale
ans

Non vacciné, ou IDR Zone de doute IDR positive IDR positive
BCG > 10 ans Négative

Tous les Virage=augmentation = 10 mm IDR a

enfants au moins de 2ans d’intervalle= infection

tuberculeuse
Tous les IDR phlycténulaire= infection tuberculeuse
enfants

IDR : intradermo-réaction

> Chez le bovin

L’intradermo-tuberculination est le test standard pour détecter la tuberculose
chez les animaux vivants et 'outil de dépistage de base actuellement disponible
pour le bétail [18]. Elle consiste en une injection intradermique d’'un dérivé de
protéines purifiees (PPD) de M. bovis ou M. avium, lorsqu’un animal est infecté une
réaction d’hypersensibilité retardée aux antigénes utilisés provoque un
épaississement de la peau a I'endroit de linjection [417]. Cette épreuve est
habituellement réalisée au milieu de I'encolure, mais peut aussi étre réalisée au pli
caudal [16]. La réaction est locale, tardive (débute apres 24 a 48 heures),
progressive et durable, c’est pourquoi la lecture du test se fait 72 heures apres
I'injection [418].

Elle est considérée comme un test intradermique simple lorsque la
tuberculine bovine est utilisée seule, et un test intradermique comparatif si les

tuberculines bovine et aviaire sont toutes les deux utilisées en méme temps [18].
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o Intradermo-tuberculination simple (IDS)

L’IDS consiste a injecter dans I'épaisseur du derme de I'encolure une certaine
quantité de tuberculine bovine, et apprécier au bout de 72 heures, la réaction
obtenue au point d’inoculation (Cf. tableau 3.3). Elle est utilisée dans les opérations
de prophylaxie des cheptels en zone indemne ou lors des contrdles a I'introduction
[418].

Tableau 3.3 : Valeurs des épaississements du pli de peau prise en compte pour le
résultat d'une IDS [418].

Epaississement Résultat du test IDS
<2mm Négatif
2 < épaississement <4 mm Douteux
>4 mm Positif

L’IDS a une sensibilité individuelle moyenne de 85% [60 - 95 %] et une
sensibilité cheptel est proche de 100%. La spécificité de 99% en moyenne [60 -
99%)] est relativement bonne [16]. Un résultat positif a la suite d’'une IDS nécessite
une IDC qui ne peut étre réalisée que six semaines pour s’affranchir de toute baisse

de réponse induite par celle-ci.

o Intradermo-tuberculination comparative (IDC)

L’IDC consiste en I'injection simultanée de tuberculine bovine et la tuberculine
aviaire en deux points distants d’environ dix centimétres I'un de l'autre. Puis en la

comparaison de la réaction de I'animal 72 heures plus tard (Cf. tableau 3.4) [418].

Elle est utilisée principalement pour différencier les animaux infectés par M.
bovis avec ceux sensibilisés a la tuberculine par exposition a d’autres
mycobactéries. Elle permet donc de s’affranchir des faux positifs obtenus lors IDS

par réaction croisée avec d’autres mycobactéries [418].
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Tableau 3.4 : Valeurs des épaississements du pli de peau prise en compte pour le
résultat d'une IDC [418].

Différence d’épaississement Résultat du test IDC
Si AB < 2mm Quel que soit AB-AA Négatif
Si AB-AA < 1mm Négatif
Si AB >2 mm Si 1< AB-AA< 4m mm Douteux
Si AB-AA >4 mm Positif

AB : épaississement cutané au lieu d’injection de la tuberculine bovine

AA : épaississement cutané au lieu d’injection de la tuberculine aviaire

L’IDC a une sensibilité plus faible de [52 -100%] avec une valeur médiane de
80%, mais une meilleure spécificité de [78,8 - 100%] avec une valeur médiane de
99,5% que L’IDS [418].

IDR a ses limites, y compris les difficultés dans l'interprétation des résultats et
la précision imparfaite du test. Cette performance insuffisante, en particulier lorsque
les animaux infectés ne sont pas détectés mais également I'élimination inutile des
animaux faux positif peut avoir des graves conséquences sur la gestion des

élevages [18].

3.4.3.2.1.2 Tests de libération d’interféron gamma (IGRA)

Ces tests sont basés sur la mesure in vitro de la libération d’interféron gamma
par les lymphocytes T sensibilisés envers certains peptides spécifiques du CMT
[419]; [420].

Chez 'homme, les tests IGRA reposent sur la détection de la production
d’'IFN-y par les cellules mononuclées sanguines du patient aprés contact avec des
protéines spécifiques de M. tuberculosis : ESAT-6, CFP-10 et TB7.7. Ces protéines
sont délétées dans les souches de BCG. Deux tests sont commercialisés : le
Quantiféron basé sur la mesure de la production in vitro d’IFN-y par le test Elisa
(Quantiferon-TB®) et le test appelé T-SPOT-TB® basé sur une technique
d’ELISPOT quantifiant le nombre de cellules mononuclées sanguines capables de

produire de I'lFN-y en réponse a un contact avec ces différents antigénes.
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Ces tests, par rapport a l'intradermoréaction a la tuberculine, sont plus
spécifiques (90 a 100 %), reproductibles, et ne nécessitent pas que le patient soit
revu a 72 heures [421].

Chez le bovin, L’essai est basé sur la libération d’IFN-y a partir de lymphocytes
sensibilisés pendant une période d’incubation de 16 a 24 heures avec un antigene
spécifique tuberculine PPD bovine et avec PPD aviaire (pour effectuer une
stimulation comparée) puis une détection quantitative de I'lFN-y bovin est effectuée
avec un ELISA sandwich qui utilise deux anticorps monoclonaux anti-IFN-y bovin
[418].

L’épreuve a une sensibilité élevée comparé a I'épreuve cutanée, mais ne peut
faire la distinction entre l'infection tuberculeuse latente et tuberculose maladie tout

comme IDR a la tuberculine [422].

Cependant, le dosage de I'lFN- y n’est pas utilisé en routine pour le diagnostic
de la tuberculose bovine, car il exige de livrer les échantillons au laboratoire dans
la journée, afin de les analyser a l'aide de techniques relativement complexe et

codteuses [18].
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CHAPITRE 4

TRAITEMENT ET PROPHYLAXIE

4.1 Traitement de tuberculose humaine

Le traitement de la tuberculose vise a guérir et a réduire rapidement la
transmission de la maladie. La chimiothérapie antituberculeuse préconisée par
'OMS repose sur l'association de plusieurs antituberculeux. Cette association
permet de réunir trois propriétés essentielles au traitement : un effet bactéricide
(interruption de transmission), un effet stérilisant (prévention de la rechute de la
maladie) et un effet préventif pour 'émergence des formes de résistance aux
antituberculeux (inhibition de sélection des souches naturellement résistantes)
[423].

4.1.1 Meédicaments antituberculeux

Le traitement de la tuberculose humaine est constitué des antituberculeux
de premiere, deuxiéme et troisiéme ligne selon le degré de sensibilité de la bactérie
[314].

4.1.1.1 Molécules de premiére ligne

o Isoniazide (INH)

L'INH est la pierre angulaire du traitement et doit étre inclus dans tous
les schémas thérapeutiques, sauf si la souche de M. tuberculosis est résistante
a I'INH [424]. Il a une activité bactéricide vis-a-vis du CMT (M. tuberculosis, M.
bovis, M. africanum) par inhibition de la synthése de la paroi bactérienne. Son
indication comme traitement curatif dans le cas de tuberculose-maladie et la
primo-infection symptomatique ou comme un traitement prophylactique en
monothérapie dans le cas de primo-infection tuberculeuse asymptomatique,

contact avec un sujet bacillifére, personne a risque d’une réactivation de
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I'infection tuberculeuse [97]. L'effet indésirable le plus important de I'INH est

I'hépatite, dont le risque augmente avec I'age [424].

o Rifampicine (RMP)

La RMP est le deuxieme agent antituberculeux majeur. Elle a un effet
bactéricide par blocage de transcription de génome mycobactérien. La complication
la plus importante de la RMP est I'hépatite, qui est généralement cholestatique. Bien

que le risque d'hépatite soit plus faible avec la RMP qu'avec I'INH [424].

o Pyrazinamide (PZA)

PZA est un antituberculeux bactéricide sur les bacilles intracellulaires dits «
quiescents » et sur les bacilles & métabolisme lent contenus dans le caséum par
inhibition de la synthése des acides gras a chaines courtes du bacille tuberculeux.
Il est utilisé comme traitement curatif dans le cas de tuberculose-maladie et dans le
cas de primo-infection symptomatique ou comme traitement prophylactique en
association avec la rifampicine : tuberculose-infection asymptomatique chez le

patient VIH+ et primo-infection asymptomatique chez le patient VIH+ [97].

o Ethambutol (EMB)

EMB est un antituberculeux synthétigue spécifiguement actif sur les
mycobactéries par inhibition de la synthese des acides mycoliques. Il est
bactériostatique surtout sur les bacilles extracellulaires. La seule indication de
ethambutol est le traitement curatif de la tuberculose active et de la primo-infection

symptomatique [97].

o Streptomycine (STM)

STM, le premier médicament antituberculeux majeur, a été rapidement
remplacé par I'INH [424]. Elle posséde une activité bactéricide mais son utilisation
est limitée par des taux de résistance relativement élevés (en particulier dans les
pays a forte incidence), I'administration parentérale, la néphrotoxicité et I'ototoxicité.
Les effets indésirables sont la néphrotoxicité et I'ototoxicité surtout en cas de

traitement prolongé [97].
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4.1.1.2 Molécules de deuxieéme ligne

Les agents de deuxieme intention sont moins efficaces ou plus toxiques, ou
les deux, que médicaments de premiere intention. Ceux-ci comprennent
I'éthionamide, la cyclosérine, la terizidone, I'amikacine, la kanamycine, la

capréomycine, la thiacétazone, l'acide para-aminosalicylique (PAS) [424].

4.1.1.3 Molécules de troisieme ligne

L’activité de ces molécules contre M. tuberculosis est faible par rapport aux
molécules de deuxiéme intention et ne sont généralement administrés que dans le
cas de tuberculose ultrarésistante. Elles comprennent I'amoxicilline-clavulanate, la

clarithromycine, la clofazimine et le linézolide [424].

4.1.1.4 Molécules en développement

Plusieurs nouveaux médicaments font actuellement 'objet d'une enquéte.
Ceux-ci comprennent les oxazolidinones (sutezolid), les nitroimidiazoles (le
delaminid) et PA-0824 et les diamines (SQ-109) [424].

4.1.2 Schéma thérapeutigue

Le schéma thérapeutique varie selon que le patient ait été ou non traité
antérieurement mais dans tous les cas, il comprend deux phases distinctes une
phase initiale ou intensive qui dure deux mois et qui sert a détruire rapidement les
bacilles de M. tuberculosis, a prévenir I'apparition de bacilles résistants et a faire
disparaitre la contagiosité, une phase d’entretien, de durée variable selon la
situation cliniqgue. Cette phase sert a stériliser les Iésions et prévenir ainsi les
rechutes. En pratique, il existe trois situations cliniques nécessitant des schémas
thérapeutiques différents : les nouveaux cas, les cas de retraitement, la tuberculose

multi ou ultra résistante [425].

4.1.2.1 Schémas thérapeutiques pour les nouveaux cas de tuberculose

pulmonaire

Plusieurs protocoles thérapeutiques ont été validés. Le schéma standard
comporte une quadrithérapie (phase initiale) d’'une durée de deux mois associant
INH, RMP, PZA et EMB puis une bithérapie (phase de continuation) d’'une durée de
4 mois, associant INH et RMP. Certains auteurs envisagent une trithérapie lorsque
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le risque de résistance est minime. La phase initiale doit étre prolongée d’'un mois
si 'examen direct est encore positif a 2 mois et si le résultat de I'antibiogramme n’est

pas encore disponible [426].

La durée du traitement est de 6 mois pour les tuberculoses pulmonaires ainsi
gue pour les tuberculoses extra-pulmonaires, excepté dans les formes graves de la

maladie (méningite, tuberculose osseuse, miliaire) ou elle est de 9 a 12 mois [427].

4.1.2.2 Schémas thérapeutiques pour les patients antérieurement traités

Chez tous les patients tuberculeux ayant déja suivi un traitement, I'historique
du traitement antérieur doit étre bien documenté afin d’évaluer le risque de
résistance. La résistance, notamment une multirésistance étant 5 fois plus fréquente
en cas de retraitement que chez les nouveaux cas (15 % contre 3 %). Le traitement

antibiotique doit étre strictement adapté a la sensibilité des bacilles [426].

4.1.2.3 Schémas de traitement de la tuberculose résistante

L'un des problémes les plus importants de la lutte contre M. tuberculosis
dans le monde est le développement de la tuberculose pharmaco-résistante. La
tuberculose multirésistante (TB-MR) est définie comme la résistance a au moins
I'INH et la RMP, deux des quatre médicaments antituberculeux de premiére
intention. La tuberculose ultrarésistante (TB-UR) est définie comme la TB-MR qui
est également résistante a toute fluoroquinolone et a au moins l'un des trois agents
injectables de deuxiéme intention (amikacine, kanamycine ou capréomycine). Un
diagnostic précis de la TB-MR et de la TB-UR est essentiel pour une prise en charge
réussie des patients et un contréle de la transmission des organismes résistants
[428].

