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INTRODUCTION

Dans les pays en voie de  développement, I’élevage représente I’un des principaux
piliers de I’économie nationale. Son importance tient a ses aspects economiques
(commerce, épargne, outils de travail...), sociaux (hiérarchie, culture...) et alimentaires
(consommation de lait, viande, ceufs...).

La forte croissance démographique des pays pauvres, le changement socio-
économique (exode rurale, urbanisation), la faible performance de [’élevage
traditionnel par rapport a I’élevage intensif périurbain et I’amplification des échanges
commerciaux sont a méme de favoriser, a terme, le risque d’une catastrophe sanitaire
(grandes épizooties, zoonoses...).

Des maladies jadis éradiquées de certaines régions d’Europe telles que la fievre
aphteuse, la rage, la tuberculose bovine, restent enzootiques dans de nombreux pays en
voie de développement. La tuberculose bovine, objet de notre étude, constitue une
maladie enzootique avec une signification socio-économique potentielle en sante
publique puisqu’elle peut impacter sur le commerce international des animaux et des
produits animaux. La tuberculose bovine, due & Mycobacterium bovis et ayant comme
principal victime les bovins, affecte d’autres animaux aussi bien domestiques que
sauvages et les hommes. La maladie est présente dans 33 (80%) des 43 pays membres
de I’OIE (AYELE et coll., 2004).

Au Sénegal, I’existence de la tuberculose bovine est connue depuis trés longtemps. En
effet, depuis 1931, des etudes sur la tuberculose bovine ont toutes démontré la
faiblesse de I’incidence de la maladie dans le pays. Dans le souci de connaitre
I’évolution de la tuberculose bovine, nous avons entrepris une étude aux abattoirs de
Dakar. Les abattoirs de Dakar sont gerés par la SOGAS (Société de Gestion des
Abattoirs du Sénégal) et le cheptel, qui y est abattu, est représentatif du pays.
L’objectif spécifique de cette étude est I’identification des souches de Mycobacterium
bovis isolées des prélévements suspects de tuberculose par la méethode classique (tests
biochimiques) mais surtout, I’identification par la méthode biomoléculaire a travers
une de ses techniques : la PCR qui est une technique tres efficace, rapide, fiable avec

un avenir dans toutes les recherches scientifiques a venir.



Le travail est présenté en deux parties :

la premiére partie, qui est bibliographique, porte sur I’élevage bovin au Sénégal, la
tuberculose bovine en général et au Sénégal en particulier avec une attention sur la
tuberculose humaine ;

la deuxieme partie, qui est expérimentale, présente le matériel et les methodes
utilisés sur le terrain et au laboratoire mais aussi la présentation des résultats de
collectes des préléevements aux abattoirs de Dakar, des identifications biochimique
et biomoléculaire des mycobactéries. Ces résultats seront ensuite discutés et des
recommandations faites a I’endroit de I’Etat, des vétérinaires et des professionnels

de I’¢élevage, des éleveurs, des consommateurs et des médecins.



PREMIERE PARTIE :
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE SUR L’ELEVAGE BOVIN AU SENEGAL ET
LA TUBERCULOSE BOVINE

CHAPITRE | : L’ELEVAGE BOVIN AU SENEGAL

I. PRESENTATION DU SENEGAL

1. Situation
Le Sénégal est situe en Afrique de I’Ouest entre 12°8 et 16°41 de latitude nord et entre
11°21 et 17°32 de longitude ouest; il couvre une superficie de 196 192 kmz2. Il est
limité a I’ouest par I’Océan Atlantique, au nord-est par le fleuve Sénégal, une frontiére
naturelle avec la Mauritanie, a I’est par I’affluent du fleuve Sénégal servant de
frontiére avec le Mali et au sud par les Républiques de Guinée et de Guinée Bissau. Le
Sénégal compte quatorze regions administratives (figure 1), quarante-deux

départements et Dakar est la capitale administrative.
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2. Population

La population sénégalaise est estimee respectivement a 9 956 202 et 10 127 809
habitants en 2002 et 2003 selon les données démographiques provenant
essentiellement du recensement de 2002 et des enquétes périodiques (SENEGAL (a),
2004). Les donneées du recensement de 2002 ont été projetées pour avoir la situation en
2003 et le taux de croissance annuel censitaire de 2,7 % entre 1976 et 1988 est passé a
2,4 entre 1988 et 2002. Un fort taux d’urbanisation (41% en 2003 contre 39% en 1988)
de la population sénégalaise est remarquée avec 54% de cette population concentrée a
Dakar.

3. Relief

Le Sénégal est un pays plat excepté les deux collines des Mamelles qui sont des
roches éruptives a I’origine des Tles de Gorée et des Madeleines et les collines du
Fouta Djallon a la frontiére guinéenne qui culminent a moins de 500 m.

Les sols sont essentiellement sablonneux surtout dans les zones sahéliennes occupant
les 3/4 du pays tandis que la vegeétation est constituée par une grande forét au sud, une
savane arborescente au centre et une steppe épineuse au nord. Les paturages
constituent I’essentiel de I’alimentation du cheptel avec 12 millions d’hectares de terre
et une productivité variant de 300 a 500 kg de matiéres séches a I’hectare (SENEGAL,
1999).

4. Climat
Le climat est de type sahélien du nord au centre du pays et devient sahélo-soudanien
au sud. En fait, le Sénégal constitue la transition entre la zone sahélienne et la zone
tropicale humide. Ainsi, le climat est frais et humide prés de la cote atlantique avec
I’influence des alizés maritimes et a I’intérieur du pays souffle un vent chaud et sec :
I’harmattan. Les températures varient du nord au sud et se situent entre 18 et 32°C en
moyenne mensuelle .Nous distinguons une saison seche de Novembre a Mai et une
saison des pluies de Juin a Octobre. Ces pluies de deux mois au nord passent a Six
mois au sud, ce qui fait que, la végétation est de plus en plus dense et verte dans la

partie méridionale du pays. Cependant, d’une année a I’autre on peut enregistrer un



retard des pluies ou des variations de la pluviométrie pouvant passer du simple au

double provoquant beaucoup d’angoisse au niveau du monde rural.

Il. ELEVAGE AU SENEGAL

1. Cheptel
Les dernieres statistiques d’élevage, datées de 2006, établies par la Direction de
I’Elevage (DIREL), révelent une évolution croissante et réguliére du cheptel entre
2000 et 2006, malgré la chute des effectifs observée en 2002 suite aux pluies hors

saison et a un mauvais hivernage (Tableau I).

TABLEAU I: Evolution des effectifs du cheptel entre 2000 et 2006 (nombre de tétes
fois 1000).

Années | Bovins | Ovins | Caprins | Porcins Equins Asins Camelins In\d/gliirlileelle er?qIﬁ:!fe
2000 2986 4542 3879 269 471 399 4 5595 18 900
2001 3061 4 678 3995 280 492 407 4 6115 19 543
2002 2997 4 540 3900 291 496 400 4 5174 20 207
2003 3018 4614 3969 303 500 400 4 5100 20549
2004 3039 4739 4025 300 504 412 4 5285 20 960
2005 3091 4 863 4144 309 514 413 41 6135 21527
2006 3137 4 996 4 263 318 518 415 41 7533 22078

Source : SENEGAL, 2007




2. Principales races de bovins exploitées au Sénégal

Il existe trois races bovines dominantes :

- Le zébu Gobra (Bos indicus) encore appelé zébu peulh sénégalais. Il vit a
I’ouest du Sénégal (Baol, Cayor, Djoloff), au nord du Sine- Saloum et le long
du fleuve Sénégal, au sud de la Mauritanie et au nord ouest du Mali (France,
1991). Le Gobra est un bovin a bosse de grande taille (1,25 m a 1,46 m) et de
poids a I’age adulte variant de 350 kg a 450 kg chez le male et de 250 kg a 350
kg chez la femelle (SECK, 1993). Les cornes sont en forme de lyre haute, le fanon
est tres développé avec parfois des plis, sa téte est large, son front bombé, le
chanfrein rectiligne, le chignon saillant, les oreilles longues et dressées, la robe est
géneralement blanche ou légerement froment surtout chez le male ou elle peut
présenter des bringures et des charbonnures.

L’ aptitude principale de cette race est la production de viande avec un rendement
carcasse a 5 ans de 50 a 53 % en premiére qualité et de 48 % en qualité moyenne
(SECK, 1993).

- Le taurin Ndama (Bos taurus) se caractérise par une absence de bosse au niveau
du garrot, sa petite taille, des cornes en lyre, une robe qui présente toutes les
nuances du fauve mais la couleur la plus répandue est le froment. Au Sénégal, le
taurin Ndama est retrouvé au sud dans les régions de Tamba et de Casamance.
C’est une race trypanotolérante. C’est aussi une race a viande avec un poids a 4
ans qui peut atteindre 328,6 +-20,0 kg chez le méale et 286,7+-8,3 kg chez la

femelle avec un rendement carcasse de 50% en moyenne (SOW, 1987).

- Le Djakoré est un métis naturel entre le zébu et le taurin. 1l s’est développé dans
la zone de contact entre les races Gobra et Ndama (nord du Sine-Saloum). Il
s’agit d’une race dont les caractéristiques se rapprochent plus ou moins des races
d’origine en fonction de sa situation géographique. Il présente une taille

nettement supérieure a celle du taurin Ndama, une bosse peu marquée, le rein et le



dos plats et larges, la ligne dorsolombaire rectiligne, le train postérieur musclé, la

culotte bien descendue, les membres courts et puissants (BOYE et coll., 2005).

3. Systémes d’élevage

L’élevage s’integre au niveau de trois systémes (figure 2) a savoir :

- le systeme pastoral : il concerne 32% des bovins et 35% des petits ruminants et
est pratiqué au niveau de la zone sylvo-pastorale appelée le Ferlo situé dans la
partie septentrionale du Sénégal. Cette zone constitue la plus grande zone
d’élevage du Sénégal avec son relief, son climat, ses ressources hydrauliques
végétales et animales tres adaptés. Le Ferlo appartient aux domaines sahélien et
soudano- sahélien avec un mode d’élevage extensif transhumant suivant les
disponibilités fourrageres (paturages naturels) et hydriques (existence de points
d’eau temporaires ou permanents et d’un réseau de forages profonds) (MBAYE,
1999).

- le systéme agro-pastoral : il concerne 67% et 62% des bovins et petits ruminants
respectivement et se caractérise par I’association élevage / agriculture (cultures
pluviales avec le mil, I’arachide, le coton et cultures irriguées avec le riz, les
tomates, les oignons). On le retrouve surtout dans le bassin arachidier, la vallée
du fleuve Sénégal et la zone sud du pays. Cette association agriculture/ élevage
se traduit genéralement par la pratique de la culture attelée, I’utilisation de la
fumure animale et I’exploitation des résidus de récolte pour alimenter le cheptel.
Les modes de conduites des troupeaux y sont déterminées par la recherche de
parcours saisonniers dans les limites des terroirs villageois ou a I’extérieur de la
zone (TOURE, 2003).

- le systeme périurbain intensif : il concerne 1% de bovins et 3% des petits
ruminants. Les modes d’élevage intensifs et semi intensifs y sont effectués et
sont principalement presents dans la zone des Niayes. Cette zone des Niayes est
aussi le siege d’un important élevage avicole qui intéresse de plus en plus les

producteurs car tres rentable.



De ces trois systéemes, le systéme pastoral est celui qui favorise le plus la prolifération
de la tuberculose bovine si elle est déja présente chez certains bovins du troupeau. En
effet, le rassemblement du bétail autour des points d’eau constitue un facteur
favorisant la transmission du germe, du fait de la promiscuité des bovins sains avec
ceux infectés par le bacille tuberculeux. De méme le surmenage physique que peut

occasionner la transhumance est aussi un facteur favorisant.

Ces différents systemes d’élevage sont a I’origine des différentes productions animales
a travers les filieres suivantes : bétail/viande, lait, ceufs de consommation, cuirs et
peaux. Dans I’étude de la tuberculose bovine, les filiéres bétail/viande et lait sont les
principales concernées en raison de I’importance de la viande et du lait dans la

transmission de la maladie.
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4. Principales filieres en productions animales en rapport avec la

tuberculose bovine

v" Filiére viande

Le tableau Il résume I’évolution de la production locale et des importations de viande

et d’abats en tonnes de 1999 a 2006 (SENEGAL, 2007).

TABLEAU 11 : Evolution de la production locale et des importations de viande et

d’abats (en tonnes)

Année | Bovins | Ovins | Caprins | Porcins Camelins | Volaille Pr?g:;igon Importations
1999 | 55893 | 15666 | 10742 7378 7 21608 111 294 2159
2000 | 57696 | 15192| 11985 10 185 9 23239 118 307 3141
2001 | 60509 | 18074 | 10903 10 229 10 24 437 124 161 5324
2002 | 56319 | 17160 | 10272 12 318 11 23852 119933 9960
2003 | 54131 | 16995 | 100910 10918 13 25080 118 047 14 924
2004 | 53913 | 17511 | 11331 10 196 17 25980 118 948 17 613
2005 | 58995 | 19632 | 12842 10 751 13 29 042 131 275 19 692
2006 | 62505 | 21476 | 12993 11 348 10 31647 139 980 12 163

Source : SENEGAL, 2007

Cette production animale en viande est insuffisante car ne couvrant pas les besoins de

la population sénégalaise d’ou le recours aux importations qui portaient beaucoup plus

sur la viande de volaille auparavant. Mais de nos jours, I’importation de viande bovine

a pris le dessus sur celle de la volaille car, le Sénégal a cessé I’'importation de la

volaille depuis 2006 du fait de I’apparition de la Grippe Aviaire en Afrique. Le tableau

I11 ci-dessous nous donne la situation des importations effectuées en 2006.
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TABLEAU I11 : Importations en 2006 (en tonnes)

Vlar_1de Viande Abats Volailles Charcuterie Conserves Total
bovine Ov/cap
8750 335 2862 0 205 11 12163

Source : SENEGAL, 2007

Cette viande bovine, lorsqu’elle est mal cuite, représente une des principales
sources d’infection de la tuberculose pour les hommes; ce qui fait de la tuberculose
bovine une maladie zoonotique avec une signification socio-économique potentielle en
santé animale puisqu’elle peut avoir une répercussion sur le commerce international
des animaux et de leurs produits. Selon AYELE et coll. (2004), dans les pays en voie
de développement, il y peu d’informations disponibles pour une corrélation directe
entre la tuberculose bovine a Mycobacterium bovis chez le bétail et la tuberculose a
Mycobacterium bovis chez les hommes. L’ingestion de viande mal cuite infectée par le
bacille tuberculeux bovin est a I’origine de la tuberculose extra-pulmonaire chez
I’hnomme particulierement les citadins. Par conséguent, une carcasse suspecte de
tuberculose fait I’objet d’une saisie totale aux abattoirs.

A coté de cette filiere bétail / viande, non moins importante dans la transmission de la
tuberculose bovine, il y a aussi la filiere lait qui joue un réle primordial dans la
propagation de cette zoonose.

v Filiere lait

Au Sénégal, la production locale de lait est estimee a 120,2 millions de litres en 2006
selon le rapport de la DIREL (SENEGAL, 2007), elle provient essentiellement des
systéemes d’élevage traditionnel des bovins qui en assurent 100,7 millions de litres soit
83,78% et des petits ruminants pour 19,4 millions de litres soit 16,14%.

Cette production locale est fortement tributaire des conditions climatiques ; en effet
I’hivernage (juillet/octobre) est le moment propice pour une assez bonne production
laitiere mais tres faible par rapport a celle des races exotiques car elle n’est que de 2
litres par vache locale (THIAM, 2005). La consommation de lait et des produits

laitiers est difficile a apprécier car les sources disponibles pour analyser le marché et la
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consommation nationale sont peu nombreuses et parfois sujettes a caution. Cependant,
la couverture de la demande locale est loin d’étre satisfaite d’ou la nécessité des
importations pour essayer de combler le déficit de I’insuffisance de I’offre locale
(THIAM, 2005). De ce fait, 47 489 tonnes de produits laitiers ont été importées, soit
I’équivalent de 331 052 millions de litres pour une valeur de 48,453 milliards de francs
CFA (SENEGAL, 2007).

Pour combler ce déficit de production laitiere et diminuer les importations, un
programme d’insémination artificielle (1A), financé par la BAD (Banque Africaine de
Développement) et le gouvernement du Sénégal, a été mis en ceuvre en 1994 par le
PAPEL (Projet d’Appui a I’Elevage) dans le bassin arachidier .Ce programme d’IA
s’inscrit dans la dynamique de modernisation et d’intensification de systemes de
productions animales et sa zone d’emprise couvre presque tout le Sénégal. Et depuis
1994, ce programme d’1A suit son cours et apres des tests concluants dans les années
1999-2000, des campagnes d’IA bovine se sont succédées de fagon ininterrompue,
depuis 2003, comme une activité phare dans le calendrier agricole. De nos jours, dans
le cadre de la GOANA (Grande Offensive Agricole pour la Nourriture et
I’ Abondance), au niveau de son volet élevage, un programme spécial d’I1A qui vise a
terme I’insémination de 500 000 vaches d’ici 2012 et I’obtention de 135000 métis,
constitue une amorce pour la création d’un cheptel laitier bovin principalement
constitué de métisses F1, produits de croisement entre les races locales et les races
exotiqgues comme la Montbéliarde, la Holstein, la Normande et les brésiliennes
(SENEGAL (c), 2008).

Cependant, améliorer la production locale de lait est une bonne chose mais, il faut
aussi penser a sensibiliser les éleveurs sur la consommation du lait a I’état brut. En
effet, le lait cru non pasteurisé est une source d’infection de la tuberculose bovine si ce
lait, par malchance, renfermait le bacille tuberculeux bovin. Et I’on sait qu’en Afrique,
la population rurale et une partie de la population urbaine continuent toujours de
consommer du lait non pasteurisé potentiellement infecté par Mycobacterium bovis
(AYELE et coll., 2004). Par exemple, toujours selon AYELE et coll., au Burkina Faso,

des mycobactéries ont été isolées de 26% de 60 prélevements de lait vendus au détail.
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CHAPITRE Il : GENERALITES SUR LA TUBERCULOSE

I. DEFINITION

La tuberculose est une maladie infectieuse, contagieuse, de répartition mondiale,
commune a I’homme et a de nombreuses espéces animales. Elle est due a I’action
pathogene de certaines espéces bactériennes du genre Mycobacterium. Elle se
caractérise au plan clinique par une évolution chronique, un grand polymorphisme
symptomatique et au plan anatomopathologique par des lésions inflammatoires
nodulaires : les follicules tuberculeux.

