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Les mycobactéries d’origine animale
isolées au centre Muraz de 1965 a 1968

Techniques d’isolement et d’'identification. Résultats

par R. GIDEL, ]. P. ALBERT, M. LEFEVRE, M. MENARD e M. RETIF
avec la collaboration technique de A, DJQKOUI

RESUME

Les auteurs soulignent tout d'abord I'imporfance des saisies pour tuberculose
aux abattoirs de Bobo-Dioculasso, La fréquence de ces saisies a été de 9,61 p. 100
pour les bovins (82.961 animaux inspectés) et de 2,15 p. 100 pour les porcins
(16.992 animaux cantrdlés) au cours des années 19565 & 1968 incluse. |Is indiquent
ensuite les jechntques qu'ils ont utilisées pour les prélédvements, Iisolement et
I'identification des mycobactéries. Enfin, ils exposent les résultats obtenus concer-
nant les examnens directs, les cultures et l'identification des mycobactéries isolées.

Parmi les 639 prélévements regus au Laboratoire, 298 culiures furent positives
et 250 souches purent &tre identifiées.

Mycobacterium bovis est I'agant le plus fréquemment rencontré : 89,6 p. 100
des cas.

Mycobacterium {uberculosis a cependant ét€ isolé dans 5,2 p. 100 des cas ef des
mycobactéries atypiques dans 5,2 p. 100 des cas égalemeni. Aucune souche de
Nocardia farcinica n'a été isolée. Ces résultats montrent la rareté du farcin et
I'impartance de la tfuberculose bovine dans les réglons dont les animaux étaient
originaires.

Les auteurs concluent en faisant part de leur intention d'entreprendre une
étude bactériclogique dans les régions sahéliennes d'élevage ol des enquétes
tuberculiniques récenles ont mantré que des liens devaient exister enire fuber-
culoses humaine et bovine. Ces recherches permetiront de préciser les types
de mycobactéries en cause ef de mieux connafire I"épidémiologie de la maladie
dans ces régions.

1. — INTRCDUCTION quer, pour l'inspecteur non averti, une tuber-
' culose miliaire. En 1961, une étude sur le farcin
Depuis de nombreuses années, les vétérinaires | a été effectuée aux abattoirs de Fort-Lamy au
chargés de l'inspection des viandes & I'abattoir | Tchad (PERPEZAT et al., 1963). Sur 38.201 bovins
de Bobo-Diovlasso en Haute-Volta ont été frap- | abattus, 476 ganglions suspects avaient été préle-
.pés par la-fréquence des [ésions tuberculeuses | vés. Pour chacun d'eux, les auvteurs ont isolé
.chez les animaux abattus dans cet établissement. | Nocardia farcinica, alors qu'aucun cas de tuber-
.Dans certaines regions d'Afrique au contraire, | culose n'a éé mis en évidence.
1la tuberculose semble exceptionnelle : c'est le Er ce qui concerne la Haute-Volta par contre,
icas du Tchad notamment. Par contre, dans ce | aucun cas de farcin n'a été signalé jusqu’a ce jour,
1pays et dans d'autres également, on rencontre, | ni a I'abaitoir de Bobo-Diovlasso, ni & celui de
‘avec une fréquence relative, le farcin d0 & | Ouagadougou, ni dans ceux des centres secon-
'Nocardia farcinica, dont les Iésions peuvent évo- | daires.
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Il nous a donc paru intéressant d'apporier la
preuve bactériclogique des nombreux cas de
tuberculose dépistés macroscopiquement & |'abat-
toir de Bobo-Dioulusso et de préciser les types
de mycobactéries en cause,

Les S/Sections Tuberculose et Zoonoses du
Cenfre Muraz ont donc entrepris, @ partir de
1965, I'identification des souches de myco-bacté-
ries isolées a partir des prélévements effectués
sur les animaux abaftus & Bobo-Diculasse et
présentant des |ésions tuberculeuses.

2. — IMPORTAMCE DES SAISIES
POUR TUBERCULOSE A L’ABATTQIR
DE BOBO-DIOULASSO

Le pourcentage d'animaux porteurs de lésions
tuberculeuses wvarie considérablement d’une
année & "autre. C'est ainst que, chez les bovins,
les taux suivants ont &t observés au cours des
20 derniéres années !

7,6 p. 100 en 1950
19,5 p. 100 en 1953
5.6 p. 100 en 1959
14,8 p. 100 en 1962,

Ces variafions s'expliquent par le fait qu'une
part importante, de l'ordre de 65 a 75 p. 100,
des bovins abattus sont d'crigines trés diverses,
un certain nombre d'entre eux provenant des
régions fortement infectées du Mali (Ségou,
Macina, Moph).

Au cours des années 1965 a 1968 incluse,
9,61 p. 100 des B2.961 bovins abattus, 2,15 p. 100
des 16,992 porcins abattus étaient porteurs de
lésions tuberculeuses (voir tableau 1). Pendant
cette méme période, un certain nombre de cas
de tuberculose ont également été observés chez

les chevaux {2 cas sur 3.299 animaux inspectés),
les moutans et les chévres.

Comme nous l'avons signalé ci-dessus, un
pourcenfage important des bovins abattus est
d'origine étrangére, Par contre, les équins, avins
et caprins sont, pour la trés grande majorité,
d'origine voltaique. S1 on étudie fa fréquence
de la tuberculose bovine en fonction de 'origine
des antmaux, on s'apergoit que la maladie sévit
avec une fréguence netfement plus élevée chez
les animaux d’origine étrangére. Ainsi, en 1968,
sur 19,392 bovins abalttus, 6,953 élajent d'origine

+ voltaique et 12,439 d'origine étrangére, la plupart

du temps malienne, 1.92% cas de tuberculose
ont éf& observés au tofal, dont 285 chez des
bovins voltaiques, soit 4,10 p. 100 et 1.644 chez
des bovins étrangers, soit 13,22 p. 100 (chi 2 = 695
pour deux degrés de liberté @ la différence
constatée est trés hautement significative). Cette
observation doit aftirer I'aftention sur le danger
que représente, pour le cheptel local, les ani-
maux en fransit provenant de régions contami-
nées. La réalité de ce danger nous est apparue
également au cours de nos diverses enquétes
allergologiques (GIDEL et al., 1969).

