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RESUME

Nous caractérisons pour la premiéere fois les souches responsables de la tuberculose bovine chez les
bovins récoltées dans deux abattoirs de la région nord de I'Algérie. Les résultats présentés ont déja
fait I'objet d’'une publication [Sahraoui et al., 2009].

D’'un ensemble de 100 animaux, 101 souches bactériennes ont été isolées dont 88 étaient des
souches de Mycobacterium bovis, une souche ayant un profil de Mycobacterium caprae et 12 autres
souches appartenaient a d’autres espéeces bactériennes.

Les 89 souches du complexe Mycobacterium tuberculosis (CMT) ont été caractérisées par
spoligotypage : 23 spoligotypes différents ont été obtenus dont deux prédominants (SB0120 et
SB0121) représentant respectivement (39%) et (21%) des isolats. De ces 23 spoligotypes identifiés,
18 spoligotypes ont déja été cités et cing spoligotypes y compris le spoligotype de la souche M.
caprae n’avaient jusqu’a présent jamais été décrits.

Au total, 88% des souches de M. bovis isolées montraient des spoligotypes déja détectés en France
dont plusieurs types étaient auparavant également trouvés dans d’autres pays européens. Nos
résultats nous laisseraient supposer que l'origine de la majorité des souches de M. bovis retrouvées
au nord de 'Algérie est européenne, par suite de l'introduction de bovins exportés vers I'Algérie.
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SUMMARY

Bovine tuberculosis is prevalent in Algeria and causes highly significant losses. This study was carried
out in two slaughterhouses in the northern part of Algeria.

A total of 7250 animals were examined. Post-mortem inspection demonstrated tuberculosis-like
lesions in 260 of these animals. Samples were collected from affected organs for culture,
bacteriological examination and characterization by molecular typing techniques.

One hundred and one bacterial strains were isolated from a total of 100 animals, 88 of these were
identified as M. bovis; one was a strain of M. caprae (SB1451) and 12 were strains of other bacterial
species. Spoligotyping of the 89 Mycobacterium tuberculosis complex strains revealed a total number
of 23 different spoligotypes with two types (SB0120 and SB0121) being most frequently found and
accounting for 39% and 21% of the strains isolated, respectively.
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Of the 23 spoligotype patterns observed, 18 types had been previously reported. The remaining 4 had
not been described so far.

Altogether, 88% of the M. bovis strains detected showed spoligotype patterns previously described in
strains from France and some had also been detected in strains from other European countries. Our
results suggest that the majority M. bovis strains identified in Algeria are of European origin.

Keywords: Bovine tuberculosis, Slaughterhouse, Bacterial culture, Spoligotyping, Algeria.
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| - INTRODUCTION
Le cheptel national bovin compte actuellement des mouvements des animaux et on estime
plus de 1.6 millions de tétes dont 58% sont des que le cheptel bovin national dépasse les
vaches laitieres. On distingue deux types de valeurs citées ci-dessus.
E}(;?/tire]n[wAenonci/eme,pzrggg]cflon dans  [élevage En Algérie, la _tubg:rculose boyine est dépistée
par tuberculination et [linspection des
e Le systéme extensif comprend les races carcasses dans les abattoirs. Ces deux outils
locales et les races croisées. Cet élevage ne permettent pas d’identifier exhaustivement
est orienté vers la production de viande les animaux infectés. La mise en place d’'un
(78% de la production nationale), il assure outil de diagnostic permettant la caractérisation
également 40% de la production laitiere des souches a l'origine de I'infection reste
nationale. indispensable pour confirmer ou infirmer une
N . . o suspicion de tuberculose sans ambiguité.
e Le systeme intensif repose principalement
sur les races importées. Ce type d’élevage Afin de compléter le diagnostic des tests
est orienté vers la production laitiére. La tuberculiniques et de détection a l'abattoir, la
taille des troupeaux est relativement faible : mise en place d'un outil de diagnostic
six & huit vaches laitieres par exploitation. permettant la caractérisation de souches est
Le systéme intensif représente 30% de indispensable pour identifier 'agent causal et
I'effectif bovin et assure prés de 20% de la le caractériser avec plus de fiabilité et de
production bovine nationale. précision [Maugein et Bebear, 2003].
Ce dernier est identifié et agréé par I'Etat, alors Le spoligotypage est la méthode la plus
gue certaines exploitations constituées de utilisée pour la caractérisation des souches de
races croisées et locales sont non agréées. M. bovis, notamment pour mener des études

