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Résumé

A ce jour, la tuberculose a été peu étudiée chez les camélidés en Algérie.
L’objectif de cette étude est de déterminer la prévalence de la
tuberculose cameline dans trois abattoirs algériens a partir de
prélévements de Iésions suspectes de cette maladie qui ont été détectées
sur des carcasses lors de I’examen a I’inspection visuelle post mortem.
L’¢tude vise aussi a isoler et a identifier les agents responsables de cette
infection par un diagnostic de laboratoire. Durant la période de 2016 a
2018, 102 carcasses (3,05 % ; avec un intervalle de confiance [IC] a
95 % de 2,05 a 3,69) ont été déclarées suspectes de tuberculose sur un
total de 3 342 carcasses de dromadaires inspectées. Concernant la
localisation des Iésions, 64 des 102 carcasses présentaient des 1ésions
aux poumons, 37 des 102 carcasses présentaient des l€sions au niveau
du foie et 1 carcasse présentait une 1ésion dans un ganglion bronchique.
Respectivement cinq et six échantillons de 1ésions suspectes de
tuberculose cameline ont ¢€t€¢ trouvés positifs a la bacilloscopie
(4,90 % ; avec un IC a 95 % de 1,61 a 11,10) et en culture (5,88 % ;
avec un IC a 95% de 2,19 a 12,36). La concordance entre la
bacilloscopie et la culture était bonne (coefficient kappa de 0,71) et la
probabilité¢ de trouver une culture positive était 184 fois plus élevée
lorsque la bacilloscopie ¢tait positive (valeur de p=0,01).
La caractérisation moléculaire par réaction de polymérisation en chaine
(PCR) des extraits d’acide désoxyribonucléique (ADN) a montré un
signal positif, signifiant que les souches isolées appartenaient au genre
mycobactérien. Une restriction enzymatique réalisée sur des extraits
d’ADN a indiqué la présence d’ADN d’une mycobactérie appartenant
au complexe Mycobacterium tuberculosis. Une technique de
spoligotypage réalisée sur les mémes extraits d’ADN a permis de
confirmer la présence de quatre souches de Mycobacterium bovis avec
un méme spoligotype SB0941 et d’une autre souche avec un
spoligotype SB2562, un profil nouvellement décrit dans cette étude et
qui est phylogénétiquement proche du profil précédent. Au départ de
l1ésions suspectes de tuberculose chez le dromadaire, une souche de
mycobactérie non tuberculeuse a été¢ identifié¢e comme étant un
Mycobacterium virginiense MO-233 (séquence ID : Nr149186) par la
technique de séquencage de la région 16SrDNA. La présence de la
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tuberculose a M. bovis ayant ét¢ démontrée dans la population cameline
algérienne, il est des lors nécessaire de mettre en ceuvre des mesures
visant a la controler en vue de réduire la transmission entre 1’animal et

I’homme.
Mots-clés

Abattoir — Algérie — Dromadaire — Mycobacterium bovis —

Mycobacterium virginiense — Spoligotypage — Tuberculose.
Introduction

Le commerce du dromadaire (Camelus dromedarius) est en
augmentation constante en Afrique du Nord et au Moyen-Orient, ou ces
animaux sont utilisés pour la viande et la production de lait, et
occasionnellement pour des activités de transport et sportives (1). C’est
ainsi qu’en Algérie, le dromadaire occupe une place essentielle dans la
vie économique et sociale des communautés sahariennes et steppiques.
Il revét une importance particuliere du fait de sa capacité a évoluer dans
des milieux arides ou I’existence d’autres animaux d’élevage serait
rendue aléatoire et onéreuse (2). Selon 1’Organisation des Nations unies
pour I’alimentation et I’agriculture (FAO) (2018), I’ Algérie comptait en
2017, une population de 381 882 tétes, soit 6,5 % de ’effectif des pays
de I’Afrique du Nord, 17 % des pays maghrébins et presque 2 % de la
population mondiale cameline. Cela positionne le pays au 14° rang
mondial (3). L’importance du cheptel de dromadaires en Algérie est liée
aux efforts exercés par les ¢éleveurs de camélidés et de I’attention
accordée par I’Etat & ceux-ci depuis deux décennies (ex. prime a la
naissance des dromadaires). En Algérie, il y a trois modes d’¢élevage des
dromadaires. Les éleveurs sont des nomades, des transhumants ou des
sédentaires. Les pasteurs nomades n’ont pas d’habitats fixes. Ils se
déplacent en permanence avec leur bétail en quéte d’un point d’eau et
en utilisant les marigots, les rivieres, les fleuves et les puits. Du fait de
cette mobilité, les nomades pratiquent peu ou pas d’activité agricole (4).
Les ¢leveurs transhumants déplacent leurs troupeaux de maniere
saisonniere, pendulaire, et selon des parcours bien précis, répétés
chaque année. Deux types de transhumance sont pratiqués: la

transhumance saisonnieére (I’objectif réside dans la recherche de
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paturages et d’eau) et la transhumance laitiere (elle répond a des
objectifs commerciaux, c’est-a-dire la recherche de marchés pour
I’écoulement du lait). Les ¢éleveurs sédentaires déplacent leurs
troupeaux, souvent sur de longues distances, mais ils reviennent chaque
soir au village. Les ¢€leveurs sédentaires sont d’anciens chameliers
sédentarisés pour des causes diverses (scolarisation des enfants,
sécheresse, pluriactivité) (5). En Algérie, les deux derniers systemes
sont de loin les plus fréquents avec toutefois une prédominance du

mode d’élevage transhumant (6).