Le traitement de la tuberculose résistante, et en particulier la tuberculose
multi-résistante, est encore plus lourd. Il fait appel a des médicaments de deuxieme
intention qui sont moins efficaces et plus toxiques que les médicaments de premiére
intention. La durée du traitement s’échelonne alors souvent sur plusieurs années. I
peut, & son tour, engendrer des souches ultrarésistantes, voire totalement
résistantes, ne répondant plus a aucun médicament antituberculeux disponible
[429]. Il faut alors prescrire un protocole thérapeutique long auguel on peut ajouter

'un des nouveaux médicaments (bédaquiline et délamanide) et adapter le
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traitement en fonction du résultat de I'antibiogramme élargi et de I'évolution clinique
du patient [314].

4.1.3 Suivi du traitement

Un suivi régulier du patient est nécessaire dans le but d’évaluer I'efficacité du
traitement et de détecter tout effet indésirable éventuel. La surveillance de
I'efficacité du traitement repose sur I'examen clinique, la radiographie du thorax (en
fin du traitement) et 'examen bactériologique (réalisé a 2 , 5 et 6 mois du traitement)
[426].

4.1.4 Autres formes de traitement

o Corticoides : sont indiqués dans les méningites et les péricardites. Chez les
enfants, ils peuvent étre utilisés dans les miliaires tuberculeuses ou dans des

formes ganglionnaires médiastinales obstructives.

o Pyridoxine (vitamine B6) : est indiquée chez les patients a risque (grossesse,
alcoolisme, dénutrition, neuropathie préexistante, insuffisance rénale,
infection par le VIH) dans le but de prévenir la neuropathie périphérique

causée par I'INH.

o Compléments alimentaires : en cas de dénutrition [426].

4.2 Traitement de la tuberculose bovine

Le traitement de la tuberculose bovine par les antituberculeux,
particulierement est tres long, couteux et susceptibles de produire des souches
résistantes, de plus son résultat est incertain [310]. Par conséquent, le traitement

de tuberculose bovine est interdit dans la plupart des pays [18].

4.3 Prophylaxie

4.3.1 Prophylaxie de la tuberculose humaine

La prévention de la tuberculose humaine revient a diminuer le réservoir

humain du M. tuberculosis et a éviter sa transmission [430].

La diminution du réservoir revient a traiter les patients infectés par le bacille

tuberculeux [430]. Le traitement préventif (chimio-prévention) de la tuberculose est
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la principale intervention sanitaire disponible pour réduire le risque qu’une infection
tuberculeuse latente évolue vers une tuberculose active. OMS recommande de
fournir un traitement préventif contre la maladie aux personnes vivant avec le VIH,
aux personnes vivant au contact de personnes atteintes de tuberculose pulmonaire
confirmés bactériologiguement dans leur foyer et aux groupes exposés a un risque

clinique (par exemple, les patients sous dialyse) [431].

La prévention de la transmission peut se résumer en deux points :

+ Diminution du risque du contact potentiel avec le bacille

Par des mesures visant le patient potentiellement contaminant et les sujets
en contact avec lui. Les mesures d’isolement respiratoire s’imposent pour toute
tuberculose bacillifere, confirmée ou suspectée afin de limiter la transmission par
voie aérienne. Ces mesures sont a maintenir jusqu’a I'obtention de signes objectifs
d’amélioration clinique, et jusqu’a la disparition ou la réduction de la concentration

de BAAR a I'examen direct des expectorations.

Deés la confirmation d’'un cas de tuberculose, une enquéte sur les sujets
contacts doit étre débutée afin d’identifier les sujets infectés ou malades. Elle repose
sur la recherche d’une infection tuberculeuse chez tout sujet en contact avec un
sujet connu ou suspecté de maladie tuberculeuse active, ou présentant des
anomalies suggérant une maladie tuberculeuse ancienne, insuffisamment traitée,
ayant récemment migré d'une zone de haute endémie tuberculeuse, peu
médicalisé, exposé professionnellement (personnel médical et non médical des

établissements de soins, de retraite, des asiles et des lieux de détention) [432]

+ Diminution du risque de développement d’'une infection tuberculeuse par la

vaccination.

La vaccination antituberculeuse est le moyen le plus efficace de prévenir et
de contréler la tuberculose. Il existe deux classes des vaccins antituberculeux,
vaccins thérapeutiques pour traiter les patients tuberculeux et vaccins préventifs

pour prévenir I'infection a CMT et le développement de la tuberculose maladie [433].

Actuellement, le seul vaccin préventif homologué contre la tuberculose c’est

le vaccin BCG [434]. Il est constitué de bacilles tuberculeux bovins atténués obtenu
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par 230 transferts successifs de la bactérie pathogene sur un milieu de culture a
base de pomme de terre glycérinée mélangé avec de la bile. L’injection
intradermique de ce vaccin induire la sécrétion d'lgG et d'IgM reconnaissant
plusieurs antigénes mycobactériens. Certains de ces anticorps pourraient améliorer
I'immunité cellulaire et humorale contre l'infection & M. tuberculosis sur la base de
divers mécanismes, y compris l'accélération de la fusion phagolysosomale,
favorisant la clairance des antigénes immunomodulateurs et influencant l'issue de
I'infection mycobactérienne grace a leur capacité a moduler l'inflammation [435].
Cette vaccination conféere une protection chez les nourrissons et les jeunes enfants
contre l'infection tuberculeuse et prévient les formes graves telles que la
tuberculose disséminée et la méningite tuberculeuse. Tandis que sons efficacité
contre la tuberculose pulmonaire, chez les adultes n’atteint guére qu’environ 50%
[436].

Cependant, le vaccin BCG ne stimule pas efficacement les lymphocytes T (en
particulier les lymphocytes T CD8), et I'effet immuno-protecteur de la vaccination ne
persiste que pendant 10 & 15 ans. Pour pallier cette protection insuffisante conférée
par le vaccin BCG, de nombreux vaccins candidats susceptibles plus efficaces sont

en cours de développement [434].

A T'heure actuelle, 25 nouveaux vaccins antituberculeux sont en cours
d'évaluation dans le cadre d'essais cliniques, dont trois (Vaccae chez les patients
atteints d'une infection tuberculeuse latente, Mycobacterium indicus pranii (MIP) /
Mw et VPM1002) ont atteint les essais cliniques de phase Ill. Trois vaccins (Vaccae,
Utilins et BCGPSN) ont obtenu des certificats d'enregistrement de la China Food
and Drug Administration et ont été largement utilisés pour traiter la tuberculose en
Chine. Ces vaccins peuvent étre divisés en cing catégories : les vaccins inactivés,
les vaccins vivants recombinants (vaccins mycobactériens recombinants, vaccins
bactériens recombinants et vaccins a virus vivants), les vaccins vivants atténués,

les vaccins antituberculeux sous-unitaires et les vaccins a ADN [434].

4.3.2 Prophylaxie de la tuberculose bovine

Le contrble et I'éradication de la tuberculose bovine constituent un objectif
souhaitable a la fois du point de vue de la santé animale et en raison des

implications zoonotiques de M. bovis [18].
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4.3.2.1 Prophylaxie médicale

Pour prévenir la tuberculose bovine, plusieurs vaccins ont été testés, dont le
BCG, mais aucun ne s’est avéré efficace [310]. Actuellement, grace la recherche
avancée sur le séquencage de M. bovis, il devient possible de concevoir et de
développer des vaccins efficaces contre les mycobactéries et des stratégies de
vaccination pour prévenir ou contrdler la tuberculose bovine chez les bovins ou les

animaux sauvages [18].

4.3.2.2 Prophylaxie sanitaire

4.3.2.2.1 Mesures défensives

Elles visent la protection des effectifs indemnes et maintien la qualification

indemnes de la tuberculose bovine. Elles sont basées sur :

o Le contréle dimportation des animaux provenant d’'un pays reconnu
endémique de la tuberculose bovine ;

o Limitation des contacts direct ou indirect entre les élevages bovins reconnus
infectés ou I'état sanitaire inconnu (les paturages communs, le prét et la mise
en pension des bovins sont a proscrire) ;

o Le contrdle et la mise en quarantaine des animaux introduits dans un élevage

indemne [16].

4.3.2.2.2 Mesures offensives

Elles sont fondées sur le dépistage et 'assainissement des élevages bovins

tuberculeux, assortis d’une désinfection et repeuplement des étables.

o Dépistage et assainissement de I'élevage infecté

Les troupeaux étaient testés en utilisant I'intradermo-tuberculination et les
animaux réagissant positivement étaient immédiatement retirés du troupeau et
réformés. Un contrble aprés une période fixée (généralement 6 mois), jusqu’a ce
qu’aucune réaction positive ne soit détectée et qu’aucun tubercule ne soit observé

chez des animaux a I'abattoir [18]. Bien que la mise en ceuvre réguliére de ces
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mesures de contrble ait réussi a eéradiquer ou réduire significativement la
tuberculose bovine dans le cheptel bovin de nombreux pays développés.
Cependant, elles ne sont pas toujours abordables et peuvent ne pas étre
applicables dans les pays en développement, en raison du manque des ressources
financieres pour une indemnisation adéquate et rapide des éleveurs pour les pertes
due a I'élimination des animaux infectés. Dans certains cas, la politique de test et
d’abattage est en place, mais elle n’est pas toujours mise en ceuvre de maniére
rigoureuse, et les animaux réagissant positivement ne sont pas toujours

effectivement mis en quarantaine ou abattus [18].

o Tracabilité

Lorsqu’'un foyer de tuberculose bovine est identifié, une enquéte
épidémiologique est conduite en amont afin d’identifier I'origine de la contamination
du foyer et en aval pour cibler les élevages susceptibles d’avoir été contaminés a

partir du foyer [16].

o Nettoyage et désinfection

Une fois l'assainissement de I'élevage est terminé, le nettoyage et la
désinfection de [I'étable sont nécessaires afin d’éviter la propagation des

mycobactéries [16].

o Repeuplement et requalification

Le repeuplement ne peut étre entrepris qu’aprés assainissement réel et avec
des animaux indemnes. Enfin, la requalification du cheptel doit étre suivie d’'un
protocole de surveillance rapprochée, de facon a assurer une maitrise satisfaisante

du risque de résurgence ou de récidive [16].

4.3.3 Prophylaxie de la tuberculose zoonotique

La prévention et le contréle de la tuberculose zoonotique nécessite une
approche intersectorielle et multidisciplinaire, reliant la santé animale, humaine et
la sécurité alimentaire. L'approche de la santé globale « One Health » est de plus
en plus approuvée par de nombreuses organisations de premier

plan (I'Organisation Mondiale de la Santé, de I'Organisation de I'Alimentation et
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I'Agriculture et de I'Organisation Mondiale de la Santé Animale avec I'Union
internationale contre la Tuberculose et les Maladies respiratoires) pour s'attaquer
de maniere globale aux défis qui se posent a l'interface animal-homme [437]. Sur la
base du concept « One health », la lutte contre la tuberculose zoonotique est basée
sur trois piliers qui consistent a améliorer la base de données scientifiques, a réduire
la transmission de la maladie a linterface animal-homme et en renforcant la

collaboration intersectorielle :

+ L’amélioration de la base des données scientifiques : peut étre obtenue en
collectant, analysant et enregistrant des données de meilleure qualité sur la
maladie, en améliorant la surveillance et en signalant la tuberculose bovine
chez I'nomme, les bovins et la faune sauvage. Pour une meilleure
documentation de la tuberculose zoonotique, les pays devraient s'efforcer
d'intégrer la tuberculose zoonotique dans leurs activités de surveillance de
routine. Une meilleure détection des cas nécessite des laboratoires qui ayant
un acces a des outils de diagnostic précis et rapides, associés a des
systemes d'enregistrement et de notification fiables, basés sur les cas et de

préférence électroniques.

+ La transmission de la tuberculose zoonotigue a l'interface animal-homme
peut étre réduite en développant des stratégies de lutte contre la tuberculose
bovine, améliorer la sécurité alimentaire par la pasteurisation du lait et
I'inspection sanitaire de tous les animaux entrant dans la chaine alimentaire
et enfin identifier les facteurs de risques et les voies de transmission par
l'utilisation de technologies modernes telles que le séquencage, la

métagénomique et les analyses phylogénétiques.

+ La collaboration intersectorielle peut étre réalisée en adoptant une approche
« One Health ». Les secteurs les plus pertinents sont le secteur de la santé
humaine, le secteur de la santé animale, les autorités chargées de la
protection de la faune, les autorités de sécurité sanitaire des aliments, les
organisations agricoles et commerciales, les groupes de consommateurs, les
organismes d'enseignement et les institutions financieres. Cette approche

prévoit que tous les secteurs concernés devraient travailler ensemble pour
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développer la Iégislation et les politiques, concevoir et mettre en ceuvre des

stratégies de controle [438].



PARTIE EXPERIMENTALE
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CHAPITRE 05

INSPECTION SANITAIRE ET ANALYSE
BACTERIOLOGIQUE

5.1 Introduction

La tuberculose est 'une des maladies infectieuses les plus répandues dans
le monde et demeure un probleme majeur de la santé humaine et animale,

notamment dans les pays en développement.

En Algérie, la tuberculose est une maladie endémique aussi bien chez
’'homme que les bovins. Chez les bovins, la maladie est contrélée par la Direction
des Services Vétérinaires, dont la surveillance repose sur des dispositifs qui ne
permet qu’une suspicion sans aucune investigation bactériologique. Dans ce
contexte, nous avons mené une étude dans quatre abattoirs de la région Centre de

I'Algérie, dont les objectifs sont :

e Estimation de la prévalence de la tuberculose bovine dans quatre abattoirs
de la région Centre de I'Algérie ;

e Evaluation de quelques facteurs du risque influencant la prévalence de la
tuberculose bovine ;

e Mettre en évidence les agents responsables de la maladie a 'aide des outils

bactériologiques.