La tuberculose a été longtemps étudiée chez I’homme et chez les animaux car, dans le
passé elle a été sans doute la maladie la plus redoutable et la plus redoutée. Pour cette
raison, elle constitue une préoccupation en santé publique. Par conséquent, nous allons
faire connaissance avec la maladie a travers I’étude de ses agents pathogenes, son

épidémiologie, sa pathogenie, ses symptémes et lésions, ses techniques de diagnostic.

I1. AGENT ETIOLOGIQUE : les bacilles tuberculeux

Dans I’historique de la tuberculose, Koch avait considéré comme unique I’agent de la
tuberculose a savoir le bacille tuberculeux qu’il avait découvert et mis en évidence en
1882 pour la premiére fois (PEWE, 1992). Cependant apres de multiples recherches,
trois nouvelles especes furent identifiees il s’agit de Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium bovis, Mycobacterium avium. De nos jours, les bacilles tuberculeux
regroupent cing especes différentes retrouvées chez I’hnomme et/ou chez les animaux :

- Mycobacterium tuberculosis : bacille tuberculeux humain,

- Mycobacterium bovis : bacille tuberculeux bovin,

- Mycobacterium avium : bacille tuberculeux aviaire,

- Mycobacterium africanum : bacille tuberculeux humain trouvé en Afrique

Occidentale et Centrale,

- Mycobacterium microti : bacille tuberculeux du Campagnol.

Toutefois, le genre Mycobacterium regroupe aussi d’autres especes de mycobactéries.
13



1. Classification des bacilles tuberculeux
Les bacilles tuberculeux sont classés dans I’ordre des Actinomycetales, famille des
Mycobacteriaceae, genre Mycobacterium. Nous y retrouvons trois groupes illustrés
dans le tableau IV avec leurs différentes especes et leur signification pathologique.
Ainsi nous distinguons :
- les mycobacteéries pathogenes,
- les mycobactéries saprophytes,

- les mycobacteries opportunistes.

Ces deux derniers groupes, découverts en 1953, sont qualifiés d’atypiques et
dénommes bacilles « para tuberculeux ». Ces mycobactéries tres répandues sont
rencontrées dans le sol (fumier), les eaux usées, certains aliments (lait, végétaux). De
nos jours ces bacilles sont a I’origine des affections a mycobactéries tant chez
I’homme que chez les animaux, ce qui fait qu’ils intéressent de plus en plus les
épidémiologistes. Quelques années plus tard, certains auteurs tels que BOURDON et
coll. (1975) classent le bacille tuberculeux aviaire Mycobacterium avium, dans ce

groupe de mycobactéries atypiques.
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Tableau IV : Principales mycobactéries actuellement reconnues

Groupe Noms d’espece Signification pathologique
M.tuberculosis ++++ (Tuberculose humaine)
M.bovis ++++ (Tuberculose bovine)
M.avium ++++0iseau (Tuberculose aviaire)

) + Mammiféres
Mycobactéries

Pathogénes M.microti + (Tuberculose du campagnol)
M.paratuberculosis ++++ (Maladie de Johne)
M.leprae ++++ (Iépre humaine)
M.lepreamurium + lepre murine
M.farcinogenes + farcin du beeuf en Afrique
M.chelonei +
M.fortuitum +
M.gordonae(ou aquae) *
Mycobactéries M.intracellulare +
Opportunistes M .kansasii +
M.marinum +
M.ulcerans +
M.xenopi +

M.flavescens -

M gastri -
o M phlei -
Mycobactéries i
M smegmatis -
Saprophytes
M tamnopheos -
M terrae -
M vaccae -
+ : peu pathogene ++++ : Trés pathogene
- . pas pathogene + : peu ou pas pathogéne

Source : HADDAD et coll., 2008.

La différenciation de ces différentes mycobactéries se fait a travers I’aspect de leur

culture, leurs propriétés biochimiques ou enzymatiques et leur pouvoir pathogene.
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2. Caracteres morphologiques et affinite tinctoriale des bacilles
tuberculeux
Les bacilles tuberculeux sont des bactéries immobiles, non capsulées, non sporulées.
Ils sont difficilement colorables par le Gram tout en étant des grams positifs et
apparaissent, fins rectilignes ou légérement incurves et leur taille variable entre 2 et 5

microns de long sur 0,2 a 0,5 microns de large.

Dans la structure de leur paroi, en plus du peptidoglycane, (structure de base de toute
bactérie), des glycolipides (cire D, cord factor, mycosines) et les protéines supports
de I’activité tuberculinique, il y a une présence abondante de lipides spéciaux les
acides mycoliques. Ces derniers représentent 20% du poids sec des bacilles et leur
conférent un caractére tinctorial particulier : I’acido-alcoolo-résistance qui est la
résistance des bacilles a la décoloration par les acides forts et par I’alcool. Par
consequent, cette acido-alcoolo résistance est utilisée dans la recherche des bacilles
tuberculeux a travers la coloration de Ziehl-Neelsen a chaud: les bacilles y

apparaissent rouge vifs sur fond bleu et colorés de fagon homogeéne.

Les bacilles tuberculeux possedent, en outre, des caractéres culturaux et biochimiques

qui leur sont propres.

3. Caractéres culturaux et biochimiques des bacilles tuberculeux

3.1. Caractéeres culturaux
Les bacilles tuberculeux sont des germes tres exigeants tout comme beaucoup d’autres
mycobactéries. De ce fait ils sont incapables d’assurer leur croissance sur les milieux
bactériologiques usuels et nécessitent donc I’emploi de milieux spéciaux. Malgré cette
exigence, les cultures se développent lentement (10jours a 3mois) selon le type de
bacille tuberculeux comparé a certaines mycobactéries dites a croissance rapide car
formant des colonies bien visibles en moins de 7jours en primo culture. La croissance
se fait généralement en aérobiose, le pH optimal est de 6,7 a 6,8 et les températures
varient entre 30 et 41 ° C selon le germe avec un optimum de 35- 37°C (BOURDON

et coll., 1975).
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Les bacilles tuberculeux se développent lentement. Il faut, avant toute mise en culture,
procéder a la décontamination des prélevements d’organe ou de tissu suspects de
tuberculose afin de les débarrasser de toutes autres bactéries contaminantes. Ainsi, les
prélevements sont traités au préalable avec des agents chimiques (soude,
détergents...) auxquels les bactéries habituelles sont plus sensibles que les bacilles
tuberculeux (Annexe ).

Plusieurs milieux de culture ont été proposés pour la recherche des mycobactéries
(DAO, 2005).

3.1.1. Milieux de culture

a. Milieux de croissance usuels :

a.1 Milieux gélosés

v Al'ceuf

Les milieux de croissance usuels a I’ceuf, obtenus par coagulation a +85° pendant 45

minutes et trés utilisés pour I’isolement des mycobactéries, sont opaques et

contiennent du vert de malachite a 0,025% pour inhiber la croissance des germes
contaminants.

- LOWENSTEIN-JENSEN : Le milieu de Lowenstein Jensen est un milieu solide,
synthétique de base composé de sels minéraux, d’ceufs frais, d’asparagine et de
glycérine. 1l est trés utilisé et généralement en primo-culture (Annexe II).
L’adjonction du pyruvate dans ce milieu, permet d’identifier le complexe
tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium

avium).

- Milieu de COLETSOS : Le milieu de Coletsos est un milieu solide qui en plus
des ceufs, contient du glycérol, du pyruvate et dans certains cas de I’osséine
exsudée. Ce milieu favorise I’isolement de Mycobacterium bovis et ses colonies

sont d’apparitions précoces, plus abondantes et plus développées.
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Les milieux a I’ceuf présentent les avantages suivants : sensibilité, spécificité, prix de
revient bas. Mais ils ont aussi des inconvénients qui sont : une qualité variable, une

conservation de courte durée (1 a 3 mois au frais), et une opacite.

v’ Semi-synthétiques
- MIDDLEBROOK et COHN
Les milieux gélosés de Middlebrook et Cohn, semi synthétiques, solides et de degré
d’enrichissement différent, sont constitués de sels minéraux, de glucose, d’albumine

bovine, d’acides aminés, de pyruvate et de catalase.

a.2 Milieux liquides

- Milieu de SAUTON
Le milieu synthétique de Sauton est constitué de sels minéraux, d’asparagine et de
glycérine.

- Milieu de YOUMANS
En plus des constituants du milieu de SAUTON, le milieu de Youmans renferme
10% de sérum de beeuf d’ou son appellation de milieu de YOUMANS au sérum de
beeuf.

- Milieu de DUBOS au TWEEN
Le milieu de Dubos au Tween est le plus complexe des milieux et est utilisé pour
I’obtention de suspension homogene de mycobactéries pour la fabrication de la
tuberculine de KOCH.

b. Aspects des cultures

L’aspect des cultures et leur délai d’apparition orientent dans I’identification des

bacilles tuberculeux.
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b.1. Mycobactéries usuelles

v" Sur milieu solide
L’aspect des colonies est sensiblement différent selon le type de bacille. De ce fait,
leur différenciation peut étre faite suivant leur forme, leur taille et leur pigmentation

sur milieu de Léwenstein-Jensen.

e Suivant la forme
Les colonies peuvent avoir une forme :
- «R» (Rough ou rugueux) a relief tourmenté en chou fleur .C’est le cas
Mycobacterium tuberculosis.
- «S» (Smooth ou lisse) :c’est le cas de Mycobacterium bovis et Mycobacterium
avium.
e Suivant la taille
Les colonies peuvent étre :
- eugoniques : grandes colonies a apparition rapide (Mycobacterium avium ;
Mycobacterium tuberculosis),

- dysgoniques : petites colonies a apparition lente (Mycobacterium bovis).

e Suivant la pigmentation
Les colonies sont non pigmentées pour Mycobacterium bovis, Mycobacterium

tuberculosis et Mycobacterium avium.

v" Sur milieu liquide

Les bacilles tuberculeux forment généralement un voile en surface.

b.2. Mycobactéries atypiques
Les mycobactéries atypiques présentent des caractéristiques tres variables mais
retenons qu’elles ont une croissance rapide (moins de 7j), des colonies lisses,
pigmentées se developpant mieux sur milieu de Léwenstein —Jensen et cultivent pour
la plupart a 22° C. Quatre groupes de mycobactéries atypiques ont pu étre distingués a
partir de leurs conditions et I’aspect de leurs cultures (CASTETS et coll., 1972) :
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- Groupe |: mycobactéries photochromogenes, a croissance lente et dont les
colonies non pigmentées a I’obscurité se pigmentent apres une courte exposition
a la lumiere. Les mycobactéries de ce groupe ne sont jamais commensales chez
I”’hnomme donc, leur présence dans un produit pathologique d’origine humaine est
donc anormale. C’est le cas de Mycobacterium Kansasii qui présente des
colonies Sou R en 8 a 10 jours (BOURDON et coll., 1975).

- Groupe Il : mycobactéries scotochromogenes, a croissance lente et dont les
colonies se pigmentent spontanément a I’obscurité. Ce groupe renferme un
certain nombre de variétés reellement pathogénes pour I’hnomme et I’animal.
C’est I’exemple de Mycobacterium aquae qui donne des colonies de types S a

30° avec une pigmentation rouge ou jaune. (BOURDON et coll., 1975).

- Groupe Ill: mycobacteries non photochromogenes dont les colonies, a
croissance lente, ne se pigmentent habituellement ni a la lumiére ni a I’obscurité.
On y retrouve Mycobacterium avium qui est leur chef de file avec des colonies S
eugoniques, souvent pigmentées en 8 a 12 jours a une température de 40° le plus
souvent (BOURDON et coll., 1975).

- Groupe IV : mycobactéries a croissance rapide, les colonies se développent en 3
a 4 jours. Mycobacterium fortuitum en fait partie avec des colonies apigmentées
qui se développent en quelques jours a température ordinaire et ont une teinte
verdatre (BOURDON et coll., 1975).

Malheureusement, cette classification simple reposant sur les caractéres de
pigmentation est trés relative car une méme espece de mycobactéries peut présenter

des souches ou variétés pigmentées ou non.

3.2. Caractéres biochimiques
Des caractéres biochimiques peuvent permettre de différencier les bacilles tuberculeux
des autres mycobactéries mais aussi de faire la distinction entre elles. Ainsi,
Mycobacterium bovis et Mycobacterium tuberculosis possédent normalement une
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peroxydase et une catalase; cependant, s’ils deviennent résistants a I’isoniazide
(I.N.H.) ils perdent ces deux enzymes. Mycobacterium tuberculosis possede aussi une

nicotinamidase qui n’est pas retrouvée chez Mycobacterium bovis.

Seul Mycobacterium tuberculosis produit de I’acide nicotinique d’ou I’utilisation du
test a la niacine pour son identification. De méme Mycobacterium tuberculosis
posséde une nitrate réductase qui réduit les nitrates en nitrites. Précisons que la
glycérine a 2%, dans un milieu de culture, inhibe la croissance de Mycobacterium
bovis alors que le pyruvate a des concentrations de 0,3 a 0,5 % stimule cette
croissance. Quant aux mycobactéries atypiques, elles ont en commun des caracteres
biochimiques tels que la présence d’une catalase résistante a 75°C pendant 15mn,
I’absence de peroxydase, la fréquence de la nitrate-réductase et le test a la niacine
négatif entre autres caractéres (BOURDON et coll., 1975).

Le tableau VV résume les caracteres distinctifs des principaux bacilles tuberculeux.
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TABLEAU V : Caractéres distinctifs des bacilles tuberculeux

Caractéres

M. tuberculosis

M. bovis

M. avium

I.N.H. Sensible

I.N.H. Résistant

I.N.H. Sensible I.N.H. Résistant

Résistant aux anti-tuberculeux

Morphologie

Gréle et granuleux

Trapu et homogéne

Gréle et homogéne

Caractéres culturaux
e  Température
e  Glycérine 15%
e Bile de beeuf

Sur LéwensteinJensen
e Délai de culture
e  Aspects des colonies

e Pigmentation

375°C
favorable

inhibitrice

38,5°C
Défavorable

non inhibitrice

40° C
favorable

non inhibitrice

2 a 4 semaines
R. Eugoniques

Non pigmentée

1 a2 mois
S. dysgoniques

non pigmentée

10 & 15 jours
S-Eugoniques

non piugmentée

En présence de T.C.H.
(Hydrazine de I’acide Thiopéne- +* + - + +
2-carboxylique)
Caracteres biochimiques
e  Synthése niacine + - -
¢ Réduction nitrates + - + (Nitrites+)
e Nicotinamidase + -
e Catalase + - + - +
e Peroxydase (Benzidase) + - + - +
Pathogénicité
e Poule - - - - ++
e Cobaye +++ + +++ + -
e Lapin + - ++ + ++

Source : HADDAD et coll., 2008

* 1 Sensible ou présent
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3.3. Résistance et sensibilité des bacilles tuberculeux

3.3.1. Résistance
Les bacilles tuberculeux sont les plus résistants des bacilles non sporulés. Ils résistent a
des agents physiques et chimiques.
- Les agents physiques : les bacilles tuberculeux résistent au froid (conservation
possible a -70° pendant plusieurs années) et a la dessiccation.
- Les agents chimiques : les bacilles tuberculeux résistent aux antiseptiques et
désinfectants chimiques (acide sulfurique, détergent...), aux acides et bases en
solution, aux antibiotiques tels la pénicilline, les tétracyclines, le

chloramphénicol.

3.3.2. Sensibilité

Les bacilles tuberculeux sont sensibles aux :

v' agents physiques comme :

- La chaleur qui les détruit a 65°en 30mn, a 80° en 10mn, a 100° en 2mn. Ceci
montre I’importance de la pasteurisation ou de la stérilisation du lait avant sa
consommation et du traitement thermique des viandes tuberculeuses,

- Les rayons ultraviolets,

- La lumieére.

v' agents chimiques comme :
I’iode, I’alcool a 90°, les derivés phénoliques entre 3 et 5%, les hypochlorites alcalins,
le formol a 3%, le crésyl a 3%, les médicaments tels que I’Isoniazide, I’Ethionamide,
I’Ethambutol, la Streptomycine, la Rifampicine, le Prothionamide, des antibiotiques

majeurs et la Viomycine, le Thiocculide, la Pyrazinamide, des antibiotiques mineurs.

L’étude de la sensibilité des bacilles tuberculeux passe par I’antibiogramme qui permet
de mesurer les effets des antibiotiques majeurs sur eux. L’antibiogramme peut étre

effectué en milieu solide ou en milieu liquide.
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4. POUVOIR PATHOGENE DES BACILLES TUBERCULEUX

Le pouvoir pathogéne des bacilles tuberculeux est variable selon les espéces animales
et s’exprime par I’apparition d’une maladie a évolution chronique accompagnée de
Iésions tuberculeuses : les follicules tuberculeux. Ce pouvoir pathogéne serait lié a la
virulence de la bactérie. Les facteurs toxiques tels que le cire D et le cord factor
n’interviennent qu’apres la lyse du bacille. Les études ont montré que le pouvoir
pathogene de certains bacilles tuberculeux peut étre modifié dans le but de diminuer
leur virulence ou méme de la leur faire perdre. C’est ainsi que de 1908 a 1920,
Mycobacterium bovis a été atténué apres 230 repiquages effectués par Calmette et
Guérin. Ceci fut a I’origine du vaccin contre la tuberculose : le B.C.G. (bacille de
Calmette et Guérin) utilisé pour la premiére fois chez I’lhomme en 1921 et toujours
efficace de nos jours.

Le tableau VI ci-dessous nous montre la variabilité du pouvoir pathogéne des

principaux bacilles tuberculeux chez différentes espéces animales et chez I’lhomme.