3. — TECHNIQUES UTILISEES
POUR L’ISOLEMENT ET LIDENTIFICATION
DES MYCOBACTERIES

3.1. Récolle des préléyements.

Les prélévements de fragments d'organes et
de ganglions tuberculeux sont effectués, a
I'abattoir de Bobo-Diculasso, par les infirmiers
spécialistes du Service de ['Elevage, chargés de
I'inspection des viandes, Ces prélévements sont
placés qussitér dans des boites de carton paraf-

TABLEAU N° I

Nombre d'animaux abettus et inspectés & Bobo-Dioulesse au cours des annfes 1665 & 1968
incluses et résultats des zaisies pour tuberculose,

Nombre d4'animsaux
. Pourcentage
Bspees 4a'enimaux
. v x L]
- Lbattus Porteurs de  Ubjets dlune Ubjets d'une tuberculeux i
animale P salsie teotale peour salsle totale .
et l&sions - 1'abattage
. - tuberculose partielle pour
inspectés tuberculeuses
tuberculose
Bovins 82.961 T.971 563 7.ho8 9, 61
Porcins 16.992 366 22 by 2, 15
Eguins 3,290 9 L 5 o, 27
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finé uhlisées habitveltement pour recueillir les
crachats. Chaque prélévement est accompagné
d'une fiche d'idenfification numérotée (le méme
numéro étani reporté sur la bofte), indiquant
l'espéce, la race, l'origine, le sexe, |'étendue et
le tyne des |ésions ainsi que les organes touchés
et la nature de la saisie (totale ou partielle).
Ces prélévements sont apportés au laboratoire
de la Tuberculose du Centre Muraz. Les rensei-
gnements donnés par les fiches sont reporiés sur
un registre ol figureront uliérieurement les
résultats de ['examen direct, de la culture, de
I'identification biochimique ei, éventuellement,
de I'antibiogramme.

3.2. Traitement des prélévements.

3.2.1. Homogénéisation au bromure de céiyl-
pyridinium (BERENCS! et al., 1960},

Plusieurs parcelles des différents prélévements
pravenant d'un méme animal sont broyées au
mortier stérile en présence de sable et d'eau dis-
tillée stériles. Le produit du broyatest placé, aprés
décantation, dans un tube & centrifugation a vis,
stérile, et misen contact avec du bromure de cétyl-
pyridinium, dans la proportion de 1 volume de
broyat pour 5 volumes d’une solution de bromure
de cétyl-pyridinium a 5 p. 100 dans de I'equ
distillée stérile. Le tube & centrifuger est alors
placé & I'étuve a 370 pendant 48 a 72 h, ce temps
étant fonction de ['éfaf de conservation des
prélévements. Aprés ce délai, le tube est centri-
fugé a vitesse moyenne (3.000 t/mn) pendant
15 & 20 mn. Le surnageant est rejeté et le culot
est dilué dans 2 & 3 ml d'eav distillée stérile.

3.2.2. Examen direct aprés homogénéisation.

LUne a deux gouttes du culot dilué sont étalées

sur une lame porfe-objet et séchées et fixees Q |

I'alcool éthylique flambé. Ce froftis est alors
coloré selon la fechnique du Ziehl rapide a froid
(LAPEYSSONNIE et CAUSSE, 1960) dont nous
rappellerons succinctement les modaliés,

Deux solutions sont utilisées pour cette colo-
ration :

— Une solution A, dont la composition est la
suivante :

Fuchsine basique  ............. 44
Acide phénique ........... ... ... 12 g
Afcool a 950 ... 25 mi
Eau distillée q.s. ...l 300 ml

Elle se prépare en dissolvant la fuchsine dans
I'acide phénique chauffé & BO® au bain-marie.
Aprés avoir laissé refroidir, et lorsque la solution
est encore tiéde, on ajoute I'alcool en agitant.
Puis on compléfe & 300 ml avec de 'eau distillée
et on filtre. Aprés filiraiion, on ajoute & cette
solution 30 gouttes de Teepol (soit 10 goutles
pour 108 ml environ} ou, & défavt, de Tween 80.
Ceite solution doit &tre filirée chaque fois avant
Memploi.

— Une solution B, dont la compaosition est la
suivante :

Alcool abselu ... .0 4 parties
Acide sulfurique pur .......... 1 partie
Bleu de méthylene a1 p. 100 ... 7 parties

— Colorgtion : le froths est recouvert de solu-
tion A pendant 4 mn. Puis il est javé a l'eau et
recouvert de solujion B pendant 4 mn &galement.
Le frottis est ensuite lavé, séché, puis examiné a
I'immersion. Ceite technique nous donne de bons
résultats, tout en ayant V'avantage d'ére plus
rapide que la méthode classique & chaud.

3.3. Mise en culture.

Les milieux employés pour les cultures sont des
milleuscde LOEWENSTEIN-JENSEN a 0,75 p. 100
de glycérine, préparés au Laboratoire a partir
de base déshydratée en sachets fournis par le
Laboratoire BD-Mérieux. La préparafion est
effeciuée selon [a tfechnique indiquée par ce
Laboratoire. Les ceufs uvhlisés sont des ceufs
du jour provenant de volailles sélectionnées et
cantrdlées sanitairement par le Service de I'Ele-
vage. Une fois préparé, le miliev est réparti
stérilement, sous lampe & uliraviolet, dans des
tubes de Coletsos @ encoche, a raison de 8 ml
par tube. Ces tubes sont ensuite placés en posi-
tion horizoniale au bain-marie coagulateur.
{Is sont enfin placés a I'étuve & 37° pendant
48 h pour controle de stérilité, puis conservés
au réfrigérateor a + 4° jusqu'a leur utilisation
qui doit se faire dans les 15 jours.