Le dromadaire est susceptible a la plupart des maladies infectieuses des
ruminants (7). Cependant, peu d’études décrivent des Ié€sions
tuberculeuses chez cet animal (8). La tuberculose est une maladie
endémique et zoonotique, causée par les membres du complexe
Mycobacterium tuberculosis (MTBC). Elle est considérée comme un
probléme de santé important chez I’homme et les animaux (9). Parmi
les espéces de mycobactéries, Mycobacterium bovis a une large gamme
d’hotes et est I’agent causal le plus souvent rapporté de la tuberculose
des camélidés (10, 11). Plusieurs cas de tuberculose des camélidés ont
été déclarés depuis le XIx° siecle dans plusieurs pays africains (ex.
Mauritanie, Nigeria, Niger, Egypte et Ethiopie), en Australie et dans
d’autres pays d’Asie (ex. Emirats arabes unis, Pakistan et Inde) (10, 11,
12).

En Algérie, la tuberculose des ruminants domestiques a été
diagnostiquée et les agents responsables de cette affection ont été
identifiés par Sahraoui et coll. (13, 14). Ainsi, la prévalence des 1ésions
tuberculeuses a 1’abattoir a été estimée a 4,14 % chez les caprins et les
ovins (13), alors que la prévalence chez les bovins a été estimée a
3,58 % (14). Cependant, pour le dromadaire, aucune étude visant la
tuberculose n’a été rapportée. Plusieurs facteurs peuvent interférer avec
la réalisation de telles études, par exemple les difficultés a I’acces aux
animaux a cause de la transhumance, les mouvements nombreux et non
tracés des animaux, le mode d’¢élevage souvent extensif, I’insuffisance
de moyens pour le déplacement des vétérinaires, et enfin I’inexistence
des moyens spécifiques de dépistage et de diagnostic. Dans ce contexte,

la présente étude a été concue afin de déterminer la prévalence des
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1ésions suspectes de tuberculose chez le dromadaire lors de I’examen
post-mortem des carcasses a I’abattoir dans le sud de 1I’Algérie, de
mettre en évidence I’agent responsable de cette affection et de le

caractériser.
Matériels et méthodes
Abattoirs investigués

Cette ¢tude a ¢été menée dans trois abattoirs de la région sud de
I’ Algérie. Il s’agit des abattoirs de Metlili (wilaya de Ghardaia), d’Ain
Salah et d’El-Oued (Fig. 1). Dans ces abattoirs, les animaux des especes
suivantes sont abattus : bovins, petits ruminants et dromadaires. Chaque
abattoir est doté d’un personnel permanent (un gérant de I’abattoir, un
inspecteur vétérinaire, un docteur en médecine vétérinaire, un égorgeur
et un agent chargé du nettoyage et du transport). Le choix de ces
¢tablissements a €té réalisé sur la base de I’effectif des dromadaires

abattus et de 1’accessibilité des abattoirs.

| hinsatan

Fig. 1
Situation géographique des trois abattoirs visités en Algérie
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L’étude a été réalisée de 2016 a 2018. Au total, 3 342 dromadaires
abattus de tout age, race et sexe ont été inspectés pour la recherche de
1ésions suspectes de tuberculose. L’examen visuel post-mortem a porté
sur toutes les carcasses et tous les organes d’¢élection (poumons, foie,
intestin gréle, reins, ganglions lymphatiques mandibulaires, rétro-
pharyngés, bronchiques, médiastinaux, mésentériques et hépatiques).
Cet examen a été réalisé en conformité avec le rectificatif au réglement
(CE) n° 854/2004 du Parlement européen et du Conseil du 29 avril
2004 (15). Le type de lésions a été décrit en suivant les indications de
Sieng (16). Des échantillons 1ésionnels ont été prélevés et déposés dans
des pots stériles préalablement identifiés. Ces prélévements ont ensuite
¢té acheminés en respectant la chaine du froid au laboratoire des
mycobactéries de I’ Institut Pasteur d’ Algérie (IPA). Chaque échantillon

¢tait accompagné d’une fiche d’identification.
Diagnostic classique de laboratoire

Au niveau du laboratoire des mycobactéries de I'IPA, plusieurs
examens de laboratoire ont été réalisés. Il s’agit de la bacilloscopie et
de la culture bactérienne. En outre, une extraction d’acide
désoxyribonucléique (ADN) a également ¢été réalisée sur certains
prélévements. Cette extraction est présentée dans la partie du diagnostic

moléculaire.
Bacilloscopie

Sur chaque échantillon, un frottis a été confectionné et coloré par la
technique de Ziehl-Neelsen a chaud. Les lames ont été lues au
microscope optique au grossissement X 100 et les bacilles acido-
résistants apparaissent alors comme des bacilles rouges sur un fond
bleu (17).