En paralléle, nous avons mené une étude prospective sur des souches
mycobactériennes isolées chez I'homme dans deux centres de diagnostic

bactériologique de la tuberculose.

5.2 Cadre d’étude

La présente étude a été effectuée dans deux wilayas a vocation pastorale
dans la région centre d'Algérie, sur une période de deux ans du novembre 2017 au
novembre 2019. La wilaya de Béjaia est située au Nord du pays (36 ° 45 '00 "N, 5 °
04' 00" E ; 262,19 habitants / km2) a environ 247 Km de la capitale Alger au climat
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méditerranéen. La wilaya de Sétif est la capitale des hauts plateaux du Nord-Est de
I'Algérie (36 ° 09 '00 "N, 5 ° 26' 00" E ; 229 habitants / km2) a environ 268 km de la
capitale Alger au climat semi-aride (Cf. figure 5.1). D’aprés le recensement de
'année 2018, Béjaia et Sétif compte respectivement 978 050 et 1 489 495 habitants.
Les deux wilayas sont connues par leur activité agricole notamment I'élevage des
bovins. A noter que plus de 70% du cheptel bovin se trouve dans la région Nord de

I'Algérie.

Bassin Méditerranéen

‘Béjaia
"
o

Kherr_ata i

Figure 5.1 : Distribution géographique de la zone d'étude dans les deux wilayas

(Béjaia et Sétif). Les sites d’échantillonnage sont indiqués en jaune.

La collecte des échantillons humains a été effectuée dans le Service de
Contréle de la Tuberculose et les Maladies Respiratoires (SCTMR) de la wilaya de
Béjaia et Sétif. Tandis que les échantillons bovins ont été collectés dans quatre
abattoirs communaux a savoir : Kherrata et Béjaia (W. Béjaia) ; EI-Eulma et Sétif

(W. Sétif).
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5.3 Matériel et Méthodes

5.3.1 Collecte d’échantillons

5.3.1.1 Echantillons d’origine humaine

Il s’agit des souches mycobactériennes isolées dans deux centres de
diagnostic bactériologique de la tuberculose & savoir SCTMR de Béjaia et Sétif. Ces
isolats ont été obtenus a partir d'un total de 1 952 patients suspects de toutes forme
de tuberculose. Les échantillons humains ont été préalablement examinés selon la
méthode microbiologique standard (examen microscopique par coloration de Ziehl-
Neelsen (ZN) et culture sur milieu Lowenstein-Jensen (L-J)). Au total, 115 cas de
tuberculose confirmés par culture ont été inclus dans cette étude. Les données
démographiques (age et sexe) et les résultats du laboratoire (coloration au ZN,

culture, types d'échantillons) ont été recueillis a partir du registre médical.

5.3.1.2 Echantillons d’origine bovine

La population d’étude est constituée par des bovins abattus dans quatre
abattoirs situés dans la région Centre de I'Algérie. Au total, 3 546 bovins ont été
soumis a une inspection sanitaire dans quatre abattoirs communaux a savoir :
Béjaia (n = 2 460), Kherrata (n = 650), Sétif (n = 120) et EI-Eulma (n = 316).

o Inspection ante-mortem

Elle consiste a réaliser un examen clinique et une identification de chaque
animale. Les informations recueillis telles que I'age, le sexe et la race ont été

enregistrées sur une fiche de renseignement.

o Inspection post-mortem

Elle consiste a réaliser un examen visuel, une palpation et une incision des
organes et ses noceuds lymphatiques, afin de détecter des Iésions suspectes de la
tuberculose bovine, qui correspondent a des tubercules des tailles différentes allant
de taille de grain de millet « tuberculose miliaire » jusqu’au taille plus grosse que le
poing. Des nodules présentent parfois sous forme d’un collier de perle:
« tuberculose perliere ». Le tubercule présente en général une couleur blanc-

jaunatre a un gris-verdatre et son intérieure est caséifié, casei-calcifié, il peut parfois



103

présenter un aspect purulent. Les organes et les noeuds lymphatiques dont

'examen est systématique sont :

Nceuds lymphatiques de la téte (retro-pharyngiens, sous maxillaires et
parotidiens) ;

Trachée, poumons ses nceuds lymphatiques (bronchiques et médiastinaux) ;
Foie et ses nceuds lymphatiques (rétro-hépatique et pancréatique) ;

Tractus digestif et ses nceuds lymphatiques (stomacaux et mésentériques).

La découverte des lésions suspectes de la tuberculose bovine dans I'un de

ces organes, doit conduire a une recherche plus approfondie sur la carcasse et

cinquiéme quartier. La sanction de la saisie est en fonction de la localisation et de

la nature des lésions :

5.3.2

La saisie partielle lorsque des Iésions non évolutives sont observées avec
une localisation sur un seul organe porte d’entrée (téte, poumons, foie,

tractus digestif) et les ganglions satellites. La saisie concerne alors le

territoire drainé correspondant.

La saisie totale lorsque des lésions présentant un fort potentiel de

dissémination de bacilles dans I'organisme c'est-a-dire lors de Iésions a

localisation multiples (diffusion tissulaires : atteintes des séreuses ou
diffusion par voie sanguine : atteintes des organes filtres tels que les reins et
la rate) ou lors de lésions signalant une généralisation (Iésions miliaires,
nécrose de caseéification diffuse et la tuberculose chronique d’organe
associee a des foyers congestifs, hémorragiques et parfois de

ramollissement.

Acheminement et conservation des prélévements

Le matériel biologique est constitué a des tubercules ou des nceuds

lymphatiques présentant des lésions suspectes de la tuberculose bovine. Ces

echantillons ont été prélevés dans des pots stériles étiquetés. Les échantillons
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tissulaires ainsi collectés ont été transportés sous glace (+4°C) au SCTMR de

Béjaia ou ils ont été conservés a -20°C jusqu’a leur analyse bactériologique.

5.3.3 Examen bactériologigue

5.3.3.1 Préparation d’échantillon tissulaire

Tous les échantillons ont été homogénéisés avant I'examen bactériologique.
Environ 5 g de chaque échantillon ont été coupés dans une boite de Pétri stérile a
l'aide d'une lame et d'une pince stériles pour obtenir des pieces fines (Cf. figure
5.2.A), et homogénéisés a l'aide d'un mortier et d'un pilon stériles (Cf. figure 5.2.B).

Le broyat obtenu est servi pour la bactérioscopie et la culture bactérienne.

Figure 5.2 : Préparation d'échantillon. A) Dissection du tissu ; B) Broyage du

tissu en piéces fines (Photo personnelle, 2018).

5.3.3.2 Examen direct (microscopie) : Coloration de Ziehl-Neelsen

Observation directe des bacilles sur des broyats d’organe repose sur la propriété

d’Acido-Alcoolo-Résistance de la paroi des mycobactéries.

A partir de broyat et a l'aide d’'une anse de platine rigide, une parcelle
d’échantillon est prélevée. Le contenu de I'anse est étalé en couche mince et
homogene du centre de la lame qu’est préalablement identifié sur au moins 2/3. Les
frottis ont été séchés a l'air pendant 15 minutes, puis fixés a chaud par 3 ou 4
passages rapide au-dessus de la flamme de bec de bunsen.
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Pour la coloration de Ziehl — Neelsen, les frottis ont été recouverts de la
fuchsine phéniquée filtré sur un papier et ont été chauffés jusqu'a l'apparition de la
vapeur toutes les 3 min pendant 10 min, en évitant le desséchement du colorant.
Par la suite, les frottis ont été rincés avec du I'eau ordinaire, puis décolorés par
I'action combinée du 'acide sulfurique a 25% (3 min) et I'alcool éthylique a 95 °C (5
min) et recolorés par le bleu de méthyléne 0,1% pendant 30 secondes a 1 min (Cf.

figure 5.3). Enfin, les frottis rincés et séchés ont été examinés avec l'objectif a

'immersion (x100).

Figure 5.3 : Etapes de la coloration ZN. A) Confection du frottis ; B) et C)
coloration par la fuchsine a chaud ; D) et E) Décoloration par acide et I'alcool ; F)

Contre coloration par le bleu de méthylene (Photo personnelle, 2018).

5.3.3.3 Lecture des frottis et interprétation des résultats

La lecture microscopique de chaque frottis a été faites avec une procédure
qui permettrait de parcourir toute la lame, qui correspond a environ 300 champs
(trois passages de la lame en longueur). Les BAAR apparaissent sous forme de

batonnets droits ou incurvés, isolés ou en amas colorés en rose sur un fond bleu
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(Cf. figure 5.4). L'interprétation des résultats dépend au nombre des BAAR par

rapport aux nombres des champs de lecture (Cf. Appendice D).

BAAR

Figure 5.4 : Aspect microscopique des BAAR colorés par ZN (Photo personnelle,
2017).

5.3.3.4 Culture bactérienne

L’isolement des mycobactéries par culture, nécessite une étape préalable
de décontamination. A cet effet, nous avons utilisé 'une des méthodes celle de
Petroff a la soude modifié [338]. En bref, le broyat tissulaire a été transféré dans un
tube de centrifugation (10 ml) et décontaminé en ajoutant un volume égal de la
soude (NaOH) a 4%. La suspension a été agitée, puis centrifugée a une vitesse
3000 tours/min pendant 15 min. Le surnageant a ensuite été décanté, et le culot
résultant a été neutralisé avec 20 ml de I'eau distillée stérile. Une re-centrifugation
de la suspension a une vitesse 3000 tours/min pendant 15 min et le culot ainsi
obtenu est servi pour ensemencement (Cf. figure 5.5). Environ 0,2 a 0,3 ml de culot
a été ensemencé dans deux types milieux solides a savoir : L-J et Coletsos. Les
tubes ensemenceés ont été incubés a 37 C° pendant 8 a 12 semaines sans les

fermer hermétiquement qu’aprés évaporation du liquide pendant 2 a 3 jours.
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Figure 5.5 : Etapes de la décontamination par la soude (Photo personnelle, 2018).

5.3.3.5 Lecture et identification phénotypique

A la fin de la premiére semaine d’incubation, nous avons observé les tubes
afin de constater des contaminations éventuelles (une modification de la couleur du
milieu de culture vers le jaune, vert ou marron), et des poussés des mycobactéries
atypigues a croissance rapide et la lecture se poursuivent ultérieurement a raison

d’'une fois par semaine.

La croissance de chaque isolat a été confirmée par la présence des BAAR a
I'aide de la coloration Ziehl Neelsen. Une fois la cuture est positive, nous avons
procédé une identification sur la base des caractéres culturaux tels que le temps de

croissance, morphologie et pigmentation des colonies.

S’il n’y a pas développement des colonies aprés 12 semaines d’incubation, la

culture a été déclarée négative.

5.4 Analyses statistiques

Les données recueillies durant notre enquéte, ont été saisies dans un tableur
Microsoft Excel 2016 afin de calculer les pourcentages et d’élaborer les graphiques
pour la présentation des résultats. Le test Chi-2 d’homogénéité a été utilisé afin de
comparer la différence des prévalences de la tuberculose bovine dans les quatre
abattoirs, d’évaluer l'influence des facteurs du risque sur la prévalence ainsi pour

comparer la variabilité de distribution des espéces CMT isolées chez ’'homme selon
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la forme de la maladie et la région. Les valeurs P< 0,05% ont été considéerées
comme significatives. Les odds ratios (OR) et l'intervalle de confiance a 95% ont

été calculés pour estimer 'association entre ces variable et la tuberculose.

5.5 Résultats

5.5.1 Inspection post-mortem

5.5.1.1 Prévalence des lésions suspectes de la tuberculose bovine selon les

facteurs du risque dans les quatre abattoirs

L'inspection sanitaire des viandes effectuée sur un total 3 546 bovins a
montré une prévalence de lésions suspectes de la tuberculose bovine de 6,5%.
Représentant respectivement 5,4% (35/650), 6,1% (150/2460), 7,3% (23/316) et
20% (24/120) des bovins des abattoirs de Kherrata, Béjaia, ElI-Eulma et Sétif.
L’analyse statistique a montré une variabilité interrégionale (p < 0,0001), la
prévalence la plus élevée a été enregistrée dans 'abattoir de Sétif comparée aux

autres abattoirs (Cf. tableau 5.1).

Tableau 5.1 : Répatrtition de la prévalence des Iésions suspectes de la
tuberculose bovine dans quatre abattoirs de la région Centre de I'Algérie
(2017-2019).

Abattoirs Nbr. Bovins Nbr. (%) Carcasses Nbr. (%) Cultures
inspectés présentant des positives
lésions
Béjaia 2,460 150 (6,1) 1 122 (81,3)
Kherrata 650 35 (5,4) r\ 17 (48,6)
El-Eulma 316 23(7,3) / 23 (100)
Sétif 120 24 (20) -~ OR 3,87 19 (79,2)
(95 % CI
2,42- 6,18)
p<0,0001
Total 3,546 232 181

Nbr : nombre ; % : pourcentage.

Nos résultats montrent que les femelles ont éte les plus affectées par rapport
aux males (17% contre 6%, p= 0,00001). Les bovins les plus agés présentaient un

risque éleveé pour l'infection par la tuberculose que les bovins jeunes (27,2% contre
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5,4%, p= 0,00001). Les bovins de la race croisée et importée ont été les plus

frequemment affectés par rapport a la race locale (P= 0,001) (Cf. tableau 5.2).

