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RESUME

Depuis les années 2000, en Céte-d’Or, on assiste a une recrudescence des cas de tuberculose a Mycobacterium
bovis dans les cheptels bovins, associée a une contamination de la faune sauvage a proximité des élevages
contaminés. Dans certaines zones du département, la faune sauvage infectée serait impliquée dans le retour
de la maladie aux bovins. La transmission indirecte de la maladie par I’'environnement semblerait une voie
importante de la contamination entre faune sauvage et domestique.

Afin d’évaluer la prévalence de M. bovis dans |'environnement et d’évaluer le réle de I'environnement dans la
transmission indirecte de la maladie, nous avons développé des outils moléculaires de détection adaptés aux
matrices environnementales complexes (sol, eau, matiéres fécales). Ces outils a la fois spécifiques et sensibles
nous ont permis d’analyser de nombreux prélevements réalisés en 2013. Seuls deux échantillons de sol se sont
révélés faiblement positifs.

Mots-clés : tuberculose bovine, bovins, faune sauvage, environnement, PCR en temps réel.

SUMMARY

Since year 2000, an increasing number of cases of bovine tuberculosis ¢ were found in cattle in Coéte-d’Or.
These are caused Wild animals Infected by Mycobacterium bovis found near contaminated farms were
considered as the likely source of contamination. We assume that contamination between wild and domestic
animals may occur indirectly, by environmental factors (soil, water, feces).

To quantify the prevalence of M. bovis in the environment and to evaluate its role in indirect transmission of
the disease between species, we developed molecular detection tools. These are adapted to complex
environmental matrices (soil, water, faces), and are both specific and sensitive. They allowed us to analyze
numerous samples collected in 2013. Two samples gave slight positive results.
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Détection de Mycobacterium bovis dans I'environnement :
premiers résultats des recherches menées en Cote-d’Or

I - INTRODUCTION

Déclarée indemne de tuberculose bovine en 2000,
la France connait depuis 2002 une réémergence de
I'infection dans certains départements,
notamment en Coéte-d’Or. Entre 2002 et
aujourd’hui, 178 foyers ont été successivement
déclarés dans ce département. Pour la saison
2012-2013, la moitié des cheptels infectés avaient
déja été déclarés foyer une, deux voire trois fois
auparavant. La répartition des cas bovins sur le
département n’est pas aléatoire, mais concentrée
sur une zone assez réduite.

Deux spoligotypes principaux sont retrouvés chez
les bovins: SB0120 (VNTR 5544), appelé plus
simplement BCG-like dans la région de Vénarey-
Les-Laumes et Vitteaux, et SB0134 (VNTR 5355),
appelé GB35 dans la région de Pouilly-en-Auxois.

Parallélement a l'infection bovine et a proximité
d’un cheptel foyer, l'infection a été détectée pour
la premiere fois chez un animal sauvage en
2003 chez un cerf. Entre 2003 et 2007, seulement
deux sangliers en plus du cervidé ont été trouvés
infectés. Depuis 2007, et chaque année, la maladie
est régulierement retrouvée chez des blaireaux et
des sangliers, moins régulierement chez les cerfs.
Les animaux sauvages infectés sont
majoritairement trouvés a proximité de cheptels
bovins infectés.