le culot dilué est ensemencé en nappes sur
2 tubes de LOEWENSTEIN-JENSEN. Ceux-ci
sont portés, non capuchonnés, & "étuve & 37 pen-
dant 24 h, puis capuchonnés et remis a |'étuve.
Les iubes en culture sont surveillés réguliére-
ment, de fagon & noter 'apparition des premié-
res colonies et d éliminer éveniuellement les
tubes souillés. Au bout de 4 mois, les milieux ol
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aucune culture n'apparait sont contrdlés aqu
Ziehl et, si celui-ci est négatif, ils sont &liminés.
Les fubes positifs sont conservés jusqu'da ce que
la culture soit suffisante pour effectuer les tests
biochimiques. L'aspect des colonies (lisses ou
rugueuses ; isolées ou en nappes ; présence ou
absence de pigmentation)est notésur leregistre. Le
bacille bovin poussant mal sur LOEWENSTEIN-
JENSEN au sortir de "animal et les culiures
étant lentes & cbtenir, nous allons dorénavant
ensemencer, en méme temps que le milieu de
LOEWENSTEIN-JENSEN & 0,75 p. 100 de glycé-
rine, un fube de LOEWENSTEIN sans glycérine
et un milieu au pyruvate de soude a 0,50 p. 100
(STONEBRINK, 1932).

3.4. Photo-induction.

Ceite recherche est effectuée en ensemencant
3 tubhes de LOEWENSTEIN-JENSEN, dont 2 sont
enveloppés de papier noir. Lorsque le fube
découvert montre une culture en pleine crois-
sance, on développe I'un des2 fubes et on |'expose
30 a 60 mn a 50 cm environ d'une lampe de
40 W. Puis con le recouvre et on le remetd I"étuve,
Le lendemain, on découvre les 2 tubes et on
compare |'aspeci des colonies. Si les colonies
qui ont été exposées & la lumiére présentent une
pigmentation jaune-orange par rapport a celles
du tube iémoin dont les colonies sont restées
blanches, la souche est dite photochremogéne.
En ce qui concerne les mycobactéries dites scoto-
chromogénes, c'est-d-dire d'emblée pigmentées
en jaune ou crange pendant le séjour & "étuve 4
Fobscurité, la photo-induction renforce la pig-
mentation.

3.5. Tests biochimiques.

MNous décrivons succinciement les différents
tests utilisés pour |'identification de nos souches
de mycobactéries,

3.5.1. Recherche de
« Niacin iest».

l'acide nicotinique ou

La recherche de la production d'acide nico-
tinique est un fest précieux car il permet a lui
seul d'identifier M. fuberculosis qui est le seul,
avec M. microti (bacille de WELLS) et certaines
variétés de M. borsfelense & donner une réaction
positive. Toutefols, le type ofricanum de M. tuber-
culosis découvert récemment (CASTELS et al.,

1968 et 1969} donne un niacin-test variable selon
les souches.

Ce fest es} effectué sous hotte ou devant une
fenéfre ouverte du fait de I'utilisation de bro-
mure de cyanogene qui sert & révéler la présence
d'acide nicotinique. Cette recherche sefaif sur des
cultures en milieu de LOEWENSTEIN-IENSEN
abondantes et en pleine craissance. Elle consiste
& dépaoser sur le milieu, a I'aide d’une pipefte
graduée, 0,5 ml d'une solution d'aniiine a
4 p. 100 dans 'alcool a 95 p. 100. Les tubes sont
ensvite placés en position horizontale pendant
10 mn environ. Puis on ajoute, avec une seringue
munie d'une longue aiquille, 0,5 ml d'une solu-
fion @ 10 p. 100 de bromure de cyanogéne dans
l'eau distillée. La lecture s’effectue immédiate-
ment, car la pigmentation s'afténue ensuite. La
présence d'acide nicotinique se fraduit par une
coloration jaune des cofonies et une coloration
jaune a vert-jaune du liquide. Lorsque [a réac-
tion est négative, les colonies ne se colorent pas
et le liquide est de couleur verte. Enfin la réaction
est dite douteuse si les colonies ne sont pas
pigmentées en jaune mais si le liquide est vert-
jaune.

3.5.2. Recherche conjointe de la calalase et de
la peroxydase ¢ 220 et 700 (CANETTI et al. 1968).

La recherche de ces deux enzymes est faite
sur des cultures jeunes. La présence de la cata-
lase dans une souche donnée se traduit par un
dégugement gazeux lorsque ['on mef ceffe
souche en présence d'eau oxygénée, tandis que
la présence de la peroxydase se traduit par un
noircissement des colonies lorsque celles-ci
sont mises en présence d'equ oxygénée et d'un
substrat oxydable tel que catéchel ou benzidine.
La technique est la suivante : dans 2 tubes &
hémolyse contenant 2 gouttes d’eau distillée,
on infroduit une anse de culture, soit environ
10 mg. L'un des 2 tubes est porté au buain-
marie a 70° pendant 15 mn et refroidi. On intro-
duit alors dans les 2 tubes, 1 ml de la solufion

svivante, qui se <conserve 2 semdines au
réfrigérateur (sclution de Bogen).
Pyrocatéchine .............. ... 01 g
Eau oxygénée a 110 volumes .. 05 ml
Tween 80 ................... 1,25 ml
Eau distillée.................. 100 ml

Une premiére lecture s'effectue au bout
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d'une heure pour la catalase et la peroxydase
et une deuxiéme lecture aprés 18 h, pour
contréle de la peroxydase, certaines souches
n"étant peroxydase positives que fardivement.
La fermation d'une mousse plus ou moins
abondante indique la présence d'une catalase,
tandis que la peroxydase est décelée par la
couleur du culot, ure teinte brun-rouge signifiant
la présence de peroxydase. Cependant, I'appré-
ciaton des teintes est parfois delicate.

Toutes les mycobactéries, a |'exception des
souches de M, tuberculosis et M. bovis isoniazido-
résisiantes sont catalase positives. Les mycobac-
téries sont en général peroxydass négatives,
a l'exceplion des souches de M. fuberculosis et
M. bovis isoniazido-sensibles.