d’épidémiologie  moléculaire.  Elle  peut
éventuellement étre utilisée pour I'identification
d’une espece du complexe de Mycobacterium
tuberculosis, et la différenciation des souches
a l'intérieur du méme espéce appartenant a ce
complexe, y compris M. bovis et peut aussi
distinguer M. bovis de M. tuberculosis [Heifets
et Jenkins, 1998] et de M. caprae [Prodinger et
al., 2005]. Cette technique est facile & mettre
en oeuvre, c’est pourquoi elle est largement
répandue. La standardisation est également
aisée, ce qui facilite les comparaisons entre
publications [Walravens et al., 2006].

I faut mentionner que les campagnes
biannuelles de dépistage de la tuberculose et
de la brucellose du bétail laitier concernent
uniguement les étables agréées dont la
production laitiere est destinée au centre de
collecte de lait, par conséquent, elles ne
portent que sur un nombre faible d'animaux
par rapport au nombre de bovins existants.
Pour cela, l'absence d'une identification
généralisée des bovins ne permet pas de
mettre en place une réglementation de la
circulation du bétail et un contréle approprié
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L’'objectif de cette étude est d’appliquer la
technique de spoligotypage sur des souches
de M bovis et M. caprae provenant de deux
abattoirs de la région nord de I'Algérie pour le
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typage et la caractérisation. Les résultats
présentés ont déja fait 'objet d’une publication
[Sahraoui et al., 2009].

Il - MATERIEL ET METHODES

1. ECHANTILLONS

Des prélévements d’organes et de ganglions
ont été récoltés durant la période d’aolt a
novembre 2007 dans deux abattoirs situés au
nord de I'Algérie sur des carcasses de bovins
saisies pour cause de tuberculose.

Durant cette période, 7 250 bovins abattus ont
été examinés ; cette inspection nous a permis
de collecter 260 échantillons. Ces derniers ont
été recueilis dans des pots stériles
accompagnés d’'une fiche de renseignements.
Tous les prélevements ont été transportés
sous glace a I'institut Pasteur de I'Algérie.

2. EXAMEN BACTERIOLOGIQUE

Ces échantillons ont fait I'objet d’'un examen
microscopique, d’'une mise en culture et d’'une
identification biochimique.

Au laboratoire, les spécimens ont été
sectionnés en petits morceaux en utilisant des
lames stériles et des boites de Pétri. Les
fragments ainsi préparés sont homogénéisés
avec un mortier et un pilon. L’homogénat a été
décontaminé, en y ajoutant 4 ml d’acide
sulfurique a 4%, puis neutralisé par NaOH a
6% en utilisant le bleu de bromothymol comme
indicateur. La neutralisation a été atteinte
lorsque la couleur de la solution a changé,
passant du jaune au vert.

Ensuite, 2 ou 3 ml de la suspension de chaque
échantillon ont été étalés sur deux tubes de
milieu de Lowenstein-Jensen, l'un enrichi de
pyruvate de sodium et lautre enrichi du
glycérol. Les cultures ont été incubées a 37° C
pendant 12 semaines avec une observation
hebdomadaire de la croissance des colonies.
Quand la croissance est visible, des frottis ont
été préparés et colorés par la technique de
Ziehl- Neelsen.

Une identification primaire de toutes les
souches isolées était basée sur les délais
d’apparition des colonies et leur morphologie.
L’identification proprement dite a consisté en la
réalisation de trois tests biochimiques, a
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savoir, la réduction des nitrates, 'accumulation

de la niacine et [lactivit¢ catalasique
thermolabile a 68° C.