Culture bactérienne

Chaque échantillon est homogénéis¢ a I’aide d’un mortier et un pilon
stériles. Le produit de broyage ainsi obtenu est ensuite décontaminé en
appliquant la méthode de Petroft, dont le but est d’¢liminer les ¢léments

bactériens qui ne sont pas des mycobactéries (18). Cette méthode
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consiste a rajouter de la soude a 4 %, en doublant le volume par rapport
a ’homogénéisat. La suspension ainsi obtenue est agitée a I’aide d’un
agitateur de Khan pendant 10 min. Aprés ringage a I’eau distillée stérile
(20 ml), la suspension est centrifugée a 3 000 tours par minute pendant
15 min et enfin le surnageant est rejeté¢. Une deuxieme centrifugation
est effectuée, puis le surnageant est a nouveau ¢liminé. Par la suite, un
ensemencement est réalis€ avec 0,1 ml de suspension de chaque
¢chantillon. La suspension est ¢talée sur un milieu de Lowenstein-

Jensen. Le temps maximal d’incubation est de huit semaines (19).
Diagnostic moléculaire sur les isolats

Le diagnostic moléculaire consiste en I’extraction d’ADN suivie d’un

spoligotypage.
Extraction d’acide désoxyribonucléique

La méthode d’extraction d’ADN par la chaleur a été utilisée. Pour cela,
les colonies cultivées sur le milieu de Lowenstein-Jensen ont été
prélevées. Ces colonies ont été mises en suspension dans une solution
de Tris-EDTA a 10 %, dans un micro-tube de 1 500 pl. Ces derniers ont
été placés 20 min sur un bloc chauffant a 80 °C afin de détruire les
bactéries par la chaleur. La suspension a été ensuite centrifugée pendant
5 min a 10 000 tours par minute. L’ADN a été retiré du surnagent et

conservé a —20 °C avant utilisation.

Restriction enzymatique par réaction de polymérisation en
chaine

Cette technique a été réalisée au sein du laboratoire de microbiologie et
biotechnologie médicale de 1’Université d’Acibadem en Turquie. Le
protocole suivi est celui décrit par Telenti et coll. (20). Pour ce faire, les
échantillons des extraits d’ADN ont été soumis a la restriction
enzymatique du gene hsp65 par réaction de polymérisation en chaine
(PCR) classique.

Premicrement, une amplification par PCR, basée sur 1S6110 a été
réalisée. Cette amplification nécessite 1’usage d’amorces, a savoir, deux

amorces oligonucléotidiques de mycobactéries (2 ul): TBI11 (5°-
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ACCAACGATGGTGTGTCCAT-3") et TB12 (5°-
CTTGTCGAACCGCATACCCT-3’) (20) et deux amorces IS6110
(1 ul) : INS1 (5’-CGTGAGGGCATCGAGGTGGC-3") et INS2 (5°-
GCGTAGGCGTCGGTGACAAA-3’) (21). Un témoin négatif dans
lequel ’ADN est remplacé par de 1’eau est utilis¢ afin de déceler une
éventuelle contamination (la contamination partant de I’ADN
précédemment amplifié représente le principal risque). Un témoin
positif (M. tuberculosis H37Rv) permet de valider la bonne
conservation des réactifs. Le mélange PCR pour cette amplification
était composé d’un seul volume de la mixture : 2 pl de chaque amorce,
2,5mM de désoxyribonucléotides-tri-phosphates, 2 ul de Taq
polymérase, 15 pl d’H>O et 3 ul d’ADN mycobactérien et enfin I’ADN
a amplifier. Cette technique de PCR a ¢été effectuée a 1’aide d’un
thermocycleur T100 de Applied Bio-RAD. Cette opération a duré
trois heures et a nécessité 45 cycles selon deux programmes : une
dénaturation a 95 °C pendant 45 secondes, une amplification a 56 °C

pendant 45 s et une ¢longation a 72 °C pendant 1 min.