Tableau 5.2 : Prévalence des Iésions suspectes de la tuberculose bovine selon

I'age, le sexe et la race.

Parameétres Nbr. Bovins Nbr. (%) carcasses
inspectés suspectes de TB

<2ans 2733 148 (5,4%)
Age 2-5ans 769 72 (9,4%)

>5 ans 44 12 (27,3 %)

Male 3380 204 (6%)
Sexe Femelle 166 28 (17%)

Croisée 2412 172 (7,1%)
Race Locale 712 26 (3,6%)

Importée 422 34 (8,1%)

5.5.1.2 Distribution des lésions suspectes de la tuberculose bovine par organe

Nos résultats montrent que les Iésions suspectes de tuberculose bovine ont
été détectées presque dans tous les organes. Environ, 66,8% de ces Iésions étaient
localisées dans le tissu et/ou les nceuds lymphatiques pulmonaires, tandis que
28,9% des bovins présentaient des Iésions concomitantes dans les poumons et les
organes extra-pulmonaires (foie, téte, cceur, cavités abdominales et thoraciques,
thymus, organes génitaux femelles et méles, nceuds lymphatiques pré-scapulaires
et pré-cruraux etc.) (Cf. figure 5.6 et 5.7 ; tableau 5.3) et 4,3% des bovins infectés

avaient une tuberculose généralisée (Cf. figure 5.8 et tableau 5.3).
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Figure 5.6 : Atteinte tuberculeuse du NL et tissu pulmonaire. A) Lésion caséo-
calcaire du NL médiastinal cranial. B) Nombreux tubercules pleins du caséum au
niveau du tissu pulmonaire (Photo personnelle, 2018).

Figure 5.7: Granulome tuberculeux rond avec une nécrose caséeuse séche au
niveau du tissu (A) et NL du testicule (B) (Photo personnelle, 2017).

Figure 5.8 : Nombreux petits tubercules de couleur jaune a gris-rougeatre au
niveau de la plévre pariétale et I'utérus d'une vache agée plus de 5 ans (Photo
personnelle, 2018).
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Tableau 5.3 : Distribution des Iésions suspectes de la tuberculose bovine dans

différents organes.

Tissus/ organe Nbr.
Carcasses
NL/ Tissu pulmonaire 155
Poumons + foie (NL) 27
Poumons et/ ou foie + téte (NL) 14
Poumons et/ou foie + intestin (NL) 6
Poumons + pré-scapulaire ou pré-crural (NL) 6
Poumons (NL) + cavité thoracique 4
Pulmonaire Poumons et/ manubrium+ téte+ foie+ intestin (NL) 3
* Poumons et/ ou téte+ intestin+ pré-crural+ manubrium 2

Extra-pulmonaire  (NL)

Poumons et/ ou rognons blancs+ foie+ pré-crural (NL) 2
Poumons et/ ou foie+ téte+ pré-scapulaire+ intestin (NL) 1
Poumons (NL)+ coeur 1
Poumons + manubrium (NL)+ cavité thoracique+ thymus 1
Tuberculose généralisée 08
Atteinte génitale (associée avec TB généralisée) 02

Nbr : Nombre ; NL : Neeud lymphatique ; TB : Tuberculose.

5.5.2 Examen bactériologigue

5.5.2.1 Echantillons d’origine bovine

La microscopie de 232 échantillons a révélé la présence des BAAR dans 73
échantillons, soit un taux de positivité de 31,5%. Tandis que la culture a révélé 181
(78%) cultures positives (Cf. figure 5.9.A), 45 (19,4%) cultures négatives et six
(2,6%) cultures contaminées (Cf. figure 5.9.B) ; (Cf. tableau 5.4).
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Test Echantillon Echantillon Echantillon Total Taux de
positif négatif contaminé positivité
(%)
Microscopie 73 159 232 315
Culture 181 45 06 232 78

Figure 5.9 : Aspect des cultures des mycobactéries sur milieu L-J. A) Cultures

positives ; B) cultures contaminées (virage de couleur de milieu L-J vers 'orange)

5.5.2.2 Echantillons d’origine humaine

(Photo personnelle, 2018).

A total, 115 cas de tuberculose humaine ont été confirmés par culture (Cf.

figure 5.10), 87 cas provenant du SCTMR de Béjaia (échantillonnage sur 2 ans) et

28 cas de Sétif (échantillonnage sur 1 an). Parmi ces cas, 83 (72,2%) ont été isolés

a partir d'échantillons pulmonaires (51 expectorations, sept liquides d'aspiration

bronchique et 25 liquides d’aspiration gastrique) et 32 (27,8%) d'échantillons extra-

pulmonaires (18 biopsies pleurales, 01 biopsie intestinale, 09 liquides pleuraux, 02

pus et 02 liquide céphalo-rachidien). Soixante-cing patients étaient des hommes

(sex-ratio 1,3) avec une tranche d'age comprise entre 18 a 97 ans (Cf. tableau 5.5).
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Figure 5.10 : Aspect des colonies du M. tuberculosis sur L-J (Photo personnelle,
2019).

Tableau 5.5 : Caractéristigues démographiques et cliniques des patients

tuberculeux.

Parametres Nbr. (%) Cas de TB humaine
Sexe
Homme 65 (56,5)
Femme 50 (43,5)
Tranche d’age
<20 ans 3(2,6)
21-60 ans 60 (52,2)
> 60 ans 24 (20,9)
Non déterminé 28 (24,3)
Microscopie
Forme pulmonaire Positive 24 (28,9)
Négative 59 (71,1)
Forme extra- Positive 1(3,1)
pulmonaire Négative 31 (96,9)

5.6 Discussion

Chez les bovins, linspection post-mortem est une méthode rentable de
surveillance passive de la tuberculose bovine. Dans notre étude, la prévalence des
carcasses présentant des lésions suspectes de tuberculose bovine (6,5%) est
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élevée par rapport aux données préceédemment rapportées en Algérie (3,6% en
2007) [5]. Cette valeur est également supérieure aux valeurs rapportées dans les
pays voisins, comme le Maroc (3,7%) et la Tunisie (3,2%) [176] ;[439]. Cependant,
elle est inférieure aux valeurs rapportées dans d'autres pays africains, tels que
Nigéria (9,3%) et Mali (11,9%) [440] ;[175]. Cette variation pourrait s'expliquer par
de nombreux parametres considérés comme des facteurs du risque de tuberculose

bovine, tels que l'age, le sexe, la race, le statut immunitaire, etc. [163].

La variabilité interrégionale de la prévalence de la tuberculose bovine dans
notre étude pourrait étre liée a une différence dans la structure de population bovine
dans les abattoirs inclus. Dans la présente étude, la prévalence la plus élevée était
significativement associée a l'age (bovins ayant >5 ans par rapport aux d’autres
classes d’age), au sexe (femelles> males) et a la race (races croisées et importées>
locales). En fait, la sensibilité élevée des bovins agés pourrait s'expliquer par la
nature chronique de la maladie, les animaux pourraient avoir contracté l'infection a
un jeune age, mais ne développer la maladie qu'a un &ge avancé [441]. Concernant
le sexe, de nombreuses études rapportent une prévalence plus élevée de la
tuberculose bovine chez femelles que chez les males [283] ;[177] et cela peut
s'expliquer par le fait que les vaches restent plus longtemps dans les troupeaux
pour la production laitiére tandis que les autres catégories sont abattues a jeune
age [177]. De plus, le stress d( a la période de gestation et de lactation rend les
vaches plus vulnérables a l'infection [181]. Pour la race bovine, de nombreuses
études africaines suggerent que la race importée (européenne) ainsi la race croisée
peuvent étre plus sensibles a l'infection que la race locale. Ce qui est probablement

lié a des différences du mode d’élevage [442];[288].

Environ 95,7% (222/232) des lésions se sont produites dans le tissu
pulmonaire et / ou les ganglions lymphatiques, dont 69,8% étaient confinés aux
poumons et 30,2% étaient associés a des organes extra-pulmonaires. La plupart
des études ont rapporté que les lésions tuberculeuses chez les bovins se trouvent
souvent dans les poumons [440] ; [177-179]. En réalité, la voie de transmission
détermine la localisation des Iésions. Bien que l'inhalation soit la voie d'infection la
plus courante, elle provoque des Iésions pulmonaires et des ganglions lymphatiques

associés [301]. Alors que 4,3% des carcasses présentent des Iésions tuberculeuses
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généralisées. Cette proportion était plus faible par rapport aux résultats de
nombreuses enquétes menées dans difféerents pays africains [166];[177] ;[183]. La
généralisation peut survenir si la réponse immunitaire initiale est inefficace ou apres
une réinfection [301]. L’'atteinte utérine a été détectée dans 2 cas (0,8%), avec des
lésions miliaires. Cette forme de tuberculose peut survenir soit par propagation du

bacille a partir d’'une péritonite tuberculeuse ou par dissémination sanguine.

La microscopie a révélé un faible taux de positivité par rapport a la culture
(31,5% contre 78%). De nombreux auteurs ont signalé la faible sensibilité et
spécificité de la microscopie [329] ;[413]. Tandis que, l'isolement des mycobactéries
par culture est « Gold standard » pour le diagnostic du CMT, compte tenu de sa
haute spécificité. Cependant, il peut occasionnellement produire des faux négatifs
et sa sensibilité n'a atteint que 80% [400]. Le taux de détection par culture peut étre
réduit en raison de la procédure de décontamination appliquée ou des conditions
de stockage des échantillons, affectant la viabilité des mycobactéries [443]. Dans
notre étude, en raison de contraintes logistiques, les échantillons d’origine bovine
ont été conservés a -20 ° C pendant un maximum de cing semaines avant la mise

en culture, ce qui peut interférer avec la viabilité des mycobactéries.

5.7 Conclusion

Cette étude vient de confirmer que la tuberculose bovine reste une pathologie
importante dans la wilaya de Béjaia et Sétif avec une prévalence globale de 6,5%.
Nos résultats montrent que le risque d’infection tuberculeuse est accru chez les

femelles les plus agées.

Par ailleurs, 'analyse bactériologique a permis de confirmer les cas suspects
de la tuberculose bovine. La culture a confirmé que 78% des bovins sont infectés
par des mycobactéries. Une identification moléculaire des souches isolées est
nécessaire afin de déterminer les especes et les génotypes impliqués dans

I'infection des bovins dans cette région.
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CHAPITRE 06

IDENTIFICATION MOLECULAIRE PAR
SPOLIGOTYPAGE, PHYLOSNP ET PCR-RD
MULTIPLEX

6.1 Introduction

Le typage moléculaire des mycobactéries (CMT) est un élément important
pour le contrdle de la tuberculose. Le spoligotypage fait partie des techniques les
plus utilisées pour le génotypage ainsi pour étudier la phylogéographie des souches
CMT. En plus de cette méthode, d’autres marqueurs génomiques tels que la région
de différence (RD) et le polymorphisme mono-nucléotidique (SNP) sont utilisés pour
étudier la phylogénie des mycobactéries.

En Algérie, les données sur les génotypes impliqués dans [infection
tuberculeuse sont en grande partie inconnues, en raison du manque des ressources
de la majorité des laboratoires pour identification moléculaire des mycobactéries
responsables de la tuberculose. Dans ce contexte, nous avons effectué une étude

dont les objectifs sont :

e Caractérisation moléculaire des souches responsables de la tuberculose

bovine et humaine dans la wilaya de Béjaia et Sétif ;

e Mettre en évidence le caractére zoonotique de la tuberculose bovine en

Algérie, ainsi déterminer la proportion de l'infection humaine par M. bovis.

6.1.1 Spoligotypage

6.1.1.1 Inactivation des souches par la chaleur (lyse cellulaire)

Pour le génotypage de la totalité des souches (d’origine humaine et bovine),
une boucle pleine de colonies a été transféré dans un cryotube (2 ml) et suspendue
dans 0,5 ml de I'eau distillée stérile. Par la suite, les souches ont été inactivées par

la chaleur a 100 °C pendant 5 min dans un bain marré et conservées a -20 °C
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jusqu'a leur analyse moléculaire a l'Institut de Médecine Tropicale, Anvers
(Belgique). Le spoligotypage a été réalisé suivant le protocole de Kamerbeek et al.
[12].

6.1.1.2 Amplification d’ADN par PCR

6.1.1.2.1 Principe

La premiére étape de spoligotypage consiste a amplifier la région DR d’une
souche donnée. Pour I'amplification des Spacers de la séquence DR, nous avons
utilisé deux amorces inversées, marquées a la biotine et complémentaires a la

séquence DR.