3. EXTRACTION D’ADN

Cent une cultures positives ont été

transportées au laboratoire du centre national
des mycobactéries a Zurich en Suisse pour
I'extraction de I'ADN. Cette procédure a été
réalisée selon le protocole décrit dans le kit de
InstaGene™ Matrix (Bio Rad ®)

4. IDENTIFICATION MOLECULAIRE

L'identification moléculaire a été effectuée
aprés mise en culture sur milieu de
Léwenstein-Jensen. La méthode
d’identification utilisée est la technique de
spoligotypage qui caractérise la structure du
locus DR.

Cent une souches différentes ont été
analysées par cette technique qui n’a concerné
que 101 isolats et 33 ont été retirés de
l'analyse. Cette analyse a été effectuée au
Veterinary Laboratories Agency a Weybridge
en Angleterre selon le protocole publié par
Kamerbeek et al. [1997].

Les résultats présentés ont été comparés et
intégrés dans les bases de données
internationales (www.Mbovis.org, SpolDB4).
Leur nomenclature a été utilisée pour définir
les profils dans cette étude.

Les souches ont été également identifiées par
délétion de la région RD4 selon le protocole
décrit par Brosch et al. [2002].

De plus, nous avons confirmé I'absence de la
région RD12 dans le génome de la souche de
M caprae.

Le séquencage des 12 souches n’appartenant
pas au CMT a été effectué au Centre national
des mycobactéries de Zurich, tel que décrit par
Zucol et al. [2006].
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Il - RESULTATS

La prévalence globale des lésions suspectes
était de 3,58%. Les lésions ont essentiellement
été trouvées dans les ganglions pulmonaires et
les poumons.

Sur les 260 prélévements mis en culture, nous
avons obtenu 134 cultures positives (51,54%),
106 cultures négatives (40,77%) et 20 cultures
contaminées (7,69%). Les cultures positives
ont été confimées par coloration de
Ziehl-Neelsen.

La technique de spoligotypage a permis
d’identifier 88 souches de M. bovis
caractérisées par I'absence des spacers 3, 9,
16 et 39 a 43. En plus, une souche (SB1451)
ne possédait pas les spacers 1,3-16, ce qui
indique que cette souche est un M. caprae
[Prodinger et al., 2005].

Par ailleurs, le séquencage du gene 16S r
RNA de douze autres souches a identifié trois
mycobactéries non tuberculeuses, la premiére
souche présentait une grande similitude avec
M. chitae (97,7% des séquences identiques);
la deuxieéme était fortement lié & M. brasiliensis
(98,4% des séquences identiques) et la
troisieme montrait une grande similarité avec
M. acapulcensis et M. flavescens (99,7% des
séquences identiqgues pour chacune d’elles).
Quatre souches de Rhodococcus equi et cing
autres souches appartenant a d’autres

especes bactériennes (Ureibacillus
thermophaericus,  Corynebacterium  spp.,
Paenibacillus  spp., Pseudomonas spp.,

Streptococcus spp.).

Ainsi, parmi les souches de M. bovis typées
par spoligotypage (n=101), seulement 4 se
sont révélées nouvelles (4,49%), a savoir,
SB1447, SB1448, SB1449 et SB1450, et les
84 autres souches présentaient un profil déja
décrit dans dautres pays du monde, par
comparaison avec la banque de données
mondiale en leur attribuant un numéro type
dans cette banque.

Parmi les 88 souches de M. bovis, 15
présentaient un profil unique c'est-a-dire
retrouvé une seule fois dans I'étude.

La figure 1 présente [I'ensemble des

spoligotypes isolés en Algérie.

Le profil dominant en Algérie (SB0120) est
rencontré dans 35 souches (39%) et le
SBO0121 était présent dans 19 isolats (219%).

L’'absence de la région RD4 a été mise en
évidence, confirmant I'identité de M. bovis pour
les 88 souches. Alors que pour la souche M.
caprae (SB1451), cette région était présente.
Nous avons aussi confirmé I'absence de la
région RD12 chez cette méme souche [Smith
et al., 2006].

IV - DISCUSSION

Ce travail constitue une premiére en Algérie

pour la caractérisation moléculaire des
souches de mycobactéries. L'utilisation du
spoligotypage comme méthode de

caractérisation permet une bonne appréciation
de la diversité. Cette technique se caractérise
par une grande sensibilité et spécificité
[Kamerbeek et al., 1997].