3.5.3. Réduction des nitrates (VIRTANEN, [960).

Certaines mycobactéries possédant une nitrate
réductase réduisent les nitrates en nitrifes. La
présence de nitrite de sodium pourra étre décelée
par la réaction de GRIESS,

Cetie recherche se fait sur des cultures jeunes,
en pleine croissance, dgées de mains d'un mais.
Dans un fube & hémolyse contenant deux gouttes
d'eau distillée, on introduit 10 mg environ de
bacilles (une anse pleine}. On ajoute 2 ml d'vne
solution de nitrate de soude 4 0,085 p. 100 en
tampon phosphate (NOgNa : 0,085 g ; PO,H.K :
0,117 g ; POHNag-12 HyO & 0,485 g ; eau dis-
tillée : 10 ml). On porte 2 heures a ['&tuve a 370,
On qjoute successivement : deux gouftes du
réactif A (acide sulfanilique : 0,8 g: acide
acétigue : 30 ml ; eau dishllée : 100 ml) et deux
gouttes du réactif B (e-naphtylamine : 0,5 g;
acide acétique : 30 ml ; equ disiillée : 100 ml).
La présence de nitrites se tfradvit par I'apparition
immédiate d'une coloration rouge-violette.

Les souches de M. fuberculosis, qu'elles soient
sensibles ou résistantes a I'isoniazide, réduisent
les nitrafes en nitrites, & I'exception des souches
de type ofricanum pour lesquelles cette opération
est en général négative. La plupart des souches
de M. bovis ne réduisent pas les nitrates. Quant
aux mycobaciéries dites atypiques, elles se
comportent de fagan variable selon les espéces.

3..5.4. Recherche des
(BONICKE, 1958).

activités amidasiqgues

Cette recherche est indiquée pour ['identifi-
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cation des mycobactéries dites atypiques. Efle
doit &tre faite sur des cultures en pleine crois-
sance car il faut une quantité impeoriante de

germes. Cing amides ont été utilisés aqux
concentrations suivantes :
pour 100 ml d’eau distillée :
Urée . ... i 9,84 mg
Nicotinamide ................ 20,00 mg
Acétamide ... ... e 9,68 mg
Benzamide ................... 19,85 mg
Succinamide ... oLl 19,00 mg

Ces solutions sont stérilisées par chauffage
a |'avtoclave & 1000 pendant 30 mn. Elles peu-
vent &tre conservées 8 jours au réfrigérateur.

La formation d'ammoniaque est décelée par lu
fechnique de RUSSEL qui ufilise 3 réactifs

— Une solution de sulfate de manganése a
0,003 M obtenue en dissolvant 66,2 mg de SO,Mn,
4 H,O dans 100 ml d'ecu distillée ;

— Un réactif phénolique préparé comme
suit 1 25 g d'acide phénique soni dissous dans
10 ml d'eau distillée. Aprés agitation vigoureuse,
on gjoute 54 ml de NaOH, 5N ; on remue
jusqu'a dissolution totale, puis on compléte a
100 ml avec de 'eau distillée et on conserve
celte solution en flacons teintés bruns ;

— Une sclution d’hypochlorite de calcium
préparée de la fagon suivante : dissoudre 25 g
de Cl;CaO (hypochlerite de calcium) dans
300 ml d’eau distillée chaude. Ajouter, en agitant,
135 ml d'une selution & 20 p. 100 de carbonate
de potassium. Faire bouillir quelques minutes
pour éliminer I'ammoniaque. On vérifie, par
addition d'oxalate de potfassivm ouv d'acide
oxalique a1 p. 100, qu'il n'existe plus d'ions Ca
dans la solution. Sinon, on ajoute du carbonate
de patassium pour éliminer I'excés de calcium,
Puis on compléte jusqu'd 500 ml avec de |'eau
distillée et on filire. Cette solution est également
conservée en flacons teintés bruns au réfrigéra-
teur.

— Technique de la réaction : Les colonies
d'une culture abondantesur milieux de LOEWEN-
STEIN-JENSEN sont prélévées et mises en suspen-
sion dans de |'eau physiologique stérile de
maniére 4 avoir une concentration en germes
d'auv moins 10 mg/ml. Pour chaque amide, on
utibise 1/2 ml de suspension bactérienne. [1 faut
donc prévoir une quanhié suffisante de cefte
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suspension pour pratiquer letestsur les différentes
amides. Aprés avoir procédé a une homogénéi-
sation complete, on effectue deux lavages succes-
sifs des bactéries avec de 'eau physiclogique
sterile. Aprés |a deuxiéme centrifugation, le
culot est ensvite repris en tampon phosphate
M5 a pH 7.2, (POHNa,, 12 H,O0 =1,718 g ;
PO,H,K =0,254 ¢ ; =au distillée : 100 ml),
de fagon & obtenir le mé&me volume que celul
de la suspension précédente. On répartit ensuite
1/2 ml de cetfe suspension dans des tubes &
hémolyse contenant 1/2 ml de la solution d’'amide
0,00164 M (voir ci-dessus la préparation des
sclutions des différentes amides). Puis les tubes
sonf placés a 'étuve a 370 pendant 4 a12 18 h
{4 heures pour les mycobactéries a croissance
rapide ; 12 & 18 h pour les mycobactéries a
croissance lente),

Aprés ce délai, la présence d'ammoniaque
est décelée par la fechnique de RUSSEL qui
consiste & ajouter @ chaque tube :

— 0,1 ml de la solution de sulfaie de manga-
nése,

— 1 ml de réactif phénclique,

— 0,5 ml de la solution d'hyposulfite.

Aprés agitation, les fubes sont placés durant
15 & 20 mn au bain-marie & 1000. La présence
d'ammoniaque se tradult par une coloration
bleu-vert.

3.6. Sensibilité aux antibiotiques (CANETTI et
al. 1963 et 1968).

La technique utilisée est la méthode des propor-
fions de CANETTI, RIST et GROSSET (1963). La
sensibilité est recherchée vis-d-vis des 3 antibioti-
ques majeurs : isoniazide (. N. H.), acide para-
aminc-salycilique (P. A. 5.}, streptomycine.