L'hypothese d’un cycle épidémiologique de
transmission de la maladie entre bovins et faune
sauvage est maintenant reconnue [Richomme et
al., 2010], méme si celui-ci est encore mal connu.
En France, les exemples de la forét de Brotonne
[Zanella et al., 2008], de la Cote-d’Or, de la
Dordogne [Payne et al., 2012], de la Corse
[Richomme et al., 2010], et ceux de I’Espagne
[Aranaz et al, 2004], ont montré que les
spoligotypes et les profils VNTR (Variable Number
Tandem Repeat) des souches isolées chez les
animaux sauvages tués ou piégés a proximité des
cheptels bovins infectés sont exactement les
mémes que ceux des souches bovines. Cette
identité des souches résulterait d’'une transmission
directe ou indirecte entre faune domestique et
sauvage et vice et versa. Bien que quelques
contacts directs soient possibles entre faune
sauvage et bovins [Bohm et al., 2009], il semble
probable que la transmission indirecte de M. bovis
soit la voie de transmission prépondérante entre
bovin et faune sauvage et inversement. La
transmission  indirecte  ferait intervenir une
excrétion de M. bovis par les animaux infectés au
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niveau respiratoire, salivaire, urinaire et/ou fécal :
les animaux excréteurs déposeraient donc le
bacille dans I'environnement par le biais de leurs
excrétats ; I’environnement deviendrait alors un
réservoir  potentiel pour le bacille. La
contamination d’animaux sains pourrait se
produire par ingestion ou inhalation d’aérosols
produits a partir des matrices environnementales
souillées. Par exemple, la formation de bioaérosols
contaminés par des souches bactériennes
d’actinomycetes thermotolérants est maintenant
bien documentée a partir de matrices solides ou
liquides [Betteli et al., 2013]. Dans I’environnement
des bovins, ces bioaérosols pourraient étre formés
a partir d’eau ou de mélanges eau-sédiments dans
les zones d’abreuvement ou a partir de particules
fines de sol (argiles).

L’excrétion respiratoire, salivaire, urinaire et fécale
de M. bovis par des blaireaux tuberculeux a été
documentée en Angleterre [Gallagher et al., 1998 ;
Gavier-Widen et al., 2001 ; Corner et al., 2011]. De
plus, Mycobacterium bovis a la capacité de survivre
en dehors de ses hotes pendant des durées assez
longues. Cette durée varie en fonction de la nature
du support contaminé (eau, sol, foin, mais, etc.), de
la température, de ’humidité et de I'exposition aux
UV [Courtenay et al., 2006 ; Fine et al., 2011 ;
Ghodbane et al., 2014]. La survie de M. bovis dans
des microcosmes de sols contaminés soumis aux
facteurs climatiques a méme été démontrée aux
Etats-Unis pour des durées allant jusqu’a environ
88 jours [Fine et al., 2011].

La recherche de M. bovis par une méthode
culturale dans I’environnement d’animaux infectés
est souvent infructueuse [Pillai et al., 2000 ; Michel
et al., 2007 ; Fine et al., 2011], car elle se heurte a
plusieurs difficultés : i) la vitesse de croissance trés
lente de M. bovis, de I'ordre de 45 jours qui impose
un traitement préalable des échantillons de fagon
a détruire les micro-organismes a croissance plus
rapide, ii) la richesse des matrices analysées (sol,
sédiments, eau, matiéres fécales, etc.) en bactéries
saprophytes et en champignons, trés diversifiés,
qui rendent la décontamination des échantillons
tres difficile. La décontamination a un effet non
négligeable sur la viabilité de M. bovis et interféere
avec la sensibilité de détection par la mise en
culture [Fine, 2006]. L'immunocapture magnétique
a été testée avec succes en Angleterre pour isoler
et concentrer le bacille avant la mise en culture
[Sweeney et al., 2006 et 2007].
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La technique de PCR (Polymerase Chain Reaction)
est une technique indépendante de la croissance
de la bactérie. Quelques études ont permis la
détection par PCR du bacille dans des sols et des
latrines de blaireaux au Royaume-Uni et en Irlande
a proximité de cheptels bovins infectés [Young et
al., 2005 ; Courtenay et al., 2006 ; Sweeney et al.,
2006 et 2007].

Les objectifs de ce travail visaient, en premier lieu,
a mettre au point un systeme de détection
moléculaire a la fois spécifique du bacille et assez
sensible pour détecter de faibles concentrations
dans les différentes matrices environnementales
suspectées pour leur réle de réservoir
potentiel.Ces nouveaux outils moléculaires nous
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ont permis d’analyser les échantillons prélevés
dans des parcelles partagées par les bovins et la
faune sauvage. Ces parcelles ont été choisies car
une transmission indirecte de Iinfection entre
animaux sauvages et domestiques était suspectée
(origine de l'infection bovine indéterminée suite a
I'enquéte épidémiologique et présence d’animaux
sauvages infectés a proximité). Cette approche
permettra  d’évaluer I'importance de Ia
transmission indirecte du bacille entre les espéeces
et d’apprécier le réle joué par I'environnement.