6.1.1.2.2 Matériel

e Blouse

e Gants

e Boite en polystyrene + glace

e Hotte de biosécurité (PMS 2)

e Micro-centrifugeuse (d’Eppendorf)

e Micropipettes (20 pl, 200 pl, 1000 pl)

e Embouts (0,5-10 pl, 0,5-20 pl, 1-200 pl, 1-1000 pl)
e Tubes Eppendorf

e Cryotubes (2 ml)

6.1.1.2.3 Solutions

o DNA-ExitusPlus®

e ETHANOL 70% + IPA 2,1%

e Eau de biologie moléculaire

e Amorce 1 (Dra) : 5 Biotine GGT-TTT-GGG-TCT-GAC-GAC 3
e Amorce 2 (Drb): 5 CCG-AGA-GGG-GAC-GGA-AAC 3’

e AND Taq polymerase (5 U/ ul)

e Tampon KTT (800 pl) + Mgcl2 (400 pl)

e dNTPS (dATP, dGTP, dCTP et dTTP)
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6.1.1.2.4 Protocole

6.1.1.2.4.1Pré-PCR : Préparation du milieu réactionnel (Mix PCR)

La préparation du Mix PCR doit étre effectué sous une hotte (PMS 2)
préalablement décontaminée par DNA-ExitusPlus et ETHANOL + IPA pour éviter
toute contamination. Pour chaque préparation, un Mix a été préparé pour 45
réactions et divisé en deux cryotubes de 2 ml (un pour 20 et l'autre pour 25
échantillons) comme est illustré dans le tableau 6.1. Par la suite, le Mix PCR a été
centrifugé a 7000 tours/ min pendant 5 & 7 secondes. 46 pl de ce mélange ont été

distribués dans un tube Eppendorf.

Tableau 6.1 : Protocole de préparation du Mix PCR du spoligotypage (45

réactions).

Réactifs (46 ul/ Réaction) Volume pour 45 réactions (ul)

20 25
H20 (Pour 4 ul ADN) 308 385
Tampon 2x 500 625
dNTP’S (2,5 mM) 80 100
Amorce 1 (25 pmol/ ul) 16 20
Amorce 2 (25 pmol/ ul) 16 20
ADN Taq polymérase (5 U/ pl) 4 5

46 ul du Mix/ tube Eppendorf

6.1.1.2.4.2 Amplification

Pour chaque préparation, nous avons préparé 40 tubes Eppendorf dont
chacun contient 46 pl du Mix PCR. Ces tubes ont été transférés au laboratoire
d’amplification (PCR Lab) dans une boite qui contient de la glace. A I'aide d’une
micropipette (P10) on ajoute 4 ul de la suspension bactérienne inactivée de chaque

échantillon par tube. Trois tubes ont été utilisés comme des témoins :

= Témoin négative : contient uniquement du I'eau (50 pl)

» Témoin positif : 46 yl du Mix PCR + 4 pl d’ADN de M. tuberculosis (H37Rv)

= Témoin positif : 46 yl du Mix PCR + 4 yl d’ADN de M. bovis (ITM 1998-
00269).
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Aprés d’addition des souches a tester, les tubes ont été placés dans le

thermocycleur pour 'amplification selon le programme suivant :

Tableau 6.2 : Programme d'amplification par PCR du spoligotypage.

Etapes Température Temps
Dénaturation initiale 96°C 3 min
Dénaturation 96°C 1 min
Hybridation 55°C 1 min
Elongation 72°C 30s
Elongation finale 72°C 5 min
Nombre de cycles 20 cycles

6.1.1.3 Hybridation des produits amplifiés sur la membrane Biodyne C

6.1.1.3.1 Principe

Les produits de PCR sont hybridés perpendiculairement aux 43 lignées oligo-

Spacer d’ADN synthétique de la membrane Biodyne C activée. Aprés I'hybridation,

la membrane est incubée dans la streptavidine peroxydase, qui se lié au marqueur

biotine sur les produits de PCR. La présence de Spacer est visualisée sur le film

aprés incubation avec des réactifs de détection a chimiluminescence améliorée
(ECL).

6.1.1.3.2 Matériel

Blouse

Gants

Glace

Boite en polystyrene
Cryotubes coniques (2 ml)

Micropipettes (200 ul)

Embouts (1-200 pl)
Plague chauffante

Pinces en plastique

Bain marrée

Incubateur d’hybridation
Agitateur

Récipient en polystyréene
Papier film transparent

Flacons en verre (100 ml, 250 ml, 500
ml)

Miniblotter
Membrane Biodyne C activée

Cassette
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e Flacon en plastique 50 ml ¢ Film photographique
e Chronometre e Flacons en verre d’hybridation

e Flacon gradué (1L)

6.1.1.3.3 Solutions

e 2xSSPE-SDS 0,1% e Streptavidine peroxydase

e 2xSSPE-SDS 0,5% e Révélateur

e 2xSSPE e Eaudistillée

e SDS 1% e Fixateur

e EDTA 20 Mm e Réactif de détection ECL 1 (Luminol

Enhancer solution) et 2 (Peroxide

solution)

6.1.1.3.4 Protocole

6.1.1.3.4.1Préparation des tampons

Tous les tampons doivent étre fraichement préparés a partir des solutions
meres, en utilisant I'eau distillée (Cf. Appendice E). Les quantités nécessaires des

tampons pour une membrane sont :

= 250 ml 2xSSPE- SDS 0,1% (60 °C, + 1 °C)

= 500 ml 2xSSPE- SDS 0,5% (60 °C, =1 °C)

= 500 ml 2xSSPE- SDS 0,5% (42 °C, +1 °C)

= 250 ml 2xSSPE- SDS 0,1% (Température ambiante (TA))
»= 500 ml 2xSSPE (TA)

1. Pour chaque échantillon, 20 ul du produit amplifié ont été dilués dans 150 pl
du tampon 2xSSPE- SDS 0,1% (TA).

2. Dénaturer par la chaleur (a 99 °C, + 1 °C) le produit de PCR dilué durant 10
min, puis refroidir immédiatement par la glace.

3. Laver de la membrane par 250 ml 2xSSPE- SDS 0,1% a 60 °C (x 1 °C)

durant 5 min.
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Ouvrir le miniblotter, placer un support (en polystyrene) puis la membrane de
telle maniere que les fentes de miniblotter soient perpendiculaires au lignes
des oligonucléotides (membrane), puis bien fermer le miniblotter avec les
vices.

Retirer le tampon résiduel dans les fentes de miniblotter par aspiration.
Remplir les fentes 1-3 et 44-45 avec 2xSSPE- SDS 0,1% (TA), et le reste
des fentes avec 150 pl du produit amplifié dilué et dénaturé, tout en évitant
les bulles d’air, puis hybrider pendant 60 min a 60 °C sur une surface
horizontale dans le bain marrée sans agitation afin d’éviter la contamination

des fentes voisines.

. les fentes 4, 5 et 6 sont réservées aux témoins positifs M. tuberculosis, M.

bovis et au témoin négatif respectivement.

7.

Retirer le produit de PCR par aspiration, et prendre la membrane a l'aide
d’une pince en plastique et la mettre dans un récipient en plastique.

Laver la membrane deux fois dans 250 ml de 2xSSPE- SDS 0,5% (60 °C,
1 °C) sous agitation pendant 10 min a 60 °C (x 1 °C)

Ajouter 5 pl de Streptavidine-peroxidase au 20 ml de 2xSSPE- SDS 0,5%
préchauffé a 42 °C et incuber la membrane dans cette solution dans tube a
hybridation sous agitation dans incubateur d’hybridation pendant 60 min a 42
°C(x1°C)

10. Laver la membrane deux fois dans 100 ml de 2xSSPE- SDS 0,5% préchauffé

a 42 °C pendant 10 min 242 °C (z 1 °C)

11.Rincer la membrane deux fois avec 250 ml de 2xSSPE (TA) sous agitation

a l'aide de l'agitateur pendant 5 min a température ambiante.

12.Pour la détection chimiluminescente de I'ADN hybridé, mettre la membrane

pendant 5 min dans 20 ml de liquides de détection ECL (10 ml ECL1 et 10
ml ECL2).

13.Couvrir la membrane avec un papier film transparent, puis I’exposer contre

un film photographique dans une cassette dans une piece sombre pendant
30 minutes. La dégradation du luminol par la peroxydase libére une énergie
lumineuse (photons) qui imprime le film photographique.
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14.Développer le film photographique dans une piéce sombre, retirer le film
photographique de la cassette et le mettre dans un bain de solution
révélatrice (1 min), puis dans un bain de solution fixatrice (1 min)

15.Rincer le film dans un bain d’eau distillée, puis avec de I'eau de robinet et

laisser pour qu’il séche.

6.1.1.3.5 Réuitilisation de la membrane

La membrane Biodyne C peut étre utiliser 15 fois, et aprés chaque utilisation
doit étre laver pour éliminer le produit PCR avec une solution SDS 1% préchauffée
a 80 °C (x 1°C) dans un bain marré sous agitation pendant 30 min (deux fois), puis
avec une solution EDTA 20 mM pendant 15 min a température ambiante sous
agitation (agitateur) et enfin couvrir avec un papier film transparent (pour éviter la

déshydratation) et la conserver a 2-8 ° C.

6.1.1.4 Lecture et analyse des résultats

L’hybridation des Spacers amplifiés apparait sous forme d’un carré noire (Cf.
figure 6.1). Les profils génomiques (spoligotypes) ainsi obtenus ont été traduits sous
forme d’un code binaire (1 : présence d’hybridation, 0 : absence d’hybridation) et
saisies dans un fichier Excell. L'analyse de ces données et la construction du
dendrogramme ont été réalisées en utilisant la base des données internationale
MIRU-VNTRplus (http://www.miru-vntrplus.org), tandis que la désignation des noms
internationaux pour les profils de spoligotypes d'origine bovine a été obtenue a partir
de base des données de  spoligotypes  Mycobacterium  bovis

(http://www.M.bovis.org/). Un cluster a été défini comme deux isolats ou plus

provenant de différents hotes avec des profils de spoligotype identiques. Isolat
orphelin a été défini comme un profil de spoligotype non décrit dans la base de

données internationales MIRU-VNTRplus ou Mycobacterium bovis.


http://www.m.bovis.org/
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Figure 6.1 : Profils génomiques obtenus par spoligotypage des témoins positifs
(lignes 4 -5) et témoin négatif (ligne 6) et 37 souches cliniques d’origine humaine
et bovine (lignes 7-43). Chaque colonne correspond un Spacer (1-43) (Photo

personnelle, 2019).

Les souches qui n’étaient pas étroitement regroupées avec les spoligotypes
typiques du CMT (08 souches d’origine humaine et 05 souches d’origine bovine),

ont été analysées par la techniqgue PhyloSNP et PCR-RD Multiplex :

6.1.2 PhyloSNP

L'analyse PhyloSNP est basée sur l'identification de SNP spécifiques a la
lignée. Nous avons utilisé des parametres optimisés légérement différents de ceux
utilisés par Cancino-Mufioz [444]. Le test consistait en deux PCR, l'un ciblant les
SNP spécifiques pour les lignées 1, 2 et 5 (L1 — L2 — L5) et l'autre pour L3 — L4 —
L6, suivis d'un séquencage de Sanger. La révélation des fragments se fait par
électrophorése. Les séquences ont été alignées sur la souche de référence H37Rv
M. tuberculosis en utilisant CLC séquence viewer® 8 et SnapGene viewer® 4.2.9
(pour la visualisation) pour identifier les SNP spécifiques de la lignée ainsi que les

doubles pics indiquant des infections mixtes.
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Le Mix PCR ainsi le programme d’amplification de la méthode PhyloSNP sont

illustrés dans le tableau 6.3 et 6.4.

Tableau 6.3 : Protocole de préparation du Mix PCR du PhyloSNP.

Réactifs PCR L125 PCR L346

Pour 20 réactions (ul) Pour 20 réactions
Tampon Q 180 Remplacer tampon Q par eau
Tampon 2x 500
dNTP (2,5 mM) 80
Amorce 1 (L125) (25pmol/ ul) 20 L346 Amorce 1
Amorce 2 (L125) (25pmol/ pul) 20 L346 Amorce 2
AND Taq polymerase 5U/pl 4

Distribuer 40 pL /tube
Ajouter 10 uL d'ADN / tube

Les séquences d’amorces 1 et 2 sont illustrées dans I'appendice F.

Tableau 6.4 : Programme d'amplification par PCR de PhyloSNP (PCR L125 et

L346).
Etapes Temperature Temps
Dénaturation initiale 95°C 3 min
Dénaturation 95°C 30s
Hybridation 67,4°C 30s
Elongation 72°C 30s
Elongation finale 72°C 10 min
Nombres de cycles 45

6.1.3 PCR-RD Multiplex

Nous avons appliqué la méthode de PCR multiplex en deux étapes basées
sur les RD génomiques (RD1, RD1™M¢, RD2%¢d RD4, RD9 et RD12) pour la
différenciation de M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis (BCG), M. caprae, M.

microti, M. pinnipedii et M. canettii tels que décrits par Warren et al. [445].

Le protocole de préparation du Mix ainsi le programme d’amplification du PCR-RD

appligués sont comme suit :
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Tableau 6.5 : Protocole de préparation du Mix PCR-RD Multiplex.

Réactifs Volume pour chaque réaction (ul)
H20 25
Tampon Q 5
Tampon 10 x 2,5
MgCI2 (25 mM) 2
dNTP’S (10 mM) 2
Amorce 1 (50 pmol/ ul) 0,5
Amorce 2 (50 pmol/ pl) 0,5
ADN Taq polymérase (5 U/ pl) 0,125
1 ul ADN

Amorce 1inclut : RD1, RD4, RD9 et RD 12 ; Amorce 2 inclut : RD1mic et RD25¢d, Les séquences

de ces amorces sont illustrées dans I'appendice G.

Tableau 6.6 : Programme d'amplification par PCR Multiplex.

Etapes Temperature Temps
Dénaturation initiale 95°C 15 min
Dénaturation 94°C 1 min
Hybridation 62 °C 1 min
Elongation 72°C 1 min
Elongation finale 72°C 10 min
Nombres de cycles 45

6.2 Résultats

Le spoligotypage de 296 souches isolées chez 'homme (n= 115) et les
bovins (n= 181) a révélé que toutes les souches appartiennent au CMT, dont 181
M. bovis, 107 M. tuberculosis, 04 “M. pinnipedii-like” (proche du profil M. pinnipedii),
03 M. caprae et 01 “M. microti-like” (proche du profil M. microti) (Cf. figure 6.2 et
appendice H).