Les deux cancentrations suivanies sont utilisées
pour chaque antibictique :

INH : 01 et02
PAS : 0,25 et 0,50
streptomycine : 2 et 4

microgramme par ml

Ces solutions d’antibiotiques sont incorporées
aux milieux de LOEWENSTEIN-IENSEN avant
coagulation.

Les dilutions bacillaires & ensemencer sont les
dilutions 10-% et 10-% microgrammes par m!.

Aux concentrations précédemment indiquées,
les proportions critiques au-dela desquelles la
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souche est considérée comme résistante sont les
suivantes :

INH
PAS ...
Streptomycine . .

10 p. 100 et 1 p. 100
10 p. 10C et 1 p. 100
'50-100 p. 100 et 1 p. 100

3.7. Test au Pyrazinamide,

Nous n'avons pas pratiqué ce fest jusqu'a pré-
sent. Toutefois, vu son intérét pour le dépistage
des souches de type africanum qui sont trés sensi-
bles & cet antibictique, nous envisageons désor-
mals sa mise en ceuvre selon la technique de
RIST (CANETTI et GROSSET, 1968). Pour pallier
& la principale difficulté de ce test, & savoir la
croissance frés lente des bacilles tuberculeux sur
le milieu utilisé, du fait d'un pH de 4,9 d¢ a la
présence du pyrazinamide, CASTETS (M), RIST
(N} et BOISVERT (H) (1969), reccmmandent de
déposer sur le milieu, avant I'ensemencement,
0,2 ml de pyruvate de soude a15 p. 100.

En présence de 50 microgrammes de pyrazina-
mide par millilitre de milieu de LOEWENSTEIN-
JENSEN & pH 4,9, la croissance du type africain
est inférieure @ 1 p, 100 de la population ense-
mencee,

3.9. Test au TCH.

La recherche de [a sensibilité wis-d-vis de
I'nydrazide de l'acide thioféne-2-carboxylique
(TCH} est particuliérement intéressante pour
I'identification des souches de M. bovis et du type
africain de M. tuberculosis. En effet, ces souches
sont sensibles au TCH, alors que celles de
M. tuberculosis (iype humain) y sont résistantes.
Sur les conseils du docteur N. RIST, nous allans
dorénavant effectuer ce fest systématiquement
suivant la fechmque utilisée pour les antibio-
grammes. lLes concentrations utilisées sont de
2 et 5> microgrammes de TCH par millilitre de
milieu et la proportion critique au-dela de laquelle
la souche est considérée comme résistante est
1 p. 100.

La résistance a 'INH étant croisée avec celle
au TCH, le comportement 4 I'égard du TCH ne
permet donc pas de différencier les souches
bovines et africaines isoniazido-résistantes des
souches humaines. La recherche de la sensibtlité
a I'INH doit donc teujours &tre faite lorsqu'on
effectue le test av TCH afin de pouvoir inter-
préter correctement celui-ci.
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4. — RESULTATS

639 prélévements ont éié adressés au Laboro-
toire qu cours des années 1965, 1964, 1967 et
1968 (voir tableau 2). Ces prélévements concer-
naient des bovins (zébus, 507 fois ; taurins, 77 fois} ;
des porcins {27 fois) ; des équins (8 fois) ; divers

ovins (10 fois) ; des caprins {7 fois) : divers
animaux (poules, 2 fois ; canards, 1 fois ; chiens,
2 fois). Ces prélévemenis provenaient pour 221
d'enire eux de saisies totales et pour 413 d'entre
eux de saisies partielles ; dans 5 cas {poules,
canards, ef chiens), il s'agissait de prélévements
effectués par les agents du Service de I'Elevage
a I'occasion d'autopsies.

TABLEAU ¥° I

Wombre de prélévements tuberculeux adressés au Laboratoire au cours des années 1965 & 1968
incluses pour chaque espice animale avec indications des saisies pratigufes.

Nombre de Usturz des sairsies pratiguées
r [ préldvements gux abattolrs sur les animaox
=EPEES® tuberculeux cbjets des préidvements
aninele adressés au
| Laboratoire Totales Partielles

a vébus 507 163 335

o~

& \

8 Taurins T aa L8
Porcins 27 11 1€
Eguins 8 3 5
Ovins . 10 8 Y
Caprins 5 4 1
Poules (1) 2 2 -
fanerd (1) ] 1 -
Chiens (1) z 2 -
Total 639 226 b13

1

(1) = 11 s'agit de prélivements effectuds par les agents du Service de 1'Hlevage £ 1'occasion d'autopsies.

4.1. Résultats
tableau 3).

des examens directs. (voir

Au début de I'enquéte, les examens directs
n'ont pas été pratiqués de fagon systématique.

C'est la raison pour laquelle ces résultats n'ont
pu &tre donnés pour 116 prélevements. En ce qui
concerne Jes 523 aufres, ces examens ont &ié
positifs dans 160 cas (30,5 p. 100} et négatifs

{ dans 363 cas (69,5 p. 100).

TABLEAU IT® IIT

Fésultais des examens directs et des cultures sffectués

& partir

des prélévements regus.

Bédsultats des

eXxamens

directs

160 positifs

363 négatifs

116 non effectués

Cultures Cultures Cultures
Positives Wégatives| Eliminfes | Positives | Négetiwves | ZliminZes| Positives | Négatives | FEliminges
S0 35 35 156 1ok 103 52 b7 17
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4.2. Résultals des culfures. (voir tableau 3).

Sur les 639 prélevements mis en cultures,

298 ont donné des cultures positives et 186 des

cultures négatives, 155 cultures en cours ont d0
&tre eliminees, soit par svite de souillures, soit
pour la plupari d'entre elles, & la suite d'un
accident d’étuve, 51 on ne flent pus compte de
ces cultures éliminées, cn obtient donc 46,6 p. 100
de résultats positifs pour les prélévements mis
en cultures.