Cet article ne traite que de Ila détection
moléculaire, la méthode fondée sur la culture
étant toujours en cours de validation.

Il - MATERIEL ET METHODES

1. SOUCHES BACTERIENNES UTILISEES

La souche vaccinale Mycobacterium bovis BCG
strain 1331 (SSI, Copenhague, Danemark) a été
utilisée pour I’évaluation de la sensibilité de la PCR
en temps réel (gqPCR) sur souche pure et sur
microcosmes de sol inoculé ainsi que pour la
réalisation des gammes étalon de gPCR (PCR
quantitative). Cette souche a été cultivée sur
gélose Coletsos pendant 30 jours, puis remise en
suspension dans du milieu Middlebrook 7H9
enrichi en ADC (Sigma Aldrich). Aprés mesure de la
densité optique a 600nm, la suspension a été
diluée en cascade au 1/10 pour inoculer les
microcosmes de sol et d’eau. Un dénombrement
des dilutions est ensuite réalisé sur milieu
Middlebrook 7H11 enrichi en OADC (Sigma
Aldrich).

Les ADN de 20 spoligotypes de M. bovis et de 30
souches de mycobactéries issus d’isolats cliniques
d’animaux infectés ont été fournis par I’ANSES,
Maisons-Alfort, pour les tests de spécificité
(inclusion - exclusion) de la PCR en temps réel
(tableau 1).

2. EXTRACTION DE L’ADN ET PURIFICATION

L'extraction d’ADN et la purification des
microcosmes de sol, d’eau et des échantillons
environnementaux a été réalisée selon le protocole
modifié décrit par Ranjard et al. [2003].

Les échantillons d’eau ont été filtrés sur des
membranes d’ester de cellulose de 0,45 um de
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porosité. Les filtres ont été broyés avec de I'azote

liquide, puis I'ADN extrait selon la méthode
précédemment citée, a I'exception de Ia
purification sur colonnes PVPP

(polyvinylpolypyrrolidone insoluble).

Les ADN extraits ont été quantifiés avec un
spectrophotometre (NanoDrop® 2000, Thermo
Scientific) et dilués au 1/5, 1/10 et 1/20 pour la
PCR en temps réel.

3. DEVELOPPEMENT DE TROIS SYSTEMES DE
DETECTION MOLECULAIRE

La bibliographie nous a permis de sélectionner
trois cibles génétiques situées sur des locus
différents trés spécifiques de M. bovis [Huard et
al., 2002 ; Brodin et al, 2002]. Les génomes
entierement séquencés des mycobactéries du
MTBC (complexe M. tuberculosis comprenant M.
bovis) et des MNT (mycobactéries non
tuberculeuses) sur le site NCBI nous ont permis
d’aligner les séquences de ces trois genes a la
recherche de zones trés conservées dans le MTBC.
Chaque systeme de détection moléculaire en PCR
temps réel créé comprend une amorce Forward,
une amorce Reverse et une sonde
oligonucléotidique marquée par deux
fluorochromes (sonde TagMan), choisies a I'aide
du logiciel Primer3 (Simgene.com). Pour chaque
systeme, nous avons également congu des
amorces de PCR a l'extérieur des séquences
précédentes de facon a réaliser des PCR nichées
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(utilisées uniquement en confirmation des PCR en
temps réel positives).