A total, 97 spoligotypes différents ont été identifiés, soit une diversité globale
de 32,8% (97/296) (Cf. figure 6.2). Environ, 79,4% (235/296) des isolats sont
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regroupés en 36 clusters contenant de 2 a 61 isolats, tandis que les 61 (20,6%)

isolats restants sont uniques (Cf. appendice H).

Dans I'ensemble, 264 souches (89,2%) ont pu étre attribués a 72 différents
types internationaux partagés (SIT) ou a M. bovis spoligotypes (SB) publiés, tandis
que 24 souches (8,1%) (23 M. tuberculosis et 01 “M. pinnipedii-like” d’origine
humaine) n’avaient aucun profil homologue dans la base des données (sans
SIT/SB) et ils sont considérés comme « orphelines » et huit souches M. bovis ont
été attribuées a sept nouveaux profils SB (SB2695 a SB2701) (Cf. appendice H).

Sur 181 souches bovines, 174 ont identifiées comme M. bovis, 03 M. caprae,
03 “M. pinnipedii-like” et 01 “M. microti-like”. A total, 42 spoligotypes ont été
obtenus, avec 155/181 (85,6%) des isolats regroupés en 16 clusters contenant de

2 a 57 isolats (Cf. appendice H).

Vingt-huit des spoligotypes d'origine bovine, représentant 23,7% (43/181) de
nos isolats bovins, n'étaient pas précédemment signalés en Algérie. A I'exception
de cing spoligotypes existants et des sept nouveaux spoligotypes, tous les types de
SB ont été déja signalés dans les pays limitrophes d'Afrique du Nord ou d'Europe
du Sud. La plupart des isolats appartenant aux spoligotypes précédemment
rapportés en Algérie faisaient partie d'un cluster dans cette étude. La fréquence la
plus élevée a été enregistrée pour SB0120 (n = 57, 31,5%) suivi de SB0121 (n =
41, 22,6%) et SB0134 (n =18, 9,9%). Les trois souches de M. caprae appartiennent
aux spoligotypes SB0835 (deux isolats) et SB1451 (Cf. tableau 6.7).
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Figure 6.2 : Arbre phylogénétique des 97 spoligotypes des 296 souches d'origine

humaine et bovine (Photo personnelle, 2020).
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Tableau 6.7 : Comparaison entre les spoligotypes identifiés dans la présente

étude avec ceux qui ont été précédemment rapportés en Algérie et dans les pays

du Nord-africain et Sud d’Europe.

Spoligotypes Signalés
identifiés dansla  en Précédemment signalés dans les pays du Nord-africain et Sud d’Europe
présente étude Algérie Tunisie ~ Maroc Tchad*  Mali Italie Espagne  France*
[5] [439] ; [176] [174] [447]; [449] [450]
[446] [448]
SB0120% SB0121%  Oui SB0120 SB0120 Non SB0134 SB0120 SBO0120 SB0120
SB0134, SB0822 SB0121 SBO0O121 SB0121 SBO0O121 SB0121
SB0828, SB0837 SB0134 SB0134 SB0134 SB0134 SB0134
SB0850, SB0860* SB0828 SB0822 SB0822 SB0822
SB0867, SB0941 SB1200 SB0828 SB0828 SB0828
SB1200, SB1449 SB0850 SB0850 SB0837
SB2520, SB2521¢ SB0867 SB0860 SB0850
SB1200 SB0860
SB0867
SB0941
SB1451 M. caprae
SB0339, SB0818, Non SB0856 SB0339 SB1102 Non SB0818 SBO0339 SB0818
SB0833 SB0838, SB1003 SB0856 SB0833 SB0818 SB0833
SB0856, SB0870 SB0871 SB0838 SB0833 SB0838
SB0871, SB0961, SB0961 SB0856 SB0856
SB1003 SB1102, SB1565 SB1195 SB0870
SB1142, SB1195 SB1568 SB1257 SB0871
SB1257, SB1327, SB1327 SB2402
SB1565 SB1568, SB1874 SB0835
SB1874, SB2180 SB2180
SB2402, SB2434, SB2434

SB2695, SB2696,
SB2697, SB2698
SB2699

SB0835 M. caprae
SB2700 M. microti-
like

SB2701 M.
pinnipedii-like
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* Spoligotypes enregistrés dans la base des donnée “M. bovis”. £ Spoligotypes identifies a partir des
isolats d’origine humaine et bovine dans la présente étude ; £ Spoligotype identifié a partir d’un seul
isolat humain ; Spoligotypes marqués en gras ne sont pas identifiés dans les pays limitrophes ou les

pays du Sud d’Europe ; Spoligotypes soulignés appartiennent aux clusters dans la présente étude.

Parmi 115 souches humaines, 107 ont été identifites comme M.
tuberculosis, 07 M. bovis et 01 “M. pinnipedii-like”. A total 55 spoligotypes ont été
obtenus, avec 80/115 (69,6%) d’isolats regroupés en 20 clusters, contenant de 2 a
14 isolats (Cf. appendice H). Les souches M. tuberculosis ont été classées en six
familles (clades) dont la Méditerranée latino-américaine (LAM, n = 31, 29%), T (n
= 23, 21,5%), Haarlem (H, n = 21, 19,6%), Ural (U, n =6, 5,6%), S (n = 2, 1,9%) et
USA (n =1, 0,9%) (Cf. tableau 6.8 et figure 6.3). La comparaison de la distribution
des clades dans les deux wilayas montre que la fréquence de Haarlem (25%, 21/84)
et S clade (2,4%, 2/84) était élevée dans la wilaya de Béjaia, tandis que T (43,5%,
10/23), Ural (8,7%, 2/23) et S clade (4,3%, 1/23) ont été prévalents dans la wilaya
de Sétif (Cf. tableau 6.8).

Tableau 6.8 : Distribution des clades M. tuberculosis identifiés dans les deux

wilayas.

Clade Béjaia Sétif Total

Nbr. (%) Nbr. (%) Nbr. (%)
LAM 24 (28,6) 7 (30,4) 31 (29)
Tuscany (T) 13 (15,5) 10 (43,5) 23 (21,5)
Haarlem (H) 21 (25) 0 21 (19,6)
Ural (U) 04 (4,8) 02 (8,7) 06 (5,6)
S 02 (2,4) 0 02 (1,9)

USA 0 01 (4,3) 01 (0,9)
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(%) Famille M. tuberculosis
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LAM =T Haarlem (H) Ural(U) =S USA Orphelines

Figure 6.3 : Répartition de six familles identifiées par spoligotypage a partir des

souches M. tuberculosis isolées chez 'homme.

Les profils de spoligotypes les plus répandus étaient LAM 9/ SIT 42 (n = 14,
13,1%), T1/SIT 53 (n = 8, 7,5%) et T1/SIT 1800 et H3/SIT 50, chacun avec six
isolats (5,6 %) (Cf. figure 6.4).
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Figure 6.4 : Distribution des spoligotypes (SIT) des souches M. tuberculosis

isolées chez I'hnomme dans la wilaya de Béjaia et Sétif.
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Concernant les souches M. bovis, quatre spoligotypes différents ont été
identifiés, dont six isolats ont été regroupés avec ceux isolés chez le bovin (SB0120,
SB0121 et SB0860), tandis qu'un isolat (SB2521) ne correspond a aucun de nos
isolats bovins (Cf. appendice H). La proportion d'isolement de M. bovis chez des
patients atteints de tuberculose extra-pulmonaire (2/32, 6,2%) ne différait pas de
celle des patients atteints de tuberculose pulmonaire (5/83, 6%) (p = 0,9638 ;
tableau 6.9 et figure 6.5). M. bovis représentait 14,3% (4/28) des isolats humains
du CMT de Sétif et 3,4% (3/87) des isolats humains de Béjaia (p = 0,0536 ; tableau
6.9 et figure 6.5).

Tableau 6.9 : Distribution du CMT isolés chez 'homme selon la forme de

tuberculose dans la wilaya de Béjaia et Sétif.

M. tuberculosis M. bovis Odds ratio ; p
Pulmonaire 78 5 OR 10,40 (95% CI1 0,19-5,65) ; p =
Extra-pulmonaire 30 2 0,9638
Sétif 24 4 OR 46,67 (95% CI1 0,98-22,30) ; p =
Béjaia 84 3 0,0536
90 84
80 78
70
60
50
40
30
30 24
20
10 5 2 I 4 3
0 [ — [ —
Pulmonaire  Extra-pulmonaire Sétif Béjaia
m M. tuberculosis ®M. bovis

Figure 6.5 : Distribution du CMT isolés chez I'hnomme selon la forme de

tuberculose dans la wilaya de Béjaia et Sétif.
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6.3 Discussion

Sur la base du spoligotypage, tous les 181 isolats d'origine bovine
appartiennent au CMT, dont M. bovis, M. caprae, M. "microti-like" and M.
"pinnipedii-like". Ces espéces sont connues par leur potentiel zoonotique. Il est
intéressant de noter que I'infection par des mycobactéries non tuberculeuses (MNT)
n'a été trouvée dans aucun cas de tuberculose bovine. Les mémes résultats ont été
rapportés au Maroc [176]. En revanche, l'implication des MNT dans linfection
tuberculeuse bovine a été signalée en Algérie (3%) [5] et dans du nombreux pays
limitrophes comme la Tunisie (3%), le Mali (10,1%) et le Niger (38,5%) [175] ;[177] ;
[446].

Trois profils de spoligotypes ont été les plus fréquemment identifiés dans
notre étude (SB0120, SB0121 et SB0134) et ils sont les plus répandus dans le
monde. SB0120 et SB0121 sont les profils prédominants de M. bovis circulant chez
les animaux, y compris les bovins [451], en particulier en Afrique (Algérie, Tunisie
et Maroc etc.) [5];[176] ;[446] et dans les pays européens (France, Espagne, Italie,
Portugal et Belgique) [123] ;[450] ;[452]. Le spoligotype SB0134 a été fréquemment
identifié en Algérie (7%) et dans les pays limitrophes comme la Tunisie (11,4%) et
le Mali (15%) [5] ; [174] ; [446] ainsi répandu en France et en Espagne [450] ;[452].
L'importation de bovins laitiers d'Europe vers I'Afrique du Nord, y compris I'Algérie,
pratigue encore courante a ce jour, pourrait expliquer la diffusion de ces profils.
Cette hypothese est confortée par le lien phylogénétique entre les isolats de M.

bovis d'Algérie et de France [5].

Sur la base d'une analyse de la séquence du génome entier dans une étude
récente comprenant des isolats de diverses origines géographiques, Les
spoligotypes SB0120, SB0134, SB0828 et SB1003 appartenaient au clade
unknown?2 et les spoligotypes SB0120, SB0833, SB0860, SB0870 et SB0871
appartenaient au clade unknown4. Les souches de M. bovis appartenant a ces
clades sont répandues en Afrique du Nord et de I'Est ainsi qu'en Europe du Sud, ce
qui refléte la présence des échanges de souches entre I'Afrique et I'Europe du Sud
[453].

Concernant M. caprae, deux spoligotypes ont été identifiés (SB0835 et

SB1451). Cette espece a été isolée précédemment en Algérie et dans d'autres pays
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africains [5] ; [176] ;[439] ; [446] ;[454]. En Afrique, y compris I'Algérie, les bovins
sont élevés en cohabitation avec les caprins et les ovins, qui servent a des
réservoirs des mycobactéries [5];[455]. En reéalité, le partage des points
d'abreuvement et de paturage entre les caprins et les bovins, permettant une
interaction étroite entre ces animaux domestiques et augmentant ainsi la probabilité

de transmission inter-especes de mycobactéries [456].

Etonnamment, nous avons identifié€ un nouveau profil comme M. microtii et
quatre profils comme M. pinnipedii. Il s'agit de la premiere étude qui montre la
présence de ces especes parmi les échantillons bovines et humaines en Algérie.
M. microti a été décrit comme la cause de la tuberculose chez les rongeurs
sauvages [457] ;[458] mais il peut également infecter d'autres animaux, dont les
bovins [459] ; [182]. La transmission zoonotique pourrait se produire directement
des rongeurs a 'nomme ou par intermédiaire des animaux domestiques a savoir les
chats, les chiens ou les bovins [82] ; [458]. M. pinnipedii provoque la tuberculose
chez certains nombres d'espéces de pinnipedes, et une transmission a 'homme et
aux bovins a été signalée. Les pinnipédes infectés par M. pinnipedii dans les zoos
et les parcs marins sont la principale source d'infection pour les autres animaux et
I’'homme [460]. Dans notre étude, la source de l'infection des bovins par ces deux
espeéeces atypigues du CMT reste inconnue. Par conséguent, une analyse génétique
supplémentaire (séquencage du génome entier) est nécessaire pour caractériser
davantage ces souches, car le spoligotypage a une capacité discriminatoire limitée
et les divergences phylogénétiques ne peuvent pas étre déterminées de maniere
fiable [461] et la PCR-RD appliquée dans cette étude ne cible qu'un nombre limité
de RD [445] ;[453].