Pour les 88 souches de M. bovis isolées,
guatre souches (SB1447, SB1448, SB1449 et
SB1450) n'ont jamais été décrites nulle part
dans le monde. Il en ressort que sur les 22
spoligotypes de M. bovis différents obtenus,
deux sont prédominants (SB0120 et SB0121)
et représentent 39% et 21%, respectivement.

150

Ces deux profils sont trés proches de ceux
décrits en France [Haddad et al., 2001], en
Espagne [Aranaz et al., 1996], en Belgique
[Walravens et al.,, 2006], en Italie et dans
d’autres pays du monde. Il est a noter que les
spoligotypes de 89% de M. bovis trouvés en
Algérie ont déja été détectés en France.
Cependant, les trois types les plus fréquents
en France sont aussi parmi les trois types les
plus fréquents en Algérie (SB0120, SB0121,
SB0134). Eu égard a ce qui précede, et
comme ['Algérie a importé des bovins
d’Europe, particulierement de la France, il
nous semble trés plausible qu’il existe une
relation directe entre les souches trouvées en
Algérie et celles d’Europe.
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Figure 1

Différents spoligotypes isolés en Algérie

Numéro SB Fréquence

Alger Blida Total %

SB0120 17 18 35 3%
SB0822 1 1 2% Wl
SB0134 7% Wl
SB1086 1% HE
SB0331 1% HE
SB1447 1% Wl
SB1448 1% HE
SB1449 1% HE
SB1450 2% Hl
SB0828 1% HE
SB0831 1% HE
SB0837 1% Wl
SB0121 21%
SB0132 1% HE
SB0941 7% Wl
SB0873 1% HE
SB1452 1% HE
SB0850 2% Wl
SB0867 1% HEEEE
SB1200 1% WA
SB0162 1%

SB0860 2% HHE
SB1451 1% [ ]

Total: 100%
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L’hypothése serait que la tuberculose bovine
ait été introduite en Algérie de I'Europe par le
cheptel importé comme suggéré par de
nombreux auteurs [Aranaz et al., 1996;
Njanpop-Lafourcade et al.,, 2001 ; Cataldi et
al.,, 2002; Zanini et al.,, 2005]. De plus, les
archives du ministére de [l'agriculture et du
développement rural relatives aux importations
de cheptel bovin en Algérie indiquent que les
importations provenaient principalement des
pays européens tels que la France, I'Autriche
et la Hollande (données non publiées).

Les nouveaux profils (SB1447, SB1448,
SB1449 et SB1450) caractérisés par I'absence
des spacers 4 et 5 seraient le fruit d'une
évolution de souches importées en prenant en
considération que les spacers ne peuvent pas
étre gagnés mais seulement perdus. En effet,
Aranaz et al. [1996] et Cousins et al. [1998]
rapportent que cette portion du génome est
polymorphe et que des fragments
disparaissent chez certaines souches. De ce
fait, on pourrait imaginer que ces profils
seraient dérivés du type SB0134 (il pourrait
faire partie d'un méme groupe de bactéries)
qui représente le dernier ancétre commun des
souches avec les spoligotypes SB1447-
SB1450. Par conséquence, les types SB1447-
SB1450 peuvent étre dérivés du spoligotype
SB0134 avec un minimum de pertes de
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spacers ou du spoligotype SB0822 puisque
SB0134 peut dériver de SB0822.

Comparés aux souches du continent, nos
résultats indiquent que la population de
souches trouvées en Algérie est différente de
celle rencontrée dans d’autres pays de la
région Ouest-Africaine (prédominance des
souches sans spacer 30) tel que rapporté par
Njanpop-Lafourcade et al. [2001] au
Cameroun, Schelling et al. [2005] au Tchad et
Muller et al. [2008] au Mali. Nous avons
rencontré uniguement deux souches sans
spacer 30. Ces derniéres ne montrent pas la
délétion RDAfl qui est spécifique pour les
souches du complexe Afl. De plus, Miller et
al. [2009] ont conclu que la distribution et la
fréquence des souches du complexe clonal
AF1 ne sont pas uniformes dans toute
I'Afrique; ces souches sont a haute fréquence
dans les pays de I'Ouest-Afrique, mais sont
rares ou absentes en Algérie.