4. SPECIFICITE ET SENSIBILITE DES SYSTEMES DE
DETECTION SUR SOUCHES PURES, SOL ET EAU

La spécificité des trois systémes de détection a été
testée par PCR en temps réel sur 'ADN de 19
spoligotypes différents de M. bovis, quatre souches
de mycobactéries appartenant au MTBC, deux au
Complexe avium et 20 MNT (tableau 1). Nous
avons également vérifié que la PCR en temps réel
ne donnait pas de signal sur des ADN extraits de 22
sols provenant du Morbihan, des Yvelines, du
Haut-Rhin et de Cote-d’Or, prélevés en dehors des
zones oU sévit la tuberculose bovine. Ces sols
présentent des caractéristiques physico-chimiques
variées.
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Pour déterminer la sensibilité de détection de la
PCR en temps réel de chacun des systémes, la
quantification a été réalisée sur des dilutions du
gene cible cloné dans un plasmide (gamme allant
de 1 copie a 10° copies du géne recherché dans
Sul). La limite de détection de la PCR en temps réel
dans le sol a été évaluée par l'inoculation de
suspension bactérienne de M. bovis BCG dans un
sol dont les caractéristiques physico-chimiques
sont identiques aux sols incriminés en Cote-d’Or.
Chaque microcosme de sol de 2g a été inoculé avec
des suspensions bactériennes pour obtenir une
concentration finale en bactéries variant de 10 a
10° CFU par g de sol. Des aliquotes de 100ml d’eau
non stérile issue d’'un ruisseau hors zone de
tuberculose ont été inoculés avec ces mémes
concentrations.

Tableau 1

Souches bactériennes et spoligotypes utilisés pour évaluer la spécificité des trois systemes
de détection moléculaire

M. bovis (spoligotypes)

Mycobactéries du MTBC

Mycobactéries du

Mycobactéries atypiques Complexe avium

GB35 M. microti M. chitae M.avium
BCG M. tuberculosis M. elephantis M. intracellulare
F1 M. caprae M. confluentis
F2 M. pinnipedi M. fortuitum
F5 M. rufum
F6 M. non chromogenicum
F7 M. aichiense
F23 M. thermoresitibile
F41 M. xenopi
F57 M. kansai
F61 M. vaccae
F105 M. arupense
F151 M. chelonae
GB21 M. porcinum
GB54 M. parafinicum
SB0166 M. celatum
SB0885 M. intermedium
SB0999 M. rutilum
SB1081 M. smegmatis
M. szulgai

126



Epidémiol. et santé anim., 2014, 65, 123-132

5. CHOIX DES SITES DE PRELEVEMENTS

Les échantillons environnementaux ont été
prélevés sur huit communes de Cote-d’Or situées
dans la zone Nord entre mai et juillet 2013. Nous
avons ciblé avec I'aide de la DDPP21 des parcelles :

e Sur lesquelles un ou plusieurs bovins,
découverts infectés lors de la prophylaxie 2012-
2013, ont paturé en 2012 et pour lesquels
I'origine de la contamination reste inexpliquée ;

e Autour desquelles la surveillance de la faune
sauvage a mis en évidence l'infection a M. bovis
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chez des blaireaux piégés ou des sangliers tués
a la chasse.

Sur les patures, nous avons privilégié les zones
susceptibles d’étre fréquentées par les bovins et la
faune sauvage : zones d’abreuvement (trous d’eau,
sources, abreuvoirs), zones de nourrissage au sol.
De I'eau, du sol et des sédiments ont été récoltés.
Autour des parcelles, les terriers et matieres
fécales de blaireaux (latrines), ainsi que les zones
d’abreuvement de la faune sauvage ont été
prélevés.

Il - RESULTATS

1. LES SYSTEMES DE DETECTION CONCUS SONT
SPECIFIQUES DES ESPECES APPARTENANT AU
MTBC IN SILICO

Les génes ou locus cibles ont été choisis soit pour
chez M. microti, seule mycobactérie du complexe
MTBC a avoir été décrite dans I’environnement
avec M. bovis. Les systemes de détection ciblant
I'IS1561 et la région Rv3866 ont été choisis car ces
locus sont présents chez tous les membres du
MTBC mais absents chez M. microti, chez les
mycobactéries du complexe avium, ainsi que chez
les MNT [Huard et al., 2002 ; Brodin et al., 2002].
La région RD4, présente chez tous les membres du
MTBC, est absente chez M. bovis [Huard et al.,
2002].