Les 160 examens directs positifs ont donné, du
point de vue cultures : 90 cultures positives,
35 négatives et 35 éiimines. En ne tenant pas
compte de ces derniéres, on obtient donc 72 p. 100
de cultures positives et 28 p. 100 de cultures
négatives. L'existence ce ces 28 p. 100 de bacilles
visibles et nen isalés en cultures peut &tre imputée
notamment 4 deux facteurs. Dune part, 1l est
bien cerfuin que le miliev de LOEWENSTEIN-
JENSEN & 0,75 p. 100 de glycérine n’est pas frés
favorable au développement des Mycobacterium
bovis. |l est donc probable que ceriaines souches
de cetype n'ont pu se développer et leur existence
peut expliquer une partie de ces échecs. Mals
d'autre part, I'éfude des résultats en ce qui con-
cerne les isclements de mycobactéries d'origine
humaine a montré que le méme phénoméne,
quoique 4 un degré moindre, pouvait y étre
chservé également (15 p. 100 de bacilles visibles
el non isolés en cultures au cours de la péricde
1966-1968).

Une éfude plus aitentive de la distribution de
ce phénomane a clors montré qu'il apparassait
avec une fréquence plus grande pendant de
courtes périodes correspendant & I'utilisation des
fins de lots de milieux de culture. L'emploi de
miiieux frais, préparés depuis moins de 15 jours,
devait entrainer une natte amélioration. Toute-
fois, malgré ces précauvtions, certains bacilles
visibles ne poussent pas en culfures. Le pourcen-
tage de ces bacilles est de I'ordre de 10 412 p.100.
Il s’agit vraisemblablement de bacilles isoniazi-
dorésistants qui poussent mal en rniliev de LOE-
WENSTEIN-JENSEN.

4.3. Résylials des identifications. (voir tableau 4).

4.3.1. Critéres refenus pour les identificafions.

Ces idenfifications sont prononcées apres
étude des caractéres culturaux et biochimiques.

Pour Mycobacterium tuberculosis, les colonies
sont rugueuses ef eugonigues, apparaissant
entre 10 a 30 jours. La cafalase et la peroxydase
sont en général positives d 220 et négatives a 70e,
Le niacin test et les nifrates sont positifs ainsi que
la recherche de la nicotinamidase. Enfin, les
scuches de ce type sont résistantes au TCH et
trés sensibles au pyrazinamide.

Pour Mycobacterium bovis, les colonies sont
lisses, hombées, luisantes et dysgoniques, appa-
raissant trés lentement sur milieux de LOEWEN-
STEIN-JENSEN (souvent aprés 2 mois ; parfois
méme aprés 3 mois). Caialase et peroxydase

TABLEAU N® IV

Résultats des identifications des mycovactéries ‘solées pour
chaque espéce gnimele.

.
Souches | M. tuberculesis M. bevis M. &etypiques
I.0.1, T4, 4. M. M, M. M. M. non h
b Aquat | AQUER | v ot evi [borstelense|tansasii|identifiZes
spece s| ® ot s R L2 UL 1E III
imele praclse Drécisé
4 lZ&bus T 10| 17¢ 165 1 1 1 1 1 5 209
i - .
2 iTaurins 2 2 18 1 =l
Poreins 1 z 1 6 1 1 12
, Ovins 3 3
Equins 1 1 2
Totel 1 12 12 19 { 183 1 1 e 1 1 T 250
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présentent les mémes caractéres que pour le
bacille humain, c'esi-a-dire qu'elles sont posi-
tives & 229 et négatives a 700, Niacin test, nitrates
et nicotinamidase sont en général négatifs.
Enfin, M. bovis est sensible au TCH et résistant
au pyrazinamide.

En ce qui concerne les mycobactéries dites
atypiques, ['étude des amidases est nécessaire
pour parvenir a l'identification complete, Malgré
tout, celle-ci n'est pas toujours aisée et nécessite
parfois I'envor de la souche & un laboratoire
spécialise.

La classification de RUNYON permet de
distinguer les groupes suivants :

— Groupe | @ Mycobactéries photochromo-
geénes, c'est-d-dire mycobactéries dont les calo-
nies non pigmentées a l'obscurité se pigmentent
aprés exposition a la lumiére ;

— Groupe Il : Mycobactéries scoiochromo-
génes, c'est-d-dire mycobactéries & croissance
lente dont lescolonies se pigmentent al'obscurité ;

— Groupe Il : Mycobactéries non chromo-
geénes, c'est-a-dire mycobactéries dont les colo-
nies & croissance lente ne se pigmentent habi-
tuellement ni & la lumiére mi & 'obscurité ;

— Groupe IV : Mycobactéries & croissance
rapide dont les colonies se développent en 3 @
4 jours.

Enfin, dans les résultats qui vont suivre, nous
ne faisons pas mention des bacilles fuberculeux
de type africain. En effet, nous ne pratiquions
pas, jusqu'd présent, les deux tests les pius carac-
téristiques de ce type, d savorr, la recherche de la
sensibilité au TCH et au pyrazinamide. Les cole-
nies sont dysgoniques, mais leur croissance est
en général plus rapide que celle de M. bovis.
Elle n'excede pas 4 4 6 semaines. Le test de la
niacine est variable et la réduction des nitrates
habituellement négative. Ce dernier caractére
est toutefors sujet aussi & variations.

Il n'est donc pas impossible que quelques
souches étiquetées M. bovis appartennent en
réalité au type africain. Cette hypothése pourra
gtre confirmée ou infirmée rétrospectivement.
En effet, la recherche minutieuse des souches
d'origine animale appartenant @ ce type sera
désormais effectuée systématiquement et les
souches dépistées ou suspectes envoyées a l'insti-
tut Pasteur de Paris pour confirmation.

Parmi les 298 cultures positives, 250 souches

503

av total furent identifiées. Les auires n'ont pu
I'8tre de fagon précise pour des raisens diverses
(difficultés de la culiure au repiquage et surtout
perte d'un lot de souches repiquées par suite
d'un accident d'étuve). Ces souches ont donc été
eliminges.

4.3.2. Résultals glebaux des identifications.

— Mycobacterium  tuberculosis a  été  isolé
13 fois sur 250, soit dans 5,2 p. 100 des cas. Dans
10 cas les prélévements provenaient de bovins
et dans 3 cas de porcins.