Ensuite une amplification du géne Asp65 a été réalisée avec les deux
amorces (2,5 ul) Tb11 (5’-ACCAACGATGGTGTGTCCAT) et Tb12
(5’-CTTGTCGAACCGCATACCCT). Le mélange de la réaction est
compos¢ de 20 mM de Tris, Ph (8,4), 50 mM KCL ; 1,5 mM MgCl2,
10 % de glycérol, 200 mM désoxyribonucléotides-tri-phosphates et
1 pl de Taq polymérase. La réaction a été soumise a une dénaturation a
95 °C pendant 10 min, suivie de 45 cycles d’amplification (94 °C
pendant 1 min, 60 °C pendant 1 min et 72 °C pendant 1 min), puis
d’une étape d’¢longation finale a 72 °C pendant 7 min (20).

La digestion des fragments d’ADN amplifiés (amplicon Asp65) a été
assurée par I’usage de deux enzymes de restriction (BstE Il et Hae I1I)

(20) et des deux solutions suivantes :

— Solution 1 : 1 pl pour chaque enzyme additionné a 2 pl de buffer
et de la mixture ; 3 pl de la mixture sont additionnés a 17 pl de
chaque produit PCR (20). Ensuite une incubation du mélange a

37 °C pendant une nuit a été réalisée.
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— Solution 2 : 8,4 ul d’acrylamide, 0,5 ul de TAE (Tris-acétate-
EDTA), 153 ul H;O, 40pul de TEMED (N,N,N’,N’-
tétraméthyléthylénediamine) et 800ul de  persulfate
d’ammonium (SDS). Cette deuxieme solution correspond a une

partie des composants du gel de polyacrylamide.

A la suite de la digestion, environ 1 pg d’ADN digéré est séparé par
¢lectrophorese sur gel d’agarose a 0,8 % (poids/volume), préparé dans
du TBE (Tris-borate-EDTA), a 40V pendant une nuit. Cette
¢lectrophorese permet de séparer les différents fragments d’ADN

obtenus apres digestion.

Les profils de restriction ont été analysés a 1’aide d’un programme
d’analyse moléculaire (BioRad, Hercules, Californie, Etats-Unis
d’Amérique). Les résultats ont été comparés a I’aide d’une table de
référence intitulée « PCR Restriction Enzyme Analysis Chart for Hsp65
of Mycobacteria », au niveau de la ligne 152/127/69/42/22/17/12 se
rapportant a M. bovis (U 17925) et a M. tuberculosis (U 17957) (20).

Spoligotypage

La méthode du spoligotypage de type Luminex a été réalisée a I’ Institut
de médecine expérimentale de 1’Universit¢ d’Istanbul en suivant le
protocole décrit par Zhang et coll. (22). Cette technique reste la plus
pertinente surtout dans les pays ou les flambées de tuberculose sont
largement liées a M. africanum (en Afrique, dans le sous-continent
indien et en Asie) (22).

Les extraits d’ADN de la totalité des isolats obtenus (six) ont été

identifiés par spoligotypage. Pour ce faire :

1. Une amplification génique a été réalisée avec les amorces DRa

et DRb avec trois controles positifs (témoins).

2. Une dénaturation des produits de PCR a été faite a 95 °C

pendant 10 min.

3. Une hybridation a 52 °C pendant 30 min. Des microbilles

(BioRAD France) avec une solution d’hypochlorite de sodium
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ont €été¢ rajoutées aux produits PCR pour assurer la bonne
dégradation de ’ADN. Cette étape a été effectuée dans un
incubateur de type Analyseur Luminex ® 200 ™ (Luminex
Corp., Austin, Texas, Etats-Unis d’Amérique) pendant 10 min
a52°C.

Selon Zhang et coll., P’approche basée sur les microbilles en
comparaison de celle utilisant des membranes permet un débit de

caractérisation des mycobactéries de 4 a 8 fois plus €levée (22).

Identification d’un isolat mycobactérien par séquengage de
la région 16SrDNA

Cette méthode a été réalisée au laboratoire de 1’Institut de médecine
expérimentale, Université d’Istanbul. Nous avons procédé au
séquengage d’un isolat d’ADN qui n’appartenait pas au complexe

M. tuberculosis. Pour cela nous avons utilis¢ deux techniques :

1. Une PCR et un séquencage partiel du géne d’ARNr16S : cette
méthode consiste a une amplification d’un fragment de 591 pb
du géne d’ARNr16S avec deux amorces 285 et 259 (23).

2. Une PCR et un séquencage partiel du gene hsp6S5 : cette
technique vise a amplifier un fragment de 441 pb du geéne Asp65

en suivant le protocole décrit par Telenti et coll. (20).