TABLEAU VI : Pouvoir pathogéne des principaux bacilles tuberculeux pour les

différentes espéces animales et I’homme

M. tuberculosis M. bovis M. avium

o
o

Homme

Chien

Chat

Bovins

Ovins, caprins

Porc

Oiseaux en général

Psittacidés

T| ©U| XO| ©T| AO| AO| T| T
Tl XO| AO| ©V| TU| U| T| T©
x| AW| Wl ©| V| 1| O O

Singes

Légende : Pouvoir pathogene : P = élevé ; R = rare ou exceptionnel

Source : HADDAD et coll. ,2008
Ainsi les bacilles tuberculeux sont retrouvés chez toutes les especes animales et chez
I’homme et il existe donc une interdépendance totale entre les tuberculoses animale et

humaine (figure 1).
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Figure 3 : Représentation schématique des principales interrelations des tuberculoses animales et humaine
Source : HADDAD et coll., 2008
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L’interprétation de cette figure montre :

- qu’en dehors de I’lhomme, sont plus spécialement sensibles au bacille humain par
ordre décroissant de réceptivité : le singe, le chien, le perroquet, le chat, le porc,

le bovin ;

- le bacille de type bovin est retrouvé chez I’homme dont la résistance initialement
admise par Koch ne peut plus étre soutenue maintenant ; il est pathogene chez le

chat, le porc, la chévre, le cheval et le chien aussi ;

- le bacille aviaire se retrouve surtout chez les oiseaux ensuite chez le porc, le

cheval, le bovin et chez I’homme exceptionnellement.

En dehors des caractéres distinctifs de ces bacilles tuberculeux entre eux, il existe des

pouvoirs antigéne, allergéne et immunogene qui leur sont communs.

5. POUVOIR ANTIGENE
Le pouvoir antigéne s’exprime in vivo par la formation d’anticorps précipitants,
agglutinants, fixant le complément. Dans la constitution antigénique de

Mycobacterium tuberculosis et de Mycobacterium bovis on distingue :

- Les antigénes lipidiques ; les constituants les plus utilisés de nos jours sont les
phosphatides d’Anderson, des sels d’acides inosito-glycerophosphoriques liés a
des acides gras. lls peuvent étre utilisés lors de réactions sérologiques par
exemple dans le test de Takahashy (une épreuve d’agglutination passive avec un
antigéne phosphatidique tuberculeux méthylé avec comme support inerte une
suspension de kaolin). Ces phosphatides d’Anderson ont été utilisés jadis dans
un but diagnostique pour pratiquer des réactions de déviation du complément
(BOURDON et coll., 1975). En dehors des phosphatides d’Anderson, les acides
mycoliques constituent un antigéne lipidique tres important car responsables de

I’acido-alcoolo-résistance des bacilles tuberculeux.
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- Les antigénes polysaccharidiques : ce sont des hapténes de spécificité large, mis
en évidence par des réactions de précipitation. lls servent a la recherche

d’anticorps tuberculeux.

- Les antigenes protéiques : les tuberculines représentent les protéines des bacilles
tuberculeux. Elles sont peu antigéniques mais utilisées pour la mise en évidence
de I’allergie tuberculeuse. La tuberculine se définit comme étant une substance
extraite d’une culture de bacille tuberculeux capable de révéler [|’état
d’hypersensibilité retardée (H.S.R.) d’un organisme infecté et ce, a des doses
inopérables sur des sujets sains et incapables de les sensibiliser (ce sont des

allergo-haptenes).

Il existe une communauté antigénique entre les différents bacilles tuberculeux
pathogenes et les autres mycobacteéries. En effet, Mycobacterium avium possede 80%
d’antigénes en commun avec Mycobacterium bovis et Mycobacterium tuberculosis ;
les autres mycobactéries sont plus proches de Mycobacterium avium mais peuvent
avoir jusqu’a 40% d’antigénes en commun avec Mycobacterium bovis ou
Mycobacterium tuberculosis. Cette communauté antigénique est donc a I’origine des
réactions croisées qui peuvent survenir durant le dépistage et par conséquent, fausser

les résultats.

6. POUVOIRS ALLERGENE ET IMMUNOGENE
La pénétration et la multiplication du bacille tuberculeux dans un organisme
provoquent un état d’immunité particulier et un état d’hypersensibilite retardée qui est

a I’origine d’une allergie tuberculeuse.

Cette hypersensibilité et cette immunité sont étroitement liées de par leur support

cellulaire commun. Elles sont toutes deux expliquées dans le phénomene.
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v" Le phénoméne de Koch
L’inoculation du bacille tuberculeux a un cobaye sain provoque I’apparition au
quatorzieme jour d’un nodule ulcéreux au point d’inoculation. Ce nodule persiste

jusgu’a la mort de I’animal.

Par contre, I’inoculation d’une nouvelle dose de bacille tuberculeux a un cobaye déja
infecté depuis plusieurs semaines, provoque seulement une inflammation et une
induration diffuse au point d’injection en 24-48 heures (incubation courte) avec une
réactivation des foyers préexistants. Cette réaction est suivie plus tard d’une guérison

spontanée et définitive.

En conclusion, le cobaye tuberculeux réagit difféeremment par rapport au cobaye sain
en présentant des réactions focales localisées mais parfois des réactions généralisées
avec un raccourcissement de la période d’incubation (24-48 heures au lieu de
14 jours). Ce phénomene traduit I’état d’hypersensibilité appelé allergie tuberculeuse
vis-a-vis du bacille tuberculeux tandis que la guérison spontanée et rapide signe I’état
de résistance de I’organisme déja infecté par le bacille: c’est I’immunité anti-

tuberculeuse ou immunité de surinfection.

v L’allergie tuberculeuse
L’allergie tuberculeuse s’installe rapidement et avec une forte intensité lorsque les
bacilles inoculés sont tres virulents et en nombre élevé. Cette hypersensibilité retardée
(H.R.S.), d’apparition variable chez les bovins, a permis d’identifier trois périodes

allergiques a savoir :

- la période ante allergique qui correspond a la période séparant la pénétration du
bacille dans I’organisme et le moment d’apparition de I’H.S.R. Elle peut varier de

15 jours a 6 mois mais elle peut atteindre aussi deux ans ;

- la période allergique, de courte durée (2 a 4 semaines), peut étre mise en évidence

durant cette période car son intensité est assez suffisante ;
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- la période d’anergie post-tuberculeuse ou il n’est plus possible de détecter

I’infection par une méthode allergique.

A coté de cette allergie tuberculeuse, nous avons I’immunité anti-tuberculeuse.

v' L’immunité anti-tuberculeuse
Chez le cobaye et le lapin, I’infection par les bacilles vivants induit I’apparition d’une
immunité de type cellulaire responsable des phénoménes de résistance. Dans certains
cas, il apparait une réponse humorale tres marquée dans le cas d’une injection de
bacilles tués ou adjuvés (PEWE, 1992).

L’immunité anti- tuberculeuse est donc exclusivement cellulaire et consiste en une
activation de macrophages par les lymphocytes T. C’est une immunité de co-infection
car necessite la presence de bacilles vivants dans I’organisme tout en limitant leur
dissémination et en résistant aux infections exogenes. Mais I’atteinte générale et/ou les
réinfections massives ou répétées entrainent le depassement de cette capacité

immunitaire favorisant ainsi I’expression de la maladie.

L’infection d’un organisme par un bacille tuberculeux est signalée par I’état d’H.S.R.
puis par I’apparition d’anticorps détectés par sérologie. L’expression finale de cette
infection est, aprés un processus pathogénique propre aux bacilles tuberculeux,

I’installation d’un état morbide se traduisant par des signes cliniques et lésionnels.

I11. PATHOGENIE

Les conditions de I’infection dépendent de la virulence du bacille, de la réceptivité de
I’h6te et des modalités de contamination (dose infectante, répétition des
doses) .L’infection se déroule par étapes ou elle peut régresser, se stabiliser ou évoluer,
toutes les combinaisons étant possibles suivant le bacille, I’espece animale atteinte et

les conditions de I’infection.
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Lorsque toutes les conditions sont réunies, I’infection peut progresser et alors il est
possible de distinguer deux étapes dans la tuberculose : étape primaire (primo-

infection) et étape secondaire.

1. Etape primaire
L’étape primaire peut évoluer vers une stabilisation, une guérison ou une

généralisation précoce.

v' Stabilisation
Dans le cas d’une stabilisation, les lésions riches en bacilles tuberculeux se rétractent,
se calcifient ou s’enkystent du fait de leur nécrose de caséification suite a
I’hypersensibilite. Elles peuvent demeurer ainsi pendant toute la vie de I’animal mais
hébergent toujours des bacilles tuberculeux. Cet état caractérise la tuberculose
infection trés fréquente chez les bovins et I’lhomme et accompagnée d’une immunité
antituberculeuse semblable a celle conférée par le B.C.G. Par contre, elle est rare chez
les carnivores ou le plus souvent la tuberculose est d’emblée évolutive. Cependant,
cette stabilisation n’est pas définitive et un réveil infectieux peut se produire et mener

a une tuberculose secondaire.

v Guérison
Elle est marquée par la destruction du bacille tuberculeux suivie de la cicatrisation des
lésions et en quelques mois de la disparition de [I’allergie tuberculeuse et de
I’immunité antituberculeuse. Cette guérison est fréquente chez les bovins infectés par

Mycobacterium avium ou Mycobacterium tuberculosis.

v’ Généralisation précoce
L’évolution du complexe primaire vers la généralisation intervient lorsque la
résistance de I’organisme defaille. Cette généralisation détermine la tuberculose

maladie qui peut étre :
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- soit aigue, précoce caractérisant la tuberculose miliaire ; les germes ayant
disséminé par voie lymphatique et /ou hématogéne. Les lésions sont au méme
stade évolutif. Dans le cas de la tuberculose bovine, les carcasses a ce stade sont

passibles de saisie totale et exclues donc de la consommation ;

- soit précoce ralentie : ici la maladie évolue par vagues successifs et les lésions
sont a différents stades évolutifs. Cette généralisation précoce ralentie se réalise
lorsque la résistance de I’organisme est partielle. C’est la forme généralement
rencontrée chez les autres especes en plus des bovins ou elle peut évoluer

ultérieurement vers la tuberculose secondaire.

2. Tuberculose secondaire
Elle est marquée par I’évolution de proche en proche des formes stabilisées du fait de
la prolifération sur place des bacilles tuberculeux. Certaines lésions du fait de leur
ramollissement peuvent s’ouvrir dans une voie de drainage naturel donnant ainsi des
cavernes ou des ulcéres. Ceci caractérise la tuberculose chronique d’organe qui peut
conduire a une genéralisation aigue tardive lors de I’effondrement des résistances de

I’organisme et la dissémination lympho-hématogene des bacilles.

La distinction de ces étapes primaire et secondaire permet de comprendre les différents

aspects cliniques et lésionnels de la tuberculose.

IV.SYMPTOMES ET LESIONS

1. Symptbmes
Les symptomes restent longtemps inapercus et I’espece affectée conserve toute
I’apparence d’une parfaite santé. Cela signifie que la tuberculose reste a I’état
d’infection inapparente pendant des mois voire des années; ce qui fait dire aux
scientifiques que dans la tuberculose, I’infection est de regle et la maladie I’exception.
Par conséquent, une suspicion de la maladie a partir des symptdmes ne peut étre faite
qu’aprés une grave et longue atteinte d’un organe et/ou d’un tissu. Ainsi les

symptdmes généraux se caractérisent par :
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- une altération de I’état général,

- un appétit capricieux,

- une baisse de la sécrétion lactée chez les vaches laitieres,
- des poils ternes,

— des oscillations thermiques irréguliéres.

Tous ces signes progressent pour entrainer chez I’adulte une chute de poids, de la
faiblesse, une anémie et de la cachexie.

A cdté de ces symptdmes généraux, il y a des symptomes locaux suivant la localisation
du bacille tuberculeux. Nous identifions donc différents types de tuberculose pouvant
évoluer seuls ou associés. Les tuberculoses pulmonaire, intestinale et mammaire sont
les plus fréquentes et les plus graves, ouvertes et contagieuses. D’autres localisations
sont possibles : hépatique, splénique, génitale, oculaire, nerveuse et aussi dans les
séreuses. Nous ne détaillerons pas ces symptdmes en raison de I’absence effective
d’intérét pour la détection de la tuberculose car la fréquence des manifestations
cliniques est faible. Par conséquent, la détection repose sur une approche
expérimentale (tuberculination) et épidémiologique. Par contre, les lésions observées

sur ces organes lors d’une atteinte tuberculeuse sont assez spécifiques.

2. Lésions
Ce sont des granulomes inflammatoires a aspects anatomiques et histologiques
particuliers.
v Aspects macroscopiques
Les lésions tuberculeuses se présentent sous différentes formes selon la taille et la
nature du contenu. Au fur et a mesure que la taille augmente, nous observons
successivement des granulomes de la taille d’une épingle, des tubercules de taille

variable (miliaire, taille d’un pois, d’une noisette) qui peuvent évoluer en nodules.

Selon la nature du contenu, nous avons des tubercules gris ou translucides (aspect en «
goutte de rosée »), caséeux (teinte jaunatre et consistance de mastic), caséo-calcaires
(blanc jaunatre crissant a la coupe), fibreux (blanc nacré sans caséum) et
fibro-caseo-calcaire.
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La caséification est tres précoce chez les bovins et la calcification est assez fréquente
sur les anciennes lésions. En plus de ces tubercules, nous pouvons étre en présence
d’un ramollissement ou d’une suppuration des lésions couramment nommés
infiltrations si la localisation est dans un organe (plus souvent le poumon) et
d’épanchements tuberculeux si la localisation est dans les séreuses (plévre, péritoine,

péricarde).Ces deux phénomeénes sont liés a un exsudat inflammatoire.

v Aspects microscopiques

La lésion de base la plus représentative, considérée comme spécifique est le follicule
tuberculeux. Celui-ci est formé par un centre nécrotigue homogene appelé caséum,
d’une premiére couronne de cellules épithélioides associées ou non a des cellules
géantes multinuclées, les cellules de Langhans et d’une seconde couronne purement
lymphocytaire (MAEDER, 2008).

L’évolution de cette lésion peut se faire dans le sens d’une calcification du caséum
avec fibrose périphérique.

La connaissance des symptomes et lésions de la tuberculose sera complétée par I’étude

de son épidémiologie.

V. EPIDEMIOLOGIE DE LA TUBERCULOSE

L’épidémiologie analytique et I’épidéemiologie synthétique constituent les deux

branches de I’épidémiologie de la tuberculose.
1. Epidémiologie analytique
L’epidémiologie analytique renseigne sur les sources de bacilles tuberculeux, la

réceptivité des animaux et les difféerents modes de contamination.

1.1. Sources de contamination

La contamination peut se faire a partir d’animaux infectés ou de matieres virulentes.
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v" Animaux infectés
Les bovins infectés sont les principales sources du fait de leur excrétion bacillaire qui
est précoce, durable, importante mais irréguliere d’ou I’importance du dépistage et
I’élimination des bovins infectés. Les autres animaux domestiques (les petits
ruminants, la volaille et le porc) et I’homme constituent des sources non moins

importantes.

Les animaux sauvages, particulierement les ruminants sauvages (buffle, blaireau, élan,
gnou...) sont des réservoirs dangereux car échappant a tout contrdle et constituent

donc de véritables sources de contagion.

v Matiéres virulentes

Les muscles, a proximité d’un foyer tuberculeux et la virulence du sang en phase
aigue de la maladie, peuvent étre tres dangereux. Cependant, du fait de la rareté de la
forme septicémique, I’isolement des bacilles tuberculeux dans le sang et les muscles
Iésés est peu fréquent (ALAMBEDJI, 1984). De méme, les organes et les ganglions,
sieges de foyers tuberculeux, sont trés virulents.

Le lait cru et les produits laitiers constituent d’importantes sources de contagion dans
la tuberculose de méme que la viande mal cuite. L urine et le sperme des especes
atteintes constituent aussi des sources non négligeables.

Les excretions, comme la salive, le jetage, les feces ne sont dangereuses, du point de

vue de la contamination, que lors de tuberculoses digestive et pulmonaire.

1.2. Réceptivite

v Facteurs intrinséques
Toutes les especes animales sont toutes sensibles a la tuberculose mais, la réceptivité
varie selon la virulence du bacille tuberculeux et de I’hote. Il existe une prédisposition
génétique a la tuberculose chez I’homme et le lapin (PEWE, 1992).
Les jeunes sont plus affectés que les adultes tandis que le sexe n’a aucune

importance car les males autant que les femelles sont atteints par la maladie.
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v’ Facteurs extrinséques
L’expression de la maladie est facilitée par les carences nutritionnelles, le surmenage

physique, la vie en promiscuité dans les eélevages concentrationnaires et la lactation.

1.3. Modalités de contamination

v" Modes de transmission

Les bovins, fortement infectés par I’agent de la tuberculose, projettent dans I’air des
micro-gouttelettes contenant I’agent pathogene lorsqu’ils toussent. Les bovins adultes
sont infectés lorsqu’ils inhalent des particules de poussiere dans I’air auxquelles
I’agent pathogene s’attache. Les bovins peuvent aussi s’infecter par consommation
d’eau d’abreuvement et d’aliments contamineés. Les jeunes veaux peuvent s’infecter en
buvant du lait non pasteurisé qui contient I’agent pathogeéne.

Certaines situations, tels que le déplacement d’animaux infectés et les contacts
prolongés en milieu confiné, peuvent créer un risque de transmission de la tuberculose

d’un troupeau a un autre.

v Voies de pénétration
La voie respiratoire est la plus frequente. L’infection se fait par inhalation du bacille
tuberculeux. Cette voie respiratoire est suivie par la voie digestive.
La voie vénérienne, liée a la tuberculose génitale, est accessoire de méme que les voies

cutanée, muqueuse et mammaire.

2. Epidémiologie synthétique
L’epidémiologie synthétique concerne I’apparition, la contagiosité, la forme et
I’évolution de la tuberculose.
En I’absence d’une surveillance adéquate et de bonnes conditions d’hygiene dans un
cheptel, I’entretien et la propagation de la tuberculose peuvent étre maintenus. Cette
propagation est lente, insidieuse et permanente ; ce qui fait que la tuberculose apparait
comme une Vvéritable enzootie atteignant différentes espéces animales et I’homme. La
maladie de faible contagiosité est favorisée par la promiscuité et une ambiance
insalubre, obscure et humide.

L’étude épidémiologique donne des éléments indispensables au diagnostic.
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V1. DIAGNOSTIC

Le diagnostic de la tuberculose se fait sur le terrain et au laboratoire.

1. Diagnostic sur le terrain
Le diagnostic sur le terrain fait appel a des éléments cliniques, épidémiologiques,

nécropsiques et a la méthode allergologique.