— Mycobacterium bovis a été isolé 224 fois
sur 250, soit dans 89,6 p. 100 des cas. Dans 212 cas
les prélévements provenaient de bavins (zébus :
192 fois ; taurins : 20 fois) ; dans 7 cas de porcins ;
dans 3 cas d'ovins ef dans 2 cas d'équins.

— Des mycobactéries atypiques ont été isolées
13 fais sur 250, soit dans 5,2 p. 100 des cas.

Les souches isolées se répartissent ainsi selon
la classification de RUNYON

Groupe | : M. kansasii : 1 fois chez un bovin
zébu ;

Groupe Il : M. aquae ! : 1 fois chez un bovin
zébu ;

M. aquae It < 1 fois chez un bovin zébu égale-
ment ;

Groupe Il M. batfeyi : 2 fois dont |'une chez
un bovin zébu et I'autre chez un porcin ;

Groupe IV 1 M. borsfelense : 1 fois chez un
bovin zébu.

7 Mycobactéries n'ont pu é&tre identifices de
fagon exacte par manque de concordance entre
les différents test prahqués (5 fois chez des
bavins zébus | 1 fois chez un bovin favurin ;
1 fais chez un porain).

4.3.3. Résultals des identifications par espéce
amimale.

— Bavins 1 233 souches au total ont é1é isolées,
dont 209 en provenance de zébus ef 24 en prove-
nance de taurins.

Parmi les 233 souches abtenues le bacille
humain a été 1solé 10 fois soit dans 4,3 p. 100 des
cas, le bacille bovin 212 fois, soit dans 91 p. 100
des cas et les mycobactéries atypiques 11 fois,
sait dans 4.7 p. 100 des cas.

— Porcins : 12 souches au total oni été isolées,
3 fois, il s'agissait de M. fubercuiosis ; 7 fois de
M. bovis et 2 fois de mycobactéries atypiques.
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— Ovins 1 3 souches ont &té isolées et chaque
fois, il s'agissait de M., bovis,

— Equins : 2 souches ont été isolées, et dans
les 2 cas, il s'agissait de M. bovis.

4.3.4. Etude des lésions provoquées par M. tuber-
culosis et les mycobaciéries difes afypiques.

Dans leur ensemble, ces lésions ne différent
pas de celles observées avec M. havis,

En ce qui concerne M. tuberculosis les divers
types de Iésions rencontrées chez chaque espéce
animale figurent dans le tableau 5. On peut
constater que, confrairement & ce qui est observé
en France ot ce type de bacille n'engendre chez
les bovins qu'une tuberculose fermée et sponta-
nément stebilisée au stade du complexe primalire
(JOUBERT ef OUDART, 1966), des (ésions de
tuberculose généralisée ont é1é rencontrées,
chez ces animaux, 4 fois sur 10,

TABLEAU ¥° ¥

¥ature des 1lésions observies avec Myeobacteriwn tuberculosis dens
les différentes espéces animales.

Nature de la
ssisie

IspSce
animale

Lésions observées avec M, tuberculosis

Porc Totale

Pourons, Toie, rate, reins

" "

Rate

" Particlle

fanglions bronchiques et rétropharyngiens

Totale

Poumens, fole, rate, reins, pl2vre et péritoine

- id. -

Fole, rate, reins, intestins

Pecumens, foie, rate

T&te, collier, ganglions rétropharyngiers et
préscapulacres

Pourions

Ganglions bronchigues et rébropharyngiens

Taurin

Tete, poumons

" "

Ccllier, ganglions préscapulaires

Ganglions bronchigues

Quant aux [ésions imputables aux mycobac-
téries atypiques, elles sont indiquées dans le
tableau &. L& encore, ces |€sions ne semblent pas
différer de celles occasionnées par M. baevis.

4.3.5. Discussion des résultais.

St le bacille bovin vient largement en téte
parmi les souches isolées, on sera peut-Btre
surpris de la fréquence non négligeable avec
laquelle est rencontrée M. fubercuiosis. Ce bacille
a &té isolé en effet 1 fois sur 4 chez les porcins.
En fait, cette fréquence est trés compréhensible,
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si I'on considére le mode de vie de ces animaux
vivant en cohabitation avec I'homme et se nour-
rissant en partie des résidus alimentaires |ajssés
par celvi-ci. Par contre, la fréguence relative
(4.3 p. 100) avec laquelle ce bacille est rencontré
chez les bovins peut paraitre, & premiére vue,
surprenante, du fait du mode d'élevage extensif
de ces animaux. |l faut cependant se souvenir
que les peuhls {1}, qui conduisent les troupeaux,

(1) Les peuhls sont une race africaine 4 vocation essen-
tiellement pastorale. tls prafiquent la religion musulmane
et, trés souvent, le nomadisme ou la transhumance.
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sont en fait en contact étroit avec leurs animaux,
marchant chaque jour, pendant des heures,
au milieu de ceux-ci.

On congoit alors trés bien dans ces conditions
gu'un berger contaminé puisse &re d l'origine
de ces infestations.

Il peut &tre intéressant de comparer ces résul-
tats avec ceux obtenus @ partir des prélévements
humains au cours de la période 1966 a 1968.

Pour 406 cultures positives (souches nouvelles

isolées), 342 souches ont pu étre identifiées avec
les résultats suivanis

— M. tfuberculosis : 328 fois, soit 95,9 p. 100
— M. bovis : 10 fois, soit 8,9 p. 100
— M. atypiques : 4 fois, soit 1,9 p. 100 (M.
phlci : 1 fois;
M. aguae Ill : 1 fois ; scotochromogeéne
1 fois ;
M. avium : 1 fois).

TABLEAU ¥© VI

Nature des 1&sions cobservées avec les mycobactéries alypiques dans
les différentes espices animales.