Les produits amplifiés ont été purifiés par des billes Agencourt Ampure
XP et Agencourt Cleanseq (Beckman Coulter, Brea, Californie, Etats-
Unis d’Amérique). Le séquencage a été effectu¢ dans le systeme
d’analyse de séquence CEQ8000 (Beckman Coulter, Brea, Californie,
Etats-Unis d’Amérique). Les séquences obtenues ont été analysées en
utilisant 1’outil de recherche d’alignement local de base, désigné
comme le BLAST (en anglais : Basic Local Alignment Search Tool) et
qui est disponible dans la base de données en ligne du Centre américain
pour les informations biotechnologiques (NCBI, National Center for
Biotechnology Information) (BLAST, NCBI, Bethesda, Maryland,
Etats-Unis d’ Amérique).
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Analyses statistiques

La prévalence des 1ésions avec son intervalle de confiance (IC) a 95 %
a été calculée a 1’aide d’une distribution binomiale exacte. Le
coefficient de concordance Kappa a ét¢ utilis€¢ pour comparer 1’accord
entre la bacilloscopie et la culture bactérienne (24). L’¢tude des
variables exploratoires en lien avec les Iésions suspectes de tuberculose
détectées a I’abattoir et confirmées par culture bactérienne a été réalisée
en utilisant une régression logistique univariée (variable par variable)
puis multivariée (prise en compte de toutes les variables ensemble).
Pour I’analyse multivariée, un premier modele comprenait toutes les
variables exploratoires ayant une valeur p <0,2 dans le modcle
univari€. Les variables exploratoires non significatives (p > 0,05) ont
¢té supprimées par une approche pas a pas (a partir de la moins
significative, ¢’est-a-dire avec la valeur de p la plus élevée). A chaque
¢tape, un test du rapport de vraisemblance a permis de comparer le
modele simplifi€é au modele plus complexe. Le modele final a été
sélectionné lorsque le test du rapport de vraisemblance indiquait une
différence significative entre le modele le plus complexe et le modéele
simplifié (p <0,05). Les calculs ont été réalisés en utilisant le logiciel
Stata 14.2 SE (StatCorp, College Station, Texas, Etats-Unis
d’Amérique).

Résultats
Lésions suspectes de tuberculose

Sur un total de 3 342 carcasses de dromadaires inspectées visuellement,
102 carcasses présentaient des 1€sions suspectes de tuberculose, soit une
proportion apparente globale de lésions suspectes de tuberculose dans
la zone d’¢tude de 3,05 % (IC a 95 % de 2,50 a 3,69). La proportion de
dromadaires femelles présentant des lésions suspectes de tuberculose

(9,37 %) était supérieure a celle des males (1,61 %).

Les l1ésions suspectes de tuberculose ¢étaient plus fréquemment
observées au niveau des poumons par rapport aux autres localisations,

les femelles étaient plus touchées par ces types de Iésions par rapport
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aux males, et les animaux agés > 10 ans étaient les plus concernés
(Tableau I).

Tableau I

Résultats des 102 dromadaires présentant des lésions suspectes de
tuberculose a I’inspection visuelle des carcasses. Caractéristiques

démographiques des animaux et localisation des lésions

Variable Modalité Nombre (% du total)
Sexe Male 44 (43,14 %)
8 3
gz Femelle 58 (56,86 %)
& g
@ S Age <5ans 11 (10,8 %)
g 2
S 8 5-10 ans 21 (20,6 %)
> 10 ans 70 (68,6 %)
[72]
[}
'g , Organe Poumon 64 (62,7 %)
g5
a2 Foie 37 (36,3 %)
= @
[&]
S Ganglion bronchique 1(0,98 %)

Comparaison entre la bacilloscopie et la culture
bactérienne

Cing des 102 échantillons (4,90 %) testés par bacilloscopie ont révélé
la présence de bacilles acido-alcoolo-résistants. Six des 102 mémes
¢chantillons (5,88 %) mis en culture sur le milieu de Léwenstein-Jensen
ont été trouvés positifs pour la présence de Mycobacterium (Tableau II).
La comparaison entre les résultats de la bacilloscopie et de la culture
bactérienne peut étre qualifiée de « bonne » en regard du coefficient de
concordance Kappa qui est de 0,71 (IC a 95 % de 0,52 a 0,91). En
considérant la culture comme la technique de référence, la sensibilité et
la spécificité de la bacilloscopie ont été respectivement estimées a
66,66 % (IC 295 % de 22,28 24 95,67) et 2 98,96 % (IC a 95 % de 94,33
a99,97).
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Tableau I1

Comparaison entre les résultats de la bacilloscopie et de la culture
bactérienne concernant 102 échantillons présentant des lésions

suspectes de tuberculose chez les dromadaires en Algérie

Culture
Positive Négative Total
Positive 4 1 5
Bacilloscopie
Négative 2 95 97
Total 6 96 102

Variables exploratoires en lien avec la détection de
mycobactéries par culture

Les résultats de I’analyse univariée et de I’analyse multivariée sont
présentés dans les Tableaux III et IV. L’analyse univariée a montré
qu’en comparaison avec le poumon comme prélévement de référence,
la prise de ganglions présentant des 1ésions était plus indicative d’une
tuberculose confirmée par examen bactériologique (valeur de p = 0,03).
De méme, la présence d’un examen bacilloscopique était trés indicatif
d’une culture positive (valeur de p < 0,001) (Tableau III). Cependant, a
la suite de I’analyse par régression logistique multivariée, seul I’examen
bacilloscopique reste significativement associé a une culture positive
(valeur de p = 0,01) (Tableau I'V).
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Tableau 111