Deux systemes de détection moléculaire, ciblant
I'IS1561 et la région Rv3866 ont été réalisés a I'aide
du logiciel Primer3. Le troisieme systeme ciblant la
zone encadrant la RD4 utilise une amorce Forward
et une sonde déja décrite [Sweeney et al., 2007],
seule I'amorce Reverse a été redessinée afin
d’obtenir un produit PCR plus petit. La sonde
utilisée ne peut se fixer que sur I’ADN des souches
présentant la délétion. La spécificité des systemes
de détection a été démontrée in silico, par
alignement de séquences a I'aide du programme
BLAST®. Aucune détection croisée avec d’autres
especes que celles appartenant au MTBC n’a été
mise en évidence in silico pour les systemes de
détection utilisés.
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2. SPECIFICITE ET SENSIBILITE DES SYSTEMES DE
DETECTION SUR SOUCHES PURES ET
MICROCOSMES DE SOL INOCULES

Sur les 18 spoligotypes de M. bovis testés, tous ont
donné un signal fort et conservé lors de la PCR en
temps réel (Cycle threshold = 20).

Dans le complexe MTBC, nous avons testé nos
systemes sur M. microti, M. tuberculosis, M.
caprae et M. pinnipedii. Le systtme RD4 présente
la plus grande spécificité, puisqu’il n’amplifie que
M. bovis parmi les membres du complexe testés.
L'IS1561 et la région Rv3866 donnent un signal
identique pour M. bovis, M. caprae, M.
tuberculosis et M. pinnipedii mais ces systéemes
n‘amplifient pas M. microti. Méme s'il a été
montré que M. tuberculosis peut survivre
expérimentalement dans le sol (Ghodbane et al.,
2014), seuls M. microti et M. bovis y ont été déja
été décrits [Courtenay et al., 2006 ; Sweeney et al.,
2006 et 2007].

Sur les 20 souches de MNT testées, cing ont donné
un trés faible signal (Ct > 38) avec les trois
systemes de détection. Pour le complexe avium,
seul M. avium a été détecté avec un Ct>38.

Aucun des 22 sols testés n’a donné de signal en
PCR en temps réel quel que soit le systéme de
détection utilisé, ce qui indique une tres bonne
spécificité de ces systémes de détection sur une
large gamme de sols aux caractéristiques physico-
chimiques  différentes et contenant des
communautés microbiennes variées.
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En ce qui concerne la sensibilité des systemes, la
limite de détection des cibles se situe entre 1 et 10
copies lorsqu’on utilise des solutions de plasmide
diluées. La répétabilité de la quantification des
dilutions de plasmides est trés bonne entre 10 et
10° copies de génes avec les trois systémes. En
revanche, en dessous de 10 copies, la détection est
moins répétable (non détection dans certaines
répétitions).

Sur les microcosmes de sol et d’eau inoculés, la
limite de détection des cibles se situe a 10° copies
du gene par g de sol et a 10 copies du géne par ml
d’eau.

Le systéeme ciblant I'IS1561 semble étre trés
légérement plus sensible que les deux autres. Nous
I'avons donc utilisé en 1% intention pour cribler
I’'ensemble des échantillons environnementaux.

3. PREMIERS RESULTATS SUR LES ECHANTILLONS
ENVIRONNEMENTAUX

Sur les huit communes ciblées, 150 échantillons de
sol, 18 échantillons de sédiments, cing échantillons
d’eau et huit échantillons de féces de blaireaux ont
été prélevés. Parmi les 150 sols prélevés, 28 I'ont
été dans des terriers de blaireaux et de renards.
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Parmi les terriers de blaireaux prélevés, certains
étaient potentiellement des terriers de blaireaux
infectés par M. bovis, car des animaux piégés a
proximité se sont révélés étre porteurs de M.
bovis. Cependant en 2013, nous n’avons pu obtenir
aucune certitude sur les terriers réellement
occupés par les blaireaux porteurs de M. bovis
(piégeage des blaireaux en coulée et non pas en
gueule de terrier).