Espéce Nature de la Type de Lésions observées avec les mycobectéries
animale saisie mycochbectéries dites mtypiques
Pore Totale atypique non Rate, fole, ganglions bronchigues et
identifiée rétropharynglens
" non précisée batteyi Non trécisées
Zébu Totale " Foie, ganglions bronchigues
" " atypigue non Rete, reins, ganglions bronchigues st
identifiée préscapulairss
" " " Foie, rate, ganglions préscapulailres
" Partielle fquae II Rate, poumons, ganglions bronchiques
" " Agquas TTT Pourmons et ganglions bronchiques
" " kansasil - 1d, -
" " borstelense - id. -
" " atypigus neon Ganglions rétropheryngiens, précuraux et
identifigée préscapulaires
" " " Rate, poumons, t&te et ganglions
rétropharyngiens
" " " Collier
Taurin " " Poumons et ganglicons bronchigues

— Le fréquence relativement réduite avec
laquelle le bacille bovin est renconiré chez
l'homme semble en contradiction avec certains
résultats de nos enquétes allergologiques récentes
(ALBERT et GIDEL, 1969). Ceiles-c1 ont moniré
en effet la coexistence fréquente, dans certaines
régions (réglons sahéliennes en particulier),
des tuberculoses humaine et bovine dans un
méme village. Mais il faut soculigner que la
quasi-totalité des souches qui ont été isolées chez
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I'homme proviennent de sujets gui ne sont pas
originaires de ces régions et n'ont eu, de ce fait,
que des contacts trés indirects avec les bowvins.

Enfin, retenons la relative fréquence de la
tuberculose chez les chevaux, 9 cas sur 3.299 ani-
maux inspectés, soit 1 pour 366 alors qu'en
France, avant que ne soit mis en ceuvre le plan
d'éradication de la tuberculose bovine, elle ne
dépassaif pas la fréquence de 1 p. 100.000
(JOUBERT et OUDAR, 1966).
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5. — CONCLUSION

Ces recherches confirment, sinon |'absence
totale du farcin, du moins la rareté de cette
affection dans les régicns dent les animaux
¢taient originaires et soulignent en méme temps
I'importance de la tukerculose bovine dans ces
mémes régions,

S5i M. bovis est bien I'agent {e plus fréquemment
rencontré chez les animaux, M. fuberculosis
nest cependant pas exceptionnel. Ce fait, joint &
la présence d'un pourcentage non négligeable
de M. bovis parmi les souches isolées chez I'hom-
me, el surfout, aux resultats de nos enquétes
allergologiques, nous a incités & entreprendre
une étude bactériologigue de la tuberculose
humaine et bovine dans fes régions sahéliennes
prospectées au cours des enquéfes tuberculi-
niques, Cetfte étude permetira de préciser la
part qui revient & M. fuberculosis et a M. bovis,
4 la fois chez I'homme et chez 'animal et d'éclai-

rer ainsi |'¢pidémiclogie de |'affection dans
ces régions.

Organisation de Coepération ef de Coordination
pour la lutfe contre les Grandes Endémies
(0.C. C. G, E)) — Cenfre Muroz
Boba Dioulasso — Haute-Volta
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SUMMARY

The mycobacteria from animal origin isolafed by the Muraz

Cenfre from 1965 fo 1968, [solation and identification methods, Results

The importance of confiscates for tuberculesis fo the Bobe-Dioulasse slaughter
houses is indicated by the authers. The frequency of these conflscates reached
to 2.61 p. 100 for the cattle (82,961 inspected animals) and fo 2.15 p. 100 for the
pigs {16,992 inspected animals) during the 1965 fo 1968 included years. The
authors indicate the methods employed for the samples, the 1solation and the
identificahon of mycobacteria. Finally, the results obtained concerning the direct
examinations, the cultures and the identification of isolated mycobacteria are
explained,

Among the 63% samplings received by the laboratery, 298 cultures were posi-
tive and 250 strains were ideniified.

Myecobacterium bovis has been the most frequently found : 89.6 p. 100 of cases.

Mycobacterium tuberculosis has been yef isolated in 5.2 p. 100 of cases and
alypic mycobacteria in 5.2 p. 100 of cases. These results indicate the scarcity
of farcy and the importance of bovine tuberculosis in the areas of which the
animals were native,

The authors conclude by informing of thelr infention to undertake a bacteric-
logical study in the breeding areas of sahel where the late tuberculin investiga-
tions have indicated iles between human and bovine tuberculosis. There
investigations can aollowe to spectfy the types of mycobacteria and to know
better the disease epidemiology in these areas, ‘

RESUMEN

Las micobacterias de origen animal aisladas en el Centro Muraz de 1965
a 1968. Técnicas de aislamiento y de identificacién. Resultados

Por de pronto, los autores notan le importancia de los descomisas para tuber-
culosis en los mataderos de Bobo-Dioulasso. La frecuencia de eslos descomisos
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llegd ¢ 9,61 p. 100 para los bovinos (82.961 animales inspectades) ¥ 2,15 p. 100
para los cerdos (16.992 animales inspectados) durante los afios 1965 a 1968
incluso. Pespues, indican las técnicas que utilizaren para las muestras, el
dislamienic y la identificacién de las micobacterias. Por fin, exponen los resul-
tados obtenidos concerniendo a los examenes direcios, los cultivos y la identifica-
cidn de las micobacterias aisladas.

Entre las 639 muestras recibidas en el Laboratorie, 298 cultivos fueron posi-
tivos v se pudo identificar 250 cepas. El agenfe mds frecuentemente encontrado
es Mycobacterium bovis : en 89,6 p. 100 de los casos.

3in embargo se aislaron Mycobacterium Juberculosis en 5,2 p. 100 de los casos
¥ micobacierias atipicas tambien en 5,2 p. 100 de los casos. No se aislé ninguna
cepa de Nocardia forcinica. Estos resuliados muestran !a rareza de la nocardiosis
y laimportancia de la tuberculosis de los bovinos en las regiones de las cuales los
animales eran originarios.

Emprender un estudio bacteriolégico en las regiones sahelianas de crianzo
donde encuestas tuberculinicas recientes mostraron que relaciones existirian
entre las tuberculosis humana y boving, tal es el propésito, notade en la conclu-
s10n, que los autores persiguen. Estas investigaciones permitiran precisar los
tipos de micobacterias en causa y mejor conocer la epidemiclogia de la enfer-

medad en estas regiones.
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