1.1. Eléments épidémiologiques
La tuberculose peut étre suspectée lorsque I’on est en présence d’une enzootie
caractérisée par une faible morbidité, une cachexie chronique qui sévit dans un

cheptel dense, en stabulation permanente et dans une ambiance insalubre

1.2. Eléments cliniques
Les éléments cliniques sont insuffisants du fait de I’évolution chronique de la maladie,
de la présence de symptomes variés et du nombre important d’organes susceptibles
d’étre atteints. Il est nécessaire d’associer a I’examen clinique le diagnostic au
laboratoire. Cependant, une suspicion peut étre faite lorsque I’on est en présence d’une
affection cachectisante a évolution chronique avec des difficultés respiratoires se
traduisant par de la toux et de I’essoufflement tout en tenant compte des
commémoratifs. Ceci pour pouvoir différencier la tuberculose avec d’autres maladies a
symptomes similaires telles la leucose bovine, la péripneumonie contagieuse bovine,

I’entérite para tuberculeuse.

1.3. Eléments nécropsiques
Les éléments nécropsiques sont les plus importants en matiere de diagnostic sur le
terrain. En effet de la plupart des cas de tuberculose, une suspicion peut étre faite en
tenant compte du stade évolutif des Iésions sur I’ensemble des organes et tissus atteints
et I’atteinte des ganglions correspondants. Ces lésions se caractérisent par la présence
de pus de couleur variable (jaune, verdatre ou blanc nacrée d’aspect crémeux) au

niveau des nodules tuberculeux. Des Iésions miliaires de couleur jaune peuvent aussi
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apparaitre sur I’organe affecté. Mais il faut différencier les lésions tuberculeuses des

affections tels que la morve, les mycoses, le farcin du beeuf...

1.4. Méthode allergologique
La méthode allergologique est basée sur la recherche de I’allergie tuberculeuse suite a
I’hypersensibilité retardée développée par I’animal infecté par le bacille tuberculeux.
La technique de base sur le terrain est la tuberculination avec I’utilisation de divers
types de tuberculines.
L’intradermotuberculination est la méthode de choix pour le dépistage d’une infection
tuberculeuse chez le bovin. Elle a une fiabilité satisfaisante, un codt supportable et

utilisable a grande échelle.

2. Diagnostic au laboratoire
Le diagnostic de laboratoire est nécessaire pour la confirmation d’une suspicion de
tuberculose et passe par trois méthodes: I’histopathologie, la bactériologie, la
sérologie.
2.1. Méthode histopathologique
La méthode histopathologique repose sur la recherche de la Iésion microscopique
fondamentale de la tuberculose a savoir les tubercules apres ponction biopsique d’un
ganglion ou du foie afin de réaliser un frottis. Cependant, cette technique ne permet
pas de différencier la tuberculose des autres mycobactérioses d’ou [I’utilisation

préférentielle de la bactériologie.

2.2. Méthode bactériologique
La méthode bactériologique se fait a partir de prélévements effectués sur des organes
ou tissus suspects et conservés dans une glaciere et transportés sous froid jusqu’au
laboratoire.
Les prelevements : sur I’animal vivant, les prelevements peuvent étre le lait, le liquide
pleural, le jetage, les sécrétions utérines et le sang. Tandis que sur les carcasses, les
fragments d’organes léses, les poumons de préférence ou les ganglions tuberculeux

sont préleves.
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Les prélévements obtenus seront décontaminés au laboratoire avant de procéder a la

bactérioscopie et a la mise en culture sur milieu de Lowenstein-Jensen.

v’ Bactérioscopie
Les frottis obtenus a partir des prélévements précités sont colorés selon la technique
de ZIEHL. La lame sera examinée avec soin et longuement avant de conclure a
I’absence de germes acido-alcoolo-résistants.
Cependant, cet examen direct rapide ne permet pas de préciser le type de
mycobactérie ; de méme, I’absence de bacilles acido-alcoolo-résistants ne signifie pas
I’absence de tuberculose d’ou I’importance de I’isolement en culture.

L’ immunofluorescence peut venir en appoint a la bactérioscopie.

v" Isolement en culture
Un prélévement provenant d’une lésion fermée (en I’absence d’autres bactéries) peut
étre ensemencé directement sur milieux solides. Mais, le plus souvent, celui-ci est
souillé par une flore d’accompagnement complexe, formée de bactéries a croissance
rapide qui masqueront la culture lente des bacilles tuberculeux. Aussi est-il
indispensable de réaliser systématiquement une decontamination des prélévements en
vue de détruire toutes les bactéries autres que les mycobactéries. On met alors a profit
la sensibilité des bactéries banales et la résistance des mycobactéries a la soude (ou
d’autres substances tel le laurylsulfate de soude...).
Le prélevement est soumis a I’action de la soude a 4% et le mélange placé a 37°C a
I’étuve pendant un temps en fonction du niveau de pollution (ne pas dépasser une
heure pour ne pas porter atteinte a la vitalité des mycobactéries). Le mélange est
ensuite neutralisé a I’aide de I’acide sulfurique a 6%. Différents milieux solides de
Lowenstein-Jensen et Coletsos sont alors ensemencés abondamment et placés a
I’étuve. Pour le milieu de culture Léwenstein-Jensen, il est conseille d’ensemencer
deux tubes par prélevement I’un contenant de la glycérine et I’autre pas; car
Mycobacterium bovis ne poussent pas en présence de glycérine.
La méthode présente I’avantage de permettre I’isolement du bacille et par la suite son
identification accompagnée éventuellement de la détermination de sa sensibilité aux
antituberculeux. Cependant, elle offre I’inconvénient d’étre une méthode tres lente.
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2.3. Méthode sérologique
La méthode serologique consiste en la recherche d’anticorps tuberculeux dans les
sérums d’animaux suspects par les réactions de précipitation, d’agglutination,
d’hémagglutination et de fixation du complément. Les méthodes sérologiques sont tres
délicates et controversées du fait des erreurs par défaut ou par exces pouvant survenir

dans sa réalisation d’ou I’irrégularité des résultats. C’est une méthode tres peu usitée.

Le dépistage de la tuberculose passe par ces différentes meéthodes surtout la
bactériologie et la tuberculination en plus de la recherche des Iésions.

Apres cette revue bibliographique sur la tuberculose en général, nous traiterons de la
tuberculose bovine au Sénégal de méme que la tuberculose humaine et la situation de

cette maladie dans d’autres pays d’Afrique.
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CHAPITRE 111 : TUBERCULOSES BOVINE ET HUMAINE AU SENEGAL

. HISTORIQUE

L’existence de la tuberculose bovine au Sénégal demeure un fait connu depuis de
longue date. En effet, Mornet a publié en 1952 un travail présentant un tableau avec
des relevés d’abattoir sur la tuberculose bovine remontant a 1931 (DOUTRE, 1976).
Ensuite, ORUE et CHAMBRON (1968) rapportent qu’entre 1961 et 1968, quatorze
(14) souches de bacilles tuberculeux et 18 souches de Mycobacterium farcinogenes ont
été isolées au laboratoire. Depuis, des recherches se sont multipliées concernant les
tuberculoses animales et humaine dues aussi bien a des mycobactéries typiques

(M. bovis et. M. tuberculosis) qu’a des mycobactéries atypiques (M. avium,...).

Il.  SITUATION DES TUBERCULOSES BOVINE ET HUMAINE
AU SENEGAL

1. Tuberculose bovine au Sénégal
En 1976, DOUTRE isole Mycobacterium bovis sur 12 carcasses de bovins saisies a
I’abattoir de Dakar pour une suspicion de tuberculose. L’examen de I’aspect des
cultures révele des colonies dysgoniques de M. bovis. Les résultats sont consignés dans

le tableau ci-dessous.
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TABLEAU VII: Isolements de Mycobactérium bovis sur 12 carcasses de bovins en

provenance de I’abattoir de Dakar

Année Prélévements Orlgln? supposée de Isoleme_nt de _
I’animal Mycobacterium bovis
1969 1 Mali ? 1 souche
1970 1 Mali ? 1 souche
1971 2 Mali ? 2 souches
1972 1 Mali ? 1 souche
1973 1 Sénégal (zébu pakistanais) 1 souche
1974 1 Sénégal (Rufisque) 1 souche
1975 2 Mali ? 2 souches
1976 3 2 Mali ? 1 Sénégal 3 souches
(Lagbar)

Source : DOUTRE, 1976

Ce tableau montre que la plupart des bovins atteints proviennent des autres pays de
I’Afrique de I’Ouest et le Mali semble étre la provenance la plus distinguée.
Cependant, selon DOUTRE I’origine véritable des animaux n’est pas toujours bien
connue et il est aussi difficile de savoir si tous les prélevements tuberculeux arrivent au
laboratoire. Quoiqu’il en soit, deux isolements de M. bovis ont été obtenus sur des
zébus sénégalais.

Par la suite, GUEYE et SEYDI (1982) révelent, dans le cadre de I’étude sur
I’évolution des saisies de viande dans les abattoirs de la région du Cap-Vert, que la ou
les cachexies occupaient 60% des carcasses saisies, les putréfactions 16% et les
cysticercoses 5,5%, la tuberculose n’occupe que 1,76% des saisies totales de
carcasses soit 30 carcasses sur 1696 carcasses saisies en 9ans entre 1971 et 1980.

En 2000, KONTE et UNGER, ont entrepris un travail sur la prévalence de la
tuberculose bovine et la brucellose bovine dans le bassin arachidier sur une période de
trois ans (2000-2003). L’objectif de leur travail était d’évaluer I’importance de ces
zoonoses et le risque associé pour la santé publique. Les résultats résumés dans le

tableau VIII indiquent que M. bovis n’est pas fréquent dans cette région.
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TABLEAU VIII : Prévalence de la tuberculose bovine dans le bassin arachidier entre

2000 et 2003

M. bovis Kaolack /Fatick
Nombre de troupeaux dans I’échantillonnage 31
Nombre de bovins dans I’échantillonnage 479
Cas suspects dans le test de comparaison de 5
tuberculinisation intradermique (CIDT)
Troupeaux avec cas suspects dans CIDT 3
Cas confirmés de M. bovis 0
Réactions provoquées par M. avium (%) 52

Source : KONTE et UNGER, 2003

Les discussions de ces résultats ont révélés qu’il s’agit surtout de la tuberculose extra-

pulmonaire (intestinale, osseuse,...) qui est observée, en raison du mode de

transmission per os, le responsable étant M. tuberculosis var bovis ou M. bovis et/ ou
M. avium (KONTE et UNGER, 2003). Il ressort de cette discussion que M. avium est

plus présent au Sénegal par rapport a M. bovis qui y est pratiquement absent.

Aux abattoirs de Dakar, I’étude des registres de saisies de viande bovine de 2002 et
2003 fait etat de la rareté de la tuberculose (tableaux IX et X).

TABLEAU 11X : Saisies de viande bovine en 2002 aux abattoirs de Dakar

SAISIES TOTALES

Espéce Nombre Poids en kg Valeurs (FCFA) Motifs de saisie
BOVINS 1 90 90 000 Mammite tuberculeuse
3 405 526 000 Tuberculose évolutive
TOTAL 4 495 616 000

Source : SENEGAL,, 2003.
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TABLEAU X : Saisies de viande bovine en 2003 aux abattoirs de Dakar

SAISIES TOTALES

Espéce Nombre Poidsen kg | Valeurs (FCFA) | Motifs de saisies

BOVINS 7 1150 1 690 200 Tuberculose

SAISIES PARTIELLES

Organes
Foie 2 7 13400 |Tuberculose
Langue 2 2 3800 |Tuberculose
Queues 1 14 6 000 |Tuberculose
TOTAL 23 23200

Source : SENEGAL (b), 2004

De I’analyse des rapports annuels sur les saisies totales et partielles des viandes
bovines a I’abattoir de Dakar, il ressort que le cheptel sénégalais est surtout frappé par
les maladies parasitaires (distomatose, schistosomose, abces et kystes parasitaires) et
que les lésions spécifiques dues aux grandes maladies légalement contagieuses

(charbon, tuberculose...) sont pratiqguement inexistantes.

Tous ces cas de tuberculose déclarés ne sont que pure suspicion car des analyses de
laboratoire n’ont jamais éte faites pour confirmation sauf en Octobre 2004 ou des
ganglions suspects d’un bovin Ndama furent envoyés au Laboratoire Nationale de
I’Elevage et des Recherches Vétérinaires (LNERV). Malheureusement, suite a une
rupture en milieu spécifique de culture (Lowenstein-Jensen), seule la bactérioscopie

fut faite permettant ainsi I’identification d’un fin bacille acido—alcoolo résistant
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évoquant Mycobacterium bovis. La confirmation aurait du étre faite un mois aprés
culture sur milieu de Lowenstein—Jensen ; dans tous les cas la suspicion de tuberculose
a M. bovis fut maintenue. En outre en Janvier 2005, des prélevements de ganglions
réactionnels sur un bovin Djakoré sont encore envoyés au LNERV. Aprés la
bactérioscopie et I’isolement sur milieu de Léwenstein-Jensen, des filaments longs,
ramifiés, en touffes, acido-alcoolo-résistants ont été mis en évidence avec des colonies
irreguliéres, non pigmentées, uréase(-). L’identification a révélé la présence de
Mycobacterium farcinogenes (agent du farcin du bceuf) et une absence de M. bovis et
M. tuberculosis agents de la tuberculose. Ce résultat donne raison a ORUE et
CHAMBRON (1968) qui insistaient sur I’importance du diagnostic différentiel

tuberculose/farcin du bceuf en Afrique.

Actuellement, la recrudescence de la tuberculose chez les humains atteints de VIH /
SIDA fait qu’on ne peut aborder la tuberculose bovine sans pour autant parler de la
tuberculose humaine due a Mycobacterium bovis. En effet, cette forme de tuberculose
humaine reste la moins connue des éleveurs, de la plupart des consommateurs et du
personnel de la santé publique par rapport a sa transmissibilitt a I’homme
(DIGUIMBAYE et coll., 2004).

2. La tuberculose humaine au Sénégal
Selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), en 2006, 5 a 10 % des sujets
infectés par le bacille de koch (BK) et non infectés par le VIH/SIDA développent la
maladie ou deviennent contagieux au cours de leur existence tandis que les personnes
infectées par le VIH et le BK sont beaucoup plus susceptibles de développer la
maladie. C’est le cas en Afrique ou le VIH a fait rapidement progresser la tuberculose
et accroit le risque de mourir de cette maladie. Et si I’on ne fait rien contre la
tuberculose au cours des vingt prochaines années, un million de personnes seront
infectées, deux cent millions la contracteront et trente cing millions en mourront
(GUYONNET, 2006). Au Sénégal, la notification des cas de tuberculose en 2007 a
enregistré 7108 nouveaux cas de tuberculose pulmonaire a frottis positif pour un total
de 10680 cas de tuberculose toutes formes confondues (SENEGAL (d), 2008).
L’objectif du dépistage des formes contagieuses étant basé sur une incidence attendue
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de 110cas/100000 habitants estimée par I’OMS (2006), le niveau de détection atteint
est de 60%. Au Sénégal, selon le Programme National de lutte contre la Tuberculose
(PNT), I’analyse des donnees issues de la surveillance en 2007 révéele que la maladie
touche principalement la population active avec 5257 cas de tuberculose pulmonaire a
frottis positif (TPM+) soit 76% cas de TPM+ qui ont entre 15 et 44 ans. La proportion
des TPM+ de la tranche d’age 25- 34 ans plafonne sur deux ans a 23% et les hommes
sont les plus atteints par la maladie avec 70% des TPM+ par rapport aux femmes. En
outre, le dépistage des patients tuberculeux co-infectés par le VIH a enregistré un taux
de 22% d’acceptation et 13% des cas testés sont positifs au VIH (SENEGAL (d),
2008).

De tous ces cas de tuberculose, seul M. tuberculosis a été isolé au laboratoire, aucune
souche de M. bovis n’a été retrouvée ce qui corrobore une remarque de DOUTRE
(1976) qui rapporte qu’aucun cas de tuberculose humaine a bacille bovin n’a été
décelé au Sénegal depuis qu’il s’intéresse a I’étude de cette maladie. Par conséquent, il
n’est pas encore signalé de tuberculose zoonose au Sénégal. Cependant, le doute peut
persister car des souches de M. bovis ont été retrouvees chez I’hnomme au Nigeria et en
Ethiopie (DIGUIMBAYE et coll., 2004).

A coté de cette infection tuberculeuse due a des mycobactéries typiques (M. bovis et
M. tuberculosis), il existe une infection communément appelée « mycobactérioses »
causée par des mycobactéries différentes de ces deux types bacillaires et qui

constituent les mycobactéries atypiques

3. Etude des mycobactérioses dues a des mycobactéries atypiques au

Sénégal
Les mycobactéries atypiques, dont le chef de file est M. avium, sont des mycobactéries
de plus en plus retrouvées chez les animaux ou dans les aliments d’origine animale et
constituent donc un danger potentiel d’infection pour I’homme. Auparavant, en 1966,
des études plus approfondies entreprises dans différents laboratoires de I’ Afrique de
I’Ouest aménent a reconnaitre, a coté de I’infection tuberculeuse a M. tuberculosis, la
présence chez I’homme de mycobactéries atypiques dont la pathogénie a pu étre
établie avec certitude (CASTETS et coll., 1972). En 1972, Castets et ses
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collaborateurs, suite a des enquétes systématiques dans I’environnement et chez
plusieurs espéces animales ont isolé 10 souches de mycobactéries atypiques (la plupart
étant des saprophytes) a Dakar a partir de 213 prélevements chez diverses espéces
animales et dans le lait (TABLEAU Xl ) et 6 souches d’origine animale isolées a
Dakar a I’occasion de diagnostics courants ou adressées par d’autres territoires de
I’Afrique de I’Ouest (Haute-Volta, Mali, Niger) pour une identification compléte
(TABLEAU XII).

TABLEAU XI : Mycobactéries atypiques isolées a Dakar a I’occasion d’enquétes

épidémiologiques systématiques.