Analyse univariée des variables exploratoires de lésions

tuberculeuses chez le dromadaire en Algérie

14

Variable Modalité OR (IC 295 %) Valeur de p
Abattoir Ain Salah Référence - -
El-Oued 2,86 (0,13-61,69) 0,50
Ghardaia 16,09 (0,81-317,82) 0,07
Age Animal < 5 ans Référence - -
Animal 5-10 ans 0,16 (0,0061-4,35) 0,28
Animal > 10 ans 0,59 (0,086-4,01) 0,59
Sexe Femelle Référence - -
Male 0,71 (0,14-3,52) 0,68
Population Arbi Référence - -
Chaambi 3,48 (0,36-33,56) 0,28
Mheri 2,09 (0,17-24,99) 0,56
Sahraoui 0,31 (0,03-3,24) 0,33
Tergui 0,30 (0,03-3,15) 0,32
Localisation Poumon Référence - -
Foie 0,55 (0,08-3,67) 0,53
Ganglion 40,33 (1,43-1139) 0,03*
Bacilloscopie =~ Négative Référence - -
Positive 114,60 (12,27-1070) <0,001*

*:  statistiquement significatif
IC: intervalle de confiance

OR: rapport des cotes (odds ratio)
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Tableau IV

Analyse multivariée des variables exploratoires des lésions

tuberculeuses chez le dromadaire en Algérie

Variable Modalité OR (IC 295 %) Valeur de p
Abattoir Ain Salah Référence - -

El-Oued 10,99 (0,06-2187) 0,89

Ghardaia 6,47 (0,07-619) 0,80
Localisation ~ Poumon Référence - -

Foie 0,39 (0,02-9,17) 0,56

Ganglion 0,41 (0,005-35,76) 0,69
Bacilloscopie Négative Référence - -

Positive 184,19 (3,37-10078) 0,01*

*:  statistiquement significatif
IC: intervalle de confiance
OR: rapport des cotes (odds ratio)

Analyse par restriction enzymatique

Les résultats de la PCR basé sur /S67 70 montrent que sur un ensemble
de six souches isolées, cinq isolats présentent des signaux positifs qui
correspondent au complexe Mycobacterium tuberculosis. Le sixiéme
isolat ne présente pas de signal ce qui indique que son ADN
n’appartient pas a ce complexe. Il s’agit d’une mycobactérie non
tuberculeuse (MNT).

L’examen par PCR des souches isolées a partir des cultures positives a
permis de confirmer la présence des mycobactéries. Une restriction
enzymatique appliquée sur les mémes extraits d’ADN a permis de
mettre en évidence la présence de bandes variant entre 200 paires de
bases (pb) et 250 pb, entre 50 pb et 100 pb et entre 12 pb et 17 pb. Ces
résultats sont compatibles avec la ligne 152/127/69/42/22/17/12 de
I’algorithme repris dans la Table de référence (20), c’est-a-dire
compatibles avec M. bovis (U 17925) et M. tuberculosis (U 17957), ce

qui indique la présence de I’une et/ou I’autre de ces deux espéces.
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Identification par méthode moléculaire d’un isolat
mycobactérien

Les résultats des séquences d’un isolat mycobactérien obtenues par
deux techniques différentes de séquencage et comparées a la base de
données NCBI de collecte de nucléotides ont mis en évidence une
souche de M. virginiense DSM100883" (99,82 % de similitude avec
M. virginiense) par la méthode du gene ARNrl6S et 99,5 % de
similitude avec M. virginiense AY550212 pour le géne hsp65. A la suite
de ces deux observations, la souche de mycobactérie atypique mise en
¢vidence dans cette étude a €té identifiée comme étant Mycobacterium
virginiense MO-233. C’est la premiére fois que cette souche a été isolée

en Algérie chez une chamelle agée de plus de 10 ans.
Spoligotypage

La technique de spoligotypage a été réalisée au laboratoire de I’ Institut
de médecine expérimentale de 1’Université d’Istanbul sur les extraits
d’ADN obtenus au départ des six isolats bactériens identifiés dans des
1ésions suspectes de tuberculose chez le dromadaire. Quatre souches de
M. bovis possédant le méme spoligotype SB0941 et une souche
phylogénétiquement proche des souches précédentes mais portant le
spoligotype SB2562 ont été identifiées (Tableau V). Le premier
spoligotype a déja été décrit chez le bovin dans une étude menée en
Algérie par Sahraoui et coll. (14), tandis que le deuxieéme est décrit ici

pour la premiere fois.