Chez 'homme, tous les isolats ont été inclus dans les especes CMT, 93%
(107/115) des cas de tuberculose sont causés par M. tuberculosis, 6% (07/115) par
M. bovis et 1% par “M. pinnipedii-like”. Prés de 99% des cas de la tuberculose
humaine en Afrigue sont causés par des espéces CMT, dont 92% par M.
tuberculosis [462].

Concernant l'infection de ’lhomme par M. bovis est souvent signalée dans les
pays en développement, en particulier en Afrique [199]; [202]; [463-465]. La

présente étude a mis en évidence pour la premiéere fois I'implication du M. bovis
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dans l'infection humaine en Algérie. La plupart des isolats M. bovis ont été identifiés
a partir d'échantillons pulmonaires, reflétant une infection par voie aérienne. Cette
forme de tuberculose zoonotique survient généralement chez les personnes qui ont
des contacts fréquents avec des bovins infectés, comme les éleveurs et les
vétérinaires [262]. Cependant, du nombreux auteurs suggérent l'association entre
tuberculose zoonotique et infection extra-pulmonaire avec prédominance d’atteinte
ganglionnaire [7] ; [202] ;[466]. Dans la présente enquéte, les patients atteints de
lymphadénite tuberculeuse n'ont pas été inclus car le diagnostic de cette forme n'est
effectué que par I'examen histopathologique des biopsies ganglionnaires. Ceci
constitué donc un biais pour l'estimation de la proportion réelle de linfection
humaine par M. bovis. Une autre cause de la sous-estimation de cette proportion
dans notre étude peut avoir été le fait que les échantillons humains n‘ont été cultivés
que sur du milieu L-J, qui contient du glycérol, ce qui inhibe partiellement la

croissance de M. bovis [467].

Le spoligotypage des souches M. bovis isolées chez ’lhomme montre que la
majorité des spoligotypes ont été identifiés également chez les bovins dans cette
étude. Cette similitude suggére une transmission zoonotique de la tuberculose
bovine. En outre, pour documenter les véritables chaines de transmission, une
analyse génétique et épidémiologique plus approfondie sur une période plus longue
serait nécessaire. De plus dans cette étude, nous n'‘avons pas eu acces aux
données sociodémographiques des patients (par exemple, la profession, les
habitudes alimentaires et le statut VIH) pour évaluer l'influence de ces facteurs sur

I'infection humaine, en particulier sur les formes de tuberculose zoonotique.

Nos résultats montrent que les 107 souches de M. tuberculosis appartenaient
a la lignée 4. Elle fait partie des lignées les plus répandues et les plus virulentes au
niveau mondial [468]. Les clades les plus prédominants étaient les clades LAM
(29%), T (21,5%) et Haarlem (19,6%) qui ont été également signalés en Algérie et

dans les pays d'Afrique du Nord comme les clades les plus répandus [462].

Le premier spoligotype répandu appartient a la sous-lignée LAM 9 (SIT 42,
13,1%). Cette sous-lignée est prédominante en Afrique du Nord ainsi que dans de

nombreux pays européens comme I'Espagne, ['ltalie et la Belgique, qui partagent
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un cluster étroit avec les pays d'Afrique du Nord [469]. Le SIT 42 a été
précédemment signalé en Algérie (19,3%) [15], en Tunisie (17%) [470] et au Maroc
(24%) [469].

Le deuxiéme spoligotype répandu appartenait a la sous-lignée T1 (SIT 53,
7,5% et SIT 1800, 5,6%). La sous-lignée T 1 est répandue dans 70% des pays
d'Afrique ainsi que dans les pays européens (France, Italie et Belgique) [469]. Cette
sous-lignée a une résistance élevée aux antituberculeux par rapport aux autres
génotypes [472]. SIT 53 a été signalé precédemment en Algérie (25,3%) [15] et
dans d'autres pays d'Afrique comme le Maroc (11,1%) [471] et la Tunisie (10,5%)

[470]. Tandis que, SIT 1800 est signalé pour la premiére fois en Algérie.

Le dernier spoligotype prévalent est H3/SIT 50 avec une fréquence de 5,6%.
Ce spoligotype est prédominant en Afrique, y compris en Algérie (19,3%) [15] en
Tunisie (29,1%) [470] et au Maroc (5,3%) [471]. Il a été impliqué dans des épidémies
de multirésistance aux antituberculeux en Tunisie [470] ; [473].

6.4 Conclusion

Identification moléculaire a révélé une grande diversité d'espéces et
génotypes des mycobactéries isolés chez I'homme et les bovins dans deux

provinces de I'Algérie.

Nos résultats montrent que tous les isolats appartiennent au CMT et les
infections par M. bovis et M. tuberculosis étaient prévalentes chez les bovins et
'homme respectivement. Cependant, d’autres espéces mycobactériennes telles
que M. microti et M. pinnipedii peuvent étre impliqué dans l'infection humaine et
bovine. Chez 'lhomme, 6% des cas ont été causés par M. bovis, suggérant une

transmission zoonotique de la tuberculose bovine.

Analyse phylogénétique a montré que la majorité des spoligotypes ont été
préecédemment identifiés dans les pays limitrophes et pays du Sud de I'Europe, ce

qui reflete une transmission des souches entre ces pays.
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CONCLUSION GENERALE

L’inspection post-mortem a révélé une forte prévalence des lésions suspectes
de la TB bovine dans les deux wilayas. Nos résultats ont confirmé que tous les cas
de tuberculose bovine sont causés par des mycobactéries appartenant au CMT et
qui peuvent se transmettre a 'homme. L’isolement de ces agents zoonotiques a
partir des viandes destinées a la consommation humaine a mis en évidence le

risque de la transmission zoonotique chez 'homme.

Notre étude a décrit pour la premiére fois en Algérie, la transmission de la
TB zoonotique a ’homme due a M. bovis, avec une proportion non négligeable (6%).
Ce constat devrait attirer l'attention des autorités sanitaires algériennes sur
l'importance de I'amélioration des moyens d’identification des mycobactéries
responsables de la tuberculose humaine, afin d’évaluer le risque de tuberculose
zoonotique chez 'lhomme. Une collaboration entre les services de santé humaine
et les services de santé animale est nécessaire pour instituer et appliquer des
mesures sanitaires strictes contre la transmission cette maladie, grace a la lutte
contre la tuberculose bovine, la pasteurisation du lait, une inspection sanitaire
détaillée et rigoureuse des viandes et la sensibilisation du grand publique sur le

risque zoonotique de tuberculose bovine.

La prédominance des sous-lignées (H3/50 et T1/53) hautement résistantes
aux antituberculeux en Algérie, nécessite un contrble plus large de I'émergence et

/réémergence des souches multirésistantes dans le pays.

Pour conclure, le spoligotypage a montré une grande diversité des
mycobactéries responsables de la tuberculose humaine et bovine dans la région
Centre de I'Algérie. Cependant, il est nécessaire d'employer d’autres techniques de
typage telles que MIRU-VNTR et le séquencage du génome entier pour une
meilleure évaluation du risque de transmission de tuberculose bovine a 'lhomme et
pour l'identification des sources et voies de transmission de l'infection chez les deux
hétes. De plus, des études plus larges avec un échantillonnage combinant ’'homme
et les bovins dans d’autres régions du pays est recommandée pour mieux

comprendre I'épidémiologie de la maladie au niveau national.
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RECOMMANDATIONS ET PERSPECTIVES

L’application des recommandations de 'OMS, I'OIE et Union internationale

Contre la Tuberculose et les Maladies Respiratoires concernant la tuberculose

humaine et bovine devrait constituer l'ultime feuille de route dans la lutte ainsi que

la prévention de la tuberculose. Sur la base de ces recommandations et les résultats

obtenus par notre étude, nous proposons quelques recommandations et

perspectives afin d’améliorer les connaissances et moyens de contréle de la

tuberculose humaine et bovine en Algérie :

>

Mise en place un systéme d’identification de tout le cheptel bovin, qui permet
de retracer efficacement les troupeaux d’origine des animaux tuberculeux,
avec I'application réguliére de I'IDR, suivie de I'élimination des cas positifs.
Inspection rigoureuse des viandes dans les abattoirs afin de retirer les
produits contaminés de la chaine alimentaire ;

Campagnes de sensibilisation des éleveurs, le personnel de I'abattoir et du
grand public sur les dangers de la tuberculose bovine ;

Amélioration des pratiques d’hygiene grace a la pasteurisation du lait et les
produits laitiers en particulier dans les régions rurales ;

Une collaboration entre les services vétérinaires et les services de santé
humaine est indispensable afin de lutter et prévenir la tuberculose
zoonotique ;

Amélioration des moyens du diagnostic de la tuberculose humaine grace a
l'utilisation des outils moléculaires afin d’identifier et caractériser la
tuberculose zoonotique ;

Des études épidémiologiques sur la tuberculose chez d’autres espéces
animales (petits ruminants, dromadaires, etc.) seraient souhaitables ;

Des enquétes épidémiologiques et moléculaires sur la tuberculose humaine
et bovine dans différentes régions du pays sont recommandées ;

Des enquétes sur I'émergence des souches résistantes aux antituberculeux

doivent étre envisagées.
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LISTE DES SYMBOLES ET DES ABREVIATIONS

AND : Acide Désoxyribonucléique

ADNr : ADN ribosomale

ARN : Acide Ribonucléique

ARR : Acido-Alcoolo-Résistance

BAAR : Bacilles Acido-Alcoolo-Résistances
BCG : Bacille Calmette et Guérin

BK : Bacille de Koch

CFP-10 : Culture Filtrate Protein

CFU : Unité formant colonie

CM : Common Mycobacteria

CMT: Complexe Mycobacterium tuberculosis
DR: Direct Repeats

ECL : Enhanced Chemi-Luminescence
EDTA: Acide éthylene-Diamine-Tétra-Acétique
ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent assay
EMB: Ethambutol

ESAT-6: Early Secretory Antigenic Target 6

fg : Femtogramme

HE : Hemalun- éosine

HPLC : Chromatographie Liquide a Haute Performance
IDC: Intradermo-tuberculination comparative
IDR : Intradermoréaction

IDS : Intradermo-tuberculination simple

IFN-y : Interféron gamma

IL : Interleukine

INH : Isoniazide

IS : Séquence d’insertion

KDa: Kilodalton

LAM: Lipoarabino-mannanes
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LJ: Lowenstein-Jensen

MAC : Mycobacterium avium intracellulaire

MALDI-TOF: Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time Of Flight
MGIT: Milieu Mycobacteria growth indicator tube

MNT : Mycobactéries non tuberculeuses

NASBA: Nucleic Acid Sequence-Based Amplification

NL : Nceud lymphatique

OIE : Organisation Internationales de la Santé Animale
OMS : Organisation Internationale de Santé

PCR : Polymérase Chain Réaction

PE : Proline-glutamic acid

Pmol : 10%> moles

PNB : Acide Para Nitro-Benzoique

PPD : dérivé de protéines purifiées

PPE : Proline-proline-glutamic acid

PZA : Pyrazinamide

RFLP : Polymorphisme de Longueur des Fragments de Restriction
RIF : Rifampicine

SDS : Dodécyl sulfate de Sodium

SCTMR : Service de Control de la Tuberculose et les Maladies Respiratoires
SM : Streptomycine

SNP: Single Nucleotide Polymorphism

SSPE: Tampon chlorure de Sodium, Phosphate de Sodium
TCH : Hydrazide de I'acide Thiophene 2 Carboxylique
TDM : Tréhalose dimycolate

TMM : Tréhalose mono-mycolate

TNF: Tumor Necrosis factor

VIH: Virus immune-deficiency Human

VNTR: Variable Number Tandem Repeats

WSG: Whole Genome Sequencing

ZN : Ziehl-Neelsen
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MODE OPERATOIRE DES DIFFERENTES METHODES DE DECONTAMINATION
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Petroff Kent et

Tacquet et X Kudoh Petroff Cétylpyridium Chlorhexidine Acide LJ
Méthode Tison Kubika modifiée 1 % et NaCl oxalique
2%
Prélévement 2ml 2ml 2ml CT 3-5ml 2mi 2mil 2ml 2ml
imbibé
+2 ml +3 ml +2 ml NaOH / +3-5ml +2 ml +2 ml +2 ml +2 ml H2SO4
NaOH Laurylsula-te NACL- 2 min NaOH 4% Bien mélanger et dithiothréitol COOH Agiter 20 min
4% de sodium NaOH Agiter 15 conserver a Agiter 15 min 25 % Remplir a 50
Agiter Agiter Agiter min température Ajouter 6 ml de Agiter ml avec ED
Fluidification 20 min 30 min 20min 25°C ambiante jusqu'a chlorhexidine a 1 20 min Centrifuger
décontaminat 25°C 25°C 25°C Centrifuger transport au labo %. Agiter 15 min 25°C 15 mina
ion 15 mina de culture [une 3 000 tr/min
3000 tr/ mn semaine] Jeter
Jeter le surnag
surnageant eant
+ goutte de
rouge phénol
Neutralisation 18 ml + solution 18 ml 20 ml eau +10 ml de 18 ml Soude a 4%
Tampon neutralisante Tampon distillée solution tampon Virage au rose
phosphate virage au jaune | phosphate / stérile neutralisante phosphate pale
Centrifugation 20 min a 20 min a 20 min a 15 min a 15 mina 20 min a 20 min a
3500 3 500 tr/min 3500 3000 tr/ min 3 000 tr/min 3500 tr/min 3500 tr/min /
tr/min tr/min
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Décantation Décanter+ Décanter + Décanter Décanter et Décanter + Décanter +
vortexer vortexer + reprendre le culot vortexer vortexer
vortexer par 1,8 ml d’eau Ajouter 0,2-0,5 ml
/ / distillée phosphate pH 6,8 /
Ensemence- 4-6 4-6 4-6 Enduire 4-6 4-6 4-6 4-6 4-6
ment Gouttes/ Gouttes/ Gouttes/ sur Gouttes/ Gouttes/ Gouttes/ Gouttes/ Gouttes/
B B B milieu B B B B B