Espaces Nombre de
aniFr)naIes prélevements Mycobactéries atypiques isolées Total
étudiés
Groupe 11 (mG(r:(())lE)gitlélrlies Groupe IV
mycobactéries mycobactéries
bacteri Y non bacteri
scotochromoge . | acroissance
photochromogeé )
nes) rapide)
nes)
Milans et 50 2 2
vautours
Tourterelles 45 0
Porcs 83 3 3
Lait 35 1 4 5
Total 213 5 1 4 10

Source : CASTETS et coll., 1972
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TABLEAU XII : Mycobactéries atypiques recues de divers Etats d’Afrique de

I’Ouest pour identification ou isolées a Dakar

Groupe |
(mycobactéries Groupe Il | Groupe Il | Groupe IV | Total
photochromogeénes)
Bovins 1 2 1 4
Porcins 1 1
Oiseaux 1 1
Total 1 2 2 1 6

Source : CASTETS et coll., 1972

Ces auteurs concluent que ces réesultats sont décevants car le nombre de souches
isolées est trés réduit et que le pourcentage de mycobactéries atypiques d’origine ouest
africaine identifiées a Dakar entre 1966 et 1970 est de 6,4% par rapport aux bacilles
tuberculeux humain et bovin. Entre 1965 et 1968, 13 mycobactéries atypiques ont été
isolées a partir de carcasses de bovins saisies pour tuberculose soit 5,2 % du total des
cultures positives obtenues suite a un examen de 639 prélévements (CASTETS et coll.,
1972). Cependant, ces données sont tres insuffisantes pour juger de I’incidence des
mycobactérioses animales en pathologie vétérinaire, mais, la présence de tels germes
chez I’animal améne a considérer la possibilité d’une contamination humaine
éventuelle. En effet, les mycobactéries du groupe | et 11l ont un caractéere pathogene
pour I’homme et pour I’animal, le plus souvent reconnu, Vvérifié et méme démontré
chez I’homme en pays tempéré (CASTETS et coll., 1972). Ainsi, au Sénégal, on a
découvert I’existence chez le jeune enfant d’un syndrome pulmonaire a forme de
primo-infection dont la responsabilité a pu étre attribuée a des mycobactéries du
groupe aviaire (groupe Ill). Des enquétes tuberculiniques effectuées notamment en
zone rurale sénégalaise ont d’ailleurs confirmé la réalité de ce fait en révélant un
pourcentage relativement important de sujets réagissant aux sensitines spécifiques de
ce groupe. En effet, CHAMBRON et SARRAT (1969) trouvent au cours d’une
enquéte tuberculinique faite a Mbour au Sénégal, les résultats négatifs sur 220
volailles et 91 bovins; chez 278 enfants de Mbour, des réactions allergiques

significatives aux sensitines Scrofulaceum et Battey ont été mises en évidence. Ceci
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pourrait expliquer les sensibilités non spécifiques observées avec la tuberculine
humaine ; I’origine de ces sensibilisations par des mycobactéries atypiques devrait étre

déterminée par la recherche d’un réservoir animal.

I11. IMPORTANCE DE LA TUBERCULOSE BOVINE DANS D’AUTRES
PAYS D’AFRIQUE

La tuberculose bovine est une maladie trés répandue en Afrique surtout dans les pays
africains en voie de développement car ces pays africains manquent de ressources
financieres et humaines pour controler cette maladie. La tuberculose bovine occupe
une place plus ou moins importante suivant ces pays. C’est ainsi que les
épidémiologistes du Réseau d’Epidémiosurveillance (RES) de 17 pays africains en
voie de développement ont essayé d’hiérarchiser 25 maladies de I’ancienne liste A et
quelques-unes de la liste B dont la tuberculose. Les critéres de classification etaient
I’incidence ou la prévalence de la tuberculose, ses répercussions économiques, le
contexte local de I’élevage et les objectifs de surveillance respectifs...Ces
épidémiologistes ont conclu que la tuberculose bovine fait partie des six maladies
considérées comme majeures et prioritaires (BENDALI, 2006). Le tableau ci-dessous

résume la conclusion de ce travail.

TABLEAU XIII: Etat de la tuberculose bovine dans 17 pays africains en

développement

(<& 3| =
o D | —
= > m| S =
[ll Y reB) N<b) N <b) o = — (@) —
—_ X D o = c c | —_ S (5] < Q| o © o = 0
5SS E| 5|88 S|SIY S 2S5 a5 5 2L
MO OO0l 2|2|Z||l|v|F|F|ads
Tuberculose | 1 | 1 |2 |21 [3[3[3[3[2[3[2[3[3[3[1]1] 1
bovine
Source : BENDALI, 2006
Légende : 1 : haute priorité 2 : priorité moyenne 3 : faible priorité
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Ces conclusions sont attestées par plusieurs études faites dans certains pays en voie de
développement. En effet, AYELE et coll. (2004) nous révelent la caractérisation de
M. tuberculosis et de M. bovis chez les hommes en Guinée Bissau de méme que la
présence de M. bovis chez 4% des patients avec des symptomes insignifiants du
systéme respiratoire. Au Burundi, M bovis a été isolé a une température de 38° chez
les bovins suspectés cliniqguement. A Madagascar, une proportion de M. bovis (1,25%)
a été observée chez des patients dont le crachat est positif et parmi des patients atteints
de la tuberculose extrapulmonaire (1,30%). En Ouganda, la tuberculose bovine est
endémique. Au Tchad, pour la premiere fois, une étude de DIGUIMBAYE et coll.
(2004) sur la tuberculose bovine a permis de mettre en évidence M. tuberculosis et M.
bovis par culture et caractérisation moléculaire. Au cours de cette étude, dix souches
de M. bovis ont été isolées de 33 carcasses saisies pour cause de tuberculose a
I’abattoir frigorifique de Farcha. Ces souches sont catalase négative, nitrate réductase
négatif, niacine négatif et les espaceurs 40-43 du spoligotype (spoligotype : technique
de génotypage basée sur la présence ou I’absence dans le génome mycobactérien de
séquences oligonucléotidiques entre des séquences répétitives conservées) sont
absents ce qui prouve pour la premiére fois, la présence de M. bovis sur le territoire

tchadien.

Au Mali, DAO (2005) a obtenu 37 cultures positives de bactéries acido-alcoolo-
résistantes de 110 prélévements suspects de tuberculose bovine. L’aspect
morphologique des colonies et les tests biochimiques (catalase, niacine et nitrate
réductase) ont permis d’identifier 10 souches de M. bovis et 27 atypiques. en 2008, une
autre étude au Mali faite par BONFOH et coll. sur 3330 bovins a I’abattoir de Bamako
a permis d’isoler M. bovis chez 20 animaux et 7 différents spoligotypes ont été
observés parmi ces 20 cas. Et grace a la biologie moléculaire, ces chercheurs ont
détectés deux catégories de M. bovis dans le bétail abattu a I’abattoir de Bamako. Le
signe de spoligotype du premier groupe avoisine les signes précédemment observés au
Tchad, au Cameroun et au Nigeria (13 cas) tandis que les signes de spoligotype de 6
cas démontrent qu’ils pourraient avoir des origines européennes. Cette conclusion
montre I’utilité de la méthode moléculaire dans I’épidémiologie de la tuberculose

bovine car, cette méthode aboutit a la catégorisation des souches de M. bovis et permet
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ainsi de connaitre I’origine, la source méme des souches impliquées dans I’infection.
La connaissance de I’origine de ces souches participe grandement a I’élaboration d’un

plan de lutte efficace contre la maladie.

La figure 4 fait état de la situation de la tuberculose bovine dans quelques pays de
I’ Afrique de I’Ouest et de I’ Afrique du Centre (BONFOH et coll., 2008). Cette figure
révele les pourcentages des cas de tuberculose étudiés, la prévalence des lésions aux
abattoirs et les cas humains d’infection a M. bovis. D’aprés cette figure, les cas de
tuberculose étudiés sont plus élevés au Mali pour I’Afrique de I’Ouest et au Tchad
pour I’Afrique du Centre. L’étude des prévalences des lésions tuberculeuses montre
que cette prévalence augmente considérablement vers I’est du continent avec 1,8% au
Mali par exemple contre 8,8% a I’est du Tchad. La présence de la tuberculose humaine
a bacille bovin a été déclarée dans 4 pays africains (Burkina Faso, Ghana, Nigeria,
Togo) ; ces résultats confirment les résultats de DIGUIMBAYE et coll. (2004) qui

avaient réussi a isoler des souches de M. bovis en Ethiopie et au Nigeria.
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Algeria 1-3.8%

Niger 1.6-3.5%

Niger (total
condamnations) 0.06%

Chad (East) 11.5%
- Senegal (very few

cases observed) Mali 18.6%

Cnad (East) 5.8%
Mali 1.8%
(0.07% total
condamnations
2006

7 \ Chad (West) 16.9%

Northern Nigeria 0.5-3.6%
Chad (wesY) 1./-/.3%

Northern Nigeria 0.5% Y

Nigeria 0.2-11.1% £ Chad (South) 7.7%"

South-Eastern
Nigeria 8.2%

2.5-3% South-Western

Nigeria 10.5-13%

{ Ghana (2006)

\1.6-16.7% South-Western

Nigeria'468-11.3% Cameroon (Adamaoua)
“Ghapa2000) o 1.4-26% (detection methy
0.05% total X 2. unspecified)

Tuberculin studies -
Iory Coast 2-11% condamnations

Abattoir lesion prevalence Togo 11% 1%

Togo (SIT) 5-32%

Togo 35-50% 4 ’

Human M. bovis infections

Légende:  En jaune: études tuberculiniques
En rouge: prévalence des lésions a I’abattoir

En bleu : infections humaines a M. bovis

Figure 4 : Etat de la tuberculose bovine dans certains pays de I’Afrique de I’Ouest et de I’Afrique
Centrale
Source : BONFOH et coll., 2008

Ces recherches prouvent que la tuberculose bovine reste une maladie toujours actuelle
en Afrique. Au Sénégal, afin de clarifier la situation de la tuberculose bovine, ce

travail a été initié aux abattoirs de Dakar.
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DEUXIEME PARTIE: IDENTIFICATION BIOCHIMIQUE ET
BIOMOLECULAIRE DES BACILLES ACIDO-ALCOOLO
RESISTANTS ISOLES DES PRELEVEMENTS SUSPECTS DE
TUBERCULOSE BOVINE AUX ABATTOIRS DE DAKAR

CHAPITRE | : MATERIEL ET METHODES

. MATERIEL

1. Lieu de prélévement : les abattoirs de Dakar

Les abattoirs de Dakar constituent un service d’inspection et de salubrité des animaux
et de leur viande. lls sont de type industriel car est destiné a I’alimentation des grands
marchés de consommation et des marchés d’exportation. Avec une centaine d’agents a
leur effectif, leur capacité de production dépasse trois milles tonnes de viande par
année et sont sous le controle de la SOGAS (Société de Gestion des abattoirs du
Sénégal) depuis leur privatisation.

Les abattoirs de Dakar sont situés au kilometre 9,5 sur la route de Rufisque dans la
région de Dakar au niveau du département de Pikine dans la commune
d’arrondissement de Dalifort. Ils sont implantés dans un lieu hors agglomérations, tres
accessibles du fait de la présence de I’autoroute et du chemin de fer, approvisionnables

en eau et proche de la mer permettant ainsi I’évacuation des eaux usees.

2. Matériel de prélevement
2.1. Sur le terrain

Le matériel est composé d’un couteau, de gants, de sachets en plastique et de pots
pour le recueil des prélevements, d’une glaciére pour le transport des prélévements.

Les fiches d’informations sont fournies qu’aprés une saisie totale (Annexes Il et V)
pour les besoins d’un éventuel contrdle dans les laboratoires vétérinaires en vue d’un
diagnostic fiable afin de confirmer ou d’infirmer la maladie suspectée. Ainsi, sur cette

fiche, tous les commémoratifs y sont inscrits a savoir : I’espece saisie, I’age, le sexe, le
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poids éventuellement, le numéro d’ordre de I’animal, le numéro d’identification du
chevillard, le nom de I’agent ayant effectué la saisie, la nature du prélévement (organe
ou ganglions), la maladie suspectée avec ses symptomes et leésions, les dates de saisies
et d’envoi du prelevement au laboratoire en plus de la situation géographique des

abattoirs de Dakar.

S’agissant des saisies partielles, il faut avoir recours au questionnement du chevillard,
ce qui pose souvent des problemes car les informations ne sont pas fournies de facon

nette et précise.

2.2. Au laboratoire

e Isolement et identification du germe

Le mateériel est constitue du matériel usuel d’un laboratoire de bactériologie mais plus
particulierement de mortiers et de pilons, d’un autoclave, de tubes de culture
bactériologiques a vis, d’une centrifugeuse avec ses tubes, de ciseaux, de lames pour
les frottis, d’un microscope, d’une hotte a flux laminaire, de pinces, d’une étuve, d’une
anse de platine, de bec bunsen, de ballons, de bécher, d’un vortex, de gants, de masque
bucco-nasal, de pipettes, de bain-marie.

Parmi les réactifs chimiques citons I’éthanol, la soude a 4%, I’acide sulfurique, le bleu

de bromothymol, le bleu de méthylene, la glycérine, la fushine de Ziehl.

e Méthode moléculaire
v Pour la PCR standard
1. Les appareils

- le thermocycleur est un bloc chauffant programmable qui passe de
température en température le nombre de cycles voulus en plus d’une

possibilité de passer a 4 degrés pour conserver les échantillons.
- la centrifugeuse de microtubes

- vortex
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- bain-marie

- les micropipettes

2. Les réactifs

L’enzyme : la Taq polymérase extraite de Thermophilus aquaticus qui est une
bactérie extrémophile (source chaude) permettant I’élongation a 72 degrés et le

passage a 94 degres sans dégradation de I’enzyme.
L’ADN matrice est extrait des colonies de mycobactéries.
Les amorces spécifiques: sont toujours au nombre de deux.

dNTP : est un mélange de quatre désoxyribonucléotides a savoir le dATP, le
dCTP, le dTTP, le dGTP a égales concentrations.

Les tampons : le BD et le MgCL,; : le magnésium est nécessaire a la stabilisation

des nucléotides et a I’activité de la polymérase.
Eau distillee.

3. Les consommables : tubes PCR, embouts, gants, masque bucco-nasal

v Pour le gel d’électrophoreése

1. Les appareils

Transformateurs et fils électriques
- Balance Sartorius

- Four a micro-ondes

- Chambre de migration

- Peigne

- Table Ultraviolet
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- Appareil photographique
- Support de gel
- Générateur
2. Les reactifs
- TBE 0,5x (Tris-borate EDTA pour gel électrophorese)
- Loading buffer (bleu de charge)
- Agarose
- Bromide d’Ethidium
- Marqueur de poids
- Produits PCR (extrait d’ADN)

3. Les consommables

- Parafilm
- Gants
- Masque bucco-nasal

- Embouts de 20ul /200pl

Il.  METHODES DE TRAVAIL

1. Sur le terrain
Aux abattoirs de Dakar, les prélevements sont effectués sur les carcasses au moment
de I’inspection de salubrité. Les visceres les plus incriminés sont les poumons suivis
du foie. Ainsi, la présence de nodules est recherchée au niveau du poumon par
palpation sur toute sa surface et sur la face dorsale de chaque lobe diaphragmatique du
poumon, une incision perpendiculaire au grand axe de ce poumon entre le 1/3
postérieur et le 1/3 moyen du lobe est effectuée suivie d’autres incisions
ganglionnaires a la recherche de lésions tuberculeuses. Si c’est le cas, la saisie
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Foie avec des lésions nodulaires

Figure 5 : Exemples de saisies pour une suspicion de tuberculose bovine

Photo : DIAGNE, 2006
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partielle est effectuée et une partie affectée de ce poumon est découpée et conservée,
soit dans un sachet en plastique soit dans un pot prédisposé aux prelevements et le
tout est mis dans une glaciére en vue d’un transport au laboratoire. Les commémoratifs
sont ensuite recueillis auprés des propriétaires et personnel des abattoirs. Pour le foie
aussi, les palpations sont de rigueur mais, contrairement au poumon, les lésions
tuberculeuses, si elles existent, sont plus visibles sur le foie. En effet, les lésions
tuberculeuses telles que les Iésions miliaires ou les lésions caséeuses au niveau du foie
sont tres nettes a vue d’ceil.

Une saisie totale est effectuée lorsque la carcasse elle-méme est atteinte de lésions
tuberculeuses. On procéde ainsi au prelevement d’une partie du muscle, des ganglions
atteints et des poumons et le méme protocole est suivi comme pour la saisie partielle
mais ici, une fiche de commémoratifs est fournie.

Les prélevements obtenus sont acheminés au laboratoire de I’EISMV (Ecole Inter-

Etats des Sciences et Médecine Veéterinaires).

2. Au laboratoire

2.1. Méthode classique : isolement et identification biochimique

v Isolement du germe

Le poumon est I’organe de choix pour la recherche de bacilles tuberculeux. La
premiére partie de ce traitement manuel consiste en la décontamination des
prélevements en vue d’éliminer le maximum de bactéries contaminantes. Une partie
du culot obtenu aprés centrifugation est ensemencée dans du milieu de culture
Lowenstein-Jensen en double a savoir: un tube glycériné et un autre tube non
glycériné. Ces tubes sont incubés a 37 degrés Celsius afin de permettre la croissance
des mycobactéries.

L’ autre partie du culot est utilisée pour faire la bactérioscopie apres coloration de
Ziehl afin de déceler la présence de bacilles acido-alcoolo-résistants (BAAR).
Rappelons que I’absence de BAAR sur un frottis ne signifie pas que le prélevement ne
contient pas de mycobactéries et par conséquent, la confirmation ou I’infirmation de

la suspicion ne se fera qu’apres la mise en culture et la lecture des résultats quatre
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semaines aprés I’ensemencement. Cependant, étant donné que la croissance des
mycobactéries est tres lente, ces quatre semaines constituent la premiére étape du

temps de croissance des mycobactéries qui peut atteindre trois mois.

v" ldentification biochimique des cultures positives

Le traitement biochimique se fait a travers les tests biochimiques utilisés afin de
difféerencier Mycobacterium bovis de Mycobacterium tuberculosis et des
mycobactéries atypiques. Ainsi trois tests principaux sont utilisés a savoir : le test a la

catalase, le test a la niacine et le test a la nitrate-réductase.

a. Test a la catalase

e Principe
La catalase est une enzyme qui détruit les peroxydes formés au cours des réactions
d’oxydation. Sa mise en évidence se fait par dégagement d’oxygéne gazeux en
présence d’eau oxygéneée.

e Interprétation
Le caractére positif se traduit par la présence de bulles.
Une réaction négative aprés chauffage a 68 degrés signe une catalase thermolabile ;
c’est le cas de Mycobacterium bovis.
Une réaction positive apres chauffage a 68 degreés signe une catalase thermorésistante ;

c’est le cas des mycobactéries atypiques.

b. Test a la niacine
e Principe

Mycobacterium tuberculosis accumule de I’acide nicotinique extracellulaire pendant sa
croissance in vitro. La présence d’acide nicotinique, précurseur formé au cours de la
biosynthése du NAD (Nicotinamide Adénine Dinucléotide), peut étre révélée par voie

chimique sous forme de base de Schiff colorée.
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A cet effet, I’hétérocycle est d’abord rompu au moyen du bromure de cyanogene.
L’aldéhyde produit couplé a une amine aromatique (aniline), fournit une base colorée.

e Interprétation

Une réaction positive se traduit par une coloration jaune au bas de la bandelette et

indique la présence de Mycobacterium tuberculosis.

c. Test a la nitrate-réductase
e Principe :

Les mycobactéries possédant un nitrate vont réduire les nitrates de sodium en nitrites

apres deux heures d’incubation. C’est le cas de M. tuberculosis et des atypiques.

e Interprétation :
Une réaction positive se traduit par une coloration rouge framboise vif.