Tableau V

Spoligotypes identifiés chez les dromadaires en Algérie

Spoligotype Code BIN Code OCT Code HEX

SB0941 1101111101111110111100011111111111111100000 676773617777600  6F-5F-5E-1F-FF-60
SB2562 1001111101111000111100011111111111111100000  476743617777600  4F-5E-1E-1F-FF-60

BIN:  binaire

HEX: hexadécimal. Le systéme hexadécimal est un systéme de numération positionnel en base 16.
Dans ce systeme, 16 symboles sont utilisés, en général des chiffres arabes pour les dix premiers
chiffres et les lettres A a F pour les six suivants.

OCT: octal. Le systtme de numération octal est un systéme de numération de base 8 qui utilise les
chiffresde 04 7.
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Discussion

Historiquement, plusieurs dromadaires apparemment en bonne sante,
abattus dans des abattoirs en Algérie, présentaient des Iésions
pulmonaires a I’examen post-mortem (1). Selon Kane et coll. dans une
¢tude menée en Mauritanie, les genres bactériens associés aux 1ésions
pulmonaires majeures chez le dromadaire étaient des streptocoques, des

staphylocoques, des klebsielles et des corynébactéries (25).

La présente ¢tude a révélé une prévalence de Iésions suspectes de
tuberculose de 3,05 % (102/3 342 carcasses) chez le dromadaire a la
suite d’une inspection visuelle post-mortem réalisée dans trois abattoirs
en Algérie. Ces résultats sont proches de ceux de Kasaye et coll. (26)
qui ont rapporté une prévalence de 4,52 % a I’abattoir d’Akaki en
Ethiopie. Ils sont toutefois supérieurs a ceux signalés par Zubair et
coll. (27) qui ont rapporté une proportion de nodules tuberculeux de
2 % dans deux abattoirs de Lahore et Faisalabad au Pakistan, et
inférieurs a ceux rapportés par Beyi et coll. (28) qui ont mentionné une
prévalence des 1ésions tuberculeuses ¢gale a 8,3 % (33/398) a I’abattoir
municipal de Dire Dawa en Ethiopie. La présence des lésions
tuberculeuses chez le dromadaire dans les trois abattoirs investigués
dans notre étude est peut-€tre favorisée par la tendance a la sédentarité
de certains ¢levages camelins algériens. En effet, ce type d’¢levage
induit une plus grande cohabitation avec d’autres ruminants, en
particulier les bovins, qui sont plus souvent atteints de tuberculose a
M. bovis. Ce méme constat a ét¢ signalé par Mamo et coll. qui
indiquaient que la tuberculose se produisait plus fréquemment chez les
dromadaires qui sont gardés en contact avec des bovins et des petits
ruminants (29). Cette cohabitation explique également le fait de
retrouver le méme spoligotype de souches de M. bovis dans les deux
especes (les dromadaires et les bovins). En effet, les travaux de
Sahraoui et coll. ont mis en évidence le méme spoligotype (SB0941)
chez ’espece bovine dans une étude menée dans deux abattoirs de la
région Nord en Algérie (14). Depuis lors, un dépistage des bovins
provenant de la région du Nord de I’Algérie a ét¢ rendu obligatoire

avant le déplacement de ceux-ci vers le Sud de 1’ Algérie.
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La proportion de dromadaires femelles présentant des 1€sions suspectes
de tuberculose (9,37 %) était supérieure a celle des males (1,61 %).
Ceci peut étre expliqué par la plus longue vie reproductrice des femelles
dromadaires qui ont une plus grande chance de rencontrer un animal
infecté de tuberculose a M. bovis durant leur cycle de vie (30). Nos
résultats sont comparables a ceux rapportés a I’abattoir d’Akaki en
Ethiopie par Kasaye et coll. (26) qui ont signalé une prédominance des
1ésions tuberculeuses chez les femelles (5,91 %) par rapport aux males
(2,41 %). En revanche, dans une étude menée au Nigeria Ahmed et coll.
ont indiqué que les males sont les plus concernés par les lésions
tuberculeuses (35,4 %) (27). Toutefois, dans cette étude, un nombre
important  d’échantillons provenaient de dromadaires males
abattus (31). De plus, la tuberculose étant une maladie d’évolution
chronique (32), la maladie se manifeste fréquemment chez les animaux
ages (5,63 %). Le méme constat a été fait par Beyi et coll. (28). En effet,
ceux-ci ont estimé ce pourcentage a 11,7 % (22/180) dans une étude
menée a I’abattoir de Dire Dawa en Ethiopie. D’autres travaux ont
confirmé que la prévalence des lésions tuberculeuses était plus élevée
dans les carcasses de dromadaires agés (31). Les 1€sions évocatrices de
la tuberculose cameline sont plus fréquentes dans les poumons (64/102)
et le foie (37/102) et un faible pourcentage a été constaté¢ dans les
ganglions bronchiques (1/102). Ces résultats sont comparables avec
ceux de Mamo et coll. (29) obtenus dans 1’abattoir de Dire Dawa en
Ethiopie avec un taux élevé de lésions pulmonaires (54,2 %). Le méme
constat a été observé par Zubair et coll. (27) indiquant une proportion
de 48,90 % de 1ésions pulmonaires dans une étude menée dans les
abattoirs de Lahore et Faisalabad au Pakistan. La prédominance des
lIésions respiratoires est explicable par le mode de transmission

préférentielle de la tuberculose a M. bovis par cette voie (33).