LES 62 LIGNEEG IDENTIFIEES AU SEIN DU CMT PAR

APPENDICES C

SPOLIGOTYPAGE

STn® \ lineage/sublineage | Binary spoligotype Octal** \ Total \Frequency
181 AFRI1 1 NN TI07TTT77T777671 270 0.75
331 AFRI2 774077607777071 74 20
438 AFRI3 774077777777071 30 0.08

1 Beijing 000000000003771 4051 11.28
482 BOV1 B76T73777777600 2401 6.68
683 BOV2 [ & | mmmew WL e ] 664073777777600 2770 7.1
479 BOV3 | B sEessssmmsw w0 L L || | EEssa] 640013777777600 204 057
647 BOV4 s EEssssssmsmsew L E L e 200003777377600 166 0.46
691 BOV1-variant 1 EN EEEEE N EEEN EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE OO0 676573777777600 175 0.48*
665 BOV1- varant2 [ ommw o w  Eee] 616773777777600 120* 0.33*
676 BOV2-variant1 EN RN O OO ) N RN OO O 000 664073774037600 177" 0.49"
679 BOV2-variant2 | | = | & mmwwwl | | W ) () (1) 1] e || eeeee] 664073777763600 428 1197
592 canettii L 000000000101000 9 0.03
26 CAS1-Delhi | | | e YOO, 703777740003771 1076 3
21 CAS1-Kili | | Emmm | & | | ||  ESsssssssssssssw | | |} 703377400001771 158 0.44
25 CAS1-variant [ mmmw L EEEEsssesmee  mw || 703777740003171 128* 0.35*
288 CAS2 | | | Semmmew | )] ||| Sessssswseee | ) || 700377740003771 79 0.22
405 Zero [ L LT ] ] Semsmsssssseseeeeneeeee | | 777777000000011 19 0.05
100 MANU1 ANEEEEEEEEENESEEEEEEEEEEEEEENENEN _EEEEEEEEEN TITTITITTI73771 75 0.21
54 MANU2 ASEEEEEEEEEEENEEEEEEEEEEEEEENENE  _SEEEEEEEEN TITTITITTI63771 160 045
1378 MANU3 ENEEEESEEESEEEESEESESEEEEEEEEENEE | _ _EEEEEEE TITTIT777770771 28 0.08
539 microfi [m .- I . Y | | mmmmw] 000000000000600 38 0.11
593 PINI1 smm | | | Ssssssssssmssss | e 074000037777600 1" 0.03
637 PINI2 0000000000000 00000 NI 00 000000007777600 93 0.26
26 B B TITTITITTA13771 1o 282
48 EAI1-SOM I il TITTTT777413731 450 1.25
19 EAI2-Manilla HN _ESEEEEEENENEEEEE __SEEEEEE_ . S SEEEEEEEN 677T77T4TT413771 544 1.51
89 EAI2-Nonthaburi [ = | | | SSEsssssEsmssssmss | @ ssss & || 674000003413771 72 0.2
" EAIZ-IND [ mw L e o e ATTTTTTTT413071 432 1.2
139 EAI4-VNM NN N S e TTTTTTT74413771 347 0.97
591 EAIB-BGD1 ma. TTITTTI57413771 169 0.47

1898 EAI7-BGD2 N A )Y 7TTTTTT70003371 68 0.19
109 EAIB-MDG | et T T T T T T T 11 T T T W T T 11T T [ e w111 1] A77777377413771 63 017
47 H1 N ) )OO TTTTTTI74020771 1236 3.44
62 H1-variant1 V. AN 77T7777774020731 171 0.44*

2 H2 TS EE S EEEEEEEE RS EEEE e 000000004020771 296 0.82
50 H3 EEEEEEEE NN _ e TTITTTTITIT20771 1963 5.46
127 Hd. [ w1 | T T T e weew | | ] 577777777420771 374 1.04
20 LAMO1 [0 677777607760771 484 1.35
17 LAMO2 677737607760771 411 114
33 LAMO3 776177607760771 509 1.42
60 LAMO4 TTTTT7607760731 148 0.41
93 LAMOS 777737607760771 264 0.73
64 LAMOG TTI7T7607560771 172 0.48
41 LAMO7-TUR 7TTTT7404T607T1 160 0.45
290 LAMOS 777777606760771 22 0.06
42 LAMO9 TTTTTT607T607T1 1930 537
61 LAM10-CAM TTTTTTT43760771 432 1.2
59 LAM11-ZWE 77TT7T7606060771 240 0.67
209 LAM12-Madrid1 776017607760771 24 0.07
53 T TTITTTITITE0771 6412 17.85
280 T1-RUS2 770000777760771 63 0.18
34 s 776377777760771 648 1.8
52 T2 TTITTTITITE0731 840 2.34
138 T2-Uganda 60730 48 0.13
37 hE] 7TI73TITITEO7TA 277 0.77
149 T3-ETH 777000377760771 221 0.62
40 T4 7TITTTITITE07TA 168 0.47
39 T4-CEU1 TTITT7347760471 133 0.37
44 TS TTTTTTT57T607T1 298 0.83
58 T5-Madrid2 I 7TI7T7557760771 103 0.29
254 T5-RUS1 (L L EEEEEeeEEs L EEEE ] T77760007760771 100 0.28
1737 Tuscany Ll EeeEeeses | eees ] T77760017760771 il 0.03
451 H37Rv ENEEEEENEEENENEEEEN _SNEENEEEEEN | _SEEEEEE TTTTTTATTI60771 147 041
627 T3-0SA | | || wwww] | ) (@ [ [ ([ mema] ] TH 737777760771 19 0.05
119 X1 ENEEEEENEEENENEEN NENEEENNEEEEEN | _SNEEEEE TTTTI6777760771 956 2.66
137 X2 ENEEEEEEEEENENEEN EEEEEEEEEEEEE. O OONE o000 TT7T7I6777760601 1069 2.98
38 X2-variant1 Ll L LN e SR Eeee T77776407760601 125* 0.34*
92 X3 | | | EEmsmmmsm | LW L e 700076777760771 699 1.95
91 X3-variant1 | | semmmsmsmw || W (|| smEw ]| 700036777760771 143* 0.39*
197 X3-variant2 | |  Semmmmmmem | | W () ||| Swwe |8 ||} 700036777760731 244" 0.67*
51 undesignated ENNEEENEENENENEENENENNEENEEENENE NN TTTTI7777760700 158* 043*

4 LAM3S EESEEESNESEEEEEEEEEEEEEE || | EEEE |||} 000000007760771 118* 032"
3 T3-variant ENNEEENENNEN SEEEENENEEENEEEEEEN __NEN_NEN TTTT37T777760731 14 0.32*
210 undesignated EEEEEEER O NN O NEEEEEN T776037777760771 1047 0.29"
49 H3-variant ENEEEEEEEEENENEEENNENEEEEEEEEN N _NNN_NEN TTTTITI77720731 1027 0.28"
46 undesignated EEEEEEEEEEEEENEEEREEEEEE OO0 00000000000030 777777770000000 95* 0.26*
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EXPRESSION QUANTITATIVE DES RESULTATS DE LA BACILLO-SCOPIE

Nbr. BAAR/ Nbr. Champs microscopique Résultat
0/300 Négative
1-10/ 100 Douteux

10-99/ 100 +

1-10/1 ++

Plus de 10/ 1

+++




PREPARATION DES SOLUTIONS DE SPOLIGOTYPAGE

500 ml 2xSSPE-SDS 0.1%

[] 445 ml eau distillée
1 50 ml 20xSSPE
[0 5mlSDS 10%

1000 ml 2xSSPE-SDS 0.5%

1 850 ml eau distillée
[ 100 ml 20xSSPE
[J 50 ml SDS 10%

500 ml 2xSSPE

[1 450 ml eau distillée
[1 50 ml 20xSSPE

SDS 10%

1 10 g SDS

[1 100 ml eau distillée
500 ml SDS 1%

[1 450 ml eau distillée
[0 50 ml SDS 10%

250 ml EDTA 20 mM

[1 480 ml eau distillée
7 20 ml EDTA 0.5M
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AMORCES UTILISEES POUR L’AMPLIFICATION DU SEQUENCAGE

DE SANGER
Lignées Position Changement Genre Amorces 5-3’ Taille
CMT SNP Nucléotidique sequence
L1 G/A
4357773 F-
Lignées L2 TIG Rv3878/Rv3879c ACCCTCAACAACCACAACGT
1,2,5 4357804 R- 386bp
L5 G/A CGACACTACCGATCAGCGTT
4357657
L3 G/A
1281984 F-
Lignées L4 CIT Rv1155/intergenic GATGGTCATACGCCGTTGCT
3,4,6 1281771 region R- 402bp
L6 C/IG CTCTTGCGGGGACTTCGATT

1281685
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SEQUENCES D’AMORCES DE PCR ET TAILLES DE PRODUITS
D’AMPLIFICATION CORRESPONDANTES INDIQUANT LA

PRESENCE OU ABSENCE DE REGIONS GENOMIQUES DANS
DIFFERENTES ESPECES CMT

Primer sequence RD M. canettii M. tuberculosis M. africanum M. microti M. pinnipedii M. caprae M. bovis M. bovis BCG
ﬁgg?ﬂfﬁ%g%&é&g@éc 1 RDIpresent  RDIpresent  RDIpresent  RDIpresent  RO1prasent  RDIpresent  RD1prsent  RDI absent
CABGCAATCTEACGETTTOECE ; (146 bp) (146 bp) (146 bp) (146 bp) (145 bp) (146 bp) (146 bp) (196 bp)
?&?}lg%ﬂ%ﬁ%ﬁ%ﬁﬁ?&s j RD4 present RD4 present RD4 present RD4 present RD4 present RD4 present RD4 absent RD4 absent
AAAGGAGCACCATCGTCCAC j (172 bp) (172 bp) (172bp) (172 bp) (172 bp) (172 bp) (268 bp) (268 bp)
Eii?g&cgggégﬁég g RD9 present RDI present RDS absent RDA absent RD9 absent RDA absent RD3 absent RDY absent
CCTACCCTEGACCAAGTGTT ; (235 bp) (235 bp) (108 bp) (108 bp) (108 bp) (108 bp) (108 bp) (108 bp)
E‘Tiéﬁﬁiééﬁiiﬂ%é E RD12asentt  RD12present  RDI2present  RDI2present  RDIZpresent  RD12absent  RD12absent  RDI2absent
GCACEACCOETTECATATIC 2 (369 bp) (369 bp) (369 bp) (369 bp) (306 bp) (306 bp) (306 bp)
CGETTCGTCGCTGTTCAAAC Jmic

CGCGTATCGGAGACGTATTTG Tmk RD1mie present RD1m« absent RD1mE present

CAATCAGCCAAGACGAGGTTG Tmic (195 bp) (127 bp) (195 bp)

TCAGCGGTCTCATAGCATTGC 2w

CEGETTGEGAATATCAGAAAC 2= RD2== ahsent RD2=2 present RDZs absent

GCOGCAAGGTACGTCAGAAC 2l (293 bp) (168bp)
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NOMBRE ET PROFILS DE DIFFERENTS SPOLIGOTYPES

IDENTIFIES CHEZ L'HOMME ET LES BOVINS
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Especes/Profils Nbr. Bovin Homme SIT/SB Clade
M.bovis

61 57 04 SB0120 Bovisl
L — BCG
I T S e 42 41 01 SB0121 Bovisl
T S ] 18 18 - SB0134 Bovisl
I S S e s 06 06 - SB0339 Bovisl
I s e e 1 05 05 - SB1003 -
S e e w1 04 04 - SB0828 Bovisl
e e s 1 03 03 - SB0850 Bovisl
S e e w1 03 02 01 SB0860 Bovisl
e 11 03 03 - SB0941 -
S e e 1 03 03 - SB0838 -
T " e e s 1 03 03 - SB1449 -
I e e s 1 02 02 - SB1200 -
T S e s 1 02 02 - SB1874 -
T S e s 1 02 02 - SB2695 -
e e 1 01 01 - SB0870 Bovisl
N e e w1 Ol 01 - SB0818 Bovisl
- e e w711 01 01 - SB1565 -
- e e 711 01 01 - SB0856 Bov

01 01 - SB0871 -
O e ey 711 01 01 - SB1257 -

01 01 - SB0822 Bovisl
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- e e e 711 01 01 - SB1195 -
I e w11 Ol 01 - SB2180 -
s e sessssssssssss——— 1 01 01 - SB0961 -
O e e 1711 01 01 - SB0867 Bov
I e e s 1 Ol 01 - SB1568 Bovisl
I e e e 1 Ol 01 - SB0833 Bovisl
I e e e 11 Ol 01 - SB1142 -
I e e e 11 Ol 01 - SB1102 -
T e e s 1 Ol 01 - SB2520 -
T " e e 1 O1 - 01 SB2521 -
I e e e w1 Ol 01 - SB0837 Bovisl
I S e e e e 1 Ol 01 - SB2434 -
T e e s 1 Ol 01 - SB1327 -
T e e s 1 Ol 01 - SB2696 -
T " 711 01 01 - SB2697 -
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