Les détails techniques de ces trois tests sont consignes en annexe V.

2.2. Méthode biomoléculaire : la PCR

v’ Définition
La PCR ou Polymerase Chain Reaction ou encore réaction de polymérisation en
chaine est I’amplification d’une portion d’ADN située entre deux zones de séquences

connues appelées zones flanquantes.

v Principe
La PCR, consiste en I’amplification d’une portion spécifique d’un gene dont on
connait la séquence. Cette amplification a été rendue possible grace a la découverte
d’une ADN polymérase, capable de résister aux températures de dénaturation et
dénommée la Tag polymérase. Cette enzyme est capable, a partir d’amorces

specifiques d’ajouter des nucléotides de fagcon complémentaire et anti-parallele, a la
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portion de gene que I’on désire amplifier. Cette derniére est obtenue a I’issue de
plusieurs cycles successifs. Chaque cycle comprend trois étapes a savoir :
- Ladenaturation de I’ADN cible a 94 degreés

- L’hybridation des amorces entre 50 et 65 degrés
- L’élongation de I’ADN a 72 degrés

L’astuce de la technique consiste a utiliser une paire d’amorces spécifiques et
différentes flanquant la séquence & amplifier. Les amorces sont généralement des
oligonucleotides qu’il est possible d’obtenir par synthése chimique.

Le rendement théorique de la réaction est tres intéressant puisqu’il permet une
amplification théorique de 2n (n en puissance), n étant le nombre de cycles.
Remarquons que I’efficacité de la réaction diminue avec le nombre de cycles
effectues.

A la suite de la realisation technique de la PCR, I’interprétation des résultats obtenus
nécessite la connaissance de la technique PCR utilisée a savoir la technique MIRU-
VNTR et ETR-VNTR et les détails techniques de réalisation de la PCR sont en annexe
VI.

v Nombre variable de répétitions de tandem (VNTR)

Différents éléments VNTR ont été identifiés dans le génome des souches du Complexe
Mycobacterium tuberculosis (CMTB). Ceux-ci ont été découverts dans plusieurs
études et des noms différents ont été donnés tels que MIRU (Mycobacterial
Interspersed Repetitive Units) (GICQUEL et coll., 2000) et ETR (Exact Tandem
Repeats) (FROTHINGHAM et MEEKER-O’CONNELL ; 1998). Dans notre cas, les
amorces MIRU utilisées sont : MIRU : 20 ; 26 et 27 et pour Les amorces ETR nous
avons ETR A,ETRBetETR C.

Les nombres des répétitions VNTR peuvent varier considerablement entre des
différentes souches. Le typage VNTR permet donc la distinction de différentes
souches de la méme espece bactérienne (ex: la méthode permet de distinguer
différentes souches de Mycobacterium bovis). En principe, seules les souches du

complexe Mycobacterium tuberculosis contiennent les éléments MIRU —ou ETR-
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VNTR (les autres espéces bactériennes contiennent d’autres éléments VNTR différents

de ceux de MIRU et ETR).Par conséquent, la présence d’un signal, apres

amplification d’une région MIRU- ou ETR-VNTR, indique que la souche

correspondante est une souche du CMTB.

e Typage VNTR

Le typage VNTR est constitué de deux étapes :

- I’amplification d’une région VNTR avec deux amorces hybridant avec des

séguences complémentaires aux bords de la région VNTR,

- le gel électrophorése du produit PCR pour estimer la taille du fragment.

En connaissant la taille du fragment PCR, le nombre de répétitions peut étre déterminé

en utilisant le « tableau d’interprétation » ci-dessous :

TABLEAU XIV: tableau d’interprétation de la méthode MIRU-et ETR-VNTR

Nombre Taille des produits PCR
de MI | MI | Ml | Ml | Ml | Ml | MI |ETR|ETR|ETR

répétitions | M2 | ME4TMEdat g T g | o0 | 23 | 24 | 26 | 27 | A | B | C
0  |527 | 114 |61 | 220 | 369 | 221 |77 | 395 |246 |277 | 195 | 121 | 44
1 580 |191 | 138 | 273 |422 | 298 | 130 |447 | 297 |330 |270 |178 | 102
2 633 | 268 | 215 | 326 |475 | 375 | 183 |499 | 348 | 383 | 345 |235 | 160
3 686 | 345 | 202 | 379 |528 | 452 | 236 |551 | 399 | 436 | 420 | 292 | 218
4 739 422 | 369 | 432 | 581 |529 | 289 | 603 | 450 | 489 | 495 | 349 | 276
5 792 |499 | 446 | 485 | 634 | 606 |342 | 655 | 501 |542 |570 | 406 | 334
6 845 |576 |523 |538 |687 | 683 |395 |707 |552 | 595 | 645 | 463 | 392
7 898 | 653 | 600 |591 |740 | 760 | 448 |759 | 603 | 648 | 720 | 520 | 450
8 951 |730 | 677 | 644 |793 | 837 |501 | 811 | 654 | 701 | 795 |577 | 508
9 1004 |807 | 754 | 697 |846 | 914 |554 | 863 | 705 | 754 | 870 | 634 | 566
10 | 1057|884 | 831 | 750 | 899 | 991 |607 | 915 | 756 | 807 | 945 | 691 | 624
11 | 1110 | 961 | 908 | 803 | 952 | 1068 | 660 | 967 | 807 | 860 | 1020 | 748 | 682
12 | 1163 | 1038 | 985 | 856 | 1005 | 1145 | 713 | 1019 | 858 | 913 | 1095 | 805 | 740
13 | 1216 | 1115 | 1062 | 909 | 1058 | 1222 | 766 | 1071 | 909 | 966 | 1170 | 862 | 798
14 | 1269 | 1192 | 1139 | 962 | 1111 | 1299 | 819 | 1123 | 960 | 1019 | 1245 | 919 | 856
15 | 1322 | 1269 | 1216 | 1015 | 1164 | 1376 | 872 | 1175 | 1011 | 1072 | 1320 | 976 | 914
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e Interprétation

1,000 Le marqueur de poids moléculaire de 100 paires de bases (pb) des

ggg laboratoires Sigma- Aldrich contient des fragments d’ADN d’une
700 taille de 100 a 1000pb comme le montre I’image suivante ci-contre.

600 Laprocédure d’interprétation se résume en trois etapes :

500 1. En  comparant  I’emplacement  des
fragments du marqueur et du produit PCR,

400 . : A .y
la taille du produit PCR doit étre estimée,

300 2. Dans le tableau d’interprétation, au niveau
de la colonne correspondant aux amorces
utilisées, chercher la taille qui correspond le

200 plus  la taille estimée (ex : si les amorces

pour ETR-A ont été utilisés et que la taille

du produit PCR est d’environ 350 pb, dans
la colonne correspondante du tableau
d’interprétation, la taille qui correspond le

100
plus a la taille estimée est 345pb),

3. Le nombre de répétitions correspondantes est indiqué dans la
premiere colonne a gauche (dans I’exemple précedent, cela
serait le 2; la souche contiendrait donc 2 répétitions de
I’élément VNTR au locus ETR-A).
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CHAPITRE Il : RESULTATS

. DU TERRAIN

Les prélevements d’organes, principalement des poumons, aux abattoirs de Dakar se

sont etales sur une période de trois ans (Aolt 2005 a Mai 2008). Au total, trente sept

prélevements suspects ont été récoltés comme le montre le tableau XV ci-aprés.

TABLEAU XV : Résultats de la collecte de prélevements suspects de tuberculose

aux abattoirs de Dakar

Effectif | |ombre de .
Date des bovins bovm,s AVeC 1 Race Ages Sexe Mogle_s de O,r Igine de
abattus des lésions (ans) saisies I’animal
suspectes
Janvier 3928 0
2005
Février 4282 0
2005
Mars 2005 4710 0
Avril 2005 4923 0
Mai 2005 4400 0
Juin 2005 4571 0
Juillet 2005 4723 0
Saisie Zone Sylvo-
Aot 2005 4910 8 Gobra 8 Male Totale pastorale
(ST) (ZSP)
Gobra 9 Male Saisie Mali
Partielle
(SP)
Ndama 9 Male ST Mali
Peulh 8 Male SP Mali
Gobra 7 Male SP Mali
Ndama 7 Male SP Mali
Peulh 8 Male SP Mali
Gobra 8 Male SP Mali
Septembre
2005 5238 0
Octobre
2005 5162 0
Novembre
2005 4860 0
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Effectif | Nombre de
des bovins avec Ages Modes de | Origine de
Date bovi . . Race Sexe - , o
ovins | des lésions (ans) saisies I’animal
abattus | suspectes
Degg&bre 5650 9 Gobra 7 Male | ST Mali
Gobra 6 Male ST Mali
Gobra 6 Male SP Mali
Gobra 9 Male ST Mali
Gobra 7 Male ST Mali
Gobra 7 Male SP Mali
Gobra 7 Male SP Mali
Gobra 5 Male SP Mali
Ndama 7 Male SP Mali
Jgr(‘)‘(’)'gr 2033 2 Gobra 6 Male |  SP Mali
Gobra 6 Male ST Mali
Février
2006 4153 0
Mars 2006 4803 4 Gobra 6 Male SP Mali
Gobra 7 Male ST Mali
Gobra 6 Male SP Dakar
Gobra 6 Male SP Mali
Avril 2006 4559 3 Maure 6 Male SP Mauritanie
Gobra 6 Male SP Mali
Gobra 7 Male SP Mali
Mai 2006 4361 0
Juin 2006 4270 2 Gobra 4 Male SP Dakar
Gobra 10 Male SP Mali
Juillet 2006 | 4974 1 Gobra 4 Male ST ZSP
Aot 2006 5327 0
Segt&%bre 5472 1 Gobra 8 Male | ST Mali
Octobre
2006 5538 0
Nog’g&bre 5433 2 Gobra 5 Male ST Mali
Djakoré 6 Male ST Mali
Dezcgg"Gbre 5194 1 Gobra 6 Male | ST Mali
Janvier
2007 3963 0
Février
2007 4695 0
Mars 2007 5234 0
Avril 2007 4474 0
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Effectif | Nombre de
des bovins avec Ages Modes de | Origine de
Date . . Race Sexe - , o
bovins | des lésions (ans) saisies I’animal
abattus | suspectes
Mai 2007 4702 0
Juin 2007 4580 0
Juillet 2007 4237 0
Ao(t 2007 5093 1 Gobra 7 Male ST Mali
Septembre
2007 5223 0
Octobre R
2007 6016 1 Gobra 9 Male ST ZSP
Novembre R .
2007 6046 1 Gobra 7 Male ST Mali
Décembre
2007 4209 0
Janvier
2008 5166 0
Février Feme Dahra
5008 5094 1 Gobra 5 lle ST (Sénégal)
Mars 2008 5707 0
Auvril 2008 5755 0
Mai 2008 5533 0
TOTAL 200 101 37

1. Prévalence des lésions tuberculeuses
La prévalence des lésions tuberculeuses est de 37 sur 200 101 soit 0,0185%.

2. Nombre des saisies sur les animaux abattus
Le nombre des saisies partielles est de 20 soit 0,010% et celui des saisies totales

s’éléeve a 17 soit 0,0085%.

TABLEAU XVI: Nombre des saisies

Nombre Pourcentages
Saisies Partielles 20 0,010
Saisies Totales 17 0,0085
TOTAL 37 0,0185

65



3. Age, race, sexe et origine des animaux saisis

v Age

L’age moyen des animaux avec des lésions suspectes est 6,8 ans.

L’histogramme présente la fréquence des ages.

Fréquences
10-
5 —
0 T T T T
4 6 8 10 ANS
AGE
Figure 6 : Fréquence des ages
v' Race
La principale race concernee est le Gobra.
TABLEAU XVII: Races saisies
Gobra Ndama Peulh Maure Djakoré TOTAL
30 3 2 1 1 37
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v Sexe

Les animaux sont en majorité de sexe male (36/37 bovins).

v Origine

La principale provenance des bovins saisis semble étre le Mali (30 bovins). Au

Sénégal c’est la Zone Sylvo-Pastorale (3 bovins).

I. DE LABORATOIRE
1. Bactérioscopie sur organe et mise en culture

Le poumon est I’organe utilise pour la recherche des mycobactéries et
I’ensemencement de chaque prélevement se fait en double dans deux tubes : un tube
glycériné et un autre non glycériné (exemple pour le préléevement 6 nous avons le 6 et
le 6G, G pour glycériné).

Le tableau ci-aprés résume le résultat final obtenu apres traitement de tous les

échantillons positifs.

TABLEAU XVIII : Résultat final

Date d’apparition
, L. . Date de mise en des colonies a
Numéro des Bactérioscopie Iture sur milieu de bacilles acido-
prélévements positifs sur organe CE u . L
owenstein-Jensen alcoolo-résistants
dans les cultures
3 Négative 19/06/07 02/10/07
6 Positive 19/06/07 02/10/07
6G Positive 19/06/07 02/10/07
9 Négative 19/06/07 02/10/07
9G Négative 19/06/07 02/10/07
10 Négative 19/06/07 02/10/07
14G Négative 19/06/07 02/10/07
29G Positive 19/06/07 02/10/07
33 Négative 19/06/07 02/10/07
35 Négative 17/12/07 11/04/08
37 Négative 11/04/08 18/04/08

L’étude du tableau a montre que 2 prélevements sur 37 ont donné une bactérioscopie

positive. Rappelons que I’absence de bacilles acido-alcoolo-résistants dans les frottis

67




ne signifie pas absence de mycobactéries dans les prélevements car le résultat des

cultures peut étre tout autre.

Le resultat des cultures resumé dans le tableau XVI1II montre que 9 échantillons sur 37

ont donné des colonies de bacilles acido-alcoolo-résistants soit un pourcentage de

24,32%.

¢ Relation entre bactérioscopie et cultures

Deux prélevements seulement se sont révélés positifs aussi bien pour la bactérioscopie

que pour les cultures. 1l s’agit des échantillons 6 et 29 et les sept autres prélevements

positifs apres culture n’ont pas permis de visualiser des bacilles acido-alcoolo-

résistants apres coloration de Ziehl.

TABLEAU XIX : Récapitulatif des résultats positifs a partir des lésions suspectes

Prélevements a

Pfﬂe de bacilles acido- Sexe Age Type de saisies Origine
prélevement s (ans)
alcoolo-résistants
Décembre 2005 9et9G Male 6 Saisie totale Mali
14G Méle 9 Saisie totale Mali
Janvier 2006 3 Méle 6 Saisie partielle | Mali
Mars 2006 6 et 6G Male 6 Saisie partielle | Mali
10 Méle 7 Saisie totale Mali
Juillet 2006 29G Male 4 | saisictotale | £ON€ Sylvo-
pastorale
33 Male 6 Saisie totale Mali
Octobre 2007 35 Male 9 Saisie totale Zone sylvo
pastorale
Février 2008 37 Femelle 5 Saisie totale Dahra

2. Caracterisation biochimique

La caracterisation biochimique comporte trois tests a savoir le test a la catalase, le test

a la niacine et le test a la nitrate réductase. Les résultats de ces tests sont consignés

dans le tableau ci-dessous.
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Tableau XX: Résultats des tests biochimiques

3 | 6 |[6G| 9 |9G| 10 |14G | 29G | 33 | 35| 37

nlgrzn?azle + + + + + + + + - + +
Catalase H202
(présence de bulles) | chauffée | © | ~ | | T | | T " " ) Tt
Test a la niacine e e i i i |
(coloration jaune)
Nitrate-réductase
(coloration rouge - + + - + | + + + - + |+
framboise)

Le tableau XX montre, par rapport au test a la niacine, qu’aucune souche isolée ne

correspond a Mycobacterium tuberculosis ; que la plupart des souches seraient des

mycobactéries atypiques a I’exception des souches numéros 3, 9 et 33 selon le test a la

nitrate réductase. Enfin, selon le test a la catalase, les souches numéros 6, 9 et 33

seraient Mycobacterium bovis et les autres (3, 10, 14G, 29G, 35 et 37) des atypiques.

3.

Caracteérisation moléculaire (méthode PCR)

La meéethode PCR a fait appel a six paires d’amorces a savoir MIRU 20, MIRU 26,
MIRU 27, ETR A, ETR B, et ETR C.

Les résultats obtenus avec chaque paire d’amorces sont materialisés par des images

apres gel électrophorese. Sur les figures 6, 7 et 8, les echantillons sont disposés comme

suit : marqueur de poids moléculaire, témoin positif, témoin négatif, 3, 6, 6G, 9, 9G,

10, 14G, 29G, 33, 35, 37, puis a nouveau le marqueur de poids moléculaire :

- de la gauche vers la droite pour MIRU 26

- de ladroite vers la gauche pour ETR AetETR C

e Pour MIRU 20 : aucun signal n’a été détecté avec cette paire d’amorces.

e Pour MIRU 26 : un signal est détecté avec I’échantillon 3. La taille est
estimée a environ de 250 paires de bases (pb) et suivant le tableau X1V
d’interprétation a la page 61, cette taille est proche de 246 donc il n’y a

pas de répétition de I’élément VNTR au locus 26 (figure 7).
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Figure 7 : Résultats de la détection des produits PCR avec les amorces de MIRU 26

e Pour MIRU 27 : aucun signal n’est détecté
e Pour ETR A : un signal est détecté avec :

I’échantillon 6 : la taille est estimée a environ de 550pb proche de 570 avec 5
répetitions de I’éléement VNTR au locus ETR A,

I’échantillon 35 : la taille est estimée a environ de 700pb proche de 720 avec 7

répétitions de I’élément VNTR au locus ETR A (figure 8).
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Figure 8 : Résultats de la détection des produits PCR avec les amorces
de ETR A

Pour ETR B : aucun signal n’est détecté

Pour ETR C: un signal est détecté avec I’échantillon 35 avec une
taille estimée a 350 pb proche de 334 donc 5 répétitions de I’élément
VNTR au locus ETR C (figure 9).
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Figure 9 : Résultats de la détection des produits PCR avec les amorces de ETR C

Ces résultats montrent que les prélevements 3 (pour le programme MIRU); 6 et 35
(pour le programme ETR) contiennent des souches de Mycobacterium bovis et
appartiennent ainsi au complexe Mycobacterium tuberculosis étant donné que les
amorces MIRU et ETR sont spécifiques aux souches de mycobactéries du complexe

tuberculosis.
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4. Comparaison des

résultats obtenus par

d’identification et la méthode moléculaire

Cette comparaison est présentée sous forme de tableau.