Seuls 4,90 % des examens par bacilloscopie étaient positifs. Nos
résultats ne sont pas étonnants car la bacilloscopie n’est pas trés sensible
et elle n’est positive que si le prélevement contient plus de 10 000
bacilles / ml (32). Le méme constat a été signalé par Mamo et coll. (29)
dans une étude réalisée a 1’abattoir de Dire Dawa en Ethiopie. Cette
faible positivité pourrait étre due a I’absence (34) ou au faible nombre

(35) de mycobactéries viables dans les 1€sions tuberculeuses calcifiées.
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La bacilloscopie constitue toutefois une étape du diagnostic de la
tuberculose adoptée par les programmes nationaux de lutte contre la
tuberculose dans les pays a ressources limitées (36, 37). Selon Wernery
et coll., les résultats de la coloration de Ziehl-Neelsen chez le
dromadaire sont variables (12). Cela peut étre dii a un phénomene
particulier chez les camélidés par rapport aux autres especes. Chez les
bovins, Sahraoui et coll. ont calculé un taux de positivité a la
bacilloscopie de 28,80 % (38).

Le taux de positivité a la culture bactérienne, sur milieux solides
Lowenstein-Jensen était 1égerement supérieur (5,88 %) a celui obtenu
par la bacilloscopie. Ce taux est supérieur a celui obtenu (1,4 %) par
Mamo et coll. (28). La culture bactérienne reste un test de référence

pour un meilleur controle de la tuberculose (39).

Dans la présente étude, la concordance entre la bacilloscopie et la
culture bactérienne s’est révélée etre bonne (coefficient kappa de 0,71).
Il s’agit d’un résultat supérieur a ceux rapportés auparavant par Beyi et
coll. (28) et par Mamo et coll. (29), qui ont signalé respectivement une
concordance faible (coefficient kappa de 0,37) a moyenne (coefficient

kappa de 0,51) entre ces deux tests.

Selon les auteurs, il s’agit de la premiére étude portant a la fois sur le
diagnostic bactériologique et moléculaire de la tuberculose chez le
dromadaire en Algérie. Cette étude a pu confirmer la présence de
M. bovis avec deux spoligotypes différents (SB094 et SB2562) dans les
lésions tuberculeuses chez le dromadaire en Algérie. Dans la présente
¢tude, le spoligotype isol¢ (SB0941) de quatre souches bactériennes est
semblable a celui isolé chez un bovin dans deux abattoirs algériens lors
d’une étude antérieure (14, 35). Ce constat suggere le passage possible
de ce spoligotype au sein des deux espéces par cohabitation. En
revanche, le spoligotype SB2562 isolé d’une autre souche est nouveau.
Il n’a jamais €té isolé auparavant en Algérie chez le dromadaire ou toute
autre espece d’animal de rente. Ce nouveau motif de spoligotype a été
soumis dans la base de données des spoligotypes de M. bovis sous le
numéro de code OCT476743617777600 (www.Mbovis.org) (40).
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De plus, une souche de mycobactérie non tuberculeuse a été isolée et
identifiée par la technique de s€quencage de la région 16s DNA. Elle a
¢té identifiée comme M. virginiense MO-233. Ce type de mycobactérie
a ¢été 1solé chez une chamelle agée de plus de 10 ans pour la premiere
fois en Algérie. Cette souche atypique est une espece appartenant au
complexe Mycobacterium terrae (41). Un méme constat a été signalé
par Johnson et coll. (42), qui ont également isolé des mycobactéries

atypiques telles que M. kansasii chez les camelins.
Conclusion

Cette ¢étude a permis de mettre en évidence la présence de 1ésions
compatibles avec la tuberculose chez 3,05 % de dromadaires abattus en
Algérie. Cinq souches de M. bovis ont été isolées, correspondant, pour
quatre d’entre elles a un spoligotype déja connu auparavant chez le
bovin en Algérie (SB0941) et pour la cinquieme souche a un
spoligotype (SB2562) inconnu a ce jour chez le dromadaire ou toute

autre espece animale.

De plus, une souche non-tuberculeuse supplémentaire a été identifiée.
Il s’agit de M. virginiense MO-233. Compte tenu du caractere
zoonotique de M. bovis, il est nécessaire de mettre en ceuvre des
mesures visant a controler la tuberculose a M. bovis dans le cheptel des
dromadaires algériens en vue de réduire la transmission entre 1’animal
et ’homme. Enfin, des études complémentaires restent nécessaires pour
mieux comprendre la situation épidémiologique du cheptel camelin en

Algérie.
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