Comme le taux d’isolats dépend de la taille de
l'échantillon, nous jugeons que dans la
présente étude, I'échantillon ne peut étre
représentatif de la région nord de I'Algérie, et
par conséquent, on estime que le taux d’isolats
pourrait dépasser le nombre des profils cités
comme rapporté par Vynnycky et al. [2003].




Epidémiol. et santé anim., 2010, 57, 147-154

Par conséquent, il est difficile de dire si
lAlgérie appartient ou pas aux pays
caractérisés par un haut niveau ou un faible
niveau d’hétérogénéité des souches de M.
bovis. Toutefois, nous supposons que I'Algérie
appartient au groupe a faible hétérogénéité
comme ['Australie [Cousins et al., 1998], la
Tanzanie [Kazwala et al., 1997] et la Chine
[van Soolingen et al., 1995].

La caractérisation de la souche de
Mycobacterium caprae, fondée sur I'absence
des spacers 1, 3-16 et 39 a 43 comme observé
en Europe [Prodinger et al., 2005], reste une
des particularités de ce travail. En effet, M.
caprae a été isolé pour la premiére fois chez
les chévres, mais sa présence ne se limite pas
aux troupeaux caprins, elle a été également
isolée chez d’autres hotes, tels les bovins, les
sangliers, les porcs et méme 'homme comme
rapporté par Aranaz et al. [1999] et Gutierrez
et al. [1997]. Ces résultats supposeraient soit
une transmission de linfection tuberculeuse
entre les bovins et les caprins en Algérie, par
suite de la cohabitation des deux especes
animales. Mais l'infection due a M. caprae
chez la chévre n'a jamais été prouvée en
Algérie et le diagnostic n’a jamais été réalisé
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chez cette espece), soit que la tuberculose due
a M. caprae n’est pas restreinte aux chévres et
que d'autres especes de mammiféeres sont
atteintes également, principalement les bovins
et c’est a 'occasion de I'introduction de bovins
importés en Algérie que linfection aurait pu
s’introduire et se transmettre aux bovins
locaux.

Il faut signaler que sur 'ensemble des animaux
échantillonnés, nous avons isolé deux souches
différentes sur le méme animal, l'une était M.
bovis et I'autre R. equi. Il s’agit donc d’une co-
infection. Le R. equi se caractérise sur le plan
Iésionnel par des lésions pyogranulomateuses
des poumons, caractéristique aussi de
Mycobacterium tuberculosis, a laquelle elle est
étroitement liée [Meijer et Prescott, 2004]. Les
travaux sur R. equi indiquent que la majorité
des genes sont similaires a M. tuberculosis
[Rahman et al.,, 2003]. De plus, R. equi et
Mycobacterium sont deux espéces qui
appartiennent au méme ordre, celui des
Actinomycétales. Ce dernier contient un
nombre de bactéries pathogénes qui inclue les
genres Rhodococcus, Nocardia,
Corynebacterium et Mycobacterium
[Goodfellow et Alderson, 1977].

V - CONCLUSION

Cette étude fournit, pour la premiére fois,
guelgues données caractérisant la variabilité
des isolats de M. bovis en Algérie par
'approche moléculaire.

Toutefois, ce travaill montre [utilité du
spoligotypage et de la caractérisation par
délétion de la région RD4 pour I'identification
des espéces et des souches responsables de
la tuberculose en Algérie et I'acquisition de ces

outils permettra d’obtenir un diagnostic certain
de la tuberculose bovine.

Le typage moléculaire des souches de M bovis
constitue donc un précieux outil pour
déterminer [l'origine de cette affection et
orienter les enquétes épidémiologiques
amenant & apprendre des mesures
approprices de gestion. Ces éléments
contribuent & une meilleure compréhension la
dynamique d’infection de la tuberculose.
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