Sur les 181 échantillons analysés, seuls deux
échantillons de sol dans deux communes
différentes ont donné un signal en PCR en temps
réel avec I'IS1561 a l'une des dilutions seulement.
Ce signal est toutefois faible et n’a pas pu étre
reproduit avec les autres systéemes de détection.
Un des échantillons positifs provient d’un terrier a
proximité duquel un blaireau infecté a été piégé.
Le second échantillon de sol a été prélevé dans une
latrine de blaireau creusée sous une cléture de pré.
L'analyse des feces de cette latrine n’a toutefois
pas donné de signal.

La campagne de prélévement 2014 sera réalisée
pour augmenter le nombre d’échantillons prélevés
sur une zone plus restreinte, en particulier ou des
contaminations récurrentes des cheptels bovins
ont été et sont observées.

IV - DISCUSSION

Mycobacterium bovis, I'agent de la tuberculose
bovine, est une bactérie pathogene qui infecte les
bovins et certains mammiféres sauvages en
France. La maitrise de la maladie chez les bovins
dans certains départements frangais semble étre
entravée par la proximité d’animaux sauvages
infectés. La transmission indirecte du bacille entre
faune sauvage et domestique par lI'intermédiaire
de Il'environnement permettrait d’expliquer
certains cas de re-contaminations chez les bovins.
L’environnement pourrait servir de réservoir de la
bactérie par le biais de I'excrétion animale; il
pourrait en retour infecter des animaux sains soit
par inhalation d’aérosols contaminés soit par
ingestion (abreuvement). Quelques études, en
Angleterre et en Irlande, ont mis en évidence la
présence de M. bovis dans des sols de prés, des
sols de terriers et des latrines de blaireaux a
proximité de cheptels bovins infectés [Courtenay
et al., 2006 ; Sweeney et al., 2006 et 2007 ; Young
et al., 2005; Travis et al., 2011]. Des études
expérimentales ont montré que M. bovis pouvait
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survivre plusieurs mois dans le sol [Maddock,
1933; Young et al., 2005; Fine et al., 2011;
Ghodbane et al., 2014], tout en restant virulent
[Maddock, 1933; Ghodbane et al.,, 2014]. lLa
détection du bacille dans [I'environnement
fréquenté par les animaux domestiques ou
sauvages infectés n’a jamais été décrite en France.
Dans certaines zones de Cote-d’Or, la transmission
indirecte du bacille aux bovins par I’environnement
est fortement suspectée.

Dans cette étude, nous avons développé trois
systemes de détection moléculaire afin d’optimiser
la mise en évidence de M. bovis dans des
échantillons environnementaux complexes, afin de
s’affranchir de la culture. En effet, I'isolement de
M. bovis dans les matrices environnementales par
la culture est long car, d’'une part, un traitement
préalable est nécessaire pour s’affranchir de la
flore microbienne de contamination et, d’autre
part, le bacille a une croissance trés lente.
Contrairement a la culture, la technique de PCR en
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temps réel permet une détection rapide du bacille,
sous réserve que le ou les génes ciblés soient tres
spécifiques, de facon a détecter et quantifier une
espece bactérienne particuliere dans un mélange
d’ADN complexe. Mais cette technique rencontre
néanmoins quelques limites techniques :

o les échantillons environnementaux
contiennent une flore microbienne et animale
abondante et variée ; '’ADN extrait contient
une grande diversité de séquences génétiques
a l'origine de faux positifs. Ainsi, des especes
proches de M. bovis, notamment les
mycobactéries environnementales, ainsi que
des especes encore inconnues, peuvent étre
présentes dans les échantillons. Il est donc
nécessaire de s’assurer de la spécificité des
systemes de détection. La détection du bacille
par la recherche associée de trois cibles
génétiques avec le systeme TagMan nous a
permis de développer une méthode de
détection moléculaire spécifique et sensible de
M. bovis dans des matrices complexes ;