TABLEAU XXI:

biomoléculaire.

Comparaison des

la méthode classique

résultats des méthodes biochimique et

Méthode classique

Méthode moléculaire

Numéro des _ i
prélévements | Bacterioscopie Isolement Biochimie
et souches surorgane | en culture MIRU26 | ETRA
isolées Catalase | NMrate- | \iacine | Conclusion et-C
réductase
3 . + + - - Mi(t:%’ﬁﬁz”e M. bovis | Atypique
6 + + - + - Mif;’g% Cljz“e Atypique | M. bovis
6G + + - + - Mif)?g%cjzne Atypique | Atypique
9 - + - - - Mycokt)ag\fit:rlum Atypique | Atypique
9G - + - + - M);ct:%)%cj:rle Atypique | Atypique
10 - + + + - M);;%C/)S%CJEHG Atypique | Atypique
14G - + + + - Mifssi‘ﬁzne Atypique | Atypique
20G + + + + - MB;?SS%CJZHG Atypique | Atypique
33 . + - - - Mycogg\tl:itserlum Atypique | Atypique
35 - + + + - Miﬁ;g%‘ﬁ:"e Atypique | M. bovis
37 - + + + - Mif;gﬁ;j:"e Atypique | Atypique

Selon ce tableau, la plupart des souches isolées sont des mycobactéries atypiques. Il

n’y aucune concordance entre les différentes méthodes pour I’identification des

mycobactéries du complexe tuberculosis.
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CHAPITRE 111 : DISCUSSION ET RECOMMANDATIONS

. DISCUSSION
1. Matériel et méthodes
1.1. Sur le terrain

Le matériel utilisé est adapté pour les prélevements (sachets en plastiques et pots) et le
transport de ces prélevements (glaciére).

Les méthodes de travail constituées par les différentes incisions sont aussi bien
respectées par le personnel et périodiquement, des inspections sont effectuées par le
service d’Hygiéne et d’Industrie des Denrées Alimentaires d’Origine Animale
(HIDAOA) de I’Ecole Inter-Etats des Sciences et Médecine Vétérinaires (EISMV) afin
de corriger et améliorer le travail.

Le principal probleme rencontré aux abattoirs est la réticence des chevillards a fournir

des informations sur I’animal aprés la saisie des organes.

1.2. Au laboratoire

Le matériel a été disponible aussi bien pour le traitement manuel des prélévements que
pour la biochimie et la biologie moléculaire. Cependant, les réactifs ont beaucoup fait
défaut pour la réalisation des tests biochimiques et de la biologie moléculaire ce qui a
été I’une des causes de retard dans I’obtention des résultats.

Le traitement manuel des préléevements est a reconsidérer car méme aprés
décontamination il reste toujours des contaminants dans I’échantillon qui peuvent
fausser les résultats. Il est vrai qu’il est impossible d’éliminer toutes les bactéries
autres que les mycobactéries dans un prélévement. La coloration de Ziehl a été bien
meneée ce qui a aboutit a I’observation au microscope de fins bacilles acido-alcoolo-
résistants rectilignes ou légérement incurvés regroupés en amas ou parfois isolés, de
coloration rose sur fond bleu. Le milieu de culture Lowenstein-Jensen que nous avons
utilisé a donné de bons résultats bien que la croissance des mycobactéries soit tres

lente.
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Le manque de réactifs pour I’identification biochimique des mycobactéries isolées
apres culture a constitué le probléme majeur durant le travail. Par conséquent, a un
moment donne, nous avons sollicité le service de Bactériologie, de Virologie et
d’Immunologie de I’hopital Aristide le Dantec qui nous a fournit les réactifs
nécessaires pour les tests biochimiques. Ainsi I’identification a pu étre effectuée au
sein du laboratoire de MIPI (Microbiologie Immunologie Pathologie Infectieuse) a
I’EISMV de Dakar.

La réalisation de la biologie moléculaire a aussi eu comme difficulté, le manque de

réactifs.

2. Résultats
2.1. Sur le terrain

Le nombre de prélévements obtenus aux abattoirs a savoir, 37 échantillons sur un total
de 200101 carcasses de bovins controlés, est trés faible au bout de trois ans de collecte.
L’etude du tableau XV révele I’absence totale de Iésions suspectes de tuberculose
bovine durant certains mois et le nombre de saisies (saisies totales et partielles inclues)
par mois n’est guere éleve sauf peut étre en AoGt 2005 (8 prélevements) et en
Décembre 2005 (9 préléevements).
Cependant ces saisies, surtout les saisies totales (0,0085 %), constituent quand méme
une grosse perte pour I’éleveur sur le plan économique étant donné que cet éleveur ne
bénéficie d’aucun remboursement suite a la saisie de la carcasse sur le plan sanitaire.
Par conséquent, certains éleveurs réagissent tres mal apreés les décisions de saisies.
Le tableau XV montre aussi que le nombre de bovins abattus par mois connait une
certaine fluctuation. En effet, durant les périodes de tabaski, le nombre de bovins
abattus baisse au profit des abattages des ovins ; cela a été le cas en Janvier 2006
(2933 bovins) et Decembre 2007 (4209 bovins) par rapport aux mois qui les
précédaient.
Ces resultats de collecte confirment les conclusions des travaux de certains auteurs
comme GUEYE et SEYDI (1982) et KONTE et UNGER (2003) qui ont montré la
rareté de la tuberculose bovine au Sénégal et par conséquent, la faiblesse de sa
prévalence (0,0185%).

75



Cette prévalence est trés faible, comparée a celle des autres pays de I’Afrique de
I’Ouest comme le Mali (1,8%) d’ou sont importés la plupart des bovins (BONFOH et
coll., 2008). Cependant, cette origine malienne des bovins suspects a Dakar est a
reconsidérer comme le suggérait DOUTRE (1976) dans ses recherches sur la
tuberculose bovine aux abattoirs de Dakar. En effet il se demandait si I’origine exacte
des animaux abattus était réellement connue. Cette question mérite une réflexion
sachant qu’en Afrique, il n’existe pas de frontiéres véritables entre les différents pays
surtout ceux de la sous région; par conséquent, il est difficile de contrler le
mouvement du bétail. La deuxiéme origine la plus citée est la zone sylvo-pastorale au
Sénégal or, cette zone regroupe plusieurs régions comme celles de Louga et Matam ;
donc cela reste toujours trés vague. Le probleme de tracabilité du bétail demeure entier
dans la sous région et constitue donc un véritable obstacle a surmonter pour la lutte
contre la tuberculose bovine. Le flux incessant et incontr6lé de bétail contribue
beaucoup a la propagation de la tuberculose bovine car, les regroupements des
animaux autour des points d’eau par exemple, augmentent les risques d’infection sans
aucune distinction de race ou de sexe.

Dans notre étude, la race Gobra est la plus atteinte par la maladie; cela n’est qu’un pur
hasard. Il en est de méme pour le sexe des animaux suspects car, dans le cadre d’un
élevage de rente, ce sont males qui sont surtout envoyés pour |’abattage et la
commercialisation et les femelles sont destinées a la reproduction. Ceci permet de
comprendre que tous les bovins saisis soient des males sauf une femelle qui ne
provient pas des abattoirs de Dakar mais de la ferme de Nialcourab.

Il existe une corrélation entre I’age des animaux atteints et la tuberculose bovine, ainsi
que pourrait le laisser présager une maladie chronique. En effet, il existe une
corrélation entre I’age et le degré d’infection dans une population infectée, car les
individus les plus agés sont exposes plus longtemps aux facteurs de risque. Et dans
notre cas, la population la plus atteinte est relativement jeune (6-7 ans) suivant le

graphique de la fréquence des ages a la page 66.
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2.2. Au laboratoire

Les résultats de la bactérioscopie directe sur culot d’organe ont donné deux
prélevements positifs confirmés par les cultures (le 6 et le 29) et un seul confirmé par
la biologie moléculaire (le 6). Il est a noter que les préléevements soumis a la coloration
de Ziehl sont souvent contaminés car, d’autres bactéries acido-alcoolo-résistantes
(Corynebacterium spp., Nocardia spp., etc.) peuvent se retrouver dans un méme
prélevement et faussent les résultats. D’ou le manque de spécificité de la
bactérioscopie.

L’identification biochimique des échantillons qui repose principalement sur les
recherches de catalase, nitrate réductase et niacine ont donne des résultats satisfaisants
pour le test a la niacine (absence de Mycobacterium tuberculosis) mais tres
contradictoires pour les tests a la catalase et a la nitrate réductase. En effet, certaines
souches considérées comme Mycobacterium bovis suite a la réaction a la catalase se
sont réveélées atypiques suite au test a la nitrate réductase (voir tableau XX a la page
69). Cette apparente contradiction pourrait étre trouvee en discutant sur les conclusions
du test a la catalase (perte ou non de I’activité catalytique aprés chauffage a 68°C) car
certains chercheurs affirment que ces conclusions ne sont pas assez fiables. Cependant,
I’isolement d’une bactérie atypique ne permet pas d’exclure une infection par M.
bovis. Il faut étre certain que la bactérie ne provient pas soit, d’une contamination lors
du prélevement soit, d’un transit passager chez le bovin prelevé. De plus rien ne
permet d’exclure une infection mixte

L’insuffisance des méthodes traditionnelles d’identification des mycobactéries fait
que de plus en plus, les techniques de diagnostics moléculaires sont utilisees dans la
plupart des laboratoires vétérinaires d’ Afrique.

Ces techniques d’identification moléculaire permettent de découvrir et de differencier
les souches de Mycobacterium bovis dans le but de faire évoluer les enquétes
épidemiologiques systématiques et de régler tant soit peu le probleme de tracabilité des
animaux. Par conséquent la PCR est la méthode la plus fiable en matiere
d’identification de M. bovis et faisable sur des tubes apres deux semaines de cultures

méme en I’absence de toutes colonies visibles ou directement sur I’organe prélevé.
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Cependant, ces techniques de biologie moléculaire présentent I’inconvénient d’étre
trés sensibles car un seul écart de température, une mauvaise extraction d’ADN ou la
longue duree des réactifs, surtout la Taq polymérase, peut fausser les résultats
attendus.

Par conséquent, les discordances existant entre les méthodes biochimique et
biomoléculaire sont a rechercher suivant les différents inconvénients de chaque
méthode. De plus, pour la PCR, toutes les amorces disponibles pour la recherche des
mycobactéries du CMTB n’ont pas été toutes utilisées, seules ces six paires d’amorces
ont été a notre disposition. De ce fait, les recherches doivent continuer dans ce sens
afin de trouver les sources de discordance et essayer de les corriger pour améliorer les
résultats.

Les résultats de la PCR (3 souches identifiées), bien que insuffisants ne sont pas en
contradiction avec ceux trouvés au Mali par BONFOH et coll., (2008) dans le cadre de
leurs recherches moléculaires sur les souches de Mycobacterium bovis du Mali. Ils ont
obtenus 7 et 5 répétitions pour ETR A et 5 répétitions pour ETR C donc, il se pourrait
que les souches isolées a Dakar correspondent a celles isolées au Mali mais, cela reste
quand méme a prouver en poussant beaucoup plus les investigations dans le but
d’améliorer les résultats.

Selon AYELE et coll. (2004), les techniques moléculaires sont actuellement rarement
utilisées dans les pays en voie de développement ou elles sont disponibles, la priorité
étant souvent donnée a la médecine humaine. lls citent par exemple, le cas de la
Guinée Bissau ou des chercheurs ont pu différencier avec succés des souches de
Mycobacterium bovis et de Mycobacterium tuberculosis des autres mycobactéries en
combinant des tests biochimiques avec le RFLP (Polymorphisme de la longueur des
Fragments de Restriction) et le spoligotype. Ou encore, en Ethiopie, une étude a
montré I’importance des techniques moléculaires dans la différenciation des souches
de Mycobacterium bovis, Mycobacterium tuberculosis et Mycobacterium africanum

chez des patients tuberculeux.

Les Etats africains gagneraient plus a investir dans I’utilisation des techniques de

biologie moléculaire afin d’identifier les différentes souches de Mycobacterium bovis.

Une meilleure connaissance des différents types de bacilles bovins pourrait contribuer
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a une meilleure connaissance de la tuberculose zoonose et permettre une lutte plus
efficace contre la tuberculose humaine. Et pour une meilleure gestion de la tuberculose

bovine, certaines recommandations peuvent étre faites

a I’endroit de tous les acteurs qui sont en relation avec cette maladie insidieuse.

II. RECOMMANDATIONS
1. Aux autorités administratives

L’Etat doit fournir aux professionnels de I’élevage des moyens financiers et matériels
pour recenser et identifier tout le cheptel sénégalais dans le but d’une meilleure
tracabilité et de mieux contréler la tuberculose bovine ainsi que toutes les autres
maladies animales. En effet, une bonne épidémiosurveillance des maladies passe par
I’identification du cheptel national mais aussi de celui de la sous région car, il existe
un véritable échange de bétail entre le Sénégal, le Mali et la Mauritanie. Grace a cette
identification, I’origine exacte de I’animal peut étre connue et par conséquent, la
source de la propagation de I’infection pourra étre neutralisée a temps.

L’aide internationale, a travers le Programme Panafricain de lutte contre les Epizooties
(PACE) a permis a la plupart des pays africains de mettre en place des réseaux
d’épidémiosurveillance. Avec la cléture du PACE, nous recommandons aux Etats de
prendre le relais pour continuer a faire fonctionner les réseaux d’épidémiosurveillance.
En effet, ces réseaux sont des outils précieux pour la sauvegarde et le maintien de la
santé animale.

En outre, I’Etat doit appuyer financierement le laboratoire de MIPI de ’EISMV et le
LNERV de I’ISRA qui ont a leur disposition le matériel de PCR afin qu’ils puissent

développer au mieux cette technique d’identification tres efficace en santé publique.

2. Aux vétérinaires et agents de I’élevage

v Aux frontiéres

Nous recommandons que :
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- Les véterinaires veillent & un meilleur contréle des animaux au niveau des
frontieres. Le contrble frontalier est trop sommaire dans la sous région. Seul un
laissez-passer est exigé et c’est certain que les informations qui y sont
mentionnées ne renseignent pas totalement sur I’état de santé des animaux.
L’exemple des pays développés doit nous inspirer car, pour toute importation
d’animal, I’éleveur propriéetaire est tenu de constituer un dossier de demande
d’importation d’animaux, de semences ou de viande contenant un certificat
zoosanitaire international délivré par les services véterinaires du pays exportateur
qui atteste que les animaux ou les produits sont indemnes de toutes maladies
contagieuses.

- Les vétérinaires procedent au dépistage par la tuberculination de la tuberculose
bovine dans les centres de quarantaine frontaliers qui commencent a voir le jour
au Séneégal précisement, au niveau des frontieres de Kidira et Rosso Sénégal. Et
comme il faut toujours essayer d’harmoniser les politiques sanitaires au sein de
I’UEMOA (Union Economique Monétaire Ouest Africaine), la construction de
ces centres de quarantaine est nécessaire dans tous les pays membres afin de

mieux développer le commerce sous-régional.

v Aux abattoirs

Que les agents techniques de I’élevage veillent:

- a une bonne désinfection quotidienne du matériel et des surfaces avec des
désinfectants efficaces comme I’eau de javel qui est trés disponible et peu
ONEreux.

- Au respect des doses prescrites pour son usage. Que la concentration de la
solution désinfectante soit de 200mg/l de chlore actif ou 2g dans une bassine de
10litres (BROUTIN et coll., 2005), couplé au respect du temps de contact del5 a
30 minutes avec le matériel ou la surface a désinfecter pour I’élimination des
bactéries et des virus respectivement. Et pour finir, rincer le tout a I’eau chaude
afin d’évacuer le désinfectant.

- Au port du matériel de protection (bottes, gants, masque bucco-nasal) par le

personnel et un contr6le médical périodique de ces professionnels de I’élevage.
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Un bon respect des regles d’hygiéne doit se faire au niveau des abattoirs car, des
études ont montré que les postes liés a I’exposition d’infection a la tuberculose bovine
sont par ordre d’importance (AYELE et coll., 2004) :

- les ouvriers d’abattoirs, les vétérinaires et les techniciens de laboratoire,
- les concierges d’animaux dans les zoos,
- les ouvriers des réserves et parcs d’animaux.

v Au laboratoire
Les vétérinaires doivent former un personnel specialement qualifié dans le
domaine de la recherche biomoléculaire car de nos jours, la biologie moléculaire

est de plus en plus utilisée du fait de son efficaciteé.

3. Aux éleveurs
Nous recommandons de n’importer que des animaux venant d’élevage ou de pays
d’état sanitaire connu.
Pour les éleveurs spécialisés dans la production laitiére, veiller a la pasteurisation du
lait au bain-marie en respectant le couple température- temps qui doit étre de 85°C
pendant 20 minutes ou 90°C pendant 10 minutes (BROUTIN et coll., 2005).

4.  Aux consommateurs

Nous recommandons:

- De ne consommer que du lait pasteurisé et de la viande bien cuite. En effet, les
populations urbaines ne s’infectent que par la voie gastro-intestinale et
développent ainsi une tuberculose extra pulmonaire ;

- Dréviter si possible les mauvaises conditions d’hygiene, le surpeuplement dans les
habitations. Ces éléments entre autres jouent un rble important dans

I’épidémiologie de la tuberculose dans les pays en voie de développement.
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5. Aux médecins

Nous recommandons :

- De tenir compte de la possibilité de I’infection des humains par Mycobacterium
bovis car c’est déja le cas dans certains pays (Ethiopie par exemple), infection
exacerbée par le VIH/SIDA.