e L’extraction d’ADN de matrices environ-
nementales s’accompagne d’une co-extraction
d’inhibiteurs potentiels de la PCR (acides
humiques, polyphénols, polysaccharides et
métaux). L'acide humique, par exemple, inhibe
I'activité de la Taq polymérase [Kermekchiev et
al., 2009] et se lie sur des sites spécifiques de
I’ADN empéchant son amplification [Opel et al.,
2010]. La dilution des échantillons d’ADN
utilisés en PCR en temps réel permet la dilution
des inhibiteurs et limite leur action. Toutefois,
lorsque la cible recherchée est présente en
petit nombre de copies, la dilution de I'ADN
rend la détection moins efficace. C'est pourquoi
nous analysons I’ADN extrait pur et dilué au
1/5, au 1/10 et au 1/20 en PCR en temps réel,
de fagon a rechercher la quantité d’inhibiteurs
minimale permettant d’amplifier la cible ;

e Les limites de détection de la PCR se situent au
mieux autour de 1000 copies de genes par g de
sol. Les seuils de détection des trois systéemes
gue nous avons créés se situent au-dessus de
1000 copies du géne par g de sol ce qui
correspond a des valeurs en adéquation avec
d’autres résultats obtenus sur la détection de
bactéries dans les sols [Ibekwe et Grieve, 2003].
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En 2013, seulement deux des échantillons analysés
ont donné un signal faible avec un des systemes de
détection moléculaire. Il s’agissait dans les deux
cas d’échantillons de sol: un sol de terrier
probablement habité par un blaireau infecté et un
sol de latrine. Nous n’avons pu répéter les résultats
probablement a cause de la faible charge en M.
bovis des échantillons analysés, en dessous de la
limite de détection de nos outils. Il reste difficile
d’isoler M. bovis de I’environnement, malgré la
sensibilité et la spécificité des techniques utilisées.
Plusieurs études, malgré I'abondance de
prélevements réalisés, ont été infructueuses [Pillai
et al., 2000 ; Michel et al., 2007 ; Fine et al., 2011].
Cette difficulté résulte des limites techniques
précédemment citées, mais également du
caractére variable et intermittent de I'excrétion de
M. bovis par les animaux infectés.

L’excrétion de la bactérie par la voie respiratoire,
les urines, les matieres fécales ou les plaies de
morsure n’est pas systématique chez les blaireaux
infectés. Le niveau d’excrétion dépend de la
localisation et de l'intensité des Iésions. Il semble
que l'excrétion la plus importante soit trouvée
chez des animaux a un stade avancé de la maladie
[Gallagher et al., 1998 ; Corner et al., 2012]. En
Cote-d’Or, une étude menée entre 2009 et 2011 a
montré que seuls 1,7 % des blaireaux piégés et
analysés (19 sur 1 146) présentaient des lésions
visibles, alors que la bactérie était retrouvée sur
5,6 % des blaireaux (49 sur 878) dans la zone de
tuberculose bovine [Payne et al., 2012]. L’absence
de lésion visible sur la majorité des blaireaux
analysés pourrait expliquer une absence
d’excrétion ou une faible excrétion de M. bovis
dans I'environnement.

Une autre difficulté réside dans la réalisation
spatiale et temporelle de I’échantillonnage. Les
bacilles sont excrétés par les animaux sur de
petites zones bien localisées. Hormis les latrines de
blaireaux bien visibles, les préléevements a I'échelle
d’une parcelle, d’'un terrier, d’'une source, sont
réalisés de maniére ponctuelle et au hasard ce qui
diminue la probabilité de détection de cette
bactérie. De plus, nous avons toujours un temps de
décalage entre le dépistage des bovins ou des
animaux sauvages infectés et la date des
prélevements, car la certitude du diagnostic animal
nécessite plusieurs semaines.
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V - CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Nous avons développé des outils de PCR en temps
réel a la fois spécifiques et sensibles pour la
détection de M. bovis dans les matrices
environnementales. Malgré le nombre important
d’échantillons analysés, seuls deux échantillons
peu chargés en M. bovis ont pu étre mis en
évidence. Ces outils de PCR en temps réel vont
encore étre optimisés en 2014 et permettre

I'analyse des nombreux préléevements prévus dans
des zones plus ciblées de Céte-d’Or dans lesquelles
bovins et faune sauvage infectés ont été retrouvés.
Plusieurs méthodes de culture sont en cours
d’essai et seront utilisées sur les échantillons
prélevés afin de montrer la viabilité des bactéries
dans I’environnement.
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