- D’informer, de sensibiliser les populations sur la conduite a tenir afin de se
prémunir contre cette maladie. Car, dans les pays en voie de développement, les
populations disposent de peu d’informations sur la tuberculose zoonose a

Mycobacterium bovis.

La tuberculose bovine est une maladie que I’Etat, les professionnels de I’élevage et les
consommateurs doivent davantage prendre en considération car, cette maladie est
dangereuse puisqu’ évoluant tres lentement de facon insidieuse et provoquant ainsi des

pertes économiques importantes dans un pays.
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CONCLUSION

La tuberculose bovine est une maladie contagieuse, debilitante de I’homme et de
I’animal. Elle est causée par Mycobacterium bovis (M. bovis) appartenant au
complexe tuberculosis, qui comprend aussi Mycobacterium tuberculosis et
Mycobacterium avium. Les ganglions lymphatiques sont le siege initial de I’infection,
mais d’autres organes comme les poumons sont egalement atteints lorsque la maladie
est a un stade avancé. Les signes cliniques de la maladie sont la faiblesse, la perte
d’appétit, I’amaigrissement et la fiévre. La tuberculose bovine est une maladie
chronique et il peut se passer plusieurs années avant que I’animal infecté en manifeste
les signes cliniques. L’animal peut étre infecté inapparent jusqu’a son départ pour
I’abattoir.

Mycobacterium bovis a pour hétes habituels les bovins, mais elle peut se transmettre a
I’hnomme de méme qu’a d’autres animaux (porcs, chevaux...). Les personnes qui
risquent le plus de contracter le bacille bovin sont celles qui sont en contact direct et
prolongé avec des animaux infectés, par exemple: les éleveurs, les travailleurs
agricoles et les véterinaires. La facon la plus commune de contracter la maladie est
I’inhalation d’aérosols rejetés dans la respiration et les produits de la toux d’un animal
malade. D’autres modes de contamination sont I’ingestion de lait non pasteurisé d’une
vache infectée et le partage des mémes sources d’eau et d’aliments.

Comme la maladie peut ne pas s’exterioriser chez les bovins, méme dans les stades
avancés, le diagnostic est souvent effectué apres I’abattage, a I’occasion de I’examen
post-mortem de la carcasse. Les lésions siegent le plus souvent dans les poumons et les
ganglions lymphatiques associés de la téte, a I’appareil respiratoire et au tractus gastro-
intestinal.

La tuberculose bovine est une maladie trés présente dans les pays en voie de
développement mais elle est le plus souvent inconnue des éleveurs et des populations.
C’est pour une meilleure connaissance de I’agent éetiologique, que ce travail a été initié
au Sénégal au niveau des abattoirs de Dakar. Le travail a couvert une période de trois
ans (2005-2008).
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Durant cette période, 37 prélévements suspects de tuberculose bovine ont été recueillis
sur un total de 200 101 bovins. De ces 37 préléevements, 9 ont donné des bacilles
acido-alcoolo-résistants apres I’isolement en culture sur milieu de Lowenstein-Jensen
alors que la bactérioscopie directe sur organe a révelé la présence de bacilles acido-
alcoolo-résistants que sur deux prélevements.

Les 9 bovins infectés ont une moyenne d’age de 6,8 ans. Ce sont presque tous des
males et sont originaires pour la plupart du Mali (5 bovins). Cependant, la
connaissance de I’origine exacte des bovins est une préoccupation pour les pays de la
sous région car, ils n’ont pas encore réussi jusqu’a nos jours a régler le probleme de la
tracabilité malgré les nombreuses tentatives d’identification du bétail.

Au laboratoire, apres I’isolement en culture, des tests biochimiques (catalase, nitrate-
réductase et niacine) ont été effectués sur les 9 prélevements. Le résultat est que 2
prélevements sont catalase négative, nitrate réductase négative et niacine négative
donc contiennent des souches de Mycobacterium bovis ; le reste étant des atypiques. A
la suite des tests biochimiques, une identification par la biologie moléculaire (PCR)
grace aux programmes MIRU-VNTR et ETR-VNTR a révéle la présence de
Mycobacterium bovis dans 3 prélevements.

Les résultats fournis par ces deux méthodes d’identification sont souvent
contradictoires. Cependant la méthode moléculaire est beaucoup plus fiable par
rapport a I’identification biochimique. De plus, la PCR permet de déterminer la
filiation des souches pathogénes et révele des indices sur I’origine des épidémies ce
qui contribue & identifier les causes de foyers et de réestimations des risques
zoosanitaires.

Par conséquent, les Etats africains en voie de développement doivent mobiliser des
moyens financiers, logistiques et humains afin de développer ces techniques
biomoléculaires pour une lutte efficace contre la tuberculose bovine. Les vétérinaires
et professionnels de I’élevage doivent s’impliquer un peu plus dans le dépistage de la
tuberculose bovine et informer les éleveurs et les populations sur les risques qu’il y a a
consommer du lait non pasteuriseé et de la viande mal cuite. 1l faut associer a cela la
relation étroite qui existe entre tuberculose et VIH/SIDA. La construction de centres
de quarantaine et de futurs laboratoires au niveau des frontieres de Kidira et de Rosso-

Senégal est une bonne initiative de la part des autorités du Sénégal pour un meilleur
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controle de la maladie. Car, bien que I’épidémiologie de la tuberculose soit bien
comprise, le controle et les stratégies d’élimination connus depuis longtemps, la
maladie est encore largement répandue dans les pays en voie de développement. Il faut
donc imaginer des stratégies de contréle et de diagnostic précoces de la maladie et
avoir comme perspectives, la continuation de la recherche dans le domaine de la
biologie moléculaire et I’étude approfondie des différentes sources de discordances
entre les méthodes biochimique et biomoléculaire, de plus I’étude des mycobactéries
atypiques s’impose car leur présence est de plus en plus démontrée dans plusieurs

recherches.
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ANNEXES

Annexe | : Décontamination des prélévements destinés a la recherche des bacilles
tuberculeux (Technique de Petroff)
(Source : DAO, 2005)

a. Réactifs

Solution stérile de soude a 4 pour 100.
Solution d’acide sulfurique a 6 pour 100.

Solution stérile de Bleu de Bromothymol & 0,2 pour 100.

b. Matériel

Mortiers et pilons en porcelaine.

Tubes a centrifuger a vis.

Centrifugeuse avec accessoire de protection contre la nébulisation.
Pipettes et pro pipettes.

Ciseaux, gants et masque bucco-nasal.

Hotte a flux laminaires.

Sonificateur

c. Technique

Nettoyage et stérilisation par flambage des mortiers et pilons.

Broyage de quelques grammes du prélévement dans un mortier en
présence d’un volume convenable de solution de soude a 4%.
Transvaser le tout dans un tube a centrifuger stérile et ajouter 4 a 5
gouttes de solution de Bleu de Bromothymol a 0,2% stérile.

Porter a I’étuve pendant 1 heure a 37°C puis neutraliser le mélange
avec de la solution d’acide sulfurique a 6% goutte a goutte jusqu’a ce
que le mélange vire au jaune persistant.

Centrifugation du mélange a 3000 tours/minute pendant 20 mn.
Eliminer le surnageant avec une pipette munie d’une pro pipette.

A partir du culot de centrifugation, realiser un frottis pour la
bactérioscopie et ensemencer les milieux de culture.



Annexe Il : Préparation du milieu de Lowenstein-Jensen
(Source : DAO, 2005)

d. Formule en grammes par litre du milieu sec de Lowenstein-Jensen

Phosphate monopotassique : 2,5 ¢
Sulfate de magnésium : 0,24 g
Citrate de magnésium : 0,60 g
Asparagine : 3,60 g

Fécule de pomme de terre : 30 g
Vert Malachite: 0,4 g

e. Préparation du milieu de Lowenstein-Jensen

Mélanger 9,325 g de milieu sec a 150 ml d’eau distillée

Chauffer le mélange tout en I’agitant jusqu’a I’ébullition. Le mélange
devient ainsi vert foncé

Séparer a volume égal le liquide dans deux flacons

Verser 1,5 ml de glycérine dans un des flacons

Stériliser le tout a 120 degres pendant 30 minutes
Le reste du travail s’effectue sous une hotte.

Casser les ceufs préalablement nettoyés et désinfectés avec de la soude
a 4% puis séchés a I’étuve pour I’obtention d’un volume de 250 ml
Homogeénéiser ces 250 ml d’ceufs et les répartir dans les deux flacons
en raison de 125 ml chacun

Homogénéiser chaque flacon puis remplir des tubes stériles (on se
retrouve ainsi avec deux catégories de tubes a savoir une glycérinée et
une autre non glycérinée)

Mettre tous les tubes en position inclinée dans un four pasteur pour la

coagulation a 85 degrés pendant 45minutes.

Le milieu ainsi prét a I’emploi a une couleur verte claire.
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Annexe V : Reéalisation des tests biochimiques
(Source : DAO, 2005)
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Réalisation du test a la catalase

Réactifs :

Mélanger dans un flacon de 250 ml :

de I’eau oxygénée pour catalase : H,O, a 20 volumes 27ml
de I’eau distillée 173 ml

du Tween 80 préchauffée 45 ml

Technique :

Prendre deux tubes a vis stériles et mettre 0,1ml d’eau distillée
stérile par tube ;

Faire une suspension épaisse d’une culture jeune de mycobactéries
dans les deux tubes ;

Faire chauffer 15minutes au bain marie a 68 degrés I’un des deux
tubes et le laisser refroidir ;

Mettre dans chacun des deux tubes 1ml de la solution
préalablement préparée et apres dix minutes de contact, observer et
comparer les hauteurs de mousse entre les tubes chauffés et les
tubes non chauffés correspondant a un dégagement d’oxygeéne

gazeux.



Réalisation du test a la niacine

e Reéactifs :

Bromure de cyanogene

Aniline

e Technique par extraction :

Recouvrir de 1ml d’eau distillée stérile une culture pure de
mycobactéries sur Lowenstein-Jensen agée de deux a trois
semaines. Bien mouiller toute la surface de la culture ;

Laisser reposer 30 minutes a la température ambiante le tube en
position horizontale de facon a ce que I’eau recouvre toute la
culture ;

Laisser décanter en position verticale dix minutes pour permettre
aux particules du milieu de se reposer ;

transférer 0,5 ml de I’extrait ainsi obtenu dans un tube a vis ;
disposer les bandelettes imprégnées de réactifs a I’intérieur de
chaque tube.

Lire les résultats aprés dix minutes de contact.

Réalisation du test a la nitrate réductase

e Réactifs:
Solution de nitrates : NaNO3 a 0,850 g

Tween & 80.50 ml
Eau distillée g.s.p. 1000ml

Réactifs de Griess : Nitrite | : Acide sulfanilique 0,8 ¢

Acide acétique 5N 100ml
Nitrite 11 : Acide acétique 5N 100ml
Alpha naphtylamine 0,5 g

e Technique :



Recouvrir 2ml de solution de nitrate une culture pure de
mycobactéries sur Lowenstein- Jensen agée de deux semaines ou
plus puis mettre & I’étuve pendant deux heures a 37 degres ;

Ajouter 0,3 ml de nitrite | puis 0,3 ml de nitrite II.



Annexe VI

(Source : FROTHINGHAM et MEEKER-O’CONNELL, 1998)

Méthode de PCR standard

1.

Inactivation de la culture solide de mycobactéries

L’inactivation d’un échantillon de la culture primaire provoque la libération de I’ADN

bactérien. Ce dernier est utilisable pour I’amplification avec la PCR.

Etiqueter des microtubes,
mettre 1ml d’eau distillée stérile par microtubes,

transférer

quelques colonies d’une culture dans

correspondant,

vortexer,

le  microtube

inactiver I’échantillon a 95 degrés durant 15 minutes dans le bain-marie,

laisser refroidir a la température ambiante.

Cet échantillon sera mélangé au « Master Mixe » et le mélange suivra le processus

d’amplification.

2. Préparation du « Master-Mixe »

Pour une réaction PCR, les réactifs suivants et leurs quantités sont indiqués dans le

tableau ci-dessous

TABLEAU I : PCR mixe pour une réaction de PCR

10. BD dNTP Taq
dH20 (Tampon (chaque (ZASQnSI:/ZI) A(‘E)OT/?; A(\{r(\)or'(\:/(le)Z polymérase

PCR) type 2mM) H H (5U/ul)
11,7ul 2ul 2ul 1.2ul 1l 1l O.1ul

Pour faciliter le pipetage, il est conseillé de produire un « Master Mixe » avec les

mémes amorces pour tous les échantillons a tester. En outre, il faut produire une plus

grande quantité que théoriqguement nécessaire afin de prendre en considération les

pertes pendant le pipetage. Par conséquent, pour les 13 réactions de PCR que nous




devons effectuer, calculons 14 fois les quantités indiquées dans le tableau 1 ; ce qui

nous donne le tableau suivant.

TABLEAU Il : PCR « Master Mixe » pour 14 réactions

dH20 10.BD |dNTP  |MgCL2 | Amorcel | Amorce2 | 124
polymérase
163,8ul 28l 28l 16,8ul 14ul 14ul 1.4ul

3. Préparation du mélange a amplifier
Il faut d” abord étiqueter les tubes PCR et effectuer toutes les manipulations suivantes
sur glace. Ensuite, ajouter 19ul « Master Mixe » dans tous les tubes PCR puis 1l
d’extrait d’ADN.

4. Amplification

- Mettre la machine de thermocyclage en marche et choisir le programme a
effectuer ; dans notre étude, c’est le programme MIRU- et ETR-VNTR qui est
utilise,

- Mettre les tubes PCR dans la machine de thermocyclage tel que les tubes ne se
génent pas,

- Démarrer le programme,

- Enlever les tubes PCR de I’appareil quand la PCR est finie et les mettre en
migration ou les garder a + 4degrés jusqu’au lendemain,

- Eteindre I’appareil.

Le tableau ci-dessous indique les différentes réactions PCR pour le programme

MIRU-VNTR et ETR-VNTR.

TABLEAU I11 : Réaction PCR

PCR Début Dénaturation | Hybridation | Elongation Cycles Fin
MIRU et 94°C 94°C 65°C 72°C 40fois 72°C
ETR Imn 30sec 30sec 1mn 10mn




5. Méthode de préparation du gel électrophorése pour la détection des
produits PCR
a. Préparation du gel a 2 pour 100

Peser 3g d’agarose,

Ajouter 150ml de TBE 0,5x

Dissoudre I’agarose en chauffant jusqu’a ce que tout le matériel soit
dissout,

Laisser refroidir jusqu’a 55 degrés,

Ajouter 15ul de Bromide d’Ethidium et mélanger,

Mettre le peigne,

Couler le gel et laisser polymériser (environ une heure de temps),
Ajouter la solution de TBE 0,5x a au moins 1cm au dessus du fil

électrique et enlever le peigne.

Charger la gélose

Mettre une goutte du bleu de charge pour chaque échantillon a tester
sur un morceau de parafilm,

Ajouter 10l de produits PCR (extrait d’ADN) ou du marqueur et
mélanger avec le bleu de charge,

Transférer 10ul dans le puits correspondant en intégrant un témoin

positif et un témoin négatif.

Electrophorese

Laisser migrer a 120volts les produits PCR pendant une heure de temps.

Rappelons que I’ADN étant légerement chargé négatif, dans les

conditions du tampon utilisé, migre du p6le négatif vers le pole positif.

Détection

Pour la détection du signal, transférer, d’abord, le gel en dehors de sa

forme directement sur la table UV ensuite, verifier le signal dans le

sombre avec la lampe UV et enfin effectuer la photographie.
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« Fidelement attaché aux directives de Claude BOURGELAT, fondateur de
I’enseignement vétérinaire dans le monde, je promets et je jure devant mes maitres et
mes ainés :

> D’avoir en tous moments et en tous lieux le souci de la dignité et I’honneur
de la profession vétérinaire,

» D’observer en toutes circonstances, les principes de correction et de droiture
fixés par le code de déontologie de mon pays,

» De prouver par ma conduite, ma conviction, que la fortune consiste moins
dans le bien que I’on a, que dans celui que I’on peut faire,

> De ne point mettre a trop haut prix le savoir que je dois a la générosité de ma
patrie et a la sollicitude de tous ceux qui m’ont permis de réaliser ma
vocation,

Que toute confiance me soit retiree, s’il advient que je me parjure ».



Contribution a I’étude de la tuberculose bovine aux abattoirs de Dakar (Sénégal) ;

identification biochimique et biomoléculaire de 9 souches de mycobactéries sur 200101

carcasses inspectées de 2005 a 2008

RESUME
La tuberculose bovine est une maladie infectieuse, contagieuse, due au bacille du genre

Mycobacterium bovis. Elle affecte principalement les bovins mais d’autres animaux aussi
bien domestiques que sauvages ainsi que I’hnomme peuvent étre atteints par la maladie.

La tuberculose bovine est présente dans la plupart des pays en voie de développement et
engendre des conséquences socio-économiques importantes. Au Sénégal, la tuberculose
bovine existe depuis tres longtemps. Des enquétes ont été menées aux abattoirs de Dakar afin
de connaitre la situation actuelle de la tuberculose bovine dans le pays.

A I’issue de cette enquéte aux abattoirs, 37 prélevements suspects de tuberculose bovine ont
été récoltés sur un total de 200101 carcasses de bovins soit une prévalence de 0,0185%.
L’étude des lésions tuberculeuses porte principalement sur les poumons. Au laboratoire, 9
cultures positives de bacilles acido- alcolo- résistantes sur 37 ont été identifiées en
bactérioscopie.

Apreés isolement en culture, I’identification biochimique, a travers les tests a la catalase, a la
niacine et a la nitrate réductase, a révélé que la plupart des souches sont des mycobactéries
atypiques.

L’identification biomoléculaire, par la PCR, a révélé I’existence de trois souches de
Mycobacterium bovis.

Ces résultats confirment la présence de la tuberculose bovine au Sénégal et que I’Etat ainsi
que les différents acteurs de I’élevage doivent prendre plus en considération cette maladie

pour une meilleure protection des populations humaine et animales.

Mots clés : Tuberculose bovine - Mycobacterium bovis - prélévements suspects - poumons -
Mycobactéries - Souches — Bovins - Mycobacteries atypiques — Sénégal - Abattoirs de Dakar
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